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STRESZCZENIE

STRESZCZENIE

Zakazenia drog moczowych, wywotywane przez uropatogenne szczepy E. coli,
nalezg do najczesciej wystepujacych zakazen bakteryjnych. Dlatego tak ogromnie
wazne sg badania dotyczace molekularnych aspektow podstaw patogennosci tych
szczepow, dzieki ktérym mozliwe jest projektowanie skutecznych chemoterapeutykéw.

Kluczowym etapem patogenezy wielu chorobotwérczych mikroorganizmow jest
ich adhezja do powierzchni komoérek gospodarza, mozliwa dzieki obecnosci na
powierzchni patogena struktur adhezyjnych, do ktorych nalezg fimbrie Dr. Sg one
homopolimerami ztozonymi z biatek podjednostkowych adhezyny DraE i stanowig
gtéwny czynnik wirulencji uropatogennych szczepow E. coli Dr’, wywotujgcych
przewlekte infekcje goérnych drég moczowych. W transporcie podjednostkowych biatek
fimbrialnych na zewnatrz komorki bierze udziat biatko opiekuncze DraB oraz biatko
kanatotwércze DraC. Biatko opiekuncze DraB jest odpowiedzialne za dostarczenie
adhezyny DraE do miejsca polimeryzaciji fimbrii Dr, czyli do zlokalizowanego w btonie
zewnetrznej biatka DraC.

Biatko kanatotworcze DraC, bedace przedmiotem badan pracy doktorskiej, jest
najmniej poznanym biatkiem kodowanym przez operon dra uropatogennych szczepow
E. coli Dr*. Uzyskane rezultaty dostarczyty nowych informacji, a takze zweryfikowaty
niektore dane dotyczace biatka DraC.

Przeprowadzona poréwnawcza analiza sekwencyjna biatek rodziny FUP, do
ktorych nalezy DraC, wykazata, iz biatka te charakteryzujg sie wysokim poziomem
homologii, bedacym bezposrednim efektem funkcji, jakie te biatka petnig w systemie
biogenezy struktur adhezyjnych typu ,chaperone — usher’. Pokazata takze, iz w
sekwencji i strukturze biatek FUP mozna sie doszukiwa¢ adaptacji zwigzanych z
udziatem tych biatek w biogenezie struktur adhezyjnych, w ktérej biorg tez udziat biatka
opiekuncze typu FGS i FGL. Podobnie jak w przypadku rodziny periplazmatycznych
biatek opiekunczych rowniez biatka typu FUP mozna podzieli¢ na dwie podrodziny.
Podstawg tego podziatu w obu przypadkach jest udziat tych biatek w biogenezie struktur
adhezyjnych o formie homopolimeru (struktury typu FGL) lub heteropolimeru (struktury
typu FGS).
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Skonstruowano szczep E. coli, charakteryzujgcy sie kontrolowang ekspresjg
gendw kodujacych biatko ,usher" DraC z domeng oligohistydynowg na C-koncu oraz
biatek DraB i DraE. Szczep ten stanowit wygodny model badawczy do doswiadczen in
vivo badania oddziatywan kompleksu biatko opiekuncze DraB-podjednostka strukturalna
DraE z kanatotworczym biatkiem DraC i jego formami mutantowymi oraz wyznaczenia
kluczowych reszt aminokwasowych w sekwencji biatka DraC odpowiedzialnych za to
oddziatywanie. Na bazie tego modelu badawczego skonstruowano 17 plazmidéw
zawierajgcych rézne mutacje punktowe w obrebie genu draC i w wyniku
przeprowadzonych doswiadczen z wykorzystaniem mikroskopii immunofluorescencyjnej,
techniki Western blotting, testu hemaglutynacji ludzkich erytrocytéw oraz doswiadczen
na linii komérkowej HeLa wykazano, ze szczepy produkujgce zmutowane formy biatka
DraC w miejscach Trp142/Ala, Cys64/Ala, Cys100/Ala i Phe4/Ala charakteryzujg sie
obnizong zdolno$¢ do biogenezy fimbrii Dr. Pokazano ponadto uzytecznosc
skonstruowanego modelu badawczego w produkcji réznych zewnagtrzkomdrkowych
struktur adhezyjnych z rodziny Dr lub chimerycznych adhezyn, zawierajgcych
heterologiczne wstawki, np. determinanty antygenowe.

Zweryfikowano sekwencje nukleotydowe genoéw draC i afaC-3 zdeponowane w
bazie NCBI. Poréwnanie otrzymanych sekwencji draC i afaC-3 wykazato 100%
homologie miedzy tymi genami.

Do badan in vitro oddziatywan biatka DraC z pozostatymi biatkami procesu
biogenezy fimbrii Dr, DraB i DraE, otrzymano oczyszczone preparaty biatkowe DraB,
DraEdsc, DraDdsc i N-terminalnej domeny biatka DraC. Mimo wielokrotnych préb nie
udato sie otrzymacé¢ kompleksow biatka opiekunczego DraB i podjednostki adhezyjnej
DraE, a takze biatka DraC w wystarczajgcej ilosci. Z powyzszych powodow mozliwe
byto tylko wykonanie badan oddziatywania domeny N-terminalnej biatka DraC z
poszczegolnymi biatkami DraB, DraEdsc i DraDdsc. Badania technikg mikrokalorymetrii
izotermalnej wskazaty na brak oddziatywan miedzy tymi biatkami, najprawdopodobniej
do utworzenia funkcjonalnego kompleksu z biatkiem DraC konieczne jest pierwotne
utworzenie kompleksu DraB/DraE. Brak oddziatywan domeny N-terminalnej biatka DraC

z biatkiem DraDdsc potwierdza wyniki innych badan przeprowadzanych w Katedrze
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Mikrobiologii PG, ze biatko inwazyny DraD nie jest biatkiem inicjujgcym proces

polimeryzacji fimbrii Dr.
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2. CZESC TEORETYCZNA

2.1. Wprowadzenie

Bakteryjne zakazenia drég moczowych, wsrdéd ktérych wyrdézniamy m.in.
zapalenie pecherza moczowego, zapalenie gruczotu krokowego oraz odmiedniczkowe
zapalenie nerek, naleza do najbardziej rozpowszechnionych schorzen infekcyjnych
wystepujacych u ludzi. Wedtug statystyk stanowig one okoto 20% wszystkich zakazen
pozaszpitalnych oraz okoto 50% zakazenh szpitalnych [Dutawa, 1998]. Pomimo, iz nie
stanowig zagrozenia dla zycia pacjenta, sg bardzo ucigzliwymi infekcjami, a ponadto
koszt ich leczenia w samych tylko Stanach Zjednoczonych przekracza miliard dolarow
rocznie [Ortowski, 1998]. Na dolegliwosci zwigzane z chorobami ukfadu moczowego
bardziej podatne sg kobiety niz mezczyzni, co zwigzane jest z réznicg w budowie
anatomicznej. Zakazenie wystepuje u nich 3-4 razy czesciej. Szacuje sie, ze co druga
kobieta przynajmniej raz w zyciu doswiadczyta infekcji drég moczowych, u 20-40% z
nich rozwijajg sie nawracajace infekcje [Stanton i Dwyer, 2000]. Szczegdlnie narazone
na zakazenia sg kobiety w cigzy, u ktérych infekcja prowadzi do wielu groznych
powiktan (opdznienie rozwoju ptodu, uszkodzenie nerek, przedwczesny porod).

Ponad 80% infekcji drdg moczowych powodowana jest przez uropatogenne
szczepy Escherichia coli (ang. Uropathogenic Escherichia coli — UPEC) [Svanborg i
Godaly, 1997].

Organizm wytworzyt wiele mechanizméw obronnych przed zakazeniem.
Swobodny przeptyw moczu powoduje sptukiwanie bakterii, natomiast jego kwasny
odczyn znacznie hamuje namnazanie bakterii. Innymi czynnikami chronigcymi przed
infekcja sa komorki uktadu immunologicznego. Dodatkowo bariere ochronng stanowi
ztuszczanie zainfekowanych komorek nabtonkowych pecherza moczowego. W obliczu
tak silnej obrony komoérkowej gospodarza, uropatogenne szczepy E. coli, aby przetrwac,
produkujg szereg czynnikdw wirulencji, ktére umozliwiajg im Kkolonizacje uktadu
moczowego. Nalezg do nich hemolizyny, antygeny O oraz struktury adhezyjne,
wystepujace w roznych postaciach morfologicznych (pilie, fimbrie lub otoczki).
Powierzchniowo zlokalizowane adhezyny sg gtownym czynnikiem zjadliwosci tych

bakterii, gdyz ich zdolno$¢ wigzania sie do komorek nabtonkowych wyscietajgcych drogi
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moczowe jest pierwszym i zarazem decydujgcym etapem determinujgcym patogennosé¢
szczepow E. coli.

Przewlekte i nawracajgce infekcje uktadu moczowego stanowig takze powazny
problem terapeutyczny, a mozliwosci opanowania tych zakazeh za pomocag
antybiotykdw i chemoterapeutykow, wobec narastajgcej opornosci drobnoustrojow, sg
niewystarczajgce. Z tego powodu ogromnie wazne sg badania dotyczace molekularnych
mechanizméw patogennosci tych drobnoustrojéw, a zdobyta wiedza moze byc¢
podstawg do  racjonalnego  projektowania  nowych i skuteczniejszych

chemoterapeutykow.

2.2. Struktury adhezyjne uropatogennych szczepoéw E. coli

Adhezyny bakteryjne to najczesciej polimeryczne organella zlokalizowane na
powierzchni komorki. Sg one odpowiedzialne za kluczowy etap w patogenezie danego
organizmu jakim jest wigzanie sie do swoistego receptora komérek gospodarza. Ta
specyficznosé determinuje, ktory organizm i ktéra konkretna tkanka jest zasiedlana
przez bakterie [Krogfelt i wsp., 1991]. Struktury adhezyjne pomagajg drobnoustrojowi
przeciwstawiaC sie sitom mechanicznym wystepujgcym w organizmie gospodarza,
majacym na celu ich usuwanie z organizmu. Przytwierdzanie sie bakterii do komodrek
gospodarza zapoczatkowuje réwniez serie sygnatdw zaréwno u bakterii jak i komorek
gospodarza, wptywajacych na rozwdj infekcji. Ponadto, adhezja moze indukowac
ekspresje nowych genow bakteryjnych istotnych dla procesu patogenezy.

Do najlepiej poznanych i najpowszechniej wystepujacych adhezyjnych czynnikow
wirulencji produkowanych przez uropatogenne szczepy E. coli nalezg pilie typu 1 i pilie
typu P (Rys. 1). Organella te majg dtugos¢ okoto 2 um i charakteryzujg sie podobng
strukturg. Sktadajg sie z dwoch elementow strukturalnych: sztywnego helikalnego
rdzenia o Srednicy zewnetrznej okoto 7 nm, zakotwiczonego w btonie zewnetrznej
bakterii oraz cienkiego, elastycznego fibryllum o $rednicy zewnetrznej od 2-3 nm,
znajdujgcego sie na szczycie pili.

Struktury adhezyjne uropatogennych szczepow E. coli wykazujg specyficznosé w
stosunku do receptoréw wystepujacych w roéznych tkankach gospodarza. Pilie typu P

rozpoznajg reszty a-D-galaktopyranozylo-(1-4)-3-D-galaktopyranozydu
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charakterystyczne dla komérek nabtonkowych gérnych drég uktadu moczowego [Striker
i wsp., 1995], stad bakterie wytwarzajgce pilie typu P powodujg najczesciej ostre
odmiedniczkowe zapalenie nerek. Pilie typu 1 wigzg sie z glikoproteinami zawierajgcymi
mannoze, znajdujgcymi sie miedzy innymi w btonie komérek nabtonka pecherza
moczowego [Connel i wsp., 1996], a szczepy eksprymujgce te adhezyny sg

odpowiedzialne za wywotywanie infekcji tego narzadu.

PapG
) PapF
FimH
PapE 10-1c0 ( !
) FimG
PapK 6’ FimF
o> .
47 =7y
e;._{E; PapA >1000 é?z"g FimA 1000
o) a2
S =
o Y

[ 4

pilie typu P pilie typu 1
Rys. 1. Schemat budowy pilii typu P i pilii typu 1 uropatogennych szczepéw E. coli [Rernaut i

wsp., 2008].

Nastepng, co do czestosci wystepowania grupg struktur adhezyjnych sg
adhezyny rodziny Dr, do ktorych nalezg miedzy innymi afimbrialne adhezyny Afa1 i Afa3
oraz fimbrie Dr. Nazwa rodziny adhezyn Dr zwigzana jest ze zdolnoscig tych biatek do
rozpoznawania receptora DAF (ang. Decay-Accelerating Factor), bedgcego nosnikiem
antygenu grup krwi Dr? [Carnoy i Moseley, 1997], ktérego naturalng funkcjg jest supresja
uktadu dopetniacza. Receptory DAF obecne sga na powierzchni erytrocytow oraz
réznych typow komoérek nabtonkowych (uktadu moczowego, zotadka, jelit oraz uktadu
oddechowego). Szczepy E. coli Dr* posiadajg zdolno$¢ do wywotywania hemaglutynaciji
poprzez wigzanie receptora komorkowego DAF na powierzchni erytrocytow. Fimbrie Dr
wykazujg rowniez zdolnos¢ wigzania sie do kolagenu typu IV - receptora wystepujacego
w btonie podstawnej komorek kanalikow nerkowych oraz torebki Bowmana [Westelund i
wsp., 1989]. Ta wiasnos¢ powoduje, ze szczepy E. coli Dr' po inwazji do komorek
nabtonkowych sg bardzo trudne do zwalczenia przez uktad odpornosciowy gospodarza

oraz leki.
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Bakterie E. coli produkujgce struktury adhezyjne rodziny Dr wywotujg wiele
choréb, wsréd ktorych wyrézni¢é mozna odmiedniczkowe zapalenie nerek, zapalenie
pecherza moczowego, przewlekte biegunki u dzieci i nawracajace infekcje uktadu
moczowego u mtodych kobiet. Kobiety ciezarne sg szczegdlnie narazone na zakazenia
uktadu moczowego, gdyz w czasie cigzy nastepuje wzrost ekspresiji receptora DAF, co
chroni ptdd przed cytotoksycznym dziataniem uktadu dopetniacza i jednoczesnie utatwia
komorkom E. coli Dr+ kolonizowa¢ komorki nabtonkowe uktadu moczowego [Connolloy i
wsp., 1999; Ortowski, 1998].

2.3. Biogeneza struktur adhezyjnych bakterii Gram-ujemnych na przyktadzie
fimbrii Dr uropatogennych szczepéw E. coli Dr+

Do syntezy zewnagtrzkomoérkowych struktur adhezyjnych patogenne bakterie
Gram-ujemne bardzo czesto wykorzystujg silnie zakonserwowany szlak sekrecji typu
biatko opiekuncze/zewnatrzkanatowe biatko kanatowe (ang. chaperone/usher).
Zakonserwowanie dotyczy zaréwno organizacji genetycznej operonu kodujgcego biatka
zaangazowane w tworzenie struktur adhezyjnych, jak i sekwencji aminokwasowej oraz
struktury poszczegdlnych biatek tego szlaku. Szczegdlnie wysokim stopniem
podobieAstwa charakteryzujg sie periplazmatyczne biatka opiekuncze, wykazujace
wysokg homologie sekwencyjng oraz strukturalna.

Fimbrie Dr, powstajg na drodze mechanizmu biogenezy typu ,chaperone-usher”.
Po raz pierwszy zostaty one zidentyfikowane w klinicznym szczepie E. coli O75:K5:H,
wywotujgcym odmiedniczkowe zapalenie nerek [Carnoy i wsp., 1997]. Biatka konieczne
do biogenezy fimbrii Dr kodowane sg przez operon dra, sktadajgcy sie z szesciu genow:
draA, draB, draC, draD, draP oraz drakE [Nowicki i wsp., 2001] (Rys. 2).

Masa biatka 11,7 23,9 90,2 13,2 6,2 15
Nazwagenu draA  draB draC draD draP draE

Rys. 2. Organizacja genoéw w operonie dra, kodujgcych biatka uczestniczace w biogenezie
fimbrii Dr.
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Fimbrie Dr sg homopolimerami o $rednicy okoto 2 nm, zbudowanymi tylko z
jednego rodzaju biatka podjednostkowego DraE, petnigcego funkcje adhezyny.
Najprawdopodobniej biatko DraD lokalizowane jest na szczycie fimbrii Dr i wzmacnia
proces inwazji komorki bakteryjnej do wnetrza komérek nabtonka drég moczowych. Z
tego powodu biatko to czesto nazywane jest inwazyng DraD. Wykazano obecnosc¢ tego
biatka w duzym stezeniu w otoczce komorki bakteryjnej. Funkcja biatka DraD w
patogenezie nadal jest niejasna. Biatko DraB jest periplazmatycznym biatkiem
opiekunczym (ang. chaperone), ktére jest odpowiedzialne za poprawne fatdowanie
adhezyny DraE, do postaci zdolnej do polimeryzacji [Pigtek i wsp., 2005]. Biatko DraC
(ang. usher) tworzy kanat w btonie zewnetrznej bakterii, poprzez ktéry odbywa sie
proces asocjacji kolejnych podjednostek DraE w strukture fimbrialng. Geny draA i draP
kodujg biatka odpowiedzialne za regulacje ekspresji genéw operonu dra. Rysunek 3
przedstawia mechanizm biogenezy fimbrii Dr proponowany na podstawie badan

przeprowadzonych m. in. w Katedrze Mikrobiologii PG [Piatek i wsp., 2005].

DraD

Fimbria Dr
$~2nm

Periplazma

Cytoplazma

Rys. 3. Schemat mechanizmu biogenezy struktur adhezyjnych typu ,chaperone/usher”
przedstawiony na przyktadzie fimbrii Dr uropatogennych szczepéw E. coli.
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Proces biogenezy struktur adhezyjnych z uzyciem szlaku sekrecji typu
,chaperone/usher’ rozpoczyna sie od transportu podjednostek biatkowych przez btone
wewnetrzng. Podjednostki strukturalne sg produkowane w cytoplazmie jako prekursory
biatek periplazmatycznych. Prebiatka posiadajg N-terminalng sekwencje sygnalna, ktéra
jest odcinana przy wejsciu do periplazmy przez znajdujgcq sie w btonie wewnetrznej
peptydaze sygnalng Sec. Po przejsciu do periplazmy biatka podjednostkowe, dzieki
posiadaniu na powierzchni licznych hydrofobowych reszt aminokwasowych, ulegajg
niespecyficznemu wigzaniu z periplazmatyczng czescig btony wewnetrzne;.
Niestabilnos¢ nowo syntetyzowanych biatek DraE wynika z ich specyficznej budowy.
Wszystkie biatka podjednostkowe struktur fimbrialnych powstajgcych na drodze
,chaperone-usher” posiadajg strukture immunoglobulino-podobng (Ig-podobna).
Oznacza to, iz podjednostka jest zbudowana z szesciu, a nie jak klasyczna struktura
immunoglobulinowa z siedmiu p-harmonijek. Efektem takiej budowy jest wystepowanie
w strukturze podjednostki gtebokiej bruzdy tworzonej gtéwnie przez hydrofobowe reszty
aminokwasowe szoéstej B-harmonijki, znajdujacej sie na C-terminalnym konhcu biatka. W
efekcie tego podjednostki strukturalne nie sg wstanie spontanicznie w trakcie procesu
fatdowania uzyskac¢ stabilnej struktury Ig (Rys. 3, Etap I).

Periplazmatyczne biatko opiekuncze DraB rozpoznaje eksponowane z bfony
wewnetrznej fragmenty biatka podjednostkowego DraE i nastepnie uwalnia je do
przestrzeni periplazmatycznej w postaci kompleksu DraB/DraE. Podjednostki fimbrialne,
ktdre nie zwigzq sie z biatkiem opiekunczym tworzg agregaty i sq degradowane przez
proteazy periplazmatyczne. Obecnos¢ biatka opiekunczego DraB warunkuje uzyskanie
przez podjednostki strukturalne DraE fizjologicznej struktury. Biatko DraB tworzgc
kompleks z biatkiem podjednostkowym DraE stabilizuje je, zapobiegajgc agregacji i
proteolitycznej degradacji [Piatek i wsp., 2005]. Jednoczesnie kompleks ten
uniemozliwia spontaniczng, nieukierunkowang polimeryzacje podjednostek DraE przed
dotarciem do miejsca polimeryzacji. Periplazmatyczne biatko opiekuncze posiada w
swej strukturze B-harmonijke donorowa, ktéra stabilizuje strukture podjednostki DraE,
wypetniajac jej hydrofobowg szczeline i uzupetniajgc strukture Ig-podobna. W rezultacie
podjednostka DraE ma mozliwos¢ prawidtowego fatdowania i uzyskuje strukture zdolng

do polimeryzacji. Uzupetnianie przez biatko opiekuncze brakujgcej siodmej B-harmonijki
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podjednostki strukturalnej nosi nazwe mechanizmu komplementacji nici donorowej (Rys.
3, Etap II).

Kompleks podjednostka strukturalna DraE-biatko opiekuncze DraB jest
transportowany do zlokalizowanego w btonie zewnetrznej biatka kanatotwérczego DraC,
poprzez ktéry odbywa sie proces liniowej asocjacji podjednostek DraE w funkcjonalng,
fimbrie. Ze wzgledu na funkcje biatka DraC przyjeta sie dla niego angielska nazwa —
,2usher’. Tam ni¢ donorowa biatka opiekunczego jest wymieniana na B-harmonijke
donorowg nowej podjednostki w procesie zwanym mechanizmem wymiany nici
donorowej, czemu towarzyszy dysocjacja biatka opiekunczego [Sauer i wsp., 1999]. W
efekcie struktura Ig podjednostki fimbrialnej zostaje uzupetniona przez N-terminalng
sekwencje pochodzacg z innej podjednostki, petnigc doktadnie tg samg funkcje, co
donorowa [-harmonijka biatka opiekunczego. Nastepuje polimeryzacja podjednostek
biatkowych w funkcjonalny zewnatrzkomoérkowy polimer i ich sekrecja na zewnatrz
komorki  bakteryjnej. Proces polimeryzacji podjednostek adhezyny na drodze
.chaperone-usher’” odbywa sie w uktadzie ,glowa do ogona”. Taki typ oddziatywan
polega na wigzaniu sie N-kohcowej sekwencji (nici donorowej) jednej podjednostki
(gtowa) do C-terminalnej szczeliny akceptorowej drugiej podjednostki (ogon). Tworzenie
sie fimbrii nie wymaga nakfadu energii z zewnatrz. Sitg napedowa polimeryzacji jest
wystepowanie w kompleksie biatko opiekuncze-podjednostka pewnych napieé
konformacyjnych, gdzie podjednostka adhezyny znajduje sie w stanie
wysokoenergetycznym. W wyniku reakcji wymiany nici nastepuje stabilizacja biatka
DraE, a uwolniona energia zostaje wykorzystana w procesie wydtuzania sie fimbrii (Rys.
3, Etap IlI).

Biatko DraD, podobnie jak biatko DraE, posiada strukture Ig-podobng z
charakterystyczng szczeling akceptorowg. Jednak w przeciwienstwie do adhezyny
DraE, nie posiada sekwencji odpowiadajacej N-terminalnej nici donorowej [Jedrzejczak i
wsp., 2006]. W sekrecji biatka DraD na powierzchnie komorek uropatogennych
szczepow E. coli nie bierze udziatu biatko DraC. Inwazyna DraD ulega sekrecji przez
btone zewnetrzng za pomoca szlaku sekrecji typu Il z udziatem biatka GspD [Zalewska-
Piagtek i wsp., 2008]. Dokowanie DraD na szczycie fimbrii najprawdopodobniej nastepuje

dopiero na powierzchni komérki przy odpowiednio duzym jego stezeniu w otoczce.
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Zaobserwowano, iz istnieje zaleznos¢ miedzy morfologig struktur adhezyjnych, a
budowg biatek opiekunczych uczestniczacych w ich powstawaniu. Catg rodzine biatek
opiekunczych mozna podzieli¢ na dwie podrodziny. Podziat ten opiera sie na réznicy w
dtugosci petli aminokwasowej taczacej B-harmonijki F1 i G1 w domenie N-terminalne;j.
Prawdopodobnie duze wahania w dlugosci petli F1-G1 w rdéznych biatkach
opiekunczych zwigzane sg z ich specyficznoscig do podjednostek piliowych, budujgcych
rézne uktady adhezyjne. Na podstawie tej dtugosci, periplazmatyczne biatka opiekuncze
mozna podzieli¢ na dwie podrodziny: podrodzine FGS (ang. F1-G1 short) obejmujaca
biatka posiadajace petle o dtugosci od 10 do 20 reszt aminokwasowych i podrodzine
FGL (ang. F1-G1 long) grupujacy biatka posiadajgce w swej strukturze petle o dlugosci
od 21 do 29 reszt aminokwasowych. W biogenezie heteropolimerycznych struktur
adhezyjnych o morfologii pili (np.: pile typu P i 1) biorg udziat biatka opiekuncze typu
FGS (np.: PapD, FimC), natomiast w biogenezie struktur homopolimerycznych o
morfologii cienkich fimbrii (np.: fimbrii Dr) biorg udziat biatka typu FGL (np.: DraB,
Caf1M) [Hung i wsp., 1996; Zavialov i wsp., 2003].

2.4. Biatka kanatotwércze btony zewnetrznej uropatogennych szczepéw E.
coli

Biatka btonowe majg ogromne znaczenie biologiczne i spetniajg bardzo wazne
funkcje fizjologiczne. Z tego powodu wzbudzajg one duze zainteresowanie jako cele
molekularne dla szerokiego arsenatu chemoterapeutykéw. Prowadzone sg szeroko
zakrojone badania podstawowe biatek btonowych nie tylko dla celéw poznawczych,
ale takze aplikacyjnych, np. dla racjonalnego projektowania potencjalnych inhibitoréw
anty-bakteryjnych.

Wszystkie znane bakteryjne biatka btony zewnetrznej, posiadajg strukture tzw. j3-
beczki, ztozong z parzystej liczby anty-rownolegtych, transmembranowych B-harmonijek,
nachylonych do btony pod katem 45° (Rys. 4). Budowa ta odroznia je od bakteryjnych
biatek btony wewnetrznej zbudowanych gtéwnie z transmembranowych a-helis. C- i N-
terminalne fragmenty biatek zewnatrzbtonowych znajdujg sie w periplazmie. Potgczenia
miedzy B-harmonijkami w periplazmie sg zdecydowanie krétsze od petli tgczacych nici

skierowane na zewnatrz p-beczki. Zewnetrzng powierzchnie B-beczki, stykajacq sie z
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niepolarnym wnetrzem membrany, tworzg alifatyczne ftancuchy boczne oraz
aromatyczne reszty aminokwasowe, immobilizujgce biatka tego typu w strukturze btony
komorkowej.

Biatka kanatowe btony zewnetrznej reprezentujg jeden z najwazniejszych, lecz
najmniej poznanych elementéw ,maszynerii” szlaku sekrecji typu ,chaperone/usher”.
Biatka te nalezg do rodziny biatek FUP (ang. Fimbrial Usher Proteins). Jednymi z lepiej
poznanych biatek kanatowych tego szlaku sg biatka FimD i PapC, determinujace
powierzchniowg ekspresje odpowiednio heteropolimerycznych pili typu 1 i typu P. Biatko
DraC jest homologiem wymienionych biatek, a poniewaz na jego temat wiadomo jak
dotad niewiele, aktualny stan wiedzy na temat biatka ,usher" omdwiony zostanie na

przyktadzie biatek FimD i PapC.

Rys. 4. Schemat przedstawiajacy typowa strukture —beczki btonowej z uwidocznieniem dtugich
eksponowanych powierzchniowo petli (szare). B-harmonijki zaznaczono na niebiesko,
natomiast na zotto zaznaczono alifatyczng wstege i dwie obrecze z aromatycznych
tancuchow bocznych, stykajacych sie z wnetrzem membrany [Schulz, 2000].

Kanatotwércze biatka btony zewnetrznej uropatogennych szczepéw E. coli,
poprzez ktére odbywa sie proces asocjacji podjednostek adhezyjnych, sg zbudowane z
ponad 800 (FimD-831, PapC-809) reszt aminokwasowych, a ich masa czgsteczkowa
przekracza 80 kDa. Badania drugorzedowej struktury biatka PapC z uzyciem dichroizmu
kotowego potwierdzity, ze biatko to jest w wiekszosci ztozone ze struktur B (40%).

Analiza strukturalna wykazata obecno$¢ krétkich petli eksponowanych powierzchniowo i
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duzych petli periplazmatycznych [Thanassi i wsp., 2002]. Jest to wyjatek, jezeli chodzi o
zewnatrzbtonowe biatka kanatowe, ktére z reguty posiadajg znaczne objetosciowo
zewnatrzkomérkowe petle. Cechg charakterystyczng wszystkich biatek z rodziny FUP
jest obecno$¢ czterech zakonserwowanych reszt cysteiny: jedna para w N-terminalnym i
jedna w C-terminalnym periplazmatycznym fragmencie biatka. Reszty te tworzg 2 mostki
disiarczkowe, ktore stabilizujg terminalne domeny biatka.

Mikrofotografie uzyskane przy pomocy mikroskopii elektronowej wykazaty, ze
biatko ,usher” wystepuje w btonie lipidowej w postaci dimeru [Li i wsp., 2004, Remaut i
wsp., 2008]. Prawdopodobnie za sekrecje pilii jest odpowiedzialny kanat o Srednicy 2
nm, znajdujacy sie w kazdym z monomerow biatka ,usher”. Zaktada sie, ze dimeryczne
biatko pozwala na jednoczesne wigzanie dwéch kompleksow biatko opiekuncze—
podjednostka, powodujgc ukierunkowanie komplekséw do tatwiejszej wymiany nici
pomiedzy podjednostkami, jednak sekrecja struktur adhezyjnych na zewnagtrz komorki
bakteryjnej odbywa sie tylko poprzez jeden z kanatow, podczas gdy drugi pozostaje
zamkniety [Remaut i wsp., 2008].

W biatku ,usher” wyrézni¢ mozna cztery domeny: dwie domeny periplazmatyczne
(N- i C-terminalna), centralng transmembranowg domene przybierajacg postac¢ B-beczki,
oraz domene srodkowg [Capitani i wsp., 2006, Thanassi i wsp., 2002, Nishiyama i wsp.,
2003, Yu i wsp., 2009] (Rys. 5).

blona (
zewnetrzna ‘1

Rys. 5. Pogladowy schemat ilustrujacy trzeciorzedowg strukture zewnatrzbtonowych biatek
kanatotwdérczych typu FUP.
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Domena N-terminalna (ztozona z pierwszych 125 reszt aminokwasowych) jest
odpowiedzialna za rozpoznanie i wigzanie komplekséw biatko opiekuncze-podjednostka
strukturalna [Nishiyama i wsp., 2005]. Znana jest struktura krystaliczna tej domeny w
kompleksie z adhezyng FimF i biatkiem opiekunczym FimC. Struktura domeny C-
terminalnej (okoto 150 reszt aminokwasowych) jest wcigz nierozwigzana. Ostatnie
badania doprowadzity do uzyskania struktury krystalicznej transmembranowej domeny
biatka PapC (reszty aminokwasowe od 130 do 640) [Remaut i wsp., 2008]. Domena ta
ma budowe B-beczki ztozonej z 24 B-harmonijek i tworzy w btonie zewnetrznej kanat,
zamykany przez matg domene srodkowg (reszty aminokwasowe 257 do 332) (Rys. 6).
Domena Srodkowa (zbudowana z 6 B-harmonijek) ostania kanat translokacyjny biatka
Lusher”, zapobiegajgc przedostawaniu sie biatek periplazmatycznych przez nieaktywny
kanat. Domena ta, zakotwiczona jest w miejscu poprzez B-spinke (5 i 6 B-harmonijka),
ktéra rowniez znajduje sie w Swietle kanatu. Czes¢ B-spinki jest zwigzana poprzez a-
helise (helisa a1, reszty aminokwasowe 448-465). Szereg oddziatywan hydrofobowych z
wewnetrzng powierzchnig B-beczki oraz helisg a1 utrzymuje B-spinke w Swietle kanatu.
Natomiast sie¢ oddziatywan elektrostatycznych, tworzonych przez (3-spinke, pomaga w

ulokowaniu domeny srodkowej wewnatrz kanatu translokacyjnego.

Rys. 6. Model struktury krystalicznej domeny transmembranowej biatka PapC widziany z
zewnatrz (A) i z boku (B). Na niebiesko zaznaczono B-beczke, na fioletowo domene

srodkowg, na pomaranczowo B-spinke, natomiast na zétto a-helise [Remaut i wsp.,
2008].
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Aktualny stan wiedzy pozwala zaproponowac najbardziej prawdopodobny model
formowania sie struktur adhezyjnych. Jest on oparty na dwoch biatkach kanatowych
btony zewnetrznej, wspotpracujgcych podczas polimeryzacji pili poprzez ciagte wigzanie
nowych komplekséw biatko opiekuncze-podjednostka strukturalna za pomocg domeny
N-terminalnej biatka ,usher”. Hipotetyczny model formowania sie pili ilustruje rysunek 7.

Kiedy biatko ,usher” jest w stanie nieaktywnym (nie jest potgczone =z
kompleksem), kanat translokacyjny jest zamkniety przez domene srodkowa.
Przytaczenie kompleksu biatko opiekuncze-podjednostka aktywuje biatko ,usher”, co
wigze sie z odblokowaniem S$wiatta kanatu. Domena $rodkowa przesuwa sie do
periplazmy lub nastepuje rotacja domeny wewnagtrz kanatu. W obu przypadkach
powstaje luka wewnatrz kanatu translokacyjnego o wymiarach 37Ax25A lub 27A x25A.
Kiedy do N-terminalnych domen obu biatek ,usher’ przytgczone sg kompleksy biatko
opiekuncze-podjednostka strukturalna, fragment taczacy N-terminalng [
transmembranowg domene biatka ,usher2” (region zawiasowy) pozwala na reorientacje
kompleksu w sposéb umozliwiajacy umiejscowienie nici donorowej (Nte) nowo
zwigzanej podjednostki FimA w poblizu miejsca inicjacji, tzw. kieszeni wigzacej,
wczesniej zwigzanego kompleksu FimC-FimF. Nastepuje wymiana nici donorowej i
dysocjacja biatka opiekuhczego FimC1. Po jego uwolnieniu, wolna podjednostka
wchodzi do kanatu translokacyjnego, a domena N-terminalna biatka ,usher1” jest
gotowa do zwigzania nowego kompleksu FimC-FimA'’ i przeniesienia go do kompleksu
FIimC-FimA, zwigzanego z domeng N-terminalng biatka ,usher2”. Wymiana nici

donorowej powoduje uwolnienie domeny N i rozpoczyna sie kolejny cykl wydtuzania sie

pili.
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——

Rys. 7. Hipotetyczny model formowania sie pili. Na granatowo i niebiesko zaznaczono p-beczki
biatek ,usher” i ich domeny N-terminalne (N2 i N4), na z6tto biatko opiekuncze FimC, na
btekitno podjednostke strukturalng FimA, na pomaranczowo FimG, na czerwono FimF,
a na zielono adhezyne FimH. Na rysunku 7B kolorem rézowym oznaczono domene
srodkowaq, gdzie P’ oznacza sytuacje, gdy domena przesuwa sie do periplazmy, a P”
gdy przemieszcza sie w swietle kanatu [Remaut i wsp., 2008].

Jak juz wspomniano wczesniej, mato jest wiadomo na temat roli C-terminalne;j
domeny biatka ,usher”. Wcze$niej sugerowano, ze domena ta jest zaangazowana w
aktywacje biatka kanatotwérczego [So i Thanassi, 2006]. Jednak dzi§ wiadomo, ze
zmiany konformacyjne prowadzace do aktywacji biatka ,usher’ zalezg od obecnosci
konkretnej domeny adhezyny FimH [Munera i wsp., 2007, Munera i wsp., 2008].
Przypuszcza sie, ze domena C-terminalna biatka ,usher’” w stanie nieaktywnym jest

zlokalizowana w poblizu domeny sSrodkowej. Kiedy kompleks biatko opiekuncze-
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podjednostka strukturalna przytgcza sie do domeny N-terminalnej nastepujg specyficzne
oddziatywania miedzy domeng C-terminalng a podjednostkg, powodujgce zmiany

konformacyjne w domenie Srodkowej powodujgce otwarcie kanatu.

2.5. Budowa i rola N-terminalnej domeny zewnatrzblonowych biatek
kanatotwérczych FUP uczestniczacych w procesie biogenezy struktur
adhezyjnych

Domena N-terminalna biatka ,usher” stanowi swoiste miejsce rozpoznania dla
kompleksu biatko opiekuncze-podjednostka strukturalna. Ekspresja FimDy z sekwencjg
sygnalng, a nastepnie izolacja tego fragmentu biatka z periplazmy E. coli, potwierdzita,
ze domena ta jest wysoce rozpuszczalnym monomerem [Nishiyama i wsp., 2003].

Wiecej informacji na temat funkcjonowania N-terminalnej domeny biatka FimD w
szlaku biogenezy pili typu 1 dostarczyty badania jej struktury [Nishiyama i wsp., 2005]
(Rys. 8). Struktura NMR potwierdzita, iz jest to samo skltadajgca sie domena
periplazmatyczna, poprzedzajgca domene transmembranowa. Na podstawie otrzymanej
struktury okazato sie, ze w N-terminalnej domenie biatka FimD, skfadajacej sie z
pierwszych 125 reszt aminokwasowych, mozna wyrdznic¢ trzy specyficzne fragmenty.
Pierwszy z nich to elastyczny, ruchliwy i nieuporzadkowany ogon, obejmujgcy pierwsze
24 reszty aminokwasowe. Reszty aminokwasowe 25-125 tworzg ustrukturyzowany
rdzen zbudowany z dwdéch anty-rownolegtych p-kartek i wykazujacy nieznany dotad typ
struktury. B-kartki sg potaczone przez peptyd, w ktdrego strukturze mozna wyrozni¢ dwie
a-helisy (a1 oraz ap) oraz pojedynczy skret, wystepujacy w postaci helisy-31p. Mostek
disiarczkowy, wystepujacy pomiedzy cysteing 63 oraz 90, stabilizuje strukture FimDy
[Nishiyama i wsp., 2005]. Nie jest on niezbedny do poprawnego zwiniecia sie biatka
FimD, ale jest konieczny do biogenezy pili [Ng i wsp., 2004]. Ostatni krotki fragment,
zwany regionem zawiasowym, tgczy rdzen N-terminalnej domeny z transmembranowg
domeng (od 126 do 139 reszty aminokwasowej) i przyjmuje specyficzna,

uporzagdkowang konformacje.
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Rys. 8. Model struktury NMR N-terminalnej domeny biatka FimD. Oznaczenia: a-helisy (kolor
purpurowy), B-kartki (kolor rozowy i oliwkowy), region zawiasowy 126-139 (kolor
niebieski), cysteiny 63 i 90 tworzace mostek disiarczkowy zaznaczono modelem
patyczkowym; kod PDB 1ZDV [Nishiyama i wsp., 2005].

Badania NMR kompleksu biatko opiekuncze FimC-podjednostka FimH-FimDy
wykazaty, ze region zawiasowy przechodzi duze zmiany konformacyjne podczas
wigzania kompleksu FimC-FimH. Kiedy biatko kanatotwércze jest w stanie
niezwigzanym, domena N-terminalna przyjmuje konformacje ,zamknietg”, gdzie region
zawiasowy wytwarza specyficzne oddziatywania z rdzeniem domeny N-terminalnej.
Szczegodlnie charakterystyczne jest ufozenie pierscienia aromatycznego Trp133 w
hydrofobowej kieszeni wigzacej zlokalizowanej na powierzchni rdzenia domeny N-
terminalnej. W konformaciji ,otwartej” ma miejsce uwolnienie reszty Trp133 z kieszeni
rdzenia, co powoduje rozluznienie interakcji regionu zawiasowego wzgledem rdzenia N-
terminalnej domeny, co czyni domene N-terminalng zdolng do wigzania kompleksu
biatka opiekuhczego i podjednostki strukturalnej (Rys. 9) [Capitani i wsp., 2006].
Hipoteza wysunieta na podstawie tych badan [Nishiyama i wsp., 2005] zaktadata, ze
kanat translokacyjny jest blokowany przez domene N-terminalng. Jednak pdzniejsze
doswiadczenia udowodnity, ze role te petni domena $rodkowa, natomiast domena N-
terminalna, gdy nie jest zwigzana z kompleksem biatko opiekuncze-podjednostka,

znajduje sie w periplazmie w stanie nieuporzadkowanym [Remaut i wsp., 2008].
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Rys. 9. Model obrazujgcy konformacje ,zamknietg” i ,otwartg” domeny N-terminalnej biatka

FimD [Capitani i wsp., 2006].

Otrzymano rowniez strukture krystaliczng kompleksu skfadajgcego sie N-
terminalnej domeny biatka kanatotworczego FimDy (reszty aminokwasowe 1-125),
biatka opiekunczego FimC oraz C-terminalnego fragmentu podjednostki adhezyjnej
FimH (reszty aminokwasowe 158-279) (Rys. 10). Analiza struktury tego kompleksu
dostarczyta informacji dotyczacych interakcji poszczegolnych jego elementow oraz
mechanizmu rozpoznania kompleksu FimC-FimH przez N-terminalng domene biatka

kanatotworczego FimD.

Rys. 10. Model struktury krystalicznej kompleksu FimDy (rdzen domeny oznaczono kolorem
pomaranczowym, N-terminalny ogon kolorem zielonym), biatka opiekunczego FimC
(kolor niebieski) oraz podjednostki adhezyjnej FimH (kolor rozowy).
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Nieustrukturyzowany w stanie wolnym N-terminalny ogon domeny FimDy
uzyskuje uporzadkowang konformacje po przytaczeniu sie kompleksu FIimC-FimH i
oddziatuje specyficznie zaréwno z biatkiem opiekunczym FimC, jak i z podjednostkg
adhezyjng FimH. Oddziatywania te stanowig 60% wszystkich interakcji N-terminalnej
domeny biatka kanatotwérczego FimD (1-125) z kompleksem biatko opiekuhcze FimC —
podjednostka FimH. Szczegdlng role odgrywajg hydrofobowe oddziatywania
aromatycznych reszt aminokwasowych Phe4, Phe8 oraz Phe22 (Rys. 11). Phe8 wnika
gteboko w hydrofobowy rdzen biatka opiekunczego, oddziatujagc odpowiednio z 11€90
oraz Glu104 tego biatka oraz z Glu269 i lle271 podjednostki FimH. Mutacje tych trzech
reszt aromatycznych biatka FimD zaburzaly biogeneze pilii in vivo. Reszty
aminokwasowe ogona FimDy 1-24 sg jedynymi resztami domeny N-terminalnej, ktore
oddziatujg z podjednostkg FimH w potrojnym kompleksie FimC-FimH-FimDy, gdyz rdzen
domeny FimDy, poprzez oddziatywania hydrofobowe, wigzania wodorowe oraz mostki

solne, oddziatuje tylko z biatkiem opiekunczym FimC.
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Rys. 11. Model przedstawiajacy oddziatywanie pomiedzy trzema resztami aminokwasowymi
Phe4, Phe8 i Phe22 (kolor zotty) biatka FimD (kolor zielony), a resztami Leu32 i 1le90
(kolor czerwony) biatka FimC (kolor niebieski).

2.6. Pilicydy jako potencjalne chemoterapeutyki blokujace oddziatywanie
kompleksu biatko opiekuncze-podjednostka adhezyjna z biatkiem
,usher”

Pilicydy definuje sie jako grupe zwigzkow bedacych pochodnymi tyrozyny lub 2-
pirydonu, ktére poprzez interakcje z biatkiem opiekunczym blokujg proces biogenezy
struktur adhezyjnych uropatogennych szczepdw E. coli. Badania NMR wskazywaty na

rézne miejsca wigzania pilicyddw w obrebie biatka opiekunczego: rejon szczeliny
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miedzy domenami (zgodnie z zatozeniem modelu), petla F1-G1 oraz powierzchnia
domeny N-terminalnej nieskierowana do szczeliny [Hedenstrom i wsp., 2005]. Dla jedne;j
z pochodnych 2-pirydonu o wysokiej skutecznosci pilicydowej, ktora cechowata sie
dobrg rozpuszczalnoscig w uktadach wodnych uzyskano strukture krystaliczng w postaci
kompleksu z ,chaperonem” PapD [Pinkner i wsp., 2006] (Rys. 12). Dane krystaliczne
wskazujg, ze czasteczka pilicydu wigze sie z rejonem N-terminalnej domeny
,chaperonu” PapD zlokalizowanym ,z tytu” petli F1-G1. Analiza dostepnych danych
strukturalnych (kompleks FimC-FimH158-279-FimD1-125) wskazuje, iz ten obszar
biatek opiekunczych jest zaangazowany w bezposrednie oddziatywanie z biatkiem
kanatotwérczym ,usher’. Dane te wskazujg, iz w przypadku badanego zwigzku
aktywnos¢ pilicydowa wigze sie z blokowaniem interakcji pomiedzy biatkiem ,usher”, a
kompleksem biatko opiekuncze-podjednostka. Dos$wiadczenia z wykorzystaniem
rezonansu plazmonowego wykazaty, iz wigzanie sie kompleksu FimC-FimH i N-
terminalnej domeny biatka ,usher” w obecnosci pilicydu zostato zahamowane. Opisany
mechanizm dziatania pilicydéw zostat dodatkowo potwierdzony przy pomocy techniki
mutagenezy ukierunkowanej biatka PapD w rejonie reszt zidentyfikowanych jako
oddziatujgce z badang pochodng 2-pirydonu. Uropatogenne szczepy E. coli (pap+)
eksprymujgce mutanty biatka PapD charakteryzowaty sie znaczacg redukcjq ilosci pili
na powierzchni komorki bakteryjnej, a mutacje w omawianym rejonie silnie redukowaty
powinowactwo biatka PapD do biatka ,usher”.

Ze wzgledu na to, iz reszty aminokwasowe biatek opiekunczych, zaangazowane
w interakcje z biatkiem ,usher” i obserwowane oddziatywania z czasteczkg zwigzanego
pilicydu, sg zakonserwowane w catej rodzinie biatek opiekunczych, pilicydy moga
stanowi¢ nowa grupe zwigzkoéw skierowang przeciwko bakteryjnym infekcjom drog

moczowych, o bardzo szerokim spektrum dziatania.
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Rys. 12. Struktura kompleksu domeny N-terminalnej biatka ,usher” FimD (reszty aminokwasowe
1-125 oznaczone kolorem zoéttym) z biatkiem opiekunczym FimC (oznaczone kolorem
fioletowym) i podjednostkg FimH1ss279 (0znaczone kolorem zielonym) oraz kompleksu
biatka opiekunczego PapD (oznaczone kolorem jasnoniebieskim) z czgsteczkg pilicydu
(oznaczone na czarno) [Pinkner i wsp., 2006].
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3. CEL PRACY

Celem pracy byto zbadanie najmniej poznanego biatka DraC kodowanego przez
operon dra uropatogennych szczepéw E. coli Dr+, odpowiedzialnego za
zewnatrzkomoérkowg polimeryzacje fimbrii Dr, warunkujgcych chorobotworczosc¢ tych
szczepow.

Badania dotyczy¢ miaty gtownie okresleniu krytycznych miejsc w sekwencji
aminokwasowej tego biatka, majgcych wptyw na jego funkcje, a wiec wyznaczeniu
kluczowych reszt aminokwasowych w sekwencji biatka DraC odpowiedzialnych za
oddziatywanie z kompleksem biatko opiekuncze DraB-podjednostka strukturalna DraE.
Okreslenie takich miejsc moze prowadzi¢ do znalezienia zwigzkéw blokujgcych
wigzanie sie kompleksu biatko opiekuncze DraB-biatko podjednostkowe DraE do biatka
kanatotworczego DraC. Zwigzki takie potencjalnie mogtyby by¢ skutecznymi
chemoterapeutykami hamujacymi biogeneze fimbrii Dr.

Realizacja celu pracy wymagata nastepujgcych zadan badawczych:

- stworzenie uniwersalnego i prostego modelu badawczego do
zewnatrzkomoérkowej ekspresiji struktur adhezyjnych rodziny Dr dla badan in vivo,

- skonstruowanie mutantéw w genie draC przy =zastosowaniu mutagenezy
ukierunkowane;j,

- badanie zdolnosci otrzymanych mutantéw do tworzenia fimbrii w ukfadzie in vivo przy
zastosowaniu réznych metod;

- otrzymanie preparatéow biatkowych DraC, N-terminalnej domeny DraC oraz
komplekséw biatek DraB/DraE do badan in vitro;

- badanie oddziatywan funkcjonalnych i hamujacych polimeryzacje fimbrii mutantéw
biatek DraC 2z kompleksem biatko opiekuncze DraB-adhezyna DraE metodg

mikrokalorymetrii izotermalne;.
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4.1. Szczepy bakteryjne

e Escherichia coli Top 10F’ — F’ lac 19 Tn10 (Tet®), mcrA4 (mrr-hsd RMS —mcr BC) ¢
80’ lacZA15, AlacX74 deo R recA1 ara D139 A(ava —leu) F697 ga/U ga/K rpsL (strR)
end ATnup G (Invitrogen)

Genetyczna konstrukcja bakterii E. coli Top10F’ umozliwia wstepne klonowanie
gendw poprzez zwiekszenie efektywnosci procesu transformacji bakterii obcym
materiatem genetycznym. Wstepny etap klonowania ma na celu otrzymanie jak
najwiekszej ilosci DNA rekombinantowego plazmidu celem analizy i dalszych
modyfikacji enzymatycznych.

e Escherichia coli BL21(DE3) - FF ompT gal [decm] hsd Sg (rs" mg™ : E. coli B strain)
(Invitrogen)

Szczep bakteryjny E. coli BL21(DE3) jest stabilnym lizogenem ADES3,
zawierajgcym na chromosomie gen polimerazy RNA T7 pod kontrolg promotora lacUV5,
co stwarza mozliwo$s¢ wykorzystania tego szczepu do ekspresji biatek w uktadzie
Tabora-Studiera [Studier i wsp., 1990].

e Escherichia coI| XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F'proAB lacl ZAM15 Tnl10 (Tet )] (Stratagene)

4.2. DNA
e pCC90 - plazmid rekombinantowy otrzymany przez wklonowanie do niskokopijnego

plazmidu pACYC177 (niosacy replikon p15A, umozliwiajgcy stabilnie wspotistniec
plazmidowi pCC90 w jednej komdrce bakteryjnej razem z plazmidami z grupy ColE1)
insertu  DNA zawierajgcego sekwencje nukleotydowg operonu dra bez regionu
promotorowego i gendéw regulatorowych draA i draF. Insert DNA bez regionu
promotorowego i genow regulatorowych draA i draF operonu dra otrzymano poprzez
wstepne trawienie DNA plazmidu pBJN406 (zawierajgcego catg sekwencje operonu dra)
restryktazga EcoRI (po wprowadzeniu dodatkowego miejsca rozpoznania dla restryktazy
EcoRI 45 pz powyzej genu draB w plazmidzie pBJN406). W ten sposéb usunieto region
promotorowy operonu dra podlegajacy kontroli przez mechanizm zmiennos$ci fazowej,
majacy wptyw na poziom ekspresji biatek fimbrialnych. Nastepnie pozostaty fragment

DNA (flankowany przez miejsca rozpoznania dla restryktaz EcoRl i Hindlll) z sekwencjg
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operonu dra bez regionu regulatorowego wklonowano do wektora pACYC177
(pozwalajgcego na transkrypcje operonu dra z promotora genu opornosci na
kanamycyne) [Carnoy i Moseley, 1997]. Plazmid otrzymany od profesora Bogdana
Nowickiego, University of Texsas (Galveston, USA).
e pET30b+ — plazmidowy wektor ekspresyjny o wielkosci 5422 pz, zawierajgcy silny
promotor $10T7lac, terminator transkrypcji faga T7 oraz origin replikacji pochodzace z
wektora pBR322 (Novagen).
e pUC19 — wektor wysokokopijny E. coli o wielkosci 2686 pz, wykorzystywany do
wstepnego klonowania DNA w komaorkach E. coli (Invitrogen).
e pACYC177pBAD — plazmidowy wektor niskokopijny E. coli o wielkosci 4451 pz,
pochodny plazmidu pACYC177 [Selzer i wsp., 1983]. Zostat skonstruowany w Katedrze
Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej. Posiada ori replikacji p15A umozliwiajgce jego
wspotistnienie w komdrkach zawierajgcych wektory plazmidowe z ori ColE1. Wektor ten
powstat w wyniku klonowania insertu DNA, zawierajgcego kasete ekspresyjng oraz gen
represora AraC, pochodzacego z plazmidu pBAD/Myc-His (Invitrogen) w miejsca
rozpoznania dla restryktaz Aatll oraz Smal. W efekcie klonowania z plazmidu
pACYC177 zostat usuniety gen warunkujgcy opornos¢ na kanamycyne. Skonstruowany
wektor posiada tylko gen opornosci na ampicyline. pACYCpBAD jest wektorem
ekspresyjnym zawierajgcym promotor arabinozowy araBAD (indukcja arabinoza).
Plazmid ten zostat skonstruowany celem tworzenia rekombinantowych szczepéw E. coli
niosgcych dwa plazmidy ekspresyjne, pACYCpBAD oraz pET, zawierajace rozne
promotory.
e pET30b-sygDraB-C-His-DraE — pochodna plazmidu ekspresyjnego pET30b+ z
wklonowanymi genami kodujacymi natywne (z Sec-zalezng sekwencjg sygnalng) biatko
opiekuncze DraB oraz adhezyne DraE, pozwalajgca na produkcje obu biatek do
przestrzeni periplazmatycznej [Pigtek i wsp., 2005]. W plazmidzie tym geny kodujgce
biatka DraB i DraE znajdujg sie pod kontrolg wspdlnego promotora faga T7. Kazdy gen
poprzedzony jest witasng sekwencjg wigzania rybosomow (RBS). W ukfadach
prokariotycznych translacja z miejsca RBS proksymalnego do sekwencji promotora jest
z reguly silniejsza, niz z pozostatych dystalnych miejsc RBS. W zwigzku z tym, aby

otrzymac¢ nadmiar biatka DraB niezbednego do przyjecia poprawnej struktury przez
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biatko DrakE, w plazmidzie pET30b-sygDraBE gen kodujgcy biatko DraB jest
proksymalny w stosunku do promotora, natomiast gen kodujacy adhezyne DraE jest
dystalny. Powstajgce w wyniku ekspresiji biatko DraB posiada na C-koncu fuzje szesciu
kolejnych reszt histydyny.

e pET30-sygDraB-C-His-DraEA3 — plazmid pochodny plazmidu pET30b-sygDraB-C-
His-DrakE [Pigtek i wsp., 2005]. W genie kodujgcym biatko DraE usunieta zostata
sekwencja kodujgca trzy N-terminalne aminokwasy nici donorowej. W efekcie
powstajgce biatko DraE nie jest zdolne do tworzenia struktur oligomerycznych. Zdolnos¢
tworzenia specyficznych komplekséw DraB/DraE w wyniku delecji nie zostata
zaktécona.

e pDraE-HSV3 - plazmid rekombinantowy, w ktorym wprowadzono sekwencje
nukleotydowg kodujgcg determinante antygenowa pochodzacy z glikoproteiny D wirusa
Herpes simplex typu 1, zamiast sekwencji kodujgcej domene 2 biatka DraE [Zalewska i
wsp., 2003].

e pET30-sygDraEdsc-N-His — plazmid rekombinantowy, pochodna wektora pET30b(+)
(Novagen), z wklonowanym genem kodujacym biatko DraE-dsc-N-His wraz z sekwencjg
sygnalng (kolekcja plazmidow Katedry Mikrobiologii PG). N-koncowy fragment
odpowiadajgcy B-harmonijce donorowej G zostat usuniety w trakcie klonowania. Na C-
koncu wprowadzona zostata 14-aminokwasowa sekwencja odpowiadajgca N-koncowej
B-harmonijce donorowej G biatka DraE (stad oznaczenie dsc - ang. donor strand
complementation), poprzedzona 4-aminokwasowym fgcznikiem DNKQ [Anderson i wsp.,
2004]. Na N-konhcu biatka, bezposrednio za sekwencjg sygnalng, dotgczona zostata
domena szesciu reszt histydyn, utatwiajgca oczyszczanie biatka (oznaczenie —N-His).

e pET30-DraDdsc-N-His — plazmid rekombinantowy, pochodna wektora pET30b(+)
(Novagen), z wklonowonym genem kodujgcym rekombinantowe biatko DraD-dsc-N-His
wraz z sekwencjg sygnalng. W biatku tym na C-koncu wprowadzona zostata 14-
aminokwasowa sekwencja odpowiadajgca N-koncowemu fragmentowi biatka DraE - B-
harmonijce donorowej G biatka DraE (dsc). Fuzja ta jest poprzedzona 4-
aminokwasowym tacznikiem DNKQ [Anderson i wsp., 2004]. Na N-koncu biatka,
bezposrednio za sekwencjg sygnalng, dotgczona zostata domena szesciu reszt

histydyn, utatwiajgca oczyszczanie biatka (oznaczenie —N-His).
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4.3. Podtoza

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

e Podtoze state LA: w g/l
Trypton 10
ekstrakt drozdzowy 5
NaCl 10
Agar 15

4.4. Antybiotyki

Kanamycyna — roztwor wyjsciowy: 20 mg/ml H,O
Tetracyklina — roztwor wyjsciowy: 12,5 mg/ml etanolu
Ampicylina — roztwor wyjsciowy: 50 mg/ml H2O

4.5. Odczynniki podstawowe

Agar do podtozy mikrobiologicznych (BTL, Polska)

Agaroza (BRL)

Akrylamid (Sigma, USA)

Albumina krwi wotowej - BSA (Sigma, USA)

Barwnik Coomassie Brilant Blue R-250 (Fluka, USA)

Btekit bromofenolowy (POCh S. A., Polska)

Bromek etydyny (Sigma, USA)

Chlorek sodu (NaCl), Chlorek wapnia (CaCl2) (POCh S. A., Polska)
Chlorowodorek guanidyny (Sigma, USA)

Coomasie Brillant Blue R-250 i Coomasie Brillant Blue G-250 (Sigma, USA)
DTT - ditiotreitol (Fluka, USA)

EDTA (s6l dwusodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego) (Sigma, USA)
Ekstrakt drozdzowy (BTL, Polska)

Etanol, roztwér 96% (Przedsiebiorstwo Chemiczne — Odczynniki Sp. z 0.0., Polska)
Glicyna (POCh S. A., Polska)

HEPES (Sigma, USA)

IPTG (izopropylotiogalaktozyd), 1 M roztwor — 238 mg/ml H,O (Sigma, USA)
L-arabinoza (Sigma, USA)

Nadsiarczan amonu (NH4)>S20s (Serva)

N’N’-metyleno-bisakrylamid (Sigma, USA)

SDS (s6l sodowa siarczanu dodecylu) (Sigma, USA)

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

Tris-HCI (hydroksymetylo-aminoetan) (Sigma, USA)

X-Gal w N,N’-dimetyloformamidzie — 20 mg/ml (Sigma, USA)
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4.6. Roztwory do elektroforezy agarozowej

e Bufor do elektroforezy agarozowej TBE (pH 8,3)

Roztwdér podstawowy 10 razy stezony w g/l
Tris-HCI 108
EDTA 9,3
kwas borowy 55

dopeni¢ wodg do 1000 ml
Stezenie robocze (1x stez.): 90 mM Tris-boran, 2 mM EDTA.

e Roztwor podstawowy bromku etydyny (EtBr) — 5 mg/ml (Sigma)

e Barwnik do nanoszenia prébek na zel w g/10 ml H,O
btekit bromofenolowy 0,025
sacharoza 8
EDTA 1,48

4.7. Roztwory do elektroforezy poliakryloamidowej

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

W celu sporzadzenia 30% roztworu akrylamidow nalezy rozpuscic 29 g akrylamidow i

1 g N,N-metyleno-bisakrylamidu w 70 ml wody. Tak przygotowany roztwor nalezy

przechowywac w ciemnej butelce w temperaturze 4°C.

-3 ml):
H-O 2,1 ml
akrylamidy 30% 0,5 ml
1 M Tris-HCI (pH 6,8) 0,38 ml
10% SDS 0,03 mi
10% nadsiarczan amonu 0,03 ml
TEMED 0,005 ml
e Zel rozdzielajacy 15% (objetos¢ koncowa zelu — 5 ml):
H>O 1,1 ml
akrylamidy 30% 2,5ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 1,3 ml
10% SDS 0,05 ml
10% nadsiarczan amonu 0,05 ml
TEMED 0,004 ml

Roztwér do nanoszenia probek na zel:

Zel zageszczajacy (5%) do elektroforezy poliakryloamidowej (objeto$¢ koncowa zelu

- 1% SDS — powoduje powierzchniowg denaturacje biatek; nadaje im wypadkowy

tadunek ujemny
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- 1 M B-merkaptoetanol — redukuje mostki disiarczkowe w biatkach

- 0,25% Dbtekit bromofenolowy — nadaje zabarwienie préobkom, umozliwiajgc
obserwacje migracji biatek w zelu

- 10% glicerol — stanowi obcigzenie probek, utatwiajgc ich nanoszenie do studzienek
zelu

-1 M Tris-HCI (pH 6,8) — czynnik buforujacy

Roztwor  barwigcy do zeli po  przeprowadzonej elektroforezie  SDS-

poliakryloamidowe;j:

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

Roztwoér odbarwiajgcy do zeli poliakryloamidowych:

metanol 300 ml
lodowaty kwas octowy 100 mi
woda 600 ml

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

Roztwér podstawowy 5 razy stezony, skiad na 1 litr roztworu:

Tris-HCI 15,1 g
glicyna 94 g
10% SDS 50 mi

Dopetni¢ wodg do 1000 mi

4.8. Enzymy i bufory reakcyjne

Ligaza polinukleotydowa faga T4 (Epicentre, USA)

Bufor do reakgciji ligacji (Epicentre, USA)

Roztwér ATP (Epicentre, USA)

Restryktazy: Hindlll, Smal, Ncol, EcoRlI, Pstl, Hincll, EcoRV, Ndel (BioLabs, New
England)

Odpowiednie bufory do reakcji trawienia danego enzymu (BioLabs, New England)

4.9. Bufory i odczynniki do reakcji PCR

Bufor do reakcji PCR dla polimerazy DNA Pwo (DNA Gdansk Il) (1x stezony):

Tris-HCI (pH 8,8) 10 mM
MgCl, 2 mM
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KCI 50 mM
Triton X-100 0,1%
e Trifosforany deoksynukleozydéw (dNTP’s) (DNA Gdansk Il): dATP, dGTP, dCTP,

dTTP — kazdy z nich o stezeniu 2,5 mM

e Matryca do reakcji PCR — DNA plazmidu pCC90 (0,25 ug/ul)

e Polimeraza DNA Pwo (DNA Gdansk Il) — rekombinowana polimeraza DNA, ktorej
naturalnym Zzrodtem sg archeony Pyrococcus woesei, wykazujgca aktywnosc¢
polimeryzacyjng 5 —3’ i aktywnos¢ egzonukleazy 3'—5’. Charakteryzuje sie 12-
krotnie zwiekszong wiernoscig syntezy DNA w poréwnaniu z polimerazg DNA Taq.

e Startery (10 uM) (DNA Gdansk II):

- do amplifikacji genu draC na matrycy DNA plazmidu pCC90:

starter DraC-Ncol:

5' CCATGGGGCGTGATACTTCTTCAGGGCGGATGAG 3
Ncol

starter DraC-Hindlll-His:

STOP
5" ATAAAGCTTTCAGTGATGGTGATGGTGATGCGCCATACACACCGTACGGGTCAGAAATATCCCCGC 3’
Hindlll 6xHis

- do amplifikacji fragmentu genu draC na matrycy DNA plazmidu pCC90:
starter N-DraC-up

5 ATACCATGGGGCGTGATACTTCTTCAGGGCGG 3
Ncol

starter N-DraC125-down
STOP

5 ATAAAGCTTTCAGTGATGGTGATGGTGATGCGCCCTCAGCTGCGGACGCCAGTGCC 3
Hindlll 6xHis

- do mutagenezy ukierunkowanej na matrycy DNA plazmidu pACYCpBAD-sygDraC-C-

His, w celu wprowadzenia mutacji punktowych w obrebie genu draC:

mutacja Phe4

Phe4-up 5 GCGCACCTACTCCGCTGATGCGGCCATG 3’
Phe4-down 5 CATGGCCGCATCAGCGGAGTAGGTGCGC 3’
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mutacja Asp5

Asp5-up 5 CACCTACTCCTTTGCTGCGGCCATGCTG 3’
AspS-down 5 CAGCATGGCCGCAGCAAAGGAGTAGGTG &

mutacja Met8
Met8-up 5" CCTTTGATGCGGCCGCGCTGAAAGGTGGC 3
Met8-down 5 GCCACCTTTCAGCGCGGCCGCATCAAAGG 3

mutacja Leu9

Leu9-up 5 TTGATGCGGCCATGGCGAAAGGTGGCGGG 3’
Leu9-down 5 CCCGCCACCTTTCGCCATGGCCGCATCAA3J’

mutacja Leu18

Leu18-up 5 GAAGGGGGTGGACGCGACCCTGTTTGAGG 3
Leu18-down 5 CCTCAAACAGGGTCGCGTCCACCCCCTTC 3’

mutacja Leu20

Leu20-up 5 GGGTGGACCTGACCGCGTTTGAGGAAGGTG 3’
Leu20-down 5 CACCTTCCTCAAACGCGGTCAGGTCCACCC ¥
mutacja Phe21

Phe21-up 5 GGACCTGACCCTGGCTGAGGAAGGTGGG &
Phe21-down 5 CCCACCTTCCTCAGCCAGGGTCAGGTCC &

mutacja Pro28

Pro28-up 5 AGGTGGGCAGTTAGCCGGCATTTATCCGG &
Pro28-down 5 CCGGATAAATGCCGGCTAACTGCCCACCT 3

mutacja Asp17

Asp17-up 5 GGAAGGGGGTGGCCCTGACCCTGTTTG 3
Asp17-down 5 CAAACAGGGTCAGGGCCACCCCCTTCC 3

mutacja Leu27

Leu27-up 5 GGAAGGTGGGCAGGCACCCGGCATTTATCC &
Leu27-down 5 GGATAAATGCCGGGTGCCTGCCCACCTTCC 3
mutacja Tyr31

Tyr31-up 5 GCAGTTACCCGGCATTGCTCCGGTTGACATTATCC &
Tyr31-down 5 GGATAATGTCAACCGGAGCAATGCCGGGTAACTGC 3’

mutacja Asp34

Asp34-up 5 GGCATTTATCCGGTTGCCATTATCCTGAATGGTTC 3’
Asp34-down 5 GAACCATTCAGGATAATGGCAACCGGATAAATGCC 3’
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mutacja Cys64

Cys64-up 5 GCCTTATCTGAAGACCGCTCTGACCCGTGAGATG 3’
Cys64-down 5 CATCTCACGGGTCAGAGCGGTCTTCAGATAAGGC 3’

mutacja Leu65

Leu65-up 5 CCTTATCTGAAGACCTGTGCGACCCGTGAGATGC &
Leu65-down 5 GCATCTCACGGGTCGCACAGGTCTTCAGATAAGG 3

mutacja Thr66

Thr66-up 5 GAAGACCTGTCTGGCCCGTGAGATGCTG &
Thr66-down 5 CAGCATCTCACGGGCCAGACAGGTCTTC 3

mutacja Cys100

Cys100-up 5 GCGGAGGAGGCCGCTGCTGACCTGACG 3
Cys100-down 5 CGTCAGGTCAGCAGCGGCCTCCTCCGC 3’

mutacja Trp142

Trp142-up 5 CGCCGGAGGCGTTAGCGGATGATGGCATTC 3’
Trp142-down 5 GAATGCCATCATCCGCTAACGCCTCCGGCG &

4.10. Odczynniki do mutagenezy miejscowo-specyficznej

W celu przeprowadzenia mutagenezy ukierunkowanej wykorzystano komercyjnie
dostepny zestaw QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene), w sktad
ktorego wchodza;:
e Polimeraza DNA PfuTurbo (2,5 U/pl)
e Bufor do reakcji PCR (10 x stezony)
e Mieszanina trifosforanow deoksynukleozydéw (dNTP)

e Enzym restrykcyjny Dpnl (10 U/ul)

4.11. Bufory i odczynniki do techniki Western blotting
1) Przeciwciata pierwotne:
e poliklonalne krolicze przeciwciata anty-Dr, specyficzne dla biatka adhezyny DraE
(otrzymane przez zespot prof. B. Nowickiego z The University of Texas Medical

Branch at Galveston)
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e monoklonalne mysie przeciwciata anty-HiseTag (Novagen, USA) znakowane
peroksydazg chrzanowg typu IV, stosowane do detekcji biatek zawierajgcych
domene fuzyjng His*Tag

2) Przeciwciata wtérne:

e malpie przeciwciala specyficzne dla przeciwciat kroliczych znakowane
peroksydazg chrzanowag typu IV (ang.: Anti-Rabbit IgG from monkey, Peroxidase
Conjugate; Sigma)

3) Zel poliakrylamidowy z SDS z rozdzielonymi w nim biatkami.
4) Odczynniki:

e Bufor do transferu biatek z zelu poliakryloamidowego na btone nitrocelulozowg

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

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

Dopetni¢ wodg do 1000 mi

e Bufor TBS-T (ang. Tris-buffered saline-Tween) (pH 7,5), sktad na 1 litr roztworu:

Tris-HCI 20 mM 242 ¢
NaCl 500 mM 290¢
0,05% Tween 20 500 pl

Dopetni¢ wodg do 1000 mi

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

sktad na 1 litr roztworu:

Tris-HCI 2429
NaCl 29,0g
0,05% Tween 20 500 pl
1% odtluszczone mleko w proszku 10,0g

Dopetni¢ wodg do 1000 mi

e Bufor TBS-T 3% M (ang.: Tris-buffered saline-Tween-non-fat milk) (pH 7,5), sktad

na 1 litr roztworu:

Tris-HCI 2429
NaCl 29,0g
0,05% Tween 20 500 pl
3% odttuszczone mleko w proszku 30,0g

Dopetni¢ wodg do 1000 mi
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5)

Markery biatkowe do Western blotting: Fermentas
250, 130, 100, 70 (czerwony prazek), 55, 35, 27 (czerwony prazek), 15i 10 kDa;
160, 110, 90, 70 (czerwony prazek), 55, 45, 35, 25, 15i 10 kDa.

Btona nitrocelulozowa (45 micron, Sigma)

Bibuta Whatman (Sigma)

Odczynnik do detekcji DAB — 3,3’diaminobenzydyna, 3,3’,4,4’-tetra-aminobifenyl
otrzymywany w postaci tetrachlorowodorku (C12H14N4-4HCI) (Sigma)

Stosowano roztwor tetrachlorowodorku DAB przez rozpuszczenie 6 mg tej substanc;i
w 9 ml 0,05 M buforu Tris-HCI (pH 7,6)

30% roztwér HyO,. Dodawano 0,1 ml H;O, na 9 ml roztworu odczynnika
do detekcji DAB w 0,05 M buforze Tris-HCI (pH 7,6)

4.12. Odczynniki do izolacji frakcji fimbrialnych

Bufor PBS (pH 7,5)

80 mM NaxHPO4 28,67 g
20 mM NaH2PO, 2,769
100 mM HCI 5859

dopetni¢ wodg do 1000 ml

40 % (NH4)2SO4 w buforze PBS
Btona dializacyjna (MWCO>100,000) Sigma

4.13. Bufory i odczynniki do mikroskopii immunofluorescencyjne;j

Bufor PBS (pH 7,5): 80 mM Na;HPO,4, 20 mM NaH,PO4, 100 mM NacCl

Bufor PBSglyc — buforowany roztwér soli fizjologicznej (80 mM Na;HPO4, 20 mM

NaH,PO,4, 100 mM NaCl, pH 7,5) i 10% glicerolu

Przeciwciata pierwotne:

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

Przeciwciata wtérne:
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- kozie przeciwciata specyficzne dla przeciwciat kréliczych (ang. Anti-Rabbit IgG
from goat, Whole Molecule; Sigma) znakowane izotiocyjanianem fluoresceiny
(FITC). Surowice zawierajgcq te przeciwciata otrzymano przez immunizacje koz
oczyszczonymi immunoglobulinami IgG pochodzenia kroliczego. Nastepnie w
celu uzyskania specyficznych przeciwciat otrzymang surowice odpornosciowg
poddano immunospecyficznemu oczyszczaniu, w celu usuniecia wszystkich
immunoglobulin, ktére nie wigzg specyficznie kroliczych przeciwciat 1gG. W
nastepnym etapie oczyszczone przeciwciata zostaty skoniugowane z FITC i
poddane dializie do buforu PBS.

e Olejek immersyjny (Olympus)
e Szkietka mikroskopowe (76 x 26 mm) i szkietka nakrywkowe (15 x 15 mm) (Medlab)

4.14. Materialy do wykonania testu hemaglutynaciji
e Bufor PBS - buforowany roztwor soli fizjologicznej (pH 7,5): 80 mM Na;HPO4, 20
mM NaH;PO4, 100 mM NaCl

e Szkietko mikroskopowe z zagtebieniami

4.15. Bufory i odczynniki do izolacji biatka kanalotwérczego DraC ze
szczepu E. coli TOP10F’ pACYCpBAD-sygDraC-C-His

e Bufor A: 20 mM Tris-HCI (pH 8)

e Bufor B: 20 mM HEPES (pH 7,5), 0,3 M NaCl

e 200 mM PMSF w 96% etanolu (Sigma)

e 10% Sarkosyl (sol sodowa kwas N-laurylosarkosynowego)(Sigma)
e DDM (n-dodecylo-B-D-maltozyd) (Sigma)

4.16. Roztwory do izolacji biatek z frakcji periplazmatycznej
e Bufor sacharozowy: 20% sacharoza; 5 mM EDTA; 20 mM Tris-HCI; pH 8,0
e Schtodzony do 4°C roztwor chlorku magnezu — 10 mM (Sigma)
417. Bufory do oczyszczania bialek metoda chromatografii
metalopowinowactwa
e Roztwory do regeneracji ztoza:
100 mM EDTA
41



MATERIALY

roztwor nasycony NiClz
2% roztwor SDS
e Roztwor do przechowywania ztoza w temperaturze 4°C:
20% alkohol etylowy
e Bufory ptuczace (pH 7,9):
bufor ptuczacy 1: 5 mM imidazol, 500 mM NaCl, 20 mM bufor fosforanowy
bufor ptuczacy 2: 20 mM imidazol, 500 mM NaCl, 20 mM bufor fosforanowy
bufor ptuczacy 3: 60 mM imidazol, 500 mM NaCl, 20 mM bufor fosforanowy
e Bufor ptuczacy (kompleksy DraB-DraE):
5 mM imidazol, 20 mM bufor fosforanowy pH 7,5, 150 mM NaCl
e Bufor elucyjny (pH 7,9)
1 M imidazol, 500 mM NaCl, 20 mM bufor fosforanowy (N-DraC-C-His, kompleksy
DraB-DraE, DraEdsc-N-His, DraDdsc-N-His, DraB-C-His)
1 M imidazol, 500 mM NaCl, 20 mM bufor fosforanowy, 0,1% Elugent (DraC-C-His)

4.18. Bufory dializacyjne

e 20 mM bufor fosforanowy (pH 7,5) (N-DraC-C-His)

e 20 mM bufor fosforanowy (pH 7,5), 0,1% Elugent, 75mM NaCl (DraC-C-His,
DraEdsc-N-His, DraDdsc-N-His, DraB-C-His)

o Ultraczysta woda (Millipore)

4.19. Materialy do badan na liniach komérkowych

¢ MEM - pozywka (ang. minimal essential medium (Gibco)

e 10% ptodowa surowica bydleca inaktywowana termicznie (Gibco)

e 50 x stezony roztwor penicyliny i streptomycyny (Sigma)

e linia komérek HeLa — wyprowadzona z guzow nowotworowych raka szyjki macicy
(Helen Larsen)

e barwnik Giemsy (Sigma)

e 70% metanol

4.20. Bufory i odczynniki do testu ELISA
e Bufor optaszczajacy (pH 9,6): 50 mM bufor weglanowy
e Bufor ptuczacy (pH 7,4): 50 mM Tris; 0,88% NaCl; 0,1% Tween 20
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e Bufor blokujacy (pH 7,2): 0,5 M NaCl; 3 mM KCI; 1 mM KHyPO4x2H,0; 1%TritonX-
100; 1% BSA; 0,001% czerwien fenolowa

e Bufor substratowy i substrat reakcji barwnej: woda utleniona mocznikowa (Sigma) i
O-fenylodiamina (Sigma)
Przygotowanie: na 20 ml wody - 1 tabletka buforu + 1 tabletka substratu

o Roztwor stopujacy reakcje barwng: 2 M HaSOq4

e Mikroptytki do testu ELISA (NUNC — Immuno"™Plates, Surface — MaxiSorp)

4.21. Przygotowanie kulek fluorescencyjnych

e Bufor boranowy 0,1 M, pH 8.5

e Bufor do zawieszania: PBS - buforowany roztwor soli fizjologicznej (pH 7,5): 80 mM
NayHPO4, 20 mM NaH,PO4, 100 mM NaCl z dodatkiem 10 mg/ml BSA (Sigma) i 5%
glicerol

e Kulki znakowane fluorescencyjnie, srednica 1 um (Polysciences Inc.)

4.22. Aparatura

e aparat do elektroforezy agarozowej Delfin (DNA Gdansk II)

e aparat do elektroforezy poliakryloamidowej Bluestar ( (DNA Gdansk II)

e aparatura do techniki Western Blotting (Fermentas)

e autoklaw (Systec)

e cieplarka laboratoryjna TB2 (Pozamet, Polska)

e czytnik ptytek ELISA: VICTOR 3V (Perkin Elmer)

e dezintegrator ultradzwiekowy Soniprep 150 MSE (SANYO, USA)

e inkubator CO, (HERA cell 150, Heraeus)

e inkubator powietrzny z wytrzgsaniem (DNA-Gdansk Il s. c., Polska; New Brunswick
Science, USA)

e komora laminarna (HERA safe KS12, Heraeus)

e medyczna taznia Wodna 3044 (Kottermann, Niemcy)

e mikrokalorymetr izotermalny Nano ITC Series Il

e mikroskop immunofluorescencyjny (Olympus BX60)

mikrowiréwka Eppendorf Centrifuge 5415 D (Eppendorf, Niemcy)/Sigma 1-15
(Sigma, Niemcy)
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pH-metr CP-315M (Elmetron, Polska)

spektrofluorometr Perkin ElImer LS-5B (Perkin Elmer, USA)

spektrofotometr Spectro 23 (LaboMed, Inc, USA)

sterylizator SP-65G (WAMED, Polska)

system do dokumentaciji i densytometrycznej analizy zeli VersaDoc (BioRad, USA)
termoblok Red-Hot 35 (DNA-Gdansk, Polska)

termocykler Mastercycler T1/Gradient (Biometra, Niemcy)

termocykler (Perkin Elmer 2400)

transluminator Foto/UV 21 (Fotodyne; Spectroline, USA)

waga laboratoryjna (AXIS)

wiréwka Sorvall RC-5B (Du Pont, USA), 6K15 (Sigma, Niemcy), Multifuge 1S-R
(Hareus, Niemcy)

worteks WL-1 (DHN, Polska)

zasilacz stabilizowany pradu statego Thunder/Thunder Il (DNA-Gdansk II, Polska)
zestaw do HPLC: (1) Analog interface D-7000, (2) Pompa L-7100, (3) Detektor DAD
L-7455 (Merck-Hitachi, Niemcy)
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5.

METODY

5.1. Reakcje PCR
Amplifikacja genu draC na matrycy DNA plazmidu pCC90

Objetosc¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej 50 pl.

sktad mieszaniny reakcyjnej:

Sktadniki Objetos¢

[ui]
Matryca DNA plazmidu pCC90 1,0
Redestylowana woda jatowa 32,5
Bufor dla polimerazy DNA Pwo (10x stez.) 5,0
dNTP (10 mM) 5,0
Starter: DraC-Hindlll-His (10 pM) 2,0
Starter: DraC-Ncol (10 yM) 2,0
MgCl; (2 mM) 2,0
Polimeraza DNA Pwo 0,5

profil temperaturowo-czasowy:

Temperatura ['C] Czas|s] Liczba cykii
93 120
93 30
62 30 35
72 120
72 600

Amplifikacja fragmentu genu draC kodujacego N-terminalng domene biatka DraC na

matrycy DNA plazmidu pCC90

skfad mieszaniny reakcyjnej:

Skiadniki Objetosé

[pi]
Matryca DNA plazmidu pCC90 2,0
Redestylowana woda jatowa 29,6
Bufor dla polimerazy DNA Pwo 50
dNTP (10 mM) 50
Starter: N-DraC-up (10 uM) 2,0
Starter: N-DraC-down (10 uM) 2,0
MgCl; (2 mM) 4,0
Polimeraza DNA Pwo 0,4

Objetos¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej 50 pl.
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= profil temperaturowo-czasowy:

Temperatura [°'C] Czas|s] Liczba cykii
93 120
93 30
62 30 25
72 45
72 600

5.2. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi
Reakcje trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi prowadzono w temperaturze

37°C lub 25°C (Smal), w buforze do trawienia odpowiednim dla danego enzymu
restrykcyjnego (Materiaty 4.8), przez 1 do 2 h. Koncowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej
wynosita od 40 do 50 ul. Wyniki reakcji trawienia obserwowano po rozdziale

elektroforetycznym w 1% zelu agarozowym.

5.3. Reakcje ligacji DNA
Reakcje ligacji prowadzono przez dodanie do mieszaniny reakcyjnej: DNA

wektora i insertu (w niektérych przypadkach rozcienczonego wodg), buforu dla ligazy

DNA, roztworu ATP oraz ligazy DNA faga T4. Tak przygotowang mieszanine reakcyjng

inkubowano przez 2 do 3 h w temperaturze pokojowe;j.

Sktad mieszanin ligacyjnych

1) Reakcja ligacji wektora pUC19 trawionego enzymami restrykcyjnymi Hindlll i Smal
z DNA insertu otrzymanego przez amplifikacje genu draC z wykorzystaniem
starterow DraC-Hindlll-His i DraC-Ncol, trawionego restryktazg Hindlll. Sktad

mieszaniny ligacyjne;:

Sktadnik Objetos¢
[ui]
DNA insertu 20,0
DNA wektora 3,0
ATP 2,0
Ligaza DNA T4 2,0
Bufor do ligacji (10x stez.) 4.1
Redestylowana woda jatowa 10,0

Catkowita objeto$¢ mieszaniny ligacyjnej: 41,1 pl.
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2)

Reakcja ligacji DNA wektora pACYCpBAD trawionego enzymami restrykcyjnymi
EcoRI i Smal z DNA insertu zawierajagcego gen draC, otrzymanego poprzez
trawienie wektora pUC19-DraC-C-His enzymami restrykcyjnymi Ncol i Hindlll. Skfad

mieszaniny ligacyjnej:

Skladnik Objetos¢

[ui]
DNA insertu 30,0
DNA wektora 5,0
ATP 2,0
Ligaza DNA T4 2,0
Bufor do ligacji (10x stez.) 5,4
Redestylowana woda jatowa 10,0

Catkowita objeto$¢ mieszaniny ligacyjnej: 54,4 pl.
Reakcja ligacji DNA wektora pUC19 trawionego enzymami restrykcyjnymi Smal i
Hindlll z DNA insertu uzyskanym w wyniku amplifikacji fragmentu genu draC z
wykorzystaniem starterow N-DraC-up oraz N-DraC-down, trawionego enzymem

restrykcyjnym Hindlll. Sktad mieszaniny ligacyjnej:

Sktadnik Objetos¢

[ui]
DNA insertu 20,0
DNA wektora 2,0
ATP 2,5
Ligaza DNA T4 2,5
Bufor do ligacji (10x stez.) 5,0
Redestylowana woda jatowa 20,0

Catkowita objeto$¢ mieszaniny ligacyjnej: 50 pl.
Reakcja ligacji DNA wektora pACYCpBAD trawionego enzymami restrykcyjnymi
Ncol i Hindlll z DNA insertu uzyskanym w wyniku trawienia plazmidu
rekombinantowego pUC-sygN-DraC-C-His tymi samymi enzymami restrykcyjnymi.

Sktad mieszaniny ligacyjne;j:
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Skladnik Objetos¢

[w]
DNA insertu 16,0
DNA wektora 4,0
ATP 2,5
Ligaza DNA T4 2,5
Bufor do ligacji (10x stez.) 50
Redestylowana woda jatowa 20,0

Catkowita objeto$¢ mieszaniny ligacyjnej: 50 pl.
5) Reakcja ligacji DNA wektora pET30-sygDraBE trawionego enzymami restrykcyjnymi
Sacl i Hindlll z DNA insertu uzyskanym w wyniku trawienia plazmidu
rekombinantowego pDRaE-HSV3 tymi samymi enzymami restrykcyjnymi. Sktad

mieszaniny ligacyjnej:

Skiladnik Objetos¢

[ui]
DNA insertu 18,0
DNA wektora 2,0
ATP 2,5
Ligaza DNA T4 2,5
Bufor do ligacji (10x stez.) 5,0
Redestylowana woda jatowa 20,0

Catkowita objetos¢ mieszaniny ligacyjnej: 50 pl.

5.4. I1zolacja plazmidowego DNA

Izolacje plazmidowego DNA wykonano za pomocg  zestawu

do izolacji ultraczystego plazmidowego DNA Miniprep plus (A&A Biotechnology).

5.5. Izolacja fragmentu DNA z zelu agarozowego
Do izolacji fragmentow DNA z Zzelu agarozowego, wykorzystano komercyjnie
dostepny zestaw GelOut (A&A Biotechnology).

5.6. Elektroforeza agarozowa

Elektroforeze agarozowg prowadzono najczesciej w 1% Zzelu agarozowym w
aparacie do elektroforezy horyzontalnej w buforze TBE (Materiaty 4.6) wedtug
standardowej procedury [Sambrook i wsp., 1989]. Elektroforeze prowadzono przy
statym natezeniu prgdu 80 mA, przez 30-60 min. Detekcje prowadzono przy swietle UV,

o dtugosci fali 312 nm, emitowanym przez transiluminator.
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5.7. Transformacja komérek E. coli plazmidowym DNA
Przygotowanie komorek kompetentnych E. coli okreslonego szczepu i
transformacje komorek kompetentnych DNA plazmidowym wykonywano wedtug

standardowej procedury [Sambrook i wsp., 1989].
5.8. Mutageneza ukierunkowana

Procedura mutagenezy ukierunkowanej sktadata sie z trzech zasadniczych etapéw:
amplifikacji, usuniecia macierzystego DNA z probki zawierajgcej produkt PCR oraz
transformacji komoérek kompetentnych szczepu E. coli XL1- Blue DNA otrzymanych
plazmidéw rekombinantowych z wprowadzonymi mutacjami punktowymi (Rys. 13).
Amplifikacije  DNA wykonano za pomocg standardowej reakcji PCR, z uzyciem
odpowiednio zaprojektowanych, komplementarnych starteréw oligonukleotydowych
(Materiaty 4.9), przy dobranym uprzednio profilu temperaturowo-czasowym. Umozliwito
to otrzymanie wiasciwych produktéw PCR w postaci plazmidowego DNA o wielkosci
7009 pz. W wyniku amplifikacji okre$lone trojki nukleotydow genu draC, zostaty
zamienione na nukleotydy determinujgce obojetny aminokwas alanine. Po amplifikaciji
DNA matrycowe usuwano przez trawienie enzymem restrykcyjnym Dpnl. Endonukleaza
ta, rozpoznajaca zmetylowang sekwencje DNA, jest stosowana w celu wyodrebnienia
nowo zsyntetyzowanego DNA, z wprowadzonymi mutacjami punktowymi po reakc;ji
PCR. Tylko matrycowe DNA, ktére jest zmetylowane, podlega trawieniu, a
niezmetylowane produkty PCR sg oporne na trawienie Dpnl i mogq by¢ wprowadzone w

kolejnym etapie do komoérek E. coli XL1 Blue drogg transformacii.
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Wprowadzenie mutacji punktowej do genu
| draC za pomoca reakcji PCR

e denaturacja matrycy DNA
e przylgczanie starterow z wprowadzonymi
mutacjami punktowymi (hybrydyzacja)

e wydtuzanie starteréw z zastosowaniem
polimerazy DNA PfuUltra (elongacja)

Trawienie matrycowego DNA pACYCpBAD-
sygDraC-C-His endonukleaza Dpnl

T e trawienie zmetylowanego i
hemimetylowanego matrycowego DNA
+ enzymem Dpnl

Transformacja komérek E. coli XL1-Blue
plazmidowym DNA

e transformacja komoérek kompetentnych

zmutowanymi czgsteczkami plazmidowego
DNA w celu wytworzenia wigzania
i fosfodiestrowego i potaczenia koncéw w

obrebie danej nici DNA

Rys. 13. Schemat procedury mutagenezy ukierunkowanej w celu otrzymania plazmidow
rekombinantowych pACYCpBAD-sygDraC-C-His-mut.

e Amplifikacja na matrycy DNA plazmidu pACYCpBAD-sygDraC-C-His lub
pACYCpBAD-sygN-DraC-C-His.
o startery (Materialy 4.9) wykorzystane do wprowadzenia mutacji punktowych w
obrebie genu draC
e polimeraza DNA PfuTurbo (Stratagene)

e Skfad mieszaniny reakcyjnej:
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Sktadniki ObJFJICI’sc

Matryca DNA plazmidu pACYCpBAD-sygDraC-C-His

lub pACYCpBAD-sygN-DraC-C-His 2,0
Redestylowana woda jatowa 36,0
Bufor dla polimerazy DNA PfuTurbo (10xstezony) 50
dNTP 1,0
Starter-up 1,0
Starter-down 1,0
Quicksolution 3,0
Polimeraza DNA PfuTurbo 1,0

Objetosc¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej — 50 pl.

e profil temperaturowo-czasowy:

Temperatura [°C] Czasls] Liczba cykii
95 30
95 30
55 60 18
68 300
70 300

e W celu usuniecia macierzystego DNA do mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej
zamplifikowany produkt wprowadzano 1 pl endonukleazy Dpnl (10 U/ ul), a

nastepnie inkubowano w 37°C, przez 1 h.

5.9. Ekspresja genéw kodujacych biatka rekombinantowe w komoérkach E.

2)

3)

coli
Ogodlne zasady przeprowadzania ekspresji:

zaszczepienie hodowli nocnej w pozywce LB, zawierajgcej odpowiedni antybiotyk,
inkubacja przez noc w wytrzgsarce powietrznej, w temperaturze 37°C.

odmtodzenie hodowli nocnej w pozywce LB z tym samym antybiotykiem, dalsze
prowadzenie hodowli w wytrzgsarce powietrznej w tej samej temperaturze (predkos$é
300 rpm)

indukcja ekspresji odpowiednim induktorem po uzyskaniu przez hodowle

odpowiedniego ODeggo (zazwyczaj okoto 0,5-0,6)

5.10. Mikroskopia immunofluorescencyjna komorek bakteryjnych

E.

rekombinantowych szczepow E. coli eksprymujacych fimbrie Dr
Do badain immunofluorescencyjnych wykorzystano hodowle bakteryjne szczepu
coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-mut/pET30-DraB-C-His-DraE.
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Ekspresje prowadzono wedtug procedury opisanej w punkcie 5.9. Uzyskany osad

bakteryjny przeptukiwano trzykrotnie 1 ml buforu PBS i rozcienczano w buforze PBS.

Przygotowang frakcje stanowigcqg zawiesine bakterii powyzszego szczepu E. coli (100

ul; 10° — 10° komorek/ml) w buforze PBS inkubowano z przeciwciatami pierwotnymi i

wtérnymi.

Wykonanie:

1) 100 i frakcji stanowigcej zawiesine bakteryjng szczepu
E. coli w buforze PBS inkubowano z 50 pl krdliczych poliklonalnych przeciwciat
anty-Dr (rozcienczonych w stosunku 1:500) specyficznych odpowiednio dla biatka
adhezyny DraE (Materiaty 4.13), w temperaturze 37°C, przez 60 min

2) po inkubacji zawiesiny bakteryjnej z przeciwciatami usuwano nadmiar nie
zwigzanych przeciwciat za pomocg buforu PBSglyc (trzykrotne ptukanie 1 ml buforu
PBSglyc) (Materiaty 4.13)

3) 100 pl frakcji stanowigcej zawiesine bakteryjng (w buforze PBS) szczepu E. coli
zwigzanych z przeciwciatami anty-Dr, specyficznymi dla adhezyny DraE,
inkubowano z 50 ul kozich przeciwciat specyficznych dla przeciwciat kréliczych
(rozcienczonych w stosunku 1:50) (ang. Anti-Rabbit 1gG from goat, Whole
Molecule; Sigma) znakowanych izotiocyjanianem fluoresceiny (ang. Fluorescein
Isothiocyanate, Isomer |, FITC), w temperaturze 37°C, przez 60 min (Materiaty 4.13)

4) po inkubacji zawiesiny bakteryjnej z odpowiednimi przeciwciatami usuwano nadmiar
niezwigzanych przeciwciat za pomocg buforu PBSglyc (trzykrotne ptukanie 1 ml
buforu PBSglyc) (Materiaty 4.13)

5) 10 pl zawiesiny bakteryjnej nanoszono na szkietka mikroskopowe i obserwowano
pod mikroskopem immunofluorescencyjnym (Olympus BX-60)

5.11. Elektroforeza biatek w zelu poliakryloamidowym

w warunkach denaturujacych
Elektroforeze w zelu poliakrylamidowym prowadzono wedtug metody Leammli w

5% zelu zageszczajacym i 15% (lub 8%) zelu rozdzielajgcym, w buforze 1xTris-Glicyna

[Leammli, 1970]. Elektroforeze prowadzono przy statym napieciu pragdu wynoszacym

90V. Przygotowanie probek do analizy polegato na zmieszaniu 10+15 pl probki i 5 ul

buforu denaturujacego i inkubacji w temperaturze 98°C, przez 10 min. Po inkubacji
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probki wirowano i nanoszono na zel. Te same czynnosci wykonano dla probki
biatkowego markera wielkosci. Po elektroforezie zele barwiono w roztworze barwigcym
przez 30 min. Odbarwianie zelu prowadzono przez 1- 12 h w roztworze odbarwiajgcym
(Materiaty 4.7).

5.12. Detekcja biatek rekombinantowych metoda Western blotting

Metoda Western blotting polega na przeniesieniu biatek rozdzielonych
w zelu poliakryloamidowym na membrane, a nastepnie immunodetekcji (wykrywanie
okreslonego antygenu biatkowego za pomocg swoistych przeciwciat mono- lub
poliklonalnych i wybranej techniki pozwalajgcej uwidoczni¢ powstaty kompleks antygen-
przeciwciato). Specyfike techniki Western blotting lepiej okresla synonimiczna nazwa
immunoblotting wskazujgca, ze metoda ta polega na otrzymaniu na membranie repliki
biatek rozdzielonych w Zelu oraz ich analizie z uzyciem przeciwciat.

Powstaty kompleks antygen-przeciwciato zostaje uwidoczniony na membranie za

pomoca okreslonego znacznika, ktérym moga byé izotopy promieniotwércze (1'?°, S*°,
H®, zioto koloidaine, enzymy — identyfikowane przez barwny produkt lub
chemiluminescencyjnie.

W technice Western blotting w celu detekcji kompleksu

antygen-przeciwciato konieczne jest zastosowanie substratéw, ktére w obecnosci
enzymu przeksztatcajg sie w barwne produkty nierozpuszczalne w wodzie, wytracajgce
sie na membranie w miejscu powstatego kompleksu.

W celu wykrycia obecnosci biatka adhezyny DraE oraz biatka
DraC-C-His, zastosowano metode enzymatyczng z wykorzystaniem przeciwciat
pierwotnych anty-Dr, przeciwciat wtérnych znakowanych peroksydaza chrzanowg oraz
przeciwciat monoklonalych, specyficznie rozpoznajgcych domene oligohistydynowa,
rowniez wyznakowanych peroksydazg chrzanowg. Peroksydaza chrzanowa — biatko
zawierajgce zelazoporfiryne — pozwala uwidoczniC antygen Kkatalizujac reakcje
przeniesienia elektronbw z chromogenu (substrat dajacy barwny produkt) na H,O,.
Najczesciej uzywanym chromogenem, zastosowanym réwniez w przeprowadzonym
doswiadczeniu, jest 3,3’-diaminobenzydyna (DAB). Powstajgcy produkt jest barwy
brunatnej, a w przypadku zastosowania jonéw kobaltu, niklu i srebra, ktére w obecnosci

DAB zwiekszajg intensywnosS¢ zabarwienia, produkt posiada zabarwienie
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czarnoniebieskie. Czutos¢ metody wynosi ok. 50-100 pg biatka [Harlow i Lane, 1988;
Ktyszejko-Stefanowicz, 1999].

Procedura immunodetekciji biatek metodg Western blotting obejmuje nastepujace etapy:

e Transfer biatek na btone nitrocelulozowg

Transfer biatek rozdzielonych w zelu poliakryloamidowym z SDS na filtr
nitrocelulozowy (pory o srednicy 0,45 um) wykonywano metodg elektrotransferu. Biatka
podczas przenoszenia przytaczajg sie do nitrocelulozy gtéwnie w wyniku oddziatywan
hydrofobowych. Zdolno$é wigzania biatka przez nitroceluloze wynosi okoto 80 ug/cm?.
Jednoczesnie na skutek odtgczania sie od biatek SDS pod wptywem metanolu
nastepuje ich czesciowa renaturacja i pojawienie sie epitopdw konformacyjnych.

Btone nitrocelulozowg (o wymiarach odpowiadajgcych wielkosci zelu) i zel
poliakryloamidowy nasgczone w buforze do transferu (Materiaty 4.11) umieszczano na
trzech bibutach Whatman nasgczonych w buforze do transferu na ptycie anodowej
(nitroceluloza od strony anody — ptyta tytanowa pokryta platyna, zel poliakrylamidowy od
strony katody — ptyta ze stali nierdzewnej). Na powierzchni zelu poliakryloamidowego
umieszczano trzy bibuty Whatman nasgczone w buforze do transferu i przyktadano ptyte
katodowg. Aparat podtgczano do zasilacza i wykonywano elektrotransfer przez 1-1,5 h
przy statym natezeniu pradu 66 mA. Po elektrotransferze usuwano bibuty Whatman i zel
poliakryloamidowy, a biatka zwigzane 2z btong nitrocelulozowg poddawano
immunoidentyfikaciji.
¢ Immunoidentyfikacja

Immunoidentyfikacja biatka rekombinantowego DraC-C-His:

Z uwagi na fakt, iz biatko DraC posiada na swoim C-koncu domene
oligohistydynowg immunoidentyfikacja odbywata sie 2z zastosowaniem mysich
przeciwciat monoklonalnych wyznakowanych peroksydazg chrzanowg (Materiaty 4.11),
specyficznie rozpoznajgcych domene oligohistydynowa.

Immunoidentyfikacja biatka DraE:

Immunoidentyfikacje biatka DraE prowadzono z zastosowaniem kroliczych
poliklonalnych przeciwciat anty-Dr, specyficznych dla biatka adhezyny DraE oraz kozich
przeciwciat rozpoznajgcych przeciwciata krolicze, wyznakowanych peroksydazg

chrzanowg (Materiaty 4.11).

54



METODY

Wykonanie immunoidentyfikacji na przyktadzie adhezyny DraE:

Btone nitrocelulozowg z unieruchomionymi na niej biatkami umieszczano w
pojemniku w buforze TBS-T z dodatkiem 5% mileka i inkubowano przez 1 h, w
temperaturze pokojowej. Inkubacja z roztworem blokujagcym zawierajgcym kazeine
ma na celu zabezpieczenie przed niespecyficznym wigzaniem przeciwciat na
membranie do miejsc nie zajetych przez przeniesione biatka. Nastepnie
odptukiwano roztwoér blokujgcy przez przemywanie btony nitrocelulozowej w buforze
TBS-T.

Wykonywano rozcienczenia przeciwciat pierwszorzedowych w buforze TBS-T w
stosunku 1:1000.

Po inkubacji bton z odpowiednio rozciehczonymi przeciwciatami, przez 1 h, w
temperaturze pokojowej, usuwano nadmiar nie zwigzanych przeciwciat za pomocag
buforu TBS-T zawierajacego Tween 20 o stezeniu 0,05%. Obecnos¢ niejonowego
detergentu w buforze TBS zapobiega niespecyficznemu wigzaniu przeciwciat z
wykrywanym antygenem. Plukanie prowadzono przez 3-krotne przemycie btony
roztworem TBS-T w ciggu 15 min.

Wykonywano rozcienczenia  przeciwciat  drugorzedowych  wyznakowanych
peroksydazg chrzanowg w buforze TBS-T w stosunku 1:1000. Inkubowano btone
nitrocelulozowg z tak sporzadzonym roztworem przeciwciat przez 1 h w
temperaturze pokojowej, a ich nadmiar usuwano przez 3-krotne przemycie
roztworem TBS-T w ciggu 15 min.

Btone nitrocelulozowg umieszczano w roztworze substratow dla peroksydazy
chrzanowej (DAB, H>O,) i obserwowano powstawanie brunatnego zabarwienia w
miejscu rozpoznawania fimbrialnego biatka adhezyny DraE przez swoiste
przeciwciata.

W momencie pojawienia sie tta przerywano reakcje przez usuniecie roztworu i
przeptukanie btony woda. Nastepnie btone osuszano i przechowywano bez dostepu

Swiatta.
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5.13. Badanie zdolnosci bialek podjednostkowych DraE rekombinantowych
szczepdw E. coli eksprymujacych fimbrie Dr do hemaglutynaciji
ludzkich erytrocytow

Do doswiadczenia  przygotowywano zawiesine ludzkich  erytrocytow
przeprowadzajgc nastepujgce czynnosci:

e erytrocyty ludzkie odwirowywano z krwi zawierajgcej heparyne (Srodek hamujacy
krzepniecie krwi) w celu oddzielenia ich od osocza,

e  krwinki przeptukiwano dwukrotnie roztworem PBS (tak otrzymane erytrocyty
przechowywano w temperaturze 4°C do dalszych doswiadczen),

e bezposrednio przed wykonaniem doswiadczenia erytrocyty ponownie ptukano
roztworem PBS (3 x 1 ml PBS) (Materiaty 4.14).

Test hemaglutynacji wykonywano na szkietku mikroskopowym z zagtebieniami.
Nanoszono réwne objetosci zawiesiny erytrocytéw i badanej probki (20 pl). Wyniki
obserwowano nieuzbrojonym okiem.

5.14. Ekspresja biatka kanatotworczego DraC w szczepie E. coli Top 10

F’/pACYCpBAD-DraC-C-His

Ekspresje genu kodujgcego biatko DraC z sekwencjg sygnalng z plazmidu
pACYCpBAD-sygDraC-C-His prowadzono kilkukrotnie, zmieniajgc parametry takie jak
temperatura, wartoS¢ ODgyp w momencie indukcji, kohcowe stezenie induktora
arabinozy, czas prowadzenia ekspresji oraz napowietrzanie. Produkcja biatka
kanatotwérczego DraC-C-His byta zawsze na poréwnywalnym poziomie niezaleznie od
zastosowanych warunkéw. Ostatecznie stosowano nastepujgce warunki prowadzenia
ekspresiji:

o napowietrzanie: 250 obr./min,

. temperatura: 30°C,

o ODsgpp W momencie indukciji: 0,6,

o koncowe stezenie arabinozy: 0,2%.,
o czas prowadzenia ekspresiji: 3 h.

Sposob prowadzenia ekspresiji
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e  Zaszczepiono kolonig szczepu E. coli TOP10F/pACYCpBAD-sygDraC-C-His 10 ml
pozywki LB, zawierajacej tetracykline i ampicyline i inkubowano przez noc w
wytrzasarce powietrznej, w temperaturze 37°C.

o Nastepnie hodowle nocng odmiodzono w 300 ml pozywki LB z tymi samymi
antybiotykami i nadal prowadzono hodowle w wytrzgsarce powietrznej w tej samej
temperaturze.

o Po uzyskaniu przez hodowle odpowiedniego ODggp wynoszacego 0,6 (po okoto 2,5
h) dokonano indukcji ekspresji dodajgc 0,6 g arabinozy.

o Podczas prowadzenia ekspresiji zbierano probki hodowli co godzine po indukcji w
celu przygotowania frakcji catkowitych lizatéw (1,5 ml prébki wirowano 5 min przy
3000 obr./min, a osad zawieszano w 150 pl buforu TE i zamrazano).

e Po zakohczeniu hodowli bakteryjnej komorki E. coli odwirowano przy 3000 obr./min
w wirébwce Sorvall, przez 20 min, a osad bakteryjny schtadzano w lodzie i

wykorzystywano do izolacji frakcji bton zewnetrznych.

5.15. lzolacja zewnetrznych blon komoérkowych szczepu E. coli Top 10
F’IpACYCpBAD-DraC-C-His

Frakcje zawierajgca zewnetrzne btony komorkowe izolowano poprzez ekstrakcje
sarkozylem [Thanassi i wsp., 2002]. Metoda ta wykorzystuje réznice we wrazliwosci
btony zewnetrznej i btony cytoplazmatycznej bakterii Gram-ujemnych na ten jonowy
detergent. Roznica ta wynika z budowy obu bton. WiekszosC lipidow zewnetrznej
membrany to lipopolisacharydy (LPS), ktére majg inne wiasciwosci niz glicerofosfolipidy
budujgce btone wewnetrzng. Czasteczka LPS zawiera 6-7 reszt kwasow ttuszczowych,
ktére silnie miedzy sobag oddziatujg poprzez sity van der Waalsa i oddziatywania
hydrofobowe. To powoduje, ze trudno jest czagsteczce detergentu penetrowac¢ w
przestrzenie miedzy sasiednimi lipopolisacharydami. Poza tym, warstwa LPS posiada
wiekszy powierzchniowy fadunek ujemny niz btona wewnetrzna. Sarkozyl posiadajac
prawie identyczng gestos¢ tadunku powierzchniowego co warstwa LPS, nie degraduje
btony zewnetrznej w przeciwienstwie do btony wewnetrznej. Dlatego istnieje mozliwos¢
rozpuszczenia lipidow nalezgcych do btony cytoplazmatycznej bez naruszenia

wiekszosci lipopolisacharyddw btony zewnetrznej. Razem z lipidami rozpuszczajg sie
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rowniez biatka btony wewnetrznej, natomiast czesciowo uszczuplona w lipidy btona

zewnetrzna, zawiera niemal wszystkie biatka. Ta roznicujgca ekstrakcja Sarkozylem jest

najczesciej stosowang metodq izolacji biatek btony zewnetrznej.

Wykonanie

Osad komorek wuzyskany przez odwirowanie hodowli szczepu E. coli
TOP10F/pACYCpBAD-sygDraC-C-His (Metody 5.4) przemywano buforem A
(Materiaty 4.15), a nastepnie zawieszano w 10 ml tego samego buforu z dodatkiem
5 pl 200 mM PMSF.

Zawiesine sonifikowano i nastepnie wirowano 15 min przy 5000 obr./min.

Osad zawierajgcy niezniszczone komorki usuwano, a do supernatantu dodawano
500 pl 10% Sarkozylu i delikatnie mieszano przez 5 min w temperaturze pokojowe;.
Zawiesine wirowano przez 1 h przy 26 000 obr./min, przy 4°C.

Osad zawierajgcy zewnetrzne btony komérkowe wykorzystywano do izolacji biatka
DraC.

5.16. lzolacja biatka DraC-C-His z bton zewnetrznych komérek E. coli

Frakcje bton zewnetrznych zawieszano w 2 ml buforu B (Materiaty 4.15) i
dodawano 15 mg DDM (do koncowego stezenia 0,75%) oraz 400 pl glicerolu (do
koncowego stezenia 20%), a nastepnie delikatnie wytrzgsano przez noc, w 4°C.

Mieszanine wirowano przez 1 h, przy 26000 obr./min, przy 4°C. Osad usuwano, a

supernatant zawierajacy biatko DraC przechowywano w temperaturze 4°C.

5.17. l1zolacja biatek frakcji periplazmatycznej

Izolacja frakcji periplazmatycznych komérek E. coli BL21(DE3) z prébek o

objetosci 1,5 ml prowadzona byta wedtug nastepujacej procedury:

1,5 ml hodowli bakteryjnej wirowano w mikrowiréwce przy 3000 obr./min, przez 10
min, a otrzymany osad komoérkowy zawieszono w 100 pl buforu sacharozowego i
inkubowano 10 min w temperaturze pokojowe;.

Nastepnie zawiesine komérek wirowano w mikrowiréwce przy 4000 obr./min, przez
15 min, a uzyskany supernatant odrzucano, osad komoérkowy zawieszano w 100 pl

10 mM MgCl; i inkubowano 10 min w lodzie.

58



METODY

W ostatnim etapie zawiesine komorek wirowano w mikrowirowce przy 7000
obr./min, przez 10 min, a nastepnie supernatant zawierajgcy biatka frakc;ji

periplazmatycznej zbierano i przechowywano w temperaturze 4°C do czasu analizy.

5.18. I1zolacja biatka podjednostkowego adhezyny DraE fimbrii Dr

Zaszczepiono pojedynczg kolonig szczepu E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-
sygDraC-C-His-mut/pET30-DraB-C-His-DraE 10 ml pozywki LB, zawierajacej
kanamycyne i ampicyline i inkubowano przez noc w wytrzgsarce powietrznej, w
temperaturze 37°C.

Nastepnie hodowle nocng odmtadzono w 300 ml pozywki LB z tymi samymi
antybiotykami i nadal prowadzono hodowle w wytrzgsarce powietrznej w tej samej
temperaturze.

Po uzyskaniu przez hodowle ODggp Wynoszacego 0,6 (po okoto 2,5 h) dokonywano
indukcji ekspresji dodajac 0,6 g arabinozy oraz 75 pl 1 M IPTG.

Po zakonczeniu hodowli bakteryjnej komorki E. coli odwirowano przy 3000 obr./min,
w wiréwce Sorvall, przez 10 min, a osad bakteryjny zawieszano w 1,5 ml buforu
PBS.

Tak przygotowang zawiesine bakteryjng worteksowano przez 1 min i inkubowano w
termobloku, przez 1 h, w temperaturze 65°C.

W kolejnym etapie zawiesine bakteryjng wirowano w wirowce Sorvall przy 6000
obr./min, przez 20 min.

Uzyskany supernantant zbierano do jatowych probowek, a nastepnie biatka
precypitowano za pomocg 40% roztworu siarczanu amonu w buforze PBS przez
noc, w temperaturze 4°C (do klarownego supernatantu dodano 40% roztworu
siarczanu amonu do koncowego stezenia 20%).

Po 24 h inkubacji wytracone w supernatancie biatka wirowano w wiréwce Sorvall
przy 5000 obr./min, przez 20 min, w temperaturze 4°C.

Osad zawieszono w 3 ml buforu PBS i poddawano dializie (MWCO>100,000) do

buforu PBS przez noc, w temperaturze 4°C.
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5.19. Oczyszczanie biatek metoda chromatografii metalopowinowactwa

Sekwencje aminokwasowe, bogate w reszty histydyny, majg zdolno$¢ do
wigzania kationéw dwuwartosciowych metali bloku d uktadu okresowego, np. jonéw Ni?*,
Co?*. Produkowane biatka fuzyjne z domenami oligohistydynowymi moga by¢ tatwo
oczyszczane na modyfikowanych ztozach agarozowych, wigzacych wyzej wymienione
kationy. Po zwigzaniu biatka przez zioze, ptucze sie je odpowiednio zbuforowanymi
roztworami imidazolu o rosngcym stezeniu. Czynno$¢ ta ma na celu wyptukanie ze
ztoza niespecyficznie wigzacych sie biatek. Elucji biatka dokonuje sie zbuforowanym
roztworem imidazolu o wysokim stezeniu.

Biatka rekombinantowe oczyszczano na kolumnie wypetnionej ztozem Ni**-IDA
(Novagen). Objetos¢ stosowanego ztoza kolumny wynosita 4 ml, a objetos¢ kolumny 20
ml.

Programy oczyszczania biatek:

DraC-C-His N-DraC-C-His Kompleksy BE DraEdsc-N-His,
DraDdsc-N-His i
DraB-C-His

Bufor ptuczacy 1 6 obj. kolumny 6 obj. kolumny 6 obj. kolumny 4 obj. kolumny

(5 mM imidazol)

Bufor ptuczacy 2 | 4 obj. kolumny 4 obj. kolumny 4 obj. kolumny
(20 mM imidazol)

Bufor ptuczacy 3 2 obj. kolumny 3 obj. kolumny
(60 mM imidazol)

Bufor elucyjny 2x5ml 3x5mil 2x5ml 2x5ml

(1 M imidazol)

5.20. Dializa frakcji i zageszczanie

Frakcje elucyjne o objetosci 10 ml lub 15 ml umieszczano w woreczku
dializacyjnym (MWCO 10 kDa; Sigma). Dialize prowadzono w buforze dializacyjnym
(Materiaty 4.18) w temperaturze 8°C przez dobe. Frakcje biatek przenoszono do
kolumienki wirowniczej (MWCO 10 kDa — N-DraC-C-His lub 30 kDa — DraC-C-His) i
zageszczano dziesieciokrotnie (DraC-C-His-His) lub dwudziestokrotnie (N-DraC-C-His)

w wiréwce Sorvall przy 5000 obr./min.

5.21. Analiza domeny N-terminalnej biatka DraC technika IR
Widma zmierzone zostaty w aparacie Nicole 8700 firmy Thermo, znajdujgcym sie
w Katedrze Chemii Fizycznej Politechniki Gdanskiej. Przygotowany zliofilizowany
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preparat biatkowy rozpuszczano w ciezkiej wodzie (Sigma), a nastepnie odwirowywano,
w celu usuniecia statych zanieczyszczeh. Prébke (okoto 25 pl) umieszczano w
termostatowanej kuwecie transmisyjnej z okienkami z fluorku wapnia, z przektadkami
grubosci 56 pm. Pomiaréw dokonywano z rozdzielczoscig 4 cm™, usredniajac za
kazdym razem 64 niezalezne skany. Widma tta mierzone byty przed kazdym pomiarem
prébki.

Widma mierzone byty w zakresie okoto 30 — 80°C (do temperatury 50°C co okoto
5°C, powyzej 50°C co okoto 2°C). Zmierzone widma korygowano ze wzgledu na
obecnos$¢ pary wodnej oraz wygtadzono z wykorzystaniem algorytmu Savitzky-Golaj
(liczba punktéw — 7, szeroko$¢ — 13). Drugie pochodne widm, wykorzystywane w
analizie, uzyskane zostaty z wykorzystaniem algorytmu Savitzky-Golaj (liczba punktow —

13, rzad wielomianu — 3).

5.22. Hodowla linii komérkowej HelLa

Komorki lini HeLa o gestosci 10%ml, przesiane do 6-dotkowych plytek
(zaopatrzonych w szkietka nakrywkowe), hodowano w pozywce hodowlanej MEM (ang.
Minimal Essential Medium) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlecej oraz roztworu
penicyliny i streptomycyny, w 37°C, w 5% atmosferze CO,, przez 18 h (Materiaty 4.19).
Po tym czasie hodowle komorkowe przeptukiwano dwa razy buforem PBS.

5.23. Badanie adhezji komoérek E. coli do komoérek linii HelLa
Do badania adhezji komorek bakteryjnych do komorek linii HeLa wykorzystano
hodowle nastepujacych szczepow E. coli: BL21(DE3), BL21(DE3)/ pACYCpBAD-sygDraC-

C-His/pET30-sygDraB-C-His-DraE, BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-
Cys100mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE, BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-
Phe4mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE, BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-

Trp142mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE.

Ekspresje gendéw kodujacych odpowiednie biatka prowadzono wedtug procedury
zawartej w punkcie 5.9. Po 2 h od indukcji ekspresji komérki bakterii odwirowywano, a
osady bakterii przeptukiwano trzykrotnie 1 ml buforu PBS i rozcienczano w buforze PBS
do ODgw=1,7 (5x10* CFU/ml). Nastepnie przygotowane zawiesiny bakterii
rekombinantowych szczepéw E. coli w buforze PBS inkubowano z komdrkami linii HelLa.

Barwienie metoda Giemsy
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Do hodowli komoérkowej linii HeLa (Metody 5.22) dodawano hodowle bakteryjne
odpowiednich szczepow rekombinantowych. Po 2 h inkubaciji (37°C, 5% atmosfera CO5)
komoérek Hela z bakteriami, komorki przeptukiwano buforem PBS, utrwalano 70%
roztworem metanolu przez 10 min. Po tym czasie szkietka mikroskopowe osuszano i
barwiono preparaty przy uzyciu 10% roztworu Giemsa przez 3 min (Materiaty 4.19).
Wybarwione preparaty ptukano 3-krotnie buforem PBS, a nastepnie suszono na
powietrzu. Preparaty analizowano z wykorzystaniem mikroskopu Olympus BX-60.
Metoda ELISA

Hodowle komoérek linii HeLa prowadzono wedtug punktu 5.22, z tg rdznicg, ze

ptytki byly 96-dotkowe, a hodowle komdrkowe ptukano dwa razy pozywka MEM. Po
dodaniu do nich hodowli bakteryjnych odpowiednich szczepow rekombinantowych i 2 h
inkubacji (37°C, 5% atmosfera CO,), komorki trzykrotnie ptukano buforem ptuczacym,
utrwalano 3% roztworem formaliny i ponownie 3-krotnie ptukano buforem ptuczacym.
Nastepnie komorki zawieszano w buforze blokujgcym i inkubowano przez noc, w
temperaturze 4°C. Po dwukrotnym przeptukaniu buforem ptuczacym, komorki
inkubowano z przeciwciatami kréliczymi anty-DraE (rozcienczenie 1:500 w buforze
blokujacym), przez 40 min, w temperaturze 37°C, a nastepnie z przeciwciatami anty-
kroliczymi-HRP (rozcienczenie 1:5000 w buforze blokujacym, 40 min, w 37°C). Po
inkubacji, komorki ptukano buforem ptuczacym. Detekcje komodrek bakteryjnych
zwigzanych z komoérkami linii HeLa dokonywano poprzez 40 min inkubacje komadrek
zawieszonych w wodzie jatowej z substratem dla peroksydazy chrzanowej O-
fenylodiaming i wodg utleniong mocznikowa, w 37°C. Reakcje zatrzymywano 2 N
kwasem siarkowym i odczytywano absorbancje przy dtugosci fali 490 nm.
5.24. Badanie adhezji fimbrii Dr oplaszczonych na kulkach
fluorescencyjnych do komoérek linii HeLa

Pobierano 0,5 ml kulek fluorescencyjnych z 2,5% zawiesiny do probdwki
Eppendorfa i uzupetniano 0,1 M buforem boranowym i intensywnie mieszano. Po
odwirowaniu kulek (5 min, 4000 obr./min), usuwano supernatant, a osad zawieszano w
1 ml buforu boranowego. Do tak przygotowanych kulek dodawano 100 pl frakcji
fimbrialnych (Metody 5.18) i inkubowano z mieszaniem przez noc, w temperaturze

pokojowej. Po odwirowaniu, osad zawieszano w 1 ml buforu boranowego z dodatkiem
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BSA (10 mg/ml) i inkubowano 1 h, w temperaturze pokojowej z mieszaniem. Po
odwirowaniu osad zawieszano w buforze do zawieszania (Materiaty 4.21) i
przechowywano w lodéwce do czasu analizy.

Hodowle = komérkowg linii  HelLa (Metody 5.22) utrwalano 3%
paraformaldehydem, po czym trzykrotne ptukano buforem PBS i inkubowano z 40 ul
zawiesing kulek fluorescencyjnych optaszczonych fimbriami Dr (37°C, 5% COy,).
Stezenie biatek frakcji fimbrialnej izolowanej z komérek produkujgcych DraC dzikiego
typu wynosito 306 ug/ml, a dla komérek mutantéw DraC-Phe4/Ala, DraC-Cys64/Ala,
DraC-Cys100/Ala i DraC-Trp142/Ala wynosito odpowiednio 121, 132, 163 i 30 ug/ml.
Po uptywie 2 h inkubacji catos¢ dwukrotne ptukano buforem PBS. Preparaty ogladano
pod mikroskopem fluorescencyjnym (Olympus BX60).

5.25. Badanie oddzialywan miedzy biatkami z zastosowaniem
mikrokalorymetrii izotermalnej
Do celki pomiarowej o pojemnosci 1,3 ml, w ktérej znajdowato sie po 20 uyM
biatka DraEdsc-N-His, DraDdsc-N-His Ilub DraB-C-His, przy uzyciu precyzyjnej
strzykawki o pojemnosci 250 pl, w zatozonych odstepach czasu (300 s), wprowadzano
100 pl (po 10 ul) 260 uM biatka N-DraC-C-His. Strzykawka posiadata mieszadetko, ktore
pozwalato na szybkie i doktadne mieszanie (200 rpm). Wszystkie probki przed
pomiarem zostaty odgazowane pod préznig. Eksperymenty prowadzono w temperaturze
25°C. Po dodaniu kazdorazowo objetosci biatka N-DraC-C-His nastepuje pomiar mocy
wymaganej do utrzymania statej temperatury miedzy celkami, ktéra nastepnie
przeliczana jest na ciepto reakcji. Ciepto reakcji oddziatywania liganda z substancjg
miareczkowang szacuje sie na podstawie cyklu doswiadczen:
1) miareczkowanie bufor-bufor (poprawka wynikajgca z réznicy temperatur);
2) miareczkowanie bufor-biatko (poprawka zwigzana z efektem rozcienczenia);
3) miareczkowanie biatko- bufor (poprawka zwigzana z efektem rozcienczenia);
4) miareczkowanie biatko-biatko.
Po odjeciu sumy efektéw cieplnych z trzech pierwszych w/w eksperymentéw od

efektu cieplnego ostatniego doswiadczenia uzyskuje sie ciepto reakc;ji.
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6. WYNIKI
6.1. Analiza sekwencyjna zewnatrzblonowych biatek kanatotwérczych
rodziny FUP

Biatka kanatowe btony zewnetrznej nalezg do rodziny biatek FUP i reprezentujg
jeden z najwazniejszych, lecz najmniej poznanych elementéw ,maszynerii” szlaku
sekrecji typu ,chaperone/usher”. Jednymi z lepiej poznanych biatek kanatowych tego
szlaku sg biatka FimD i PapC, determinujgce ekspresje na powierzchni bakterii
odpowiednio heteropolimerycznych pili typu 1 i typu P. Biatko DraC, bedace miejscem
polimeryzacji homopolimerycznych fimbrii Dr, jest homologiem wymienionych biatek i
jest jak dotgd mato poznane.

Przeprowadzono poréwnawczg analize sekwencyjng biatek rodziny FUP w celu
wyznaczenia kluczowych reszt aminokwasowych dla biatka DraC mogacych mie¢ wptyw
na jego funkcje. Do analizy wybrano sekwencje 14 biatek FUP (Tab. 1), z ktérych
siedem bierze udziat w biogenezie struktur adhezyjnych typu FGL: DraC, AggC, CS3-2,
Caf1A, MyfC, PsaC oraz SefC, a pozostate siedem w biogenezie struktur adhezyjnych
typu FGS: HifC, PmfC, MrpC, SfaF, FocD, FimD oraz PapC.

Tab. 1. Zestawienie sekwencji biatek FUP poddanych analizie.

. . ' Numer sekwencji
Podrodzina Biatko ,,usher w NCBI
PapC AAY82874
FimD CAA35968
SfaF ABE06596
FGS FocD CAA86605
HifC CAA83902
Mrpc CAA83635
PmfD P53514
MyfC CAA79953
PsaC ABK63799
CS3-2 P15484
FGL Caf1A CAA43968
SefC P33388
AggC P46005
DraC AAK16477
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Tabela 2 przedstawia zestawienie informacji na temat zrédta izolacji
poszczegolnych biatek FUP, struktury morfologicznej uktadu adhezyjnego oraz danych

dotyczacych jednostki chorobotwoérczej, skorelowanej z danym czynnikiem wirulenciji.

Tab. 2. Struktury adhezyjne obecne na powierzchni komoérek bakteryjnych wraz z elementami
maszynerii uczestniczacymi w szlaku ,chaperone-usher”.

: Biatko
Podrodzina sﬁzgtz:rj'y chaperone/usher Organizm Operon W)::vl\;ngl\;:na
zapalenie
pecherza
P pile PapD/PapC E. coli pap moczowego; ostre
odmiedniczkowe
zapalenie nerek
E. coli ostre
pile typu 1 FimC/FimD Sa}l(rrlleoglseigﬁasp. fim odmiedniczkowe
. zapalenie nerek
pneumoniae
infekcje uktadu
. . moczowego,
FGS S pile SfaE/SfaF E. coli sfa zapalenie opon
mdbzgowych
ostre
F1C pile FocC/FocD E. coli foc odmiedniczkowe
zapalenie nerek
F1C pile HifB/HifC Haemophillis hif | zapalenie ucha
MR/P pile MrpD/MrpC Proteus mirabilis mrp infekcje uktadu
moczowego
PMF pile PmfC/PmfD Proteus mirabilis pmf infekcje uktadu
moczowego
. Yersinia zapalenie
Myf fimbrie MyfB/MyfC enterolitica myf okreznicy
Antygen pH 6 PsaB/PsaC Yersinia pestis psa dzuma
CS3 pile CS3-1/CS3-2 E. coli cs3 biegunka
Powierzchniowy . . .
FGL antygen F1 CaftM/Caf1A Yersina pestis caf dZzuma
Fimbrie SEF14 |  SefB/SefC Salmonella sef niezyt zotadka i
enteritidis jelit
AAF | AggD/AggC E. coli agg biegunka
Fimbrie DraB/DraC E. coll dra Infekcje uktadu
rodziny Dr moczowego

Analize poréwnawczg otrzymanych sekwencji prowadzono w programie ClustalX
wersja 1.8. Wygenerowang przez program ClustalX analize edytowano w programie

GeneDoc do formatu rtf rozpoznawanego przez program Word.
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W celu uwidocznienia mozliwych w rodzinie biatek FUP trendéw sekwencyjnych i
strukturalnych, zwigzanych z podziatem struktur adhezyjnych na rodziny FGS i FGL,
analize sekwencyjng przeprowadzono w trzech uktadach. W pierwszym poddano
analizie porownawczej wszystkie 14 sekwencji celem detekcji podstawowych
wyznacznikdw charakterystycznych dla catej rodziny FUP (Zat. 1). Dwie pozostate
analizy zostaty przeprowadzone w obrebie sekwencji biatek ,usher” biorgcych udziat
odpowiednio w biogenezie struktur adhezyjnych typu FGL (Zat. 2) oraz FGS (Zat. 3). W
przypadku wszystkich analiz na rysunkach naniesiono informacje literaturowe dotyczace
struktury i funkcji biatek kanatotwoérczych FimD oraz PapC.

Analizie poddano sekwencje biatek w postaci pre-biatek zawierajgcych
sekwencje sygnalng typu sec. Dlugos¢ sekwencji badanych biatek waha sie od 814
reszt aminokwasowych w przypadku biatka SefC E. coli do 882 reszt w przypadku biatka
SfaF E. coli. Przy czym obserwowane delecje i insercje wystepujace w poszczegdlnych
biatkach majg charakter lokalny i sg rozproszone. W efekcie przeprowadzonej analizy
jednoznacznie mozna stwierdzic, iz wszystkie biatka FUP charakteryzujg sie identyczng
strukturg lll-rzedowa, sktadajacg sie trzech podstawowych domen wskazanych na
podstawie badan biatek FimD i PapC.

Z przeprowadzonej analizy wynika, iz znaczng homologie sekwencyjng wykazuje
region domeny transmembranowej. W jej obrebie mozna wyrdzni¢ najwiecej reszt
aminokwasowych, zakonserwowanych wsrod wszystkich badanych biatek. Wiekszosc¢
tych reszt jest zlokalizowana w obrebie sekwencji, wykazujacej strukture drugorzedowqg
typu B-nici lub w jej poblizu. Te wysoce zakonserwowane reszty, ktére stanowig czesé f3-
nici wykazujg charakter hydrofobowy (I, L, V, M) badz aromatyczny (F, Y, W). Na
brzegach sekwencji wykazujgcych strukture B-nici wystepuja zakonserwowane reszty
glicyny oraz proliny. Nietypowa budowa tych reszt decyduje o ich obecnosci w obrebie
terminalnych koncéw B-nici. Glicyna, ze wzgledu na brak reszty bocznej, wykazuje
najmniejsze zattoczenie steryczne oraz najwiekszg swobode rotacji. Z tego powodu jej
obecnos$c¢ jest pozgdana w miejscach wymagajgcych skretu tancucha polipeptydowego,
miedzy innymi w momencie przejscia struktury B-nici w motyw petlowy. Natomiast reszty
proliny, obecne na koncach p-nici, odpowiedzialne sa za zagiecie tancucha

polipeptydowego oraz za usztywnienie struktur drugorzedowych. W rejonach B-nici
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obecne sg réwniez reszty aminokwasowe o charakterze zasadowym (R, K), wykazujgce
rozny stopien homologii. Tego typu reszty, wystepujace w strukturach f-nici
transmembranowej B-beczki, odpowiedzialne sg za tzw. stabilizacje hydrofobowg na
powierzchni. Ten typ stabilizacji charakterystyczny jest dla reszt aminokwasowych
posiadajgcych fancuch boczny zbudowany z dtugiego alifatycznego wysiegnika
zakonczonego grupg jonowa. Alifatyczny fragment stabilizuje hydrofobowy rdzeh biatka
(lub oddziatuje z hydrofobowg btong), natomiast reszta boczna jest skierowana do
rozpuszczalnika. Tego typu silnie zakonserwowane reszty w biatkach FUP
zlokalizowane sg na koncach transmembranowych B-nici, gdzie konieczne jest zaréwno
oddziatywanie z btong, jak i z rozpuszczalnikiem. Obserwowane zakonserwowanie w
obrebie domeny transmembranowej dotyczy gtownie reszt, ktore gwarantujg
zachowanie struktury transmembranowej B-beczki. Znaczace zréznicowanie dotyczy
gtébwnie fragmentow petlowych, a w szczegdlnosci ich dtugosci.

Analiza periplazmatycznej domeny N-terminalnej biatek FUP zostanie omdwiona
w nastepnym rozdziale. Sekwencyjna analiza poréwnawcza regionu C-terminalnegj
domeny periplazmatycznej jest utrudniona ze wzgledu na skgpe dane literaturowe
dotyczace jej funkcji i struktury. Cechg charakterystyczng dla catej rodziny biatek FUP w
tym regionie jest obecnos¢ mostka disiarczkowego stabilizujgcego strukture tej domeny.

Zatgczniki 2 i 3 przedstawiajg sekwencyjne analizy poréwnawcze biatek ,usher”
zaangazowanych w biogeneze struktur adhezyjnych odpowiednio typu FGS i FGL.
Widoczny jest wyraznie wyzszy poziom identycznosci sekwencji biatek FUP w obrebie
obu podrodzin. Sugeruje to jednoznacznie, iz podobnie, jak w przypadku rodziny biatek
opiekunczych, rowniez w odniesieniu do biatek FUP mozna moéwi¢ o adaptacji
strukturalnej (sekwencyjnej), zwigzanej z biogenezg struktur adhezyjnych o morfologii
typu FGS lub FGL. Rysunek 12 przedstawia zestawienie w postaci macierzy danych
liczbowych dotyczgcych podobienstwa sekwencji analizowanych biatek FUP. Widaé, iz
badane sekwencje grupujg sie w dwie odrebne grupy. Jedna z nich obejmuje biatka
FUP biorgce udziat w biogenezie struktur adhezyjnych typu FGS, a druga biatka biorgce
udziat w biogenezie struktur typu FGL. W przypadku biatek FUP typu FGL poziom
identycznos$ci waha sie od 71% (MyfC Y. enterolitica — PsaC Y. pestis), do 32% (Caf1A
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Y. pestis — SefC S. enteritidis), a poziom podobienstwa od 81% (MyfC Y. enterolitica —
PsaC Y. pestis) do 51% (MyfC Y. enterolitica - SefC Y. pestis).

Rys. 12.

FGL FGS
AggC DraC MyfC PsaC CaflA SefC SfaF FocD FimD PapC MrpC PmfC HifC
AggC 842 65% 39% 38% 38% 34% 30% 30% 27% 22% 20% 19% 23%
0 79% 58% 59% 61% 55% 49% 50% 46% 37% 37% 37% 41%
DraC 563 859 41% 40% 41% 36% 31% 31% 29% 22% 21% 20% 23%
681 0 59% 60% 61% 55% 49% 50% 47% 37% 38% 37% 41%
MyfC 341 358 841 71% 37% 33% 29% 29% 29% 23% 19% 20% 23%
507 522 0 81% 58% 51% 48% 48% 47% 40% 38% 37% 41%
PsaC 335 355 608 823 36% 33% 30% 30% 30% 24% 20% 20% 23%
507 524 694 0 58% 52% 48% 48% 47% 41% 36% 37% 41%
CaflA 328 360 326 315 833 32% 28% 28% 29% 22% 19% 21% 24%
523 533 500 500 0 52% 49% 49% 46% 40% 37% 39% 42%
sefc 298 315 285 285 272 814 27% 27% 25% 22% 19% 22% 23%
475 483 444 448 447 0 46% 47% 44% 39% 37% 40% 43%
SfaF 278 290 265 274 260 248 892 95% 55% 23% 24% 22% 26%
456 457 443 436 449 423 ] 96% 72% 39% 41% 40% 44%
FocD 276 288 261 272 256 248 856 875 56% 24% 24% 22% 26%
453 452 436 433 444 420 859 0 72% 39% 42% 41% 44%
FimD 246 263 261 269 264 231 500 494 876 23% 23% 24% 25%
416 433 430 420 421 397 654 642 o 38% 40% 41% 42%
PapC 195 201 203 210 196 194 215 216 213 836 43% 39% 22%
326 332 353 359 351 345 360 359 347 0 62% 60% 39%
MrpC 184 196 181 188 177 172 229 229 217 380 871 38% 23%
337 350 350 331 334 332 394 393 371 554 0 58% 39%
PmfC 173 181 178 178 186 191 205 204 216 337 341 828 21%
329 331 329 325 338 347 372 370 375 512 515 0 39%

HifC 209 211 208 201 209 199 244 240 228 196 208 180 837
365 366 362 355 366 369 405 402 379 341 355 337 0

Zestawienie w postaci macierzy danych liczbowych dotyczacych podobienstwa
sekwenciji analizowanych zewnatrzbtonowych biatek kanatotwérczych FUP (dotyczy
analizy sekwencyjnej przedstawionej w zataczniku 1). Wartos¢ gorna w
dwucztonowej kolumnie prezentuje stopien identycznosci porownywanych sekwencji,
natomiast dolna stopien podobienstwa. Po lewej stronie linii umieszczone sg
wartoéci mierzone w liczbie reszt aminokwasowych, po prawej natomiast dane
procentowe. Kolorem czerwonym i zielonym zaznaczono regiony macierzy, w
ktérych grupujg sie biatka FUP tworzace odpowiednio podrodzine FGL i FGS.
Analiza wykonana z wykorzystaniem programu GenDoc.
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W przypadku biatek ,usher’” typu FGS obserwuje sie podobny poziom
identycznosci i podobienstwa (identycznos$¢ od 95% do 23%, podobienstwo od 96% do
38%). Najwyzsza wartos¢ identycznoéci i podobiehstwa pomiedzy obiema rodzinami
biatek FUP wynosi odpowiednio: 31% (DraC E. coli - FocD E. coli) oraz 50% (DraC E.
coli — FocD E. coli i AggC E. coli — FocD E. coli). Natomiast najnizsza wartosc
identycznosci i podobienstwa pomiedzy dwoma wyodrebnionymi grupami biatek FUP
wynosi odpowiednio 19% (AggC E. coli — PmfC P. mirabilis) oraz 37% (w 9
przypadkach).

Przedstawione analizy sekwencyjne wskazujg na duzg homologie w obrebie catej
rodziny biatek FUP. Wskazuje ona na istnienie jednego ogolnego mechanizmu
funkcjonowania tych biatek w szlaku biogenezy struktur adhezyjnych typu ,chaperone —
usher”. Mechanizm ten oparty jest o tréj-domenowg budowe biatek FUP i mozna
przyja¢, iz dla wszystkich biatek jest on zgodny z mechanizmem funkcjonowania
zaproponowanym dla biatka FimD oraz PapC. Przeprowadzona analiza wskazuje
jednoczesnie na wystepowanie w rodzinie FUP preferencji strukturalnych, zwigzanych z
typem struktury adhezyjnej, w ktdérego biogenezie dane biatko ,usher’ uczestniczy.
Podobnie jak w przypadku biatek opiekunczych prowadzi to do podziatu rodziny biatek
FUP na dwie podrodziny. Podziat ten doktadnie odpowiada podziatowi biatek
opiekunczych na podrodziny FGS i FGL. Jednoznaczne wskazanie elementéw
sekwencyjnych pozwalajgcych na okreslenie przynaleznosci danego biatka FUP do
konkretnej podrodziny jest stosunkowo trudne. Wynika to bezposrednio z braku danych
strukturalnych dotyczacych biatek FUP. Druga trudnos$¢ jest zwigzana z wielkoscig
biatek FUP i trudnoscig weryfikacji istotnosci obserwowanej tendencji sekwencyjne;.

Sytuacje te moga zmieni¢ badania nad wiasnosciami mutantéw réznych biatek FUP.

6.2. Analiza sekwencyjna N-terminalnej domeny biatek rodziny FUP

Kluczowym etapem inicjacji procesu biogenezy struktur adhezyjnych typu
.chaperone — usher” jest rozpoznanie oraz wigzanie przez N-terminalng domene biatka
kanatotwdérczego kompleksu binarnego biatka opiekunczego oraz podjednostki
strukturalnej. Domena N-terminalna jest w duzym stopniu zaangazowana w proces

tworzenia struktur adhezyjnych na tym etapie. W przypadku domeny N-terminalnej
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biatka FimD dostepne sag dane strukturalne, ktore pozwalajg na okreslenie roli
poszczegolnych regiondow w procesie stabilizacji struktury domeny oraz jej funkcji w
biogenezie struktur adhezyjnych. W bazie struktur biatkowych, Protein Data Bank,
zdeponowane sg trzy struktury N-terminalnej domeny biatka FimD. Struktura o kodzie
PDB 1ZE3 zawiera wspotrzedne  koordynacyjne  kompleksu  potrojnego
FimDn/FImC/FimH.  Na  podstawie struktury kompleksu mozna okreslic reszty
aminokwasowe biatka FimDy zaangazowane w oddziatywania z kompleksem biatko
opiekuncze FimC - podjednostka adhezyjna FimH. W strukturze tej daje sie
zaobserwowac sekwencje 25 N-terminalnych reszt aminokwasowych niewidocznych w
dwodch pozostatych strukturach. Region ten jest bezposrednio zaangazowany w
oddziatywania z kompleksem binarnym. Struktura o kodzie PDB 1ZDV zawiera
wspotrzedne koordynacyjne regionu N-terminalnej domeny biatka FimD od reszty 25 do
139. Unikalng cechg tej struktury jest obecnosc¢ regionu zawiasowego (reszty od 126 do
139) taczacego rdzen biatka FimDy z domeng transmembranowa. Na podstawie wtasnie
tej struktury zaproponowano mechanizm funkcjonowania domeny FimDy w procesie
translokacji podjednostek strukturalnych przez transbtonowy kanat. Struktura o kodzie
PDB 1ZDV zawiera wspétrzedne koordynacyjne regionu domeny FimDy od reszty 25
do 125 i jako taka nie wnosi zadnych informacji w stosunku do struktur 1ZE3 i 1ZDV.

W zatagcznikach 4, 5 i 6, przedstawiajgcych analize poréwnawczg sekwencii
aminokwasowych biatek FUP w rejonie odpowiadajgcym N-terminalnej domenie biatka
FimD, naniesiono oznaczenia subdomen: N-terminalnego peptydu, rdzenia, zawiasu,
struktur ll-rzedowych oraz zaznaczono reszty aminokwasowe istotne z punktu widzenia
funkcjonowania domeny. Taka korelacja analizy sekwencyjnej z danymi strukturalnymi
pozwala jednoznacznie okresli¢ molekularng przyczyne zakonserwowania danej reszty
aminokwasowej. W zatgczniku 4, przedstawiajgcym poréwnanie 14 biatek FUP z
podrodzin FGS i FGL w rejonie odpowiadajgcym domenie FimDy mozna zauwazy¢ kilka
motywow sekwencyjnych, zakonserwowanych w catej rodzinie. 100% zakonserwowania
wykazujg dwie reszty cysteiny wystepujagce w subdomenie rdzenia domeny FimDy.
Tworzg one zakonserwowany mostek disiarczkowy, stabilizujgcy strukture catej domeny.
Réwniez 100% poziom zakonserwowania wykazuje reszta Trp w rejonie subdomeny

zawiasu. W rejonie bezposrednio za resztg Trp znajduje sie 10 aminokwasowa
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sekwencja charakteryzujgca sie duzym poziomem zakonserwowania. Jest to
prawdopodobnie zwigzane z istotnoscig tej sekwencji w odpowiednim pozycjonowaniu
reszty Trp oraz tworzeniu funkcjonalnego ztagcza z domeng transmembranowa.
Znaczacy poziom podobienstwa obserwuje sie réwniez w rejonie reszt
aminokwasowych tworzacych w obrebie rdzenia domeny FimDy hydrofobowg kieszen
oddziatujgcg z zakonserwowang resztg Trp subdomeny zawiasu. Podobienstwo
sekwencji aminokwasowe;j jest rowniez znaczace w przypadku reszt aminokwasowych,
ktéore w domenie FimDy oddziatujg z biatkiem opiekunczym i podjednostkg strukturalna.
Reszty te sg gtébwnie zgrupowane w obrebie N-terminalnego peptydu (reszty od 1 do 24)
oraz N-koncowego regionu rdzenia domeny FimDy. Pozostate reszty rejonu domeny
FimDyn wykazujace wysoki poziom podobienstwa maja w wiekszosci charakter czysto
strukturalny, zwigzany ze stabilizacjg hydrofobowego rdzenia domeny, badz tez
stanowig tzw. zworniki steryczne, gwarantujgc odpowiedni przebieg przestrzenny
tancucha polipeptydowego.

Podsumowujac, analiza sekwencyjna przeprowadzona dla biatek FUP jasno
wskazuje, iz funkcja i struktura periplazmatycznej domeny N-terminalnej tych biatek jest
silnie zakonserwowana ewolucyjnie. Z drugiej strony, analizy prowadzone w obrebie
podrodzin FGS i FGL struktur adhezyjnych wykazujg wyzszy poziom identycznosci niz
analiza globalna pomiedzy podrodzinami. Wskazuje to na istnienie pewnych adaptacji
strukturalnych w obrebie obu podrodzin, predysponujgcych dane biatka FUP do
biogenezy struktur adhezyjnych typu FGS Ilub FGL. Szczegdlnie zaznacza sie
wydtuzenie regionu petlowego tgczacego a-helisy 2 i 3 w rejonie rdzeniowym domeny
N-terminalnej biatek FUP typu FGL (np.: DraC). Obserwowane w analizie sekwencyjnej
roznice pomiedzy dwiema podrodzinami biatek FUP mogg miec¢ istotny charakter
mechanistyczny. Jednak, aby tego dowie$S¢, nalezy przeprowadzi¢ badania z
wykorzystaniem mutagenezy ukierunkowanej, tworzagc odpowiednie formy mutantowe

biatka DraC, co jest jednym z celéw niniejszej pracy doktorskiej.

6.3. Modelowanie homologiczne N-terminalnej domeny biatka DraC
W celu lepszego zobrazowania poziomu identycznosci pomiedzy biatkami FUP

podrodzin FGS i FGL w rejonie periplazmatycznej N-terminalnej domeny
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przeprowadzono modelowanie homologiczne. Proces modelowania przeprowadzono na
zewnetrznym serwerze, korzystajac z programu SWISS-Model w
(http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.html). Modelowaniu poddano rejon
sekwencji biatka DraC (FUP typu FGL) wyznaczony na podstawie analizy sekwencyjne;j
jako homologiczny do domeny N-terminalnej biatka FimD (FUP typu FGS) dla ktorej
dostepne sg dane strukturalne. Przeprowadzono dwa modelowania, raz stosujac jako
matryce strukture FimDy, reszty od 25 do 139 (kod PDB 1ZDV), w drugim przypadku
jako matryce zastosowano strukture domeny FimDy (reszty od 1 do 125), znajdujgcej sie
w kompleksie potrojnym z biatkami FimC i FimH (kod PDB 1ZE3). W wyniku
modelowania uzyskano dwie struktury N-terminalnej domeny biatka DraC. Struktura
uzyskana na matrycy 1ZDV przestawia subdomene rdzeniowg oraz zawiasowg N-
terminalnej domeny biatka DraC (Rys. 13). Strukture tej domeny z widocznym

fragmentem N-terminalnym zaangazowanym w oddziatywania z kompleksem

podwojnym FimC/FimH przedstawia Rys. 14.

Rys. 13. Natozenie struktury N-terminalnej domeny biatka FimD (reszty 25-139, kod PDB
1ZDV) z otrzymanym na podstawie tej struktury modelem N-terminalnej domeny
biatka DraC (matryca 1ZDV). Kolorem pomaranczowym oznaczona zostata domena
biatka DraC. Kolorem niebieskim zaznaczono rdzeniowg domene biatka FimD, a
kolorem purpurowym jego region zawiasowy. Kolorem zielonym zaznaczono reszty
biatka DraC wykazujace wysokie podobienstwo w stosunku do odpowiednich reszt w
biatku FimDy. Modelem patyczkowym zaznaczono reszty aminokwasowe
hydrofobowej kieszeni i reszte Trp w biatku FimDy — kolor purpurowy i biatku DraC —
kolor zétty.
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Procent identycznosci sekwencji aminokwasowej w modelowanym regionie
biatka DraC w stosunku do zastosowanej matrycy 1ZE3 wyniost 34%, a matrycy 1ZDV
37%. Wskazuje to na duzg wiarygodnos¢ otrzymanych modeli. Nalezy jednak pamietac,
iz wygenerowane modele sg w znacznym stopniu wymuszone strukturg matrycy i jako
takie nie mogg stuzy¢ do wnioskowania na temat funkcji poszczegoéinych reszt

aminokwasowych.

A

Rys. 14. Natozenie struktury fragmentu domeny N-terminalnej biatka FimD o dlugosci od 1 do
125 reszty aminokwasowej oraz modelu struktury N-terminalnej domeny biatka DraC,
uzyskanego w wyniku modelowania molekularnego (matryca 1ZE3). Kolorem
pomarahczowym zaznaczona zostata N-terminalna domena biatka DraC, a kolorem
niebieskim N-terminalna domena biatka FimD. Reszty aminokwasowe FimDy
oddziatujgce jednoczesnie z podjednostkg strukturalna FimH i biatkiem opiekunczym
FimC zostaly zaznaczone na fioletowo, reszty oddziatujgce tylko z biatkiem
opiekunczym na zielono, z samg podjednostkg na Zzdétto. Kolorem purpurowym
oznaczono strukture biatka opiekunczego FimC, kolorem szarym podjednostke
strukturalng FimF.

Uzyskane modele w sposéb przestrzenny obrazujg regiony, dla ktérych istotne sg

ich wtasnosci fizykochemiczne — hydrofobowosé, hydrofilowos¢. Szczegdlnie dobrze jest
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to widoczne w przypadku analizy reszt tworzgcych hydrofobowg kieszeh w rejonie
rdzeniowym, oddziatujacg z silnie zakonserwowanym Trp subdomeny zawiasu.
Lokalizacja na otrzymanych modelach zakonserwowanych w obrebie N-terminalnej
domeny biatek FUP reszt aminokwasowych o potencjalnym charakterze stabilizacji
struktury pozwala na jednoznaczne potwierdzenie takiej ich funkciji.

Powyzsze analizy i modelowanie molekularne staty sie podstawg wytypowania
odpowiednich mutantow alaninowych biatka DraC dla badan reszt aminokwasowych
biatka zaangazowanych w oddziatywanie z kompleksem biatko opiekuncze-

podjednostka strukturalna.

6.4. Konstrukcja modelu doswiadczalnego do badan in vivo

Dla badania oddziatywan kompleksu biatko opiekuncze DraB-podjednostka
strukturalna DraE z kanatotworczym biatkiem DraC i jego formami mutantowymi oraz
wyznaczenia kluczowych reszt aminokwasowych w sekwencji biatka DraC
odpowiedzialnych za to oddziatywanie nalezato stworzy¢é odpowiedni model badawczy.
W tym celu skonstruowano szczep E. coli BL21(DE3) niosacy dwa plazmidy
rekombinantowe: pACYCpBAD-sygDraC-C-His, eksprymujgcy biatko ,usher" DraC z
domeng oligohistydynowg na C-koncu oraz pET30-sygDraB-C-His-DraE [Piatek i wsp.,
2005], eksprymujacy do przestrzeni periplazmatcznej biatka DraB i DraE. Te dwa
plazmidy posiadajg rézne ori replikacji, dlatego mogg wspdtistnie¢ w jednej komorce
bakteryjnej. Taki szczep bakteryjny powinien produkowa¢ na powierzchni komérek
funkcjonalne fimbrie Dr.
Konstrukcja plazmidu pACYCpBAD-sygDraC-C- His

Skonstruowano  plazmid rekombinantowy  pACYCpBAD-sygDraC-C-His,

zawierajacy wklonowany pod kontrolg promotora arabinozowego gen kodujgcy biatko
,2usher" DraC z domeng oligohistydynowg na C-koncu (Rys. 15). Plazmid pACYCpBAD-
sygDraC-C-His posiada ori replikacji pochodzace z plazmidu pACYC177 (ori p15A).
Reakcje amplifikacji genu draC na matrycy plazmidu pCC90 (Materiaty 4.2)
przeprowadzono z uzyciem starteréw DraC-Hindlll-His oraz DraC-Ncol (Materiaty 4.9).
Do produktu PCR wprowadzone zostaty miejsca rozpoznania dla restryktazy Hindlll (C-

koniec), restryktazy Ncol (N-koniec) oraz sekwencja kodujgca domene oligohistydynowg
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(Hisg). W wyniku amplifikacji z wykorzystaniem wymienionych starteréw, zgodnie z
profilem temperaturowo-czasowym (Metody 5.1), otrzymano witasciwy produkt PCR o
wielkosci 2615 pz. Produkt trawiono restryktazg Hindlll (Materiaty 4.8, Metody 5.2) i
poddano reakcji ligacji z DNA wektora pUC19 (Metody 5.3), trawionym restryktazami

Hindlll i Smal, otrzymujac plazmid rekombinantowy pUC-sygDraC-C-His o wielkosci
5263 pz.

oot pCCY0

6 x His

STOP
HindIIT

2615 pz

NeoI HindIIT pUC19
2686 pz

Smal

HindIII HindIIT

pUC19-sygDraC-C-His
5263 pz

HindIIT

pUC-DraC-His 5247 pz

NecoI HindIII

PACYCpBAD
4451 pz

HindIIT

NeoI Neol

HindIIT

pACYCpBAD-sygDraC-His
7009 pz

Rys. 15. Schemat konstrukcji plazmidu pACYCpBAD-sygDraC-C-His.
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Aby mdc przeprowadzaé kontrolowang ekspresje genu draC w komoérkach E. coli
Top 10F’, przeklonowano fragment DNA kodujacy biatko DraC z sekwencjg sygnalng i
domeng oligohistydynowg na C-koncu z plazmidu pUC-DraC-C-His do plazmidu
ekspresyjnego pACYCpBAD (Materiaty 4.2), z uzyciem restryktaz Ncol i Hindlll.
Zastosowanie analizy restrykcyjnej, z uzyciem restryktaz Pstl, Hindlll, Hincll, EcCoRV
oraz Ncol (Materiaty 4.8, Metody 5.2), pozwolito na wyselekcjonowanie klonu
zawierajgcego plazmid rekombinantowy pACYCpBAD-sygDraC-C-His o wielkosci 7009
pz. W celu ostatecznego potwierdzenia poprawnosci sekwencji nukleotydowej
skonstruowanego plazmidu dokonano jego sekwencjonowania.

Poréwnujac wyniki sekwencjonowania genu draC plazmidu pACYCpBAD-
sygDraC-C-His z sekwencjg genu draC zamieszczong w bazie NCBI [AAK16477]
zidentyfikowano réznice w analizowanych sekwencjach. Sklonowany gen draC zawierat
insercje dwoch nukleotyddw TG po 490 nt oraz jednego C po 512 nt. Nastepna rdznica
wystepowata dla nukleotydow 1239-1240, gdzie zamiast CG jest GC. Aby potwierdzi¢
czy rzeczywiscie sg btedy w zdeponowanej w bazie NCBI sekwencji genu draC
poddano sekwencjonowaniu gen draC z bibliotecznego plazmidu szczepu klinicznego
pBJN406 [Nowicki i wsp., 1989] oraz analogiczny gen afaC-3 z plazmidu pILL1152
[Garcia i wsp., 1996]. kodujacego biatko kanatotwércze dla biogenezy struktur
adhezyjnych Afa-lll. Sekwencjonowanie genu draC z pBJN406 potwierdzito uzyskang
sekwencje genu draC =z plazmidu pACYCpBAD-sygDraC-C-His. Natomiast
sekwencjonowanie genu afaC-3 wykazato r6znice w dwoch nukleotydach w poréwnaniu
z opublikowang sekwencjg genu afaC-3 [Garcia i wsp.1994]. Poréwnanie otrzymanych
sekwencji draC i afaC-3 wykazato 100% homologie miedzy tymi genami.
Zidentyfikowane roznice w sekwencji nukleotydowej genu draC zmienity sekwencje
aminokwasowaq biatka DraC, ktérg przedstawiono na rysunku 16.

Biatko DraC jest diuzsze o jedng reszte aminokwasowg i zamiast reszt
aminokwasowych PSAAEGDW jest LRPQLRGIA (reszty 129-137) oraz zamiast DD jest
EH (reszty 413-414). Otrzymane sekwencje genow draC i afaC-3 zostaty zdeponowane
w banku NCBI [numer tymczasowy: FJ843076].
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MRDTSSGRMRTGVTGLALAVMVACVMFRAESGIARTYSFDAAML
KGGGKGVDLTLFEEGGQLPGIYPVDIILNGSRVDSQEMAFHAERD
AEGRPYLKTCLTREMLARYGVRIEEYPALFRASGEGRGASVAEEA
CADLTAIPQATESYQFAAQQLVLGIPQVALRPQLRGIAPEALWDD
GIPAFLLNWQANAGRSEYRGYGKRVTDSYWVSLQPGINIGPWRYV
RNLTTWNRSSGQSGKWESSYIRAERGLNGIKSRLTLGEDYTPSDI
FDSVPFRGAMMSSDESMVPYNLREFAPVVRGIARTQARIEVRQNG
YLIQSQTVAPGAFALTDLPVTGSGSDLQVTVLESDGTAQVFTVPFT
TPAIALREGYLKYNVTAGQYRSSDDAVEHTSLGQVTAMYGLPWGL
TVYGGLQGAEHYQSAALGLGWSLGRLGAVSLDTTHSRGQQKGHD
YETGDTWRIRYNKSFELTGTSFTAASYQYSSDGYHTLPDVLDTWR
DDRYAYRHTENRSRRTTLSLSQSLGQWGYVGLNGSRDEYRDRPH
RDYFGASYSTSWNNISLSVNWSRNRNSGGYYGGWSRTEDSVSM
WMSVPLGRWFGGADNDISTTAQMQRSTGQDTRYEAGLNGRAFD
RRLYWDVREQMVPGSESHADTSRLNLTWYGTYGELTGMYSYSST
MRQLNAGMSGSMVAHSEGVTFGQRTGDTVALIAAPGVSGASVGG
WPGVRTDFRGYTLAGYASPYQENVLTLDPTTFPEDAEVPQTDSRYV
VPTKGAVVRAGFRTRVGGRALVSLARQDGTPLPFGAVVTVEGEA
GQAAGSAGVVGDRGEVYLSGLKESGKLKAQWGENSLCHADYRLP
EEKGPAGIFLTRTVCM Stop

Rys. 16. Weryfikacja sekwencji aminokwasowej biatka DraC. Na czerwono zaznaczono réznice
w sekwenciji w poréwnaniu z sekwencjg zdeponowang w banku NCBI [AAK16477].

Schemat mapy plazmidu rekombinantowego pACYCpBAD-sygDraC-C-His
pokazano na rysunku 17. Komorki E. coli niosgce plazmid pACYCpBAD-sygDraC-C-His
warunkujg produkcje biatka kanatotwérczego DraC z domeng oligohistydynowg na C-
koncu, o masie czgsteczkowej 93,9 kDa (obliczony punkt izoelektryczny tego biatka

wynosi 6,10).

araBAD

P54 or

pACYCpBAD-DraC-C-His
008 bp

FindIII

Rys. 17. Mapa plazmidu ekspresyjnego pACYCpBAD-sygDraC-C-His.
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Do komoérek szczepu E. coli BL21(DE3) wprowadzono drogg transformacji DNA
plazmidu rekombinantowego pACYCpBAD-sygDraC-C-His oraz DNA plazmidu pET30-
sygDraB-C-His-DraE, wczesniej otrzymanego w Katedrze Mikrobiologii PG. W ten
sposob otrzymano szczep E. coli, bedacy wygodnym modelem badawczym do

doswiadczen in vivo [Kur i wsp., 2007].

6.5. Badanie zdolnosci biatka DraC do biogenezy fimbrii Dr

Aby sprawdzi¢ funkcjonalnos¢ rekombinantowego biatka DraC, kodowanego
przez skonstruowany plazmid pACYCpBAD-sygDraC-C-His, zbadano jego zdolnos¢ do
tworzenia fimbrii Dr. Eksperymenty przeprowadzono na skonstruowanym miedzy innymi
do tego celu modelu badawczym komérek E. coli BL21(DE3) niosacych dwa plazmidy
rekombinantowe: pACYCpBAD-sygDraC-C-His oraz pET30-sygDraB-C-His-DraE. W
wyniku ekspresji prowadzonej w szczepie E. coli BL21(DE3), zawierajagcym te dwa
plazmidy, na powierzchni komérek powinny pojawi¢ sie funkcjonalne fimbrie Dr, do
biogenezy ktorych konieczne sg trzy funkcjonalne biatka — biatko kanatotworcze DraC,
biatko opiekuncze DraB i biatko podjednostkowe fimbrii DraE. Obecno$¢ fimbrialnych
struktur typu Dr na powierzchni komérek E. coli moze by¢ analizowana przy
zastosowaniu techniki Western blotting, mikroskopii fluorescencyjnej oraz testu

hemaglutynacji ludzkich erytrocytow.

6.5.1. Badanie powierzchniowej ekspozyciji fimbrii Dr metodg Western blotting
Powstanie fimbrii Dr w ukfadzie modelowym testowano z wykorzystaniem

nastepujacych szczepow E. coli BL21(DE3):

e szczep niosacy plazmid pET30-sygDraB-C-His-DraE (kontrola negatywna),
produkujacy biatka DraB i DraE;
e szczep niosacy plazmid pCC90, zdolny do ekspresji natywnych fimbrii Dr (kontrola
pozytywna) oraz
e szczep niosacy plazmidy pACYCpBAD-DraC-C-His i pET30-sygDraB-C-His-DraE,
produkujacy DraB, DraE i DraC.
Z odpowiednich hodowli (Metody 5.18) powyzszych szczepdw izolowano frakcje

fimbrialne, ktére poddano nastepnie analizie Western blotting (Metody 5.12).
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Analiza Western blotting, za pomoca kréliczych przeciwciat anty-Dr, wykazata
obecnos¢ adhezyny DraE we frakcjach fimbrialnych szczepow: E. coli
BL21(DE3)/pACYCpBAD-DraC-C-His/pET30-sygDraB-C-His-DraE  oraz E. coli
BL21(DE3)/pCC90 (Rys. 18). llos¢ uzyskanego biatkka DraE w uktadzie
dwuplazmidowym byta porownywalna do ilosci uzyskanej ze szczepu z plazmidem
pCC90, zawierajgcym caty operon dra (okoto 10 mg adhezyny DraE z 0,5 litra hodowli).

Wyniki immunoidentyfikacji wykazaty obecnos¢ fimbrii Dr na powierzchni komoérek
szczepu E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-DraC-C-His/pET30-sygDraB-C-His-DraE, co
Swiadczy o zdolnosci rekombinantowego biatka DraC do biogenezy fimbrii w

zastosowanym uktadzie badawczym.

M 1 2 3

s < DraE

Rys. 18. Immunoidentyfikacja fimbrialnych biatek podjednostkowych DraE fimbrii Dr we

frakcjach fimbrialnych szczepu E. coli: BL21(DE3)/pACYCpBAD-DraC-C-His/pET30-
sygDraB-C-His-DraE.
M - marker biatkowy do detekcji biatek metodg Western blotting wielkosci — 170, 130,
100, 70, 55, 40, 35, 25, 15i 10 kDa. Frakcje fimbrialne izolowane z szczepéw E. coli:
1 - BL21(DE3)/ pET30-sygDraB-C-His-DraE, 2 - BL21(DE3)/pCC90 i 3 -
BL21(DE3)/pACYCpBAD-DraC-C-His/pET30-sygDraB-C-His-DraE.

6.5.2. Badanie powierzchniowej ekspozycji fimbrii Dr metoda mikroskopii
fluorescencyjnej

Obecnos¢ fimbrialnych struktur typu Dr na powierzchni komoérek E. coli
BL21(DE3)/pACYCpBAD-DraC-C-His/pET30-sygDraB-C-His-DraE potwierdzono

rowniez przy pomocy mikroskopii immunofluorescencyjnej z wykorzystaniem przeciwciat
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kroliczych anty-Dr oraz przeciwciat gatunkowo specyficznych znakowanych
izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC). Do badan wykorzystano te same hodowle jak w
przypadku analizy Western blotting.

Hodowle odpowiednich szczepdw bakteryjnych prowadzono wedtug procedury
przedstawionej w Metodach 5.9. Osady komérek bakteryjnych E. coli zawieszano w
buforze PBS, a nastepnie komorki inkubowano z pierwszorzedowymi przeciwciatami
kréliczymi anty-Dr i drugorzedowymi przeciwciatami anty-kréliczymi, znakowanymi
fluorescencyjnie. Nie stwierdzono powierzchniowej ekspresji biatka adhezyny DraE
w szczepie kontrolnym E. coli BL21(DE3) (Rys.19A). Natomiast w przypadku dwoch
pozostatych szczepdw zaobserwowano obecnos¢ biatek DraE na powierzchni ich

komorek (Rys. 19 B i C). Przeprowadzone badania potwierdzity efektywny transport

podjednostek fimbrialnych DraE na powierzchnie komorek bakteryjnych eksprymujgcych
rekombinantowe biatko kanatotwércze DraC (E. coli. BL21(DE3)/pACYCpBAD-DraC-C-
His/pET30-sygDraB-C-His-DraE).

Rys. 19. Mikrofotografie immunofluorescencyjne komorek bakteryjnych E. coli szczepow: A -
BL21(DE3)/pET30-sygDraB-C-His-DraE, B - BL21(DE3)/pCC90, C -
BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His/pET30-sygDraB-C-His-DraE, inkubowanych
z przeciwciatami kréliczymi anty-Dr i anty-kréliczymi znakowanymi FITC w potaczeniu
z mikrofotografiami  kontrastowo-fazowymi komoérek bakteryjnych powyzszych
szczepow E. coli (powiekszenie 10 000x, mikroskop immunofluorescencyjny Olympus
BX60).
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6.5.3. Badanie powierzchniowej ekspozycji fimbrii Dr metoda hemaglutynacji
ludzkich erytrocytéow

Zdolno$¢ rekombinantowego biatka DraC do sekrecji na powierzchnie komorki
funkcjonalnych fimbrii Dr sprawdzano réwniez za pomocg testu hemaglutynaciji ludzkich
erytrocytow. Zasada testu opiera sie na zdolnosci adhezyn do wigzania specyficznych
receptoréw na powierzchni erytrocytow (DAF w przypadku wiekszosci adhezyn rodziny
Dr), czego wynikiem jest aglutynacja komérek obserwowana okiem nieuzbrojonym lub
pod mikroskopem optycznym. Badaniu poddano zawiesiny komoérek bakterii E. coli
BL21(DE3)/pET30-sygDraB-C-His-DraE (kontrola negatywna), E. coli BL21(DE3)pCC90
(kontrola pozytywna) oraz E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His/pET30-
sygDraB-C-His-DraE.

Zawiesiny bakterii E. coli BL21(DE3)pCC90 oraz E. coli
BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His/pET30-sygDraB-C-His-DraE w buforze PBS
wykazywaly wysokg aktywnos¢ hemaglutynacyjng wobec ludzkich erytrocytéw, co
Swiadczy o powierzchniowej ekspozycji fimbrii Dr w tych komérkach (Rys. 20). Wynik

pozytywny hemaglutynacji mozna byto zaobserwowac nieuzbrojonym okiem.

erytrocyty DraC DraB* DraE*

e - T

DraC* DraB" DraE

e

DraC* DraB* DraE*
R s RN

Rys. 20. Wyniki testu hemaglutynacji ludzkich erytrocytow z badanymi szczepami E. coli: A —
same erytrocyty, B — z komoérkami BL21(DE3)/pET30-sygDraB-C-His-DraE, C — z
komérkami BL21(DE3)/pCC90 i D — z komérkami BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-
C-His/pET30-sygDraB-C-His-DraE.

Bakterie szczepu E. coli BL21(DE3)/pET30-sygDraB-C-His-DraE (brak biatka
DraC) nie wykazywaty zdolnosci do hemaglutynacji ludzkich erytrocytéw, co swiadczy o
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nieobecnosci fimbrii Dr, zbudowanych z podjednostek adhezyny DraE, na powierzchni
komorek bakteryjnych.

Pozytywny  wynik  hemaglutynacji w  przypadku szczepu E. coli
BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His/pET30-sygDraB-C-His-DraE, podobnie jak
opisane wyzej wyniki analizy Western blotting i mikroskopii immunofluorescencyjnej,
Swiadczg o zdolnosci rekombinantowego biatka DraC do biosyntezy fimbrii Dr w
modelowym, dwuplazmidowym ukfadzie badawczym. Plazmidy te posiadajg niezaleznie
regulowane promotory (indukcja ekspresiji arabinozg i/lub IPTG), co pozwala na w petni

kontrolowang ekspresje fimbrii Dr.

6.6. Zastosowanie skonstruowanego dwuplazmidowego modelu
badawczego do produkcji chimerycznych fimbrii Dr

Opisany wyzej szczep E. coli BL21(DE3) niosacy plazmidy pACYCpBAD-DraC-
C-His i pET30-sygDraB-C-His-DraE stanowi wygodny i uniwersalny system do badania i
produkcji roznych zewnatrzkomdrkowych struktur adhezyjnych. Moze by¢ wykorzystany
do produkcji réoznych biatek adhezyjnych z rodziny Dr lub chimerycznych adhezyn,
zawierajgcych heterologiczne wstawki, np. determinanty antygenowe. W tatwy sposob,
wymieniajgc w plazmidzie pET30-sygDraB-C-His-DraE geny kodujgce biatko
opiekuncze DraB lub/i podjednostke adhezyjng DraE na geny kodujgce inne biatka
opiekuncze lub/i podjednostki adhezyjne (np. niefimbrialne adhezyny AfaElll lub
chimeryczne podjednostki adhezyn), mozliwa jest ich produkcja i badanie.

Podjednostki strukturalne fimbrii sg wykorzystane jako nosniki peptydowych
determinant antygenowych pochodzenia bakteryjnego Ilub wirusowego. Uktad
immunologiczny, wytwarzajacy komorki B i przeciwciata, w pierwszym rzedzie reaguje i
rozpoznaje antygeny powierzchniowe. Takimi antygenami sg adhezyny, ktérych
dodatkowq zaletg jest to, ze sg dtugimi polimerycznymi strukturami powierzchniowymi
zbudowanymi z setek podjednostek, wystepujgcymi w liczbie okoto 500 kopii na
komorke. Ponadto, wykazano, Zze niektore fragmenty struktury biatkowej adhezyn sg
szczegOlnie immunogenne, sg to tzw. regiony immunodominujgce, wystepujace
najczesciej w obszarach petli polipeptydowych pozbawionych sztywnej struktury. Te
regiony w szczegolnosci nadajg sie do wstawiania sekwencji heterologicznych
determinant antygenowych. Czynnikiem ograniczajgcym zastosowanie adhezyn
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bakteryjnych jako nosnikow determinant antygenowych jest wielkos¢ determinanty, jaka
moze zostaC wprowadzona. Wprowadzenie determinanty nie moze zaburzy¢ struktury
adhezyny i nie powinno mie¢ wptywu na prawidtowy proces polimeryzacji podjednostek
w strukture fimbrii. Dobrze poznanym konstruktem do produkcji chimerycznych fimbrii Dr
jako nosnikébw heterogennych determinant antygenowych jest uktad ekspresyjny
pozwalajgcy na otrzymanie chimerycznych fimbrii Dr-HSV1. Chimeryczne fimbrie Dr-
HSV1, bedace potencjalnymi szczepionkami rekombinantowymi, powstaty poprzez
wprowadzenie determinanty antygenowej HSV1 pochodzacej z glikoproteiny D wirusa
Herpes Simple typu 1 zamiast 11 aminokwasowego regionu domeny 2 biatka DraE
[Zalewska i wsp., 2003]. Szczep E. coli do produkcji tych chimerycznych fimbrii nosi 2
plazmidy rekombinantowe, jeden pDraE-HSV3 eksprymujacy adhezyne DraE z
determinantg antygenowg HSV1 i drugi pCC90D54stop, zawierajacy operon dra z
zmutowanym genem draE, z wprowadzonym kodonem stop, powodujgcym
przedwczesng terminacje syntezy biatka DraE.

Uktad do produkcji chimerycznych fimbrii zaproponowany w oparciu o
skonstruowany w niniejszej pracy dwuplazmidowy model badawczy jest inny od
opisanego wyzej. Na bazie plazmidéw pET30-sygDraB-C-His-DraE i pDraE-HSV3
skonstruowano plazmid pET30-sygDraBE-HSV1, zawierajacy geny kodujgce biatko
DraB i biatko DraE z determinantg antygenowg HSV1. Fragment DNA, zawierajacy gen
draE-HSV1, uzyskany z plazmidu pDraE-HSV3 poprzez trawienie restryktazami Sacl i
Hindlll, ligowano z DNA plazmidu pET30-sygDraB-C-His-DraE, trawionym tymi samymi
enzymami. Poprawnos¢ powstatego plazmidu rekombinantowego zweryfikowano przez
sekwencjonowanie. W celu produkcji chimerycznych fimbrii Dr-HSV1, szczep E. coli
BL21(DE3)/pACYCpBAD-DraC-C-His transformowano otrzymanym plazmidem pET30-
sygDraBE-HSV1. W wyniku ekspresji uzyskano z wyizolowanej frakcji fimbrialnej okoto
16 mg biatka DraE-HSV1 z litra hodowli bakteryjnej, co jest poréwnywalne z iloscig
uzyskiwanego biatka DraE (okoto 20 mg/litr hodowli). Obecnos¢ chimerycznych fimbrii
na powierzchni komorki bakteryjnej potwierdzono za pomocg techniki Western blotting i
mikroskopii immunofluorescencyjnej z uzyciem przeciwciat anty-Dr, rozpoznajgcych
biatko DraE-HSV1 (Rys. 21).
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Rys. 21. Immunoidentyfikacja chimerycznych fimbrii Dr-HSV1: A - mikrofotografia
immunofluorescencyjna komorek bakteryjnych E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-
DraC-C-His/pET30-sygDraBE-HSV1, inkubowanych z przeciwciatami kroliczymi
anty-Dr i anty-kréliczymi znakowanymi FITC; B - mikrofotografia kontrastowo-
fazowa tych samych komodrek; C - analiza Western blotting biatek
podjednostkowych DraE-HSV we frakcjach fimbrialnych szczepéw E. coli
BL21(DE3)/pET30-sygDraBE-HSV1 ($ciezka 1) i BL21(DE3)/pACYCpBAD-DraC-
C-His/pET30-sygDraBE-HSV1 (sciezka 2).

6.7. Konstrukcja plazmidéw rekombinantowych zawierajacych mutacje
punktowe w genie draC

Dla wyznaczenia reszt aminokwasowych biatka DraC, petnigcych kluczowa role w
oddziatywaniu z kompleksem biatko opiekuncze DraB-podjednostka fimbrialna DraE,
skonstruowano zmutowane formy genu draC. Wprowadzone mutacje przy uzyciu
mutagenezy ukierunkowanej zamienialy wybrane aminokwasy w biatku DraC na
alanine. Skupiono sie gtéwnie na resztach aminokwasowych zakonserwowanych
ewolucyjnie dla biatek kanatotworczych bioragcych udziat w biogenezie struktur
adhezyjnych na drodze ,chaperone/usher” wytypowanych na podstawie
przeprowadzonej analizy sekwencji aminokwasowych biatek FUP (Wyniki 6.1) i ich N-
terminalnych domen (Wyniki 6.2) oraz na odpowiadajgcym kluczowym resztom
aminokwasowym zaangazowanym w oddziatywanie z kompleksem biatko opiekuncze-
podjednostka strukturalna dla biatka FimD (Wyniki 6.3) [Nishiyama i wsp., 2005].
Mutagenezie poddawano DNA plazmidu pACYCpBAD-sygDraC-C-His przy uzyciu
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zestawu do mutagenizacji (OuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene)

(Metody 3.8). Nastepujace reszty aminokwasowe biatka DraC zamieniano na alanine:

z

Phe4, Leu9, Asp17, Leu18, Phe21, Leu27, Pro28, Tyr31, Asp34 — odpowiadajg
resztom aminokwasowym domeny N-terminalnej FimDy, oddziatujgcym z
biatkiem opiekunczym FimC;

Asp5, Met8 - odpowiadajg resztom aminokwasowym domeny N-terminalnej
FimDy, oddziatujgcym zaréwno z biatkiem opiekunczym FimC, jak i z biatkiem
podjednostkowym FimH;

Leu20 — odpowiadajgcej reszcie domeny N-terminalnej FimDy, odpowiedzialnej
za kontakt hydrofobowy z kompleksem FimC-FimH;

Trp142 — zakonserwowana reszta tryptofanu w obrebie regionu zawiasowego
domeny N-terminalnej;

Leu65, Thr66 — reszty aminokwasowe odpowiadajgce hydrofobowej kieszeni
rdzenia N-terminalnej domeny FimDy oddziatujgcej z Trp133;

Cys64, Cys100 — tworzace wysoce zakonserwowany mostek disiarczkowy w
obrebie fragmentu rdzeniowego biatek kanatotworczych rodziny FUP.

otrzymanych klonéw rekombinantowych E. coli XL1-Blue izolowano DNA

plazmidowe i poddawano sekwencjonowaniu celem potwierdzenia wprowadzenia

mutacji w odpowiednie miejsca.

Otrzymano 17 réznych plazmidéw rekombinantowych o wielkosci 7009 pz,

posiadajgcych  pojedyncze  mutacje punktowe w obrebie genu draC,

kodujgce zmutowane formy biatka DraC z wprowadzonymi resztami alaniny w

okreslonych miejscach.
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6.8. Badanie zdolnosci zmutowanych form biatka DraC do biogenezy
fimbrii Dr

Do badania zdolnosci zmutowanych form biatka DraC do biogenezy fimbrii Dr
wykorzystano wyzej opisany szczep E. coli zawierajacy plazmid pET30-sygDraB-C-
His-DraE, z ktérego zachodzi ekspresja do przestrzeni periplazmatycznej biatek
DraB i DraE oraz plazmid pACYCpBAD-sygDraC-C-His-mut z wprowadzong
mutacjg, zamiast plazmidu pACYCpBAD-sygDraC-C-His, kodujgcego natywng forme
biatka DraC. Na powierzchni komérek bakteryjnych powinny pojawi¢ sie funkcjonalne
fimbrie Dr tylko przy braku wptywu mutacji na mechanizm biogenezy. Obecnosc¢
fimbrii Dr na powierzchni komoérek E. coli BL21(DE3) badano przy pomocy
mikroskopii immunofluorescencyjnej, techniki Western blotting, testu hemaglutynacji
ludzkich erytrocytow oraz eksperymentéw na lini komorkowej Hela. W ponizej
opisanych doswiadczeniach szczep E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-
His/pET30-sygDraB-C-His-DraE stanowit kontrole pozytywng (produkcja fimbrii Dr), a
szczep E. coli BL21(DE3)/pET30-sygDraB-C-His-DraE stanowit kontrole negatywng
(brak produkciji fimbrii Dr na powierzchni komaérki spowodowany nieobecnos$cig biatka

kanatotwdczego DraC).

6.8.1. Wykrywanie fimbrii Dr metoda mikroskopii immunofluorescencyjnej

Przygotowano mikroskopowe preparaty komérek badanych 17 szczepdéw E.
coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE do
obserwacji z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego (Metody 5.10).

Na rysunku 23 zamieszczono mikrofotografie komérek bakteryjnych szczepdw
kontrolnych oraz przyktadowych szczepdéw, zawierajgcych plazmid ze zmutowanym
genem draC. Nie stwierdzono powierzchniowej ekspresji biatka adhezyny DraE
w szczepie kontrolnym (E. coli BL21(DE3)/pET30-sygDraB-C-His-DraE) (Rys. 22A).
Natomiast w przypadku pozostatych szczepdw zaobserwowano obecno$¢ biatek
DraE na powierzchni ich komorek. Otrzymane wyniki metodg mikroskopii
immunofluorescencyjnej nie pozwolity na wyselekcjonowanie mutantéw DraC, ktore
zaburzajg proces biogenezy fimbrii Dr. Spowodowane jest to zastosowang metoda,
ktora nie jest iloSciowa i wykrywa nawet bardzo niewielkg ilos¢ fimbrii Dr na

powierzchni komérki bakteryjne;j.
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Rys. 22. Mikrofotografie immunofluorescencyjne komoérek bakteryjnych E. coli BL21(DE3)
zawierajgcych: A - pET30-sygDraB-C-His-DraE, B - pACYCpBAD-sygDraC-C-
His/pET30-sygDraB-C-His-DraE, C - pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Cys64mut/
pET30-sygDraB-C-His-DraE, D - pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Trp142mut/pET30-
sygDraB-C-His-DraE, E - pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Phe4mut/pET30-sygDraB-
C-His-DraE, F - pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Leu9mut/pET30-sygDraB-C-His-
DraE, inkubowanych 2z przeciwciatami kréliczymi anty-Dr i anty-kréliczymi
znakowanymi FITC w potaczeniu z mikrofotografiami kontrastowo-fazowymi
komorek bakteryjnych powyzszych szczepow (powigkszenie 10 000x, mikroskop
immunofluorescencyjny Olympus BX60).

6.8.2. Wykrywanie fimbrii Dr metoda Western blotting

Hodowle bakteryjne badanych 17 szczepdéw E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-
sygDraC-C-His-mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE doprowadzano do tego samego
OD, a nastepnie z komoérek izolowano frakcje fimbrialne (Metody 5.18). Stezenie

biatek w otrzymanych preparatach okreslano metoda spektrofotometryczng (Tab. 3).
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Tab. 3. Stezenia biatek we frakcjach fimbrialnych szczepéw E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-
sygDraC-C-His-mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE.

Mutacje DraC Stezenie frakcji fimbrialnych
[pg/ml]

Kontrola+ 298
Phe4 111
Asp5 257
Met8 230
Leu9 268
Asp17 283
Leu18 293
Leu20 281
Phe21 230
Leu27 269
Pro28 274
Tyr31 285
Asp34 292
Cys64 140
Leu65 275
Thr66 260
Cys100 123
Trp142 50

Najnizsze stezenia biatek stwierdzono we frakcjach fimbrialnych szczepéw E.
coli  BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE z
mutacjami w genie draC zmieniajagcymi Phe4, Cys64, Cys100 i Trp142 na alanine w
biatku DraC .

Wyizolowane frakcje poddawano analizie Western blotting (Rys. 23).
Poszczegodlne frakcje fimbrialne przed naniesieniem na Zel inkubowano w buforze
Laemmli w 25°C i 95°C. Na $ciezkach, gdzie rozdzielane byty prébki denaturowane
termicznie (95°C) widoczny jest pojedynczy prazek odpowiadajgcy monomerycznej
formie biatka DraE. Natomiast na sciezkach zawierajgcych probki inkubowane przed
elektroforezg w buforze Laemmli w 25°C, widoczna jest ,drabinka” prazkow form
oligomerycznych adhezyny DraE.

Zaobserwowano obecnos¢ biatka DraE we wszystkich frakcjach fimbrialnych
szczepow produkujgcych zmutowane biatko DraC. Jednak dla czterech mutantow
(Phe4/Ala, Cys64/Ala, Cys100/Ala i Trp142/Ala) zaobserwowano znacznie mniejsze
ilosci biatka DrakE (Rys. 23 C, D, E), co bylo zgodne z bezposrednimi pomiarami
stezenia biatek we frakcjach fimbrialnych (Tab. 3). Wyniki te sugeruja, ze biogeneza

fimbrii Dr w przypadku tych mutantéw zostata zahamowana.
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M K+ B Leu9 M Asp17 C Leu18 Phe21 Leu27 Phe4d M
25 98 25 98 25 98 25 98 25 98 25 98 25 98

/

D Pro28 Trp142 M Tyr31  Asp34 E ' ‘Asp5 Met8 M Cys64 Cys100
25 98 25 98 25 98 25 98 25 98 25 98 25 98 25 98

B

K- M Leu20 Leu65 Thr66
25 98 25 98 25 98 25 98

-
- .-t R

Rys. 23. Immunoidentyfikacja biatek podjednostkowych DraE fimbrii Dr we frakcjach
fimbrialnych szczepéw E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-DraC-C-His-mut/pET30-
sygDraB-C-His-DraE. M - marker biatkowy do detekcji biatek metodg Western
blotting wielkosci — 170, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15i 10 kDa.

6.8.3. Wykrywanie fimbrii Dr metoda hemaglutynacji ludzkich erytrocytéw
Zdolnos$¢ zmutowanych form biatka DraC do sekrecji na powierzchnie komorki
funkcjonalnych fimbrii Dr sprawdzono réwniez za pomocg testu hemaglutynaciji
ludzkich erytrocytéw (Metody 5.13). Mieszano réwng objetos¢ 3% roztworu
erytrocytow w buforze PBS z zawiesinami hodowli komoérkowych E. coli BL21(DE3)/
pACYCpBAD-sygDraC-C-His-mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE przy réznym ODggo
(0,6; 0,8; 1,0; 1,2 i 1,4). Dla kazdej hodowli bakteryjnej wyznaczono najnizszg
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wartos¢ OD mierzong przy dlugosci fali 600 nm, przy ktérym nastepowata
hemaglutynacja.

W przypadku czterech mutantéw zaobserwowano roznice w stosunku do
kontroli pozytywnej, jakg stanowit szczep E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-
C-His/pET30-sygDraB-C-His-DraE, produkujgcy natywne biatko DraC. Szczepy
produkujgace zmutowane formy biatka DraC w miejscu Trp142/Ala i Phed/Ala
wykazywaty zdolnos¢ do hemaglutynacji ludzkich erytrocytow dopiero przy
ODegpo=1,4, a w miejscu Cys64/Ala i Cys100/Ala przy ODgpp=1,2. Szczep bedacy
kontrolg pozytywng oraz pozostate szczepy produkujgce zmutowane formy biatka
DraC dawaty pozytywny wynik testu hemaglutynacji juz przy ODg0=0,6 (Tab. 4 i Rys.
24).

Tab. 4. Wyniki testu hemaglutynacji ludzkich erytrocytéw przy réznym ODgy hodowli
bakteryjnych  szczepéw E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-
mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE.

Mutacje DraC | OD=0,6 OD=0,8 OD=1 OD=1,2 OoD=1,4

Kontrola+ + + + + +
Phe4 - - - - +
Asp5 + + + + +
Met8 + + + + +
Leu9 + + + + +
Asp17 + + + + +
Leu18 + + + + +
Leu20 + + + + +
Phe21 + + + + +
Leu27 + + + + +
Pro28 + + + + +
Tyr31 + + + + +
Asp34 + + + + +
Cys64 - - - + +
Leu65 + + + + +
Thr66 + + + + +
Cys100 - - - + +
Trp142 - - - - +
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1)

2) A B C

D E F
Rys. 24. Przyktadowe wyniki testow hemaglutynacji ludzkich erytrocytow: 1) przy ODgpp=0,8

i 2) OD600=1 ,4.

A - E. coli BL21(DE3)/pET30-sygDraB-C-His-DraE
B - E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His/pET30-sygDraB-C-His-DraE
C - E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Cys64mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE
D - E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Trp142mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE
E-E
F-E

. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Phe4mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE
. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Cys100mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE
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Duzo stabsza zdolnos¢ do hemaglutynaciji ludzkich erytrocytow przez szczepy
E. coli produkujagce zmutowane formy biatka DraC w miejscach Phe4/Ala,
Cys100/Ala, Cys64/Ala i Trp142/Ala wynika z obnizonej produkcji fimbrii Dr na
powierzchni odpowiednich komdérek, co najprawdopodobniej spowodowane jest
zahamowaniem procesu biogenezy na etapie oddziatywan zmutowanej formy biatka

DraC z kompleksem biatka opiekunczego DraB i podjednostki adhezyjnej DraE.

6.8.4. Badanie adherencji rekombinantowych szczepéw E. coli do komérek linii
HelLa

Szczepy bakteryjne E. coli produkujace fimbrie Dr sg zdolne do wigzania sie z
komérkami linii HeLa, zawierajgcymi na swojej powierzchni receptor DAF. W celu
potwierdzenia faktu obnizonej produkcji fimbrii Dr szczepdéw bakteryjnych E. coli,
zawierajgcych plazmidy z mutacjami punktowymi w obrebie genu draC (Phe4/Ala,
Cys64/Ala, Cys100/Ala i Trp142/Ala) zbadano ich wtasciwosci adherentne do
komorek linii HeLa.

Hodowle bakteryjne odpowiednich szczepow inkubowano z komérkami Hela,
a nastepnie dodawano do komorek barwnik Giemsy (Metody 5.23) w celu ich
barwienia.

Przeprowadzone eksperymenty pozwolity na stwierdzenie, ze szczepy
bakteryjne E. coli, zawierajgce plazmidy z mutacjg punktowg w genie draC posiadajg
obnizong zdolnos¢ adhezji do komoérek linii HeLa, w poréwnaniu ze szczepem
bakteryjnym zawierajagcym plazmid bez mutacji (Rys. 25). Szczegolnie mutacje w
obrebie sekwencji nukleotydowej genu draC kodujgcego reszte aminokwasowg Phe
w pozycji 4 (Rys. 25 C) oraz Trp w pozycji 142 (Rys. 25 F) zaburzyly adherencje
komorek bakteryjnych (obecnos¢ tylko pojedynczych komdérek bakteryjnych na

powierzchni komérek linii HelLa).
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Rys. 25. Mikrofotografie komorek linii HeLa inkubowanych z komorkami bakteryjnymi E. coli
BL21(DE3) niosacych plazmidy: A - pET30-sygDraB-C-His-DraE; B - pACYCpBAD-
sygDraC-C-His/pET30-sygDraB-C-His-DraE; C - pACYCpBAD-sygDraC-C-His-

Phe4mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE; D - pACYCpBAD-sygDraC-C-His-
Cys64mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE; E - pACYCpBAD-sygDraC-C-His-
Cys100mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE; F - pACYCpBAD-sygDraC-C-His-

Trp142mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE.

6.8.5. Badanie witasciwosci adherentnych fimbrii Dr optaszczonych na kulkach
fluorescencyjnych do komérek linii HeLa

Kolejng metodg sprawdzajgcg poziom ekspresji fimbrii Dr szczepow E. coli
produkujacych zmutowane formy biatka DraC (DraC-Phe4/Ala, DraC-Trp142/Ala,
DraC-Cys64/Ala i DraC-Cys100/Ala) byto badanie adhezji kulek fluorescencyjnych
optaszczonych biatkami frakcji fimbrialnych, otrzymanych z poszczegdlnych
rekombinantowych szczepow E. coli do komdrek linii HeLa za pomocg mikroskopii
immunofluorescencyjnej (Rys. 26).

Wyniki przeprowadzonych eksperymentow wskazujg na obnizony poziom
adhezji kulek fluorescencyjnych optaszczonych frakcjami fimbrialnymi Dr szczepdéw
E. coli kodujgcych zmutowane biatko DraC-Phe4/Ala i DraC-Trp142/Ala. Nie
zaobserwowano roznicy miedzy kontrolg pozytywng, ktérg stanowita frakcja
fimbrialna szczepu E. coli kodujgcego biatko DraC bez mutacji, a frakcjami fimbrii Dr
izolowanymi ze szczepow E. coli kodujgcych biatko DraC-Cys64/Ala i DraC-

Cys100/Ala. Takie badania pozwalajg tylko na identyfikacje wyraznych rdznic
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jakosciowych, wskazujac na niskie stezenie fimbrii Dr izolowanych ze szczepéw E.

coli produkujgcych zmutowane formy biatka DraC w pozycji Phe4 i Trp142.

A B

Rys. 26. Mikrofotografie immunofluorescencyjne komplekséw kulek fluorescencyjnych
optaszczonych frakcjami fimbrii Dr rekombinantowych szczepéw E. coli do
komorek linii Hela.

Frakcje fimbrialne pochodzity ze szczepéw E. coli BL21(DE3) niosacych
plazmidy: A - pET30-sygDraB-C-His-DrakE; B - pACYCpBAD-sygDraC-C-

His/pET30-sygDraB-C-His-DraE; C - pACYCpBAD-sygDraC-C-His-
Cys100mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE; D - pACYCpBAD-sygDraC-C-His-
Phedmut/pET30-sygDraB-C-His-DraE; E - pACYCpBAD-sygDraC-C-His-

Trp142mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE; F - pACYCpBAD-sygDraC-C-His-
Cys64mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE. Prawa czes$¢ panelu — swiatto widzialne,

lewa — UV (powiekszenie 2500x, mikroskop immunofluorescencyjny Olympus
BX60).

6.8.6. Badanie witasciwosci adherentnych fimbrii Dr do komoérek
linii HeLa metoda ELISA

Wiasciwosci adherentne czterech rekombinantowych szczepéow E. coli,
produkujacych zmutowane formy biatka DraC (DraC-Phe4/Ala, DraC-Cys64/Ala,
DraC-Cys100/Ala i DraC-Trp142/Ala) do komorek Ilinii HelLa zbadano z
wykorzystaniem zmodyfikowanego testu ELISA. Doswiadczenie to pozwala na

ilosciowg ocene interakcji fimbrii Dr z receptorem komdérkowym DAF.
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Wykonano test ELISA, w ktorym studzienki mikroptytki optaszczano
komorkami linii HelLa, a nastepnie dodawano zawiesiny bakteryjne o tym samym
ODggo (Metody 5.23),

Zaobserwowano obnizong absorbancje w przypadku wszystkich czterech
szczepow E. coli kodujacych zmutowane formy biatka DraC, a szczegdlnie w pozycji
Phed4 i Trp142 (Rys. 27). Poziomy absorbancji w stosunku do szczepu dzikiego
(100%) wynosity: 40% dla mutanta DraC-Phe4/Ala; 46,2% dla mutanta DraC-
Trp142/Ala; 53,3% dla mutanta DraC-Cys64/Ala oraz 78,5% dla mutanta DraC-
Cys100/Ala.

Wyniki tego eksperymentu potwierdzity wnioski z wczesniejszych
doswiadczen, ze szczepy E. coli z plazmidem, niosgcym zmutowany gen draC w
sekwencji nukleotydowej kodujacej Phe4, Trp142, Cys64 i Cys100, posiadajg

obnizong zdolnos¢ do biogenezy fimbrii Dr.
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Szczepy bakteryjne E. coli BL21(DE3)

Rys. 27. Diagram przedstawiajacy oddziatywanie fimbrii Dr szczepow bakteryjnych E. coli z
komérkami linii Hela: A - E. coli BL21(DE3)/pET30-sygDraB-C-His-DraE; B - E. coli
BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His/pET30-sygDraB-C-His-Drak; C - E. coli
BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Phe4mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE; D
- E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Cys64mut/pET30-sygDraB-C-
His-DraE; E - E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Cys100mut/pET30-
sygDraB-C-His-DraE; F - E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-
Trp142mut/pET30-sygDraB-C-His-DraE.
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6.9. Badanie struktury mutantéw biatka DraC

Cechg wszystkich bakteryjnych zewnatrzbtonowych biatek kanatowych jest ich
charakterystyczna temperaturowo-zalezna ruchliwo$é podczas elektroforezy SDS-
PAGE. Biatka inkubowane przed rozdziatem elektroforetycznym w buforze
zawierajgcym SDS w temperaturze 95°C migrujg w zelu poliakryloamidowym zgodnie
z ich masg czgsteczkowa. Natomiast, biatka inkubowane w buforze zawierajgcym
SDS, ale w nizszej temperaturze, migrujg w elektroforezie zelowej odmiennie, tzn
niezgodnie z ich masg czasteczkowg. Wynika to z faktu, ze obecna w tych biatkach
struktura B-beczki nie ulega denaturacji pod wptywem samego SDS bez ogrzewania i
stad biatka te migruja w elektroforezie szybciej niz ich formy zdenaturowane
termicznie.

Dla sprawdzenia, czy zahamowanie biogenezy fimbrii Dr dla niektorych
zmutowanych form biatka DraC zachodzi w wyniku zaburzen w oddziatywaniu z
kompleksem biatko opiekuncze-podjednostka strukturalna, czy tez jest wynikiem
zmiany w ich strukturze, wykonano eksperymenty badania temperaturowo-zaleznej
ruchliwosci elektroforetycznej tych biatek. W tym celu wyizolowane frakcje
zewnatrzbtonowe (Metody 5.15) z komoérek E. coli TOP10F/pACYCpBAD-sygDraC-
C-His-mutPhe4, E. coli TOP10F/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-mutTrp142, E. coli
TOP10F’/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-mutCys64, E. coli TOP10F/pACYCpBAD-
sygDraC-C-His-mutCys100 i E. coli TOP10F/pACYCpBAD-sygDraC-C-His
inkubowano przed rozdziatem elektroforetycznym w buforze Laemmli w temperaturze
25°C i 98°C. Jak pokazano na Rys. 28 badane zmutowane formy biatka DraC
migrowaty w zelu poliakrylamidowym znacznie szybciej niz to wynika z ich masy
czasteczkowej i poréwnywalnie z biatkiem DraC dzikiego typu. Na podstawie tych
doswiadczen mozna twierdzi¢, ze wprowadzone mutacje nie zaburzaty struktury
mutantowych form biatek DraC. Fakt, ze mutacje te hamowaty biogeneze fimbrii Dr
pozwala przypuszczaé, iz zastgpione reszty aminokwasowe alaning destabilizujg
tylko samg domene N-terminalng biatka DraC, odpowiedzialng za interakcje z

kompleksem biatek DraE/DraB.
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A 98 25 M B25 98 M 98 25 98 25 98 25
K+ Phe4 Cys100 Trp142 Cys64

Rys. 28. Immunoidentyfikacja zmutowanych biatek DraC we frakcjach btony zewnetrznej
inkububowanych przed elektroforezg w buforze Laemmli w temperaturze 25°C i

98°C Frakcje fimbrialne izolowane ze szczepdéw: A - E. coali
TOP10F/pACYCpBAD-sygDraC-C-His (kontrola pozytywna); B - E. coli
TOP10F’/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Phe4mut; C - E. coli
TOP10F’/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Cys100mut; D - E. coli
TOP10F’/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Trp142mut; E - E. coli

TOP10F’/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Cys64mut; M - marker biatkowy do detekgciji
biatek metoda Western blotting wielkosci — 170, 130, 100, 70 (czerwony prazek),
55, 40, 35, 25, 15i 10 kDa.

6.10. Ekspresja i oczyszczanie biatka DraC-C-His do badan in vitro

Ekspresje genu kodujacego biatko DraC-C-His z plazmidu pACYCpBAD-
sygDraC-C-His w komodrkach E. coli Top 10F prowadzono zgodnie z procedurg
przedstawiong w Metodach 5.14. Zbierano prébki catkowitych lizatow w réznych
odstepach czasu od momentu indukcji ekspresji arabinozg. Probki poddawano
elektroforezie poliakrylamidowej w celu wykrycia biatka DraC-C-His. Jednak, wsréd
wielu widocznych na zelu prazkow trudne jest wskazanie pragzka odpowiadajgcego
biatku DraC, gdyz jego ekspresja najprawdopodobniej (jak wiekszosci biatek
btonowych) zachodzi na stosunkowo niskim poziomie (wyniki nie pokazane). W
zwigzku z tym obecnosc¢ biatka DraC-C-His w otrzymanych frakcjach catkowitych
lizatow identyfikowano stosujgc technike Western blotting z uzyciem przeciwciat
anty-His-Tag (Metody 5.12).

Jak pokazano na Rys. 29, obecnos¢ biatka DraC-C-His w lizatach
komoérkowych szczepu E. coli TOP10F/pACYCpBAD-DraC-C-His potwierdzono
technika Western blotting. Widoczne sg prazki biatkowe na wysokosci
odpowiadajgcej masie czasteczkowej biatka DraC. W kazdym przypadku (oprocz
lizatu izolowanego w momencie indukcji) widoczne sg dwa prazki odpowiadajgce
biatku DraC z sekwencjg sygnalng i biatku DraC bez sekwencji sygnalnej. Wynik

pozytywny przeprowadzonej analizy w przypadku zastosowania przeciwciat anty-
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HiseTag potwierdza poprawnos¢ wykonanego klonowania poprzez stwierdzenie

obecnosci domeny oligohistydynowej w badanym biatku.

M 1 2 3 4 5 6 7

Rys. 29. Immunoidentyfikacja biatka DraC w lizatach biatkowych komadrek bakterii E. coli

TOP 10F’, zawierajgcych plazmid pACYCpBAD-sygDraC-C-His, za pomocg
mysich przeciwciat anty-His-Tag.
M - marker biatkowy do detekcji biatek metodg Western blotting wielkosci — 160,
110, 90, 70 (czerwony prazek), 55, 45, 35, 25, 15 i 10 kDa; frakcje catkowitych
lizatow komorek pobranych w momencie indukcji arabinozg; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5 h po
indukcji arabinoza; odpowiednio $ciezki od 1 do 7.

W celu oczyszczenia biatka kanatotwérczego DraC z komdrek bakteryjnych E.
coli TOP 10F’/pACYCpBAD-DraC-C-His, konieczna jest na etapie wstepnym izolacja
bton zewnetrznych z komorek. Oddzielanie zewnetrznych bton komérkowych od bton
cytoplazmatycznych polega na réznicowej ekstrakcji detergentem, np. Sarkozylem
(Metody 5.15). W wyniku odwirowania frakcji komoérkowej poddanej uprzednio
sonifikacji (lub po dezintegracji prasg Frencha) z dodatkiem Sarkozylu, otrzymujemy
osad zewnetrznych bton komdrkowych, zawierajgcych biatko DraC. Nastepnie biatka
btonowe ekstrahujemy przy pomocy niejonowego detergentu DDM, z dodatkiem 20%
glicerolu, wspomagajgcego ekstrakcje. Detergent ten jest czesto uzywany do
rozpuszczania biatek btonowych, z zachowaniem ich funkcjonalnych wifasciwosci.
Niestety, mimo wielokrotnych prob, tylko niewielka czes¢ biatek DraC przechodzita
do frakcji rozpuszczalnej, a duza jego ilos¢ wcigz pozostawata we frakcji btonowej.
Prébowano optymalizowac stezenie DDM i glicerolu uzywanych do ekstrakcji biatka z
btony. Wykazano, ze najlepsze rezultaty otrzymuje sie stosujac 0,75% stezenie DDM
i 20% glicerolu. Stezenie detergentu uzywanego do rozpuszczania biatek btonowych

jest bardzo wazne, gdyz musi by¢ ono wyzsze od tzw. warto$ci cmc, czyli
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minimalnego stezenia detergentu, gdzie tworzg sie micele. Stezenie to zalezy od
wielu czynnikéw, m.in. temperatury, czy pH.

Poszczegodlne frakcje otrzymywane podczas izolacji biatka DraC z zewnetrznej
btony komdrkowej poddawano identyfikacji metodg Western blotting. Frakcje osadow
przygotowywano do nanoszenia w ten sposob, ze pobierano minimalng ilo§¢ osadu
koncowka tipsa i zawieszano w 200 ul buforu TE i z tego pobierano 15 pl do
przygotowania probki do elektroforezy. Na Rys. 30 (Sciezka 2) widoczny jest prazek
biatkowy odpowiadajgcy wyizolowanemu z btony zewnetrznej biatku DraC-C-His o
stezeniu 0,04 mg/ml. Frakcje biatka, wyizolowanego z 3 litrdw hodowli, oczyszczano
stosujgc technike chromatografii metalopowinowactwa (Metody 5.19), a nastepnie
dializowano i zageszczano dziesieciokrotnie do objetosci 1 ml. Przecietnie z 1 litra

hodowli uzyskiwano zaledwie 0,1 mg biatka.

M 1 2 3 4 5

Rys. 30. Immunoidentyfikacja rekombinantowego biatka DraC-His we frakcjach uzyskanych
podczas jego izolacji z btony zewnetrzne,.
M - marker biatkowy do detekcji biatek metodg Western blotting wielkosci — 250,
130, 100, 70, 55, 35, 27, 15i 10 kDa; 1 — supernatant po ekstrakcji 2% DDM i 20%
glicerolem; 2 — supernatant po ekstrakcji 0,75% DDM i 20% glicerolem; 3 — osad po
ekstrakcji 2% DDM i 20% glicerolem; 4 — osad po ekstrakcji 0,75% DDM i 20%
glicerolem; 5 — frakcja btony zewnetrznej po ekstrakcji sarkozylem.

6.11. Konstrukcja szczepu E. coli produkujacego N-terminalng domene
biatka DraC

Bardzo niska wydajno$¢ izolacji catego biatka kanatotwérczego DraC stanowita
duzy problem, gdyz do badan in vitro oddziatywan tego biatka z innymi biatkami

uczestniczacymi w biogenezie fimbrii Dr potrzebna jest jego znaczna ilos¢. W
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zwigzku z tym postanowiono do tych badan otrzymac tylko domene N-terminalng
biatka DraC, liczac na jej efektywng produkcje.
Skonstruowano plazmid rekombinantowy kodujgcy N-terminalng domene

biatka DraC z fuzjg oligohistydynowg na C-konhcu (Rys. 31).

puC19

Srnaf Hinctiiy
| | N C-His -
2

Hindilit

pACYCpBAD

UC-sygNDraC-C-Hi
PR -sygiErat-tos Neol  Hindil

4 5 MCS

‘ Mool Hinciii Y
Smal

pACYCpBAD-sygN-DraC-C-His

Meal Hincliii

Rys. 31. Schemat konstrukcji plazmidu pACYCpBAD-sygNDraC-C-His.

Kolejnymi numerami zostaty zaznaczone nastepujace etapy: 1 - trawienie wektora
pUC19 enzymami restrykcyjnymi Smal oraz Hindlll; 2 - trawienie produktu
amplifikacji fragmentu genu draC powstatego na matrycy DNA plazmidu pCC90
enzymem restrykcyjnym Hindlll; 3 — reakcja ligacji DNA wektora z DNA insertu; 4 -
trawienie plazmidu rekombinantowego pUC19-sygN-DraC-C-His enzymami Ncol
oraz Hindlll; 5 - trawienie wektora pACYCpBAD enzymami Ncol oraz Hindlll; 6-
reakcja ligacji DNA wektora z otrzymanym insertem N-DraC-C-His.

Fragment N-terminalny biatka DraC, reszty od 1 do 148, stanowit fragment
homologiczny do N-terminalnej domeny biatka FimDy badanego przez zespot
Nishiyamy [Nishiyama i wsp., 2003]. Na podstawie sekwencji genu draC
zaprojektowano pare starteréw, N-DraC-up oraz N-DraC-down (Materiaty 4.9), do
amplifikacji technikg PCR DNA fragmentu genu, kodujgcego N-terminalny fragment
biatka DraC. Do produktu PCR wprowadzone zostaly za pomocg starterow miejsca
rozpoznania dla restryktazy Hindlll (C-koniec), Ncol (N-koniec) oraz sekwencja
kodujacg domene oligohistydynowa (Hisg). W wyniku amplifikacji otrzymano wiasciwy

produkt PCR o wielkosci 587 pz, kodujgcy N-terminalng domene biatka DraC wraz z
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sekwencjg sygnalng, warunkujgcg transport do przestrzeni periplazmatycznej.
Otrzymany amplikon trawiono restryktazg Hindlll (Materiaty 4.8, Metody 5.2) i
poddano reakc;ji ligacji z DNA wektora pUC19 (Metody 5.3), trawionym restryktazami
Hindlll i Smal, otrzymujgc plazmid rekombinantowy pUC-sygNDraC-C-His. Nastepnie
przeklonowano fragment DNA kodujacy N-terminalng domene biatka DraC z
sekwencjg sygnalng i domeng oligohistydynowg na C-koncu do plazmidu
ekspresyjnego pACYCpBAD (Materiaty 4.2), z uzyciem restryktaz Ncol i Hindlll. W
wyniku klonowania otrzymano plazmid rekombinantowy pACYCpBAD-sygNDraC-C-
His o wielkosci 4972 pz. Poprawnos¢ konstruktu zweryfikowano przez

sekwencjonowanie.

6.12. Ekspresja i oczyszczanie domeny N-terminalnej biatka DraC-C-His

Szczep E. coli TOP10F niosacy DNA plazmidu rekombinantowego
pACYCpBAD-sygNDraC-C-His zastosowano do otrzymania biatka N-DraC-C-His,
ztozonego z N-terminalnej domeny biatka DraC (reszty aminokwasowe od 1 do 148) i
domeny oligohistydynowej na C-koncu. Podczas prowadzenia ekspresji (Metody 5.9)
zbierano prébki hodowli w celu przygotowania frakcji catkowitych lizatéw (1,5 ml
hodowli wirowano 5 min, przy 12000 rpm, a osad zawieszano w 100 pl buforu TE i
zamrazano) oraz frakcji periplazmatycznych (Metody 5.17). Analiza elektroforetyczna
tych frakcji (Rys. 32) w 15% zelu poliakryloamidowym pozwolita na stwierdzenie
obecnosci biatka N-DraC-C-His w obu frakcjach. Na elektroforogramie widoczny jest
prazek, ktory odpowiada domenie N-terminalnej bez sekwencji sygnalnej o masie
czasteczkowej 15,8 kDa.

Aby jednoznacznie potwierdzi¢ obecnos¢ biatka N-DraC-C-His w otrzymanych
frakcjach, poddano je analizie Western blotting z uzyciem przeciwciat anty-
His*Tag.(Metody 5.12).

Technika Western blotting potwierdzita obecno$¢ domeny N-terminalnej biatka
DraC we frakcjach periplazmatycznych (Rys. 33). Wykrycie tego rekombinantowego
biatka w przestrzeni periplazmatycznej swiadczy o tym, iz jest ono eksprymowane
wraz z sekwencjg sygnalng, ktéra umozliwita jego transport przez btone wewnetrzna.
Otrzymany wynik potwierdza takze poprawnos¢ przeprowadzonej procedury
klonowania poprzez stwierdzenie obecnosci domeny oligohistydynowej z uzyciem

przeciwciat anty-HiseTag.
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Rys. 32. Rozdziat elektroforetyczny biatek zawartych w catkowitych lizatach oraz we

frakcjach periplazmatycznych komorek E. coli Top 10F’ niosacych plazmid
pACYCpBAD-sygNDraC-C-His.
M — biatkowy marker wielkosci — 97, 66, 45, 30, 20, 14.4 kDa (Amersham).
Frakcje catkowitych lizatow pobranych w 1, 2 lub 3 h po indukcji arabinoza,
odpowiednio $ciezki 1, 3 i 5. Frakcje periplazmatyczne izolowane w 1, 2 lub 3 h
po indukcji arabinozg, odpowiednio $ciezki 2, 4 i 6.

M 1 2 3

<— N-DraC-C-His

Rys. 33. Immunoidentyfikacja biatka N-DraC-C-His we frakcjach periplazmatycznych E. coli
Top 10F zawierajgcych plazmid pACYCpBAD-sygNDraC-C-His za pomocg
mysich przeciwciat anty-HiseTag.

M — marker biatkowy do detekcji biatek metodg Western blotting — 160, 110, 90, 70,
55, 45, 35, 25, 15 i 10 kDa. Frakcje periplazmatyczne izolowane w 1, 2'i 3 h po

indukcji arabinozg, odpowiednio $ciezki 1, 2 3.
Produkcje biatka N-DraC-C-His prowadzono najczesciej jednoczesnie w
czterech kolbach. Sumaryczna objetos¢ hodowli wynosita wiec 3200 ml. Z takiej
ilosci uzyskiwano przecietnie ok. 25 g mokrej masy osadu komérkowego. Nastepnie

z komorek izolowano frakcje periplazmatyczng (Metody 5.17), uzyskujac w ten
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sposéb 50 ml frakcji biatek periplazmatycznych. Uzyskang frakcje oczyszczano
stosujgc technike chromatografii metalopowinowactwa (Metody 5.19). Nastepnie
otrzymane po oczyszczaniu frakcje poddawano analizie elektroforetycznej (Rys. 34)
oraz Western blotting (Rys. 35).

W wyniku oczyszczania za pomocg chromatografi metalopowinowactwa
uzyskano homogenny elektroforetycznie preparat N-terminalnej domeny biatka DraC.
Frakcje elucyjne dializowano wobec 10 mM buforu fosforanowego (pH 7,2), a po 24-
godzinnej dializie zageszczano dziesieciokrotnie do objetosci 1,5 ml. Przecietnie z 1

litra hodowli uzyskiwano 10 mg biatka.

1 2 3 M 4 5 6

T G— <— N-DraC-C-His

Rys. 34. Rozdziat elektroforetyczny w 15% zelu poliakryloamidowym probek uzyskanych

podczas procedury oczyszczania biatka N-DraC-C-His za pomocg chromatografii
metalopowinowactwa.
1 — frakcja zebrana po ptukaniu kolumny buforem A; 2 — frakcja zebrana po
ptukaniu kolumny buforem B; 3 — frakcja zebrana po ptukaniu kolumny buforem C;
M — biatkowy marker wielkosci — 97, 66, 45, 30, 20, 14.4 kDa (Amersham); 4, 5i 6
— frakcje elucyjne zawierajgca biatko N-DraC-C-His bez sekwencji sygnalnej,
odpowiednio po 1, 2 i 3 elucji.

103



<— N-DraC-C-His

Rys. 35. Immunoidentyfikacja biatka N-DraC-C-His w oczyszczonych frakcjach
periplazmatycznych za pomocg mysich przeciwciat anty-HiseTag.
M — marker biatkowy do detekcji biatek metodg Western blotting wielkosci —
160, 110, 90, 70, 55, 45, 35, 25, 15 10 kDa; 1 — frakcja zebrana po ptukaniu
kolumny buforem A; 2 — frakcja zebrana po ptukaniu kolumny buforem B; 3 —
frakcja zebrana po ptukaniu kolumny buforem C; 4, 5 i 6 — frakcje elucyjne
zawierajgce biatko N-DraC-C-His bez sekwencji sygnalnej, odpowiednio po 1, 2
i 3 elucji.

6.13. Badanie struktury drugorzedowej i stabilnosci termicznej domeny
N-terminalnej biatka DraC technika spektroskopii w podczerwieni

Oczyszczony preparat domeny N-terminalnej biatka DraC przygotowano do
badania technikg IR (Metody 5.21), a nastepnie analizowano drugie pochodne
uzyskanych widm (Rys. 36).

Analiza drugiej pochodnej widma w temperaturze ok. 29°C wskazuje na
obecnos$c¢ struktur B-kartek i a-helis lub struktur petlowych. Sktadowa odpowiadajgca
strukturom B jest skladowg dominujaca (ok. 1630 cm™). Zanika ona wraz ze
wzrostem temperatury i jest praktycznie niewidoczna w temperaturze powyzej 70°C.
Sktadowa ta, o wysokiej wartosci absorbancji, wskazuje bezposrednio na obecnos¢
struktur typu B-kartki [Barth i Zscherp, 2002; Stuart, 2004]. Wyznaczona dla tej
dtugosci fali krzywa denaturacji biatka oraz jej pochodna (Rys. 37) wskazujg na
przejscie jednoetapowe z temperaturg denaturacji wynoszacg ok. 61,7°C. Sktadowa
znajdujaca sie przy 1644 cm™' moze odpowiada¢ strukturom a-helisy lub fragmentom
petlowym. Obie struktury sg dos¢ trudne do rozréznienia na widmach IR, nawet
pomimo zastosowania D,0O jako rozpuszczalnika. W trakcie ogrzewania probki

sktadowa ta poczatkowo maleje, pdzniej staje sie wyrazniejsza i przesuwa sie w
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strone wyzszych liczb falowych do 1646 cm™. Mozna podejrzewaé, ze w tym samym
zakresie absorbujg jednoczesnie obie wymienione struktury. Krzywa denaturacji
biatka, utworzona na podstawie tej dtugosci fali (Rys. 37) wskazuje na temperature
denaturacji ok. 61,4°C.

Denaturacja termiczna domeny N-terminalnej biatka zachodzi w sposéb
charakterystyczny dla wielu innych biatek globularnych, tj. pojawiajg sie
charakterystyczne pasma odpowiadajgce biatku denaturowanemu (Rys. 36).
Najwieksza zmiana widoczna na serii drugich pochodnych widm dotyczy pasma
1616 cm™', niewidocznego na widmach biatka w nizszych temperaturach. Podobnym
wskaznikiem denaturacji jest stabe pasmo przy ok. 1680 cm™. Wszystkie uzyskane
krzywe denaturacji oraz ich pochodne wskazujg na podobng temperature denaturaciji
— niewiele ponad 61°C (Rys. 37).

Uzyskane informacje na temat budowy drugorzedowej biatka N-DraC-C-His
pokrywaty sie z dotychczasowymi wiadomosciami na temat biatek homologicznych.

Wyniki te Swiadczg rowniez o prawidtowej strukturze uzyskanej domeny.

0.0002
0.0000
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J
T | I T L— T | T 1 T
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Rys. 36. Seria drugich pochodnych widma biatka w zakresie temperatur 30 — 80°C. Strzafki
wskazujg kierunek najwazniejszych zmian. Analiza w tekscie.
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Rys. 37. Krzywe denaturacji (po lewej) i ich pochodne (po prawej).

6.14. Konstrukcja plazmidéw rekombinantowych zawierajagcych mutacje

punktowe w genie kodujagcym fuzyjne biatko NDraC-C-His

Aby sprawdzi¢ jaki jest wptyw mutacji w miejscach Phe4, Trp142, Cys64,

Cys100 w biatku DraC na jego oddziatywanie z kompleksem biatko opiekuncze DraB

podjednostka strukturalna DraE, konieczne jest uzyskanie oczyszczonych

preparatéow domeny N-terminalnej biatka DraC, zawierajgcych powyzsze mutacje. W

tym celu, na bazie plazmidu pACYCpBAD-sygNDraC-C-His, skonstruowano mutanty

biatka DraCy (Materiaty 5.8). Komorki E. coli TOP 10F’ transformowano otrzymanymi

plazmidami, zawierajgcymi mutacje w genie kodujgcym domene N-terminalng biatka

DraC. Podczas prowadzenia ekspresji (Metody 5.9) zbierano prébki hodowli w celu
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izolacji frakcji periplazmatycznych (Metody 5.17). Analiza elektroforetyczna tych
frakcji w 15% zelu poliakryloamidowym pozwolita na stwierdzenie obecnosci tylko
dwéch mutantéw biatka N-DraC-C-His: Phe4 i Trp142, natomiast nie zaobserwowano
prazkéw, odpowiadajgcym mutantom domeny N-terminalnej w miejscach Cys64 i
Cys100 (dane nie pokazane).

Izolacje i oczyszczanie mutantéw biatka DraCy (Phed i Trp142) prowadzono
analogicznie do biatka DraCy bez mutacji (Wyniki 6.12) i uzyskiwano zblizong ilos¢

biatka, ktorg przechowywano w 4°C do czasu dalszych analiz.

6.15. Préby otrzymywania komplekséw biatko opiekuncze DraB -

podjednostka DraE

Do badania oddziatywan biatka DraC-C-His lub jego domeny N-terminalnej z
kompleksem biatko opiekuncze -podjednostka strukturalna konieczne jest uzyskanie
preparatu, zawierajgcego oczyszczone kompleksy biatek DraB i DraE. W tym celu
izolowano frakcje periplazmatyczne (Metody 5.17) ze szczepu E. coli
BL21(DE3)/pET30-DraB-C-His-DraE, ktéry pozwala na ekspresje do przestrzeni
periplazmatycznej natywnego biatka DraE oraz biatka DraB zawierajgcego fuzje
histydynowg na C-koncu. Uzyskang frakcje oczyszczano stosujgc technike
chromatografii metalopowinowactwa (Metody 5.19). Zastosowano fizjologiczne
stezenie soli celem eliminacji potencjalnego wptywu tego czynnika na dysocjacje
kompleksow Drab/DraE. Frakcje z ptukania kolumny oraz frakcje elucyjne
analizowano przy pomocy techniki SDS-PAGE. We frakcji periplazmatycznej
szczepu E. coli BL21(DE3) /pET30-DraB-C-His-DraE widoczne sg biatka DraE i
DraB-C-His. Niestety we frakcjach elucyjnych zaobserwowano tylko prazek
odpowiadajgcy biatku DraB-C-His, natomiast biatko DraE znajdowato sie we frakcji

zebranej podczas ptukania kolumny (Rys. 38).
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Rys. 38. Rozdziat elektroforetyczny w 15% zelu poliakryloamidowym frakcji elucyjnych
uzyskanych podczas procedury oczyszczania za pomocg chromatografii metalo-
powinowactwa komplekséw DraB/DraE z frakcji periplazmatycznych szczepu E.
coli BL21(DE3)/pET30-DraB-C-His-DraE.

A - frakcje elucyjne (Sciezki 1 i 2); frakcja periplazmatyczna (Sciezka 3).
B - kolejne frakcje otrzymane podczas ptukania ztoza buforem pluczacym ($ciezki
1-3).

Sprawdzono réwniez, czy uda sie oczysci¢ kompleksy biatko opiekuncze DraB
-podjednostka strukturalna DraE, ze szczepow produkujgcych biatka DraB i DraE z
zablokowang zdolnoscig do tworzenia oligomeréw w periplazmie. Analizie poddano
nastepujgce szczepy:

e E. coli BL21(DE3)/pET30-DraB-C-His-A3DraE - pozwala na ekspresje do

przestrzeni periplazmatycznej biatka DraE w postaci mutanta delecyjnego w

obrebie N-terminalnej nici donorowej, oraz biatko DraB zawierajgce fuzje

histydynowag na C-koncu;

e E. coli BL21(DE3)/pET30-DraB-C-His-DraE - pozwala na ekspresje do
przestrzeni periplazmatycznej biatka DraE, w ktérym usunieto N-terminalna ni¢
donorowg, a w jej miejsce wprowadzono fuzje oligohistydynowa, oraz biatko
DraB w postaci natywne;j.

Jednak, tak jak w przypadku opisanego wyzej eksperymentu, stwierdzano
obecnos$¢ biatek bez domeny oligohistydynowej gtownie we frakcjach z ptukania

ztoza, a biatek z domeng oligohistydynowa tylko we frakcjach elucyjnych.
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6.16. Badanie oddziatywan miedzy biatkami z zastosowaniem
mikrokalorymetrii izotermalnej

Pomimo, ze nie udato sie otrzymac¢ komplekséw biatka opiekurnczego DraB z
podjednostkg adhezyny DraE do badan oddziatywan z N-terminalng domeng biatka
DraC postanowiono przeprowadzi¢  doswiadczenia z  zastosowaniem
mikrokalorymetrii izotermalnej wykorzystujac oczyszczone metodg chromatografii
metalopowinowactwa preparaty biatek DraB-C-His, DraEdsc-N-His i DraDdsc-N-His.
Do otrzymania  powyzszych  biatek  zastosowano szczepy: E. coli
TOP10F/pACYCpBAD-sygN-DraC-C-His (N-DraC-C-His), E. coli BL21(DE3)/pET30-
sygDraB-C-His-DraE (DraB z domeng oligohistydynowg na C-koncu), E. coli
BL21(DE3)/pET30-sygDraEdsc-N-His i E. coli BL21(DE3)/pET30-sygDraDdsc-N-His
(fuzyjne biatka rekombinantowe DraEdsc i DraDdsc z domeng oligohistydynowg na
N-koncu, stabilne, monomeryczne formy nie ulegajace polimeryzaciji).

Badano oddziatywania domeny N-terminalnej biatka DraC z poszczegolinymi
biatkami: DraB, DraEdsc i DraDdsc. Wyniki eksperymentow wskazywaty
jednoznacznie na brak oddziatywan miedzy tymi biatkami. Nie zaobserwowano
efektow cieplnych $wiadczacych o oddziatywaniach. Sg one na poziomie
oddziatywan wynikajacych z mieszania buforbw o réznych temperaturach i

rozcienczenia biatka.
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7. PODSUMOWANIE | DYSKUSJA

Niniejsza praca doktorska stanowi czesS¢ szeroko zakrojonych badan
prowadzonych w Katedrze Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej nad biogenezg fimbrii
Dr eksprymowanych przez uropatogenne szczepy E. coli Dr+, wywotujacych
przewlekte infekcje goérnych drog moczowych. Przedmiotem prowadzonych badan
byto badanie biatka DraC, kodowanego przez operon dra tych bakterii,
odpowiedzialnego za zewnatrzkomorkowa polimeryzacje fimbrii Dr. Obecny stan
wiedzy na temat tego biatka jest bardzo znikomy, gdyz brakuje danych
doswiadczalnych dotyczacych jego struktury i mechanizmu dziatania. Bardzo
doktadnie zbadane sg natomiast biatka PapC i FimD, biorgce udziat w biogenezie pili
typu P (PapC) i typu 1 (FimD), petnigce w niej te¢ samg role, co biatko DraC w
biogenezie fimbrii Dr. Przeprowadzono szereg dos$wiadczen, ktére pozwolity na
poznanie struktury tych biatek, mechanizmu dziatania, a takze okreslenia reszt
aminokwasowych, istotnych dla funkcjonowania tych biatek [Dodson i wsp., 1993;
Jacob-Dubuisson i wsp., 1994; Saulino i wsp., 1998; Thanassi i wsp., 1998, 2002; Ng
i wsp., 2004; Henderson i wsp., 2004; Li i wsp., 2004; Capitani i wsp., 2006; So i
Thanassi, 2006; Munera i wsp., 2007, 2008; Daniels i Normark, 2008; Remaut i wsp.,
2008; Daniels i Normark, 2008; Nishiyama i wsp., 2008; Eidam i wsp., 2008; Yu i
wsp., 2009;].

Badania rozpoczeto od przeprowadzenia pordwnawczej analizy sekwencyjnej
biatek FUP, do ktérych nalezy DraC. Analiza ta wykazata wysoki stopien homologii
pomiedzy biatkami kanatotworczymi bakterii Gram-ujemnych. Szczegolnie duze
podobieAstwo mozna zauwazy¢ w obrebie domeny N-terminalnej. Pozwala to
przypuszczac, iz biatko DraC, podobnie jak inne biatka ,usher” biorgce udziat w
szlaku biogenezy struktur adhezyjnych typu ,chaperone/usher”, funkcjonujg wedtug
jednego ogolnego mechanizmu, wedtug ktérego dziatajg biatka FimD i PapC
[Nishiyama, 2005]. Blizsza analiza sekwencyjna pokazata, iz w obrebie biatek FUP
mogg wystepowacé potencjalne preferencje strukturalne zwigzane z udziatem tych
biatek w biogenezie struktur adhezyjnych, w ktérych biorg udziat biatka opiekuncze z
rodziny FGL i FGS. Tak jak w przypadku biatek opiekunczych, rowniez w obrebie
biatek kanatotwérczych, preferencje strukturalne mozna wigza¢ z unikalnymi
wilasnosciami  komplekséw biatko opiekuhcze — podjednosta strukturalna

odpowiednio podrodzin FGS i FGL. Mozna zaobserwowaé wyzszy poziom

110



PODSUMOWANIE I DYSKUSJA

identycznos$ci w obrebie biatek ,usher” biorgcych udziat w biogenezie struktur
homopolimerycznych (FGL) Ilub heteropolimerycznych (FGS), niz w obrebie
wszystkich biatek FUP. Biatka PapC i FimD razem z biatkami opiekunczymi typu
FGS, biorg udziat w biogenezie struktur adhezyjnych heteropolimerycznych,
natomiast biatko DraC i biatko DraB (rodzina FGL) uczestniczg w powstawaniu
struktur adhezyjnych homopolimerycznych. Pomimo ogdlnego zakonserwowania,
obserwowane w analizie sekwencyjnej réznice pomiedzy dwiema podrodzinami
biatek FUP moga skutkowac¢ w wystepowaniu réznic w mechanizmie dziatania biatek
kanatotwérczych. Jednak, aby to sprawdzié¢, nalezato stworzy¢ odpowiednie formy
mutantowe biatka DraC i wyznaczy¢ kluczowe reszty aminokwasowe,
odpowiedzialne za oddziatywanie z kompleksem biatko opiekuncze DraB -
podjednostka adhezyjna DraE.

Do badan skonstruowano plazmid rekombinantowy pACYCpBAD-sygDraC-C-
His, pozwalajacy na produkcje biatka kanatotwérczego DraC 2z domeng
oligohistydynowg na C-koncu. Sekwencjonowanie genu draC plazmidu
pACYCpBAD-sygDraC-C-His ujawnito réznice w sekwencji tego genu z sekwencjg
zamieszczong w bazie NCBI. Ten nieoczekiwany wynik sekwencjonowania byt
przyczyng podjecia badan dotyczacych weryfikacji sekwencji nukleotydowych genow
draC i afaC-3 zdeponowanych w bazie NCBI. Sekwencjonowanie genu draC z
bibliotecznego plazmidu pBJN406 szczepu klinicznego oraz genu afaC-3 plazmidu
plLL61 wykazato, ze geny te posiadajg identyczng sekwencje nukleotydowa.
Zidentyfikowane réznice w sekwencji nukleotydowej genu draC zmienity sekwencje
aminokwasowg tego biatka. Biatko DraC jest dtuzsze o jedng reszte aminokwasowgq i
zamiast reszt aminokwasowych PSAAEGDW jest LRPQLRGIA (reszty 129-137) oraz
zamiast DD jest EH (reszty 413-414). Otrzymane sekwencje gendéw draC i afaC-3
zostaty zdeponowane w banku NCBI [numer tymczasowy:FJ843076].

Otrzymany plazmid pACYCpBAD-sygDraC-C-His wykorzystano do konstrukgciji
modelowego szczepu E. coli BL21(DES3), pozwalajagcego na kontrolowang produkcije
fimbrii Dr. Szczep ten, niosgcy dwa plazmidy rekombinantowe: pACYCpBAD-
sygDraC-C-His, eksprymujacy biatko ,usher" DraC z domeng oligohistydynowg na C-
koncu oraz pET30-sygDraB-C-His-DraE, eksprymujacy do  przestrzeni
periplazmatycznej biatka DraB i Drak, zostat wykorzystany do doswiadczen in vivo
badania oddziatywan kompleksu biatko opiekuhcze DraB-podjednostka strukturalna

DraE z kanatotworczym biatkiem DraC i jego formami mutantowymi oraz
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wyznaczenia kluczowych reszt aminokwasowych w sekwencji biatka DraC
odpowiedzialnych za to oddziatywanie. Plazmidy obecne w skonstruowanym
szczepie posiadajg niezaleznie regulowane promotory stwarzajgce mozliwos¢
regulacji ilosci poszczegolnych biatek, poprzez indukcje w rdéznym czasie, co
pozwala na w petni kontrolowang ekspresje adhezyn. Obecnos¢ funkcjonalnych
fimbrii na powierzchni komoérek powstatego szczepu E. coli potwierdzono przy
pomocy techniki Western blotting, mikroskopii immunofluorescencyjnej oraz
hemaglutynacji ludzkich erytrocytow. Wyniki tych doswiadczen $wiadczg rowniez o
braku negatywnego wptywu domeny oligohistydynowej na funkcjonalno$é biatka
DraC.

Wykonane eksperymenty z szczepem E. coli BL21(DE3)/pACYCpBAD-
sygDraC-C-His/pET30-sygDraB-C-His-DraE wykazaty, Zze stanowi on wygodny i
uniwersalny system, pozwalajgcy na kontrolowang ekspresje fimbrii Dr, produkcje
réznych zewnagtrzkomoérkowych struktur adhezyjnych z rodziny Dr lub chimerycznych
adhezyn, zawierajgcych heterologiczne wstawki, np. determinanty antygenowe.
Mozna tego dokonaC poprzez zamiane jednego z plazmidéw na inny plazmid,
zawierajacy geny kodujgce biatko opiekuncze i adhezyne (w przypadku zamiany
plazmidu pET30-sygDraB-C-His-DraE) lub biatko kanatotwércze (w przypadku
zamiany plazmidu pACYCpBAD-sygDraC-C-His), zaangazowanych w powstawanie
innych adhezyn rodziny Dr. Opisany uktad dwuplazmidowy wykorzystano do
efektywnej produkcji innej adhezyny z rodziny Dr - AfaE-lll, poprzez zamiane
plazmidu pET30-sygDraB-C-His-DraE na inny plazmid zawierajacy geny afaE-Ill i
afaB. Takie eksperymenty mogg by¢ pomocne w szczegdétlowym poznaniu
mechanizmdw biogenezy struktur adhezyjnych bakterii Gram-ujemnych. Mozliwa jest
rowniez produkcja adhezyn chimerycznych, niosgacych determinanty antygenowe
pochodzenia bakteryjnego lub wirusowego. Na bazie plazmidéw pET30-sygDraB-C-
His-Drak i pDraE-HSV3 [Zalewska i wsp., 2003] skonstruowano plazmid pET30-
sygDraBE-HSV1, ktérym nastepnie transformowano szczep E. coli BL21(DE3)/
pACYCpBAD-DraC-C-His. Powstaty uktad pozwalit na efektywng ekspresje
chimerycznych fimbrii Dr-HSV1 niosacych determinante antygenowg HSV
pochodzacg =z glikoproteiny D wirusa Herpes Simple typu 1. Obecnosé
chimerycznych fimbrii na powierzchni komorki bakteryjnej potwierdzono za pomocg

techniki Western blotting i mikroskopii immunofluorescencyijnej.
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Kolejnym etapem pracy byto wyznaczenie kluczowych reszt aminokwasowych
w sekwencji biatka DraC, odpowiedzialnych za oddziatywanie z kompleksem biatko
opiekuncze DraB - podjednostka fimbrialna DraE. Modelowanie homologiczne
periplazmatycznej N-terminalnej domeny biatka DraC na matrycy domeny N-
terminalnej biatka FimD oraz analiza sekwencyjna biatek FUP pozwolity na
wytypowanie reszt aminokwasowych w sekwencji biatka DraC najbardziej
zakonserwowanych  ewolucyjnie  oraz tych  bedacych  prawdopodobnie
zaangazowanych w oddziatywanie z kompleksem biatko opiekuncze-podjednostka
strukturalna. Aby sprawdzi¢, ktére z nich odgrywajg najwazniejszg role w biogenezie
fimbrii Dr, skonstruowano 17 mutantow biatka DraC. Mutacje polegaty na
zastepowaniu poszczegolnych aminokwasow domeny N-terminalnej biatka DraC
alaning. Na podstawie badan z wykorzystaniem mikroskopii immunofluorescencyjne;,
techniki Western blotting, testu hemaglutynacji ludzkich erytrocytéw oraz
doswiadczen na linii komérkowej Hela wykazano, ze szczepy produkujgce
zmutowane formy biatka DraC w miejscach Trp142/Ala, Cys64/Ala, Cys100/Ala i
Phed/Ala charakteryzujg sie obnizong zdolno$¢ do biogenezy fimbrii Dr. Wyniki te
czesciowo pokrywajg sie z danymi literaturowymi odnosnie biatek homologicznych
PapC i FimD. Wykazano, iz pojedyncze mutacje alaninowe Phe3Ala, Cys70Ala oraz
Cys97Ala w biatkku PapC spowodowaty zahamowanie biogenezy struktur
adhezyjnych. [Ng i wsp., 2004]. Taki sam efekt wykazywat rowniez mutant Phe4Ala
biatka FIimD [Nishiyama i wsp., 2005]. Wystepuje jednak pewna roznica, gdyz
zastgpienie alaning reszt fenyloalaniny Phe8 i Phe22 w biatku FimD, spowodowato
zahamowanie biogenezy pilii, a w przypadku reszt homologicznych w biatku DraC,
mutacje nie miaty zadnego wptywu na biogeneze fimbrii Dr.

Sprawdzono réwniez wptyw wprowadzonych mutacji na budowe biatka DraC.
Wykazano, iz nie majg one wptywu na zdolnos¢ biatka DraC do temperaturo-zalezne;j
ruchliwosci podczas elektroforezy SDS-PAGE, co jest cechg charakterystyczng
wszystkich bakteryjnych biatek tworzacych kanat w btonie zewnetrznej. Mutacje w
miejscach Cys64/Ala i Cys100/Ala zaburzyty jednak strukture domeny N-terminalnej,
gdyz nie uzyskano ekspresji tych mutantow ze szczepow E. coli TOP10
F’/pACYCpBAD-sygNDraC-C-His-Cys64mut i E. coli TOP10 F’/pACYCpBAD-
sygNDraC-C-His-Cys100mut, produkujgcych zmutowang domene N-terminalng
biatka DraC. Reszta aminokwasowa Cys64 razem z resztg aminokwasowg Cys100

tworzg w obrebie domeny N-terminalnej biatka DraC silnie zakonserwowany (w catej

113



PODSUMOWANIE I DYSKUSJA

rodzinie biatek FUP) mostek disiarczkowy. Mostek ten stabilizuje domene N-
terminalng, a wprowadzenie mutacji punktowych w miejscu reszt cysteinowych
uniemozliwia jego utworzenie, co skutkuje w niemoznosci uzyskania przez domene
N-terminalng biatka DraC prawidtowej struktury. Brak mostka disiarczkowego
uposledza prawidtowe funkcjonowanie domeny N-terminalnej i nastepuje blokowanie
asocjacji podjednostek adhezyjnych DraE w polimeryczng strukture fimbrialng na
powierzchni komérek E. coli.

Pomimo obnizenia poziomu biogenezy fimbrii Dr w szczepach E. coli TOP10
F'/pACYCpBAD-sygDraC-C-His-Phedmut i E. coli TOP10 F’/pACYCpBAD-sygDraC-
C-His-Trp142mut, udato sie uzyskac¢ ekspresje domeny N-terminalnej zmutowanej w
miejscu Phed/Ala i Trp142/Ala, na poziomie zblizonym do dzikiej formy N-terminalnej
domeny biatka DraC. Swiadczy to o tym, ze mutacje te nie wykazuja wiekszego
wptywu na stabilnos¢ samej domeny, lecz majg charakter funkcjonalny w aspekcie
procesu biogenezy. Brak reszty aminokwasowej Trp142 moze powodowac
niemoznos$¢ uzyskania przez domene N-terminalng konformacji ,otwartej”, gotowej
na zwigzanie kompleksu DraB — DraE. Mozna przypuszczac, ze mutacja w biatku
DraC w miejscu Phe4 powoduje zmniejszenie powinowactwa domeny N-terminalnej
do kompleksu biatko opiekuncze DraB - podjednostka strukturalna DrakE, gdyz
analogiczna reszta aminokwasowa Phe4 biatka FimD odpowiada za kontakt
hydrofobowy z biatkiem opiekuriczym. Fakt wysokiej homologii tych biatek i
zakonserwowania tej reszty w obrebie catej rodziny biatek FUP, pozwala wysnuc¢
hipoteze, ze reszta Phe4 peini takg role réwniez w przypadku biatka DraC.

Prébowano uzyskac¢ oczyszczony preparat biatka DraC (oraz mutantéw biatka
DraC hamujgcych biogeneze fimbrii) do badania oddziatywan z innymi biatkami
operonu dra w doswiadczeniach in vitro. Jednak zbyt mata wydajnos¢ izolacji z btony
zewnetrznej i oczyszczania spowodowata, iz uzyskiwano ilosci niewystarczajgce do
tych badan. Fakt niepowodzenia w uzyskaniu duzej ilosci preparatu jest zwigzany z
trudnosciami w pracy z biatkami btonowymi. Liczba nowych sekwencji
aminokwasowych biatek btonowych znacznie wzrasta w ciggu ostatnich kilku lat.
Niestety znacznie mniej informacji pojawia sie na temat struktury tych biatek oraz
mechanizmu ich dziatania. Jest kilka powodow wyjasniajgcych ten brak informacji.
Trudnos$ci zwigzane z pracg z biatkami btonowymi sg spowodowane miedzy innymi
faktem ograniczonej pojemnosci btony. Organizmy sg zazwyczaj bardzo wrazliwe na

zmiany we wtasciwosciach btony spowodowane insercjg duzej ilosci biatek. Bardzo
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duzy problem stanowi rowniez uzyskanie duzej ilosci homogennego preparatu
biatkowego, potrzebnego do badan strukturalnych. Biatka btonowe zazwyczaj
wystepujg na niskim poziomie w btonach biologicznych i rzadko zdarza sie, ze
sktadnikiem btony jest pojedynczy rodzaj biatka. Rozwigzaniem tego problemu jest
nadekspresja. Jednak w przypadku ekspresji rekombinantowych biatek btonowych,
np. w E. coli lub innych systemach, wystepuje problem agregacji biatek w
cytoplazmie. Biatka btonowe sprawiajg problemy nie tylko podczas ekspresiji, ale i
podczas izolacji, gdyz wymagajq ekstrakcji detergentami. Hydrofobowa natura biatek
btonowych sprawia, ze nie sg rozpuszczalne w roztworach wodnych. Detergenty
zapewniajg biatkom btonowym dogodne hydrofobowe $rodowisko i utrzymujg je w
stabilnym stanie, zapobiegajac ich agregacji podczas oczyszczania. Jednak
ekstrakcja detergentami jest dosy¢ drastyczng metodg i moze powodowacé zmiany
konformacyjne biatka. Ponadto obecno$¢ detergentéw sprawia trudnosci w
przygotowaniu probek do badan strukturalnych. Biatka znajdujgce sie poza
membrang mogq agregowac i precypitowac. Precypitaty nie wigzg sie wydajnie ze
ztozem niklowym, co znacznie utrudnia ich oczyszczanie. Doswiadczenie osob
borykajacych sie z eksperymentalnymi problemami zwigzanymi z biatkami
btonowymi, potwierdza, ze produkcja tych biatek jest znacznie trudniejsza niz biatek
rozpuszczalnych. Jednak pomimo tych problemow, biatka btonowe, nadal pozostajg
bardzo wazne jako cele molekularne dla potencjalnych chemoterapeutykow.

Aby uzyskaé wiekszg ilos¢ biatka DraC, potrzebng do badah in vitro
oddziatywan z innymi biatkami uczestniczacymi w biogenezie fimbrii Dr,
skonstruowano szczep, zawierajgcy plazmid kodujgcy periplazmatyczna,
rozpuszczalng w wodzie N-terminalng domene biatka DraC z fuzjg oligohistydynowag
na C-koncu. Nie bylo problemdéw w uzyskaniu oczyszczonych preparatéw tej
domeny. Za pomocg badania tej domeny technikg IR stwierdzono prawidtowg jego
strukture.

Niepowodzeniem zakonczyta sie tez préba uzyskania oczyszczonego
kompleksu biatka opiekunczego DraB i adhezyny DraE. Najprawdopodobniej wynika
to z jego stosunkowo niskiej stabilnosci. Fakt ten pokrywa sie z informacjami
uzyskanymi od badaczy innych zespotow pracujagcych w tym temacie oraz
wspotpracownikdw Katedry Mikrobiologii PG, ktérym nigdy nie udato sie uzyskac
takiego kompleksu stosujgc bardzo rdézne podejscia metodyczne. Nalezy tu

nadmieni¢, ze takie kompleksy udawato sie otrzymywac dla pili typu P i 1 i ich
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otrzymywanie zostato bardzo dobrze opisane [Saulino i wsp., 1998, Barnhart i wsp.,
2003]. We wszystkich publikacjach dotyczacych badan strukturalnych dla DraE i
AfaE, autorzy zawsze opierajg sie tylko na konstruktach dsc i przedstawiajg struktury
DraE-dsc, DraD-dsc, AfaE-dsc oraz DraD-DraE-dsc [Anderson i wsp., 2004, Cota i
wsp., 2006], cho¢ zdecydowanie bardziej pozadane dla szczegotowego poznania
molekularnego mechanizmu biogenezy fimbrii Dr bylyby struktury tych biatek w
kompleksie z biatkiem opiekurnczym DraB.

Z powodu niemoznosci uzyskania kompleksow biatka opiekunczego DraB i
podjednostki adhezyjnej DraE do badan in vitro oddziatywania domeny N-terminalnej
biatka DraC z poszczegolnymi biatkami biorgcymi udziat w procesie biogenezy fimbrii
Dr uzyto otrzymane preparaty biatek DraB, DraEdsc i DraDdsc. Przeprowadzone
doswiadczenia technikg mikrokalorymetrii izotermalnej wskazaty na brak
oddziatywan miedzy tymi biatkami. Fakt, Zze nie zaobserwowano oddziatywan
domeny N-terminalnej biatka DraC z biatkiem DraDdsc potwierdza wyniki innych
badan przeprowadzanych w Katedrze Mikrobiologii PG, ze biatko inwazyny DraD nie
jest biatkiem inicjujgcym proces polimeryzacji fimbrii Dr. Natomiast brak pozostatych
interakcji pokrywa sie z danymi na temat biatek homologicznych, gdyz zadnemu z
zespotow badawczych zajmujacych sie badaniem biatka FimD czy PapC nie udato
sie zaobserwowaC zadnych oddziatywan biatka ,usher” (lub jego domeny N-
terminalnej) z samym biatkiem opiekunczym czy samg podjednostkg strukturalng
[Dodson i wsp., 1993; Nishiyama i wsp., 2003; Saulino i wsp., 1998]. Obserwowano
wylacznie oddziatywania biatek kanatotworczych z kompleksem biatko opiekuncze -
podjednostka. Brak kompleksu DraB-DraE uniemozliwit przeprowadzenie wtasciwych
doswiadczen badania oddziatywan z biatkiem DraC i jego zmutowanymi formami.

Uzyskanie kompleksu biatka PapD z czasteczka pilicydu, ktéry hamowat
biogeneze pili typu P, pozwolito zaobserwowac, ze zwigzek ten oddziatuje z biatkiem
opiekunczym w miejscu jego oddziatywania z biatkiem ,usher’, co powoduje
blokowanie interakcji pomiedzy biatkiem opiekunczym a domeng N-terminalng biatka
kanatotwoérczego [Pinkner i wsp., 2006]. Pokazano, ze pilicyd ,nasladuje”
oddziatywania jakie tworzg fancuchy boczne reszt Phe4, Leu19 i Phe22 domeny N-
terminalnej biatka ,usher”. Wyselekcjonowanie reszty Phe4 w biatku DraC, jako tej,
ktéra ma wptyw na biogeneze fimbrii Dr pozwala przypuszczaé, iz zwigzek ten

bedzie blokowat rowniez oddziatywanie biatka DraC z biatkiem opiekunczym DraB.
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Da
DAB
DAF
DNA
EDTA
FITC
FUP
Ig
IPTG
M
MCS
PBS
PCR
pz
SDS

SDS-PAGE
RNA

Tris

UPEC

UTI

Dalton

3,3’ diaminobenzydyna

ang. Decay-Accelerating Factor

kwas deoksyrybonukleinowy

s6l sodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego

izotiocyjanian fluoresceiny (ang. Fluorescein IsoThioCyanate, Isomer 1)
ang. Fimbrial Usher Proteins

immunoglobulina

izopropylo-p-D-tiogalaktozyd

stezenie molowe [mol/dm?]

miejsce wielokrotnego klonowania (ang. Multiply Cloning Site)
ang. Phosphate Buffered Saline

tancuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)
par zasad

s6l sodowa siarczanu dodecylu

elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych z
uzyciem SDS (ang. SDS-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)

kwas rybonukleinowy

trisfhydroksymetylo]laminometan

uropatogenne szczepy Escherichia coli (ang. UroPathogenic Escherichia
coli)
zakazenia drég moczowych (ang. Urinary Tract Infections)
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Escherichia coli Dr* ” (nr GW 017209).

Zatacznik nr 1. Analiza sekwencyjna biatek rodziny FUP.

* 20 * 40 * 60
DraC @ ————mmmmmm oo MRDTSSGRMRTGVTGLALAVMVACVMFRAES - ———- Gl : 33
AQYC 1 —mmmmmmmmmmm e MKTSS————————————— FIIVILLCFRIEN---—- VI : 20
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--------------------------- MRYSK--——-----———-LFLCAGLTLATLP--——-CW
--------------------------- MFFSLKN--—------SVAKLIAFWAICLVLP--—--VW}
---------------------------------------------------- MSTSFL-----VG
--------------------------- MKKTT---—---————— ITLFVLTSVFHSGN-----VF
--------------------------- MKTKN--—------—FPLNKIAFACTLLLANP----VA
----------------------- MLIPYSPHT I ---——-WKT I CATLLLSLAFFSQAE------Q
--------------- MVRSFKTVCLEKREKRKK------HAIRPVAILIYLIVTGASSLSNSALA :
MCLAADF I FSLSVGADMFSGDGGQLLSDKSLTGSAGGGNNRMKENILPLAFFIGI IVS—--—- PA :
---------------- MFFGDGGQLLSDKSLTGSAGGGNNRMKFN I LPLAFFIGI IVS---—-PA :
----------------- MSYLNLRLYQRNTQCLH IRKHRLAGFFVRLVVACAFAAQAP---—-LS :
--------------------------- MKDR IP-——---FAVNNITCVILLSLFCN---——---A :
|

* 100 * 120 *

NANNN NANNN
ARTYS AA KG--GGK--G LIEEGG I GSRVDSQE HAERDAE--
AHTFS NH--GSG--GlI LLEKGG SNGSRIDSRD!IFEYTKKNRH--

----------------------------------------------------- DAGESED--

GRAYT|gRSTMEDTNSGES---1 NQGL FYALFYANGRKVDSGNLIDIFRLEKHN--—
AGHYT][g2P I L EANNN I NANAN EQGG

QVDIF GDEKMDSTN HAVKSPT--
AQRYS|EpPNLIEVD--GNN--N LIFEQGN

GNKVDSTN HSEKSPS--
SRQYN[ERYGS|ESLPPGEN----- FLS-VE
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ASAVEE\TDVEDAADKKN--- I[EFJIR[FSEAG GQSISPASEQISFVEPQSSG
&
B1 al B2 B3
e ) —
— L —
140 * 160 * 180 *

NNN

RI1EEYPABFRASGEGRGASVAEEASADETAIIPQ-ATESYQFAA
KTEEYPNEFRQNSE---KNRDSSD@AD ISV IPQ-ATEDYHF 1K
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DIDKYPDEIKSGTE-————--—- LA[IPH-SDVQFYFNQ
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------- A1QELHG[HQFDNEQ----————--[8VL[EEHSP--LKYTYNAAN
------ F MDEAIVKSPNAEDD VFASEAIPKGTFDYQGGD
----- NQENQKY[JKQ1S-P--—--——--D@FD[ISQEPG- ISIKND--G
KPEWLDK|IRFNDNQ LDTSS! IPG-MT INASLGS
NRYAVPG|[ERLPAD TSENS 1QGATFRFDVGQ

NRYAVPG|ERLPAD TS{ENS 1QGATFREDVGQ
NTASVAGNLLADD—=—=——--- VPETTVRTLLRTLDVGQ

TAESLDK\VYWHDG--------- QEADFHGIEPG-VDIRPDTGA
o -
B4 o2 o3 ps
—
* 220 * * 260
QVAP -SAAEGDWPEAL{SD) QANAGRSEYRGYGKRVTDSY[IVSEQPEI
RPPLTGIAHETMWDD QVEGSHWEYRSNTRNSSDNF|IASEEPE
s PRKKNGLAPIKLWDE EN LFT NFSEDYYHFKGDAR-DSYSQ)ANLIQPR

20
25

21
24
30
44
60
44
43
24

91
78
10
78
87
66
76
84
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103
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141

216
201
113

125



- IARACNIKT

CaflA
MyfC
PsaC
SefC
HifC
PmfC
MrpC
SfaF
FocD
FimD
PapC

DraC
AggC
CS3-2
CaflA
MyFC
PsaC
SefC
HifC
PmfC
MrpC
SfaF
FocD
FimD
PapC

DraC
AggC
CS3-2
CaflA
MyFC
PsaC
SefC
HifC
PmfC

MrpC
SfaF
FocD
FimD
PapC
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NLUIZQVAERP--KDEIPVER([j2D ‘FE NMANSSTTTYRQTGEQQS-SHMVQ[EYPEF

RP--EGEVPIER{[>D AFIELINNMMAN I SETOFRQNGGYRR-SQM I QEYP
SPIDSEIADEN I{{{o)Die} INAF

KYEESDWTPPEL[2SEY/SCLLIFBMTLTGTSTRPNKGNN--NNTLTGYGQ
EYSAPNWDPPSR{j»Dle ISC 1 FDYNVNANVTDPAKGKQ——RQQVTGLGTL
SNQARGY 1APEY/[{jeN A NYDFSGNRVRDSYGGT——SDY
SNQARGY 1APEY/[{jeN A NMDFSGNRVRDTYGGT--SDY
SNRARGY 1 PPEL{{jeP{El INZG EL\ NFSGNSVQNRIGGN——SHY
EYSDATWLPPSR{j2D€ IPGL DYNLNGTVSRNYQGGD——SHQFSYNGT

) —
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NRSSGQ--SGK-=———-- PSD I5eEVP
NKSSGQ--SGK-————-- PSDLIFPEVP
NKNNNT-==—————- KGE FPLKNZNEFK
WKQQG————===—————— DSS|IFE 1P
NQSGNS--AGK--———-- PGDF RS VP
SQSGDR--GGK-——==~~- PGDFzRE 1P
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KWNQYIL YR |PQWEAIFVI[EE RSDLIEBEFR
QHINT\|LERDUVPEXS S [€DSYAIRCDELGVN
QHINT\LERDLIVS EXSHEEDSYAIRGD IEPGVN

‘ |

s——) _
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FREAMYSERE S/ YNLFE] QSQ PIEPVTGS--

EREGMEGENENTIYNQRIE] QSRI SP BIEPVTGN--

=KEGV[E TDENMHPYS SSIYPPEDIESLISPY 1 LSGS--
1K SNEL\YPSEPEEMANEPLGGG--
=S STVWSPEPFEIRTPI ILPSHS--
=R STVWPPEPFEIRSPY 1 PSKS--
=R STS PP QIREUGREQIADLGV
LR PiEVLINDIEYASGY -
FTEANI0- e S OCNARELIHB NN T TEGRL TP AGP R ONHION VO

=Ri€ 1 QIEASIEDNII=DSQRCMAR THHE ISECTSEUSLIR QST[EPPEPRELINDLYPAGS--
=REAQEASDNY EZDSQ: GlEARVIHE NG TAQ NSTWYPPEPETLINEAIYAAGN--

FUG LT DENMEPZNERE Y APIEVIGVAK SOQER ETQUAPEPERLIQI INDAVS--
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M TEASEEEPBDRIEEPRLEGMA PQ LGTASTNAR SeQ R DSM PAEPESLIQR
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261
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MyfC : D[EH L T—\I5YSVPAIRLFKERLRMNEMAERYRPANVDVETTP IAQATV.
PsaC : -GSDEHYRNL 1 -\2YEVPATALZKEHLRMNEVAEQYRPANADVETPPVAQATV
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S — S e
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LQASDYSFSLVNSQUATNGES[LSDVEQS YRQSGSGDNRD -~~~ -~ K 1DENSRSRDLRNQ--1SA
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Oznaczenia:
I - reszty aminokwasowe wykazujace 100% identycznosci
A — reszty aminokwasowe wykazujace od 80 do 90% podobienstwa
I\ - reszty aminokwasowe wykazujace od 60 do 79% podobienstwa
Emm - obszar sekwencji sygnalnej
- obszar N-terminalnego peptydu o diugosci od 1 do 24 reszty aminokwasowej

periplazmatycznej domeny N-terminalnej biatka FimD (na podstawie danych z
analizy strukturalnej FimDy, [Nishiyama i wsp., 2005])

obszar rdzenia domeny N-terminalnej FimDy o dtugosci od 25 do 125 reszty
aminokwasowej (na podstawie danych z analizy strukturalnej FimDy, [Nishiyama i
wsp., 2005])

- obszar regionu zawiasowego N-terminalnej domeny FimDy o ditugosci od 126
do 139 reszty aminokwasowej (na podstawie danych z analizy strukturalnej
FimDy, [Nishiyama i wsp., 2005])

obszar domeny transmembranowej, (na podstawie analizy topologicznej biatka
FimD, [Capitani i wsp., 2006])

obszar srodkowej domeny periplazmatycznej PMD (na podstawie analizy
topologicznej biatka Fimf, [Capitani i wsp., 2006])

obszar periplazmatycznej domeny C-terminalnej (na podstawie analizy
topologicznej biatka FimD, [Capitani i wsp., 2006])

@@ - struktury a-helis w obrgbie domeny N-terminalnej FimDy (na podstawie danych z
analizy strukturalnej FimDy, [Nishiyama i wsp., 2005])

- struktury p-nici w obrebie domeny N-terminalnej FimDy (na podstawie danych z
analizy strukturalnej FimDy, [Nishiyama i wsp., 2005])
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==m) - struktury p-nici w obrebie biatka kanatotwérczego (analiza topologii biatka PapC,
[Thanassi i wsp., 2002])

= - struktury petlowe w obrebie biatka kanatotworczego (analiza topologii biatka
PapC, [Thanassi i wsp., 2002])

‘ - struktury pB-nici w obrebie domeny transmembranowej i periplazmatycznej
domeny C-terminalnej (analiza topologii biatka PapC, [Henderson i wsp., 2004])

== - periplazmatyczne struktury petlowe (analiza topologii biatka PapC, [Henderson i
wsp., 2004])

=== - powierzchniowe struktury petlowe (analiza topologii biatka PapC, [Henderson i
wsp., 2004])

A - reszty aminokwasowe domeny N-terminalnej FimDy oddziatujace z biatkiem
opiekunczym FimC (na postawie analizy struktury kompleksu potréjnego FimDy-
FimC-FimH, [Nishiyama i wsp., 2005]

B - reszty aminokwasowe domeny N-terminalnej FimDy oddziatujace zaréwno z
biatkiem opiekunczym FimC jak i z biatkiem podjednostkowym FimH (na
postawie analizy struktury potréjnego kompleksu FimDy-FimC-FimH [Nishiyama i
wsp., 2005])

A - reszty aminokwasowe domeny N-terminalnej FimDy oddziatujace z biatkiem
podjednostkowym FimH (na postawie analizy struktury potréjnego kompleksu
FimDy-FimC-FimH, [Nishiyama i wsp., 2005])

B - zakonserwowane w N- i C-terminalnych domenach periplazmatycznych reszty
cysteiny

A - reszty aminokwasowe hydrofobowej kieszeni rdzenia N-terminalnej domeny
FimDy oddziatujace z Trp 133 (na postawie analizy struktury potréjnego kompleksu
FimDy-FimC-FimH [Nishiyama i wsp., 2005])

I - zakonserwowana reszta tryptofanu w obrebie regionu zawiasowego domeny
N-terminalnej

Zalacznik nr 2. Poroéwnawcza analiza sekwencyjna biatek FUP biorgcych udziat w
biogenezie struktur adhezyjnych typu FGL. Oznaczenia jak w zatgczniku nr 1.
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Zatacznik nr 3. Porownawcza analiza sekwencyjna biatek FUP biorgcych udziat w biogenezie
struktur adhezyjnych typu FGS. Oznaczenia jak w zatgczniku nr 1.
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