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WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

TA — toxin-antitoxin / toksyna-antytoksyna

LAB — lactic acid bacteria / bakterie mlekowe

VRE — vancomycin — resistant enterococci / wankomycyno-oporne enterokokki
DNA — deoxyribonucleic acid / kwas deoksyrybonukleotydowy

RNA — ribonucleic acid / kwas rybonukleotydowy

DNaza — deoxyribonuclease / deoksyrybonukleaza

RNaza — ribonucelase / rybonukleaza

RBS — ribosome binding site / miejsce wigzania rybosomu

SD — Shine-Dalgarno sequence / sekwencja Shine — Dalgarno

ATP — adenosine triphosphate / adenozynotrifosforan

GTP — guanidine triphosphate / guanidynotrifosforan

CTP — cytosine triphosphate / cytozynotrifosforan

TTP — thymidine triphosphate / tymidynotrifosforan

UTP — wridine triphosphate / urydynotrifosforan

PSK — post-segregational cell killing / posgregacyjna eliminacja komorek
PCD — post-segregational cell death / programowana $mier¢ komorki
CFU — colony forming unit / jednostka tworzaca kolonie

PCR — polymerase chain reaction / fancuchowa reakcja polimerazy

RLU — relative luminescence unit / wzgledna jednostka luminescencji
IPTG — izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd

DTT - ditiotreitol

EDTA — ethylenediaminetetraacetic acid / kwas edetynowy

SDS — siarczan dodecylu sodu

APS — ammonium persulfate / nadsiarczan amonu

TEMED — N,N,N',N’-Tetrametyloetylenodiamina

UV —ultraviolet / promieniowanie ultrafioletowe

EMSA — electrophoretic mobility shift assay / test op6znienia migracji w zelu



1. WSTEP

W sktad mikroflory jelita ludzkiego wchodzi ponad 500 gatunkow
mikroorganizméw, z czego wickszo$¢ stanowig bakterie. Calkowitg liczbe
komoérek bakteryjnych zasiedlajagcych jelito grube cztowieka szacuje si¢ na
okoto 10", przy czym procentowy udzial poszczegdlnych gatunkéw bakterii
moze zmienia¢ si¢ u r6znych os6b w zaleznosci od wielu czynnikow, m.in. od
wieku, plci iprzyjmowanych lekéw [158]. Bakterie z rodzaju Enterococcus
stanowia cze$¢ naturalnej mikroflory jelitowej ssakéw, w tym rowniez
cztowieka [182]. Enterokokki to Gram-dodatnie, fakultatywnie anaerobowe
ziarenkowce, nalezace do grupy bakterii mlekowych (lactic acid bacteria —
LAB) [35]. W jelitach zdrowych ssakdéw najczesciej i1 najliczniej wystepujacymi
gatunkami enterokokkow sa Enterococcus faecium 1 Enterococcus faecalis [10,
39, 75, 128, 129, 139, 140].

Bakterie nalezace do rodzaju Enterococcus uwazane sg za oportunistyczne
patogeny, ktore moga powodowaé powazne infekcje [28]. Wedtug danych
opublikowanych w latach 2008-2013, bakterie E. faecalis 1 E. faecium stanowig
jedna z gtéwnych przyczyn infekcji drég moczowych, zakazen ran po zabiegach
chirurgicznych oraz bakteremii u pacjentéw hospitalizowanych [6, 40, 88].
Podejrzewa sie, ze wigkszo§¢ przypadkow infekcji  enterokokkami
spowodowanych jest translokacja komoérek bakteryjnych poprzez nabtonek jelita
do weztow chlonnych oraz krwioobiegu [54]. Prawdopodobienstwo
rozprzestrzenienia si¢ enterokokdw w organizmie wzrasta jesli doszto do
zaburzenia integralno$ci nabtonka jelitowego [157]. Wérdd czynnikow istotnie
wplywajacych na wirulencje enterokokkéw wyrdznia si¢ obecno$¢ na
powierzchni komorki bakteryjnej charakterystycznych biatek (m.in. Agg, Ace,
Esp), ktore ulatwiaja adhezje bakterii do komodrek nabtonka, zdolnos¢ do
formowania biofilmu oraz do wydzielania enzymow degradujacych tkanke
gospodarza [51].

Znajdujaca si¢ na powierzchni komorek niektérych szczepow E. faecalis,
glikoproteina Agg (aggregation substance) jest odpowiedzialna za specyficzny
dla enterokokkéw proces agregacji komodrek poprzedzajacy koniugacje.
W strukturze Agg obecny jest motyw Arg-Gly-Asp rozpoznawany przez
receptory potozone na powierzchni komorek nablonka jelita. Agg utatwia
adhezje¢ oraz agregacje bakterii E. faecalis na powierzchni komoérek gospodarza,
a prawdopodobnie takze translokacje bakterii poprzez nabtonek jelitowy [157].
Innym biatkiem, ktére réwniez moze by¢ obecne na powierzchni E. faecalis jest
Ace (adhesion of collage from E. faecalis). Prawdopodobnie biatko to jest
istotne w procesie kolonizacji tkanki wsierdzia [103]. Biatko Esp (extracellular
surface protein), wykrywane na powierzchni zaréwno E. faecalis, jak i E.
faecium, odpowiada za kolonizacje tkanek gospodarza oraz formowanie
biofilmu, a takze wplywa na zmniejszong wrazliwos¢ enterokokkdéw na niektore
antybiotyki [13, 16, 52] Do czynnikow determinujacych wirulencje
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enterokokkow zalicza si¢ takze cytolizyny oraz niektdre proteazy serynowe i
hialuronidazy. Doktadna biologiczna rola tych enzymdéw w procesie patogenezy
nie zostala jeszcze okreslona, jednak przypuszcza sie, ze sa one odpowiedzialne
za degradacje¢ tkanek gospodarza, wskutek czego dochodzi do wzrostu ilosci
sktadnikow odzywczych dostepnych dla enterokokkow. Prawdopodobnie biatka
te petnig réwniez istotng role w procesie formowania biofilmu [66, 121]. Wiele
czynnikéw wirulencji Enterococcus sp. moze by¢ kodowanych nie tylko w DNA
chromosomalnym, ale réwniez w DNA plazmidowym, co oznacza, ze mogg one
by¢ przekazywane pomiedzy komodrkami bakteryjnymi na  drodze
horyzontalnego transferu gendéw. Do tego typu czynnikow nalezg m.in. biatka
agregacyjne Asa-1 1 Agg oraz cytolizyny Hly i ClyL [29, 67, 108].

Opisane powyzej determinanty wirulencji wykrywane sg duzo czgsciej
w szczepach E. faecalisniz w przypadku E. faecium [44]. Zjawisko
zroznicowanego wystepowania poszczegolnych determinant wirulencji w obu
gatunkach bakterii pozostaje w zgodzie z danymi epidemiologicznymi, wedlug
ktoérych powodem okoto 60% zakazen enterokokkami jest E. faecalis, podczas
gdy E. faecium stanowi przyczyneg niecatych 30% [51]. Istotnym jest fakt, ze
pomimo znacznie wigkszej czgstosci zakazen spowodowanych E. faecalis
wzgledem zakazen E. faecium, towlasnie E. faecium stanowi wigksze
zagrozenie w kontekscie oporno$ci bakterii na antybiotyki [68]. Przypuszczalnie
czesto wystepujace w szczepach E. faecium mobilne elementy genetyczne
wpltywaja na wzrost zdolnosci adaptacyjnych tego gatunku bakterii w
srodowisku szpitalnym, co utrudia terapi¢ infekcji spowodowanych przez
bakterie nalezace do tego gatunku [110]. Zakazenia, ktérych przyczyna sa
bakterie z rodzaju Enterococcus, charakteryzuja si¢ wysoka (siegajaca az 45%)
$miertelno$cig wsrod pacjentow hospitalizowanych po zabiegach chirurgicznych
[51]. Co wigcej ryzyko $mierci pacjenta dramatycznie ro$nie, jesli mamy do
czynienia ze szczepem bakterii opornym na antybiotyki glikopeptydowe, w tym
wankomycyne [19]. Antybiotyki glikopeptydowe wigza si¢ do sekwencji D-Ala-
D-Ala prekursora peptydoglikanu, wskutek czego hamuja synteze $ciany
komoérkowej — bakterii.  Oporno$¢  Enterococcus sp. na  antybiotyki
glikopeptydowe, w tym wankomycyne, wiagze si¢ ze zmiang budowy prekursora
peptydoglikanu, co zapobiega zwigzaniu antybiotyku i zmniejsza wrazliwos¢
bakterii na wankomycyne od 7 do 1000 razy [66]. Proces ten uwarunkowany
jest obecno$cia w genomie przynajmniej jednego z szesciu operonow
kodujacych biatka warunkujace oporno$¢ na antybiotyki glikopeptydowe (vanA
- vanG). W komorkach E. faecalis oraz E. faecium najczgsciej wykrywano
obecno$¢ operondw vanA oraz vanB, przy czym determinanty opornosci na
antybiotyki glikopeptydowe czesciej wystepowaly w szczepach E. faecium niz w
przypadku E. faecalis (odpowiednio 60% 1 2% badanych szczepow) [7].
Operony vanA oraz vanB najczgsciej kodowane sa w obrgbie transpozonow,
ktére moga stanowi¢ cze$¢ chromosomalnego lub plazmidowego DNA [68].
Ponadto enterokokki moga nabywac na drodze horyzontalnego transferu genow
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determinanty oporno$ci na inne antybiotyki (np. chloramfenikol, tetracykling,
makrolidy czy fluorochinolony) oraz przekazywa¢ je bakteriom nalezacym do
odleglych ewolucyjnie gatunkow (Clostridium difficile, Escherichia  coli,
Staphylococcus aureus, Listeria spp.) [27, 109, 125, 163].

Zaréwno determinanty opornosci na antybiotyki, jak i czynniki wirulencji
patogennych szczepow Enterococcus sp. moga by¢ kodowane w DNA
plazmidowym, najczesciej w DNA tzw. megaplazmidow o wielko$ci nawet
kilkudziesieciu par zasad. Obecno$¢ w komodrce bakteryjnej plazmidow,
w szczegolnosci za$ megaplazmidow, wiaze sie¢ z obnizeniem tempa wzrostu
bakterii i ich mozliwosci konkurencji w $rodowisku pozbawionym presji
antybiotykowej [114, 174]. Jednym z elementow warunkujacych stabilne
dziedziczenie plazmidow w populacji komoérek bakteryjnych sa zakodowane
w plazmidowym DNA systemy toksyna-antytoksyna (TA). Systemy TA
to elementy genetyczne, zlozone z pary genow, z ktorych jeden koduje stabilng
toksyne, a drugi — niwelujaca jej dzialanie labilng antytoksyne. Toksyny
tych modutow moga wplywa¢ na roznorodne procesy zyciowe w komorce:
od replikacji DNA po biosynteze biatek, $ciany komorkowej, cytoszkieletu
i ATP. Degradacja i brak mozliwosci syntezy de novo antytoksyny w komorkach
potomnych, ktore nie oddzidziczyty kopii plazmidu niosacej kasete TA,
powoduje $mier¢ komorki w wyniku dziatania toksyny.

W 2006 roku stwierdzono, ze istnieje fizyczne powiagzanie pomiedzy jedna

znajczgsciej obserwowanych u  enterokokkdéw  determinant opornosSci
na wankomycyne (vanAd) a kaseta toksyna-antytoksyna axe-txe. Kaseta axe-txe
obecna byla w 75% zbadanych plazmidow pochodzacych =z bakterii
Enterococcus wyizolowanych z probek klinicznych, z czego niemal 60%
zawierala takze operon vanA [122, 146].
Do niedawna uwazano, ze gltdowna rola plazmidowych systemow toksyna-
antytoksyna jest stabilizacja plazmidowego DNA w populacji komorek
bakteryjnych, co jest prawda roéwniez w przypadku modulu axe-txe;
jednak coraz czeséciej pojawiaja si¢ doniesienia o mozliwosci istnienia takze
innych biologicznych funkcji tych modutow [23]. Plazmidowy system toksyna-
antytoksyna axe-txe jest homologiczny do chromosomalnej kasety yefM-yoeB
Escherichia coli. Wysoki stopien podobienstwa biatek obu modutéw oraz
podobny sposob dziatania toksyn, sktaniaja do przypuszczenia, ze kasety te
moglyby peli¢ w komoérce podobng rolg. W przypadku modutu yefM-yoeB
wiadomo, Ze jest on istotny w procesie formowania biofilmu oraz patogenezy,
jednak doktadna rola tego systemu w obu procesach nie zostala jak dotad
okreslona [92, 101, 105, 127, 165].

W zwiazku z powszechno$cia wystepowania modutu axe-txe wsrod
wankomycynoopornych  szczepdw  Enterococcus — (vancomycin-resistant
enterococci — VRE), zaproponowano, ze kaseta ta moze stanowic cel do rozwoju
potencjalnej strategii antybakteryjnej [72, 79, 127]. Prdéby praktycznego
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wykorzystania modutu axe-txe wymagaja jednak dokladnego poznania
mechanizmu dziatania i regulacji ekspresji genow tego systemu.

Moja praca dotyczy regulacji ekspresji operonu axe-txe, w zwiagzku
z czym we wstepie  scharakteryzuje poznane typy systeméw  toksyna-
antytoksyna, ze szczeg6lnym naciskiem na mechanizmy regulacji ekspresji ich
genow, nastepnie zostanie omowiona ewolucja kaset toksyna-antytoksyna, ich
biologiczna rola oraz aktualny stan wiedzy na temat modutu axe-txe.

1.1. Klasyfikacja systemow toksyna — antytoksyna

Badania nad mechanizmami utrzymywania si¢ plazmidow w populacjach
komoérek bakteryjnych doprowadzity do odkrycia w 1983 roku pierwszego
systemu toksyna-antytoksyna, ccdAB (control of cell death), kodowanego w
DNA plazmidu F [131]. Po podziale komorki niosacej ten plazmid, komorki
potomne wraz z cytoplazma dziedziczg zaré6wno stabilng toksyne CcdB, jak i
antytoksyne CcdA, ktora jest degradowana przez protezg Lon [183]. Dopoki
biatka CcdA iCcdB znajduja si¢ w kompleksie, dziatanie toksyny jest
zahamowane, jednak degradacja oraz brak mozliwosci syntezy de novo
antytoksyny w  komorkach, ktore nie odziedziczyty plazmidu, powoduje
aktywacje toksyny poprzez uwolnienie jej z kompleksu. CcdB hamuje
aktywno$¢ gyrazy, w wynikuczego dochodzi do wielokrotnych peknie¢
podwadjnej nici DNA i $mierci komorki [7, 90].

W tej chwili znanych jest juz ponad 10000 potencjalnych systeméw TA,
obecnych w DNA chromosomalnym lub plazmidowym bakterii i archeabakterii,
a takze w DNA profagow [53, 115, 134, 159]. Toksyny wszystkich znanych
typow systemoéw TA sa biatkami, natomiast antytoksyny moga stanowi¢ biatka
lub mate RNA (sRNA). Na podstawie molekularnej charakterystyki antytoksyn i
réznic w mechanizmie ich dzialania, opisane dotychczas systemy TA podzielono
na pig¢ typow (tabela 1).

Tabela 1. Klasyfikacja systemow toksyna-antytoksyna na podstawie rodzaju
i mechanizmu dzialania antytoksyn

Table 1. Classification of toxin-antitoxin systems on the basis of molecular nature and
mode of action of the antitoxin molecule

Rodzaj
Typ czasteczki . . . .
systemu antvioksvny/ Mechanizm hamowania toksycznosci/ mechanism
TA/ TA Y yny of toxin nautralization
e molecular nature
op of antitoxin
Hamowanie biosyntezy toksyny na etapie translacji /
| sRNA ; SRR
Toxin translation inhibition
Bezposrednia interakcja z toksyna
11 Bialko / Protein | i hamowanie jej aktywnosci / Direct interaction with
toxin and inhibition of its activity
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Rodzaj
Typ czasteczki
systemu antvtoksvny/ Mechanizm hamowania toksyczno$ci/ mechanism
TA/ TA y yny of toxin nautralization
e molecular nature
op of antitoxin

Bezposrednie interakcja z toksyna
I sRNA 1 hamowanie jej aktywnosci / Direct interaction with
toxin and inhibition of its activity

Dziatanie antagonistyczne wzgledem toksyny,
skierowane na struktury bedace celem dziatania

v Biatko / Protein toksyny /Antagonistic action of antitoxin on toxin’s
cellular targets
Hamowanie biosyntezy toksyny
A% Bialko / Protein poprzez degradacj¢ jej mRNA / Toxin mRNA
degradation
1.1.1. Systemy toksyna — antytoksyna typu I

Systemy TA typu [ zbudowane sa z genu kodujacego toksyne
oraz z kodowanego w obrebie tego genu (in cis) lub powyzej niego (in trans)
antysensownego sRNA, stanowigcego antytoksyne. Sekwencja antytoksyn
systemow TA typu I moze by¢ zatem komplementarna do sekwencji mRNA
toksyny (bsrG-Sr4) [43] lub do sekwencji RNA znajdujacej si¢ powyzej] mRNA
toksyny, ktora jest niezbedna do jej translacji (sok-hok, tisB-istR1) [63, 64, 185].
Hybrydyzacja antytoksyny zmRNA toksyny moze powodowaé degradacje
przez komorkowe RNazy powstatego w ten sposob dupleksu RNA (bsrG-Sr4)
(rycinal A) [43] lub zapobiega¢ zwigzaniu rybosomu do sekwencji
Shine-Dalgarno  mRNA  toksyny  (symER) (rycina 1 B) [95],
co w obu przypadkach skutkuje zahamowaniem ekspresji toksyny. Wigkszos¢
antytoksyn systemow TA typu I ulega znacznie szybszej degradacji niz mRNA
toksyn. Réznica w stabilnosci mRNA toksyny i SRNA antytoksyny umozliwia w
pewnych warunkach translacje znajdujacej sie¢ w komorce puli mRNA toksyny
i w konsekwencji — dzialanie toksyny na jej komorkowy cel.

Wiele systemow TA typu [ charakteryzuje si¢ skomplikowana,
wielostopniowa regulacja ekspresji genu toksyny, obejmujacg regulacje na
poziomie transkrypcji (np. inhibicja transkrypcji przez biatko LexA w systemach
symER, tisB-istRI) [43, 95], translacji i stabilno§ci mRNA (opisane powyzej
dziatanie antytoksyn) oraz modulacje stabilnosci toksycznego biatka (np.
degradacja toksyny SymE przez protez¢ Lon) [95]. Ponadto w systemach,
w ktorych antytoksyna kodowana jestin trans, jej hybrydyzacja z mRNA
toksyny wymaga czesto obecnos$ci biatka Hfq [37, 180]. Zaobserwowano takze,
ze niektore systemy TA typu I charakteryzujg si¢ dodatkowymi mechanizmami
regulacji ekspresji toksyny, najczesciej zwigzanymi z dynamika struktury
drugorzedowej i modyfikacjami potranskrypcyjnymi mRNA. Przyktadem moze
tu by¢ kaseta tisB-istRI, w ktorej gen toksyny TisB poprzedzony jest nie
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ulegajaca translacji sekwencja tisA, w wyniku kotranskrypcji tych sekwencji,
powstaje dtugi mRNA (+1 mRNA), tworzacy liczne struktury drugorzedowe,
migdzy innymi w rejonie wigzania rybosomu (ribosome binding site — RBS).
Struktura drugorzedowa mRNA jest dynamiczna, totez w niektérych momentach
mozliwe jest zwigzanie rybosomu do RBS, jednak czas potrzebny na rekrutacje
rybosomu z cytoplazmy jest na tyle dlugi, ze wydajnos¢ tego procesu jest bardzo
niska. Modyfikacja potranskrypcyjna mRNA, polegajaca na odcigciu
rybonukleotydow od konca 5°, powoduje utworzenie aktywnego translacyjnie
+42 mRNA. Transkrypt ten powyzej miejsca RBS zawiera nieustrukturyzowany
rejon  (,,standby site”), do ktorego niespecyficznie wigze si¢  rybosom.
Umozliwia to szybkie przemieszczenie si¢ rybosomu do miejsca RBS i wydajng
translacje toksyny. Antytoksyna IstR1 hybrydyzuje z mRNA toksyny w rejonie
»standby site”, a utworzony dupleks RNA trawiony jest przez RNaze III,
wskutek czego powstaje krotki, nieaktywny translacyjnie transkrypt +106
mRNA #isB [37, 185].

Pomimo opisanych powyzej r6znic w budowie i dziataniu modutow TA typu
I, systemy te uwazane sg za stosunkowo jednorodng grupg kaset toksyna-
antytoksyna [18], jednak dokladny mechanizm regulacji ekspresji genow
poszczegdlnych modutow tego typu jest niezwykle zlozony 1 w wielu
przypadkach moze znacznie si¢ roznic.
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Rycina 1. Schemat przedstawiajacy dzialanie antytoksyn systeméw TA typu I
na przykladzie kaset bsrG-Sr4 (Bacillus subtilis) i symER (Escherichia coli)
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Elementy powigzane z toksyng oznaczono niebieskimi symbolami, z antytoksyng —
symbolami rézowymi, czarnymi strzalkami oznaczono sekwencje promotorowe.
A Degradacja mRNA toksyny Konce 3° sekwencji SRNA antytoksyny Sr4 i mRNA
toksyny bsrG sa komplementarne, dupleks RNA rozpoznawany jest przez RNaze III.
Degradacja mRNA uniemozliwia syntez¢ toksyny BsrG. B Blokowanie inicjacji
translacji toksyny Sekwencja sRNA antytoksyny symR jest komplementarna do
sekwencji Shine-Dalgarno (SD) mRNA toksyny symE. Hybrydyzacja RNA zapobiega
zwigzaniu rybosomu do SD i tym sposobem hamuje inicjacj¢ translacji toksyny. Dupleks
RNA prawdopodobnie jest degradowany przez RNaze 111 [18]

Figure 1. Toxin—antitoxin cassettes bsrG-Sr4 (Bacillus subtilis) and symER
(Escherichia coli) as exemples of two modes of regulatory mechanisms of type I TA
systems. Toxin-associated elements are drawn in blue, antitoxin-associated elements are
drawn in pink, black arrows denote promoters. A Toxin mRNA degradation 3’ ends of
antitoxin and toxin RNA hybridize. RNase Il degrades RNA duplex, and, consequently,
does not allow BsrG toxin synthesis. B Translation initition inhibition Antitoxin RNA is
complementary to Shine-Dalgarno (SD) sequence of the toxin mRNA. RNA hybridization
prevents ribosome binding, and thus, inhibits SymE translation initition [18]

1.1.2. Systemy toksyna — antytoksyna typu II

W systemach TA typu II biatlkowa antytoksyna bezposrednio,
niekowalenycjnie wiaze si¢ z toksyna i hamuje jej aktywno$¢, zwykle poprzez
zmiang konformacji toksyny. W przypadku wigkszosci antytoksyn tego typu,
domena odpowiedzialna za to oddzialywanie (zwykle C-terminalna) pozostaje
nieustrukturyzowana do momentu utworzenia kompleksu toksyna-antytoksyna
[85]. Cecha ta prawdopodobnie jest powodem stosunkowo szybkiej degradacji
antytoksyn przez komorkowe proteazy (Lon, Clp) [60]; toksyny natomiast
sg biatkami wzglednie stabilnymi. Zaburzenie stosunku ilosci obu biatek
modutu TA w komérce prowadzi zatem do akumulacji w komorce aktywne;,
niezwigzanej z antytoksyna, toksyny, aw konsekwencji — do zahamowania
wzrostu lub $mierci komorki.

Wigkszos¢ modutéw TA typu II charakteryzuje si¢ podobng budowa
i mechanizmem regulacji ekspresji genow. Najcze$ciej wystepujacy uklad, to
taki, w ktorym gen kodujacy antytoksyne poprzedza gen kodujacy toksyne i
zachodzi na niego, oba za$ znajduja si¢ pod kontrolg jednego promotora, ulegaja
kotranskrypcji oraz kotranslacji (rycina 2). Zbudowany w ten sposob operon
podlega autoregulacji: zwigzanie antytoksyny do rejonu operatorowego powyzej
promotora powoduje zahamowanie transkrypcji obu gendéw. Zwykle
oddzialywanie antytoksyny z toksyng powoduje wzrost jej powinowactwa do
rejonu operatorowego DNA, istnieja jednak rowniez takie kasety, w ktorych
represorem jest jednie antytoksyna (higBA, parDE) (rycina 3 A, B) [34, 130],
badz funkcje regulatora ekspresji gendw petni trzecie biatko (w-¢-¢) (rycina 4 B)
[38]. Zaobserwowano, ze w wielu systemach TA typu Il (re/BE, phd-doc,
vapBC), zaleznie od stechiometrycznego stosunku ilo$ci czasteczek antytoksyny
do ilosci czasteczek toksyny, moga tworzy¢ si¢ kompleksy toksyna-antytoksyna
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o0 zréznicowanym powinowactwie do rejonu operatorowego DNA, w rozny
sposob  wplywajace na aktywno$¢ promotora. Zjawisko to, nazywane
warunkowg kooperatywnoscia (conditional cooperativity) [25, 26, 71, 133, 193],
zapewnia $cista  kontrole iloSci  toksyny iantytoksyny w komorce
oraz umozliwia subtelna regulacje ekspresji gendw operonu. Nie jest
wykluczone, zZe podobnie jak w przypadku systeméw TA typu [, regulacja
ekspresji genow kaset TA typu Il moze by¢ wielopoziomowa.

Proteaza

Protease RS
Dzialanie
toksyny na jej
komérkowy cel

-------- > Toxin acts on its
cellular target
/‘ v
©

Gen kodujacy antytoksyne Gen kodujacy toksyne

Antitoxin Toxin

Rycina 2. Schemat przedstawiajacy kanoniczny model organizacji modulu toksyna
— antytoksyna typu II Elementy powigzane z toksyna oznaczono niebieskimi
symbolami, z antytoksyna — symbolami r6zowymi, czarng strzatka oznaczono sekwencje
promotorows. Geny antytoksyny i toksyny zachodza na siebie, ulegaja kotranskrypcji i
kotranslacji. Antytoksyna oddziatuje z rejonem operatorowym DNA za posrednictwem
domeny N-terminalnej i powoduje represj¢ promotora, toksyna dziata jako korepresor.
Oddzialywanie domeny C-terminalnej antytoksyny z toksyng niweluje toksyczny efekt,

natomiast przy braku antytoksyny mozliwe jest dziatanie toksyny na jej komoérkowy cel
[60]

Figure 2. Canonical model of type II toxin—antitoxin systems Toxin-associated
elements are drawn in blue, antitoxin-associated elements are drawn in pink, black
arrow denotes promoter. 3’ end of the antitoxin gene overlaps 5’ end of the toxin gene.
Toxin and antitoxin are under control of a sigle promoter, they are co-transcribed and
co-translated. The antitoxin protein binds to promoter/operator DNA region through its
N-terminal domain and represses the promoter, toxin acts as a co-repressor. The C-
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terminal domain of antitoxin binds to the toxin protein and neutralizes its toxic effect

[60]
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Rycina 3. Schemat przedstawiajacy organizacj¢ moduléw toksyna — antytoksyna,
w ktorych gen kodujacy toksyne poprzedza gen kodujacy antytoksyne Organizacja
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i regulacja ekspresji genéw tych modutow odbiega od modelu kanonicznego Elementy
powiazane z toksyna oznaczono niebieskimi symbolami, z antytoksyna — symbolami
rézowymi, czarnymi strzatkami oznaczono sekwencje promotorowe. A Organizacja
systemu mgqsRA (Escherichia coli) Kodowana ponizej genu toksyny antytoksyna
jest represorem wspolnego dla obu gendw promotora; oddziatuje ona z operatorem
za posrednictwem domeny C-terminalnej. W przeciwienstwie do wigkszo$ci antytoksyn
systemow TA typu II, MqsA jest w peini ustrukturyzowana w stanie wolnym,
jest tez biatkiem stosunkowo stabilnym. Zwigzanie MqgsR do N-terminalnego konca
antytoksyny powoduje nie tylko neutralizacje toksyny, ale takze destabilizacje
oddziatlywania antytoksyny z DNA i derepresj¢ promotora. B Organizacja systemu
higBA (Escherichia coli) Geny antytoksyny 1 toksyny wulegaja ekspresji za
posrednictwem dwoch rdéznych promotorow. C-terminalna domena HigA wigze
sekwencje operatorowa i hamuje aktywnos$¢ gtownego promotora, kompleks toksyna-
antytoksyna nie oddziatuje z DNA; mechanizm regulacji dodatkowego promotora,
kontrolujacego ekspresje¢ antytoksyny nie zostat okreslony. Antytoksyna wiaze toksyne
za posrednictwem domeny N-terminalnej i hamuje jej aktywnos¢ [34, 195]

Figure 3. Toxin—antitoxin cassettes mqsRA (Escherichia coli) and higBA (Escherichia
coli) exemplify the mode of regulatory mechanisms of type I TA systems with inverted
gene order Toxin-associated elements are drawn in blue, antitoxin-associated elements
are drawn in pink, black arrows denote promoters. A Regulatory mechanism of mqsRA
(Escherichia coli) TA system Antitoxin protein binds to promoter/operator DNA region
through its C-terminal domain and represses the promoter. In contrast to the canonical
model of type Il TA systems, antitoxin MqsA is fully structurized in its unbound (with
MgsR) state. MqsA is a relatively stable protein. The binding of MgsR through the N-
terminal domain of MqsA neutralizes toxin and destabilizes interactions between
antitoxin and DNA, and, consequently, causes derepression of the promoter. B
Regulatory mechanism of higBA (Escherichia coli) TA system Toxin and antitoxin
genes are under control of two distinctive promoters. The C-terminal domain of
antitoxin binds to operator region of the main promoter and represses transcription. A
mechanism for regulation of transcription driven from the other promoter is still
unknown. Antitoxin interacts with the toxin through its N-terminal domain and
neutralizes toxic effect [34, 195]
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Rycina 4. Schemat organizacji moduléw toksyna — antytoksyna zbudowanych z
trzech komponentéw Organizacja i regulacja ekspresji genow tych modutow odbiega
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od modelu kanonicznego Elementy powiazane z toksyna oznaczono niebieskimi
symbolami, z antytoksyng — symbolami rézowymi, z trzecim komponentem -—
symbolami zielonymi, czarnymi strzalkami oznaczono sekwencje promotorowe.
A Organizacja systemu pasABC (Thiobacillus ferrooxidansi) Wszystkie komponenty
systemu ulegaja ekspresji za posrednictwem wspoélnego promotora, antytoksyna, PasA,
oddziatuje z operatorem jako represor, toksyna, PasB, wiazac si¢ z antytoksyng dziata,
jako korepresor. Bialko PasC moduluje oddziatywanie pomiedzy PasA i PasB,
wzmacniajac neutralizujgce wilasciwosci antytoksyny. B Organizacja systemu w-&-¢
(Bacillus subtilis) Antytoksyna ulega koekspresji z toksyng i neutralizuje jej dziatanie,
jednak ani antytoksyna, ani kompleks toksyna-antytoksyna nie oddziatuje z DNA;
regulatorem ekspresji operonu jest natomiast trzecie biatko — @ [38, 168]

Figure 4. Toxin—antitoxin cassettes pasABC (Thiobacillus ferrooxidansi) and w-e-&
(Bacillus subtilis) exemplify mode of regulatory mechanisms of type Il TA systems
composed of three genes Toxin associated elements are drawn in blue, antitoxin
associated elements are drawn in pink, the third component is drawn in green, black
arrows denote promoters. A Regulatory mechanism of pasABC (Thiobacillus
ferrooxidansi) TA system All three genes of pasABC system are under control of a
single promoter. The antitoxin PasA protein binds to promoter/operator DNA and
represses the promoter, The PasB toxin acts as a co-repressor. Protein PasC modulates
interaction between PasA and PasB and enhances neutralizatory property of antitoxin.
B Regulatory mechanism of w-e-& (Bacillus subtilis) TA system Toxin and antitoxin
genes are under control of a single promoter. The regulatory protein @ modulates
transcription of both toxin and antitoxin genes [38, 168]

Poczatkowo systemy toksyna — antytoksyna typu Il podzielono na rodziny,
uwzgledniajac  homologie  sekwencji  aminokwasowych 1  struktury
trzeciorzgdowej tworzacych je biatek, przy czym klasyfikacja ta oparta byla na
zatozeniu, ze danej rodzinie antytoksyn odpowiada specyficzna rodzina toksyn
[63, 91, 134]. Jednak w wielu przypadkach kasety TA typu Il sa3 modutami
hybrydowymi, ztozonymi z komponentow nalezacych do odmiennych rodzin
[73, 161, 181], totezzgodnie z aktualnymi danymi toksyny i antytoksyny
systemow TA typu II podzielono odpowiednio na 13 i 20 niezaleznych
nadrodzin (tabele 21 3) [74, 115].
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Tabela 2. Klasyfikacja toksyn systeméw TA typu II na podstawie homologii
sekwencji aminokwasowych i struktury trzeciorzedowej bialek [74, 115]

Table 2. Classification of toxins from type Il TA systems on the basis of homology
of amino-acid sequences and protein structures [74, 115]

Nadrodzina | Przyklady toksyn | p 4,00 a1 ¢vwnosci | Skutek dzialania
toksyn / nalezacych do . . . .
. . toksyny / Toxicity toksyny / Toxicity
Toxin nadrodziny / mechanism effect
superfamily Example
ae Zahamowanie
Inhibicja gyrazy replikacji DNA
. DNA lub trawienie | .. . .
RelE, ParE, HigB, MRNA wolnego i indukcja odpowiedzi
PasB, YoeB, StbE, oraz zwiazane go , SOS lub zahamowanie
RelE/ParE | YafQ, Txe, YahV, azancg translacji / Inhibition of
. rybosomom / S
YgiN, MgsR, Grvase inhibition DNA replication and
SmeT11021(GinB) i or mRNA induction of the SOS
deoradation response or translation
g inhibition
Zahamowanie
Inhibicja gyrazy | infiirlllél'(: S oiedzi
DNA lub trawienie J P .
CcdB, MazF, wolneeo mRNA / SOS lub zahamowanie
CcdB/MazF YdcE, PemK, £0 MU translacji / Inhibition of
Gyrase inhibition .
ChpBK DNA replication and
or mRNA . .
. induction of the SOS
degradation .
response or translation
inhibition
Fosforylacja UDP- Zaha;mtoxévsnllﬁ(zﬁﬂt/ezy
Glc-Nac / UDP- Peptycog
S &,, PezT Inhibition of
Gle-Nac peptydoglycan
phosphotylation synthesis
Blokowanie
elongacji translacji
poprzez wiazanie z .
podjednostka 30S i Zahz}mowanle .
Doc Doc translacji / Translation
70S rybosomu / inhibition
Inhibition of
translation
elongation
st 1 abamanan
HipA HipA EF-Tu / EF-Tu translagjl / T rqnslatzon
. inhibition
phosphorylation
Trawienie Zahamowanie
VapC VapC tRNAMet/ t(RNAMe | translacji / Translation
degradation inhibition
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Nadrodzina Przykl.ady toksyn Rodzaj aktywnoSci Skutek dzialania
toksyn / nalezacych do . . .
. . toksyny / Toxicity toksyny / Toxicity
Toxin nadrodziny / mechanism effect
superfamily Example
Blokowanie
elongacji translacji
poprzez Wiazanie. z Zahamowanie
YafO YafO podjednostkami translacji / Translation
308 rybosomu / inhibition
Inhibition of
translation
elongation
Prawdopodobnie PI;ZV}Z:;% ?3;)12216
VapD VapD trawienie RNA / . .
. translacji / Translation
RNA degradation R
inhibition
. Zahamowanie
RnlA RnlA Trawienie RNA / translacji / Translation
RNA degradation e
inhibition
HicA Trawienie wolnego Zahamowanie
HicA Do mRNA / mRNA translacji / Translation
SpyT510270(Ginl) degradation inhibition
SpyT110270, Nieznana / Zahamowanie
GinA SpyT29270, Unknown translacji / Translation
BeeT1E33L inhibition
Nieznana / Zahamowanie
GinC SpyT 1w translacji / Translation
Unknown R
inhibition
Nieznana / Zahamowanie
GinD BeeTSess translacji / Translation
Unknown R
inhibition

Tabela 3. Klasyfikacja antytoksyn systemow TA typu II na podstawie homologii
sekwencji aminokwasowych. Podana klasyfikacja nie obejmuje antytoksyny
systemu mgsRA (74, 115]

Table 3. Classification of antitoxins from type Il TA systems on the basis of amino-
acid sequences’ homology. The classification does not include the mqsRA system
antitoxin [74, 115]

Nadrodzina antytoksyn / Antitoxin Przyklady antytoksyn nalezacych do
superfamily nadrodziny / Example
Phd Phd, YefM, Axe, PasB, StbD, YafN,
RelB307
RelB RelBK-12, DinJ, Paal
PasA PasA, YdcD, ParDEDL933,
SpeA2TIGR4
VapB, MvpA, MazE, ChpBI, Peml,
MazE SpeA3TIGR4
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Nadrodzina antytoksyn / Antitoxin Przyklady antytoksyn nalezgcych do
superfamily nadrodziny / Example
HigA HigA, HipB, YgjMa, BceASE33L,
SmeA11021, MvA1K10, EcoAIEDL933

VapX VapX

CcdA CcdAF

€ E

ParD ParDrk2

FiZA SpyA2 1070

FizB CcrAlcsis

FizC SpyAl Ml

FizD NeuAlco

FizE AtuAlcss

FizF SpyAlioro

FizG NSpA2pc7 120, NSpA5 PC7120

FizH AfuA2 DSM4304

Fizl CerAdcgis

FizJ BeeAlss.

FizK NSpAl PC7120

Opisane powyzej przyktady wskazuja, ze przyjety model autoregulacji
systemow TA typu Il w wielu przypadkach nie obejmuje wszystkich zalezno$ci,
ktoére moga mie¢ istotny wptyw na ekspresje genow kaset toksyna-antytoksyna.

1.1.3.

Antytoksyny kastet TA typu Il stanowig mate RNA o charakterystycznej
strukturze drugorzedowe;j tzw. ,pseudoweziow RNA” (pseudoknot).
Czasteczki RNA antytoksyny wiaza si¢ bezposrednio z biatkowa toksyng i
hamuja jej toksyczne dzialanie.

Jednym z najlepiej opisanych modutéw TA typu III jest system toxIN,
kodowany na plazmidzie pECA1039 bakterii Pectobacterium atrosepticum
(rycina 5) [50]. Kaseta ta zbudowana jest z genu kodujacego toksyng ToxN,
majacg aktywno$¢ RNazy rozpoznajacej okreslona sekwencje nukleotydowa.
Jest on poprzedzony  powtdérzonymi  sekwencjami  DNA  kodujacymi
prekursorowe RNA antytoksyny, ToxI. Pomiedzy genami, kodujacymi toksyne
i antytoksyne, obecna jest sekwencja DNA, tworzaca odwrocony palindrom,
petniaca rolg Rho-niezaleznego terminatora transkrypcji. Ekspresja antytoksyny
i toksyny zachodzi ze wspolnego promotora, totez sekwencja terminatorowa
bierze udziat w regulacji ilo$ci antytoksyny i toksyny w komoérce — jedynie
okoto 10% rozpoczetych transkrypcji skutkuje utworzeniem bicistronowego
RNA foxIN [15]. ToxN trawi prekursorowy RNA tox/, wskutek czego powstaje
dojrzata czasteczka antytoksyny. Antytoksyna neutralizuje dziatanie toksyny,
poprzez utworzenie z nig heteroheksamerycznego kompleksu (ToxI);(ToxN)s
[167].

Systemy toksyna — antytoksyna typu II1
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Dane uzyskane po przeprowadzeniu analiz bioinformatycznych pozwolilty
na identyfikacje 125 potencjalnych systeméw TA, nalezacych do typu III,
ktore podzielono na podstawie homologii sekwencji na 3 rodziny: toxIN, cptIN,
tenpIN [15].

/1 *®
»Pseudowezel RNA” ToxI RNaza
ToxI pseudoknot RNase
7 Modyfikacja RNA ToxI ..
’ ToxI RNA modification “
= ! =
Prekursor toxI 4
toxI precursor !
% toxk
~"

Powtorzenia toxI

toxI repeats

Rycina 5. Schemat przedstawiajacy organizacj¢ systemu toksyna — antytoksyna
typu III, na przykladzie kastety toxIN (Pectobacterium atrosepticum) Elementy
powiazane z toksyna oznaczono niebieskimi symbolami, z antytoksyng — symbolami
r6zowymi, czarng strzatka oznaczono sekwencj¢ promotorowa, zielonymi — sekwencje
terminatorowa. Opis w tekscie [15, 167]

Figure 5. Toxin—antitoxin cassette toxIN (Pectobacterium atrosepticum) exemplifies
the mode of regulatory mechanisms of type III TA systems Toxin-associated elements
are drawn in blue, antitoxin-associated elements are drawn in pink, black arrow denotes
the promoter, green arrows denote terminator sequences. Description is placed in the
text above [15, 167]

1.1.4. Systemy toksyna — antytoksyna typu IV

Jedyna znana kaseta typu 1V, yeeUV (cbeA-cbtA) jest kodowana w DNA
kryptycznego profaga CP-44-4 obecnego w chromosomalnym DNA bakterii
Escherichia coli K-12. Modul ten rozni si¢ od pozostatych typoéw kaset TA
mechanizmem dzialania antytoksyny polegajacym na antagonistycznym
w stosunku do toksyny, oddziatywaniu, skierowanym bezposrednio na
komoérkowy cel YeeV (rycina 6). Toksyna YeeV oddzialuje bezposrednio z
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biatkami FtsZ i MreB, zaangazowanymi w tworzenie cytoszkieletu i septy
podziatowej [173]. Zwiagzanie YeeV do biatka FtsZ powoduje inhibicje jego
aktywnosci GTPazowej i polimeryzacji, za$ zwigzanie toksyny do biatka MreB
prawdopodobnie zaburza jego oddzialtywanie z innymi komponentami
kompleksu, co skutkuje obnizeniem wydajnosci polimeryzacji MreB [119, 173].
Antytoksyna YeeU, wiazac do tworzacego si¢ z tych biatek filamentu,
utatwia polimeryzacje FtsZ iMreB [118]. Co cickawe, YeeU znosi efekt
dziatania nie tylko toksyny YeeV, ale takze innych czynnikow, hamujgcych
polimeryzacje¢ biatek FtsZ i MreB (A22, SulA, Dick, MinC) [118].

I:‘ D |:| D |:| D |:| MreB
B B (] FtsZ
m=E m

D®§®

« e

yeeU yeeV

Rycina 6. Schemat przedstawiajacy dzialanie systemu toksyna — antytoksyna typu
IV, na przykladzie kasety yeeUV (Escherichia coli) Elementy powiazane z toksyng
oznaczono niebieskimi symbolami, z antytoksyng — symbolami rézowymi, czarng
strzatka oznaczono sekwencj¢ promotorowa. Symbolami zielonymi oznaczono
komérkowy cel toksyny i antytoksyny. Opis w tekscie [118, 173]

Figure 6. Toxin—antitoxin cassette yeeUV (Escherichia coli) exemplifies the mode
of regulatory mechanisms of type IV TA system Toxin associated-elements are drawn
in blue, antitoxin-associated elements are drawn in pink, black arrow denotes the
promoter. Cellular targets of the toxin action are drawn in green. Description is placed
in the text above [118, 173]
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1.1.5. Systemy toksyna — antytoksyna typu V

Dotychczas opisano tylko jeden przyktad kasety TA typu V: system ghoST
(vjidOK) obecny w DNA bakterii Escherichia, Shigella, Salmonella, Citrobacter
oraz Proteus (rycina 7) [186, 187]. Toksyna GhoT jest matym, hydrofobowym
biatkiem, zawierajacym dwie domeny transmembranowe, ktorego dzialanie
powoduje zaburzenie struktury btony wewngtrznej, zaburzenie potencjatu
btonowego komorki, obnizenie poziomu ATP oraz tworzenie tzw. ,,ghost cells”,
czyli powtok komoérkowych pozbawionych cytoplazmy. Biatko GhoS,
w przeciwienstwie do antytoksyn innych systemow, jeststabilng RNaza,
trawigcg specyficznie mRNA ghoT i w ten sposob obnizajaca ilo$¢ toksyny
w komorce [186]. Regulacja ekspresji antytoksyny zachodzi przy udziale,
rozpoznajacej sekwencje mRNA ghoS, RNazy MgsR. Zalezno$¢ ta jest
ciekawym przykladem interakcji pomiedzy systemami TA — biatko MqsR jest
jednym z komponentéw chromosomalnego modutu toksyna-antytoksyna typu I,
mqsRA [187].

RNaza GhoS trawi GhoS RNase degradates

mRNA ghoT ghoTmRNA
RNaza MqsR trawi mRNA
ghoS
MgsR RNase degradetes
ghoS mRNA
! o , 4

| > >

mRNA ghoS mRNA ghoT

ghoS ghoT

Rycina 7. Schemat przedstawiajacy dzialanie systemu toksyna — antytoksyna typu
V, na przykladzie kasety ghoST (Escherichia coli) Elementy powigzane z toksyna
oznaczono niebieskimi symbolami, z antytoksyna — symbolami rézowymi, czarng
strzatka oznaczono sekwencj¢ promotorowa. Opis w tekscie [186, 187]

Figure 7. Toxin—antitoxin cassette ghoST (Escherichia coli) exemplifies the mode
of regulatory mechanisms of type V TA system Toxin-associated elements are drawn
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in blue, antitoxin-associated elements are drawn in pink, black arrow denotes the
promoter. Description is placed in the text above [186, 187]

1.1.6. Ewolucja systeméw toksyna — antytoksyna

Komponenty poszczegdlnych modutow TA wykazuja podobienstwo
strukturalne do réznorodnych biatek (proteazy serynowe, ATPazy, RNazy,
czynniki transkrypcyjne) [186, 196], jednak ich pierwotne pochodzenie
pozostaje niejasne. Przypuszcza sig, ze systemy toksyna — antytoksyna nie maja
jednego wspdlnego przodka, lecz pojawity si¢ w toku ewolucji kilkukrotnie [4,
169]. Nieznane pozostaja szczegoly procesu ewolucji chromosomalnych i
plazmidowych kaset TA, wiadomo jednak, ze mozliwy jest ich transfer
pomigdzy chromosomalnym i plazmidowym DNA [23]. W wielu przypadkach
antytoksyny i toksyny tworzace jeden modut charakteryzuja si¢ odmiennym
pochodzeniem ewolucyjnym [4, 73, 161, 181].

Wydaje sie, ze kasety TA typu I powstawaty wskutek duplikacji genow
w obrebie poszczegélnych taksonow, za$ ich propagacja miata miejsce glownie
na drodze wertykalnego transferu gendéw [53]. Teoria ta wyjasnia
nierdwnomierne rozmieszczenie pos$rod taksonow poszczegdlnych rodzin kaset
TA tego typu [53]. Mozliwe jest jednak, ze proces ewolucji niektorych kaset TA
typu [ przebiegal nieco inaczej. Kodowany w chromosomalnym DNA
Escherichia coli K-12 system ldr-rdl jest homologiem kasety par, obecnej w
DNA plazmidu pADI pochodzacego z Gram-dodatniej bakterii Enterococcus
faecalis [53, 97]. Co ciekawe, mechanizm regulacji ekspresji /dr przypomina
sposob regulacji ekspresji genu toksyny Hok plazmidowego modutu hok-sok z
Escherichia coli [65]. Wydaje si¢ zatem, ze modut /dr-rdl moze by¢ przyktadem
hybrydowej kasety TA typu I, posiadajacej cechy charakterystyczne dla
systemow TA pochodzacych z odleglych ewolucyjnie gatunkoéw bakterii [189].

Nie mozna wykluczy¢, ze systemy TA typu II réwniez mogly powstawac
wskutek  duplikacji genow w  obrgbie  poszczegdlnych  taksondw,
jednak wiadomo,  Ze rozprzestrzenialy  si¢  one pomigdzy  taksonami
takze poprzez horyzontalny transfer genow, za$§ w ich ewolucji istotna role
odgrywal mechanizm wymiany genoéw in situ [4]. Oznacza to, ze nowe moduly
TA tegotypu mogly ewoluowaé zistniejacych juz toksyn i antytoksyn,
nalezacych do odmiennych rodzin [4, 169]. Okreslenie pochodzenia i sposobu
ewolucji systemow TA nalezacych do typu III, IV i V wymaga dalszych badan.

Podobienstwo strukturalne pomigdzy biatkami nalezacymi do odmiennych
typow kaset TA, sugeruje, ze kasety TA roznych typdéw mogly powstawac
poprzez modyfikacje i dostosowanie komponentéw istniejacych systemow TA
[4, 169]. Toksyna systemu TA typu III, ToxN, wykazuje podobienstwo
strukturalne do rodziny toksyn typu II, CcdB/MazF [15], za$ struktura toksyny
typu V, GhoT, jest zblizona do struktury toksyny systemu TA typu I, hok-sok
[186], jest zatem mozliwe, ze nowe kasety TA danego typu powstawaty wskutek
modyfikacji komponentéw kaset TA, nalezacych do innych typow.
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Co wiecej mozliwe jest, ze toksyny i antytoksyny systemoéw TA powstawaly w
toku ewolucji z elementéw o odmiennej funkcji [169]. Swiadczy¢ o tym moze
obecno$¢ w strukturze niektorych antytoksyn domen charakterystycznych
dla toksyn. Przykltadem moze tu by¢ antytoksyna systemu TA typu IV, YeeU,
ktorej struktura trzeciorzedowa, pomimo znacznych réznic w sekwencji
aminokwasowej, jest podobna do homologéw toksyny typu II, RelE [5]. Teorie¢
te potwierdza takze obecno$¢ domen wiasciwych antytoksynom w strukturze
toksyn. Taka sytuacja ma miejsce w przypadku toksyny SymE, ktéra posiada
domeng AbrB, charakterystyczng dla antytoksyn [96]. Ponadto mozliwe jest
stworzenie nowej pary toksyna — antytoksyna z istniejacych komponentow o
odmiennych funkcjach, o czym §wiadczy uzyskany poprzez mutageneze genoéw
kodujacych antytoksyny ghoS 1 mgsA, system arAT [169]. Nie mozna
wykluczy¢, ze systemy TA ztozone z biatek o strukturze zblizonej do struktury
komponentéw innych typéw kaset TA, powstaly wskutek ewolucji
konwergentnej, jednak mozliwo$¢ ewolucji modutow hybrydowych z genoéw
kaset roznych typow wydaje si¢ wysoce prawdopodobna.

1.2. Biologiczna rola systemow toksyna — antytoksyna

Kasety toksyna-antytoksyna sg szeroko rozpowszechnione w plazmidowym
i chromosomalnym DNA bakterii. W niektérych przypadkach moga stanowié
nawet ponad 2.5% wszystkich otwartych ramek odczytu w genomie [115].
Oznacza to, ze w jednej komodrce moze koegzystowaé wiele, zard6wno
homologicznych, jak i niehomologicznych systeméw toksyna-antytoksyna.
Réznorodnos¢ i obfitos¢ wystepowania kaset TA sprawia, ze nasuwa si¢ pytanie
nie tylko o ich biologiczng rolg, ale takze o mozliwos$¢ interakcji pomigdzy
systemami TA, jak réwniez o ich powigzania funkcjonalne z innymi
komponentami komorki bakteryjnej. Interakcje takie moga miec charakter
oddzialywania bezposredniego badz posredniego, najczesciej zwigzanego
zrodzajem aktywno$ci toksyny danego modulu. Pomimo podobienstwa
strukturalnego elementow wielu systeméw TA, kasety toksyna-antytoksyna
charakteryzuja si¢ zwykle wysoka specyficzno$cia, totez bezposrednie krzyzowe
interakcje pomigdzy systemami TA sg zjawiskiem stosunkowo rzadkim,
szczegdlnie w przypadku modutow kodowanych w obrebie tego samego
replikonu [1, 142]. Czg$ciej obserwowanym zjawiskiem sg oddziatywania
posrednie, ktore moga dotyczy¢é zarowno interakcji pomiedzy systemami
toksyna — antytoksyna, wplywu aktywnosci modutow TA na procesy,
zachodzace w komorce bakteryjnej, jak i modulacji ekspresji genéw
badz aktywacji toksyn np. w odpowiedzi na zmiany warunkow Srodowiska lub
infekcje przez bakteriofagi.
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1.2.1. Plazmidowe systemy toksyna — antytoksyna

Uwaza si¢, ze systemy TA kodowane w DNA plazmidowym odpowiadaja
przede wszystkim za posegregacyjna eliminacje komodrek, ktore nie
odziedziczyty plazmidu (post-segregational killing — PSK) (rycina 8) [150, 177,
197] — stad nazywa si¢ je niekiedy systemami addycyjnymi [60]. Plazmidy,
wystepujace  w komorkach  bakteryjnych  naturalnie, charakteryzuja sie
najczesciej niskg liczbg kopii, zatem mechanizm PSK wplywa na ich stabilne
utrzymywanie si¢ w populacji bakterii. Ponadto obecnos$¢ kasety TA zwigksza
konkurencyjno$¢ niosgcego ja plazmidu wzgledem innych plazmidow,
nalezacych do tej samej grupy niezgodnosci [36].

oS

O(@ \c o

Degradacja antytoksyny ~ Aktywna toksyna

Antitoxin degradation Active toxin
Normalny wzrost Smieré¢ komérki
Cell growth Cell death

Rycina 8. Schemat przedstawiajacy mechanizm posegregacyjnej eliminacji
komorek Niebieskie symbole oznaczaja toksyng, ré6zowe — antytoksyne. Wskutek
podziatu komérki macierzystej, komoérki potomne wraz z cytoplazmg otrzymuja
komponenty systemu toksyna — antytoksyna: stabilng toksyng¢ i ulegajaca szybkiej
degradacji antytoksyne. Komorki, ktore nie odziedziczyty kopii plazmidu niosacego
kasete toksyna — antytoksyna, nie maja mozliwos$ci syntezy antytoksyny de novo, wobec
czego dochodzi do akumulacji aktywnej toksyny i1 $mierci komorki w wyniku jej
dziatania [184]

Figure 8. Mechanism of post-segregational cell Fkilling (PSK) Toxin-associated
elements are drawn in blue, antitoxin-associated elements are drawn in pink. After cell
division, daughter cells receive with the cytoplasm labile antitoxin molecules and stable



30 Lidia Boss

toxin molecules. Daugther cells that did not inherit plasmid copy cannot sythetize
antitoxin de novo. After antitoxin degradation, the toxin acts on its cellular target, and
consequently, causes cell death [184]

W przypadku niektérych systemow TA obserwuje si¢ bezposrednie
krzyzowe interakcje pomiedzy toksynami i1 antytoksynami modutow
plazmidowych i chromosomalnych (plazmidowy modut par i chromosomalne
kasety mazEF ichpB) [155, 156]. Przypuszcza si¢, ze zjawisko to moze
stanowi¢ swoisty mechanizm anty-addykcyjny, zabezpieczajacy komorki, ktore
utracity plazmid przed $miercig w wyniku dziatania toksyny [149].

Pomimo tego, ze biologiczna rola plazmidowych modutéw TA wydaje si¢

oczywista, wiadomo, ze moga one petic takze inne funkcje. Okazuje sie,
ze biologiczna rola plazmidowych modutow TA moze by¢ taka sama lub
zblizona do funkcji jaka petia homologiczne do nich kasety chromosomalne
[23]. Aktywno$¢ wielu systemow TA kodowanych w DNA chromosomalnym
wpltywa m.in. na regulacje ekspresji gendw powigzanych z wirulencja i
oporno$cig na antybiotyki [55, 72, 80, 122, 171]. Wykazano, ze pochodzacy z
patogennej bakterii Staphylococcus aureus CH91 plazmidowy modut TA typu II
pemIKSa wptywa na regulacje ekspresji wielu gendw, w tym réwniez genow
kodujacych czynniki wirulencji. Co wigcej, istnieja przestanki, aby sadzi¢, ze
kaseta pemIKSa moze by¢ przekazywana pomiedzy chromosomalnym i
plazmidowym DNA [23].
Wiele chromosomalnych systeméw TA kodowanych jest w obrebie mobilnych
elementow genetycznych takich, jak kryptyczne profagi (np. systemy rnlAB,
relBE, yeeUV, txpA-ratA kodowane w DNA profagéw CP4-57, Qin, CP4-44,
skin) [43, 71, 104, 118, 119] czy superintegrony (homologi systemow phd-doc i
ccdAB obecne w superintegronach Vibrio cholerae i Vibrio fischeri) [148, 172].
Podobnie, jak w przypadku modutéw  plazmidowych, ich pierwotng
i podstawowa funkcja jest zapewne stabilizacja tych rejonow DNA [43, 62, 148,
172], wiadomo jednak, Ze mogg mie¢ takze inne biologiczne znaczenie.
Wykazano na przyklad, zesystem typu Il rnlAB  zabezpiecza populacje
komorek bakteryjnych przed infekcja przez bakteriofagi. Po infekcji komorki,
synteza biatek gospodarza zostaje wstrzymana, labilna antytoksyna RnlA ulega
degradacji, = wskutek czego dochodzi ~ do akumulacji ~ toksyny =~ RnlB
(rybonukleaza), ktora degraduje pdzne transkrypty fagowe i w ten sposob
hamuje rozprzestrzenianie si¢ wirusa [104, 312]. Podobna funkcje petnia
rowniez plazmidowe moduty hok-sok (typ 1) itoxIN (typ III) [50, 135], przy
czym oba funkcjonujg takze jako moduty addycyjne [50, 62].

1.2.2. Chromosomalne systemy toksyna — antytoksyna

Biologiczna  rola  kaset  toksyna-antytoksyna  kodowanych — w
chromosomalnym DNA pozostaje w wielu przypadkach niejasna.
Chromosomalne moduly TA, jak wcze$niej wspomniano, moga funkcjonowaé
jako systemy anty-addykcyjne [149], moduly stabilizujace mobilne elementy
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genetyczne [33, 43, 148, 172] czy tez systemy zabezpieczajace populacje
bakteryjng przed infekcja bakteriofagami [86, 104, 132]. Istnieja jednak moduty,
ktoérych komponenty nie uczestniczg w interakcjach krzyzowych z elementami
innych systemow TA [148], atakze takie, ktore nie wptywaja stabilizujaco na
mobilne elementy genetyczne (ccdorszuz) [192], zatem ich funkcja musi by¢
zgota odmienna. Prawdopodobnie aktywno§¢ niektorych z nich stanowi
integralng cze$¢ sieci zaleznosci fizjologicznych w komorce bakteryjnej i jest
istotna dla takich procesow, jak formowanie biofilmu czy powstawanie komorek
0 obnizonej wrazliwo$¢i na antybiotyki ( tzw. ,,persister cells”) [11, 70, 101, 106
113, 143, 160, 199, 200]. Do niedawna uwazano, ze bakterie wolno zyjace,
narazone na nieustanne zmiany warunkow srodowiskowych, posiadaja w swym
genomie wiele modutow TA, natomiast nie ma ich lub ich ilo$¢ jest niewielka w
genomach wewnatrzkomorkowych pasozytow i symbiontow [134]. Tego typu
zalezno$¢ wskazywataby na adaptacyjna rolg chromosomalnych modutéw TA,
polegajaca na przyktad na modulacji tempa wzrostu bakterii w odpowiedzi na
zmiany warunkow $rodowiska lub ich udziale w odpowiedzi SOS [95, 136].
Pomimo tego, ze aktualne dane bioinformatyczne wskazujg na brak tego typu
korelacji [115], nadal nie mozna wykluczy¢, ze taka jest wilasnie biologiczna
funkcja niektorych chromosomalnych modutéw TA.

Przyktadem takiego systemu jest chromosomalna kaseta Escherichia coli,
relBE, kodowana w DNA kryptycznego profaga Qin. Kaseta re/BE moze petni¢
role modutu stabilizujacego mobilne elementy genetyczne [71], jednocze$nie
jest uwazana za system modulujacy tempo wzrostu komorek w odpowiedzi na
stres $§rodowiskowy. Podczas hodowli bakterii przy niedoborze aminokwasow,
toksyna RelE ulega aktywacji poprzez zalezng od proteazy Lon degradacje
antytoksyny [31]. RelE jest rybonukleaza, ktéra trawi mRNA zwigzane z
rybosomem [33, 89, 137]. Jej dziatanie powoduje odwracalne zahamowanie
translacji 1 jest powigzane zprocesem uwalniania rybosomu zatrzymanego
w wyniku btednej translacji, w czym posredniczy tmRNA [31, 33]. Obnizony
poziom translacji prowadzi do zahamowania wzrostu bakterii, zmniejsza ryzyko
syntezy nieprawidtowych biatek i obniza zapotrzebowanie energetyczne
komorki, co ulatwia przetrwanie w niekorzystnych warunkach $rodowiska [33,
57]. Teoria ta, zaproponowana przez Profesora Gerdes’a, wyjasnia takze
biologiczne znaczenie posredniej interakcji pomigdzy systemami re/BE 1 phd-
doc (modut TA kodowany w genomie faga P1). Wywotane aktywnoscig toksyny
Doc zahamowanie translacji, prowadzi do zaleznej od proteazy Lon aktywacji
toksyny systemu relBE. Przypuszczalnie dziatanie RelE stanowi czgsé¢
mechanizmu odpowiedzi komoérki na stres wywolany aktywnoscig Doc [71].

Funkcje polegajaca na modulacji tempa wzrostu w odpowiedzi na stres
przypisuje si¢ takze systemom mazEF i chpB [33, 34]. Wedlug innej teorii
biologiczna rola systemu mazEF polega na uczestniczeniu w mechanizmie
programowanej smierci komorki bakteryjnej (programmed cell death — PCD) —
zjawiska zblizonego do apoptozy [2, 46]. Zgodnie z modelem programowanej
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$mierci komorki, $mieré pewnej frakcji komorek w populacji w wyniku
dzialania toksyny umozliwia przezycie pozostatym bakteriom, poprzez
dostarczenie im brakujgcych sktadnikow odzywczych [2, 46]. Zaobserwowano,
ze w obecnosci wysokiego stezenia czterofosforanu guanozyny (tzw. alarmonu
glodu) w komorce, dochodzi do zahamowania ekspresji genow kasety mazEF
[2]. Antytoksyna MazE jest degradowana przez proteze CIpAP, wskutek czego
dochodzi do uwolnienia rybonukleazy MazF [2]. Zahamowanie translacji za
posrednictwem MazF jest do pewnego momentu odwracalne lecz dtugotrwata
aktywno$¢ toksyny jest dla komorki letalna [3]. Wydaje si¢ zatem
prawdopodobne, ze zaleznie od warunkéw Srodowiska system mazEF moze
stuzy¢ modulacji tempa wzrostu badz prowadzi¢ do programowanej $mierci
komorki [3, 87].

Oba przedstawione modele funkcjonowania kaset TA staly sie
nieco kontrowersyjne po opublikowaniu przez Tsilibaris i wsp. w 2007 roku
wynikéw badan nad pochodna szczepu Escherichia coli MG1655 niosaca
delecje wszystkich znanych w tym czasie chromosomalnych modutow TA typu
Il (yefM-yoeB, chpB, dinJ-yafQ, mazEF, relBE). Autorzy przetestowali wptyw
kilku réznych czynnikow stresowych na wzrost bakterii w hodowlach ptynnych,
nie zaobserwowali jednak zadnych r6znic w tempie wzrostu komorek niosgcych
mutacje 1 komorek typu dzikiego, nie wykazali réwniez indukcji zjawiska
programowanej $mierci w hodowlach komorek niosacych kasete mazEF [175].
Jednak uzyskane pig¢ lat pdzniej wyniki eksperymentow przeprowadzonych
z wykorzystaniem modelu mysiego pokazuja, ze kasety toksyna-antytoksyna
maja istotny wplyw na kondycje komodrek bakteryjnych rosnacych
w specyficznym $rodowisku. Udowodniono m.in., ze obecno$¢ kaset TA
zwigksza odporno$¢ szczepow bakterii kolonizujacych mysie tkanki na stres
oksydacyjny oraz niedoboér sktadnikow odzywczych, prawdopodobnie zgodnie z
modelem zaproponowanym przez zespot Profesora Gerdes’a [60, 127]. Co
wiecej, obecnos¢ roznych kaset toksyna-antytoksyna wptywala na mozliwos$ci
kolonizacji przez patogenny szczep Escherichia coli r6znych tkanek gospodarza:
moduly yefM-yoeB iybaJ-hha zwigkszaly konkurencyjno$¢ niosacego je
szczepu podczas kolonizacji pecherza moczowego, za$ system pasTl (nazywany
takze yfjGF lub ratAB) — podczas kolonizacji nerek [127].

Zjawisko programowanej $mierci komorek bakteryjnych zaobserwowano
natomiast podczas procesu tworzenia form przetrwalnych bakterii Myxococcus
xanthus (tzw. ciat owocowych), w odpowiedzi na niedobor sktadnikow
odzywczych. Jednym z elementow tego procesu jest autoliza nawet 80%
populacji komorek bakteryjnych. Okazuje sie, ze $mier¢ komorek podczas
tworzenia cial owocowych wywotana jest prawdopodobnie przez toksyne
MazF,« homologiczng do biatka MazF Escherichia coli. Delecja mazF .
powoduje znaczng redukcje ilosci ciat owocowych w populacji w warunkach
glodu. Nie wiadomo czy biatko to odpowiedzialne jest rowniez za lize komorek.
Co ciekawe, regulacja ekspresji genu mazF,.. odbiega znacznie od modelu
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kanonicznego dla kaset TA. Zardwno ekspresja mazF, jak 1 aktywnos¢ toksyny
regulowane sg przez biatko MrpC— jeden z globalnych czynnikow regulujacych
transkrypcje w komoérkach Myxococcus xanthus podczas tworzenia cial
owocowych [123].

Eksperymenty  przeprowadzone przez Norton’a i Mulvey’a z
wykorzystaniem modelu mysiego pokazuja, ze przynajmniej niektore kasety TA
moga posiada¢ kilka funkcji, aichrola moze zmienia¢ si¢, zaleznie od
warunkow $rodowiska. Obecno$¢ systemu pasT/ w genomie patogennego
szczepu Escherichia coli (CFT073), poza zwigkszeniem odpornos$ci bakterii na
stres oksydacyjny i niedobor sktadnikow odzywczych, wplywala takze na wzrost
ilosci komoérek typu ,persister” w populacji w obecnosci ampicyliny
lub ciprofloksacyny [127]. Komorki typu,persister” stanowig niewielka
subpopulacj¢ bakterii (okoto 1%), ktore pozostaja zywotne w obecnosci letalnej
dawki antybiotyku, przy czym ich oporno$¢ na antybiotyk ma charakter
epigenetyczny [69, 92]. Mechanizm tego zjawiska nie zostat jeszcze w petni
wyjasniony, jednak zaobserwowano, ze nadekspresja toksyn niektorych
modutow TA (MgsR, TisB) w istotny sposob wplywa na wzrost ilosci komorek
typu ,persister” w populacji [42, 102], za$ delecja systeméw TA obniza
czestotliwos¢ ich wystepowania [42, 102, 127]. Zaobserwowano takze indukcje
ekspresji toksyn licznych kaset TA w komorkach typu ,,persister” (RelE, HigB,
MazF, YafQ, YoeB, MgsR) w poréwnaniu z komérkami rosnagcymi [99, 105,
165]. Przypuszczalnie bakteriostatyczny efekt dziatania toksyn systemow TA
jest jednym z kluczowych czynnikéw determinujacych proces tworzenia
fenotypu ,,persistance” [188].

Komorki typu ,,persister” obserwuje si¢ najczesciej w populacjach bakterii
znajdujacych sie w stacjonarnej fazie wzrostu hodowli oraz wsrdod komorek
tworzacych biofilmy [116]. Interesujacym jest fakt, ze bakterie Escherichia coli
formujace biofilm charakteryzuja si¢ zmieniong ekspresja wielu genow,
w tym gendw zwigzanych zodpowiedzia stresowg ikasety toksyna —
antytoksyna mgsRA [12, 40, 143]. Delecja tej kasety obniza nie tylko
czestotliwo$¢ wystepowania w populacji komoérek ,persister”, ale rowniez
zdolno$¢ tworzenia biofilmu [94]. Okazuje sig¢, ze antytoksyna MqsA dziala
jako czynnik regulujacy ekspresje gendéw istotnych dla procesu tworzenia
biofilmu i odpowiedzi stresowej (rpoS, csgD) [10, 21, 170].

Defekty w procesie formowania biofilmu obserwuje si¢ tez w szczepie E.
coli z delecja pieciu chromosomalnych systemow TA (yefM-yoeB, chpB, dinJ-
vafQ, mazEF, relBE) [101]. Prawdopodobnie gtowng przyczyna tego zjawiska
jest brak toksyn MazF i YafQ [106].

Kaseta mgsRA wpltywa na fizjologie komorki bakteryjnej zaroéwno
poprzez aktywnos¢ toksyny, jak i na poziomie regulacji ekspresji szeregu genow
nie zwigzanych bezposrednio z samym systemem TA [19, 20, 84, 101, 170,
188]. Wydaje si¢ zatem prawdopodobne, ze takze dziatanie innych systemow
toksyna — antytoksyna moze stanowi¢ integralng cze$¢ subtelnych zalezno$ci
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fizjologicznych w komorce, a ekspresja genow kaset TA w szerszej
perspektywie moze podlega¢ regulacji nie tylko poprzez kanoniczny mechanizm
negatywnego sprzgzenia zwrotnego, ale takze inne czynniki.

Zaréwno formowanie biofilmu, jak 1 wystgpowanie komorek typu
wpersister” maja istotne znaczenie medyczne. Zjawisko formowania biofilmu
jest powiazane z okoto 80% chronicznych zakazen bakteryjnych u ludzi [8, 116],
za$ zjawisko wystepowania ,.persister cells” jest jedng z gtdownych przyczyn
zmnigjszonej wrazliwo$ci na antybiotyki komorek bakteryjnych tworzacych
biofilm [165]. Scisty zwiazek pomiedzy systemami toksyna-antytoksyna a
powyzszymi zjawiskami sprawia, ze wyniki badania nad kasetami toksyna-
antytoksyna mogg w niedalekiej przysztosci stanowi¢ podstawe do stworzenia
innowacyjnych technologii antybakteryjnych.

1.3. System toksyna — antytoksyna axe-txe

Nazwa systemu toksyna-antytoksyna axe-txe pochodzi od angielskiego
odpowiednika sformutowania ,,antytoksyna i toksyna z bakterii Enterococcus”
(antitoxin from Enterococcus and toxin from Enterococcus). Modul ten zostat
odkryty w2003 roku wDNA, niosgcego szereg determinant
antybiotykoopornosci, plazmidu pRUM (rycina 9), wyizolowanego z
patogennego szczepu Gram-dodatniej bakterii Enterococcus faecium U37 [73,
144]. Pozniejsze badania wykazaty, Ze jest kodowany w plazmidowym DNA
wielu lekoopornych, patogennych szczepow E. faecium, w tym rowniez w DNA
plazmidéw niosacych geny opornosci na, nazywang ,,antybiotykiem ostatniej
szansy”, wankomycyne [122, 146].

Kaseta axe-txe jest funkcjonalna w komorkach bakterii nalezacych do
odleglych ewolucyjnie gatunkéw; moze dziata¢ jako modut sprzyjajacy
stabilnemu utrzymywaniu plazmidow w populacji komodrek bakteryjnych
zaréwno Gram-dodatnich (Enterococcus faecium SE34, Bacillus thuringiensis),
jak 1 Gram-ujemnych (Escherichia coli) [73].
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Rycina 9. Schemat przedstawiajacy organizacje genetyczna plazmidu pRUM,
pochodzacego z patogennego szczepu U37 bakterii Enterococcus faecium
Przewidywane otwarte ramki odczytu (ang. open reading frames - ORF), ktérych
transkrypcja zachodzi w kierunku zgodnym lub przeciwnym do kierunku ruchu
wskazowek zegara zaznaczono odpowiednio — kolorem szarym i czarnym, kolorem
niebieskim zaznaczono ORF toksyny Txe, rézowym — antytoksyny Axe. Pordéwnanie
sekwencji kodowanych w obrebie przewidywanych ramek odczytu znajdujacych si¢ w
bezposrednim  sagsiedztwie  kasety axe-tre, wykazalo homologi¢  jedynie
do hipotetycznych biatek [73]

Figure 9. Genetic organization of the multidrug resistance plazmid pRUM
of pathogenic Enterococcus faecium U37 ORFs predicted to be transcribed in the
clockwise and counterclockwise directions are indicated in grey and black respectively.
Txe encoding gene is indicated in blue, and that encoded Axe in pink [73]

Modut axe-txe posiada cechy charakterystyczne dla ogodlnie przyjetego
modelu organizacji kaset TA typu II:

- oba komponenty kasety sa niewielkimi biatkami (antytoksyna ma mase
9,8 kDa, toksyna — 9,6 kDa) [73],

- gen kodujacy antytoksyne poprzedza gen kodujacy toksyne [73],

- geny kodujace oba bialtka zachodza na siebie [73] 1 ulegaja
kotranskrypcji [79].

Antytoksyna Axe jest homologiczna do antytoksyny systemu phd-doc,
podczas gdy, nalezace do nadrodziny toksyn RelE/ParE, biatko Txe rézni sie
znacznie od toksyny tego modutu [73]. Sekwencje aminokwasowe zaréwno
Axe, jaki Txe charakteryzuja si¢ podobienstwem — odpowiednio — do
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antytoksyny YefM (okoto 25% podobienistwa, przy czym sekwencje
aminokwasowe domen biorgcych udziat w interakcji z toksynami wykazuja
okoto 60% podobienstwa) i toksyny YoeB (okolo 50% podobienstwa)
chromosomalnego modutu Escherichia coli, yefM-yoeB [73, 124]. Aktywnos$¢
toksyny Txe ma raczej efekt bakteriostatyczny niz letalny [73]. Txe, podobnie
jak YoeB, jest endorybonukleaza, ktora trawi mRNA w miejscu znajdujacym si¢
w odlegtosci trzech nukleotydow ponizej kodonu startowego AUG, wskutek
czego dochodzi do zahamowania biosyntezy biatek w komorce [79, 198]. Jednak
efekt nadprodukcji obu toksyn in vivo jest odmienny, co moze §wiadczy¢ o nieco
innym mechanizmie ich dzialania. Nadekspresja fxe powoduje zahamowanie
wzrostu i podziatlow komorek Escherichia coli, za$ nadprodukcja YoeB skutkuje
nie tylko zahamowaniem wzrostu bakterii, ale takze drastycznym spadkiem
ilosci zdolnych do podziatéw komorek (colony forming units — CFU) [73, 124].
Obecnos¢ w komorce antytoksyny Axe neutralizuje toksyczne dziatanie Txe.
Co ciekawe, nadekspresja samej antytoksyny w hodowlach ptynnych réwniez,
cho¢ w duzo mniejszym stopniu, spowalnia tempo wzrostu bakterii w
porownaniu ztempem wzrostu bakterii niosacych wektor kontrolny [73].
Pomimo podobienstwa sekwencji aminokwasowych oraz  struktury
trzeciorzgdowej biatek systemow axe-txe i yefM-yoeB [73, 124, 141], obie
kasety charakteryzuja si¢ wysoka specyficznos$cig interakcji pomigdzy toksyna i
antytoksyng. Wyniki badan przeprowadzonych przez Grady i Hayes’a pokazuja,
ze nadekspresja YefM w niewielkim stopniu redukuje hamujacy wplyw Txe
na wzrost gestosci optycznej hodowli bakteryjnej, nie wptywa natomiast na ilos$¢
komoérek zdolnych do podziatéw; podczas gdy antytoksyna Axe niweluje efekt
dzialania YoeB, ale tylko w zakresie wptywu nailos¢ w hodowli komorek
zdolnych do podziatu [73]. W dostepnej literaturze nie ma danych na temat
wpltywu biatek obu systemow na regulacje ekspresji genow kasety
homologiczne;.

Regulacja ekspresji gendéw modutu yefM-yoeB zachodzi zgodnie z
kanonicznym modelem autoregulacji systeméw toksyna-antytoksyna typu II.
Dimer YefM, wigze si¢ do palindromowych sekwencji operatora (rycina 10) za
posrednictwem domeny N-terminalnej i blokujac miejsce wigzania podjednostki
sigma polimerazy RNA, dziala jako represor, wspdlnego dlatoksyny i
antytoksyny, promotora Pyy. Toksyna YoeB dziala natomiast jako korepresor
[93, 98].Wyniki uzyskane podczas realizacji badan, ktore postuzyly do
przygotowania niniejszej rozprawy doktorskiej, sugeruja, ze pomimo
podobienstwa pomigdzy plazmidowym systemem axe-txe i chromosomalnym
vefM-yoeB, zardbwno organizacja kasety axe-txe, jak i mechanizm regulacji
ekspresji jej gendw odbiega od modelu kanonicznego.
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Rycina 10. Schemat przedstawiajacy organizacje rejonu
operatorowego/promotorowego p. kasety yefM-yoeB Micjsce startu transkrypcji
z promotora py, oznaczono pionowa strzatka. Sekwencje -35 i -10 promotora pu
podkreslono. Sekwencje kodonu startowego genu yefM zaznaczono czerwong czcionka.
Poziomymi strzatkami oznaczono sekwencje DNA tworzace odwrdcone palindromy [98]

Figure 10. Organization of promotor/operator pyy DNA region of yefM-yoeB TA
module Vertical arrow indicates start of transcription driven form the p,, promoter. -35
and -10 sequences of py, promoter are underlined. The ATG start codon of the yefM gene
is denoted in red. Horizontal arrows indicate palindromic DNA repeats [98]
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2. CEL PRACY

Glownym celem mojej pracy byto zbadanie mechanizmu regulacji ekspresji
genow kasety toksyna-antytoksyna, axe-txe, pochodzacej z plazmidu pRUM
Enterococcus faecium. Jako zadania szczegdlowe przyjelam okreslenie
w jaki sposob zbudowany jest operon axe-txe, zbadanie jaka jest rola bialek Axe
i Txe w regulacji tego operonu oraz w jakim stopniu biatka spokrewnionych
systemow yefM-yoeB oraz axe-txe moga wpltywac na regulacje ekspresji gendw
systemu homologicznego.
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Wykorzystane w tej pracy szczepy bakteryjne opisano w tabeli 4.

Tabela 4. Szczepy bakteryjne wykorzystane w tej pracy

Table 4. Bacterial strains

Szczep bakteryjny / Zrédlo /
Bacgerial str):ljiny Genotyp / Genotype Source
F 1 fhuAd2 lac(del) U169 phoA Kolekcja Katedry
DH5a ginV44 ®80' lacZ(del)M15 gyrA96 Biologii
recAl relAl endAl thi-1 hsdR17, Molekularnej UG
oporny na kwas nalidyksowy [81]
Kolekcja Katedry
F-ompT hsdSB(RB- mB-) gal dem Biologii
Rosetta(DE3) MDE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 indl Molekularnej UG,
sam7 nins]) zakupiona od firmy
Novagen
Kolekcja Katedry
. Biologii
SC301467 . g(gfga}gj;fy”;f‘&i ‘;%j Molekularnej UG,
od prof. Finbar’a
Hayes’a [30]
3.2. Plazmidy

Wykorzystane w tej pracy plazmidy opisano w tabeli 5.

Tabela 5. Plazmidy wykorzystane w tej pracy

Table 5. Plasmids

kontrola promotora
Pat

Plazmid / Plasmid Charakte.ry§tyka/ Pismiennictwo lub zrodlo /
Description Source
. . R
ZOa r\;gilezapB(iﬁ;\;v?g Kolekcja Katedry Biologii
pBBRIux promo tgra operony Molekularnej UG,
uxCDABE od dr Aleksandry Sikory [176]
Skonstruowany poprzez insercje
pBBRlux-amp POChOdI;ilp EBR]UX’ bla w rejonie cat (trawienie
P EcoRI)
Pochodny pBBRIux, Skonstruowany poprzez
zawiera operon wstawienie rejonu
pluxat luxCDABE pod promotorowego / operatorowego

Pa pOWyzej operonu luxCDABE
(trawienie Spel/BamHI)
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Plazmid / Plasmid Charakterystyka / Pismiennictwo lub Zrédlo /
Description Source
Pochodny pBBRIux Skonstruowany poprzez
Zawiera operon wstawienie rejonu
pluxataxe luxCDABE pod promotorowego / operatorowego
kontrolg promotora Par WIaZz z SN axe powyze)
oraz ven axe operonu luxCDABE (trawienie
Par 0142 & Spel/BamHI)
Pochodny pBBRIux Skonstruowany poprzez
Zawiera operon wstawienie rejonu
pluxataxetxe luxCDABE pod promotorowego / operatorowego
Kontrola promotora | 2 Wiz Z genami axe-txe powyzej
oraz qé)n P operonu luxCDABE (trawienie
Par O1Z geNy Spel/BamHI)
Pochodny pBBRIux, Skonstruowany poprzez
zawiera operon wstawienie rejonu
pluxaxe luxCDABE pod Promotorowego paxe POWYyzej
kontrolg promotora operonu luxCDABE (trawienie
Paxe SpeI/B amHI)
Pochodny pBBRIux Skonstruowany poprzez
K oluxaxe. ale ’ wstawienie rejonu
pluxaxemut Zi wiepra mu ta’c' W | Promotorowego paxe mut powyzej
reionie -10 Je operonu luxCDABE (trawienie
. Paxe Spel/BamHI)
Skonstruowany poprzez
Pochodny pBBRIux, wstawienie rejonu
luxataxemut jak pluxataxe, ale promotorowego / operatorowego
P zawiera mutacje w | pq wraz z genem axemut pOWyzej
rejonie -10 pare operonu luxCDABE (trawienie
Spel/BamHI)
Skonstruowany poprzez
Pochodny pBBRIux, wstawienie rejonu
luxataxetxemut jak pluxataxetxe, ale | promotorowego / operatorowego
p zawiera mutacje w Pa WIaz z genami axemut-txe
rejonie -10 pave powyzej operonu /uxCDABE
(trawienie Spel/BamHI)
Skonstruowany poprzez
Pochodny pBBRIux wstawienie rejonu
jak pluxataxetxe ale: promotorowego / operatorowego
pluxataxetxelong zawiera rejon Par WrAz z genami axe-Lxe

terminatorowy
kasety axe-txe

i rejonem terminatorowym
tej kasety powyzej operonu
luxCDABE (trawienie
Spel/BamHI)




Materiaty

41

Plazmid / Plasmid Charakte.ry§tyka / Pismiennictwo lub Zrédlo /
Description Source
Pochodny pBBRIux, Skonstruowany poprzez
zawiera operon wstawienie rejonu
pluxyy luxCDABE pod promotorowego/operatorowego
kontrolg promotora Pw powyzej operonu luxCDABE
DPw (trawienie Spel/BamHI)
Pochodny pBBRIux, Skonstruowany poprzez ligacje
pluxyefM zawiera operon yefM powyzej operonu luxCDABE
luxCDABE oraz gen O
(trawienie Spel/BamHI)
yefM
pBAD33 Origin P15A, cm® [76]
POChO.d ny pBAD33, Kolekcja Katedry Biologii
pBAD33axe kzaw1era axe pod Molekularnej UG,
ontrolg promotora . ..
. od dr Barbary Kedzierskiej
arabinozowego
Pochqdny pBAD33, Kolekcja Katedry Biologii
pBAD33yefM kzaw1era ye/M pod Molekularnej UG,
ontrolg promotora . -
. od dr Barbary Kedzierskiej
arabinozowego
Pochodny pBAD33,
zawiera yefM-yoeB Kolekcja Katedry Biologii
pBAD33yefMyoeB pod kontrola Molekularnej UG,
promotora od dr Barbary Kedzierskiej
arabinozowego
pBAD24 Origin pMB1, kan® [76]
Pochodny pBAD24, | Skonstruowany przez wstawienie
pBAD24txe zawiera fxe pod txe p.od kontrolg promotora
kontrola promotora arbinozowego (trawienie
arabinozowego EcoRI/HindIII)
Origin pBR322,
ampR, wektor
ekspresyjny,
zawierajacy powyzej Kolekcja Katedry Biologii
pET22b rejonu MCS Molekularnej UG, zakupiony
promotor pr; oraz od firmy Novagen
sekwencje kodujaca
znacznik
histydynowy (His)s
Pochodny pET22b, Kolekcja Katedry Biologii
pET22axe zawiera axe pod Molekularnej UG,
kontrola pr7 od dr Barbary Kedzierskiej
Pochodny pET22b, Skonstruowany poprzez
zawiera kasete axe- | wstawienie kasety axe-txe wraz z
pET22ataxetxe txe wraz z rejonem rejonem promotorowym pas,

promotorowym paus,
pod kontrola pry

pod kontrola pr7 (trawienie
Ndel/Xhol)
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Plazmid / Plasmid Charakterystyka / Pismiennictwo lub Zrédlo /
Description Source
Pochodny pET22b, Kolekcja Katedry Biologii
pET22yefM zawiera yefM pod Molekularnej UG,
kontrolg pr7 od dr Barbary Kedzierskiej
Pochodny pET22b, Kolekcja Katedry Biologii
pET22yefMyoeB zawiera yefM-yoeB Molekularnej UG,
pod kontrolg pr7 od dr Barbary Kedzierskiej
pTE103 Origin ColE1, amp® [45]
Pochodny pTE103, Skongtrupwany poprzez
pTEaxe Zawiera dxe wstawienie axe (trawienie
EcoRI/HindIIT)
Pochodny pTE103, Skonstruowany poprzez
pTEataxetxe zawiera kaset.e; axe- Wstawienie axe-txe wraz z
txe wraz z rejonem rejonem promotorowym pa
promotorowym p; (trawienie EcoRI/HindIIT)
Pochodny pTEI03, | SKomstowany poprzez
. wstawienie rejonu
TEataxetxemut jakp TEataxetxg, ale romotorowego/operatorowego
plkta p go/op g
zawliera mutacje w -
rej onie -10 Daxe Dat wralz Z .genaml axgmut-txe
(trawienie EcoRI/HindIII)
Skonstruowany poprzez
Pochodny pTE103, wstawienie rejonu
jak pTEataxetxe, ale promotorowego/operatorowego
pTEataxetxelong zawiera rejon Pa WIaz z genami axe-txe
terminatorowy tej i rejonem terminatorowym
kasety tej kasety (trawienie
EcoRI/HindIII)
Pochodny pTE103,
zawiera kaset¢ axe-
txe pozbawiong
rejonu
promotorowego par, Skonstruowany poprzez
zawiera mutacje w wstawienie kasety axe-txeW5C
pTEaxetxeW5C rejonie txe (zamiana pozbawionej rejonu
tryptofanu w pozycji promotorowego p, (trawienie
5 na cytozyng) — EcoRI/HindIIT)
produktem ekspresji
txeWS5C jest
nietoksyczna wersja
Txe
Pochodny pTE103, Sk0n§trgowany poprzez
‘ak pTEaxetxeW5C wstawienie kasgty axemut-
pTEaxetxeW5Cmut Jjakp ’ txeW5C pozbawionej rejonu

ale zawiera mutacj¢
w rejonie -10 paye

promotorowego p (trawienie
EcoRI/HindIII)
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Oligonukleotydy wykorzystane w tej pracy opisano w tabeli 6.

Tabela 6. Oligonukleotydy wykorzystane w tej pracy Sekwencje oligonukleotydow
podano rozpoczynajac od konca 5°. Miejsca rozpoznawane przez wybrane enzymy

restrykcyjne podkreslono.

Tabele 6. Oligonucleotides Oligonucleotides’ sequences are written from 5 to 3’
restriction enzyme sites are underlined.

Nr Nazwa / Name

Sekwencja (5°-3) / Sequence

Opis / Description

1 Amp fd

GACGAATTCTACAATTTCAG
GTGGCAC

Starter do
amplifikacji genu
bla, zawierajacy
miejsce
restrykcyjne EcoRI

2 Amp rev

GGTGAATTCGTAAACTTGGT
CTGACAG

Starter do
amplifikacji genu
bla, zawierajacy

miejsce
restrykcyjne EcoRI

3 Pat fd lux

GAGTACTAGTGAAAAAGCA
GGATTTGAGG

Starter do
amplifikacji rejonu
promotor/operator

Pat, ZaWierajacy
miejsce
restrykcyjne Spel

4 At prom rev

CCAAGGATCCGAATAAGCT
ACTGCTTCC

Starter do
amplifikacji rejonu
promotor/operator

Dat, ZaWierajacy
miejsce
restrykcyjne
BamHI

5 Axe prom rev

CGCGGGAATTCTAGAAATA
AATAAGGGGT

Starter do
amplifikacji rejonu
promotora paye,
zawierajacy
miejsce
restrykeyjne
BamHI

Txe rev_Bam
HI

ATTCGGATCCTTAATAGTGA
TCTTTTGCAG

Starter do
amplifikacji txe,
zawierajacy
miejsce
restrykcyjne
BamHI
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Nazwa / Name

Sekwencja (5’-3°) / Sequence

Opis / Description

Axe-prom_fd

CGCGGGAATTCTAGAAATA
AATAAGGGGT

Starter do
amplifikacji axe,
zawierajacy
miejsce
restrykcyjne EcoRI

Long rev Ba
mHI

TATGGATCCAGTTGAAAAT
GAAACG

Starter do
amplifikacji rejonu
terminatorowego
axe-txe,
zawierajacy
miejsce
restrykcyjne
BamHI

Pyy fd lux

GAGTACTAGTGGGGAAAGG
AGGGGG

Starter do
amplifikacji rejonu
promotor/operator

Dyw» Zawierajacy
miejsce
restrykcyjne Spel

10

Pyy rev

CATTCGGATCCTGACGCGCT
TCGCTG

Starter do
amplifikacji rejonu
promotorowego/op

eratorowego p,y,
zawierajacy
miejsce
restrykcyjne
BamHI

11

PyefM fd lux

GCGGACTAGTATGAACTGT
ACAAAAGAGG

Starter do
amplifikacji yefM,
zawierajacy
miejsce
restrykcyjne Spel

12

YefMprom
Rev

CGGTCGGATCCATTAGTTTC
ACTCAATGAT

Starter do
amplifikacji yefM,
zawierajacy
miejsce
restrykcyjne
BamHI

13

Txe SD fd

ATAGAATTCGATGATTAAG
GCTTGGTC

Starter do
amplifikacji zxe,
zawierajacy
miejsce
restrykcyjne EcoRI




Materiaty

45

Nazwa / Name

Sekwencja (5’-3°) / Sequence

Opis / Description

14

Txerev

CCGCAAGCTTTTAAGTTTCT
GACCCTTTCC

Starter do
amplifikacji zxe,
zawierajacy
miejsce
restrykcyjne
HindlIII

15

pETyefM-fd

GCGATACATATGCGTAC
AATTAGCTACAGCGAA

Starter do
amplifikacji yefM,
zawierajacy
miejsce
restrykcyjne Idei

16

pET22YefM-
rev

ATACTCGAGCTCAATGATGT
CCTTTTCCGTTCC

Starter do
amplifikacji yefM,
zawierajacy
miejsce
restrykcyjne Xhol

17

pET22txe-rev

CCTCTCGAGATAGTGATCTT
TTGCAGAATAA

Starter do
amplifikacji tve,
zawierajacy
miejsce
restrykcyjne Xhol

18

At prom fd

GAGTGAATTCGAAAAAGCA
GGATTTGAGG

Starter do
amplifikacji rejonu
promotorowego/op

eratorowego pas,
zawierajacy
miejsce
restrykcyjne EcoRI

19

Axerev

CCGCAAGCTTGCTCATGCCA
ATAAAGATAATC

Starter do
amplifikacji axe,
zawierajacy
miejsce
restrykcyjne
HindlIII

20

Long_fd Hinll
I

TACTAAGCTTATATCCGTAA
TACGC

Starter do
amplifikacji rejonu
terminatorowego
axe-txe,
zawierajacy
miejsce
restrykeyjne
HindIII
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Nazwa / Name

Sekwencja (5’-3°) / Sequence

Opis / Description

21

Axe Pr fd mutl

CAAAAAGAGATTACGACTC
TATGCAAGAAACG

Starter do
mutagenezy
miejscowo
specyficznej rejonu
-10 promotora paxe

22

Axe Prrev
mutl

CGTTTCTTGCATAGAGTCGT
AATCTTTTTTG

Starter do
mutagenezy
miejscowo
specyficznej rejonu
-10 promotora paxe

23

atfdemsa

AGCAACTAAAGCAGAAGTA
CGGC

Starter do
amplifikacji rejonu
promotorowego/op

eratorowego pus
znakowany biotyng
na koncu 5’

24

Atrem emsa

TCATATAACTACGTAAATTT
TGGCGG

Starter do
amplifikacji rejonu
promotorowego/op

€ratorowego par

25

yyfd emsa

ACCACTTTCACGTTAGAA

Starter do
amplifikacji rejonu
promotorowego/op

eratorowego p,y
znakowany biotyng
na koncu 5’

26

yy rev emsa

TTGTTGCCGGACAAATTCTG
ACG

Starter do
amplifikacji rejonu
promotorowego/op

eratorowego pyy

27

Pr ext at 1 axe

GCACTAAATCATCACTTTCG
GGAAAG

Starter
wykorzystywany
do badania miejsca
startu transkrypcji
Z Promotorow pu

1 Paxe

28

Pr ext txe rev

ATGATTAAGGCTTGGTCTGA
TGATGC

Starter
wykorzystywany
do badania miejsca
startu transkrypcji
Z promotora pe
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34. Podloza i pozywki
3.4.1. Pozywka LB ( Luria-Bertani)
Na 1000 ml:
10 g peptonu

5 g ekstraktu drozdzowego
10 g NaCl

Pozywke jatowiono przez autoklawowanie przy cisnieniu 0,7 atm przez 20
min.

3.4.2. Podloze LA

Na 1000 ml:
10 g peptonu

5 g ekstraktu drozdzowego
10 g NaCl

15 g agaru bakteriologicznego
Podloze jatlowiono przez autoklawowanie przy ci$nieniu 1 atm przez 30 min.

3.5. Antybiotyki

ampicylina — stezenie koncowe 100 pg/ml
chloramfenikol — st¢zenie koncowe 35 pg/ml
kanamycyna — stezenie koncowe 50 pg/ml
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4. METODY
4.1. Amplifikacja DNA in vitro technika lancuchowej reakcji
polimerazy (PCR)

Sporzadzatam mieszaniny reakcyjne (50 ul) o sktadzie:

- 5 pl buforu (10 x Walk Buffer, A&A Biotechnology)

- Po 5 ul obu starteréow o stezeniu 10 uM

- 1,5 pl mieszaniny deoksynukleotydoéw o stgzeniu 10 mM kazdy
- 20 ng matrycy DNA

- 1,5 U polimerazy Walk (A&A Biotechnology)

Reakcje  przeprowadzalam w  termocyklerze z  wykorzystaniem
nastepujgcego programu:

- Denaturacja wstepna: 95 °C 5 minut

- Denaturacja 95 °C 30 sekund

- Przylaczanie starterow 52°C 30 sekund 10
cykli

- Wydluzanie starterow 72 °C 2 minuty / 1000 pz

- Denaturacja 95 °C 30 sekund

- Przylaczanie starterow 58°C*  30sekund 20
cykli

- Wydluzanie starterow 72 °C 2 minuty / 1000 pz

- Wydluzanie koncowe 72 °C 10 minut

*  Dla kazdej pary starterow ustalano temperature przytaczania.
4.2. Kolonowanie DNA

4.2.1. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

DNA plazmidowy Ilub fragmenty DNA powielone z wykorzystaniem
techniki tancuchowej reakcji polimerazy (rozdziat 4.1.) trawitam odpowiednimi
enzymami restrykcyjnymi (Thermo Scientific) w buforze Fast Digest (Thermo
Scientific). Trawienie przeprowadzalam w temperaturze 37°C przez 30 minut,
nastepnie inaktywowatam enzym zgodnie z zaleceniami producenta.

4.2.2. Defosforylacja koncow 5° wektorow plazmidowych

Po trawieniu DNA plazmidowego enzymami restrykcyjnymi i termicznej
inaktywacji  enzymoéw, przeprowadzatam defosforylacje koncow 5’
potrawionych wektorow z wykorzystaniem alkalicznej fosfatazy FastAP
(Thermo  Scientific), zgodnie =z zaleceniami producenta; nastepnie
inaktywowatam enzym poprzez inkubacje w temperaturze 85°C przez 15 minut.



Metody 49

4.2.3. Elektroforeza w zelu agarozowym

Elektroforez¢ przeprowadzalam w 1% zelu agarozowym w poziomym
aparacie do elektroforezy w buforze TAE ( 40 mM Tris-octan o pH=8,3, | mM
EDTA) [151]. Do roztworu DNA dodawatam bufor obcigzajacy 6 x Loading
Dye (Thermo Scientific), zgodnie z zaleceniami producenta. Tak przygotowane
probki nanositam do studzienek w Zelu i prowadzitam rozdziat przy napieciu 5
V na 1 cm dhugosci Zelu. Zel barwitam w roztworze wodnym bromku etydyny o
stezeniu 0,5 pg/ml przez 10 minut lub barwniku SYBR® (Life Technologies)
(zgodnie z zaleceniami producenta), a nastepnie uwidocznialam DNA w $wietle
UV za pomoca aparatu Gel Doc XR (BioRad). Dhugos¢ rozdzielanych
fragmentow DNA porownywatam ze wzorcem O’GeneRuler 1kb Plus DNA
Ladder (Thermo Scientific).

4.2.4. Oczyszczanie fragmentéw DNA z Zelu agarozowego

Fragmenty DNA plazmidowego uzyskane w wyniku trawienia enzymami
restrykcyjnymi rozdzielalam w zelu agarozowym (doktadny opis procedury
zamieszczono w rozdziale 4.2.1), a nastepnie po wybarwieniu SYBR®
wycinalam zniego odpowiednie fragmenty restrykcyjne. DNA izolowalam z
zelu przy uzyciu zestawu do oczyszczania fragmentow DNA z Zelu
agarozowego High Pure PCR Produkt Purifiaction Kit (Roche).

4.2.5. Ligacja fragmentéw DNA

Przeprowadzalam ligacje fragmentéw DNA w objetosci 20 pl, przez noc
w temperaturze 22°C, przy uzyciu ligazy DNA faga T4 (Thermo Scientific)
i odpowiedniego dla tego enzymu buforu (Thermo Scientific). Do reakcji
uzywatam 4-krotnego lub 6-krotnego nadmiaru ilosci klonowanego fragmentu
DNA w stosunku do ilosci wektora. Nastepnie inaktywowatam termicznie
enzym, poprzez inkubacje w temperaturze 65°C przez 15 minut. Uzyskang w ten
sposob mieszaning transformowatam komorki kompetentne Escherichia coli
DH5a (doktadny opis procedury zamieszczono w rozdziale 4.4.).

4.3. Mutageneza miejscowo — specyficzna

4.3.1. Przygotowanie denaturowanej matrycy DNA

DNA plazmidowy (500 ng) zawieszalam w 20 pl wody destylowane;j,
dodawalam 5 pl roztworu do denaturacji matrycy DNA (1 M NaOH, 1 mM
EDTA). Przygotowang w ten sposob mieszaning inkubowatam w temperaturze
37°C przez 15 minut. Nastgpnie przeprowadzalam precypitacje DNA: do
mieszaniny dodwatam wodny roztwoér octanu sodu o pH=5,2 do koncowego
stezenia 0,3 M oraz75 pl zimnego 96% etanolu, nastgpnie mieszaning
inkubowalam w temperaturze -80°C przez 60 minut. Probke wirowatam
(15000 x g) przez 30 minut w temperaturze 4°C, przemywatam lml zimnego
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70% wodnego roztworu etanolu, a nastepnie wirowatam (jw.) przez 15 minut w
temperaturze 4°C. DNA suszytam pod prdéznia, po czym zawieszatam w 20 pl
wody destylowanej [152].

4.3.2. Mutageneza miejscowo — specyficzna

Sporzadzatam mieszaning reakcyjng (50 pl) o sktadzie:

- 5wl buforu (10 x Walk Buffer, A&A Biotechnology)

- Po 5 pl obu starteréw o stezeniu 10 pM

- 2 pl mieszaniny deoksynukleotydow o st¢zeniu 10 mM kazdy
- 2-4 ul matrycy DNA

- 3 U polimerazy Walk (A&A Biotechnology)

Reakcje  przeprowadzalam w  termocyklerze z  wykorzystaniem
nastgpujacego programu:

- Denaturacja wstepna 95 °C 1 minuta

- Denaturacja 95 °C 30 sekund

- Przylaczanie starterow 55°C 1 minuta 16
cykli

- Wydluzanie starterow 72 °C 2 minuty / 1000 pz

- Denaturacja 95 °C 1 minuta

- Przylaczanie starterow 55°C 1 minuta

- Wydhuzanie koncowe 72 °C 10 minut

Po przeprowadzeniu mutagenezy, dodawatam do mieszaniny 2 U enzymu
FastDigestDpnl (Thermo Scientific) i inkubowatam probki w temperaturze 37°C
przez 30 minut. Dpnl specyficznie rozpoznaje sekwencje metylowane -
GMeATC, dzieki czemu umozliwia pozbycie si¢ matrycowego DNA. Tak
przygotowang mieszaning (uzywatam 1, 3 lub 5 ul mieszaniny)
transformowatam komorki kompetentne Escherichia coli DHSa.

4.4. Transformacja komorek bakteryjnych plazmidowym DNA

4.4.1. Przygotowanie komoérek kompetentnych

Hodowle nocna komorek bakteryjnych odmtadzalam w stosunku 1:100
w pozywce LB (rozdziat 3.4.1.) uzupelionej w razie potrzeby odpowiednim
antybiotykiem (rozdziat 3.5.). Bakterie hodowalam =z wytrzasaniem w
temperaturze 37°C do momentu uzyskania wartosci gestosci optycznej hodowli
ODg0~0,2. Hodowlg bakteryjng wirowatam (~1600 x g) przez 10 minut w
temperaturze 4°C. Osad bakteryjny zawieszalam zimnym roztworze wodnym
CaCl; o stgzeniu 100 mM (w objetosci roéwnej poczatkowej objetosci hodowli)
i inkubowatam w tazni lodowej przez 60 minut. Nastepnie probki wirowatam
(jw.), auzyskany osad zawieszatam w zimnym roztworze wodnym CaCl, o
stezeniu 100mM (w objetosci rownej jednej dziesiatej poczatkowej objetosci
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hodowli), po czym ponownie inkubowatam w tazni lodowej (jw.). Do
przygotowanych w ten sposob komorek kompetentnych dodawatam 50% jatowy
roztwor glicerolu do koficowego stezenie 15% v/v, nastepnie zamrazatam
zawiesing komorek bakteryjnych przy uzyciu ciektego azotu i przechowywatam
je do momentu uzycia w temperaturze -80°C [151].

4.4.2. Transformacja plazmidowym DNA

Zawiesing komorek kompetentnych rozmrazatam w tazni lodowej. Do 100
pl komoérek kompetentnych dodawatam okoto 50 ng DNA plazmidowego lub 5-
20 pl mieszaniny po ligacji. Po 60 minutach inkubacji w tazni lodowej
inkubowatam probki przez 3 minuty w temperaturze 43°C, a nastepnie
ponownie przenositam na 30 minut do tazni lodowej. Po zakonczeniu inkubacji
probek w tazni lodowej, dodawatam do mieszaniny 900 pl pozywki LB i
hodowatam bakterie z wytrzasaniem w temperaturze 37°C przez 45 minut.
100 ul zawiesiny komoérek bakteryjnych wysiewalam na ptytki zawierajace
podtoze LA (rozdziat 3.4.2.) uzupelione odpowiednim antybiotykiem (rozdziat
3.5.). Nastepnie inkubowatam plytki przez noc w temperaturze 37°C [151].

4.5. Oznaczenie wzglednego poziomu luminescencji hodowli
bakteryjnych

Do przeprowadzenia eksperymentu wykorzystatam hodowle komorek
Escherichia coli SC301467 niosagcych pochodne wektora pBBRIlux-amp
zawierajgce pozbawiony promotora operon [uxCDABE oraz odpowiednie
fragmenty kasety axe-txe lub yefM-yoeB (w przypadku badania wplywu biatek
kasety axe-txe kodowanych in trans na aktywnos¢ promotora p, — takze
pochodne wektorow pBAD33 i pBAD24) (tabela 5) Hodowle nocne bakterii
odmtadzatam w stosunku 1:100 w pozywce LB (rozdzial 3.4.1.) uzupetnionej
odpowiednim antybiotykiem (rozdziat 3.5.) i hodowatam z wytrzasaniem w
temperaturze 37°C do momentu uzyskania warto$ci gestosci optycznej hodowli
ODg0o~0,4. Nastepnie wykonywatam pomiar luminescencji 200 pl hodowli
bakteryjnej przy uzyciu luminometru Junior (Brethold Technologies). Uzyskane
wyniki znormalizowatam wzgledem wartosci gestosci optycznej hodowli
i wyrazitam we wzglednych jednostkach luminescencji (relative luminescence
units — RLU).

4.6. Test opéznienia migracji DNA w Zelu poliakrylamidowym

4.6.1. Przygotowanie bialkowego ekstraktu z komorek bakteryjnych

Hodowle nocne bakterii Escherichia coli Rosetta(DE3) niosacych
odpowiednie plazmidy (tabela 5) odmtadzatam w stosunku 1:100 w 10 ml
pozywki LB (rozdzial 3.4.1.) uzupehlionej odpowiednim antybiotykiem
(rozdziat 3.5.) i hodowatam z wytrzagsaniem w temperaturze 37°C do momentu
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osiggnigcia wartosci  gestosci  optycznej hodowli  ODeoo~0,5. Ekspresje,
kodowanych w plazmidowym DNA genow: axe, axe-txe, yefM lub yefM-yoeB,
indukowatam poprzez dodanie do hodowli IPTG
(izopropylo-f-d-1-tiogalaktopiranozyd) do koncowego stezenia 1mM. Po
dodaniu induktora kontynuowatam hodowle bakterii w tych samych warunkach
przez kolejne 3 godziny. Nastepnie wirowatam hodowle bakteryjne (1600 x g)
przez 10 minut w temperaturze 4°C, uzyskany osad zawieszatam w buforze o
nastgpujacym sktadzie: 20 mM Tris-HCl o pH=7,5, 50 mM NaCl. Komérki
sonikowatam, po czym wirowalam probki (15500 x g) przez 30 minut
w temperaturze 4°C. Uzyskany supernatant dializowatam przez noc w buforze
o nastepujacym sktadzie: 20 mM Tris-HCl o pH=7,5, 50 mM NaCl, 10% v/v
glicerol.

4.6.2. Test opéznienia migracji DNA w Zelu poliakrylamidowym

DNA zawierajacy rejon operatorowy/promotorowy pu lub py, powielatam
przy uzyciu techniki PCR (rozdziat 4.1.). Sporzadzatam mieszaniny (koncowa
objetos¢ 20 pl) zawierajace 0,1 nM dwuniciowego DNA znakowanego biotyna
na koncu 5’ oraz rézne ilosci odpowiedniego biatkowego ekstraktu z komoérek
bakteryjnych (0; 1,25; 2,5; 5; 10; 12,5; 25 pg/ml) (sposéb przygotowania
ekstraktu opisano w rozdziale 4.6.1.) w buforze o nastepujacym sktadzie: 20
mM Tris-HCl o pH=7,5, 50 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 mM MgCl, 1 pg
kompetytora — polimer DNA poli(dldC). Przygotowane w ten sposob probki
inkubowatam w teperaturze 22°C przez 20 minut, po czym rozdzielatam je w 5
% natywnym zelu poliakrylamidowym (rozdzial 4.7.2.). Nastgpnie
przeprowadzatam transfer DNA na dodatnio natadowang membrane nylonowa
(Milipore): po wyplukaniu Zelu w 2 x rozcienczonym buforze TBE (45,5 mM
Tris-kwas borowy o pH=8,0, ]| mM EDTA) umieszczatam zel oraz membrane w
aparacie do transferu. Transfer prowadzitam w 2 x rozcienczonym buforze TBE
przez 60 minut przy nat¢zeniu pradu 380 mA, w temperaturze 4°C. Nastepnie
immobilizowatam DNA na membranie z wykorzystaniem promieniowania UV
(10 minut). Znakowane biotyng fragmenty DNA uwidocznitam przy uzyciu
zestawu LightShift™ chemiluminescent EMSA kit (Pierce) zgodnie z
zaleceniami producenta.

4.7. Elektroforeza poliakrylamidowa

4.7.1. Elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach denaturujacych

Przygotowatam zel dolny — rozdzielajacy (15%) oraz gormy -
zageszczajacy (4%) (tabela 7).
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Tabela 7. Sklad Zelu dolnego i gérnego

Table 7. Upper and lower poliacrylamide gels composition

Cori;l;?;;l;/ Zel gorny / Upper gel Zel dolny / Lower gel
1,5 M Tris, pH=8,8 - 1,3 ml
1 M Tris, pH=6,8 0,25 ml -
10% SDS 0,02 ml 0,05 ml
10% APS 0,02 ml 0,05 ml
40% mieszanina 0,25 ml 1,875 ml
akrylamidow
TEMED 0,002 ml 0,004 ml
woda destylowana 1,65 ml 0,5 ml

Do probek biatkowego ekstraktu z komorek bakteryjnych (20 pl) dodatam 5
pl buforu obcigzajacego (240 mM Tris-Hcel o pH=6,8, 40% v/v glicerol, 8% w/v
SDS, 5% v/v B-merkaptoetanol, 0,04% w/v blgkit bromofenolowy) i
inkubowalam w temperaturze 95°C przez 5 minut. Po umieszczeniu zelu w
aparacie do elektroforezy naniostam tak przygotowane probki do studzienek zelu
poliakrylamidowego. Rozdziat -elektroforetyczny prowadzialam w buforze
elektroforetycznym (na 1000ml: 12,11 g Tris, 17,92 g Tricine, pH=8,25, 1g
SDS) przy natezeniu pradu 40 mA. Po rozdziale barwitam zel w roztworze
RotiBlue® (Roth) zgodnie z zaleceniami producenta. Wielko$¢ interesujacych
mnie pragzkow porownywatam ze wzorcem biatkowym Page Ruler Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific).

4.7.2. Elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach
niedenaturujgcych

Przygotowatam natywny 5% zel poliakrylamidowy o nastgpujacym sktadzie:

- 1,25 ml 40% mieszaniny akrylamidéow (stosunek ilosci czasteczek
akrylamidu do bis-akrylamidu w mieszaninie — 19:1)

- 0,5 ml 10 x stgzonego buforu TBE (0,89 M Tris — kwas borowy o
pH=8,0, 20 mM EDTA)

- 0,14 ml 10% APS

0,007 ml TEMED
- 8,1 ml wody destylowane;j

Po umieszczeniu zelu w aparacie do elektroforezy naniostam probki
do studzienek  Zelu  poliakrylamidowego. = Rozdziat  elektroforetyczny
prowadzialam w 2 x rozcienczonym buforze TBE przez 120 minut przy napigciu
pradu 100 V w temperaturze 4°C.
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4.8. OkreSlenie miejsca startu transkrypcji technika wydluzania
startera
4.8.1. Eksperyment wydluzania startera

W celu okreslenia miejsca startu transkrypcji z promotoroOw pas, Pare 1 Prxe
przeprowadzitam eksperyment wydluzania startera. Zastosowane do
eksperymentu startery opisano w tabeli 7. Startery wyznakowatam
radioaktywnym izotopem fosforu 3?P. Jako matryce do reakcji wykorzystalam
catkowity RNA wyizolowany z komoérek Escherichia coli SC301467 niosacych
odpowiednio: plazmid pluxat lub pluxaxe (tabela 5) badz produkty reakcji
transkrypcji in vitro (rozdziat 4.9.) (analiza promotora p..). Reakcje
przeprowadzitam w koncowej objetosci 10 pl. Sporzadzitam mieszaning
reakcyjna o nastepujacym sktadzie: 10 ug catkowitego RNA (lub 5 pl roztworu
produktoéw reakcji transkrypcji in vitro), 0,6 pmol znakowanego radioaktywnie
startera, bufor do odwrotnej transkryptazy (RevertAid H Minus Reverse
Transcriptase Buffer, Thermo Scientific), kazdy z deoksyrybonukleotydow w
stezeniu 1mM (dGTP, dATP, dCTP, dTTP), 10 U inhibitora rybonukleaz
(RiboLock RNase Inhibitor, Thermo Scientific). Matryce RNA denaturowatam
poprzez inkubacj¢ prze 2 minuty w temperaturze 99°C, nast¢pnie mieszaning
inkubowalam przez 60 minut w temperaturze 50°C. Po uptywie tego czasu
dodawalam 100 U odwrotnej transkryptazy (RevertAid H Minus Reverse
Transcriptase, Thermo Scientific) 1 inkubowatam probki przez 30 minut w
temperaturze 42°C. Po zakonczeniu inkubacji dodawatam 5 pl buforu (95% v/v
formamid, 0,05% w/v blekit bromofenolowy, 0,05% cyjanoksylen). Produkty
reakcji wydtuzania startera poddawatam denaturacji w temperaturze 99°C przez
10 minut, po czym rozdzielalam je wraz z produktami sekwencjonowania
odpowiedniego DNA plazmidowego (rozdzial 4.82.)) w 6% zelu
poliakrylamidowym zawierajagcym 7M mocznik. Elektroforeze prowadzitam
przy stalej mocy pradu 85W w buforze TBE (89 mM Tris — kwas borowy
o pH=8,0, 2 mM EDTA). Zel suszytam, po czym eksponowatam z uzyciem
ekranu firmy G&E Healtcare (Storage Phosphor Screen). Nastepnie skanowatam
przy uzyciu skanera laserowego Typhoon 9200 (G&E Healtcare).

4.8.2. Sekwencjonowanie DNA

Reakcje sekwencjonowania DNA plazmidowego przeprowadzitam przy
uzyciu zestawu SequiTherm EXCEL ™ II DNA Sequencing kit (Epicenter)
wedtug zalecen producenta. Przygotowatam mieszaniny reakcyjne o sktadzie:
1,5 pmola znakowanego startera (tabela 7), 50 fmoli matrycy DNA (tabela 5);
7,5 ul buforu (3,5x) i wody destylowanej do 17 pl. Do mieszaniny dodawatam 5
u polimerazy SequiTherm EXELII Polymerase i rozdzielatam do czterech
probowek (po 4 pl) zawierajacych po 2 Wl mieszanin kazdego z 4
deoksyrybonukleotydow i dideoksyrybonukleotydow. Reakcje
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sekwencjonowania prowadzilam w termocyklerze, uzywajac nastepujacego
programu:

- Wstepna denaturacja 95°C 5 minut

- Denaturacja 95°C 30 sekund

- Przylaczanie starterow58°C 30 sekund x 30
- Wydhuzanie starterow 72°C 30 sekund

Po zakonczeniu programu, reakcje przerywatam dodajac do kazdej probowki
po3 ul buforu stopujacego (Epicenter). Tak przygotowane proby
denaturowalam przez 5 minut w 95°C, anastepnie naktadatam po 4 ul do
studzienek zelu sekwencyjnego [154].

4.9. Analiza aktywno$ci promotoréw kasety axe-txe metoda
transkrypcji in vitro

Przeprowadzitam wielorundowa reakcje transkrypcji in vitro w koncowej
objetosci 17 pl, w temperaturze 37°C. Mieszaning, zawierajacg: 40 mM Tris-
HCl opH=8,0, 150 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 0,1% v/v B-
merkaptoetanolu, 0,025 U pirofosfatazy (Thermo Scientific) oraz 17 U inhibitora
rybonukleaz RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Scientific) inkubowatam przez
7 minut. Nastepnie dodawatam 15 nM holoenzymu polimerazy RNA
Escherichia coli Ec™ 1iinkubowatam przez kolejne 7 minut, po czym
dodawatam DNA plazmidowy (odpowiednie pochodne wektora pTE103 — tabela
5) do koncowego stgzenia 5SnM i inkubowalam mieszanine przez 7 minut.
Reakcje¢ inicjowatam poprzez dodanie mieszaniny czterech rybonukleotydow do
koncowego stezenia 0,15 mM i 0,8 pCi UTP znakowanego radioaktywnym
izotopem fosforu *?P w pozycji a. Po 15 minutach inkubacji zatrzymywatam
reakcje poprzez dodanie buforu stopujacego (95% v/v formamid, 0,5 M EDTA,
0,05% w/v biegkit bromofenolowy). Produkty reakcji rozdzielalam w 6% zelu
poliakrylamidowym, zawierajacym 7M mocznik. Elektroforeze prowadzitam
przy statym natezeniu pradu 60mA w buforze TBE (89 mM Tris — kwas borowy
o pH=8,0, 2 mM EDTA). Zel suszytam, po czym eksponowalam z uzyciem
ekranu firmy G&E Healtcare. Nastepnie skanowalam przy uzyciu skanera
laserowego Typhoon FLA 7000 (G&E Healtcare) [117]. Wielko$¢ uzyskanych
produktéw RNA okreslatam na podstawie pordwania ze wzorcem dlugosci RNA
RiboRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific) rozdzielonym w tym
samym zelu. Po zakonczeniu rozdzialu odcigtam cze$¢ zelu zawierajaca
wzorzec, a nastgpnie wybarwitam z wykorzystaniem roztworu bromku etydyny
(0,5 pg/ml) i uwidaczniatam RNA przy uzyciu §wiatta ultrafioletowego.

W przypadku przygotowania matrycy RNA do okreslenia miejsca startu
transkrypcji z promotora px. z wykorzystaniem techniki wydluzania startera,
reakcje transkrypcji in vitro na matrycy DNA plazmidu pTEaxetxeWS5Cmut
(tabela 5) przygotowywatam bez dodatku znakowanego radioaktywnie UTP,
nastgpnie precypitowalam RNA zgodnie z opisem zamieszczonym w rozdziale
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4.3.1., przy czym wszystkie roztwory potrzebne do przeprowadzenia tej
procedury przygotowalam z wykorzystaniem wody wolnej od nukleaz. Po
precypitacji, RNA zawieszalam w 5ul wody wolnej od nukleaz.

4.10. Badanie tempa wzrostu hodowli bakteryjnych

Hodowle nocne bakterii Escherichia coli SC301467, niosacych pochodne
wektora pTE103 odmtadzatam w stosunku 1:100 w pozywce LB (rozdziat 3.4.1)
uzupetlionej odpowiednim antybiotykiem (rozdziat 3.5.) i hodowatam
z wytrzasaniem w temperaturze 37°C. Pomiar absorbancji przy dtugosci fali 600
nm prowadzitam co 15 minut przez 4 godziny. W przypadku badania wptywu
kodowanych in trans biatek kasety axe-txe na aktywno$¢ promotora pq,
eksperyment przeprowadzitam z wykorzystaniem szczepu Escherichia coli
SC301467 niosacego oprocz pochodnych wektora pBBRIux, pochodne
wektorow pBAD33 i pPBAD24, pozywke uzupeliatam dodatkowo arabinozg do
koncowego stezenia 0,2%.
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5. WYNIKI

5.1.Budowa i regulacja ekspresji genéw operonu axe-txe

Plazmidowa kaseta axe-txe charakteryzuje si¢ stosunkowo wysokim
stopniem podobienstwa do chromosomalnej kasety Escherichia coli yefM-yoeB
[73, 124]. Oba moduty posiadaja cechy charakterystyczne dla kaset TA typu II
[73, 79, 93, 98]. Regulacja ekspresji genow modutu yefM-yoeB zachodzi
zgodnie z modelem charakterystycznym dla wigkszosci kaset TA typu IL
Toksyna kodowana jest w genie poprzedzonym przez gen antytoksyny, oba za$
znajduja si¢ pod kontrola wspdlnego promotora, ulegajg kotranskrypcji i
kotranslacji. Zwigzanie antytoksyny do sekwencji operatorowej, znajdujacej w
rejonie promotora, powoduje jego represj¢, toksyna natomiast dziata jako
korepresor [93, 98]. Wyniki badan przeprowadzonych przez grupe Profesora
Hengenrother’a sugeruja, ze organizacja kasety axe-txe moze by¢ zblizona do
budowy operonu yefM-yoeB, poniewaz, podobnie jak w przypadku modutu
yvefM-yoeB, geny axe i txe ulegaja kotranskrypcji [79].

Jednym z istotnych elementéw mojej pracy bylo okreslenie, czy budowa
modutu axe-txe rzeczywiscie jest zgodna z kanonicznym modelem organizacji
kaset TA typull, charakterystycznym takze dla systemu yefM-yoeB, oraz
zbadanie jaka jest rola bialek Axe i Txe w regulacji operonu axe-txe.

Badania dotyczace mechanizmu dziatania systemoéw TA pochodzacych
zroznych gatunkéw bakterii, w tym nalezacych do rodzaju Streptomyces,
Staphylococcus, Streptococcus, Synechocystis i Vibrio, w wielu przypadkach
z powodzeniem przeproprowadzono w komorkach Escherichia coli [33, 100,
107, 162, 164]. Pochodzacy z patogennej bakterii Enterococcus faecium, system
axe-txe jest funkcjonalny w komorkach bakterii nalezacych do odleglych
ewolucyjnie gatunkow. Wykazano miedzy innymi, ze moze dziata¢ jako modut
stabilizujacy DNA plazmidowy w komorkach Escherichia coli [73]. Zasadnym
wydawalo si¢ zatem zbadanie regulacji ekspresji tego systemu w komorkach
tego dobrze poznanego organizmu modelowego. Aby zminimalizowa¢ ryzyko
wystapienia ewentualnych reakcji krzyzowych pomiedzy badanym systemem a
komponentami  chromosomalnych kaset TA, wickszos¢ eksperymentow
wykonatam wykorzystujac szczep E. coli SC301467 (tabela 4), niosacy delecje
pieciu chromosomalnych modutow TA typu Il (relBE, chpB, mazF, dinJ/yafQ,
yvefM/yoeB) obecnych w szczepie MG1655 Escherichia coli.

5.1.1. Regulacja transkrypcji zachodzacej z promotora p,,

W celu zbadania, czy wspolny dla genéw kodujacych antytoksyne i toksyne
modulu axe-txe promotor p. jest aktywny w komoérkach Escherichia coli
SC301467, wykonalam analiz¢ aktywno$ci tego promotora in vivo.
Wykorzystalam fuzje promotora z systemem reporterowym, umieszczonym na
niskokopijnym plazmidzie pBBRIux-amp (tabela 5). Plazmid pBBRIlux-amp



58 Lidia Boss

rozni si¢ od wyjsciowego plazmidu pBBRIux markerem selekcyjnym; procz
determinanty opornosci na ampicyling, podobnie jek pBBRIlux, zawiera
pozbawiony promotora oraz elementow regulatorowych operon luxCDABE
(rycina 11). Geny [uxC, [uxD oraz [uxE koduja enzymy o aktywnosci
odpowiednio — transferazy, styntetazy oraz reduktazy — niezbedne do konwerscji
dhugotancuchowych kwaséw ttuszczowych do aldehydow. Geny /uxA oraz luxB
koduja odpowiednio podjednostki a i B lucyferazy. Enzym ten katalizuje reakcje
utlenienia zredukowanej formy mononukleotydu flawinowego (FMNH,) lub
dlugotancuchowych aldehydéw. Reakcje katalizowane przez heterodimer
lucyferazy sa egzoenergetyczne, a energia uwalniana jest w postaci §wiatta o
dhugosci fali okoto 490 nm. Wzorst poziomu luminescencji jest w przyblizeniu
proporcjonalny do aktywno$ci transkrypcyjnej promotora umieszczonego
powyzej operonu /uxCDABE [120].

Rejon promotora p. zidentyfikowatam na podstawie wynikow analizy
sekwencji DNA modutu axe-txe z wykorzystaniem programu komputerowego
PromScan (http://molbiol-tools.ca/promscan/). Nastepnie poprzez insercje do
plazmidu pBBRlux-amp fragmentu DNA kasety axe-txe, zawierajacego
potencjalny promotor p, wraz z kodonem startowym axe, skonstruowalam
plazmid pluxat (tabela 5). Tak przgotowanym konstruktem plazmidowym
transformowatam bakterie E. coli SC301467.
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Rycina 11. Schemat przedstawiajacy organizacj¢ genetyczng plazmidu pBBRlux
Figure 11. Genetic organization of the pBBRlux plasmid
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Wykonatam pomiar luminescencji hodowli bakteryjnej, wyniki pomiaréw
luminescencji wyrazitam we wzglednych jednostkach luminescencji (relative
luminescencje units — RLU). Aktywno$¢ promotora p, poréwnalam do
zmierzonej w ten sam sposob aktywnosci promotora homologicznej kasety
vefM-yoeB, p,, Uzyskane wyniki wskazuja, ze badany region DNA
charakteryzuje si¢ silng aktywnosciag promotorowa, okolo dwudziestokrotnie
przewyzszajacg aktywno$¢ promotora kasety yefM-yoeB (odpowiednio ~7 x 10°
i~3.5x 10°RLU, podczas gdy poziom luminescencji kontroli negatywnej,
zawierajacej gen reporterowy pozbawiony promotora, ksztattowal sie na
poziomie okoto 100 RLU) (rycina 12). Dodatkowym potwierdzeniem wysokiej
aktywnos$ci promotora p, moze by¢ fakt, ze proby skonstruowania fuzji
transkrypcyjnych fragmentu DNA, zawierajacego ten promotor z operonem
laktozowym w wektorze o S$redniej (15-20) liczbie kopii na komorke,
skutkowaty pojawieniem si¢ mutacji w rejonie p., co jest cecha
charakterystyczng bardzo silnych promotorow.

1000 4
500 +
600 +
400 +
200 +

luminescencja (RLU x 104

Dy Pa

lux lux lux

Rycina 12. Porownanie aktywnosci promotoréw pa i pyy w komérkach Escherichia
coli SC301467 Eksperyment przeprowadzitam z wykorzystaniem fuzji transkrypcyjnych
operonu luxCDABE (pozbawionego promotora) z zawierajacymi rejony promotorowe
fragmentami  kaset axe-txe (¢) lub yefM-yoeB (b), ktore wykonatam w plazmidzie
pBBRIux-amp (tabela 5). Bakterie Escherichia coli SC301467 niosace odpowiednie
plazmidy hodowatam z wytrzasaniem w temperaturze 37°C, do momentu uzyskania
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gestosci optycznej hodowli ODgoo~0,4, po czym wykonywalam pomiar luminescencji.
Jako kontrolg negatywna zastosowatam wynik pomiaru luminescencji hodowli komorek
Escherichia coli SC301467, niosacych plazmid pBBRIlux-amp, zawierajacy pozbawiony
promotora operon luxCDABE (a). Wyniki pomiaréw luminescencji wyrazitam
we wzglednych jednostkach luminescencji (relative Iluminescence units — RLU).
Przedstawione  wyniki  stanowig $rednia  zconajmniej trzech niezaleznie
przeprowadzonych eksperymentow, stupki btedow oznaczaja odchylenie standardowe.
Na wykresie umieszczono schematy, ilustrujace organizacj¢ badanych fragmentow
DNA. Kolorem zielonym zaznaczono geny reporterowe, strzatkami zaznaczono
promotory.

Figure 12. Comparision of transcriptional activity of pa and py,y promoters
in Escherichia coli SC301467 Transcriptional fusions of the luxCDABE operon devoid
of promoter to promoter/operator regions of fragments of the axe-txe operon (b)
or yefM-yoeB (c¢) in pBBRlux-amp plasmid (Table 5). pBBRlux-amp derivatives
were introducedto E. coli SC301467. Bacteria were grown in LB medium at 37°C until
culture reach OD600 ~0.4. Luminescence in RLU (relative luminescence units) was
measured. Result of luminescence measurement of bacterial cultures transformed with
PBBRIlux-amp plasmid (a) was applied as the negative control. The results are averages
of at least three independent experiments. Standard deviation is denoted as an errorbar.
Charts on the diagram indicates genetic organization of tested DNA fragments. Reporter
genes are drawn in green, black arrows indicate promoters.

Aby okresli¢ miejsce startu transkrypcji zachodzacej z promotora pe,
przeprowadzitam eksperyment wydtuzania startera (primer extension).
Jako matryce dotej reakcji wykorzystalam catkowity RNA wyizolowany
z komorek Escherichia coli SC301467, niosacych plazmid pluxat. W wyniku
przeprowadzonej reakcji wykrylam pojedynczy produkt (rycina 13). Na
podstawie polozenia produktu reakcji wydtuzania startera wzgledem produktow
reakcji sekwencjonowania DNA plazmidu pluxat przeprowadzonej technika
Sanger’a [154], wyznaczytam miejsce startu transkrypcji (+1) z promotora pa.
Analiza sekwencji DNA, znajdujacej si¢ powyzej miejsca startu transkrypcji
z promotora p., wykazata obecno$¢ sekwencji zblizonych do sekwencji
consensus rejondw -35 i -10 promotoréw Escherichia coli [82]. Miejsca -35 1 -
10 promotora p, rozdzielone sg sekwencja DNA o optymalnej dla promotorow
E. coli dlugosci (siedemnascie nukleotydow). W odlegtosci o$miu nukleotydow
od kodonu startowego genu axe stwierdzitam obecnos¢ sekwencji 5°- AAGGGG
- 3’, zblizonej do sekwencji consensus miejsca wigzania rybosomu (rycina 14).
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Rycina 13. Wynik badania miejsca startu transkrypcji zachodzacej z promotora pa
uzyskany z wykorzystaniem techniki wydluzania startera Calkowity RNA
wyizolowany z komorek Escherichia coli SC301467, niosacych plazmid pluxat,
poddatam analizie typu ,primer extension” z wykorzystaniem znakowanego
radioaktywnie startera komplementarnego do sekwencji wektora, znajdujacej si¢
okoto 50 nukleotydow ponizej kodonu startowego genu axe (tabela 6). Reakcje
sekwencjonowania DNA plazmidu pluxat metoda Sanger’a przeprowadzilam,
wykorzystujac ten sam starter. Produkt reakcji wydhuzania startera oraz produkty reakcji
sekwencjonowania DNA poddatam elektroforezie w 6% poliakrylamidowym zelu
denaturujacym. Sposdb przeprowadzenia eksperymentu opisano szczegdélowo w
rozdziale 4.8. Produkt reakcji wydtuzania startera oznaczono strzatka

Figure 13. Primer extension analysis of the pa: promoter of axe-txe module. Total RNA
from E. coli SC301467 cells harbouring pluxat plasmid was subjected to primer
extension analysis using a radioactively labelled primer that anneals 50 bp downstream
axe start codon (table 6). Reactions were performed and analysed as outlined in chapter
4.8., and electrophoresed on a denaturing 6% polyacrylamide gel in parallel with
nucleotide sequencing reactions (A, C, G, T) carried out with the same primer according
to Sanger method. The major product from the primer extension is marked with an
arrow.
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Rycina 14. Schemat przedstawiajacy organizacje rejonu
operatorowego/promotorowego p.. kasety axe-txe Miejsce startu transkrypcji z
promotora p., oznaczono pionowa strzatka. Sekwencje -35 1 -10 promotora pu
podkreslono. Sekwencje kodonu startowego genu axe zaznaczono czerwona czcionka.
Poziomymi strzatkami oznaczono sekwencje DNA tworzace odwrocone palindromy,
analogiczne do obecnych w rejonie operatorowym, spokrewnionej z modutem axe-txe,

kasety yefM-yoeB

Figure 14. Organization of the promotor/operator pa DNA region of the axe-txe TA
module Vertical arrow indicates start of transcription driven form p. promoter. -35 and
-10 sequences of the pa promoter are underlined. The ATG start codon of axe gene is
denoted in red. Horizontal arrows indicate palindromic DNA repeats analogous to
yefM-yoeB palindroms

Homologiczny do axe-txe, system yefM-yoeB, podobnie jak wigkszo$¢
systemow TA typu II, podlega autoregulacji, w ktorej gtownym represorem
jest biatko antytoksyny, atoksyna peini role korepresora transkrypcji.
Homodimer YefM, wiaze si¢ do sekwencji DNA o charakterze odwroconych
palindroméw, z ktérych jedna obecna jest w rejonie -10 promotora p,,, druga za$
— w rejonie miejsca startu transkrypcji, +1 (rycina 10). Zwigzanie toksyny
do YefM, stabilizuje oddzialywanie dimeru antytoksyny z DNA. Oba
odwrocone palindromy, rozpoznawane przez antytoksyne, posiadajg taka sama
sekwencje rdzeniowa: 5’-TGTACA -3’ [98]. W rejonie promotorowym kasety
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axe-txe obecne sg sekwencje DNA tworzace odwrocone palindromy o
identycznej, jak w przypadku vefM-yoeB, sekwencji rdzeniowej,
charakteryzujace si¢ jednak wyzszym stopniem komplikacji.
Dwa szescionukleotydowe odwrocone powtorzenia obecne w rejonie pu S3
czgscig dilugiego odwrdconego palindromu (rycina 14). Wysoki stopien
podobienstwa N-terminalnych domen YefM i Axe oraz obecno$¢ podobnych
sekwencji palidromowych w rejonach promotorowych obu systemow moglyby
oznaczaé, ze mechanizm regulacji transkrypcji zachodzacej z promotora p
moze w pewnym stopniu przypominac¢ regulacj¢ ekspresji operonu yefM-yoeB.
Zaplanowalam zatem, ze zbadam in vivo wpltyw nadekspresji antytoksyny
Axe oraz kompleksu Axe-Txe na aktywno$¢ promotora p,, w komoérkach E. coli,
aby okresli¢ jaka role w regulacji transkrypcji zachodzacej z promotora p.
petniag biatka Axe i Txe. Osiem nukleotydow na koncu 3’ genu axe zachodzi na
koniec 5’ genu txe, za$ oba geny ulegaja kontranskrypcji [79]. Planowatam
skonstruowa¢ pochodne plazmidu pBAD33, w ktérych pod kontrola promotora
arabinozowego znajdowatyby sie¢ odpowiednio: gen, kodujacy biatko Axe lub
kompleks Axe-Txe, z zachowaniem natywnej sekwencji kodujacej operonu axe-
txe. Uktad taki zapewnitby uzyskanie odpowiednich proporcji ilosci obu biatek
w komorce. Zaskakujagcym byl fakt, ze wielokrotne proby sklonowania
fragmentu DNA, kodujacego kompleks antytoksyna-toksyna, przeprowadzone z
wykorzystaniem réznorodnych wektorow plazmidowych, za kazdym razem
skutkowaty pojawieniem si¢ mutacji w genie txe lub axe. Zdecydowatam wiec,
ze zaplanowany eksperyment przeprowadze, wykorzystujac pare plazmidow, z
ktorych jeden bedzie zawierat gen kodujacy antytoksyne, drugi natomiast gen
kodujacy toksyng. Precyzyjna regulacja proporcji ilosci antytoksyny i toksyny w
komorce jest niezwykle istotna nie tylko dla wzrostu i mozliwo$ci podziatow
komoérki bakteryjnej, ale takze moze mie¢ znaczacy wplyw na regulacje
ekspresji genoéw systemu TA [25, 26, 133, 193], totez integralng czgScia
zaplanowanego przeze mnie eksperymentu bylo badanie komplementacji
pomigdzy biatkami Axe i Txe, w celu ustalenia, czy poziom ekspresji genow axe
i txe w komorce jest odpowiednio zrownowazony. Badania takie wykonatam
poprzez monitorowanie wzrostu hodowli komorek bakteryjnych, niosacych
odpowiednie plazmidy, w warunkach umozliwiajagcych indukcje ekspresji
genéw modutu axe-txe. Aby przeprowadzi¢ opisane powyzej doswiadczenie
przygotowalam szereg réoznorodnych konstruktow plazmidowych oraz podjetam
liczne proby dostosowania warunkoéw ekspresji axe 1 txe. Wykorzystatam
miedzy innymi pochodne wektorow pACYC184, pKK223-3, pTE22b, pTE16b,
pBAD33 oraz pBAD24, w ktorych pod kontrolg promotoréw indukowanych
IPTG lub arabinoza umiescitam geny kodujace antytoksyne lub toksyne. Analizy
przeprowadziatam manipulujgc stopniem ekspresji genow systemu axe-fxe na
poziomie transkrypcji lub translacji, wykorzystujac odpowiednio — rézne typy
promotorow oraz stezenia induktorow badz wymieniajac sekwencje Shine-
Dalgarno specyficzna dla modutu axe-txe na blizsza sekwencji consensus.
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Odpowiednie szczepy E. coli transformowatam wykorzystujac pary powyzszych
wektorow  plazmidowych ~w  roznych  kombinacjach, a  nastgpnie
przeprowadzatam analizy komplementacji oraz mierzytlam relatywny poziom
luminescencji hodowli. Pomimo licznych prob, w zadnym ze zbadanych
uktadéw nie uzyskatam proporcji obu biatek, charakterystycznej dla ukladu
natywnego. Przykltadowy wynik przedstawiono na rycinie 15. Badania wplywu
biatlek kasety axe-txe naaktywnos¢ promotora p., przeprowadzone
z wykorzystaniem pochodnych wektorow pBAD33 ipBAD24 wykazaly,
ze nadprodukcja antytoksyny skutkuje stosunkowo staba represja pu
(zaobserwowalam obnizenie poziomu luminescencji o okoto 20%), natomiast
nadprodukcja obu bialek kasety TA, powoduje silniejszg represje promotora pau
(obnizenie poziomu luminescencji o 80%). Badanie komplementacji pomig¢dzy
biatkami Axe i Txe naprodukowanymi z wykorzystaniem plazmidéw uzytych do
przeprowadzenia powyzszego eksperymentu wykazalto, ze nadekspresja toksyny
z plazmidu pBAD24txe powoduje zahamowanie wzrostu hodowli bakteryjne;j,
jednak jednoczesna nadprodukcja antytoksyny zplazmidu pBAD33axe
nie umozliwia pelnej neutralizacji Txe. Toksyna Txe jest rybonukleaza,
ktéra prawdopodobnie nie rozpoznaje specyficznej sekwencji RNA [79],
moze zatem degradowa¢ réwniez mRNA lucyferazy. Widoczny na rycinie 15 A
wynik, sugerujacy silng represj¢ promotora p. przez kompleks Axe-Txe,
nie jest zatem w pelni  wiarygodny. Obserwowane obnizenie poziomu
luminescencji moze by¢ efektem zaro6wno oddziatywania kompleksu Axe-Txe z
sekwencja operatorowa DNA, jak i skutkiem degradacji mRNA lucyferazy przez
toksyne.
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Rycina 15. Wplyw nadekspresji kodowanych in trans genow systemu axe-txe
na aktywnos$¢ transkrypcyjna promotora p. i tempo wzrostu hodowli Escherichia
coli SC301467 Rycina przedstawia przyktadowe wykresy z danych dotyczacych



66 Lidia Boss

wplywu nadekspresji in trans biatek systemu axe-txe na aktywnos$¢ promotora p,, oraz
analiz komplementacji pomigdzy biatkami Axe i Txe. A Wplyw nadekspresji in trans
bialek systemu axe-txe na aktywno$¢ promotora p.. Bakterie szczepu E. coli
SC301467, niosace plazmid pluxat (origin pBBR1) oraz odpowiednie pochodne
plazmidow pBAD33 (origin pl5A) ipBAD24 (origin pMBI1) hodowalam z
wytrzasaniem w temperaturze 37°C, w pozywce LB uzupelionej arabinoza do
koncowego stezenia 0,2%, do momentu uzyskania ODgo~0,4, po czym
przeprowadzilam pomiar luminescencji hodowli. Wyniki pomiaru luminescencji
wyrazitam w RLU. Na wykresie umieszczono schematy, ilustrujace organizacje
badanych fragmentéw DNA. Kolorem zielonym zaznaczono geny reporterowe operonu
luxCDABE, r6zowym — axe, niebieskim — txe, strzalkami zaznaczono promotory.
Przedstawione wyniki stanowia $rednia z co najmniej trzech niezaleznie
przeprowadzonych eksperymentow, stupki btedow oznaczaja odchylenie standardowe a
pBAD33 + pBAD24 b pBAD33axe + pBAD24 ¢ pBAD33axe + pBAD24txe B Wplyw
nadekspresji in trans genow systemu axe-txe na tempo wzrostu hodowli Escherichia
coli SC301467 Bakterie szczepu E. coli SC301467, niosace plazmid pluxat oraz
odpowiednie pochodne plazmidow pBAD33 i pBAD24 hodowatam z wytrzasaniem
w temperaturze 37°C przez 4 godziny, wpozywce LB uzupelnionej arabinoza do
koncowego stezenia 0,2%. Pomiary absorbancji przy dlugosci fali 600 nm
wykonywatam w odstgpach trzydziestominutowych. Rombami oznaczono wyniki
uzyskane dla hodowli komoérek niosacych plazmidy pBAD33 + pBAD24, kwadratami —
pBAD33axe + pBAD24, trojkatami — pBAD33axe + pBAD33txe, krzyzykami —
pBAD33 + pBAD24txe.

Figure 15. The influence of trans-encoded Axe-Txe proteins’ overproduction
on transcriptional activity of the pa promoter and growth rate of Escherichia coli
8C301467 Results presented on the diagram exemplify data from analysis of influence
of overproduction of trans-encoded Axe-Txe proteins on p. promoter activity
and complementarity tests of Axe and Txe proteins. A The influence of trans-encoded
Axe-Txe proteins’ overproduction on transcriptional activity of the pa promoter
Plasmid pluxat (origin pBBR1) and appropriate derivatives of pBAD33 (origin p15A4)
i pPBAD24 (origin pMB1) were iontroduced to E. coli SC301467. Bacteria were grown in
LB medium supplied with 0.2% arabinose at 37°C until culture reach OD600 ~0.4.
Luminescence was measured in RLU. Charts on the diagram indicates genetic
organization of tested DNA fragments. Reporter genes are drawn in green, txe in blue,
axe in pink, black arrows indicates promoters. The results are averages of at least three
independent experiments. Standard deviation is denoted as an errorbar. a pBAD33 +
pBAD24 b pBAD33axe + pBAD24 ¢ pBAD33axe + pBAD24txe B The influence of
trans-encoded Axe-Txe proteins’ overproduction on growth rate of Escherichia coli
8C301467 Plasmid pluxat (origin pBBRI) and appropriate derivatives of pBAD33
(origin p15A4) i pBAD24 (origin pMBI) were introducedto E. coli SC301467. Bacteria
were grown in LB medium supplied with 0.2% arabinose at 37°C for 4 hours.
Absorbance at 600 nm was measured every 30 minutes. pBAD33 + pBAD24 (diamonds),
pBAD33axe + pBAD24 (squares), pBAD33axe + pBAD33txe (triangles), pBAD33 +
pBAD24txe (crosses)

Ostatecznie wybralam rozwigzanie alternatywne i zbadalam autoregulacje
promotora przez kompleks Axe-Txe eksprymowany in cis, to znaczy stosujac
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fuzje, w ktorej oprocz badanego promotora, powyzej genu reporterowego,
znajdowaly si¢ otwarte ramki odczytu axe i txe. Zaobserwowalam, ze obecno$¢
antytoksyny powodowata stosunkowo niewielkie obnizenie aktywnosci
promotora p. (okoto 30% nizszy poziom Iluminescencji w poréwnaniu z
podstawowa aktywnoscig promotora), natomiast w obecnos$ci kompleksu
toksyna-antytoksyna, zaobserwowatam pigciokrotne obnizenie aktywnos$ci
transkrypcyjnej badanego promotora (rycina 16).
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Rycina 16. Wplyw bialek systemu axe-txe, kodowanych w ukladzie in cis, na
aktywno$¢ transkrypcyjna promotora p. Bakterie Escherichia coli SC301467,
niosace pochodne plazmidu pBBRIlux-amp hodowalam z wytrzasaniem w temperaturze
37°C, do momentu uzyskania ODesoo~0,4, po czym przeprowadzitam pomiar
luminescencji hodowli. Wyniki pomiaru luminescencji wyrazitam w RLU. Rycina
przedstawia wykres pomiaru luminescencji w komorkach niosacych nastepujace
plazmidy: a pPBBRIlux-amp (kontrola negatywna) b pluxat (wektor zawierajacy promotor
Ppa) € pluxataxe (wektor zawierajacy gen axe pod kontrolg promotora p.) d pluxataxetxe
(wektor zawierajacy geny axe i txe pod kontrolg promotora p.). Przedstawione wyniki
stanowig $rednig z co najmniej trzech niezaleznie przeprowadzonych eksperymentow,
stupki btedow oznaczaja odchylenie standardowe.

Figure 16. The influence of cis-encoded Axe-Txe proteins production
on transcriptional activity of pa promoter in Escherichia coli SC301467 Appropriate
derivatives of pBBRIux-amp plasmid were introducedto E. coli SC301467 a pBBRIux-
amp (negative control) b pluxat (contains pu promoter) ¢ pluxataxe (contains axe under
control of pa promoter) d pluxataxetxe (contains axe and txe under cotrol of pu
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promoter). Bacteria were grown in LB medium at 37°C until culture reach OD600 ~0.4.
Luminescence was measured in RLU. Result of luminescence measurement of bacterial
cultures transformed with pBBRIux-amp plasmid was applied as a negative control. The
results are averages of at least three independent experiments. Standard deviations are
denoted as error bars.

Kolejnym krokiem w moich badaniach bylo okre$lenie powinowactwa
antytoksyny Axe oraz kompleksu biatek Axe-Txe do rejonu operatorowego
promotora p, w warunkach in vitro. W tym celu wykonatam test opdznienia
migracji DNA w zelu (electrophoretic mobility shift assay — EMSA), stosujac
fragment DNA zawierajacy rejon promotorowy kasety axe-txe oraz biatkowe
ekstrakty z komoérek E. coli Rosetta(DE3), w ktérych nadprodukowatam
odpowiednie biatka. Szczep Rosetta(DE3), jako pochodna szczepu E. coli B,
nie posiada pigciu chromosomalnych kaset TA typull (re/lBE, chpB, mazF,
dind/yvafQ, yefM/yoeB), ktérych biatka moglyby interferowaé¢ z modulem axe-
txe. Geny kodujace biatka systemu axe-txe dostarczylam do komorek
bakteryjnych, wykorzystujac pochodne wektora plazmidowego pET22b, w
ktorych, pod kontrolg promotora pr;, kodowana byla antytoksyna Axe
lub kompleks Dbiatek Axe-Txe, zzachowaniem ukladu, w ktorym geny
obu komponentéw systemu zachodza nasiebie (tabela 5). Co ciekawe,
sklonowanie rejonu DNA axe-txe bylo mozliwe jedynie, jesli klonowany
fragment zawieral rowniez rejon promotora p.. Fragment DNA, zawierajacy
rejon promotor/operator kasety axe-txe, uzyskatam przy pomocy techniki PCR,
wykorzystujac startery, z ktoérych jeden byt znakowany biotyna, co pozwolilo na
pozniejsza wizualizacjg DNA (tabela 6). Uzyskany w ten sposob produkt reakcji
PCR, inkubowatam z réznymi stezeniami biatkowego ekstraktu z komoérek
Escherichia coli Rosetta(DE3), w ktorych nadprodukowalam odpowiednio: Axe
lub kompleks Axe-Txe (rycina 17). Przygotowane probki poddatam
elektroforezie w 5% niedenaturujagcym zelu poliakrylamidowym, a nastepnie
uwidocznitam interesujace mnie fragmenty DNA przy uzyciu metody opisanej w
rozdziale 3.6., wykorzystujac przeciwciata sprzgzone ze streptawidyna. Wyniki
testu EMSA widoczne s3 na rycinie 18. W przypadku fragmentow DNA
inkubowanych w obecnosci antytoksyny Axe, efekt opdznienia migracji DNA
w zelu widoczny jest jedynie w $ciezkach zawierajacych DNA inkubowany
znajwyzszymi  stezeniami  ekstraktu  biatkowego (rycina 18  B),
podczas gdy kompleks Axe-Txe powoduje podobny efekt juz przy stezeniu
ekstraktu 2,5 pg/ml (rycina 18 C). Inkubacja rejonu promotorowego kasety axe-
txe z ekstraktem komorkowym, ktory nie zawierat zadnego z bialek badanego
systemu, nie powodowata przesunigcia migracji fragmentu DNA (rycina 18 A).
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Rycina 17. Nadprodukcja bialek systemu axe-txe w komérkach Escherichia coli
Rosetta(DE3) Na rycinie przedstawiono wyniki badania poziomu nadprodukcji biatek
systemu axe-txe w hodowlach bakteryjnych wykorzystanych nastgpnie do
przygotowania biatkowego ekstraktu, uzywanego do przeprowadzenia testu EMSA.
Bakterie Escherichia coli Rosetta(DE3) niosace plazmidy: A pET22b (kontrola
negatywna), B pET22axe, C pET22ataxetxe, hodowatam w temperaturze 37°C
z wytrzasaniem, w pozywce LB, do momentu uzyskania gestosci optycznej ODgoo~0,5.
Ekspresj¢ axe lub axe-txe indukowalam poprzez dodanie do pozywki IPTG do
koncowego stezenia 1mM, po czym prowadzitam hodowle przez kolejne 3 godziny.
Ekstrakt z komorek bakteryjnych poddatam elektroforezie w 15% deneturujacym zelu
poliakrylamidowym, w buforze Tris-Tricine (metod¢ opisano doktadnie w rozdziatach
4.6.1. 1 4.7.2.). Litera ,,M” oznaczono $ciezk¢ zawierajaca marker biatkowy, ,-" —
ekstrakt z hodowli bakteryjnej bez dodatku IPTG, ,,+”— ekstrakt z hodowli bakteryjnej
z dodatkiem 0,1mM IPTG, ,++"— ekstrakt z hodowli bakteryjnej z dodatkiem 1 mM
IPTG. Strzatkami r6zowymi oznaczono wysoko$é, na ktérej powinna by¢é widoczna
antytoksyna Axe, niebieska — toksyna Txe.

Figure 17. Analisys of proteins’ levels in bacterial crude extracts after axe-txe genes’
overexpression in Escherichia coli Rosetta(DE3) Derivatives of pET22b expression
vector were introducedto E. coli Rosetta(DE3) A pET22b (negative control),
B pET22axe, C pET22ataxetxe. Bacteria were grown in LB medium at 37°C until culture
reach ODgoo~,.5. Axe or Axe-Txe complex production was induced by adding IPTG.
After IPTG-induction bacteria were grown as previously for next 3 hours. Bacterial
crude extract was electrophoresed in 15% denaturating polyacrylamide gel in Tris-
Tricine buffer (as outlined in chapters 4.6.1. and 4.7.2.). Protein molecular weight
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marker is indicated with “M”, crude extract from culture without IPTG sumplement ,,-",
crude extract from culture suplemented with 0.1 mM IPTG ,+”, crude extract
suplemented with ImM IPTD ,,++". Pink arrows indicate Axe, blue arrow indicates
Txe.
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Rycina 18 Wiazanie bialka Axe i kompleksu Axe-Txe do rejonu operatorowego
promotora p. Znakowany biotyna fragment DNA dlugosci 295 pz, zawierajacy rejon
operatorowy badanej kasety, poddano testowi EMSA z wykorzystaniem biatkowego
ekstraktu z komorek Escherichia coli Rosetta(DE3), w ktorych nadprodukowano biatka
systemu axe-txe. DNA inkubowano przez 20 minut, w temperaturze 22°C, z réznymi
stezeniami ekstraktu: 0; 1,25; 2,5; 5; 10; 12,5 1 25 pg/ml. Tak przygotowane probki
poddano elektroforezie w natywnym 5% zelu poliakrylamidowym. Dalsza czg$c
procedury opisano szczegdétowo w rozdziale 4.6. A Probki inkubowane z biatkowym
ekstraktem z komorek bakteryjnych niosacych kontrolny plazmid pET22b. B Probki
inkubowane z biatkowym ekstraktem z komorek bakteryjnych nadprodukujacych Axe. C
Probki inkubowane z bialkowym ekstraktem z komoérek bakteryjnych nadprodukujacych
kompleks Axe-Txe. Czarnymi strzalkami zaznaczono DNA nie zwigzany z biatkiem,
biatymi — kompleksy DNA-bialko.

Figure 18. Axe and Axe-Txe binding to the p. promoter/operator region. 4 295-bp 5’
biotinylated fragment of pu promoter-operator region was subjected to EMSA. The
fragment was incubated with different concentrations of E. coli Rosetta(DE3) crude
extracts: 0, 1.25, 2.5, 5, 10, 12.5 and 25 ug/ml. Reactions were incubated for 20 min at
22°C, analyzed by native 5% PAGE, and processed further as outlined in chapter 4.6.
(A) no Axe or Txe produced, (B) Axe overproduction (C) Axe-Txe overproduction. Filled
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and open arrows denote positions of unbound DNA and protein-DNA complexes,
respectively

Wyniki przeprowadzonych in vivo i in vitro badan wskazuja, ze geny axe i
txe znajduja si¢ pod kontrola, charakteryzujacego sie wysoka aktywnos$cia
transkrypcyjna, promotora p.. Operon axe-txe podlega autoregulacji,
w ktorej antytoksyna peli role stosunkowo stabego represora transkrypcji
zachodzacej z promotora p., za$ kompleks toksyna-antytoksyna wigze sie
efektywnie do rejonu operatorowego axe-txe, powodujac wydajng represje
promotora p.

5.1.2. Promotor pax.

Proby sklonowania fragmentu DNA zawierajacego gen fxe wraz z
zachodzacym na niego genem axe, w taki sposob, aby oba znajdowaly si¢ pod
kontrola indukowanego promotora, za kazdym razem skutkowaty pojawieniem
si¢ mutacji w rejonie przynajmniej jednego z genéw modutu axe-txe. Zmiany w
sekwencji DNA pojawiajace si¢ w rejonie axe lub txe mialy charakter mutacji
punktowych badz obejmujacych duze rejony DNA delecji, przy czym niemalze
we wszystkich zaobserwowanych przypadkach powodowaly zmiang ramki
odczytu txe. Niepowodzenia podczas klonowanie gendéw axe-txe sktaniaty
do przypuszczenia, ze klonowany rejon DNA moze zawiera¢ dodatkowe
elementy regulacyjne. Zaobserwowany toksyczny efekt mozna wyjasni¢ w
nastepujacy sposob: w komorkach, w ktorych geny axe-txe pozbawione byty
silnego promotora p., dodatkowa pula toksyny produkowana wskutek ekspresji
txe z potencjalnego promotora pu., powodowala zaburzenie proporcji iloSci
antytoksyny i toksyny nakorzys¢ Txe. W celu weryfikacji powyzszego
zatozenia, przeprowadzitam analiz¢ sekwencji genu axe, wykorzystujgc program
komputerowy PromScan, co umozliwito mi identyfikacje¢ potencjalnej sekwencji
promotorowej obecnej w obrebie tego genu.

Aby okresli¢, czy w rejonie genu axe istotnie obecny jest aktywny w
komoérkach Escherichia coli promotor, skonstruowatam fuzje transkrypcyjng axe
z pozbawionym promotora operonem /uxCDABE, w plazmidzie pBBRlux-amp.
Nastgpnie zmierzytam aktywno$¢ transkrypcyjng badanego fragmentu DNA,
wykorzystujac geny operonu luxCDABE, jako geny reporterowe. Uzyskany
wynik poréwnatam z wynikiem podobnego eksperymentu przeprowadzonego
z wykorzystaniem promotora, spokrewnionej z systemem axe-txe, kasety yefM-
yoeB (rycina 19). Zaobserwowatam, ze DNA w rejonie genu kodujacego
antytoksyne Axe, charakteryzuje si¢ aktywnoscia transkrypcyjng porownywalng
z aktywnoscig promotora p,, kasety yefM-yoeB (odpowiednio ~3 x 10° i ~3,5 x
10° RLU, podczas gdy luminescencja kontroli negatywnej ksztattowala si¢ na
poziomie okoto 100 RLU). Nie zaobserwowatam natomiast aktywnosci
transkrypcyjnej w rejonie genu, kodujacego antytoksyne YetM (~250 RLU).
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Rycina 19. Poréwnanie aktywnos$ci transkrypcyjnej promotorow pae i pyy w
komorkach  Escherichia coli SC301467  Eksperyment  przeprowadzitam  z
wykorzystaniem fuzji transkrypcyjnych pozbawionego promotora operonu /uxCDABE z
fragmentami DNA zawierajacymi: gen yefM (b), gen axe (c), promotor py, (d),
umieszczonych w plazmidzie pBBRlux-amp (tabela 5). Bakterie Escherichia coli
SC301467 niosace odpowiednie plazmidy hodowatam z wytrzasaniem w temperaturze
37°C, do momentu uzyskania ggstosci optycznej hodowli ODgoo~0,4, po czym
wykonywatam pomiar luminescencji. Jako kontrol¢ negatywna zastosowatam wynik
pomiaru luminescencji hodowli komorek Escherichia coli SC301467, niosacych plazmid
pBBRlux-amp, zawierajacy pozbawiony promotora operon [uxCDABE (a). Wyniki
pomiarow luminescencji wyrazitam w relatywnych jednostkach luminescencji.
Przedstawione wyniki stanowia $rednia z co najmniej trzech niezaleznie
przeprowadzonych eksperymentow, stupki btedow oznaczaja odchylenie standardowe.
Na wykresie umieszczono schematy, ilustrujace organizacje badanych fragmentow
DNA. Kolorem zielonym zaznaczono geny reporterowe operonu /uxCDABE, r6zowym —
elementy powigzane z antytoksynami, strzatkami zaznaczono promotory.

Figure 19. Comparision of transcriptional activity of pae and py,y promoters
in Escherichia coli SC301467 Transcriptional fusions of the luxCDABE operon devoid
of promoter to DNA fragments containing yefM (b), axe (c), promoter p,, (d)
in pBBRIlux-amp  (table 5). Plasmid pBBR-lux derivatives were introducedto
E. coli SC301467. Bacteria were grown in LB medium at 37°C until culture reach
0OD600 ~0.4. Luminescence was measured in RLU. Result of luminescence measurement
of bacterial cultures transformed with pBBRlux-amp plasmid (a) was applied as the
negative control. The results are averages of at least three independent experiments.
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Standard deviation is denoted as an error bar. Charts on the diagram indicates genetic
organization of tested DNA fragments. Reporter genes are drawn in green, antitoxins
genes in pink, toxins genes in blue, black arrows indicates promoters.

Aby okresli¢ miejsce startu transkrypcji zachodzacej z promotora pace,
przeprowadzitam eksperyment typu ,,primer extension”. Jako matryce do reakcji
wydtuzania startera wykorzystatam catkowity RNA wyizolowany z komorek
Escherichia coli SC301467, niosacych plazmid pluxaxe (tabela 5). Wykrytam
jedno miejsce startu transkrypcji (+1) zpromotora pa. znajdujace  sie
w odlegtosci okoto 110 nukleotydéow od kodonu startowego txe (rycina 20).
Analiza sekwencji DNA, znajdujacej si¢ powyzej miejsca startu transkrypcji z
promotora p.., wykazata obecno$¢ sekwencji zblizonych do sekwencji
consensus rejondw -35 i -10 promotoréw Escherichia coli [82]. Miejsca -35 1 -
10 promotora p.y. rozdzielone sg sekwencja DNA o optymalnej dla promotorow
E. coli dlugosci siedemnastu nukleotydow (rycina 21).
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Rycina 20. Wynik badania miejsca startu transkrypcji zachodzacej z promotora
Paxe uzyskany z wykorzystaniem techniki wydluzania startera Calkowity RNA
wyizolowany z komorek Escherichia coli SC301467, niosacych plazmid pluxaxe,
poddatam analizie typu ,primer extension” z wykorzystaniem znakowanego
radioaktywnie startera komplementarnego do sekwencji wektora (tabela 6.). Reakcje
sekwencjonowania DNA plazmidu pluxaxe metoda Sanger’a przeprowadzitam,
wykorzystujac ten sam starter. Produkt reakcji wydluzania startera oraz produkty reakcji
sekwencjonowania DNA poddatam elektroforezie w 6% poliakrylamidowym zelu
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denaturujagcym. Sposob  przeprowadzenia eksperymentu opisano  szczegdlowo
w rozdziale 4.8. Produkt reakcji wydtuzania startera oznaczono strzatka.

Figure 20. Primer extension analysis ofthe p.. promoter of the axe-txe module. Total
RNA from E. coli SC301467 cells harbouring pluxaxe plasmid was subjected to primer
extension analysis using a radioactively labelled primerr that anneals within flanking
vector sequence (table 6). Reactions were performed and analysed as outlined in chapter
4.8., and electrophoresed on a denaturing 6% polyacrylamide gel in parallel with
nucleotide sequencing reactions (A, C, G, T) carried out with the same primer according
to Sanger method. The major product from the primer extension is marked with an
arrow
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Rycina 21. Schemat przedstawiajacy organizacje rejonu promotora pac. kasety axe-
txe Miejsce startu transkrypcji z promotora p... 0znaczono pionowa strzatka. Sekwencje
-35 i-10 promotora p.. podkreslono. Sekwencje kodonu startowego genu tre
zaznaczono czerwong czcionka

Figure 21. Organization of the promotor pwe DNA region of axe-txe TA module
Vertical arrow indicates start of transcription driven form the p.. promoter. -35 and -10
sequences of the pue promoter are underlined. ATG start codon of the txe gene is
denoted in red

W celu ustalenia, czy zaobserwowana w warunkach in vivo aktywno$¢
promotorowa DNA axe rzeczywiscie jest wynikiem obecnosci promotora paye
0 wyznaczonej przeze mnie sekwencji, przeprowadzitam mutageneze miejscowo
— specyficzng DNA plazmidowego pluxaxe w taki sposob, aby zmodyfikowac
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rejon -10 pue (TATGAT—> TACGAC), przy jednoczesnym zachowaniu
niezmienionej sekwencji aminokwasowej Axe (plazmid pluxaxemut, tabela 5).
Nastgpnie zmierzylam poziom luminescencji hodowli bakterii, niosacych
zmodyfikowany w ten sposob plazmid. Wprowadzone mutacje spowodowaty
niemalze calkowite zniesienie aktywnosci promotorowej (rycina 22). Wynik
ten potwierdzil obecno$¢, w uprzednio wskazanym rejonie axe, aktywnego w
komorkach E. coli promotora pu.. Zadne z bialek kasety axe-txe badz
bakteryjnych biatek obecnych w ekstrakcie biatkowym nie wigzato si¢ do DNA
zawierajacego rejon promotora pay. (rycina 23).
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Rycina 22. Poréwnanie aktywnosci transkrypcyjnej rejonu axe przed i po
mutagenezie sekwencji -10 promotora p.. Eksperyment przeprowadzitam z
wykorzystaniem fuzji transkrypcyjnych pozbawionego promotora operonu /uxCDABE z
fragmentami DNA zawierajacymi: gen axe (b), gen axe zawierajacy zmodyfikowang
wersj¢ promotora puy (¢), w plazmidzie pPBBRIlux-amp (tabela 5). Bakterie Escherichia
coli SC301467 niosace odpowiednie plazmidy hodowalam z wytrzagsaniem w
temperaturze 37°C, do momentu uzyskania gestosci optycznej hodowli ODeoo~0,4, po
czym wykonywalam pomiar luminescencji. Kontrole negatywna stanowi wynik pomiaru
luminescencji hodowli komorek Escherichia coli SC301467, niosacych plazmid
pBBRIlux-amp, zawierajacy pozbawiony promotora operon [uxCDABE (a). Wyniki
pomiaré6w luminescencji wyrazitam w relatywnych jednostkach luminescencji.
Przedstawione  wyniki  stanowig $rednia  zconajmniej trzech niezaleznie
przeprowadzonych eksperymentow, stupki btedow oznaczaja odchylenie standardowe.
Na wykresie umieszczono schematy, ilustrujace organizacje badanych fragmentow
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DNA. Kolorem zielonym zaznaczono geny reporterowe operonu /uxCDABE, r6zowym —
elementy powigzane z antytoksyna, strzatkami zaznaczono promotory

Figure 22. Comparision of transcriptional activity of paxe before and after -10
promoter sequence mutagenesis Transcriptional fusions of the luxCDABE operon
devoid of the promoter to DNA fragments containing native axe (b) or the mutated
version of axe (¢) in pBBRlux-amp (table 5). Plasmid pBBR-lux derivatives were
introducedto E. coli SC301467. Bacteria were grown in LB medium at 37°C until the
culture reached ODgp ~0.4. Luminescence was measured in RLU. Results of
luminescence measurement of bacterial cultures transformed with pBBRIux-amp
plasmid (a) were applied as the negative control. The results are averages of at least
three independent experiments. Standard deviation is denoted as an errorbar. Charts on
the diagram indicates genetic organization of tested DNA fragments. Reporter genes are
drawn in green, antitoxins genes in pink, black arrows indicate promoters
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Rycina 23. Badanie powinowactwa bialka Axe i kompleksu Axe-Txe do rejonu
operatorowego promotora p... Znakowany biotyng fragment DNA, zawierajacy rejon
promotora pa., poddano testowi EMSA z wykorzystaniem bialkowego ekstraktu z
komorek Escherichia coli Rosetta(DE3), w ktorych nadprodukowano biatka systemu
axe-txe. DNA inkubowano przez 20 minut, w temperaturze 22°C, z réznymi st¢zeniami
ekstraktu: 0; 1,25; 2,5; 5; 10; 12,5 i 25 pg/ml. Tak przygotowane probki poddano
elektroforezie w natywnym 5% zelu poliakrylamidowym. Dalsza cz¢$¢ procedury
opisano szczegdlowo w rozdziale 4.6. Czarng strzatka zaznaczono DNA nie zwigzany z
biatkiem

Figure 23. Axe and Axe-Txe affinity to the pae promoter region. Biotinylated fragment
of the paxe promoter region was subjected to EMSA. The fragment was incubated with
different concentrations of E. coli Rosetta(DE3) crude extracts: 0, 1.25, 2.5, 5, 10, 12.5
and 25 pg/ml. Reactions were incubated for 20 min at 22°C, analyzed by native 5%
PAGE, and processed further as outlined chapter 4.6. Filled arrow denotes position of
unbound DNA.

Obecnos$¢ dodatkowego promotora w rejonie genu axe mogla wplywaé
na wyniki badania wptywu bialek systemu axe-txe na ekspresj¢ z promotora pq;
wykonanych w uktadzie in cis (rycina 16). Przeprowadzitam zatem powyzszy
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eksperyment  ponownie, tym razem wykorzystujac pochodne plazmidu
pBBRlux-amp, zawierajace mutacje w rejonie -10 promotora pu. (rycina 24)
Po mutagenezie pa.., W obecnos$ci antytoksyny, poziom ekspresji genow
reporterowych z promotora p, ulegl obnizeniu o okoto 40%,
podczas gdy kompleks Axe-Txe, w tych samych warunkach, powodowat silng
represj¢ pa (poziom luminescencji o okoto 95% nizszy niz w przypadku
szczepow nie produkujgcych biatek kasety axe-txe). Stosunkowo wysoki poziom
luminescencji zaobserwowany w hodowlach niosgcych plazmid pluxataxetxe
(~1,4 x 10° RLU) byt zatem prawdopodobnie wynikiem aktywno$ci promotora
Paxe-
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Rycina 24. Poréwnanie wplywu bialek systemu axe-txe, kodowanych w ukladzie in
cis, na aktywnos$¢ promotora p., przed i po mutagenezie sekwencji -10 promotora
Paxe Bakterie Escherichia coli SC301467, niosgce pochodne plazmidu pBBRlux-amp
hodowatam z wytrzasaniem w temperaturze 37°C, do momentu uzyskania ODgoo~0,4,
po czym przeprowadzitam  pomiar luminescencji hodowli. Wyniki pomiaru
luminescencji wyrazitam w RLU. Rycina przedstawia wykres pomiaru luminescencji w
komorkach niosacych nastepujace plazmidy: a pBBRIux-amp (kontrola negatywna), b
pluxat (wektor zawierajacy promotor p.), ¢ pluxataxe (wektor zawierajacy gen axe pod
kontrolg promotora p.), d pluxataxetxe (wektor zawierajacy geny axe i txe pod kontrola
promotora p.), e pluxataxemut (wektor zawierajacy gen axe, znajdujacy sie¢ pod kontrolg
promotora p,, niosgcy mutacje w rejonie -10 promotora pay, ), f pluxataxetxemut (wektor
zawierajacy gen axe, niosgcy mutacje w rejonie -10 promotora pay, oraz gen txe; oba
geny znajduja si¢ pod kontrolg promotora p.). Na wykresie umieszczono schematy,
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ilustrujgce organizacje badanych fragmentdow DNA. Kolorem zielonym zaznaczono
geny reporterowe operonu /uxCDABE, rézowym — axe, niebieskim — txe, strzalkami
zaznaczono promotory. Przedstawione wyniki stanowig $rednig z co najmniej trzech
niezaleznie przeprowadzonych eksperymentéw, stupki bledéw oznaczja odchylenie
standardowe.

Figure 24. Comparission of the influence of cis-encoded Axe-Txe proteins’
production on transcriptional activity of the p. promoter before and after mutagenesis
of the -10 sequence of paxe promoter Appropriate derivatives of pBBRIux-amp plasmid
were introducedto E. coli SC301467 a pBBRlux-amp (negative control), b pluxat
(contains the p. promoter), ¢ pluxataxe (contains native version of axe under control
of the py promoter), d pluxataxetxe (contains native versions of axe and txe under
control of the pu promoter), e pluxataxemut (contains mutated version of axe under
control of the p, promoter), [ pluxataxetxemut (contains mutated version of axe and
native version of txe, both under control of the pa promoter) Bacteria were grown in LB
medium at 37°C until culture reach OD600 ~0.4. Luminescence in RLU was measured.
Results of luminescence measurement of bacterial cultures transformed with pBBRIux-
amp plasmid were applied as the negative control. The results are averages of at least
three independent experiments. Standard deviation is denoted as an error bar. Charts on
the diagram indicates genetic organization of tested DNA fragments. Reporter genes are
drawn in green, antitoxins genes in pink, toxins genes in blue, black arrows indicates
promoters.

Transkrypcja zachodzaca z promotora pay., prawdopodobnie skutkuje produkcja
dodatkowej puli toksyny, na co wskazuja wyniki badania tempa wzrostu
hodowli, mniosgcych pochodne plazmidu pTE103 (rycina 25). Plazmid
pTEataxetxemut zawiera kasete axe-fxe, niosacg mutacje w rejonie -10
promotora pau., przy jednoczesnym zachowaniu nie zmienionej sekwencji
aminokwasowej Axe. Geny axe i txe znajduja si¢ pod kontrolg promotora pa.
Tempo wzrostu hodowli komérek Escherichia coli SC301467 niosacych ten
plazmid nie r6zni si¢ znacznie od tempa wzrostu komorek niosacych wektor
kontrolny pTE103. Zahamowanie wzrostu hodowli bakterii niosacych plazmid
pTEataxetxe, w ktorym obecne sg oba promotory axe-txe, jest posrednim
dowodem na ekspresje txe z promotora p.... Co wigcej, wynik ten wskazuje, ze
pula produkowanej toksyny nie jest w tym przypadku catkowicie neutralizowana
przez Axe. Zaburzenie proporcji ilosci Axe 1 Txe w komorkach niosgcych
wektor pTEataxetxe moze oznaczaé, ze regulacja ekspresji kasety axe-txe
jest bardziej skomplikowana niz poczatkowo sadzono.
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Rycina 25. Wplyw obecnos$ci aktywnego promotora pax. na tempo wzrostu hodowli
Escherichia coli SC301467, niosacych kasete axe-txe Bakterie szczepu E. coli
SC301467, niosace pochodne plazmidu pTE103 hodowatlam z wytrzagsaniem w
temperaturze 37°C, w pozywce LB przez 4 godziny. Pomiary absorbancji przy dtugosci
fali 600 nm wykonywatam w odstgpach trzydziestominutowych. Rombami oznaczono
wyniki dla hodowli komérek niosgcych plazmid kontrolny pTE103, kwadratami —
pTEataxetxe, trojkatami — pTEataxetxemut. Tempo wzrostu hodowli komoérek niosacych
plazmid zawierajacy promotor pu. jest znacznie wolniejsze w stosunku do tempa
wzrostu komorek niosgcych kasete axe-txe pozbawiong tego promotora i komorek
niosacych wektor pTE103. Na rycinie przedstawiono reprezentatywng krzywa wykonang
na podstawie wynikow z trzech niezaleznie wykonanych eksperymentow.

Figure 25. Active pae promoter within the axe-txe system affects growth
of Escherichia coli SC301467 Derivatives of the pTEI03 vector were introduced
to E. coli SC301467. Bacteria were grown in LB medium at 37°C for 4 hours.
Absorbance at 600 nm was measured every 30 minutes. Negative control: pTE103
(diamonds), pTEataxetxe (squares), pTEataxetxemut (triangles). Growth rate of bacteria
harbouring plasmid that contains native version of the p.. promoter is lower compared
to that harbouring inactive version of the pax. or control vector pTE103. The diagram
presents a representative result of at least three independent experiments.

W celu potwierdzenia, ze obserwowany efekt zahamowania wzrostu
komoérek niosgcych plazmid pTEataxetxe jest zwiazany z ekspresja fxe z
promotora pqy., przeanalizowatam transkrypty uzyskane technika transkrypcji in
vitro z wykorzystaniem pochodnych wektora pTE103 (rycina 26). Obecnos$¢ w
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badanym DNA promotora p, umozliwila uzyskanie produktu reakcji o dtugosci
odpowiadajacej teoretycznie ustalonej dtugosci mRNA axe-txe (rycina 26 A i
B). Natomiast transkrypcja in vitro przeprowadzona z wykorzystaniem matrycy
DNA zawierajacej promotor p.. skutkowala uzyskaniem produktu RNA o
dtugosci odpowiadajacej dtugosci mRNA txe powiekszonej
o okoto 100 rybonukleotydéw (rycina 26 B), co stanowito wynik zgodny z
wynikiem badania miejsca startu transkrypcji z tego promotora (rycina 20). Co
cieckawe, obecno$¢ w matrycowym DNA catej sekwencji genu fxe skutkowata
utworzeniem jeszcze jednego produktu reakcji o dlugosci okoto 300
rybonukleotydow (rycina 26 A 1 B), co wskazuje na obecno$¢ promotora
réowniez w rejonie DNA #xe.
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Rycina 26. Wynik badania aktywnoSci transkryskrypcyjnej DNA kasety axe-txe
Przeprowadzitam wiclorundowa reakcje transkrypcji in  vitro z wykorzystaniem
holoenzymu polimerazy RNA E. coli (c’%). Jako matryce do reakcji wykorzystatam
DNA plazmidowy pochodnych wektora pTE103, zawierajacych badane promotory. A
Reakcja przeprowadzona na matrycy DNA pTEataxetxemut (plazmid zawierajacy kasete
axe-txe pozbawiong promotora p..) B pTEataxetxe (plazmid zawierajacy kasete axe-txe
wraz z promotorem p..) C pTEaxe (plazmid zawierajacy gen axe wraz z promotorem
DPaxe). Dokladny sposdb przep owadzenia eksperymentu opisano w rozdziale 4.9. Na
podstawie pordwnania migracji uzyskanego RNA w zelu poliakrylamidowym z
markerem RNA (RiboRuler Low Range DNA Ladder, Thermo Scientific), okreslitam
dlugos¢ transkryptow i przyporzadkowalam je do badanych promotoréw. Produkt
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transkrypcji z promotora p, ma dlugos¢ ~850 rybonukleotydow (A, B), z promotora
Paxe— Okoto 680 rybonukleotydow (B); dlugos¢ uzyskanych produktow odpowiada
dlugosci mRNA odpowiednio: axe-txe i txe, powigkszonej o ~280 rybonukleotydow, co
wynika z odleglosci pomiedzy koncem 3’ badanych gendéw a obecng w wektorze
sekwencja terminatorowa. Na rycinie umieszczono schematy ilustrujace organizacje
badanych fragmentéw DNA. Kolorem ré6zowym oznaczono gen kodujacy antytoksyne,
niebieskim — toksyne.

Figure 26. Transcription activity within the axe-txe operon. Multi-round in vitro
transcription experiments were performed using E. coli 070 RNA polymerase
holoenzyme and pTE103-derived template DNA: (A) pTEataxetxemut (contains the axe-
txe operon with mutated version of the pa. promoter), B pTEataxetxe (contains the axe-
txe operon with native version of pa) C pTEaxe (contains the axe gene with native
version of pae promoter). Reactions were performed and analysed as outlined in chapter
4.9. Transcripts’ sizes were estimated according to an RNA ladder (RiboRuler Low
Range RNA Ladder, Thermo Scientific) which was electrophoresed with the reactions
and then excised and stained with ethidium bromide. The diagram presents a
representative result of at least three independent experiments. Transcript of the pu
promotor is ~850 nucleotide long (A, B), transcript of the pau promotor is about 680
nucleotide long (B), which is coressponding to axe-txe and txe mRNA length
respectively, enlarged by ~280 nucleotide distance between 3’ end of genes and
terminal sequence of pTE103 vector. Charts on the diagram indicate genetic
organization of tested DNA fragments. Antitoxins’ genes are drawn in pink, toxins genes
in blue, black arrows indicates promoters.

Wyniki badan przeprowadzonych in vivo i in vitro potwierdzity obecnosc¢
dodatkowego promotora p... w obrebie genu kodujacego antytoksyne systemu
axe-txe. Zmierzona in vivo aktywno$¢ zidentyfikowanego promotora
jest okoto dwudziestokrotnie  nizsza niz  aktywno$¢  promotora = pa,
jednak porownywalna z aktywnos$cig gtéwnego promotora homologicznej kasety
yvefM-yoeB. Transkrypcja zachodzaca z promotora p.. skutkuje produkcja
dodatkowej puli toksyny Txe. Mozna zatem stwierdzi¢, ze organizacja i
regulacja ekspresji operonu axe-txe ro6zni si¢ od kanonicznego modelu
przyjetego dla kaset toksyna-antytoksyna typu IL

5.1.3. Inne elementy Kkasety axe-txe, ktére moga brac¢ udzial w
regulacji ekspresji jej genow

Podczas wykonywania pracy badawczej zaobserwowalam, ze tempo wzrostu
hodowli bakterii niosacych kasete axe-txe wraz z promotorami pu i Paxe jest
znacznie wolniejsze niz w przypadku bakterii niosagcych t¢ samg kasete,
pozbawiona promotora p.. (ryciny 25127). Co ciekawe, zjawisko takie nie
miato miejsca w przypadku hodowli bakterii, niosagcych fragment kasety axe-txe
zawierajacy oba promotory, a ponadto sekwencje o dtugosci okoto 20 par zasad,
znajdujaca sie na koncu 3’ za kodonem stop (typu ,,ochre”) txe (rycina 27).
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Rycina 27. Wplyw obecnos$ci sekwencji konca 3’ #xe na tempo wzrostu hodowli
Escherichia coli SC301467, niosacych kasete axe-txe Bakterie szczepu E. coli
SC301467, niosace pochodne plazmidu pTE103 hodowatam z wytrzagsaniem w
temperaturze 37°C, w pozywce LB przez 4 godziny. Pomiary absorbancji przy dtugosci
fali 600 nm wykonywatam w odstgpach trzydziestominutowych. Rombami oznaczono
wyniki dla hodowli komérek niosgcych plazmid kontrolny pTE103, kwadratami —
pTEataxetxe, trojkatami — pTEataxetxemut., krzyzykami — pTEataxetxelong. Tempo
wzrostu hodowli komorek niosacych plazmid zawierajacy promotor pu. jest znacznie
wolniejsze w stosunku do tempa wzrostu komorek niosacych kasete axe-txe pozbawiong
tego promotora i komoérek niosagcych wektor pTE103. Zahamowania wzrostu
nie zaobserwowano w przypadku hodowli komoérek niosgcych plazmid zawierajacy
kasete axe-txe wraz z jej promotorami i1 sekwencja obecng na koncu 3’ genu txe. Na
rycinie przedstawiono reprezentatywna krzywa wykonang na podstawie wynikow
uzyskanych z trzech niezaleznie wykonanych eksperymentow.

Figure 27. 3’ end of the txe gene within the axe-txe system affects growth
of Escherichia coli SC301467 Derivatives of pTEI03 vector were introduced
to E. coli SC301467. Bacteria were grown in LB medium at 37°C for 4 hours.
Absorbance at 600 nm was measured every 30 minutes. Negative control: pTE103
(diamonds), pTEataxetxe (squares), pTEataxetxemut (triangles), pTEataxetxelong
(crosses). Growth rate of bacteria harbouring plasmid that contains native version of the
Daxe promoter is lower compared to that harbouring an inactive version of pae or the
control vector pTE103. Culture of bacteria harbouring plasmid that contains native
version of axe-txe cassette and 20 bp sequence downstream txe gene shows normal
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growth rate. The diagram presents a representative result of at least three independent
experiments.

Aby wyjasni¢ to zjawisko przeanalizowatam produkty reakcji transkrypcji
in vitro, przeprowadzonej z wykorzystaniem odpowiednich pochodnych wektora
pTE103 (rycina 28). Wyniki eksperymentu wskazujg na obecnos¢ na koncu 3’
kasety axe-txe sekwencji o charakterze stosunkowo stabego terminatora.
Struktur¢ mRNA tego rejonu uzyskano przy pomocy programu komputerowego
Mfold (http://mfold.rna.albany.edu) (rycina 29). Obecno$¢ sekwencji
terminatorowej na koncu 3’ kasety axe-txe potwierdzitam takze w warunkach in
vivo: poziom luminescencji hodowli bakterii niosacych kasete axe-txe,
zakonczona dhluzszym o okoto 20 par zasad fragmentem na koncu 3’ txe,
jest o rzad wielkosci nizszy niz w przypadku komorek niosacych te sama kasete
pozbawiona sekwencji terminatorowej (rycina 30). Powyzszy wynik zwigzany
jest prawdopodobnie z niska efektywnoscia terminacji transkrypcji, co widoczne
jest takze w wynikach badan invitro (rycina 28). Jedynie czg$¢ rund
transkrypcji, rozpoczynajacych si¢ z obu promotorow kasety axe-txe, zostaje
zahamowana na wysokosci badanej sekwencji terminatorowej, co umozliwia
zachowanie pewnego poziomu ekspresji gendw reporterowych, obecnych
w DNA pochodnych wektora pBBRIlux-amp. Zaobserwowane roéznice w tempie
wzrostu poszczegdlnych hodowli bakteryjnych moga by¢ zwiazane z regulacja
ekspresji txe na etapie potranskrypcyjnym (problem ten przedyskutowano
szerzej w rozdziale 6.).
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Rycina 28. Poréwnanie aktywno$ci transkryskrypcyjnej DNA Kkasety axe-txe i
kasety axe-txe wydluzonej o 20 pz na koncu 3’ txe Przeprowadzitam wielorundowa
reakcje transkrypceji in vitro z wykorzystaniem holoenzymu polimerazy RNA E. coli
(67%). Jako matryce do reakcji wykorzystalam DNA plazmidowy pochodnych wektora
pTE103. A Reakcja przeprowadzona na matrycy DNA pTEataxetxe (plazmid
zawierajacy kasete axe-txe wraz z promotorem p..) B pTEataxetxemut (plazmid
zawierajacy kaset¢ axe-txre pozbawiona promotora p...) C pTEataxetxelong (plazmid
zawierajacy kasete axe-txe wraz z promotorem pq.. wydtuzong o 20 pz na koncu 3’ txe).
Doktadny sposob przeprowadzenia eksperymentu opisano w rozdziale 4.9. Na podstawie
poréownania migracji uzyskanego RNA w zelu poliakrylamidowym z markerem RNA
(RiboRuler Low Range DNA Ladder, Thermo Scientific), okreslitam dtugosé
transkryptow i przyporzadkowatam je do badanych promotoréw. W przypadku wektora
zawierajacego dtuzsza wersje kasety axe-txe, zaobserwowalam pig¢ produktow reakcji.
Dhugosci czterech z nich odpowiadata teoretycznej dtugosci transkryptéw z promotorow
Dat1Paxe , ktOre powstaly na skutek transkrypcji zakonczonej na terminatorze kodowanym
w pET103 lub na wlasnym terminatorze kasety axe-txe, obecnym w rejonie 20-to
nukleotydowej sekwencji na koncu 3’ fxe. Piagty zaobserwowany produkt reakcji, o
dlugosci okoto 300 nukleotydow, jest charakterystyczny dla prob, w ktérych jako
matryca zostalo uzyte DNA #xe. Na rycinie umieszczono schematy, ilustrujace
organizacj¢ badanych fragmentow DNA wraz z szacunkowa dtugoscia poszczegdlnych
rejondw DNA. Kolorem r6zowym oznaczono gen, kodujgcy antytoksyne, niebieskim —
toksyne.

Figure 28. Comparision of transcription activity within the axe-txe operon elonged
by 20 bp Multi-round in vitro transcription experiments were performed using E. coli
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070 RNA polymerase holoenzyme and pTE103 - derived template DNA: A pTEataxetxe
(contains native version of the axe-txe operon), B pTEataxetxemut (contains the axe-txe
operon with mutated version of the pa. promoter) C pTEataxetxelong (contains native
version of the axe-txe operon elonged by 20 bp on the 3’ end of the txe). Reactions
were performed and analysed as outlined in chapter 4.9. Transcript sizes were estimated
according to an RNA ladder (RiboRuler Low Range RNA Ladder, Thermo Scientific)
which was electrophoresed with the reactions and then excised and stained with
ethidium bromide. The diagram presents a representative result of at least three
independent experiments. There are five types of transcription products from
pTEataxetxelong: ~950 nucleotide and ~590 nucleotide long fragments of transcription
from the pu promoter, ~790 nucleotide and ~420 nucleotide fragments from the pae
promoter ended by the axe-txe specific terminator or vector encoded terminator
respectively and ~300 nucleotide long fragment specific for experiments where the txe
gene was present in the template DNA. Charts on the diagram indicates genetic
organization of tested DNA fragments. Antitoxins’ genes are drawn in pink, toxins’
genes in blue, black arrows indicates promoters

u—c=¢

Rycina 29. Przewidywana struktura konca 3° mRNA axe-txe

Figure 29. Putative structure oo the 3’ end of axe-txe mRNA
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Rycina 30. Poréwnanie poziomu Iluminescencji hodowli bakteryjnych
Escherichia coli SC301467, niosacych Kkaset¢ axe-txe, zakofczona sekwencja
terminatorowa lub pozbawiong tej sekwencji Bakterie Escherichia coli SC301467,
niosace pochodne plazmidu pBBRlux-amp hodowalam z wytrzasaniem w temperaturze
37°C, do momentu uzyskania ODesoo~0,4, po czym przeprowadzitam pomiar
luminescencji hodowli. Wyniki pomiaru luminescencji wyrazitam w RLU. Rycina
przedstawia wykres pomiaru luminescencji hodowli komdrek, niosacych nastepujace
plazmidy: a pBBRlux-amp (kontrola negatywna) b pluxat (wektor zawierajacy promotor
pa) ¢ pluxataxetxe (wektor zawierajacy kasete axe-txe pozbawiong sekwencji
terminatorowej) d pluxataxetxelong (wektor zawierajacy kasete axe-txe, zakonczong
sekwencjg terminatorowa). Na wykresie umieszczono schematy, ilustrujgce organizacje
badanych fragmentéw DNA. Kolorem zielonym zaznaczono geny reporterowe operonu
luxCDABE, r6zowym — axe, niebieskim — txe, strzalkami zaznaczono promotory.
Przedstawione wyniki stanowia $rednia z co najmniej trzech niezaleznie
przeprowadzonych eksperymentow, stupki bledow oznaczaja odchylenie standardowe.

Figure 30. Comparission of the luminescence level of Escherichia coli SC301467
cultures harbouring the axe-txe operon with or without transcription terminator
sequence Appropriate derivatives of pBBRIux-amp plasmid were introduced into E. coli
SC301467: (a) pBBRIux-amp (negative control), (b) pluxat (contains the p. promoter),
(c) pluxataxetxe (contains the axe-txe operon without transcription terminator
sequence), (d) pluxataxetxelong (contains the axe-txe operon including transcription
terminator sequence). Bacteria were grown in LB medium at 37°C until culture reach
0OD600 ~0.4. Luminescence was measured in RLU. The level of luminescence measured
in bacterial cultures transformed with pBBRlux-amp plasmid was applied as the
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negative control. The results are averages of at least three independent experiments.
Standard deviation is denoted as an errorbar. Charts on the diagram indicates genetic
organization of tested DNA fragments. Reporter genes are drawn in green, antitoxins
genes in pink, toxins genes in blue, black arrows indicates promoters.

Reakcja transkrypcji in vitro na matrycy DNA kasety axe-txe skutkowata
otrzymaniem RNA o dlugosci odpowiadajacej, okreslonej teoretycznie, dtugosci
mMRNA transkryptéw z promotoréw pau i pae oraz RNA o dhugosci okoto 300
nukleotydéw, pochodzacego z niezidentyfikowanego promotora. Dodatkowy
transkrypt zaobserwowatam jedynie w prébach, w ktéorych matrycowy DNA
zawieral txe, co wskazuje na obecno$¢ potencjalnego promotora w rejonie tego
genu (rycina 26). Dhligos¢ RNA powstajacego w wyniku transkrypcji z
potencjalnego  promotora  pn.  jest  niezalezna  od  odleglosci
pomiedzy sekwencjami terminatorowymi a koncem 3’ #xe (rycina 28), co sktania
do sugestii, ze transkrypcja z potencjalnego promotora p.. zachodzi w kierunku
odwrotnym niz transkrypcja z pozostatych promotoréw modutu axe-txe. Aby
okresli¢ miejsce startu transkrypcji z promotora pu., przeprowadzitam
eksperyment wydluzania startera, w ktérym jako matryce do reakcji
wykorzystatam produkty reakcji transkrypcji in vitro (rycina 31). Przy pomocy
techniki autoradiografii, wykrytam jeden produkt reakcji ,,primer extension”
(rycina 32). Na podstawie potozenia produktu reakcji wydluzania startera
wzgledem  produktow  reakcji  sekwencjonowania DNA  plazmidu
pTEaxetxeW5Cmut, przeprowadzonego technika Sanger’a [82], wyznaczytam
miejsce startu transkrypcji (+1) zachodzacej z promotora pye.
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Rycina 31. Wynik badania aktywnoSci transkryskrypcyjnej DNA kasety axe-txe
Przeprowadzitam wielorundowa reakcje transkrypcji in vitro z wykorzystaniem
holoenzymu polimerazy RNA E. coli (c7°). Jako matryce do reakcji wykorzystatam
DNA plazmidowy pochodnych wektora pTE103. A Reakcja przeprowadzona na matrycy
DNA pTEaxetxeWS5Cmut (plazmid zawierajacy kasete axe-txe pozbawiong promotorow
Pal Paxe kodujacy nietoksyczng wersje Txe ) B pTEataxetxe (plazmid zawierajacy kasetg
axe-txe wraz z jej promotorami) C pTEataxetxemut (plazmid zawierajacy kasete axe-txe
pozbawiong promotora p..) D pTEaxetxeWS5C (plazmid zawierajacy kasete axe-txe
pozbawiong promotora p. kodujacy nietoksyczna wersje Txe ). Doktadny sposob
przeprowadzenia eksperymentu opisano w rozdziale 4.9. Na podstawie pordwnania
migracji uzyskanego RNA w zelu poliakrylamidowym z markerem RNA (RiboRuler
Low Range DNA Ladder, Thermo Scientific), okreslitam dlugos$¢ transkryptow i
przyporzadkowatam je do badanych promotoréw. Produkt transkrypcji in vitro
przeprowadzonej na matrycy DNA plazmidowego pTEaxetxeWS5Cmut wykorzystano
do reakcji  wydtuzania startera, w celu okre§lenia miejsca startu transkrypcji
z potencjalnego promotora ps.. Na rycinie umieszczono schematy ilustrujace organizacje
badanych fragmentow DNA. Kolorem rézowym oznaczono gen kodujacy antytoksyne,
niebieskim — toksyne.

Figure 31. Transcription activity within the axe-txe operon Multi-round in vitro
transcription experiments were performed using E. coli 070 RNA polymerase
holoenzyme and pTE103 derivatives template DNA: A pTEaxetxeW5Cmut (contains
mutated version of the axe-txe operon without py and pee promoters and non-toxic
version of the Txe) B pTEataxetxe (contains native version of the axe-txe operon) C
pTEataxetxemut (contains mutated version of the axe-txe operon without the paxe
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promoter) D pTEaxetxeW5C (contains mutated version of the axe-txe without the pu
promoter and non-toxic version of theTxe). Reactions were performed and analysed as
outlined in chapter 4.9. Transcript sizes were estimated according to an RNA ladder
(RiboRuler Low Range RNA Ladder, Thermo Scientific) which was electrophoresed with
the reactions and then excised and stained with ethidium bromide. The diagram presents
a representative result of at least three independent experiments. Products of in vitro
transcription from pTEaxetxeW5Cmut template was used to performe primer extension
analysis from the px. promoter. Charts on the diagram indicates genetic organization of
tested DNA fragments. Antitoxins genes are drawn in pink, toxins genes in blue, black
arrows indicates promoters
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Rycina 32. Wynik badania miejsca startu transkrypcji zachodzacej z potencjalnego
promotora puncuzyskany z wykorzystaniem techniki wydluzania startera
Przeprowadzitam analiz¢ typu ,,primer extension” z wykorzystaniem znakowanego
radioaktywnie startera (tabela 6) na matrycy produktéw reakcji transkrypcji in vitro.
Reakcje sekwencjonowania DNA plazmidu pTEaxetxeWS5Cmut metodg Sanger’a
przeprowadzitam, wykorzystujac ten sam starter. Produkt reakcji wydtuzania startera
oraz produkty  reakcji  sekwencjonowania DNA  poddalam  elektroforezie
w 6% poliakrylamidowym zelu denaturujacym. Sposob przeprowadzenia eksperymentu
opisano szczegoétowo w rozdziale 4.8. Produkt reakcji wydtuzania startera oznaczono
strzatka

Figure 32. Primer extension analysis of the putative pw. promoter of the axe-txe
module RNA product from in vitro transcription on pTEaxetxeW5Cmut DNA teplate was
subjected to primer extension analysis using a radioactively labelled primer (table 6).
Reactions were performed and analysed as outlined in chapter 4.8., and electrophoresed
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on a denaturing 6% polyacrylamide gel in parallel with nucleotide sequencing reactions
(4, C, G, T) carried out with the same primer according to Sanger method. The major
product from the primer extension is marked with an arrow

Analiza sekwencji DNA kasety axe-txe wykazata obecno$¢ potencjalnej
sekwencji promotorowej w stosunkowo duzej odlegtosci od wyznaczonego
miejsca startu transkrypcji (okoto 30 nukleotyddéw). Potencjalny promotor pie
posiada rejon -10 o sekwencji zblizonej do sekwencji consensus promotorow
Escherichia coli (pig¢ z sze$ciu nukleotydow jest identycznych, jak w przypadku
sekwencji consensus), poprzedzony elementem 5°-TG-3’. Rejon -35 promotora
rozni si¢ od sekwencji consensus dwoma nukleotydami. Miegjsca -351-10
promotora p,. rozdzielone sa sekwencja DNA o dlugosci dwudziestu
nukleotydow, przy czym sekwencja ta zawiera krotkie powtorzenia nukleotydow
tymidynowych (rycina 33). Obecno$¢ pomiedzy rejonami -35 i -10, dtuzszej niz
w przypadku wiekszo$ci promotorow, sekwencji DNA zawierajacej powtorzenia
nukleotydéw tymidynowych, jak réwniez stosunkowo niski poziom zgodno$ci
sekwencji -35 zsekwencja consensus, sacechami charakterystycznymi
promotoréw o ,,wydtuzonym” rejonie -10 [153]. Analiza sekwencji DNA
znajdujacej si¢ ponizej miejsca startu transkrypcji z promotora py.. nie wykazata
obecnosci  otwartych  ramek  odczytu, co sklania do przypuszczenia,
ze powstajacy w wyniku transkrypcji z tego promotora produkt stanowi¢ moze
antysensowny, regulatorowy RNA.

-----------
------
____________
-----
__________
-------
------
_________
_________

------

TCTGGACCATTTTCCAGATAAATCATGCTTTAATGGCTCAGGTTTTCCTAATCCAGCAAAGGGGGAACGA
-35 -10 T

Rycina 33. Schemat przedstawiajacy organizacje rejonu potencjalnego promotora
Pwe Kasety axe-txe Miejsce startu transkrypcji z promotora pn. 0znaczono pionowa
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strzatka. Zawierajacg motyw 5°-TG-3°, wydtuzona sekwencj¢ -10 oraz sekwencje -35
podkreslono.

Figure 33. Organization of the putative promotor pxe DNA region of the axe-txe TA
module. Vertical arrow indicates start of transcription driven form the px. promoter.
-35 and extended -10 sequences of the pw. promoter are underlined.

Wyniki przeprowadzonych in vivo i in vitro badan wskazuja na obecno$¢
terminatora transkrypcji w rejonie DNA ponizej konca 3’ genu #xe. Sekwencja,
w obrebie ktorej kodowany jest terminator, jest istotna dla utrzymania w
komorce odpowiedniej proporcji ilosci toksyny i antytoksyny.

W rejonie txe obecna jest sekwencja promotorowa pi., ktorej aktywnos¢
potwierdzono w do$wiadczeniach in vitro. W tych warunkach, transkrypcja
z promotora pn. zachodzi w kierunku przeciwnym niz transkrypcja z
pozostatych promotoréw kasety axe-txe, copozwala przypuszczaé, ze
powstajacy z pw. produkt moze mie¢ charakter antysensownego, regulatorowego
RNA.

5.2. Interakcje pomiedzy elementami homologicznych systeméw axe-txe
i yefM-yoeB

Rejon operatorowy kasety toksyna-antytoksyna, axe-txe, jest zbudowany
z sekwencji DNA o charakterze odwroconych palindroméw, ktorych rdzen
jest identyczny, jak rdzen sekwencji rejonu operatorowego homologicznej
kasety yefM-yoeB. Odleglos¢ pomigdzy odwroéconymi powtdrzeniami obecnymi
w rejonach operatorowych obu kaset jest taka sama (trzynascie nukleotyddw)
(rycina 34).
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Rycina 34. Schemat przedstawiajacy prodéwnanie organizacji rejonow
promotor/operator p,, i pa kaset yefM-yoeB oraz axe-txe Miejsca startu transkrypcji
oznaczono pionowymi strzatkami.sekwencje -10 i -35 obu promotorow podkreslono.
Kodony startkowe AUG antytoksyn zaznaczono czerwong czcionka [17,98].

Figure 34. Comparision of organization of promoter/operator regions pyy and pa
of yefM-yoeB and axe-txe TA modules. Vertical arrow indicates start of transcription
driven form promoters p,, and pa. -35 and -10 sequences of p,, and p. promoters
are underlined. Start codons of antitoxins are denoted in red [17,98].

Regulacja transkrypcji zachodzacej z promotora, znajdujacego si¢ powyzej
konca 5’ genu kodujacego antytoksyng, w przypadku obu modutéw wyglada
podobnie. Zwigzanie do DNA kompleksu toksyna-antytoksyna powoduje silng
represje tego promotora, podczas gdy efekt zwigzania do rejonu operatorowego
samej antytoksyny jest znacznie stabszy. Pomimo wysokiego stopnia homologii
sekwencji aminokwasowych biatek obu systemow, kasety te charakteryzujg si¢
specyficznoscig interakcji pomiedzy toksyng iantytoksyng [73, 141].
Fakt ten nie wyklucza jednak mozliwosci wystgpienia innego rodzaju interakcji
pomigdzy komponentami kaset yefM-yoeB i axe-txe. W dostepnej literaturze nie
ma danych na temat wpltywu biatek obu systemow na regulacje transkrypcji
z promotora kasety homologicznej, jednak podobna budowa rejondéw
operatorowych obu modutéw, zblizony mechanizm regulacji gléwnych
promotoréw oraz wysoki stopien homologii, oddzialujacych z DNA, domen N-
terminalnych antytoksyn, sktaniaja do przypuszczenia, ze biatka systemow axe-
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txe 1 yefM-yoeB moga wptywac na regulacj¢ ekspresji systemu homologicznego.
Tego typu oddzialywanie mogloby powodowaé np.zahamowanie ekspresji
genow jednego z systemow, co przy braku komplementacji pomiedzy biatkami
kaset axe-txe i yefM-yoeB mogltoby prowadzi¢ do aktywacji toksyny jednego z
systemow. Wystapienie takiego zjawiska mogloby $wiadczy¢ m.in. o dziataniu
chromosomalnej kasety yefM-yoeB jako swoistego systemu anty-addykcyjnego.

5.2.1. Wplyw bialek chromosomalnej kasety yefM-yoeB na ekspresje
gendéw plazmidowego modulu axe-txe

W celu okreslenia powinowactwa biatek systemu yefM-yoeB do rejonu
operatorowego promotora p, kasety axe-txe, wykonatam test opoOznienia
migracji w zelu znakowanego biotyng fragmentu DNA zawierajacego rejon
promotorowy pa. DNA inkubowalam z roéznymi stezeniami biatkowego
ekstraktu z komoérek Escherichia coli Rosetta(DE3), niosacych pochodne
plazmidu pET22b zawierajace geny: yefM lub yefM-yoeB, znajdujace si¢ pod
kontrola promotora  pr7. Przygotowane probki poddatam elektroforezie
w 5% natywnym zelu poliakrylamidowym, a nastgpnie uwidocznitam
interesujace mnie fragmenty DNA przy uzyciu techniki opisanej w rozdziale 4.6.
Obecnos¢ w ekstrakcie biatkowym antytoksyny YefM powodowata stosunkowo
niewielka zmian¢ mobilno$ci elektroforetycznej badanego fragmentu DNA, przy
czym uzyskany wynik §wiadczyt o niskiej stabilnosci kompleksu DNA - biatko
(rycina 35 B). Natomiast w obecnosci obu biatek systemu homologicznego,
tempo migracji DNA zawierajacego rejon operatorowy p., zostato znacznie
zmieniony, nawet przy zastosowaniu najnizszych stgzen ekstraktu biatkowego
(rycina 35 C).
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Rycina 35. Wiazanie bialka YefM i kompleksu YefM-YoeB do rejonu
operatorowego promotora p. Znakowany biotyng fragment DNA dlugosci 295 pz,
zawierajacy rejon operatorowy kasety axe-txe, poddano testowi EMSA @z
wykorzystaniem biatkowego ekstraktu z komorek Escherichia coli Rosetta(DE3),
w ktorych nadprodukowano biatka systemu yefM-yoeB. DNA inkubowano przez 20
minut, w temperaturze 22°C, z roznymi stezeniami ekstraktu: 0; 2,5; 5; 10; 12,5 i 25
pg/ml. Tak przygotowane probki poddano elektroforezie w natywnym 5% zelu
poliakrylamidowym. Dalsza cz¢§¢ procedury opisano szczegdtowo w rozdziale 4.6. A
Probki inkubowane z bialkowym ekstraktem z komodrek bakteryjnych niosgcych
kontrolny plazmid pET22b. B Probki inkubowane z biatkowym ekstraktem z komoérek
bakteryjnych nadprodukujacych YefM. C Probki inkubowane z biatkowym ekstraktem z
komorek bakteryjnych nadprodukujacych kompleks YefM-YoeB. Czarnymi strzatkami
zaznaczono DNA nie zwigzane z biatkiem, bialymi — DNA, ktorego migracja w zelu
zostata opozniona wskutek zwigzania biatka

Figure 35. YefM and YefM-YoeB complex binding to the p. promoter/operator region.
57 biotinylated DNA fragment of the pu promoter-operator region was subjected to
EMSA. The fragment was incubated with different concentrations of E. coli
Rosetta(DE3) crude extracts: 0, 1.25, 2.5, 5, 10, 12.5 and 25 ug/ml. Reactions were
incubated for 20 min at 22°C, analyzed by native 5% PAGE, and processed further as
outlined chapter 4.6. A no YefM or YoeB produced, B YefM overproduction, C YefM-
YoeB overproduction. Filled and open arrows denote positions of unbound DNA and
protein-DNA complexes, respectively
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Okreslitam takze wptyw biatek systemu yefM-yoeB na aktywno$¢ promotora
pa W warunkach in vivo, w szczepie Escherichia coli SC301467. W tym celu
wykorzystatam wektor plazmidowy pluxat, w ktorym pod kontrola promotora pu
znajdujg sie¢ geny reporterowe  [uxCDABE. Biatka kasety yefM-yoeB
dostarczytam in trans, wykorzystujac pochodne plazmidu pBAD33, w ktorych
pod kontrola promotora indukowanego arabinoza znajduja si¢ odpowiednio
geny: yefM lub yefM-yoeB. Bakterie hodowalam w pozywce LB uzupehione]
arabinoza do momentu uzyskania wartosci gestosci optycznej ODeoo~0,4,
po czym wykonalam pomiar luminescencji hodowli. Nadprodukcja antytoksyny
YefM nieznacznie obnizata poziom ekspresji gendw reporterowych z promotora
Ppa, podczas gdy nadekspresja yefM-yoeB powodowata obnizenie poziomu
luminescencji o okoto 60% (rycina 36).
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Rycina 36. Poréwnanie wplywu bialek systemu yefM-yoeB i antytoksyny Axe,
kodowanych in trans, na aktywno$¢ promotora p. Bakterie Escherichia coli
SC301467, niosace plazmid pluxat oraz pochodne plazmidu pBAD33 hodowatam z
wytrzasaniem w temperaturze 37°C, w pozywce LB uzupelnionej arabinoza
do koncowego stezenia 0,2%, do momentu uzyskania ODegp~0,4, po czym
przeprowadzitam pomiar luminescencji hodowli. Wyniki pomiaru luminescencji
wyrazitam w RLU. Rycina przedstawia wykres pomiaru luminescencji hodowli
komorek, niosacych nastgpujace plazmidy: a pBAD33 (kontrola negatywna),
b pBAD33axe (komorki, nadprodukujace biatko Axe), ¢ pBAD33yefM (komorki
nadprodukujace biatko YefM), d pBAD33yefMyoeB (komorki, nadprodukujace
kompleks bialek YefM-YoeB). Przedstawione wyniki stanowig $rednig z co najmniej
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trzech niezaleznie przeprowadzonych eksperymentdow, shupki bledéw oznaczaja
odchylenie standardowe.

Figure 36. Comparision of the influence of trans-encoded YefM-YoeB proteins
overexproduction and antitoxin Axe on transcriptional activity of the pa« promoter
Plasmid pluxat and derivatives of pBAD33 vector were introduced into Escherichia coli
SC301467. Bacteria were grown in LB medium supplied with 0.2% arabinose at 37°C
until culture reach OD600 ~0.4. Luminescence was measured in RLU. a pBAD33
(negative control), bpBAD33axe (Axe overexpression), ¢ pBAD33yefM (YefM
overexpression), d pBAD33yefMyoeB (YefM-YoeB complex overexpression). The results
are averages of at least three independent experiments. Standard deviation is denoted as
an errorbar.

Kompleks YefM-YoeB wiaze si¢ wydajnie in vitro do rejonu operatorowego
promotora p., W sposob zblizony do zaobserwowanego w przypadku biatek
Axe-Txe (rycina 35 C i rycina 18). Jednak badanie in vivo wplywu biatek kasety
yvefM-yoeB na aktywno$¢ tego promotora wskazuje, ze poziom represji pa
bedacy wynikiem tego oddziatywania jest porownywalny z zaobserwowanym w
obecnosci samej antytoksyny Axe (rycina 36).

5.2.2. Wplyw bialek plazmidowej kasety axe-txe na ekspresje genow
chromosomalnego systemu yefM-yoeB

W celu okreslenia powinowactwa bialek systemu axe-txe do rejonu
operatorowego promotora py, kasety yefM-yoeB, wykonatam test przesunigcia
mobilnosci  elektroforetycznej, znakowanego biotyng fragmentu DNA
zawierajacego rejon promotorowy p,,. DNA inkubowatam z r6znymi stezeniami
biatkowego ekstraktu z komorek Escherichia coli Rosetta(DE3), niosacych
pochodne plazmidu pET22b, zawierajace znajdujace si¢ pod kontrolag promotora
pr7 geny: axe lub axe-txe. Przygotowane probki poddatam elektroforezie w
5% natywnym zelu poliakrylamidowym, a nastgpnie uwidocznilam interesujace
mnie fragmenty DNA przy uzyciu techniki opisanej w rozdziale 4.6. Obecnos¢
w ekstrakcie biatkowym antytoksyny Axe powodowata stosunkowo niewielka
zmiang mobilnosci elektroforetycznej badanego fragmentu DNA, przy czym
uzyskany wynik $wiadczyt o niskiej stabilnosci kompleksu DNA-biatko
(rycina 37 B). Natomiast w obecnosci obu biatek systemu homologicznego,
szybko$¢ migracji DNA zawierajacego rejon operatorowy p,,, zostata znacznie
zmieniona (rycina 37 C), wskazujac na efektywne formowanie kompleksu
DNA-biatko.
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Rycina 37. Wiazanie bialka Axe i kompleksu Axe-Txe do rejonu operatorowego
promotora p,, Znakowany biotyng fragment DNA, zawierajacy rejon operatorowy
kasety yefM-yoeB, poddano testowi EMSA z wykorzystaniem biatkowego ekstraktu z
komoérek Escherichia coli Rosetta(DE3), w ktorych nadprodukowano biatka systemu
axe-txe. DNA inkubowano przez 20 minut, w temperaturze 22°C, z ré6znymi stezeniami
ekstraktu: 0; 2,5; 5; 10; 12,5 1 25 pg/ml. Tak przygotowane probki poddano
elektroforezie w natywnym 5% zelu poliakrylamidowym. Dalsza cz¢$¢ procedury
opisano szczegotowo w rozdziale 4.6. A Probki inkubowane z biatkowym ekstraktem z
komorek bakteryjnych niosacych kontrolny plazmid pET22b B Proébki inkubowane z
biatkowym ekstraktem z komorek bakteryjnych nadprodukujacych Axe C Probki
inkubowane z bialkowym ekstraktem z komodrek bakteryjnych nadprodukujacych
kompleks Axe-Txe Czarnymi strzatkami zaznaczono DNA nie zwigzane z biatkiem,
biatymi — DNA, ktorego migracja w zelu zostata opdzniona wskutek zwigzania biatka.

Figure 37. Axe and Axe-Txe complex binding to the p,y promoter/operator region. 5’
biotinylated DNA fragment of the p,, promoter-operator region was subjected to EMSA.
The fragment was incubated with different concentrations of E. coli Rosetta(DE3) crude
extracts: 0, 1.25, 2.5, 5, 10, 12.5 and 25 ug/ml. Reactions were incubated for 20 min at
22°C, analyzed by native 5% PAGE, and processed further as outlined in chapter 4.6. A
no Axe or Txe produced, B Axe overproduction, C Axe-Txe complex overproduction.
Filled and open arrows denote positions of unbound DNA and protein-DNA complexes,
respectively
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Zbadanie wptywu in vivo kompleksu Axe-Txe na aktywnos¢ promotora p,
nie bylo mozliwe ze wzgledu na toksyczny efekt biatka Txe. Proby konstrukcji
plazmidéw, w ktorych geny axe-txe kodowane byly z zachowaniem uktadu,
w ktorym gen kodujacy antytoksyne zachodzi na gen kodujacy toksyne,
oba za$ znajduja si¢ pod kontrola heterologicznego promotora, skutkowaty
pojawieniem si¢ mutacji w rejonie klonowanego DNA. Modyfikacja axe-txe,
polegajaca na wprowadzeniu mutacji w rejonie promotora puy., powodowata
znaczne zmniejszenie aktywno$ci tego promotora, jednak w stopniu
nie wystarczajagcym do catkowitego zahamowania produkcji dodatkowej puli
toksyny. Natomiast zastosowanie do powyzszego eksperymentu plazmidu,
zawierajacego kasete axe-txe wraz z promotorem pat, niosto ryzyko uzyskania
zafalszowanych wynikow, ze wzgledu na mozliwo$¢ oddzialywania biatek
systemu axe-txe z wtasnym rejonem operatorowym.

Zdecydowatam zatem, ze okresle wplyw antytoksyny Axe na aktywnos¢
promotora p,, w warunkach in vivo, w szczepie Escherichia coli SC301467.
W tym celu wykorzystatam wektor plazmidowy pluxat, w ktorym pod kontrola
promotora py, znajdujg si¢ geny reporterowe [uxCDABE. Antytoksyng Axe
dostarczytam in trans, wykorzystujac plazmid pBAD33axe, w ktorym pod
kontrola promotora indukowanego arabinoza znajduje si¢ gen axe. Bakterie
hodowatam w pozywce LB uzupelnionej arabinoza do momentu uzyskania
warto$ci  gestosci  optycznej ODgpo~0,4, po czym wykonatam pomiar
luminescencji hodowli. Nadprodukcja antytoksyny Axe powodowata obnizenie
poziomu ekspresji genow reporterowych z promotora p,, o okoto 60% (rycina
38).
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Rycina 38. Poréwnanie wplywu antytoksyny systemu the axe-txe i bialek systemu
the yefM-yoeB, kodowanych in trans, na aktywno$¢ promotora p,, Bakterie
Escherichia coli SC301467, niosace plazmid pluxat oraz pochodne plazmidu pBAD33
hodowatam z wytrzagsaniem w temperaturze 37°C, w pozywce LB uzupelnionej
arabinoza do koncowego stezenia 0,2%, do momentu uzyskania ODgoo~0,4,
po czym przeprowadzitam  pomiar luminescencji hodowli. Wyniki pomiaru
luminescencji wyrazitam w RLU. Rycina przedstawia wykres pomiaru luminescencji
hodowli komérek, niosacych nastepujace plazmidy: a pPBAD33 (kontrola negatywna), b
pBAD33axe (komorki, nadprodukujace biatko Axe), ¢ pBAD33yefM (komorki
nadprodukujace biatko YefM), d pBAD33yefMyoeB (komorki, nadprodukujace
kompleks bialek YefM-YoeB). Przedstawione wyniki stanowig $rednig z co najmniej
trzech niezaleznie przeprowadzonych eksperymentdow, shupki bledéw oznaczaja
odchylenie standardowe

Figure 38. Comparision of the influence of trans-encoded antitoxin of axe-txe system
and proteins of yefM-yoeB system on transcriptional activity of the pyy, promoter
Plasmid pluxat and derivatives of pBAD33 vector were intoduced into Escherichia coli
SC301467. Bacteria were grown in LB medium supplied with 0.2% arabinose at 37°C
until culture reach OD600 ~0.4. Luminescence was measured in RLU. a pBAD33
(negative control), bpBAD33axe (Axe overexpression), c¢pBAD33yefM (YefM
overexpression), d pBAD33yefMyoeB (YefM-YoeB complex overexpression). The results
are averages of at least three independent experiments. Standard deviation is denoted as
an errorbar
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W warunkach in vitro antytoksyna Axe, podobnie jak YefM, charakteryzuje
si¢ stosunkowo stabym powinowactwem badz wigze si¢ niestabilnie do rejonu
operatorowego kasety homologicznej (ryciny 37 B i 35 B), natomiast kompleksy
biatek Axe-Txe i YefM-YoeB wiaza si¢ wydajnie do sekwencji operatorowe;j
spokrewnionego systemu (ryciny 37 C i35 C). Pomimo podobnego sposobu
oddzialywania z DNA, efekt in vivo wigzania biatek obu systemow do sekwencji
operatorowych kasety homologicznej znacznie si¢ rozni. W obecnos$ci Axe
poziomu ekspresji genéw z pyy ulega znacznemu obnizeniu w porownaniu z
efektem zaobserwowanym w przypadku oddziatywania YefM na promotor pa.
Wptyw kompleksu biatek YefM-YoeB na aktywno$¢ promotora pau
jest porownywalny z efektem zaobserwowanym w przypadku oddziatywania
Axe z promotorami obu systemow. Powyzsze réznice moga wynika¢ miedzy
innymi z rozbiezno$ci w budowie rejonéw operatorowych obu modutow.
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Bakterie z rodzaju FEnterococcus sa glowna przyczyna infekcji ran
pooperacyjnych i trzecig co do czgstosci przyczyng infekcji drég moczowych u
ludzi [145, 166]. Powaznym problemem w terapii tego typu zakazen
jest obserwowany w ostatnich latach wzrost liczby szczepow Enterococcus
opornych na wiele grup antybiotykow, w tym antybiotyki glikopeptydowe (np.
wankomycyne) [103]. Determinanty opornosci na antybiotyki bakterii
nalezacych do tego rodzaju najczgsciej kodowane sa3 w DNA plazmidowym
[193, 194] i mogg by¢ przekazywane poprzez horyzontalny transfer genow do
komorek bakterii innych gatunkéw, w tym do wysoce wirulentnych szczepow
Sthaphylococcus aureus [49, 191].

Jednym z czynnikéw zapewniajacych stabilne utrzymywanie plazmidowego
DNA w populacji bakteryjnej sa moduly toksyna-antytoksyna (TA), nazywane
rowniez systemami addykcyjnymi [48, 63, 83]. Kasety TA zlozone sa z pary
genoéw, z ktorych jeden koduje stabilna toksyne, a drugi — niwelujaca jej
dziatanie labilng antytoksyne. Wskutek podziatu komoérki macierzystej, komorki
potomne wraz z cytoplazma otrzymuja komponenty systemu toksyna-
antytoksyna. Komorki, ktére nie odziedziczyty kopii plazmidu niosacego kasete
TA, nie maja mozliwos$ci syntezy antytoksyny de novo, wobec czego dochodzi
do akumulacji aktywnej toksyny i zahamowania podziatow lub $§mierci komorki
w wyniku jej dziatania. Udowodniono, ze poza funkcja addykcyjna, moduty TA
mogg odgrywac istotng rolg¢ w powigzanych z problemem zakazen szpitalnych
procesach, takich jak formowanie biofilmu [94, 188], tworzenie komorek typu
wpersister” [42, 102, 105, 127] i kolonizacja tkanek gospodarza [127]. Systemy
TA obecne s3a w wigkszosci plazmidéw znajdujacych si¢ w komodrkach
Enterococcus [122, 146]. Przeprowadzona w 2006 roku analiza plazmidow
wyizolowanych z wielolekoopornych  szczepow  Enterococcus wykazata
obecno$¢ kasety toksyna — antytoksyna axe-txe w 75% izolatow, z czego ponad
polowa byla powiazana zopornoscia bakterii na wankomycyne [122].
Szczegbdlowe poznanie budowy i mechanizmu regulacji ekspresji operonu axe-
txe mogltoby umozliwi¢ praktyczne wykorzystanie tego modutu, w tym rowniez
opracowanie strategii antybakteryjnej, ktora moglaby cze$ciowo rozwigzaé
narastajacy problem antybiotykoopornosci bakterii.

System axe-txe posiada cechy charakterystyczne dla kaset TA typu IL
Zaroéwno toksyna, jak i antytoksyna sa niewielkimi biatkami, koniec 3’ genu
kodujacego antytoksyne zachodzi na koniec 5’ genu kodujacego toksyne [73],
oba za$ ulegaja kotranskrypcji [79]. Uzyskane przeze mnie dane wskazuja
jednak, ze kaseta axe-txe charakteryzuje si¢ unikatowa budowa operonu (rycina
39) i prawdopodobnie wielostopniowa regulacja ekspresji genow.
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Rycina 39. Schemat przedstawiajacy organizacje kasety axe-txe Elementy powigzane
z toksyng oznaczono niebieskimi symbolami, z antytoksyng — symbolami r6zowymi,
czarnymi strzatkami oznaczono sekwencje promotorowe. Osiem nukleotydow na koncu
3’ axe zachodzi na koniec 5’ trxe. Promotor p., podlega autoregulacji: antytoksyna
oddziatuje z rejonem operatorowym DNA i powoduje represje promotora py, toksyna
dziata jako korepresor. W rejnie genu axe obecny jest promotor pay., transkrypcja z tego
promotora skutkuje synteza dodatkowej puli Txe. W rejonie genu txe obecny jest
przypuszczalnie promotor pu.. Transkrypcjia z tego promotora prawdopodobnie
zachodzi w kierunku odwrotnym wzgledem pu 1 pax. Oddziatywanie antytoksyny z
toksyna niweluje toksyczny efekt, natomiast przy braku antytoksyny mozliwe
jest dziatanie toksyny na jej komoérkowy cel.

Figure 39. Genetic organization of the axe-txe operon Toxin associated elements
are drawn in blue, antitoxin — in pink, black arrow denote promoter. The 3’ end of the
antitoxin gene overlaps the 5’ end of the toxin gene by eight nucleotides. The pu
promoter is autoregulated: Axe binds to DNA operator region and represses the pu
activity. Txe act as a co-repressor. The pae promoter is located within the axe gene.
Transcription driven from the pa. probably results in production of additional Txe
protion. Putative pne. promoter is localized within the txe gene. Orientation of the
putative pn. promoter is opposite to pu and pae Antitoxin interacts with toxin and
neutralize its toxic effect.

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan wskazujg, ze budowa modutu
axe-txe rozni si¢ od kanonicznego modelu przyjetego dla kaset toksyna —
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antytoksyna typu Il obecnoscig trzech sekwencji promotorowych: pu, paxe oOraz
pLxe-

Promotor p. znajduje si¢ powyzej konca 5’ axe. Zachodzaca z pu
transkrypcja skutkuje powstaniem bicistronowego mRNA axe-txe. W rejonie
promotorowym obecne jest miejsce operatorowe, zbudowane z sekwencji DNA,
tworzacych odwrocone palindromy. Wykazatam, ze promotor p. podlega
autoregulacji: zwigzanie antytoksyny Axe do rejonu operatorowego DNA
powoduje czesciowa represj¢ pa, podczas gdy kompleks Axe-Txe silniej hamuje
jego aktywnos¢. Taki sposob regulacji ekspresji genow jest typowy dla kaset TA
typu II. Testy opoznienia migracji DNA w zelu (electrophoretic mobility shift
assay — EMSA) wykazaty, ze antytoksyna Axe tworzy niestabilny kompleks z
rejonem operatorowym p., jednak dopiero przy zastosowaniu wysokich stezen
ekstraktu biatkowego. Natomiast obecno$¢ kompleksu Axe-Txe powoduje efekt
opoznienia migracji DNA juz przy zastosowaniu st¢zenia ekstraktu 2,5 pug/ml.
Zastosowanie  dotestu EMSA  ekstraktu =z komoérek  bakteryjnych
nadprodukujacych badane biatka, nie umozliwia precyzyjnego okreslenia ilo$ci
Axe 1 Axe-Txe uzytych do eksperymentu. Wyniki badania poziomu
nadprodukcji biatek systemu axe-txe w hodowlach bakteryjnych pokazuja
jednak, ze nadekspresja axe skutkuje powstaniem znacznie wigkszej ilosci biatka
niz zaobserwowana w przypadku nadekspresji kompleksu toksyna-antytoksyna
(rycina 17). Analiza elektroforetyczna frakcji rozpuszczalnej naprodukowanych
biatek wykazata, ze pomimo denaturacji czes$ci naprodukowanej antytoksyny,
ilos¢ aktywnej formy Axe w ekstraktach komoérkowych nadal przewyzszata ilos¢
aktywnego kompleksu Axe-Txe. Mozna zatem wnioskowac, ze do utworzenia
kompleksu Axe-DNA in vitro konieczna jest obecnos¢ duzego nadmiaru
antytoksyny, natomiast kompleks Axe-Txe wiaze si¢ do operatora znacznie
bardziej wydajnie niz biatko Axe nie zwigzane z toksyna.

Zwigzanie Axe do rejonu operatorowego powoduje spadek aktywnosci
transkrypcyjnej p. o okoto 40%, natomiast w obecno$ci kompleksu Axe-Txe
zaobserwowatam zahamowanie aktywnos$ci tego promotora o okolo 95%
(rycina 24). Powyzszy rezultat uzyskano badajac wplyw biatek kasety axe-txe
na aktywno§¢ promotora p, przy braku promotora pa.. W obecno$ci
obu promotorow  systemu axe-txe poziom luminescencji byl okoto
dziesigciokrotnie wyzszy (rycina 24). Rezultat ten moze wynika¢ z
bezposredniego wptywu transkrypcji zachodzacej z promotora pay. na aktywnosé
promotora p, badz z réznic w powinowactwie kompleksu Axe-Txe do rejonu
operatorowego p. W obecnosci dodatkowej puli toksyny, powstajacej w wyniku
transkrypcji  z pae. Mechanizm autoregulacji p. jest zatem zblizony
do obserwowanego w przypadku wigkszosci kaset TA typu II, wydaje sie
jednak, ze moze by¢ nieco bardziej skomplikowany. Promotor p,, charakteryzuje
si¢ bardzo wysoka aktywnoscig transkrypcyjna, okoto dwudziestokrotnie
przewyzszajacg aktywnos$¢ promotora, homologicznej do axe-txe, kasety yefM-
yoeB. Zaobserwowalam, ze w warunkach represji, aktywno$¢ promotora pu
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pozostaje nadal stosunkowo wysoka — jest porownywalna z podstawowa
aktywnoscia promotora kasety yefM-yoeB. Wydaje si¢ zatem prawdopodobne,
ze ekspresja axe-txe moze podlega¢ dodatkowej regulacji; by¢é moze poziom
aktywnos$ci transkrypcyjnej promotora p., zalezy w pewnym stopniu od
aktywnosci pozostatych promotorow kasety axe-txe.

Budowa niektorych modutéow toksyna — antytoksyna typu Il rézni sie od
ogo6lnie przyjetego modelu organizacj kaset TA. Modut higBA jest przyktadem
systemu TA typu II, ktorego organizacja rozni si¢ od modelu kanonicznego
kolejnoscia, w jakiej ulozone sg geny toksyny i antytoksyny w operonie oraz
obecno$cig dwoch sekwencji promotorowych. Jeden z promotoréw znajduje si¢
w rejonie genu kodujacego toksyne higB i kontroluje ekspresje antytoksyny
HigA, drugi za$ obecny jest powyzej konca 5’ higB i odpowiada za ekspresje
higA 1 higB [22, 34]. Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan wskazuja, ze
budowa modutu axe-txe rowniez odbiega od najczesciej wystepujacego modelu
organizacji kaset TA typu II. Wykazatlam, zZe w rejonie genu kodujacego
antytoksyne obecna jest sekwencja promotorowa p.... W wyniku transkrypcji z
Paxe poWstaje RNA, w ktorym w odlegtosci okoto 100 nukleotydéw od konca 5’
kodowana jest toksyna txe. Transkrypcja zachodzaca z promotora p... skutkuje
produkcja dodatkowej puli toksyny Txe. Ponadto zaobserwowalam, ze w
warunkach in vitro rtejon genu txe réwniez charakteryzuje si¢ aktywnoscig
transkrypcyjng. W obrebie genu kodujacego toksyng zidentyfikowatam
promotor p... Transkrypcja rozpoczynajaca si¢ ztego promotora zachodzi w
kierunku odwrotnym do transkrypcji rozpoczynajacej sie z pozostalych
promotoréw kasety axe-txe 1 skutkuje utworzeniem antysensownego RNA
o dtugosci okoto 300 nukleotydow. Kaseta axe-txe jest pierwszym opisanym
systemem TA typu II charakteryzujacym si¢ taka budowa operonu.

Promotor pu. jest istotny dla dziatania kasety axe-txe, jako modutu
stabilizujacego DNA plazmidowy w komorkach Escherichia coli (wyniki
eksperymentow wykonanych przez mgr Lukasza Labudda) [17]. Zmierzona in
vivo aktywno$¢ pur jest okoto dwudziestokrotnie nizsza niz aktywnos$¢
promotora p. jednak porownywalna z aktywno$cia jedynego promotora
homologicznej kasety yefM-yoeB. Zadne z biatek systemu axe-txe, badz biatek
Escherichia coli obecnych w ekstrakcie komorkowym, nie wiaze si¢ in vitro do
rejonu DNA promotora pa. (Rycina 23). Nie zaobserwowatam rowniez wplywu
biatek kasety axe-txe na aktywnos$¢ tego promotora in vivo (dane nie pokazane).
Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan wskazuja, ze ekspresja
z promotora pa. skutkuje powstaniem dodatkowej puli toksyny, nie jest jednak
pewne jaka role moze petni¢ dodatkowa porcja Txe. Zaobserwowano, ze w
wielu systemach TA typu Il, zaleznie od stechiometrycznego stosunku ilo$ci
czasteczek antytoksyny do iloSci czasteczek toksyny, moga tworzy¢ sie
kompleksy toksyna-antytoksyna o zroznicowanym powinowactwie do rejonu
operatorowego DNA, w roznym stopniu hamujace aktywnos$¢ promotora.
Zjawisko to, nazywane warunkowa kooperatywno$cia
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(conditional cooperativity), zapewnia $cista kontrolg ilosci toksyny i
antytoksyny w komorce oraz umozliwia subtelna regulacje ekspresji gendéw
operonu [25, 26, 57, 133, 193]. Istnieje mozliwo$¢, ze mechanizm kontroli
ekspresji axe-txe obejmuje réwniez zjawisko ,.conditional cooperativity”,
a dodatkowa porcja Txe moze petni¢ istotng role w regulacji aktywnosci
promotora pq;.

Wiele systemow toksyna-antytoksyna charakteryzuje si¢ skomplikowana,
wielostopniowa regulacja ekspresji genow, obejmujaca kontrole na poziomie
transkrypcji, translacji i stabilnosci mRNA. Uzyskane przeze mnie dane
wskazuja, ze ekspresja operonu axe-txe moze podlegaé wielostopniowej
regulacji. Proby sklonowania fragmentu axe-txe zzachowaniem natywnej
sekwencji kasety, w taki sposob, aby geny badanego modutu znajdowaty si¢ pod
kontrola heterologicznego promotora, za kazdym razem skutkowaty
pojawieniem si¢ mutacji powodujacych zmiany sekwencji aminokwasowej Txe.
Zjawisko to zwigzane jestz obecno$cia w rejonie axe promotora  Pae,
kontrolujagcego ekspresje toksyny. Modyfikacja axe-txe, polegajaca na
wprowadzeniu mutacji W rejonie puy, przy jednoczesnym zachowaniu
niezmienionej sekwencji aminokwasowej antytoksyny, powodowata znaczne
zmniejszenie aktywnosci tego promotora, jednak nie umozliwiata sklonowania
DNA axe-txe z zachowaniem natywnej sekwencji tej kasety, co wskazywato
na zaburzenie proporcji ilo$ci bialek Axe 1 Txe w komorce (dane nie pokazane).
By¢ moze efekt ten zwigzany jest z obecnoscia powstajacego w wyniku
transkrypcji z pn. antysensownego RNA, ktory moglby wptywaé na poziom
translacji bialek systemu axe-txe. Skonstruowanie plazmidu, na ktorym geny
axe-txe znajdowaty si¢ pod kontrolg promotora heterologicznego, mozliwe byto
pod warunkiem, ze klonowany fragment DNA zawieral takze rejon promotora
pa. Fenomen ten moze potwierdza¢ istnienie dodatkowego mechanizmu
regulacji ekspresji genow kasety axe-txe.

Zaobserwowano, ze niektore systemy TA typu [ charakteryzuja sie
dodatkowymi mechanizmami regulacji ekspresji toksyny,
najczesciej zwigzanymi z dynamika struktury drugorzedowej i modyfikacjami
potranskrypcyjnymi mRNA. By¢ moze mechanizm regulacji ekspresji txe w
pewnym stopniu przypomina mechanizm regulacji translacji toksyny systemu
TA typu I tisB-istR1. Gen toksyny TisB poprzedzony jest nie ulegajacg translacji
sekwencja tisA; w wyniku kotranskrypcji tych sekwencji powstaje dlugi mRNA,
tworzacy liczne struktury drugorzedowe, miedzy innymi w rejonie sekwencji
wigzacej rybosom (ribosome binding site — RBS). Translacja fisB mozliwa jest
dopiero po zajsciu modyfikacji potranskrypcyjnej mRNA, polegajacej na
odcieciu  rybonukleotydow od konca 5’. Rybosom wiaze si¢ wtedy
niespecyficznie do znajdujacego si¢ powyzej RBS nieustrukturyzowanego
miejsca ,,stanby site”, co ulatwia jego pdzniejsze zwigzanie w rejonie RBS.
Dodatkowo antysensowny RNA IstR1 moze hybrydyzowa¢ z rejonem 5°-
UTR mRNA toksyny, a utworzony w ten sposob dupleks RNA trawiony jest
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przez RNaze III, wskutek czego powstaje krotki, nieaktywny translacyjnie
transkrypt tisB [37, 185]. Wydaje sie, ze stunuklotydowy odcinek obecny w
RNA, utworzonym w wyniku transkrypcji z pa., znajdujacy sie¢ powyzej txe
moze peli¢ funkcje regulatorowg. Analiza sekwencji nukloetydowej
znajdujacej sie¢ powyzej konca 5° tre wykazata obecnos¢ rejonu zblizonego
do sekwencji consensus miejsca wigzania rybosomu w odleglo$ci okoto
50 nukleotydéw powyzej kodonu startowego txe. Podobnie jak w przypadku
systemu tisB-istR1, regulacja ekspresji txe mogltaby zachodzi¢ m.in. na etapie
translacji. Mechanizm regulacji translacji txe moze by¢ zwigzany z modyfikacja
potranskrypcyjng mRNA powstajacego z promotora pa., hybrydyzacja mRNA
z antysensownym RNA powstajacym w wyniku transkrypcji z promotora pie
badz kombinacja obu tych czynnikow.

W trakcie wykonywania pracy badawczej zaobserwowalam, ze sekwencja
promotora p.. W warunkach in vitro jest rozpoznawana przez holoenzym
polimerazy RNA, zawierajacy podjednostke ¢’ (Ec’’). Budowa promotora pi.
wskazuje jednak, ze prawdopodobnie stanowi on cze$¢ regulonu Ec® -
holoenzymu odpowiedzialnego za ekspresje genow istotnych
m.in. w odpowiedzi komorek bakteryjnych na stres srodowiskowy. W zaleznos$ci
od budowy promotora, dzialania réznorodnych biatkowych czynnikéw
transkrypcyjnych oraz kombinacji obu tych elementéw, poszczegolne sekwencje
promotorowe w komorkach Escherichia coli moga by¢ rozpoznawane
preferencyjnie przez holoenzym Ec® lub Ec’’. Rejon -35 promotora py. znajduje
sie¢ w odleglosci 20 nukletydow od rejonu -10, a jego sekwencja DNA rozni si¢
od sekwecji consensus (4/6 nukleotydow identycznych). Podjednostka c°
polimerazy RNA  wydajniej niz ¢’° oddzialuje  z promotorami
charakteryzujacymi si¢ odlegta od consensus sekwencja rejonu -35
i suboptymalng dtugoscia fragmentu DNA obecnego pomigdzy miejscami -10 1 -
35 [47, 111, 112, 179]. Najczesciej spotykang i jedna z najbardziej istotnych
cech promotorow zaleznych od Ec® jest obecno$¢ cytozyny w pozycji -13
promotora [56, 111, 112, 153, 190], jest to rdwniez charakterystyczna cecha
promotora py. (rycina 40).
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Rycina 40. Schemat przedstawiajacy organizacj¢ rejonu promotora p.. kasety axe-
txe Miejsce startu transkrypcji z promotora pue Oznaczono pionowsa strzatka.
Zawierajaca motyw 5’ -TG — 3’, wydluzona sekwencje -10 oraz sekwencje -35
podkreslono. Na rycinie zaznaczono cechy pu. charakterystyczne dla promotorow
rozpoznawanych przez holoenzym Ec® [178, 179]

Figure 40. Organization of the putative promotor pne DNA region of the axe-txe TA
module. Vertical arrow indicates start of transcription driven form the pu. promoter. -35
and extended -10 sequences of the pw. promoter are underlined. Features specific for
the Ec’ regulon are dentoted on the diagram [178, 179]

Regulacja ekspresji niektorych operonéw TA powiazana jest z odpowiedzia
SOS komoérek bakteryjnych. Przyktadem mogg by¢ tutaj systemy TA typu I,
symER i tisB-istR1. Bialko LexA jest represorem transkrypcji genow kodujacych
toksyny tych systemow. Roéznorodne warunki stresowe moga powodowac
zahamowanie replikacji oraz powstawanie i kumulacje uszkodzen DNA. W
wyniku tego procesu, dochodzi do zaleznej od RecA autolizy LexA i uwolnienia
tego biatka z kompleksu z DNA, a w konsekwencji — do indukcji ekspres;ji
genow m.in. toksyn SymE i TisB [43, 95]. Ze wzgledu na charakterystyczng
budowe promotora p.., mozna przypuszczaé, ze regulacja ekspresji operonu
axe-txe moze ulega¢ modulacji w odpowiedzi na zmiany warunkoéw $rodowiska,
jednak zagadnienie to wymaga jeszcze dalszych badan.

Dane, ktore uzyskalam w trakcie realizacji pracy badawczej wskazuja,
ze sekwencja terminatorowa obecna w rejonie DNA ponizej konca 3’ genu txe
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jestistotna dla utrzymania w komorce odpowiedniej proporcji ilosci toksyny
i antytoksyny. Zaobserwowatam, ze tempo wzrostu hodowli bakterii niosgcych
kasete axe-txe pozbawiona sekwencji terminatorowej jest znacznie wolniejsze
niz tempo wzrostu komoérek niosagcych natywng wersje kasety. Fenomen
ten moze by¢ wynikiem zjawiska zblizonego do obserwowanego w przypadku
systemu hok-sok, nalezacego do typu I kaset TA. Modul hok-sok ztozony
jest z trzech elementdéw: biatkowej toksyny Hok, regulatorowego peptydu Mok
oraz stanowigcej antysensowny RNA, antytoksyny Sok. W wyniku transkrypcji
genoéw, kodujacych Mok iHok, powstaje bicistronowy, stabilny mRNA,
ktorego konce 5° i 3” ulegaja hybrydyzacji. Kotranslacja Mok 1 Hok mozliwa
jest dopiero po =zaj$ciu modyfikacji potranskrypcyjnej mRNA, polegajacej
na degradacji konca 3’ przez RNaze Il — enzym wigzacy si¢ m.in. do niektorych
struktur obecnych na koncach 3 RNA [77, 138]. Tego typu modyfikacja
umozliwia jednoczes$nie hybrydyzacje Sok z mRNA mok-hok, a powstalty w ten
sposob dupleks RNA ulega degradacji przez RNaze III, co ogranicza ilo$¢
produkowanej toksyny [95, 96, 97]. Jedna z zaleznosci, ktora moglaby
wyjasnia¢  zaobserwowany przeze mnie wplyw  obecnosci  sekwencji
terminatorowej axe-txe na dzialanie tego modutu, jest mozliwos¢ wzmacniania
przez strukture RNA obecna w tym rejonie sekwencji (rycina 29) degradacji
mRNA od konca 3°, co mogloby obniza¢ stabilnos¢ transkryptu txe, a w
konsekwencji ogranicza¢ skale syntezy toksyny w komoérce. Wydaje sie jednak
rownie prawdopodobne, ze regulacja ekspresji toksyny moze by¢ zwigzana z
mechanizmem przypominajagcym w pewnym stopniu regulacje translacji sok.
Regulacja ekspresji genéw kaset TA za posrednictwem antysensownego
RNA jest cechg charakterystyczng systemow TA typu I, natomiast zjawisko
represji transkrypcji, w wyniku oddzialywania biatkowej antytoksyny lub
kompleksu toksyna — antytoksyna z DNA, jest najczgSciej wystepujacym
mechanizmem autoregulacji kaset TA typu II. Obecnos¢ i budowa promotorow
Pie 1 paxe W rejonie kasety axe-txe oraz autoregulacja promotora p., moga
$wiadczy¢ o istnieniu skomplikowanego, wielostopniowego mechanizmu
regulacji ekspresji tego operonu. Podstawg mechanizmu regulacji ekspresji axe-
txe moga by¢ jednoczesnie dwa rodzaje zaleznos$ci: charakterystyczne dla kaset
TA typu II oraz obserwowane w przypadku systemow TA typu I. Okreslenie
doktadnego mechanizmu regulacji aktywnos$ci promotorow pue i pae Oraz
ekspresji tve wymaga jednak dalszych badan, w tym okre§lenia mechanizmu
dzialania systemu axe-txe w komodrkach bakterii zrodzaju Enterococcus.
Badania takie sa planowane jako kontynuacja prac opisanych w tej rozprawie.
Uwaza sig, ze glowna funkcjg plazmidowych modulow TA jest zapewnienie
stabilnego utrzymywania plazmidow w populacji komorek bakteryjnych. System
axe-txe funkcjonuje jako modul addykcyjny w komorkach bakterii nalezacych
do odlegltych ewolucyjnie  gatunkow  (Enterococcus  faecium, Bacillus
thuringiensis, Escherichia coli) [73]. Ztozona budowa operonu axe-txe oraz
prawdopodobnie wielostopniowa regulacja ekspresji jego genow moga sktania¢
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do przypuszczenia, ze modul ten moze posiada¢ takze inng biologiczng role.
Biatka systemu axe-txe i chromosomalnej kasety Escherichia coli, yefM-yoeB,
charakteryzuja si¢ wysokim stopniem podobienstwa sekwencji aminokwasowej.
Co wigcej, mechanizm dziatania toksyn kaset axe-txe i yefM-yoeB roéwniez jest
zblizony. Zarowno YoeB, jak i Txe jest endorybonukleaza ktora trawi mRNA w
miejscu znajdujacym si¢ w odleglosci trzech nukleotydéow ponizej kodonu
startowego AUG, wskutek czego dochodzi do zahamowania biosyntezy biatek
w komoérce [79,198]. Wykazatam, ze pomimo specyficznosci oddziatywan
pomiedzy toksynami i antytoksynami tych modutow, kompleksy biatek Axe-Txe
i YefM-YoeB wigzg si¢ wydajnie do sekwencji operatorowej spokrewnionego
systemu 1 moga w rézny sposob wpltywaé na aktywnos$¢ homologicznego
promotora. W obecnosci Axe poziom ekspresji genow z p,y ulega znacznemu
obnizeniu w poréwnaniu z efektem zaobserwowanym w przypadku
oddziatywania YefM na promotor p.,. Wplyw kompleksu biatek YefM-YoeB na
aktywno$¢ promotora p. jest poroéwnywalny z efektem zaobserwowanym w
przypadku oddzialywania Axe z promotorami obu systemow. Powyzsze rdznice
moga wynika¢ miedzy innymi =z rozbieznosci w budowie rejonow
operatorowych obu modutow, jednak zaobserwowane zaleznosci potwierdzajg
mozliwo$¢ posrednich interakcji pomiedzy spokrewnionymi systemami
kodowanymi w DNA chromosomalnym i plazmidowym, ktére polegatyby na
modulacji poziomu ekspresji genéow spokrewnionych kaset przez biatka systemu
homologicznego.

Wyniki przeprowadzonych w ostatnich latach badan wskazuja, ze obecnos¢
modutu yefM-yoeB w genomie bakterii Escherichia coli CFT073, zwigksza
konkurencyjno$¢ tego patogennego szczepu podczas kolonizacji pgcherza
moczowego [127]. Prawdopodobie kaseta yefM-yoeB jest rdwniez
zaangazowana w proces tworzenia biofilmu i powstawania komorek typu
wpersister” [99, 101, 105, 165]. Odkryty w chromosomalnym DNA Escherichi
coli modul yefM-yoeB wystepuje rowniez w DNA chromosomalnym bakterii z
rodzaju Staphylococcus [41, 126]. Komoérki Enterococcus, zawierajace
plazmidy, w ktérych obecna jest kaseta axe-txe, moga przekazywac je na drodze
horyzontalnego transferu genéw m.in. do komorek Staphylococcus sp. [49, 191].
Wydaje si¢ zatem prawdopodobne, ze kaseta axe-txe mogtaby wplywacé na
fizjologie komorek bakteryjnych, w tym na procesy takie jak patogeneza lub
formowanie biofilmu, bezposrednio badz poprzez interakcje
z chromosomalnymi kasetami TA.
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7. WNIOSKI

Glownym celem mojej pracy byto zbadanie mechanizmu regulacji ekspresji
genow kasety toksyna-antytoksyna typu II, axe-txe, pochodzacej z patogennej
bakterii Enterococcus faecium. Dane uzyskane w eksperymentach opisanych
w niniejszej pracy pozwolity na okreslenie, w jaki sposob zbudowany jest
operon axe-txe, jaka jestrola biatlek Axe iTxe w regulacji tego operonu
oraz w jakim stopniu biatka spokrewnionych systemow yefM-yoeB oraz axe-txe
moga wptywaé na regulacje ekspresji genéw systemu homologicznego. Wyniki
przeprowadzonych przeze mnie badan sugeruja, ze budowa oraz mechanizm
regulacji ekspresji gendow operonu axe-txe rézni si¢ od kanonicznego modelu
przyjetego dla systemow TA typu IL

Wykazalam, ze geny kodujace antytoksyne i toksyne znajduja si¢ pod
kontrola, cechujacego sie¢ wysoka aktywnoscig transkrypcyjng, promotora p,. W
obrgbie genu kodujacego antytoksyne obecny jest dodatkowy promotor pae,
ktorego aktywno$¢ zmierzona in vivo jest okoto dwudziestokrotnie nizsza niz
aktywno$¢ promotora p, jednak porownywalna zaktywnoscia jedynego
promotora homologicznej kasety yefM-yoeB. Transkrypcja zachodzaca z
promotora p.. skutkuje prawdopodobnie produkcja dodatkowej puli toksyny
Txe. W obrebie genu kodujacego toksyne obecna jest sekwencja promotorowa
P, ktOrej aktywno$¢ potwierdzitam w do$wiadczeniach in vitro. W tych
warunkach, transkrypcja z promotora p,. zachodzi w kierunku przeciwnym niz
transkrypcja  z pozostatych  promotorow  kasety axe-txe, co pozwala
przypuszczaé, ze powstajacy z pw. produkt moze mie¢ charakter
antysensownego, regulatorowego RNA. Wyniki przeprowadzonych in vivo i
in vitro badan wskazuja na obecno$¢ terminatora transkrypcji w rejonie DNA
ponizej konca 3’ genu frxe. Sekwencja, w obrebie ktorej kodowany jest
terminator, jest istotna dla utrzymania w komorce odpowiedniej proporcji ilosci
toksyny 1 antytoksyny.

Potwierdzitam, Ze operon axe-txe podlega autoregulacji, w ktorej antytoksyna
pehi rolg stosunkowo stabego represora transkrypcji zachodzacej z promotora
Dpa, za$ kompleks toksyna-antytoksyna wigze si¢ efektywnie do rejonu
operatorowego axe-txe, powodujac wydajna represje promotora pa.

Wyniki przeprowadzonych in vivo i in vitro badan wskazuja, ze biatka
spokrewnionych systemow axe-txe i yefM-yoeB moga wpltywac¢ na ekspresje
gené6w homologicznego systemu toksyna-antytoksyna, co moze miec istotne
znaczenie w procesach patogenezy lub formowania biofilmu.
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9. STRESZCZENIE

Bakterie z rodzaju Enterococcus sa jedna z gtownych przyczyn infekcji ran
pooperacyjnych i trzecia co do czestosci przyczyna infekcji dréog moczowych
u ludzi. Powaznym problemem w terapii tego typu zakazen jest obserwowany
w ostatnich latach wzrost liczby szczepow Enterococcus opornych na wiele grup
antybiotykow, w tym antybiotyki glikopeptydowe (np. wankomycyng).
Determinanty opornosci na antybiotyki bakterii nalezacych do tego rodzaju
najczesciej zakodowane sg3 w DNA plazmidowym i moga by¢ przekazywane
poprzez horyzontalny transfer genow do komodrek bakterii innych gatunkow,
w tym do wysoce wirulentnych szczepdw Sthaphylococcus aureus. Jednym
z czynnikdw zapewniajacych stabilne utrzymywanie plazmidowego DNA
w populacji bakteryjnej sg moduly toksyna — antytoksyna (TA), nazywane
rowniez systemami addykcyjnymi. Systemy toksyna — antytoksyna zbudowane
sa najczesciej z pary gendéw, z ktorych jeden koduje stabilng toksyne, a drugi —
niwelujaca jej dzialanie labilng antytoksyne. Wskutek podzialu komorki
macierzystej, komorki potomne wraz zcytoplazmg otrzymuja komponenty
systemu toksyna — antytoksyna. Komorki, ktére nie odziedziczyly kopii
plazmidu niosgcego kasete TA, nie maja mozliwosci syntezy antytoksyny de
novo, wobec czego dochodzi do akumulacji aktywnej toksyny i zahamowania
podzialow lub $mierci komoérki w  wyniku jej dziatania.Dotychczas
scharakteryzowano pig¢ typow kaset TA, réznigcych si¢ molekularng natura
antytoksyn oraz mechanizmem regulacji ekspresji genow.

Modut toksyna — antytoksyna axe-txe zostal odkryty w 2003 roku w DNA,
niosgcego szereg determinant antybiotykoopornosci, plazmidu pRUM,
wyizolowanego z patogennego szczepu bakterii Enterococcus faecium U37.
Pdzniejsze badania wykazaly, ze jest kodowany w plazmidowym DNA wielu
lekoopornych, patogennych szczepow Enterococcus sp. Szczegdtowe poznanie
budowy i mechanizmu regulacji ekspresji operonu axe-txe mogtoby umozliwi¢
praktyczne wykorzystanie tego modutu, w tym rdwniez opracowanie strategii
antybakteryjnej, ktéra moglaby czgsciowo rozwigza¢ narastajacy problem
antybiotykoopornosci bakterii. Dotychczas jednak wiedza na temat regulacji
ekspresji genow tego modutu byta bardzo ograniczona.

Dane uzyskane w eksperymentach opisanych w tej pracy jednoznacznie
wskazuja, ze modul axe-txe charakteryzuje si¢ unikatowa budowa operonu
oraz moze podlega¢ skomplikowanej wielostopniowej regulacji ekspresji genow,
obejmujacej kontrole na etapie transkrypcji i translacji. Mechanizm kontroli
ekspresji gendw axe-trxe stanowi¢ moze potaczenie dwoch poznanych wczesniej
sposobow regulacji charakterystycznych dla systeméw TA typu II itypu L
Co wiecej, wyniki moich badan wskazuja, ze ekspresja genow axe-txe
prawdopodobnie moze zmienia¢ si¢ w odpowiedzi na zmiany warunkow
srodowiska. Ponadto wraz z danymi literaturowymi sugeruja, ze kaseta axe-txe
mogtaby wplywa¢ na fizjologie komorek bakteryjnych, w tym na procesy
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takie jak patogeneza lub formowanie biofilmu, bezpos$rednio badz poprzez
interakcje z chromosomalnymi kasetami TA.
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10. SUMMARY

Mechanism of gene expression regulation of the Axe-Txe toxin-antitoxin
complex of a pathogenic bacterium Enterococcus faecium

Enterococci are among the most important nosocomial opportunistic
pathogens. Bacteria of Enterococcus species are the main cause of surgical
wounds’ infections and the third cause of urinary tract infections. Antibiotic
resistance of Enterococcus sp. has been of growing concern for a number of
years. For instance, the risk of death from glycopeptide—resistant enterococci is
much higher, achieving even 75%, compared with 45% for those infected
with a susceptible strain. Enterococcal antibiotic resistance genes are often
encoded in a plasmid DNA and may be transferred horizontally to other species
of clinically important bacteria, including highly virulent strains of
Sthaphylococcus aureus.

Plasmids generally impose a fitness cost to the host bacterium.
One of the effective ways to promote plasmid maintenance in a non-selective
environment are toxin — antitoxin (TA) systems. TA systems are usually
composed of two genes controlled by a single promoter. One of TA system
genes encodes a stable toxin protein and the other one — a labile antitoxin, which
neutralizes the effect of the toxin. TA cassettes are also called addictive systems,
due to the fact that the inability of antitoxin de novo synthesis in dughter cells,
which did not inherit a plasmid copy, results in toxin activation and cell death.
TA cassettes are classified into five types on the basis of molecular nature of
antitoxins and different mechanisms of gene expression regulation.

The axe-txe module was first discovered in 2003 in a multidrug resistant
plasmid pRUM of pathogenic strain Enterococcus faecium U37. A large body of
evidence suggests that the axe-txe cassette is associated with many multidrug
resistant plasmids of other pathogenic Enterococcus strains. As axe—txe appears
to be widespread in multidrug resistant enterococci, including vancomycin
resistant ones, the induction of toxin Txe activity could be an effective
antibacterial strategy. Development of such a strategy requires, among other
factors, a knowledge of the precise mechanism of axe-txe gene expression
regulation.

Data presented in this dissertation suggests that the axe-txe TA system
represents a novel model of gene expression regulation and operon composition.
Interestingly, the data implies that the regulation of axe-txe gene expression is
probably multilayered and exerted at both transcription and translation stage.
The results presented in this study also indicate that the axe-txe operon shares
features of two types of TA modules: type II and type 1. On the basis of the data
presented in this work and available literature, I also propose that the plasmid
encoded axe-txe system may affect bacterial physiology, pathogenesis and
biofilm formation directly or indirectly trough influence gene expression of
chromosomal toxin—antitoxin systems.



