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Cel naukowy: Identyfikacja czynnikéw wymaganych do skladania kluczowego komponentu czesci
pozacytoplazmatycznej komorki LPS oraz regulacja odpowiedzi komoérkowej na
zaburzenia w czeSci pozacytoplazmatycznej komorki poprzez podjednostki sigma
iich regulatory w tym regulatorowe sRNA.

I. Wprowadzenie

Bakteria Escherichia coli, podobnie jak inne organizmy, odpowiada na poziomie molekularnym na
roznorodne stresy $Srodowiskowe poprzez przeprogramowanie swojej maszynerii transkrypcyjnej. Na
przyktad, dwie podjednostki sigma polimerazy RNA, RpoH (6°°) i RpoE (c), sa kluczowe
w wytworzeniu odpowiedzi szoku cieplnego, ktéra rozpoznaje i reaguje na zmiany prowadzace do
nieprawidlowego faldowania biatek. Czynniki o’ i o° odpowiadaja na zjawiska niepoprawnego
sfatdowania biatek w sposob specyficzny wzgledem przedziatu komorkowego. Zgodnie z tym o ulega
indukcji na skutek réznorodnych procesd6w niewtasciwego faldowania biatek w  czeSci
pozacytoplazmatycznej komorki, jak i znaczacych zmian w kompozycji elementow sktadowych tej czesci
komorki. Ponadto czynnik o" reguluje wiele kluczowych procesdéw, ktore sa wymagane do zachowania
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integralno$ci btony zewnetrznej i do biogenezy skladnikéw tworzacych ja. Obejmuje to kontrole
ekspresji szeregu gendéw, ktore uczestniczag w biosyntezie lipopolisacharydu (LPS) Iub w jego
modyfikacjach. I co wazne, czg$¢ cztonkow regulonu RpoE bierze udziat w transporcie LPS, podczas
gdy pozostali reguluja ekspresje komponentéw blony zewnetrznej albo poprzez promowanie fatdowania
biatek btony zewnetrznej (OMPs) (kodujace ramie regulonu " tzw. feed-forward) albo przez regulacje
obnizajaca ekspresje OMPs, gdy ich synteza jest niepozadana, z wykorzystaniem RpoE-kontrolowanych
niekodujacych sRNA (niekodujace ramie regulonu c", powodujace represje).

Czes¢ pozacytoplazmatyczna komorek bakterii Gram-ujemnych, do ktorych nalezy rowniez E. coli,
posiada dwie, rdznigce si¢ blony: blong wewngtrzng (IM) i blong zewnetrzng (OM). Oddzielone sg one
peryplazma, bedaca hydrofilowym przedzialem komoérkowym, w ktéorym znajduje si¢ warstwa
peptydoglikanu. Blona zewngtrzna jest asymetryczng dwuwarstwa lipidowa z fosfolipidami tworzacymi
wewnetrzng czes¢ blony i LPS umieszczonymi w cze$ci zewnetrznej. LPS to gloéwny amfifilowy sktadnik
btony zewnetrznej. Pomimo tego, ze lipopolisacharydy sa wysoce heterogenne pod wzgledem struktury,
posiadaja one wspdlng architekturg, na ktorg sklada si¢ zakotwiczony w membranie lipid A
(endotoksyna), oligosacharyd rdzeniowy, dzielacy si¢ na rdzen wewnetrzny i rdzen zewnetrzny, oraz,
u form gladkich bakterii, polisacharyd O-swoisty (O-antygen). Lipid A tworzg potaczone wigzaniem
p(1—6) dwie reszty glukozaminy, ktore sa podstawione resztami kwasoéw tluszczowych o rdznej
dtugosci, a takze posiadajg grupy fosforanowe. Lipid A i rdzen wewngtrzny sa generalnie zachowawcze
ewolucyjnie co do struktury. Posiadajg jednak niestechiometryczne podstawienia, ktore w znaczny
sposob kontroluja opornos¢ na kationowe przeciwbakteryjne peptydy, takie jak polimyksyna B, oraz
majg istotne znaczenie dla adaptacji do niekorzystnych warunkéw w gospodarzu i w srodowisku.

LPS zapewniania funkcj¢ bariery przepuszczalnosci blony zewnetrznej i z tego wzgledu jest
niezbedny do zycia komodrek E. coli. Niezbednos¢ LPS przejawia si¢ m.in. tym, ze wszystkie enzymy,
bioragce udziat w syntezie prekursora LPS Kdo,-lipid IV, sa produktami gendéw koniecznych do zycia.
Roéwniez za translokacje LPS i za jego sktadanie odpowiedzialne sg produkty genow niezb¢dnych do
zycia. W trakcie identyfikacji 51 niekoniecznych do zycia genéw, kodujacych bialka, ktore sg wymagane
we wzroscie w gornym limicie wysokiej temperatury, stwierdzono, ze produkty o$miu z tych gendéw
biorg udziat w biosyntezie rdzenia LPS (Murata ef al., 2011). Tym samym odkrycia te podkreslaja
fizjologiczne znaczenie zrozumienia struktury LPS, jak i jej wplywu na przewodzenie sygnatu poprzez
czynnik sigma RpoE. W zwigzku z tym gléwne cele pracy mozna podsumowaé jako: (i) Regulacja
ekspresji genu rpoE i molekularne podstawy odpowiedzi na zaburzenia w biogenezie LPS, ktore
wplywaja na aktywno$¢ RpoE (Klein et al., 2003, Klein et al., 2009, Klein et al., 2016). (ii) Minimalna
struktura LPS umozliwiajaca bakteryjny wzrost oraz poszukiwanie czynnikow regulatorowych, ktore
zapewniajg zbalansowang biosynteze LPS i sprzegaja synteze LPS z jego translokacja (Klein ez al., 2009,
Klein et al., 2014). (iii) Identyfikacja czynnikow regulatorowych, ktore kontrolujg heterogennos¢ LPS,
akumulacja specyficznych form LPS w warunkach stresowych oraz odkrycie nowych modyfikacji, takich
jak inkorporacja kwasu glukuronowego (GIcUA) (Klein et al., 2011, Klein et al, 2013). (iv)
Posredniczona przez sRNA kontrola biosyntezy LPS i jego modyfikacji - odkrycie nowych sRNAs,
takich jak SIrA i RirA (Klein ef al., 2011, Klein et al., 2014, Klein and Raina 2015, Klein et al., 2016,
Klein and Raina, 2017).

W prezentowanej rozprawie habilitacyjnej przedstawione sg gtowne wyniki, ktore doprowadzity do
nowych odkry¢. I tak w pracy Klein ef al., 2009 najwazniejsze dokonania to: (i) Pierwsza konstrukcja
i charakterystyka szczepoéw, syntetyzujacych minimalng strukture LPS, ktéra sktada si¢ tylko z Kdo,-
lipid IV i umozliwia wzrost E. coli. (i) Pierwsza konstrukcja i szczegdétowa analiza wolnych od
supresor6w mutantOw pozbawionych biatka WaaA [transferaza kwasu 3-deoksy-a-D-manno-okt-2-
ulozonowego (Kdo)], ktére syntetyzuja nieglikozylowany lipid IV,. Praca ta rowniez po raz pierwszy
wykazata, ze pozne acylotransferazy LpxL i LpxM moga wlacza¢ tancuchy acylowe, odpowiednio
laurylowe i mirystylowe, bez wymogu wczesniejszej inkorporacji Kdo w warunkach powolnego wzrostu,
kwestionujac w ten sposob uprzedni dogmat zaleznos$ci od Kdo. (iii) Wykazanie, ze w szczepach
pozbawionych heptozylotransferazy WaaC wystgpuje EptB-zalezna inkorporacja fosfoetanoloaminy (P-
EtN) do drugiej reszty Kdo kosztem niewlgczania P-EtN do lipidu A, pomimo indukcji systemu
dwusktadnikowego BasS/BasR, ktéry pozytywnie reguluje modyfikacje lipidu A przez P-EtN i 4-amino-
4-deoksy-L-arabinoz¢ (L-Ara4N). Podstawa wyjasnienia powyzszego powigzania jest rpoE-zalezna
indukcja transkrypcji genu eptB w mutancie AwaaC. (iv) Jednokopije pozagenowe supresory, ktore
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pozwolity na wzrost mutantow A(waaC IpxL IpxM IpxP), syntetyzujacych LPS bedacy Kdo,-lipid IV,
oraz mutantow A(/pxL IpxM IpxP), syntetyzujacych tetraacylowany LPS, zidentyfikowaly specyficzne
jednoaminokwasowe zmiany w bialku transporterowym MsbA. Poniewaz nadekspresja genu msbA
rowniez czg¢Sciowo przywraca wzrost powyzszych mutantdw, sugeruje to, ze u bakterii
syntetyzujacych opisang minimalng strukturg LPS z tetraacylowanym lipidem A wystepuja zaburzenia
w transporcie LPS. (v) Pokazano tez, iz mutanty Awaad i A(waaC IpxL IpxM IpxP) maja
nieprawidlowosci w podziale komdérkowym, a takze posiadajg obnizone poziomy biatek FtsZ i PpiD. (vi)
Badanie aktywacji szlakow przekazywania sygnalow, ktore odpowiadaja na zjawiska wystepujace
w czesci pozacytoplazmatycznej komorki pokazato, ze mutanty Awaad 1 A(waaC IpxL IpxM IpxP)
wykazujg niespotykane dotad indukcje odpowiedzi posredniczonych przez Cpx i RpoE, a molekularne
podstawy tych odpowiedzi zostaly nastepnie zanalizowane. (vii) Analiza spektrometrig masowa LPS
z mutanta A(lpxL IpxM IpxP) doprowadzita do zaskakujacego odkrycia, ze szczep ten syntetyzuje prawie
wytacznie glikoformy LPS, ktore posiadajg trzecig reszte Kdo i ramnoze (Rha). W tym czasie nie byly
znane molekularne podstawy zréznicowanej akumulacji réznych glikoform oraz biochemiczne podstawy
inkorporacji trzeciej reszty Kdo i Rha, a tym samym zostaly one zbadane bardziej szczegoétowo, co
opisano w ponizej przedstawionej publikacji.

Biochemiczne 1 genetyczne podstawy WaaZ-zaleznej inkorporacji trzeciej reszty Kdo oraz
wprowadzenia Rha przytaczonej albo do drugiej albo do trzeciej reszty Kdo (Klein ez al., 2011). (i) Jak
wyjasniono powyzej, w szczepie A(IpxL IpxM IpxP) prawie wylacznie wystepuja glikoformy, zawierajace
trzecig reszte¢ Kdo i Rha. Mutant ten posiada tez konstytutywng indukcje czynnika sigma RpoE. Z tego
powodu zostat zanalizowany LPS z kilku szczepow, w ktorych dochodzi do regulacji aktywnosci RpoE.
Poniewaz szczepy pozbawione czynnika anty-sigma RseA wykazuja maksymalnie indukowany szlak
RpoE, to wlasnie LPS z mutanta Arsed zostal szczegélowo zbadany. Interesujacym jest to, ze LPS ze
szczepu ArseA sktada si¢ tylko z glikoform z trzecim Kdo i Rha, posiadajacych charakterystyczne
skrocenie w rdzeniu zewngtrznym. (ii) Stad szczegdtowej analizie poddano powyzszg dramatyczng
zmian¢ w kompozycji LPS z mutanta Arsed i ogdlnie w warunkach indukujgcych RpoE. Badane zmiany
strukturalne LPS zostaly przypisane zwickszonej transkrypcji genu waaZ i jednoczesnej translacyjnej
represji syntezy WaaR przez RpoE-regulowany sRNA RybB. W ten sposob wyjasniono skrocenie
glikoform z trzema resztami Kdo o terminalny disacharyd Hex-Hep oraz po raz pierwszy pokazano rolg
sRNA RybB w powstawaniu zmian w rdzeniu LPS. (iii) Nastepnie zaprezentowano, ze w warunkach
indukujacych RpoE nowe glikoformy z trzema resztami Kdo posiadajg Rha na trzeciej reszcie Kdo, a P-
EtN, w wyniku aktywacji RpoE-regulowanej transkrypcji genu eptB, na drugiej reszcie Kdo (Klein ef al.,
2011). Niniejsza transkrypcyjna indukcja genu eptB przeciwdziala translacyjnej represji EptB przez
niekodujacy sSRNA MgrR. (iv) W ramach opisywanej pracy badania dotyczyly réwniez tego, w jakim
stopniu systemy dwusktadnikowe, cztonkowie regulonu RpoE oraz alarmon ppGpp przyczyniaja si¢ do
regulacji i przelaczen syntezy roznych glikoform. I tak przetaczenie do syntezy glikoformy z trzecim Kdo
wymaga ppGpp, poniewaz szczep A(rsed reld spoT) syntetyzuje tylko typowe glikoformy z dwoma
resztami Kdo w przeciwienstwie do szczepu Arsed, w ktorym obecny jest LPS z trzema resztami Kdo.

W celu odkrycia molekularnych podstaw strukturalnej heterogennosci LPS, poddano intensywne;j
analizie rézne sieci zaleznos$ci, posredniczace w transkrypcyjnej regulacji genow, ktorych produkty biorg
udziat w tym procesie. Podczas analizy przedstawionych powyzej wynikéw doswiadczen (Klein et al.,
2009, Klein et al., 2011), stwierdzono, ze LPS szczepu E. coli K-12, wzrastajacego w warunkach ubogich
w fosforan (warunki indukujagce PhoB/R), posiada kilka pikéw masowych z dodatkowymi 96
jednostkami masowymi. Akumulacji opisywanych pikéw nie mozna bylo wytlumaczy¢é na podstawie
zmian strukturalnych, ktére sg posredniczone poprzez znane enzymy wymagane w biosyntezie LPS. Tak
wiec zostala przeprowadzona analiza genetyczna, biochemiczna i strukturalna celem identyfikacji
powyzszej specyficznej zmiany, przypisania jej miejsca przytagczenia oraz identyfikacji genu lub genéw
uczestniczagcych w tej zmianie. (i) Analiza profili transkrypcyjnych i badanie LPS ze szczepow
z mutacjami w réznych systemach dwusktadnikowych ujawnity, ze omawiana zmiana masowa wynikata
z inkorporacji kwasu heksuronowego z jednoczesnym brakiem reszty fosforanowej. Tak wiec u E. coli
i Salmonella, po indukcji systemu dwusktadnikowego PhoB/R w warunkach ubogich w fosforan,
zachodzi inkorporacja GIcUA (Klein et al., 2013). (ii) Reszta GlcUA ulega inkorporacji na trzeciej
heptozie (Heplll) w rdzeniu wewngtrznym, przy rownoczesnej utracie reszty fosforanowej na Hepll.
Potwierdzeniem tego sg wyniki pokazujace, ze szczepy AwaaQ (pozbawione Heplll) nie posiadaja
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GlcUA, natomiast mutanty Awaa) (brak reszty fosforanowej na Hepll) wykazuja zwigkszong
inkorporacje GlcUA (iii) Gen, kodujacy powyzsza nowa glikozylotransferaze, zostat zidentyfikowany,
nazwany waaH 1 scharakteryzowany na poziomie molekularnym. (iv) Ponadto miejsce przylaczenia
GlcUA i jego typ wigzania zostaly potwierdzone za pomoca analizy NMR. Stwierdzono, ze inkorporacja
powyzszego cukru jest skorelowana z utrzymaniem zbalansowanej obecno$ci wypadkowych tadunkéw
ujemnych w rdzeniu wewngtrznym LPS. (v) Aby odpowiedzie¢ na pytanie, czy GIcUA ulega
inkorporacji takze w szczepach E. coli o innych rodzajach rdzenia, przeprowadzono analize LPS, ktora
wykazata, ze rzeczywiscie, serotypy E. coli o rdzeniach typu R1 i R4 posiadajg t¢ modyfikacje na skutek
indukcji systemow dwusktadnikowych. (vi) W ramach tej samej pracy Klein et al., 2013 zostaly
przeprowadzone badania nad transkrypcyjng regulacja genu waaH, ktore wykazaly, ze jest on
pozytywnie regulowany przez PhoB/R. Wyniki do$wiadczen udowodnily, ze transkrypcja genu waaH
jest niezalezna od indukcji BasS/R. Interesujace jest to, ze gen ugd, ktory jest wymagany do syntezy
GIcUA i L-Ara4N, jest takze pozytywnie regulowany przez PhoB/R dodatkowo do regulacji przez
BasS/R, tym samym taczac powyzsze dwa szlaki.

W momencie rozpoczgcia badan pytaniem bez odpowiedzi pozostawato to, w jak sposob bakterie,
takie jak E. coli, zapewniaja kontrole, aby jedynie calkowicie zsyntetyzowany LPS byl dostarczany do
systemu transportowego LPS w celu zapobiezenia translokacji niekompletnie zsyntetyzowanych
prekursorow LPS. Ponadto nie byl w pelni poznany mechanizm, zapewniajacy S$cisla réwnowage
pomigdzy iloscig fosfolipidow i LPS. Z drugiej strony wiadomo, ze wtasnie zwigkszona ilo§¢ LPS lub
jakiekolwiek zaburzenia réwnowagi migdzy syntezag LPS i fosfolipidow sa przyczyna obumierania
bakterii. (i) W zwigzku z tym zostaly wyizolowane i scharakteryzowane mutacje, ktoére nadawatly fenotyp
warunkowej letalnosci i nie byly mapowane w znanych genach LPS czy w regulatorowych szlakach
RpoE (z konstytutywng indukcja RpoE) oraz Cpx. (ii) Mutacje te zidentyfikowaty dwa nowe geny szoku
termicznego lapA i lapB. Bialko LapB bylo niezbgdne do wzrostu bakterii, a gen lapB mogt ulec delecji
tylko w obecnosci supresorow zmapowanych w genach, ktorych produkty sa wymagane w biosyntezie
fosfolipidow lub LPS. (iii) Zostato zaprezentowane, ze w przypadku braku LapB bakterie syntetyzuja
wiecej LPS ze wzgledu na stabilizacje enzymu LpxC. Co ciekawe, u mutantow lapB zaobserwowano
akumulacje prekursoréw LPS. Doglebna analiza mutacji supresorowych ujawnila, ze przywrocenie
rownowagi pomig¢dzy LPS i fosfolipidami (supresory zmapowane w IpxC i fabZ), zwigkszenie ekspresji
genu murA, zmniejszenie syntezy LPS lub czynniki, ktéore obnizaja odpowiedz stresu
pozacytoplazmatycznego pozwalajag na usunigcie genu lapB. (iv) Analiza biochemiczna pokazata, ze
biatka LapA i LapB stanowig cz¢$¢ systemu transportowego Lpt i taczg biosynteze LPS z jego
transportem. Tym samym LapA i LapB wspotoczyszczaly si¢ z biatkami Lpt, FtsH, heptozylotransferaza
WaaC i ko-chaperonami DnaK/Dnal. (v) Poniewaz w mutancie AlapB wigkszo§¢ wczesnych transferaz
glikozylowych 1 enzymoéw, takich jak LpxM, ulega agregacji lub akumulacji w niepoprawnej
konformacji, sugeruje, ze LapB moze dziata¢ jako bialko-rusztowanie dla LPS-specyficznych enzymow
zapewniajac, ze tylko catkowicie zsyntetyzowany LPS jest dostarczony do systemu transportowego Lpt
(Klein et al., 2014). (vi) Zgodnie z funkcjonowaniem LapA/B jako czgs¢ systemu Lpt, nieobecnos¢ LapB
powoduje obnizenie ilosci LptD. Mutacja delecyjna AlapB réwniez wykazywala syntetyczny letalny
fenotyp z dysfunkcjonalnym wariantem genu IptD lub gdy brak byto SurA, ktore jest peryplazmatycznym
biatkiem wymaganym do faldowania LptD. (vii) Analizy transkrypcyjne ustality, ze jeden z promotorow
operonu (lapA lapB) jest indukowany szokiem termicznym i posiada konsensus sekwencji promotorowej
rozpoznawanej przez Eo>>. (viii) Podczas przeprowadzania analizy supresorowej mutanta A(lapA lapB),
zostal zidentyfikowany nowy, niekodujacy sSRNA SIrA. Mapowanie konca 5’ sird mRNA ujawnilo, ze
transkrypcja powyzszego sRNA jest regulowana przez RpoE, co zostalo pézniej dodatkowo
potwierdzone na wielu poziomach z wykorzystaniem fuzji promotorowej slrd-lacZ. Zademonstrowano,
ze omawiany 80 nukleotydowy sRNA jest zlokalizowany w nieulegajacym translacji regionie 3' (tzw. 3’
UTR) genu cutC i jest generowany przez dojrzewanie 308 nukleotydowego pierwotnego transkryptu.
Nadprodukcja sRNA slrd powoduje represje syntezy najliczniejszej lipoproteiny Lpp. Poniewaz Lpp
posiada trzy tancuchy acylowe, obnizenie ilo$ci Lpp moze zapewni¢ pule fosfolipidow, ktora
w przeciwnym wypadku, przy braku LapB, jest ograniczona. Tak wigc thumaczy to izolacje s/ir4 jako
wielokopijnego supresora delecji lapB (Klein et al., 2014, Klein and Raina, 2015). Nadekspresja s/rA4
sRNA tlumita toksycznie podwyzszona indukcj¢ RpoE. To ujemne sprzgzenie zwrotne moze byc
waznym mechanizmem regulacji 7poE mRNA na poziomie post-transkrypcyjnym oraz, gdy SlrA jest
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w nadmiarze, przyczynia¢ si¢ do pomini¢cia koniecznosci obecnosci LapB. (ix) Dodatkowo zostala
przeprowadzona kolejna analiza mutacyjna celem identyfikacji reszt aminokwasowych kluczowych dla
funkcji LapB. LapB posiada powtorzenia tetratrikopeptydowe (TPR) oraz C-koncowa
rubredoksynopodobng domeng. Mutacje typu utraty funkcji zademonstrowaly, ze powtérzenia TPR oraz
domena rubredoksynopodobna sa niezb¢dne do funkcjonowania LapB. Badania nad LapA- i LapB-
zaleznym sktadaniem LPS, nad rola specyficznych niekodujacych RNA oraz nad sposobem, w jaki RpoE
odpowiada na strukturalne defekty LPS sg prowadzone w ramach dalszych prac nad powyzszymi
zagadnieniami i wynikajacymi z nich kolejnymi pytaniami.

Jako kontynuacja badan nad RpoE-regulowang odpowiedzig na stres pozacytoplazmatyczny,
biosynteza LPS i jego regulowanymi modyfikacjami zostaly podjete kolejne wazne wyzwania, majace na
celu szczegdlowe zbadanie transkrypcyjnej regulacji genu rpoE (Klein ef al., 2016). Jak przedstawiono
na podstawie wyzej opisanych wynikoéw, zaburzenia w biogenezie LPS indukujg transkrypcj¢ genu rpokFE.
Jednakze mechanizm transkrypcyjnej aktywacji na skutek zaburzen w LPS pozostawal nieznany.
Dotychczas wiadomo bylo, ze transkrypcja genu rpoFE jest po czes$ci pozytywnie autoregulowana przez
Ec" z jednego z promotoréw w odpowiedzi na zaburzenia w réwnowadze w OMP. Natomiast
pozostawato nieznanym, jak regulowany jest dystalny region promotorowy. Po ponownym zbadaniu,
przy wykorzystaniu metod genetycznych i biochemicznych, transkrypcyjnych miejsc startu zostato
wykazane istnienie pigciu nowych promotoréw (P1-P5) zlokalizowanych dystalnie do Ec"-regulowanego
promotora. Sposrdd nich transkrypcja zapoczatkowywana z promotora P2 i P3 korzysta z tego samego
miejsca inicjacji, lecz jest regulowana odpowiednio przez podjednostke sigma RpoN i RpoD. Okazato
sie, ze RpoN-regulowany promotor P2 uzywa QseF jako AAA aktywatora, natomiast RpoD-regulowany
promotor P3 jest poddawany podwdjnej pozytywnej regulacji: przez system dwusktadnikowy Rcs i przez
CRP-cAMP. Co jest interesujgce, zaburzenia w biogenezie LPS indukujg RpoD-regulowany promotor P3
w sposob Rcs-zalezny. Natomiast promotor P4 jest regulowany przez RpoS, a jego aktywno$¢ moduluja
czynniki, kontrolujace ilos¢/aktywnos¢ RpoS. Ponadto podczas okreslania czynnikow, ktore indukuja
transkrypcje genu rpoFE, zostat zidentyfikowany nowy sRNA RirA. Mapowanie konca 5’ rird mRNA
pokazato, ze sSRNA jest zlokalizowany w 5" UTR waaQ mRNA 1 jest wytwarzany przez dojrzewanie
powyzszego dhugiego mRNA. Dodatkowe badania wykazaly, ze nadekspresja rird sRNA prowadzi
specyficznie do aktywacji promotora rpoEP3 na skutek zmniejszenia ilosci LPS. Opisany efekt aktywacji
wyjasnia wigzanie si¢ RirA do czynnika transkrypcyjnego RfaH, bedacego supresorem terminacji
transkrypcji i dziatajagcego poprzez wzmocnienie translacji LPS-specyficznych operonéw, takich jak
waa( (biosynteza rdzenia LPS) irfb (biosynteza O-antygenu). Tak wigc RirA moze dziata¢ poprzez
sekwestracje RfaH. Model miareczkowania RfaH przez RirA zostal poparty obserwacja, ze in vitro
wigzanie RirA do RfaH wymaga miejsc ops. Zaprezentowano, ze zaburzenia w biogenezie LPS indukuja
transkrypcje genu rpoE poprzez specyficzng aktywacje promotora rpoEP3 i system dwuskladnikowy
Rcs. Dodatkowo po raz pierwszy wyjasniono regulatorowa rolg RpoN w potaczeniu z systemem Qse
w regulacji ekspresji rpoE. Obecnie trwajg dalsze badania, majace na celu odpowiedzenie na pytanie czy
wigzanie RirA sRNA do RfaH powoduje zmian¢ konformacji, ktora sprawia, ze RfaH jest w stanie
przypominajgcym biatko NusG i traci specyficzno$¢ wzgledem operondéw, posiadajgcych miejsce
pauzowania ops.

I1. Wolne od supresoréw mutanty Escherichia coli pozbawione wczesnych glikozylotransferaz
i péznych acylotransferaz: minimalna struktura lipopolisacharydu
oraz indukcja odpowiedzi na stres w peryplazmie i blonie zewnetrznej

Wprowadzenie

Uprzednio sadzono, ze Kdo,-lipid Ajexa stanowi minimalng strukture LPS, ktéra jest wymagana do
rozwoju E. coli w temperaturze 37°C w pozywce szybkiego wzrostu (Raetz and Whitfield, 2002, Gronow
et al., 2010, Missiakas et al., 1996). Taka wlasnie strukture LPS posiadaja szczepy AwaaC i AgmhD,
ktore sa zywotne w powyzszych warunkach. Jednakze mutanty te wykazuja fenotyp
temperaturowrazliwosci wzrostu powyzej 42°C, znaczace zaburzenia w przepuszczalnosci btony
zewngtrznej oraz kKonstytutywna, regulowang przez RpoE indukcj¢ odpowiedzi na stres w peryplazmie
i blonie zewnetrznej (Raina and Georgopoulos, 1991). Rowniez wiadomym bylo, ze enzym WaaA,
bedacy transferazg Kdo, jest niezbedny do wzrostu bakterii, a wszystkie znane struktury LPS w rdzeniu



Regulowane zmiany strukturalne i sktadanie lipopolisacharydow

Gracjana Klein-Raina Zalacznik 2a

wewnetrznym posiadajg jedng lub dwie reszty Kdo przytaczone do lipidu A (Raetz and Whitfield, 2002,
Gronow et al., 2010). Ponadto kluczowy dla wczesnych etapow biosyntezy LPS byt dogmat, ze
inkorporacja Kdo do lipidu IV, jest wymagana przed dotaczeniem reszt acylowych poéznych kwasow
thuszczowych. Dzigki dodaniu powyzszych tancuchéw powstaje heksaacylowany lipid A, do ktoérego
nastepnie przylaczane sa kolejno pozostate reszty cukrowe. ZadaliSmy sobie pytanie, czy bakteria E. coli
moze by¢ zywotna, gdy struktura LPS bedzie jeszcze bardziej zredukowana. Aby odpowiedzie¢ na to
pytanie przeprowadzili§my intensywne badania genetyczne i biochemiczne, w ramach ktorych
skonstruowaliSmy szczepy, majace jeszcze bardziej, niz dotychczas opisane przyktady, strukturalnie
zmniejszong makroczasteczke LPS. Otrzymane szczepy to albo pochodne mutantow AwaaC
syntetyzujace tylko tetraacylowany lipid A albo mutanty pozbawione genu waaA. Skonstruowane
szczepy byly wolne od pozagenowych supresorow i zostaly uzyskane w $cisle zdefiniowanych
warunkach powolnego wzrostu. Tym samym poprzez systematyczng rekombinacj¢ genetyczng zostaty
skonstruowane wolne od supresorow szczepy A(waaC IpxL IpxM IpxP) 1 AwaaA. Nastgpnie
zweryfikowano je pod katem posiadania przewidywanej struktury LPS, zbadano wlasciwosci wzrostu
powyzszych szczepow oraz wpltyw nieobecnosci wymienionych genéow na indukcje odpowiedzi na stres
w peryplazmie i blonie zewngtrzne;.

Konstrukcja chromosomalnych delecji genéw IpxL, IpxM, IpxP, waaC oraz ich kombinacji,
majacych wplyw na wzrost i wlasciwos$ci morfologiczne komoérek - Grupa szczepow, pozbawionych
genu waaC oraz gendw kodujacych pdézne acylotransferazy, zostata skonstruowana na pozywce
minimalnej w temperaturze 30°C i 23°C poprzez systematyczne transdukcje w obecnosci lub przy braku
plazmidu kodujacego dziki typ genu, ktory byt poddany delecji na chromosomie. Szczep A(waaC IpxL
IpxM IpxP) mogt by¢ skonstruowany w temperaturze 30°C lub 23°C w obecnosci plazmidu, z ktorego
zachodzita ekspresja dzikiego typu genu waaC albo IpxL. Jednakze bez komplementujacego plazmidu
szczep A(waaC IpxL IpxM IpxP) mégt by¢ skonstruowany tylko w 23°C, ale nie w temperaturze powyzej
niej. Zdolno$¢ tworzenia kolonii przez szczep A(waaC IpxL IpxM IpxP), jak rOwniez wzrost w pozywce
plynnej, byly S$cisle ograniczone do warunkéw powolnego wzrostu i waskiego zakresu temperatur
charakterystycznych rowniez dla wolnego wzrostu. Analiza morfologii komoérek mutanta A(waaC IpxL
IpxM IpxP) wykazala, ze szczep ten tworzy kroétkie filamenty od dwoch do trzech razy dhuzsze niz
prawidlowo uksztattowane komorki izogenicznego szczepu typu dzikiego. Zaobserwowane filamenty
komorkowe to rezultat zaburzen w podziale komorki szczepu A(waaC IpxL [pxM IpxP). Zaburzenia te sg
spowodowane zmniejszeniem ilosci kluczowego biatka podziatu komdrkowego FtsZ, co potwierdzaja
zredukowane poziomy tego biatka zaobserwowane metoda Western blotting.

Nadekspresja genu msbA lub okresSlone mutacje w genie msbA mogg spowodowaé polepszenie
wzrostu mutantéw Kdo,-lipid IV, - Poniewaz wiadomym bylo, ze nadprodukcja transportera MsbA
moze przywroci¢ wzrost mutantdéw AlpxL poprzez zwigkszenie transportu lipidu A, badaliSmy czy
podobna supresja ma miejsce w stosunku do szczepoéw syntetyzujacych rozne pochodne lipidu IVa. I tak
W niniejszej pracy zostato pokazane, ze nadekspresja genu msbA moze umozliwi¢ wzrost szczepu A(lpxL
IpxM IpxP) w warunkach szybkiego wzrostu. Ponadto lagodna nadekspresja genu msbA w szczepie
A(waaC IpxL IpxM IpxP) pozwalala na wzrost tego mutanta bakteryjnego w temperaturze 30°C na
bogatej pozywce. Co wigcej, stosujac podobne warunki ekspresji genu msbA, wyizolowano mutacje
supresorowe, ktore umozliwialy wzrost szczepu A(waaC IpxL IpxM IpxP) w temperaturze 37°C na
bogatej pozywce. Trzy mutacje supresorowe zostaty zidentyfikowane w sekwencji kodujacej genu msbA.
Powodowaly one zmiang w resztach aminokwasowych: Leu-279Val, Asp-498Val i Ala-510Pro. Co
ciekawe, reszty aminokwasowe Asp-498 i Ala-510, w ktorych wystapily mutacje, sa zlokalizowane
w sgsiedztwie motywu wigzacego ATP. Sposrod mutacji supresorowych to mutacja chromosomalna
msbA-498Val umozliwiata tworzenie kolonii bakteryjnych nawet w temperaturze 37°C na pozywce LA
i na pozywce minimalnej. W oparciu o powyzsze wyniki stwierdzono, ze mutacja msbA-498Val w kopii
chromosomowej moze powodowac supresje szczepu A(waaC IpxL [pxM IpxP). Poniewaz nadekspresja
genu msbA prowadzita do supresji A(waaC IpxL [pxM IpxP) wskazuje to, ze szczepy z Kdo,-lipid IV
posiadajg zaburzong translokacje¢ LPS.

Gen waaA nie jest niezbedny w temperaturze ponizej 30°C - Poniewaz wolny od supresordw szczep
A(waaC IpxL IpxM IpxP), ktéory syntetyzuje LPS skladajacy si¢ z Kdo,-lipid IV,, mogt by¢é
skonstruowany tylko w warunkach powolnego wzrostu, wykorzystalismy te same warunki do konstrukcji
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szczepu z delecjg genu waaA. Zostalo pokazane, ze otrzymane delecyjne mutanty waaA byly wolne od
supresorow, poniewaz delecja ta mogta ulec transdukcji w temperaturze 21-23°C na pozywce minimalne;j
w obecnosci, jak réwniez przy braku, plazmidu niosgcego gen waaAd. Zaprezentowano, ze SZCZepy
AwaaA nie posiadaty ani mutacji w genie msbA ani w genie yhjD. Nieobecno$¢ Kdo potwierdzono przy
uzyciu metody ,, TLC immune-overlay” z wykorzystaniem specyficznych dla Kdo przeciwciat
monoklonalnych A20. Jednoczes$nie, za pomocg analizy metoda spektrometrii masowej wykazano, ze
w skonstruowanym szczepie wystepuja tylko wolne od glikozylacji pochodne lipidu IVa. Komorki
mutanta AwaaA charakteryzowaty si¢ takze zmieniong morfologia, ktora objawiata si¢ filamentacja
komorek, spowodowang obnizeniem ilosci biatka FtsZ. Tak wiec w niniejszej pracy po raz pierwszy
pokazano, ze w warunkach powolnego wzrostu i w niskiej temperaturze gen waaA nie jest niezbgdny do
zywotnos$ci E. coli, chociaz szczepy
z delecja waad charakteryzowaly si¢
stabym wzrostem.

Strukturalna analiza LPS w
warunkach wzrostu modyfiku-
jacych lub niemodyfikujacych LPS
- LPS zostat wyekstrahowany ze
szczepu dzikiego oraz z jego
izogenicznych delecyjnych pochod-
nych hodowanych w temperaturze
30°C badz 23°C w bogatej w fos-
forany pozywce minimalnej M9 lub
w ubogiej w fosforany pozywce
minimalnej 121. Ostatnia wymienio-
na pozywka charakteryzuje si¢
wystepowaniem  submilimolowych
ilosci jonéw Zn>" i Fe’". Zastoso-
wanie pozywki 121 umozliwiato
nam ujawnienie inkorporacji
niestechiometrycznych modyfikacji,
ktore sa nieobecne w LPS komorek
bakteryjnych, wzrastajacych w po-
zywce bogatej w fosforany. Niektore
z modyfikacji LPS zachodza po
peryplazmatycznej stronie  btony
wewngtrznej, a tym samym odzwier-
ciedlaja mozliwos¢ i skutecznos¢
translokacji LPS. Jest to wazna
zaleznos$¢, poniewaz tetraacylowany
lipid A jest znany jako nieefektywny
substrat transportera MsbA.
Wykorzystujac jednokopijne fuzje
promotorowe genow eptB, arnB i
ugd regulowanych przez BasS/R, po
raz pierwszy dowiedliémy, ze wzrost
szczepu typu dzikiego w pozywce
121 aktywuje system
dwusktadnikowy BasS/R. Aktywacja
ta byla wynikiem synergistycznej
indukcji spowodowanej ograniczong
iloscig fosforanu oraz jednoczesna

obecnoscia jonéw Zn®" i Fe’".
Rys. 1. Widma masowe LPS z mutanta waaC oraz jego pochodnych, Ponadto pozywka ta umozliwia

wzrastajacych w warunkach modyfikujacych LPS w pozywce 121. wzrost mutantéw A(waaC IpxL IpxM
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IpxP) i AwaaA. Zgodnie w powyzszymi wynikami lipid A z LPS otrzymanego z bakterii hodowanych
w pozywce minimalnej 121, oprocz obecnosci heksaacylowanych, 1,4'-bifosforylowanych komponentéw
(1796,2 Da), posiadat réwniez komponenty z podstawieniami przez P-EtN, przez L-Ara4N oraz z oboma
podstawieniami. W przeciwienstwie do tego lipid A z LPS wyekstrahowanego ze szczepu typu dzikiego,
wzrastajagcego w pozywce bogatej w fosforany, nie wykazywat zadnych modyfikacji przez P-EtN lub
przez L-Ara4N.

Spektrometria masowa LPS wyizolowanego z mutanta AwaaC oraz z jego izogenicznych
pochodnych pozbawionych po6znych acylotransferaz - Analiza kompozycji LPS ze szczepu AwaaC
wzrastajacego w pozywce M9 bogatej w fosforan (warunki niemodyfikujace LPS), jak i w pozywce 121
ubogiej w fosforan (warunki modyfikujace LPS) pokazala obecnos$¢ wspolnego piku o masie 2237,3 Da,
obrazujacego 1,4'-bifosforylowany Kdo,-lipid Apexa (Rys. 1). Ponadto LPS z powyzszego szczepu
hodowanego w pozywce 121 posiadal takze piki masowe odpowiadajace inkorporacji L-Ara4N, jak
réwniez dodaniu L-AradN i P-EtN (Rys. 1A). Byly takze obecne Kdo,-lipid Apexa 0raz Kdo,-lipid Apenia
modyfikowane wylacznie przez P-EtN (Rys. 1A). Interesujacym jest wystepowanie modyfikacji
pentaacylowanego lipidu A ze szczepow delecyjnych waaC, IpxM i IpxL, gdyz wedlug wczesniejszych
informacji LPS tych mutantéw nie byt modyfikowany przez L-Ara4N (Tran et al., 2005). LPS uzyskany
z mutanta A(waaC IpxL), hodowanego w pozywce M9, jak i w 121, posiadal wspoélny pik masowy
charakterystyczny dla Kdo,-lipidu IV 4. Zgodnie ze znanym podstawieniem palmitynianu (cisA’C16:1)
wta sama pozycjg, w ktorej brakuje laurynianu (C12:0), w mutantach AlpxL wzrastajacych
w temperaturze 30°C lub ponizej niej zaobserwowano komponent o masie 2291,3 Da, ktory odpowiada
heksaacylowanemu LPS reprezentujacemu Kdo,-lipid IVA+C16:1+C14:0. Omawiany heksaacylowany
komponent w ogole nie wystgpowal w mutancie A(waaC IpxL IpxM IpxP), co potwierdza autentycznos$¢
powyzszego skonstruowanego czterodelecyjnego szczepu. Szczep A(waaC IpxL IpxM IpxP) nie zostal
opisany az do niniejszej publikacji. LPS z mutanta A(waaC IpxL), rosnacego w pozywce 121, réwniez
posiadat Kdo,-lipid IV zawierajacy dodatkowy albo mirystynian albo palmitynian. Co ciekawe, w LPS
ze szczepu A(waaC IpxL) zostala zaobserwowana modyfikacja przez P-EtN zarowno formy Kdo,-lipid
IVa, jak i formy Kdo,-lipid IVA+C16:1+C14:0 (Rys. 1B). Tak wigc powyzsze formy strukturalne sg
dostepne jako substraty do modyfikacji przez P-EtN. LPS z mutanta A(waaC IpxM), wzrastajacego albo
w pozywce M9 albo w 121, wykazywal wspdlny pik o masie 2027,1 Da, ktory odpowiada oczekiwanej
strukturze Kdo,-reszta kwasu laurynowego-lipid IV,s. Podczas analizy LPS z powyzszego szczepu
hodowanego w pozywce 121 zaobserwowano rowniez pochodne Kdo,-reszta kwasu laurynowego-lipid
IVa z P-EtN iL-Arad4N. LPS wyekstrahowany z mutanta A(waaC IpxL IpxM) potwierdzit indukcje
iinkorporacje reszty nienasyconego kwasu palmitynooleinowego na skutek aktywnosci transferazy
palmitynianowej LpxP, co przejawialo si¢ obecnoscig zarowno Kdo,-lipid IV,, jak i Kdo,-reszta
nienasyconego kwasu palmitynooleinowego-lipid IVa (Rys. 1D). Ponadto obie wspomniane formy
strukturalne LPS moga by¢ modyfikowane przez pojedyncze reszty P-EtN, co jest potwierdzone przez
obecnos$¢ odpowiednich pikow (Rys. 1D).

Autentyczno$¢ wolnego od supresoréw szczepu A(waaC IpxL IpxM I[pxP) zostala dowiedziona
poprzez obecnos$¢ wylacznie tetraacylowanej formy z Kdo,-lipid IV4 i jednoczesny brak jakichkolwiek
heksa- lub pentaacylowanych pochodnych. Co ciekawe, LPS ze szczepu A(waaC IpxL IpxM IpxP) takze
posiadat modyfikacj¢ przez jedna, jak i rowniez przez dwie reszty P-EtN (Rys. 1E). Dotaczenie dwoch
reszt P-EtN nastgpito na skutek silniejszej indukcji RpoE-regulowanego genu eptB, zgodnie z aktywacja
transkrypcyjng regulonu rpoE w powyzszym mutancie. Nastepstwem opublikowania powyzszych
wynikoéw bylo pokazanie, ze eptB mRNA jest post-transkrypcyjnie hamowane przez PhoP/Q-regulowane
MgrR sRNA (Moon and Gottesman, 2009). Z powodu obecnosci 2 mM CaCl, w pozywce, system
PhoP/Q prawdopodobnie ulega represji, co prowadzi do braku indukcji MgrR sRNA, a tym samym
umozliwia synteze i translacje eptB mRNA. Zatem hamowanie systemu PhoP/Q i jednoczesna indukcja
RpoE powoduja zwigkszenie EptB-zaleznej inkorporacji P-EtN na drugim Kdo. Przedmiotem
szczegolnego zainteresowania sg wyniki pokazujgce brak inkorporacji L-Ara4N w LPS mutantéow
A(waaC IpxL) i A(waaC IpxL IpxM IpxP), przy jednoczesnej obecnosci pochodnych modyfikowanych
przez P-EtN. Poniewaz modyfikacja przez L-Ara4N nastgpuje po posredniczonym przez MsbA
przeniesieniu LPS na peryplazmatyczng strong¢ blony wewnetrznej, powyzsze wyniki pozwolily na
wyciagniecie nastgpujacych wnioskow: (i) brak mozliwosci modyfikacji lipidu A przez L-Ara4N stanowi
bardziej wyrazisty wskaznik zaburzen w translokacji LPS niz brak inkorporacji P-EtN, (ii) LPS ze
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szczepow A(waaC IpxL IpxM IpxP) ulega stabej translokacji, (iii) tetraacylowany lipid IV, jest mniej
preferowanym substratem do modyfikacji poprzez L-Ara4N, posredniczonych przez ArnT, niz do
modyfikacji przez P-EtN.

Geneza obecnosci P-EtN i L-AradN w LPS mutanta AwaaC i jego pochodnych - Podczas analizy LPS
ze szczepu AwaaC zaobserwowano interesujacy fakt, iz lipid A posiadat przede wszystkim podstawienia
L-Ara4N i brak charakterystycznych podstawien przez P-EtN. Okazalo si¢, ze w mutancie AwaaC
podstawienia przez P-EtN wynikaja z dodania P-EtN do regionu Kdo. W celu odpowiedzenia na pytanie,
czy jest to spowodowane ograniczeniami strukturalnymi, zanalizowano LPS ze szczepow AwaaC,
A(waaC eptA), A(waaC eptB) i A(waaC basR eptB). Analiza ta wykazata, ze inkorporacja P-EtN do Kdo
jest preferowana w szczepie AwaaC, natomiast w mutancie A(waaC eptB) to lipid A moze posiadac
podstawienie przez P-EtN. Obserwacje te pozwolily na stwierdzenie, ze w zaleznosci od obecnosci
jonéw Ca*" w pozywce wzrostowej i od kompozycji genetycznej, P-EtN moze byé¢ obecna albo na
lipidzie A albo na Kdo. Niemniej jednak w mutancie AwaaC, ze wzgledu na zwigkszong RpoE-zalezng
indukcje transkrypcji genu eptB, jest preferowane przylaczenie P-EtN do Kdo. Wystgpowanie P-EtN na
Kdo w szczepie AwaaC zostalo potwierdzone fragmentacja MS-MS i nieobecnoscia omawianego
podstawienia w mutancie A(waaC eptB). Dodatkowym, interesujagcym wynikiem badan byta obserwacja
inkorporacji L-AradN w LPS otrzymanym ze szczepu A(waaC basR eptB), wzrastajgcego w pozywce
121. Wyniki te sugeruja, ze geny, ktorych produkty biorg udziat w syntezie i transferze L-Ara4N, moga
rowniez by¢ aktywowane w sposob niezalezny od indukcji BasS/R. Najprawdopodobniej w opisanych tu
warunkach wzrostu wymagany jest pewien dodatkowy mechanizm regulacji operonu arn. Obecnie
powyzsze zagadnienie jest przedmiotem dalszych badan.

Kdo-niezalezna acylacja prekursora lipid IV, w szczepie AwaaA przez pdéine acylotransferazy -
Poprzez spektroskopi¢ mas zostata ustalona kompozycja lipidu A z wolnego od supresoréw mutanta
AwaaA w permisywnych warunkach wzrostu w temperaturze 21°C lub po przeniesieniu do 30°C. Widmo

Rys. 2. Widma masowe LPS wyizolowanego z mutanta AwaaAd wzrastajacego w pozywce LB w temperaturze
30°C (A) oraz w temperaturze 21°C w pozywce LB (B), w pozywce M9 (C) i w pozywce 121 (D).
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masowe LPS ze szczepu Awaad, wzrastajacego w temperaturze 30°C w pozywce LB, wykazato
obecnos¢ piku odpowiadajacego strukturze tetraacylowanego 1,4'- bifosforylowanego prekursora lipid
IVa, bez jakichkolwiek penta- lub heksaacylowanych pochodnych. Jednak analiza LPS uzyskanego
z mutanta AwaaA, hodowanego w temperaturze 21°C, wykazata bardziej ztozong kompozycje wolnego
lipidu A: oprécz pikdéw odpowiadajacych lipidowi IV, pomimo braku Kdo byly tez obecne piki
przypisane pochodnym penta- i heksaacylowanym. Zostaly zidentyfikowane cztery rozne piki,
odpowiadajace syntezie odrg¢bnych pentaacylowanych pochodnych lipidu IV,. Sposréd nich dwa piki
obrazuja dodanie palmitolenu i palmitoylu do prekursora lipid IV,. Pozostate dwa piki reprezentuja
charakterystyczna inkorporacje drugorzgdowych reszt laurynianu i mirystanu do lancuchéw (R)-3-
hydroksymirystynowych zlokalizowanych odpowiednio w pozycjach 2’ i 3’ dystalnej glukozaminy (Rys.
2B). Ponadto prekursor lipid IV 4 byt rowniez modyfikowany przez P-EtN, gdy szczep Awaad hodowano
w temperaturze 21°C w pozywce 121. Odnos$nie heksaacylowania, zaobserwowano piki masowe
o przewidywanej kompozycji lipid IV,+C16:1+C14:0 odzwierciedlajace inkorporacj¢ drugorzedowego
kwasu palmitynowego i kwasu mirystynowego do prekursora lipid IV 4. Niezalezna od Kdo inkorporacja
niektorych drugorzgdowych grup laurynowych, w wyniku stosowania podtoza minimalnego
i temperatury 21°C, powodowata takze syntezg typowego heksaacylowanego lipidu A (pik m/z 1796,1
Da) o przewidywanej kompozycji lipid [VA+C16:1+C14:0 na skutek kolejnego dodania acylowego
tancucha kwasu mirystynowego (Rys. 2D). Tak wigc w pracy tej po raz pierwszy zostato pokazane, ze in
vivo w niskiej temperaturze w warunkach powolnego wzrostu lipid IV, moze by¢ wykorzystywany jako
substrat dla péznych acylotransferaz bez wymogu uprzedniej inkorporacji Kdo. Takze interesujaca byla
LpxP-zalezna inkorporacja reszty kwasu palmitynowego C16:1, ktorego synteza i dolaczenie jest
preferowane w niskich temperaturach. Inkorporacje ta przypisano znaczacemu wzrostowi aktywnosci
RpoE w mutancie AwaaAd, ktéra w konsekwencji prowadzita do podwyzszonej, RpoE-zaleznej
transkrypcji genu IpxP.

Obecnosé LPS z tetraacylowanym lipidem A prowadzi do zmian w kompozycji rdzenia glikoformy
- Poprzednie doswiadczenia wykazaty, ze szczep typu dzikiego E. coli K-12 posiada kilka glikoform
rdzenia oligosacharydowego. Sposréd nich jedna z pomniejszych form miata trzy reszty Kdo
z jednoczesnym skroceniem rdzenia zewngetrznego o koncowy disacharyd Glc-Hep. Co ciekawe, analiza
LPS z mutanta A(/pxL IpxM IpxP) hodowanego w pozywce 121 wykazala, ze posiadal on glownie
pochodne glikoformy, majgcej trzy reszty Kdo, Rha i nawet do czterech reszt P-EtN. Natomiast nie
zaobserwowano zadnych pochodnych wskazujacych na inkorporacje L-Arad4N. Na tym etapie nie byly
jeszcze poznane genetyczne i molekularne podstawy inkorporacji trzeciego Kdo oraz towarzyszace temu
skrécenie rdzenia zewngtrznego, a tym samym zagadnienia te byly tematem badan, ktérych wyniki
przedstawiono bardziej szczegdtowo w Klein ef al., 2011.

Poniewaz w niniejszej pracy wykazano, ze nadekspresja genu msbA prowadzi do supresji
syntetycznej letalno$¢ A(lpxL IpxM IpxP), zostat zanalizowany LPS z wymienionego szczepu z supresja.
I rzeczywiscie zaobserwowano, ze nadekspresja genu msbA przywracata synteze najliczniej wystepujacej
glikoformy z dwoma resztami Kdo i doprowadzala do inkorporacji L-Ara4N. Przywrocenie syntezy
glikoformy z dwoma resztami Kdo i kompletnym rdzeniem poprzez nadekspresj¢ genu msbA w mutancie
A(lpxL IpxM IpxP) tlhumaczy supresj¢ innych defektow wzrostu u wymienionego mutanta. Poniewaz
MsbA przyspieszato transport LPS, rowniez zaobserwowano niektore prekursory LPS. Takie
nagromadzenie prekursoréw LPS mogto rowniez pojawi¢ si¢ na skutek zmian w niektorych aspektach
regulacji czynnikow sktadania LPS, co zostato wyjasnione w Klein et al., 2014.

Synergistyczna indukcja szlakéw pozacytoplazmatycznej transdukcji sygnalow CpxR/A i RpoE
w szczepach AwaaA i AwaaC oraz w ich pochodnych, syntetyzujacych minimalng strukture LPS -
Fizjologiczne znaczenie syntezy minimalnej struktury LPS, sktadajacej si¢ tylko z pochodnych lipidu
IV, jak rowniez znaczenie LPS ztozonego z Kdo-LApexa, Kd0s-LAjenia, Kdos-lipid IV, zostato ustalone
poprzez $ledzenie efektow, ktore sg wywierane przez powyzsze formy LPS, na szlaki odpowiedzi
stresowej w peryplazmie i btonie zewnetrznej. Szlaki te sg pod kontrolg czynnika sigma RpoE, bedacego
podjednostka polimerazy RNA, i systemu dwuskladnikowego CpxR/A, a ich zadaniem jest
monitorowanie zrownowazonego sktadu peryplazmy i blony zewnetrznej. Wptyw struktur LPS zostat
mierzony z wykorzystaniem fuzji promotorowych rpoHP3-lacZ i cpxP-lacZ, odzwierciedlajacych
aktywnos$¢ specyficzng dla dwoch powyzszych szlakow. Szczepy AwaaC i A(waaC IpxL) wykazywaty
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konstytutywna, odpowiednio ponad 3- i 4-krotna, indukcje¢ szlaku RpoE. Analogicznie maksymalny
wzrost aktywno$ci promotora cpxP, podobnie jak w przypadku RpoE-zaleznego promotora, zostal
zaobserwowany w kombinacji mutacyjnej A(waaC IpxL). Indukcj¢ szlakow RpoE i Cpx potwierdzono
ponadto poprzez analiz¢ Western blotting dwoéch bialek indykatorowych (HtrA iRseB) dla dwoch
wspomnianych szlakow przekazywania sygnatu. Poziomy obu tych biatek byly podwyzszone, co
odpowiadalo transkrypcyjnej indukcji systemow RpoE i Cpx w poszczegdlnych szczepach. Zwigkszenie
ilosci HtrA byto bardziej widoczne niz RseB, poniewaz transkrypcja genu htrd jest pozytywnie
regulowana przez oba systemy: RpoE i Cpx, co prowadzi do addytywnego efektu. Analiza odpowiedzi
przewodzenia sygnatu w szczepie AwaaA ujawnita az 6-krotng indukcje szlaku RpoE i 8-krotng indukcje
szlaku Cpx. A zatem podsumowujac, powyzsze wyniki sugeruja, ze zaburzenia w biogenezie LPS
powoduja wyrazng indukcje szlakoéw RpoE i Cpx w odpowiedzi na syntez¢ minimalnej struktury LPS.
Molekularne podstawy tych zagadnien szczegdtowo zbadano i opisano w pracy Klein et al., 2016.

Wymaganie bialka SurA dla zywotnos$ci mutantéow AwaaC - Poniewaz mutant AwaaC wykazywat
konstytutywna indukcj¢ RpoE-zaleznej odpowiedzi stresowej nawet w warunkach permisywnego
wzrostu, sugeruje to, ze niektore czynniki komorkowe, ktore kontroluja syntez¢ biatek blony
zewngtrznej, mogg by¢ limitowane, jako ze RpoE odpowiada i kontroluje powyzsze procesy. Zatem
delecyjne pochodne kilku czynnikow syntezy biatek blony zewnetrznej, takie jak htrA, surA, fkpA, ppiD,
yfgl (bamB), sSRNA rybB, hfq byly badane w mutancie AwaaC. Sposérod nich letalna okazata si¢ by¢
kombinacja A(waaC surA). Szczep taki moze by¢ skonstruowany jedynie wtedy, gdy gen surd lub waaC
byt obecny w dodatkowej ilosci kopii na plazmidzie. Wskazuje to na nieodzowne wymaganie biatka
SurA w mutancie AwaaC. SurA jest peryplazmatyczng izomerazg cis/trans peptydylo-prolilowa,
konieczng w faldowaniu biatek blony zewngtrznej, w tym transportera LPS LptD. Poniewaz funkcja
SurA czgSciowo pokrywa sie z funkcjg innego czynnika faldujacego biatka btony zewnetrznej PpiD,
zostatl zbadany poziom biatka PpiD w mutancie AwaaC. Co interesujgce, poziom PpiD byt znaczaco
zredukowany w roznych pochodnych AwaaC. Stopien redukcji korelowal z zaburzeniami wzrostu
i poziomem indukcji RpoE. I tak najbardziej znaczace zmniejszenie ilosci PpiD bylo obserwowane
w szczepach syntetyzujacych LPS, bedacy Kdo,-lipid [V a.

Podsumowanie, wnioski i znaczenie otrzymanych wynikéw opisanych w pracy Klein et al., 2009 -
Do chwili opublikowania wynikow w powyzszej pracy uwazano, ze minimalng strukturg LPS,
w warunkach wolnych od supresorow, byl Re LPS ztozony z Kdo,-LApea.. W niniejszej pracy
systematyczne usuwanie genow, kodujacych pozne acylotransferazy, oraz kombinacja tych delecji
z mutacja AwaaC w warunkach powolnego wzrostu, doprowadzity do konstrukcji szczepu A(waaC IpxL
IpxM IpxP). Szczep ten wykazywal waski przedzial wzrostu w pozywce minimalnej, a takze
syntetyzowat LPS ztozony z Kdo,-lipid IV4. Rowniez gen waad, kodujacy transferaz¢ Kdo, moze by¢
usuniety w warunkach wolnego wzrostu bez wymogu dodatkowych kopii MsbA. Pokazano, ze mutant
AwaaA syntetyzuje lipid IV,, ktory moze by¢ modyfikowany przez P-EtN, a takze za pomocg PagP-
zaleznej modyfikacji, ktéra skutkuje inkorporacja tancucha kwasu palmitoylowego C16:0. Poniewaz
ostatnia wymieniona modyfikacja przez PagP zachodzi w btonie zewngtrznej, dowodzi to, ze pochodne
lipidu IVA na poziomie podstawowym ulegaja transportowi z cytoplazmy do btony zewnetrznej.
Jednakze ani Kdo,-lipid IV, ani sam lipid IV, nie byl modyfikowany przez L-Ara4N. Co istotne,
wykazano, ze in vivo, bez obecnosci Kdo, lipid IV, moze shuzy¢ jako akceptor do inkorporacji LpxP-
zaleznego kwasu palmitynowego, a nastgpnie poprzez dodanie tancucha myristynowego powstaje
heksaacylowany lipid A. Ponadto zostaly réwniez zidentyfikowane warianty lipidu A z obecnym
fancuchem laurynowym oraz typowy heksaacylowany lipid IV,+C12+C14. W zwiazku z tym uznano, ze
moze wystapi¢ Kdo-niezalezna pdzna acylacja w warunkach powolnego wzrostu w temperaturze 21-
23°C. Szczepy, syntetyzujace minimalng strukture Kdo,-lipid 1V,, wykazywaty bardzo wolne tempo
wzrostu, a takze posiadaly mniejsze ilosci biatka FtsZ, tworzacego pier§cien przegrody w czasie podziatu
komorkowego, oraz biatka PpiD, bedacego czynnikiem fatdowania bialek blony zewngtrznej. Okazalo
sie, ze zgodnie z defektami biatek btony wewnetrznej, delecja A(waaC surA) jest letalna. Mutanty
AwaaA 1 AwaaC pozbawione pdznych tancuchow acylowych wykazywaly konstytutywna hiperindukcje
RpoE- i Cpx-zaleznych szlakow odpowiedzi stresowej w peryplazmie i blonie zewnetrznej. W genie
msbA zostaty zidentyfikowane mutacje supresorowe, ktore pozwalaty na wzrost mutantow A(/pxL lpxM
IpxP), jak 1 A(waaC IpxL IpxM IpxP) w warunkach szybkiego wzrostu. Sposrod wspomnianych mutacji
supresorowych chromosomalne podstawienie msbA4-498Val umozliwiatlo wzrost szczepow, ktore
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syntetyzowaty LPS z lipidem IV,. Co wigcej, sktad rdzenia oligosacharydowego LPS z mutanta A(/pxL
IpxM IpxP) byl znaczaco zmieniony w warunkach modyfikujacych lipid A. W takich warunkach
powyzszy mutant syntetyzowat gtownie glikoform¢ LPS z trzecim Kdo i Rha, jednoczes$nie skrocong
o koncowy disacharyd. Glikoforma ta moze posiada¢ az do czterech reszt P-EtN, natomiast pozbawiona
jest L-Ara4N. Nadekspresja produktu genu msbA przywracala normalng synteze glikoformy LPS
z dwiema resztami Kdo, a takze pozwalata na inkorporacj¢ L-Ara4N. Okazato si¢, ze ze wzgledu na
indukcje RpoE-regulowanej transferazy fosfoetanoloaminy EptB, mutanty AwaaC preferencyjnie
dotaczaja P-EtN do Kdo niz do lipidu A. Jednakze w przypadku braku EptB, mutant A(waaC eptB)
posiadat lipid A zmodyfikowany przez P-EtN, co wskazuje, ze w zaleznosci od indukcji odpowiedzi na
stres 1 kompozycji genetycznej, P-EtN moze by¢ inkorporowany albo do lipidu A, albo do Kdo, albo do
obu powyzszych. W kolejnej pracy Klein et al., 2011 skupiono si¢ na molekularnych podstawach
inkorporacji trzeciego Kdo, na zmianach w rdzeniu wewnetrznym i zewngtrznym oraz na wymaganiu
RpoE-regulowanego, nickodujacego sRNA. Jako kontynuacja powyzszych badan, w pracy Klein ef al.,
2016 zostaly opisane molekularne podstawy transkrypcyjnej indukcji genu rpoE w odpowiedzi na
zaburzenia w biogenezie LPS.

II1. Molekularne podstawy heterogennosci lipopolisacharydéw u Escherichia coli.
Regulatory odpowiedzi stresowej w peryplazmie i blonie zewne¢trznej kontroluja inkorporacje
glikoform z trzecim kwasem 3-deoksy-a-D-manno-okt-2-ulozonowym i ramnoza

Wprowadzenie

Powszechnie wiadomym jest, ze sktad LPS jest do$¢ heterogenny. Heterogennos$é ta powstaje w wyniku
niestechiometrycznych modyfikacji lipidu A i rdzenia wewngtrznego. Najczesciej obserwowane
modyfikacje lipidu A polegaja na dodaniu P-EtN i L-Ara4N. Modyfikacje te zachodza na skutek
aktywacji systemu dwusktadnikowego BasS/R. System ten ulega indukcji poprzez ekspozycje na niskie
pH, wysokie stezenie jonow Fe’" oraz w pozywce z ograniczong iloécia fosforanéw i zawierajaca niskie,
nie zaktécajace fizjologii stezenia jonow Zn>" i Fe’" (Klein et al., 2009). Analogicznie, struktura rdzenia
wewnetrznego moze by¢ rowniez podstawiona niestechiometrycznie przez reszty takie jak fosforan, Rha,
P-EtN i dodatkowy Kdo. Trzy wczesniejsze projekty badawcze koncentrowaly si¢ na strukturalnych
aspektach modyfikacji dodatkowego Kdo powigzanego z disacharydem Kdo. Wyniki jednego ze studiow
badawczych pokazaly, ze nadekspresja genu waaZ z E. coli K-12 w pozbawionym genu waaZ szczepie
E. coli o rdzeniu R1 prowadzi do zwiekszonych ilosci trisacharydu Kdo(2—4)Kdo(2—4)Kdo w rdzeniu
wewnetrznym (Frirdich ef al., 2003). W kolejnej pracy oczyszczono cztery rozne glikoformy LPS ze
szczepu E. coli K-12. Jedna z pomniejszych wyizolowanych form, oznaczona jako glikoforma IV,
posiadata tetrasacharyd Kdo(2—4)[a-L-Rha(1—5)]Kdo(2—4)Kdo potaczony z lipidem A (Miiller-
Loennies et al., 2003). Jednak bezposredni udziat WaaZ w inkorporacji trzeciego Kdo nie zostal
dowiedziony. W trzeciej pracy pokazano, ze LPS ze szczepow o tetraacylowanym lipidzie A, na skutek
braku p6znych acylotransferaz LpxL, LpxM i LpxP, wykazywat prawie wylacznie synteze glikoformy IV
(Klein et al., 2009). We wszystkich powyzszych analizach stwierdzono, ze inkorporacji trzeciej
czasteczki Kdo towarzyszy skrdcenie rdzenia poprzez nieobecno$¢ koncowego disacharydu Hex-Hep.
Jednakze molekularne podstawy skrocenia rdzenia zewngtrznego nie zostaly poznane. Poniewaz szczepy
syntetyzujace tetraacylowany lipid A posiadaja zwigkszona aktywnos$¢ czynnika RpoE (Klein et al.,
2009), powstato pytanie czy wystepuje bezposrednie czy posrednie wymaganie aktywnosci RpoE. Tak
wiec w ramach niniejszej pracy zostaly zidentyfikowane geny strukturalne, ktéore sa wymagane
w syntezie glikoformy z trzecig reszta Kdo i Rha. W tym celu wykorzystano szczepy z niepolarnymi
mutacjami w roznych genach zlokalizowanych w locusie waa. Nastepnie zbadano role réznorodnych
regulatorow wymaganych w rozpoznawaniu zmian w blonie zewnetrznej, ktore wplywajg na
nagromadzenie si¢ poszczegolnych glikoform.

Wzrost E. coli w pozywce ubogiej w fosforan indukuje synteze glikoformy IV - Wczesniej w Klein et
al., 2009 wykazalismy, ze wzrost szczepow E. coli K-12 w pozywce z ograniczong iloscig fosforanu
powoduje inkorporacje P-EtN i L-Ara4N do lipidu A na skutek indukcji systemu BasS/R. Warunki
rozwoju w takiej pozywce réwniez powoduja preferowane dodawanie P-EtN do drugiego Kdo, natomiast
w przypadku mutantéw A(lpxL IpxM IpxP) takze sprzyjaja akumulacji pochodnych glikoformy IV.
Porownujac kompozycje LPS wyizolowanych ze szczepu E. coli K-12 W3110, rosnacego w bogatej
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w fosforan pozywce M9 lub w ubogiej w fosforan pozywce 121 zauwazono, ze w przypadku LPS
z bakterii z pozywki 121 w przyttaczajacej ilosci LPS stanowily pochodne glikoformy IV
o przewidywanym sktadzie LAy, (Kdo; Rha Hep; Hex; P,). Ponadto w warunkach pozywki 121 sg
obecne glikoformy I i IV z inkorporacja P-EtN i L-AradN. W przeciwienstwie do tego LPS uzyskany
z pozywki M9 wykazywal wickszo$¢ pikoéw masowych, odpowiadajacych typowej glikoformie I.
Wykryto réwniez kilka pikow masowych, reprezentujacych glikoforme IV. Natomiast z warunkow
wzrostu w pozywce M9 nie znaleziono zadnych pikéw masowych LPS odzwierciedlajacych
podstawienie przez P-EtN lub L-Ara4N.

waaZ i waaS sq genami strukturalnymi odpowiedzialnymi za inkorporacje¢ odpowiednio trzeciego
Kdo i Rha - Wykorzystujac fakt, ze LPS uzyskany z bakterii wzrastajacych w pozywce 121
charakteryzowat si¢ powszechnym wystepowaniem glikoformy IV, zanalizowalismy LPS
z izogenicznych szczepow AwaaZ, AwaaS oraz z innych szczepdw z niepolarnymi delecjami genow
z locus waa, rosnacych w pozywce 121. Co istotne, LPS otrzymany z mutanta AwaaZ byl pozbawiony
typowych pikéw masowych, odpowiadajacych kompletnej glikoformie IV. Niemniej jednak widma
masowe LPS uzyskanego ze szczepu AwaaZ nadal zawieraly pochodne, odpowiadajace LPS ze
skroconym rdzeniem zewnetrznym, na skutek utraty terminalnej heptozy i heksozy. Piki te mozna
przypisa¢ pochodnym LAy, (Kdo, Hep; Hexs P,). Powyzsze wyniki sugeruja, ze inkorporacja trzeciego
Kdo nie wptywa bezposrednio na skrocenie rdzenia LPS, samo skrécenie za§ moze by¢ konsekwencja
udziatlu innych czynnikéw regulatorowych. Ponadto w widmie masowym LPS z mutanta AwaaZ nie byty
obecne pochodne z inkorporacja Rha. Brak lub obecno$¢ Rha zostata réwniez stwierdzona poprzez
analiz¢ GC/MS. W LPS z mutanta AwaaS wykazano wystgpowanie pikow masowych o przewidywane;j
inkorporacji trzeciego Kdo, lecz pozbawionych Rha. Ponadto LPS ze szczepu AwaaS réwniez zawieral
typowe piki masowe odpowiadajace glikoformie I. Brak inkorporacji Rha w mutantach AwaaZ, lecz
obecno$¢ glikoform z trzecim Kdo w mutantach AwaasS ujawnito, ze wezesniejsza inkorporacja trzeciego
Kdo jest koniecznym warunkiem dodania Rha. Jednakze WaaZ-zalezna inkorporacja trzeciego Kdo nie

Rys. 3. Inkorporacja trzeciego Kdo i Rha w szczepie E. coli BL21 w wyniku ko-nadekspresji genow waaZ i waas.
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wymaga wczesniejszej obecnosci Rha. To, ze gen waaZ jest rzeczywiscie genem strukturalnym zostato
potwierdzone poprzez przywrdcenie syntezy glikoform z trzecim Kdo, kiedy AwaaZ ulegla
komplementacji przez gen waaZ typu dzikiego.

Rola i kolejno$¢ powyzszych inkorporacji zostaly dodatkowo potwierdzone w pochodnej BL21
szczepu E. coli B. Wczesniejsze badania wykazaty, ze LPS szczepdw E. coli B nie posiada galaktozy,
ajego rdzen zawiera mniej heptoz i heksoz niz inne typy rdzeni (Jansson et al., 1981). Jednakze
genetyczne podstawy powyzszych zmian strukturalnych nie byly przedmiotem badan i nie byto
wiadomo, czy E. coli B posiada geny waaZ i waaS. W zwigzku z tym zostal zsekwencjonowany locus
waa pochodnej BL21 szczepu E. coli B. Analiza sekwencji DNA wykazala, ze przy ogoélnej kompozycji
przypominajgcej typ rdzenia R1, w locus waa jest obecny element IS zlokalizowany w genie waaT. Ze
wzgledu na to, ze element IS wystepuje w genie waaT, region rdzenia pochodnej szczepu E. coli B jest
skrocony. Co wigcej, geny waaZ i waaS sa nieobecne. Stad jest to idealny szczep do identyfikacji
kolejnosci wydarzen zwigzanych z WaaZ-zalezng inkorporacjg trzeciego Kdo oraz ze strukturalnym
wymaganiem dla dodania Rha przez WaaS. Analiza LPS z pochodnych E. coli B ujawnita piki masowe,
odpowiadajace strukturze sktadajacej si¢ z LAyexa (Kdo, Heps Hex, P, P-EtN). LPS ten rowniez posiadat
dodatkowe niestechiometryczne modyfikacje poprzez P-EtN, L-Ara4N oraz pochodne z dodatkowymi 96
Da (Rys. 3A). W szczepie BL21 stwierdzono brak inkorporacji trzeciego Kdo i Rha, co jest zgodne
z nieobecnoscia gendow waaZ i waaS w genomie powyzszego szczepu. Nastepnie plazmid z systemem
ekspresji opartym na polimerazie faga T7, posiadajacy z E. coli albo gen waaZ, albo gen waasS, albo oba
geny waaZ i waasS, zostat wprowadzony do szczepu BL21. Nadekspresja samego genu waaS ujawnita
obecno$¢ pikow masowych takich, jak w szczepie rodzicielskim BL21 bez inkorporacji reszty Rha (Rys.
3B). Natomiast indukcja ekspresji genu waaZ spowodowala powstanie nowych pikéw masowych,
odpowiadajacych dodaniu trzeciej reszty Kdo (Rys. 3C). Ponadto ko-nadekspresja genow waaZ i waaS
pokazata inkorporacje trzeciego Kdo i roéwniez dodanie Rha (Rys. 3D). Jednakze nie zostaly wykryte
zadne piki z przewidywanym dodaniem Rha bez uprzedniej inkorporacji Kdolll. A zatem fakt
inkorporacji Kdo;tRha w szczepie E. coli B po ko-nadekspresji gendw waaS 1 waaZ uzupetnia wyniki
otrzymane ze szczepdw AwaaS i AwaaZ E. coli K-12. Podsumowujac, wyniki te potwierdzaja, ze waaS
iwaaZ sa strukturalnymi genami, ktérych produkty sa wymagane do inkorporacji odpowiednio Rha
i trzeciego Kdo.

Strukturalne wymagania dla inkorporacji in vivo trzeciego Kdo - W pracy Klein et al, 2009
wykazano, ze szczepy syntetyzujace tetraacylowany lipid A preferencyjnie posiadajg glikoformy
z trzecim Kdo. A zatem etapy pdznego acylowania lipidu A nie sg wymagane do inkorporacji trzeciego
Kdo. W pracy tej LPS z niepolarnych mutantéw delecyjnych, pozbawionych indywidualnie genow
kodujacych produkty, ktore biora udzial w réznych etapach biosyntezy rdzenia, zostaty zbadane celem
okreslenia minimalnej struktury LPS, do ktérej moze nastagpi¢ inkorporacja trzeciego Kdo. Brak
modyfikacji LPS przez trzeci Kdo i Rha zaobserwowano w mutantach AwaaC, AwaaF, AwaaG 1 AwaaP.
Natomiast glikoformy z trzecim Kdo+Rha znaleziono w szczepach, ktére nie majg zdolnosci do
inkorporacji O-antygenu, takich jak AwaaU i AwaalL. Powyzsze wyniki sugeruja, ze inkorporacja Hepl,
Hepll, Glcl oraz fosforylacja Hepl sa kluczowymi wymaganiami dla inkorporacji Kdos;+Rha. Minimalng
strukturg LPS, ktora jest zdolna do inkorporacji Kdos;+Rha, zaobserwowano w szczepie AwaaO. LPS
zmutanta AwaaO, z chromosomalng eckspresja gendow waaZ 1 waaS, posiadal piki masowe
odpowiadajace heksaacylowanemu lipidowi A z Kdo; Rha Hep, Hex, P. Nadekspresja genu waaZ
w mutancie AwaaG badz AwaaP nie powodowala inkorporacji Kdos;+Rha. Wyniki te sugeruja, ze
zarowno fosforylacja Hepl, jak i minimalna struktura rdzenia zewnetrznego z dwoma Hep i z dwoma
Hex jest in vivo niezbgdna do syntezy pochodnych z trzecim Kdo i Rha. Ponadto, wykorzystujac
pochodne szczepu A(waaO waaB), stwierdzono, ze jednoczesny brak Gal i Glcll nie pozwala na
inkorporacjg trzeciego Kdo.

Regulacja ekspresji genu waaZ - Aby zrozumie¢ molekularne podstawy preferencyjnej syntezy
glikoform z trzecim Kdo w warunkach wzrostu z ograniczong ilo$cig fosforanu, poddano analizie poziom
biatka WaaZ-FLAG i aktywno$¢ transkrypcyjna genu waaZ w powyzszych warunkach. Wyniki z obu
analiz wykazaly, ze przeniesieniec z pozywki bogatej w fosforan do pozywki ubogiej w fosforan
powodowato prawie dwukrotny wzrost aktywnosci transkrypcyjnej genu waaZ, co bylo poparte prawie
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podobnym wzrostem poziomu WaaZ-FLAG. Wyniki te wyjasniaja zwigkszong synteze glikoform
z trzecim Kdo w pozywce z ograniczong iloscia fosforanu.

Indukcja RpoE prowadzi do preferencyjnej akumulacji LPS o glikoformach IV iV z trzecim Kdo -
Jest dobrze udokumentowanym, ze gtéwna funkcjg czynnika sigma RpoE jest kontrola biogenezy biatek
btony zewnetrznej oraz niektorych etapow translokacji LPS. W Klein ef al., 2009 ustalono ponadto, ze
aktywno$¢ RpoE jest indukowana, gdy wystepuja zaburzenia w biogenezie LPS. RpoE kontroluje takze
niektore niestechiometryczne modyfikacje, takie jak dolaczanie P-EtN do drugiego Kdo. Tym samym
w pracy tej zostala zbadana potencjalna regulacja heterogenicznosci LPS przez RpoE. Cel ten zostat
osiggnigty poprzez analize LPS z mutantow wykazujacych konstytutywna indukcje RpoE oraz przez
wykorzystanie  szczepOw  posiadajacych mutacje w  genach, ktorych produkty reguluja
biosyntez¢/modyfikacje LPS. Zatem LPS zostat zanalizowany z izogenicznych szczepow z niepolarnymi
delecjami gendéw rsed, rseB, regulatora SRNA hfq, micA, rybB, rpoS, mgrR, eptB i yrbC/D. Sposrod
wszystkich wymienionych mutantow najwicksze zmiany w kompozycji LPS zaobserwowano w mutancie
ArseA (Rys. 4B). Poniewaz RseA jest czynnikiem anty-sigma wzgledem RpoE, mutacja Arsed
wywotywata konstytutywna indukcj¢ regulonu rpoE. Mutanty Arsed syntetyzowaty LPS, sktadajacy sie¢
wytacznie z pochodnych glikoformy z Kdos+Rha. Tylko piki masowe z dwiema resztami Kdo bytly
prekursorami glikoformy 1V, z charakterystycznym brakiem terminalnego disacharydu Hep-Hex oraz
o catkowitej] kompozycji LA (Kdo, Hep; Hex; P, P-EtN). Natomiast mutanty rseB, hfg i rpoS
charakteryzowaty si¢ LPS podobnym do typu dzikiego z glikoformami z dwiema resztami Kdo, a takze
z trzecim Kdo. Poniewaz mutanty rseB i hfg posiadaty prawie 2-krotnie podwyzszong aktywnosci RpoE,
drastyczne zmiany znalezione przede wszystkim w mutantach Arse4 sugeruja przesuniecie do glikoform
z trzecim Kdo, co wymaga maksymalnej indukcji RpoE, jak zostato zauwazone w mutantach Arsed. Aby
upewni¢ sie, ze zaobserwowana synteza gtéwnie glikoform z trzecim Kdo byla WaaZ-zalezna, zostat
skonstruowany podwojny mutant A(waaZ rsed). W LPS powyzszego mutanta stwierdzono brak
jakichkolwiek pochodnych z Kdos;+Rha. Jednakze pewne piki masowe z LPS z mutanta A(waaZ rseA)
odpowiadaly niektorym rodzajom LPS syntetyzowanym przez szczep AwaaR. Stanowig one prekursory
pozbawionej terminalnego disacharydu glikoformy IV, dodatkowo nieposiadajace Kdos+Rha. Wyniki te
sugeruja, ze synteza glikoform z trzecim Kdo, bgdaca nastgpstwem indukcji RpoE w mutantach rsed,
moze wynika¢ z regulacji poziomu biatka WaaR. Konkluzja ta réwniez zostala wysnuta na podstawie
odkry¢, Ze transkrypcja genu waaZ nie jest bezposrednio regulowana przez Ec".

Pozycja Rha jest podyktowana obecnoscig P-EtN na drugiej reszcie Kdo - Jak pokazano powyzej,
wzrost w pozywce ubogiej w fosforan powoduje znaczace przesunig¢cie w kierunku akumulacji glikoform
z Kdos+Rha. Jak zostato zaprezentowane na przykladzie mutanta Arsed, przesuniecie ku wystepowaniu
Kdo;+Rha jest najbardziej silne i wyrazne w warunkach indukujacych RpoE. W Klein et al., 2009 takze
pokazano, ze obecno$¢ pozywki 121, posiadajacej 2 mM Ca®’, byla wystarczajacym warunkiem do
wystapienia niestechiometrycznego podstawienia P-EtN na drugim Kdo. Co wigcej, relatywna
inkorporacja P-EtN zalezy od indukcji genu eptB, kodujacego transferaze fosfoetanoloaminy specyficzng
dla drugiego Kdo. Transkrypcja genu eptB jest indukowana na skutek aktywacji RpoE. W zwigzku z tym
zostato szczegdtowo zbadane potaczenie Kdo-Rha w warunkach obecnosci i przy braku P-EtN na drugim
Kdo. Byly to wazne badania, poniewaz drugi Kdo jest rowniez miejscem dla niestechiometrycznej
substytucji przez P-EtN. Tak wigc zostata zanalizowana kompozycja kilku izolowanych pikow
masowych z przewidywana obecnoscia Kdo+Rha. LPS do powyzszych doswiadczen zostal uzyskany
albo ze szczepu pozbawionego genu eptB albo ze szczepu, w ktorym preferencyjnie dochodzi do
ekspresji eptB, jak np. w mutancie Arsed. Z LPS, uzyskanego albo ze szczepu typu dzikiego albo
z mutanta Arsed, wyizolowano potrdjnie natadowane jony czasteczkowe, ktére nastepnie poddano
fragmentacji na skutek dysocjacji wigzan wywolanej kolizjag. Widma MS/MS rodzicielskich pikow
jonowych, z przewidywang obecnoscig dwoch reszt P-EtN, ujawnity obecnos¢ pikéw masowych, ktérych
sktad moze by¢ wyjasniony przez jednoczesng utratg 366,3 Da. Powodem tego moze by¢ powstanie
rozszczepienia Kdo+Rha z odgatezienia tetrasacharydu Kdos+Rha. Oznacza to, ze Rha jest potaczona
z terminalnym Kdolll. Pozostate piki masowe z widm MS/MS powyzszych jondéw rodzicielskich
ujawnity piki jonowe, ktorych powstanie mozna objasni¢ dalsza, jednoczesng utrata Kdo+P-EtN.
Zaobserwowane, nowe formy LPS zostaly oznaczone jako glikoforma V.
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Rys. 4. Inkorporacja trzeciego Kdo, na skutek konstytutywnej indukcji czynnika sigma RpoE w mutantach ArseA,
jest regulowana przez niekodujace SRNA rybB.

Dekonwolucja wielokrotnie natadowanych form w widmach, a nastgpnie fragmentacja dodatkowych
pikow jonowych odpowiadajacych glikoformie V z P-EtN na drugim Kdo pokazata, ze w analizowanych
pikach zawsze wystepowat KdollI+Rha. Ta interesujaca zmiana, spowodowana przez substytucje P-EtN
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na Kdo, ktora determinuje obecno$¢ Rha na Kdolll, nie byla obserwowana, gdy jon rodzicielki nie
posiadat P-EtN na drugim Kdo. Tak wigc obecno$¢ P-EtN na Kdoll prowadzi do dodania Rha do
trzeciego Kdo. Poniewaz stwierdzono, ze inkorporacja Rha wymaga uprzedniego dodania trzeciego Kdo,
w warunkach EptB-zaleznego dotaczenia P-EtN do Kdoll najbardziej preferowana pozycja dla Rha jest
trzeci Kdo. Aktywacja RpoE, jak to ma miejsce w przypadku mutanta Arsed, prowadzi do
konstytutywnej indukcji ekspresji genu eptB. W celu jeszcze bardziej dokladnego wyjasnienia
powyzszych wynikow, zostata przeprowadzona analiza MS/MS izolowanych pikéw masowych z LPS
szczepu AeptB. Widma fragmentacji pikow masowych wykazaty, ze we wszystkich przypadkach odciety
terminalny trzeci Kdo nie posiadat Rha. W przeciwienstwie do tego widma fragmentacji izolowanych
pikéw jonowych o tej samej masie ze szczepdéw eptB ujawnialy jednoczesng utrate Kdo+Rha
z tetrasacharydowego odgatezienia Kdos;+Rha. Ponadto w widmach fragmentacji pikéw jonowych
z mutanta AeptB nie zaobserwowano zadnych pikdéw jonowych, odpowiadajacych fragmentacji Kdo+P-
EtN. Tak wigc stwierdzono, ze inkorporacja P-EtN na drugim Kdo jest konieczna do syntezy glikoformy
V z przelaczonym dodaniem Rha do terminalnego, trzeciego Kdo.

Kontrolowany przez RpoE, niekodujacy, maly RNA rybB poSredniczy w regulacji glikoformy IV
oraz akumulacja glikoformy V poprzez rybB-zalezne hamowanie translacji WaaR - RpoE reguluje
synteze glownych biatek btony zewnetrznej komorki poprzez hamowanie translacji mRNA genow
kodujacych te bialka. Ta translacyjna represja odbywa si¢ dzicki kontrolowanym przez RpoE,
dzialajacym w frans sRNA: RybB i MicA. Aby odpowiedzie¢ na pytanie, czy ktory§ z powyzszych
sRNA réwniez reguluje synteze poszczegoédlnych glikoform, skonstruowano izogeniczne mutanty
delecyjne rybB i micA, a nast¢pnie delecje te wprowadzono do mutanta Arsed. Analiza LPS ze szczepu
A(rseA rybB) pokazata przywrdcenie syntezy glikoformy I, jak rowniez to, ze kompozycja badanego LPS
przypomina tg ze szczepu typu dzikiego. Natomiast wprowadzenie mutacji AmicA do szczepu ArseA
powodowato jedynie cz¢sciowa supresj¢ odnosnie syntezy glikoformy I. Tak wigc wyniki te sugeruja, ze
synteza glikoform z trzecia resztg Kdo jest bezposrednio regulowana przez SRNA RybB. Zatem zbadano
poziom biatek WaaZ i WaaR otrzymanych z pojedynczych kopii chromosomowych z wykorzystaniem
pochodnych z C-koncowym epitopem FLAG. Analiza poziomow ilosciowych WaaZ-FLAG wykazala, ze
w fazie stacjonarnej wzrostu komorki nastgpuje zwigkszenie ilosci badanego biatka w szczepie Arsed
w porownaniu do szczepu typu dzikiego. Mozna stad wnioskowaé, ze w szczepie Arsed wlaczenie
trzeciej reszty Kdo przynajmniej w czg¢sci zalezne jest od nagromadzenia biatka WaaZ w fazie
stacjonarnej. Nie wystarcza to jednak do wyjasnienia kompozycji LPS, w ktorej sktad wchodza gtownie
pochodne glikoformy IV i V. Co ciekawe, poziom innego biatka WaaR-FLAG byt znaczaco obnizony
w szczepie Arsed, a w szczepie A(rsed rybB) dochodzito do przywrdcenia jego iloSci do poziomu
zblizonego do szczepu typu dzikiego. Wszystkie powyzsze wyniki pokazaly, ze synteza biatka WaaR
podlega hamowaniu translacyjnemu poprzez sRNA rybB, powstajace w wyniku aktywacji RpoE, co
skutkuje inkorporacja trzeciej reszty Kdo z jednoczesnym skroceniem LPS o terminalny disacharyd Glc-
Hep. Zatem akumulacja glikoformy IV i V spowodowana jest w szczeg6lno$ci zmniejszeniem ilosci
biatka WaaR na poziomie translacji.

Mutanty AwaaR wykazuja zwi¢kszong inkorporacje trzeciej reszty Kdo, co prowadzi do
preferencyjnej akumulacji glikoformy IV i V - W oparciu o ustalenia, Zze obnizony poziom biatka
WaaR w mutancie Arsed badz, ogdlnie mowigc, warunki wzrostu w pozywce 121 sg odpowiedzialne za
indukcj¢ syntezy glikoformy IV i V ze skroconym rdzeniem zewnetrznym, zostata zbadana struktura LPS
z mutanta AwaaR. W mutancie z niepolarng delecja genu waaR gltownie wystepowat LPS, bedacy
glikoformg IV i V z Kdos;+Rha. Wyniki analizy LPS mutanta AwaaR sugeruja, ze brak biatka WaaR lub
obecnos¢ przypuszczalnie preferowanych prekursorow o kompozycji Hep; Hex; wysoce sprzyja
inkorporacji trzeciego Kdo, prowadzac do syntezy glikoformy IV i V. Analiza LPS mutanta AwaaR,
hodowanego w warunkach bogatych w fosforany, réwniez ujawnila szereg pikéw masowych
charakterystycznych dla glikoformy IV. W ten sposéb in vivo LPS ze szczepu AwaaR jest korzystnym
substratem do inkorporacji trzeciego Kdo. W zwiazku z tym mozna stwierdzi¢, ze WaaR determinuje
przelaczenie pomiedzy glikoforma I i IV. Ponadto w szczepie AwaaR do wlaczenia trzeciego Kdo nie jest
wymagana indukcja systeméw BasS/R i PhoB/R.

Glikoformy IV i V z trzecim Kdo, wystepujace w mutancie ArseA, sq nieobecne w jego pochodnej
A(relA spoT rseA) - Alarmon guanozyno-3'-5'-bipirofosforan (ppGpp) jest powszechnym sygnatem
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stresu gtodu. W momencie wejscia w stacjonarng fazg wzrostu ppGpp reguluje aktywacj¢ alternatywnych
czynnikow sigma, jak rowniez konkurencje pomiedzy réznymi czynnikami sigma. ppGpp jest takze
znany z udzialu w regulacji systemu dwusktadnikowego PhoB/R oraz RpoS. Tak wigc zostat poddany
analizie LPS z izogenicznych szczepow ppGpp’ (reld spoT) i A(relA spoT rsed). Wprowadzenie mutacji
Arsed do szczepu A(reld spoT) (ppGpp”) znosito akumulacje pikéw masowych odpowiadajacych
glikoformie IV 1 V, podczas gdy szczep A(reld spoT) posiada LPS taki, jak szczep typu dzikiego. Zatem
mutant A(reld spoT rseA) nie posiadat jakichkolwiek wykrywalnych ilosci LPS z trzecim Kdo i Rha,
ktore dominujg w szczepie rodzicielskim Arsed. Wregcz przeciwnie, byly obecne tylko piki masowe
odpowiadajace glikoformie 1. Co ciekawe, nie tylko akumulacja glikoformy IV i V ulegta supresji, lecz
rowniez nie odnotowano pikéw masowych z przewidywang inkorporacja L-Ara4N, ktére wystepuja
zardwno w szczepie Arsed, jak i A(reld spoT). Analizy pikdbw masowych, odpowiadajacych lipidowi A,
ujawnily obecno$¢ piku o masie 1920,2 Da (LAnexa P-EtN) i brak piku odzwierciedlajacego dodatnie L-
Ara4N. Tym samym ppGpp kontroluje zarowno kompozycje rdzenia LPS, jak i modyfikacje¢ lipidu A
w warunkach indukujacych RpoE. Pokazuje to, ze u E. coli wlaczenie L-Arad4N nie tylko wymaga
indukcji BasS/R, ale jest dodatkowo dostrajane przez ppGpp. Niniejsza praca po raz pierwszy wykazata
obecnos¢ u E. coli strukturalnych zmian w lipidzie A oraz w rdzeniu LPS, ktére sg zalezne od ppGpp.

Preferencja glikoformy I lub IV i ich wplyw na poziomy bialek blony zewnetrznej - Bezspornym
jest, ze mutant Arsed wykazuje konstytutywnie podwyzszong aktywno$¢ RpoE, co prowadzi do
zmniejszenia iloSci biatek blony zewnetrznej. Jest to przypisane indukcji kontrolowanych przez RpoE
niekodujacych RNA, ktore reguluja obnizenie syntezy biatek blony zewnetrznej. Wyniki zaprezentowane
w niniejszej pracy wykazaly, ze mutant Arsed gtdwnie syntetyzuje LPS zlozony z glikoformy IV i V.
Tak wiec zadaliSmy pytanie, czy ogélnie rzecz biorac przetaczenie z glikoformy I do glikoformy IV i V
rowniez odzwierciedla in vivo wszelkie zmiany w poziomie biatek blony zewnetrznej. Odpowiedz na
powyzsze pytanie jest bardzo wazna, poniewaz kombinacja A(rsed rybB) prowadzi do przywrocenia
prawidtowej kompozycji biatek btony zewnetrznej, a takze do powrotu do syntezy glikoformy 1. W ten
sposob zostato ustalone znaczenie inkorporacji trzeciego Kdo (glikoforma IV i V) dla sktadu biatek blony
zewnetrznej. Osiggnigto to poprzez zastosowanie kilku roéznych pojedynczych mutacji oraz ich
kombinacji, ktérych rezultatem byta synteza albo glikoformy I albo glikoformy IV i V. Calkowite lizaty
komorkowe zostaty przygotowane ze szczepu dzikiego oraz z mutantow Arsed, A(reld spoT), A(relAd
spoT rsed), AwaaR 1 AwaaZ. Sposrod wykorzystanych szczepow, mutanty AwaaZ i A(reld spoT rseA)
posiadaty LPS, w ktorego sktad wchodzita gtownie glikoforma I. W przeciwienstwie do nich mutanty
ArseA 1 AwaaR syntetyzowaly przede wszystkim glikoforme IV i V. Zgodnie z oczekiwaniami u mutanta
ArseA wystgpowaly obnizone poziomy gléownych biatek blony zewngtrznej, lecz mutant AwaaR,
o niemalze podobnym sktadzie LPS, posiadat ilosci biatek btony zewngtrznej zupetnie takie, jak szczep
typu dzikiego. Wyniki te wskazuja, ze indukcja lub preferencyjna obecnosé¢ glikoformy IV 1 V nie
przyczynia si¢ do redukcji iloSci biatek btony zewngtrznej. Badanie ilo$ci bialek blony zewnetrznej
u mutanta A(reld spoT rseA) wykazalo bardzo obnizone ich poziomy, natomiast szczep AwaaZ miat
poziomy biatek blony zewnetrznej wysoce zblizone do szczepu typu dzikiego, mimo tego, ze oba
mutanty posiadaja taki sam typ LPS bedacy glikoformg I. Co ciekawe, u mutanta A(reld spoT) takze
wystepuja zredukowane poziomy biatek blony zewnetrznej, ktore nie ulegajg supresji w szczepie A(relAd
spoT rsed), pomimo ze budowa LPS w odniesieniu do glikoformy I oraz glikoformy IV i V jest znacznie
inna. Reasumujgc, wyniki te sugeruja, ze in vivo preferencyjna synteza glikoformy I badz glikoformy IV
iV nie wplywa znaczgco na biogeneze bialek blony zewngtrznej. Wyniki te sg zgodne z brakiem
jakiejkolwiek indukcji RpoE w mutancie AwaaR.

Regulacja roznorodnosci LPS przez systemy BasS/R i PhoB/R w mutancie ArseA - Poniewaz wzrost
E. coli w pozywce ubogiej w fosforan powodowal wyrazne przesuniecie ku obecnosci glikoformy IV iV,
zostato zanalizowane czy system dwusktadnikowy BasS/R Iub PhoB/R, bagdz oba wymienione systemy sg
wymagane do uzyskania powyzszego fenotypu. Badanie LPS wyekstrahowanego z izogenicznych
szczepOw AbasR 1 AphoB wykazato obecno$¢ glikoformy I z pelnym rdzeniem oraz glikoformy IV.
Jednakze LPS z mutantdow AbasR ujawnial znacznie mniejsze zréznicowanie w porownaniu z LPS ze
szczepu typu dzikiego czy tez z mutanta AphoB z powodu braku niestechiometrycznego dotaczenia P-
EtN i L-Ara4N do lipidu A. W widmach masowych LPS z mutanta AbasR byly obecne piki masowe,
odpowiadajace glikoformie IV i V z dwoma kolejnymi resztami P-EtN oraz z dodatkowym
podstawieniem o 96 jednostkach masowych. Pokazuje to, ze w odroznieniu od dodania P-EtN do lipidu
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A, ktore jest zalezne od BasS/R, niestechiometryczna inkorporacja P-EtN do drugiego Kdo lub Hepl jest
niezalezna od BasS/R. Co istotne, w LPS ze szczepu A(basR phoB rsedA) wystepuja piki masowe
odpowiadajace glikoformie I, jak tez glikoformie IV i V, w odréznieniu od LPS ze szczepu Arsed, ktory
posiada gtownie glikoforme¢ IV i V. Wyniki te wskazuja, ze indukcja obu systemoéw dwuskladnikowych
BasS/R i PhoB/R przyczynia si¢ do syntezy/inkorporacji glikoformy IV i V w mutancie Arsed, cho¢
pojedynczo oba systemy BasS/R i PhoB/R nie sg niezbedne do przetaczenia w strukturze glikoform.

Fizjologiczne znaczenie WaaZ-zaleznej syntezy glikoform z trzecim Kdo - W niniejszej pracy
wykazano, ze aktywacja szlaku RpoE preferencyjnie indukuje synteze glikoformy IV i V, co
zaobserwowano w mutancie Arse4. Poniewaz mutant AwaaR akumuluje takie same glikoformy jak
szczep ArseA, postanowilismy zbadaé status aktywnosci RpoE, gdy gen waaR jest nieobecny. Pomimo
podobnego sktadu LPS w obu mutantach, aktywnos$¢ RpoE-zaleznych promotoréw nie byta indukowana
w mutancie AwaaR w odroznieniu od maksymalnej aktywacji RpoE w szczepie Arsed. Tak wigc
zainteresowania nasze skierowali$my ku specyficznemu wymaganiu biatka WaaR. O ile brak biatka
WaaZ w mutancie Arsed nie powodowat zadnych zauwazalnych zmian we wzroscie bakteryjnym, o tyle
zostal zaobserwowany bezwzgledny wymog WaaZ w szczepie A(lpxL IpxM IpxP). Szczep A(lpxL lpxM
IpxP) nie wytwarza kolonii na pozywce LA w temperaturze 30°C. PokazaliSmy, ze wolny od supresorow
szczep A(lpxL IpxM IpxP) moze by¢ skonstruowany na pozywce LA w temperaturze 21-23°C. Tak
otrzymany szczep A(lpxL IpxM IpxP) réwniez syntetyzowal LPS, sktadajacy si¢ gtéwnie z glikoform,
ktore posiadaty trzecig reszte Kdo, aczkolwiek lipid A byt tetraacylowany. Co ciekawe, zywotny mutant
A(lpxL IpxM IpxP waaZ) mogt by¢ skonstruowany tylko na pozywce minimalnej w temperaturze 21-
23°C, lecz nie w pozywce LA w tej temperaturze. Niniejszy wymog bialka WaaZ zostal potwierdzony
poprzez konstrukcje mutanta A(lpxL IpxM IpxP waaZ) w pozywce LA, gdy komplementujacy gen IpxL
lub waaZ zostal dostarczony w trans z plazmidu. A zatem gen waaZ jest niezbgdny do wzrostu
bakteryjnego, w pozywce LA w niskiej temperaturze, szczepéw syntetyzujacych LPS z tetraacylowanym
lipidem A.

Podsumowanie, wnioski i znaczenie otrzymanych wynikéw opisanych w pracy Klein et al., 2011 -
W niniejszej pracy jednym z podstawowych i waznych odkry¢ bylo stwierdzenie, ze wzrost E. coli
w pozywce ubogiej w fosforan powodowal wyrazne przesunigcie w kompozycji LPS, ktérego
konsekwencja byla zwickszona akumulacja glikoform z trzecim Kdo i charakterystycznym skroceniem
rdzenia zewngtrznego. W typowych warunkach wzrostu glikoforma ta zazwyczaj wystepuje w matych
ilosciach. Przed rozpoczeciem naszych badan nie byl zidentyfikowany strukturalny gen, ktory
posredniczy w transferze trzeciej reszty Kdo. Co wigcej, nie byly analizowane molekularne podstawy
heterogennosci sktadu LPS. W prezentowanej pracy wyniki spektrometrii masowej LPS otrzymanych
z izogenicznych szczepdw E. coli z niepolarnymi mutacjami w locus waa lub z nadekspresja
odpowiadajgcych im gendw wykazaly, ze waaZ i waaS sg strukturalnymi genami wymaganymi do
inkorporacji odpowiednio trzeciej reszty Kdo, przylaczonej do disacharydu Kdo, i Rha. W zwigzku
z powyzszym, LPS z mutanta AwaaZ zawieral gtownie glikoforme I, za$ byta nieobecna glikoforma IV
z trzecim Kdo. Jednakze stwierdzono obecno$¢ pikéw masowych, ktore odpowiadaja prekursorom
glikoformy IV. Prekursory te byly bez terminalnego disacharydu Hep-Hex oraz bez trzeciego Kdo.
Wyniki te sugeruja, ze skrocenie rdzenia zewngtrznego nie jest bezposrednim nastgpstwem inkorporacji
trzeciego Kdo. Co ciekawe, w LPS uzyskanym z mutanta AwaaZ nie znaleziono pikéw masowych,
majacych Rha. Zostato wykazane, ze dotgczenie Rha wymaga uprzedniego sekwencyjnego wytworzenia
trisacharydu Kdo. Do wyja$nienia tego procesu postuzyla strukturalna analiza LPS ze szczepu BL21,
bedacego pochodng E. coli B, ktéry w sposob naturalny nie posiada gendéw waaZ i waaS. Nadekspresja
w szczepie BL21 genu waaZg ..; albo genu waaSg, .., albo obu tych genéw jednocze$nie wykazala, ze
w szczepie tym dochodzi do inkorporacji Rha do rdzenia wewnetrznego LPS tylko po WaaZ-zaleznym
dodaniu trzeciego Kdo.

Systematyczna analiza LPS z r6znych mutantow waa z nadekspresja lub bez nadekspresji genu
waaZ ustalita, ze in vivo do LPS z mutanta AwaaO (pozbawionego a-1,3-glukozylotransferazy),
o minimalnej strukturze rdzenia Kdo, Hep, Hex, P; zakotwiczonego do lipidu A, moze by¢ dotagczona
trzecia reszta Kdo oraz Rha bez nadekspresji gendw waaZ i waas.

Wiele doswiadczen, przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy, majacych na celu badanie
molekularnych podstaw réznorodnosci LPS, ujawnito nakladajace si¢ kontrole przez czynnik sigma
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RpoE, systemy dwusktadnikowe (BasS/R, PhoB/R) oraz ppGpp. Usuni¢gcie RseA, bedacego
specyficznym dla RpoE czynnikiem anty-sigma, doprowadzito niemal do wytacznej obecnosci glikoform
z trzecim Kdo zwigzanym z disacharydem Kdo. Towarzyszyta temu jednoczesna inkorporacja Rha, ktéra
byla przylaczana albo do terminalnej trzeciej reszty Kdo albo do drugiej reszty Kdo w zaleznos$ci od
obecnosci lub braku P-EtN na drugim Kdo, a takze réwnoczesne skrocenie rdzenia zewngtrznego.
W przypadku braku RseA czynnik sigma RpoE jest maksymalnie aktywny i stad wszyscy czlonkowie
jego regulonu ulegaja konstytutywnej indukcji. W ten sposdéb w powyzszych warunkach takze ulega
indukcji gen eptB, ktory jest transkrybowany przez RpoE. Indukcja ta moze przezwycigzy¢ hamowanie
translacji eptB mRNA przez mgr sSRNA, co skutkuje preferencyjng inkorporacja P-EtN na drugim Kdo.
Modyfikacja ta prowadzi do syntezy glikoformy V, ktéra jest najbardziej rozpowszechniong strukturg
LPS w warunkach indukujacych RpoE.

Glikoformy, ktore posiadajg trzecig reszte Kdo, zawsze maja skrocenie rdzenia o terminalny
disacharyd Hep-Hex. Skrocenie to w mutancie Arsed zostalo przypisane obnizonemu poziomowi
glikozylotransferazy WaaR, ktéory to poziom zostal przywrocony do typu dzikiego, wlacznie
z kompozycja LPS, z chwilg wprowadzenia delecji rybB sRNA. Zatem RybB nie tylko hamuje translacje
roznych genow kodujacych poryny, lecz takze waaR mRNA. Zgodnie z faktem, ze waaR mRNA jest
celem hamowania przez RybB, szczep AwaaR posiada LPS przede wszystkim z trzecim Kdo bez
jakiegokolwiek wymogu obecnos$ci warunkéw ubogich w fosforan. Zostalo rowniez pokazane, ze
akumulacja w mutancie Arsed glikoformy z trzecim Kdo i L-Ara4N w lipidzie A wymaga ppGpp, co
bylo zniesione w mutancie A(ppGpp’ rsed). Opisana rola RybB sRNA i alarmonu ppGpp w regulacji
biosyntezy LPS byla pierwsza tego typu kontrolg dla powyzszych waznych regulatorowych molekut.

Wiaczenie trzeciej reszty Kdo i towarzyszace temu skrocenie rdzenia zewngtrznego moze mieé
szereg istotnych konsekwencji. Tego rodzaju formy LPS ze skroconym rdzeniem zewngetrznym nie moga
dolaczy¢ O-antygenu, poniewaz miejsce przytaczenia wymaga terminalnej heptozy, ktéra jest nieobecna
w glikoformie IV i V. W ten sposéb szczepy syntetyzujace te glikoformy potencjalnie moga by¢
defektywne pod wzgledem przezycia w gospodarzu. W pracy tej rowniez wykazano, ze szczep
A(waaZ IpxL IpxM IpxP), syntetyzujacy tetraacylowany lipid A, wykazywat syntetyczng letalnos$c
w temperaturze 21-23°C, co wskazuje na duze znaczenie wlaczenia trzeciego Kdo.

Analiza widm masowych LPS z szeregu pochodnych E. coli K-12 oraz E. coli B zidentyfikowata
nowa modyfikacje, wynikajaca z dodania 96 jednostek masowych do regionu rdzenia. Ta nowa
modyfikacja nie zostala wczes$niej zaobserwowana. Byla ona specyficznie indukowana, kiedy E. coli
wzrastata w warunkach ubogich w fosforan. Wstepne wyniki wykazaly, ze modyfikacja ta powstaje
w wyniku inkorporacji reszty HexA (176,01 Da) na Heplll z towarzyszacg utratg reszty fosforanowej na
Hepll. Modyfikacja ta zostata zanalizowana w Klein et al., 2013.

IV. Molekularne i strukturalne podstawy zmian rdzenia wewnetrznego lipopolisacharydéw
u Escherichia coli. Inkorporacja kwasu glukuronowego oraz fosfoetanoloaminy w regionie
heptozy

Wprowadzenie

Jest dobrze udokumentowane, ze LPS czesto posiada niestechiometryczne podstawienia w lipidzie A
i wrdzeniu wewngetrznym. We wczesniejszej pracy wyczerpujaco zostaly zanalizowane molekularne
podstawy réznorodnosci LPS u E. coli K-12 (Klein ef al., 2011). Poniewaz RpoE kontroluje i odpowiada
na glowne defekty blony zewnetrznej, podczas powyzszej analizy réwniez badaliSmy RpoE i jego
regulatory. Indukcja RpoE okazata si¢ prowadzi¢ do bardzo zwigkszonej ilosci glikoform z trzecia reszta
Kdo i skroconym rdzeniem zewngtrznym. Jest to regulowane przez translacyjne hamowanie
glikozylotransferazy WaaR poprzez RpoE-zalezny rybB sRNA. Ponadto indukcja RpoE powoduje
preferencyjna akumulacje glikoformy V z Rha dolaczong do trzeciej reszty Kdo i z P-EtN na drugim Kdo
dzigki transkrypcyjnej indukcji RpoE-regulowanego genu eptB. Rowniez zostato zaprezentowane, ze
roznorodno$¢ LPS jest dodatkowo regulowana przez systemy dwusktadnikowe PhoB/R i BasS/R (Klein
et al., 2011). System PhoB/R reaguje na ograniczenia fosforanu i kontroluje modyfikacje LPS, ktore
czg$ciowo pokrywaja si¢ z tymi, ktore sa regulowane przez system BasS/R. Poza tym system BasS/R jest
silnie indukowany w warunkach z ograniczong iloscia fosforanu, gdy pozywka posiada submilimolarne
stezenia jonoéw Zn> i Fe'" (Klein et al., 2009). Wykazano, ze w takich warunkach wzrostu widma

21



Regulowane zmiany strukturalne i sktadanie lipopolisacharydow

Gracjana Klein-Raina Zalacznik 2a

masowe LPS ze szczepu dzikiego E. coli K-12, a takze ze szczepu E. coli B, charakteryzujg si¢ kilkoma
sygnatami o 96 jednostek masowych wyzszymi niz sygnaty z LPS otrzymanego z bakterii wzrastajacych
w warunkach bogatych w fosforany, takich jak pozywka M9 czy LB. Modyfikacja ta, specyficzna dla
regionu rdzenia, wystepuje w glikoformie I (z dwoma resztami Kdo dotaczonymi do lipidu A), jak
rowniez w glikoformie IV 1 V (z trzema resztami Kdo) (Klein et al., 2011). Opisywang modyfikacje
stwierdzono w rdzeniu LPS, gdy lipid A byl albo tetraacylowany albo heksaacylowany. Nie byla ona
indukowana przez podjednostke sigma RpoE o funkcji ekstracytoplazmatycznej ani przez system
dwusktadnikowy BasS/R (Klein et al., 2009, Klein et al., 2011). Ponadto tak zmodyfikowany LPS
posiada az do trzech reszt P-EtN. Jedna z reszt zostata przypisana do lipidu A, kolejna do drugiej reszty
Kdo, a trzecia do ufosforylowanej Hepl. Az do tego czasu nie zostat zidentyfikowany gen kodujacy
transferaze P-EtN specyficzng dla Hepl.

Tak wigc w pracy Klein et al., 2013 zostala ustalona struktura chemiczna LPS, zawierajgcego
niestechiometryczng modyfikacje¢, ktora powodowata dodanie netto 96 jednostek masowych. Opisano, ze
nowa modyfikacja rdzenia wewnetrznego LPS z E. coli wynika z dodania GIcUA do Heplll
z jednoczesng utrata fosforu na Hepll. Dzigki wykorzystaniu roznych metod genetycznych
i biochemicznych zidentyfikowano gen, ktory koduje produkt, bedacy nowsg glikozylotransferaza.
Omawiana modyfikacja na Heplll zostala potwierdzona w szczepie E. coli B, K-12, w szczepach
o rdzeniach typu R2 i R4 oraz w szczepach Salmonella. Analiza mutacyjna oraz badanie strukturalne LPS
pozwolito nam na identyfikacje¢ transferazy fosfoetanoloaminowej, odpowiedzialnej za dodanie P-EtN do
ufosforylowanej Hepl. Kodujacy ja gen nazwaliSmy eprC. Konstrukcja delecyjnych pochodnych genu
eptC wykazata wazng rolg modyfikacji przez P-EtN ufosforylowanej Hepl w kontrolowaniu funkcji
przepuszczalnosci blony zewngtrznej, a tym samym duze fizjologiczne znaczenie tej modyfikacji.

Strukturalna analiza deacylowanego LPS - Jak pokazano wcze$niej, LPS ze szczepu E. coli B jest
mniej zréznicowany niz LPS ze szczepu E. coli K-12, poniewaz sktada si¢ z heksaacylowanego lipidu A,
posiadajacego dwie reszty Kdo, trzy Hep, dwie Hex i fosforan (Klein ez al., 2011). W powyzszym LPS
masa duzej ilosci czasteczek jest o 96 jednostek masowych wyzsza niz znane odpowiednie glikoformy E.
coli K-12 (Klein et al., 2011). W zwiazku z tym zbadano LPS ze szczepu E. coli B, ktéry to LPS po O-
i N-deacylacji ujawnil, na drodze wysokowydajnej chromatografii anionowymiennej (HPAEC), jeden,
glowny oligosacharyd ikilka mniejszych frakcji. Gtowny oligosacharyd wyodrebniono za pomoca
semipreparatywnej HPAEC, a za pomocg GLC-MS po metanolizie i1 peracetylacji zostaty
zidentyfikowane gltowne sygnaty Glc, Hep, Kdo i kwasu heksuronowego obok stabych sygnatow
z disacharydow, sktadajacych si¢ z kwasu heksuronowego-Hep, Hep, 1 GlcN,. Wzér fragmentacji kwasu
heksuronowego w GLC-MS byt identyczny z autentycznym peracylowanym GIcUA.

Budowa chemiczna wyizolowanego gldwnego oligosacharydu zostata okreslona poprzez jedno-

i dwuwymiarowa 'H-, °C- i *'P-spektroskopie NMR. Przyporzadkowanie sygnaléw wykazato, ze badany
oligosacharyd byl dekasacharydem,
sktadajagcym si¢ z dwoch aGle,
trzech L-glycero-a-D-manno-heptoz,
dwoch Kdo, jednej aGIleN (reszta
A), jednej PGIcN i jednego kwasu
heksuronowego,  ktory  poprzez
wicynalne *Jy y stale sprzezen zostat
zidentyfikowany  jako  BGIcUA
(reszta 1, 3JH],H2 8 Hz), co
przedstawiono na  Rys. 5.
Przesunigcia chemiczne w niskim
polu sygnatow 'H i °C
w miejscach wigzania i wzajemna korelacja sygnalow w NOESY wykazaly, ze reszty Hep tworzyly
trisacharyd aHep-(1—7)-aHep (1—3)aHep, powszechnie wystepujacy w regionie rdzenia LPS z E. coli,
ktory jest przytaczony w pozycji O-5 do wewnetrznej reszty Kdo (C). Reszty aGle byly dwiema
pierwszymi resztami rdzenia zewngtrznego polaczonymi wigzaniem (1—3), dotgczonymi w pozycji O-3
do $rodkowej Hep (reszta F). Natomiast BGIcUA bylto przylaczone do O-7 bocznego tancucha Hep (H),
co zostalo wywnioskowane z korelacji sygnatéw NOESY mi¢dzy anomerycznym protonem oraz H-7a
i-7b powyzszej Hep, a takze z przesuni¢¢ chemicznych w niskim polu tych ostatnich sygnalow.

Rys. 5. Struktura chemiczna gtéwnego oligosacharydu z deacylowanego
LPS ze szczepu E. coli B.
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Jednoczes$nie byl nieobecny fosforan powszechnie wystepujacy w pozycji O-4 srodkowej Hep (F).
A zatem wyniki te po raz pierwszy wykazaty, ze LPS otrzymany z E. coli, wzrastajacej w warunkach
ubogich w fosforan, posiada GlcUA dolaczony do Heplll, a jego obecnosci towarzyszy brak fosforanu na
Hepll.

Okreslenie minimalnej struktury LPS, do ktérej moze nastapi¢ inkorporacja GlcUA - Badania
opisane w Klein et al., 2011 ujawnily, ze LPS ze szczepu E. coli K-12, wzrastajagcego w warunkach
z ograniczong iloscig fosforanu, posiada dodatkowe, nowe czasteczki rézniace si¢ od znanych glikoform
0 96 jednostek masowych. Takie piki masowe z dodatkowymi 96 Da znaleziono w glikoformach
zaré6wno z dwoma, jak i z trzema resztami Kdo z calkowitym rdzeniem wewngetrznym, co prowadzito do
powstania glikoformy VI i VII. Jak opisano powyzej, ta sama modyfikacja zostala zaobserwowana
w szczepie E. coli B 1 wynikala wlasnie z dodania GIcUA. PostanowiliSmy zatem zbada¢ molekularne
podstawy tej inkorporacji. Modyfikacji przez GlcUA brakowato w LPS ze szczepoéw delecyjnych waaC,
waaG, waaO, waaP 1 waaQ. Natomiast byta ona obecna w LPS z mutanta AwaaR, ktéry jest pozbawiony
terminalnego disacharydu Hex-Hep, co dowodzi, ze modyfikacja przez GlcUA powinna wystgpowaé
proksymalnie do Glcll. Modyfikacja ta rowniez wystepuje w mutancie AwaaB, stad Gal najwyrazniej nie
jest wymagana do inkorporacji GIcUA. Poniewaz w przypadku braku WaaQ Hepll nie jest
fosforylowana, zbadalismy role fosforylacji Hepll w modyfikacji przez GIcUA. WaaY jest
przypuszczalng kinazg odpowiedzialng za fosforylacje Hepll. Co ciekawe, LPS z mutanta AwaaY
wykazywal relatywnie bardziej prominentne piki, odpowiadajace inkorporacji GIcUA. Analiza pikow
masowych LPS z kilku izogenicznych pochodnych szczepu E. coli K-12 oraz E. coli B wykazata, ze
dodanie GIcUA bylo zawsze zwigzane z jednoczesng utrata jednej reszty fosforanowej. Wyniki te
sugeruja, ze dodanie GIcUA do bocznej Heplll jest nieckompatybilne z obecnoscig fosforanu na Hepll.
Wyjasnia to liczebng przewagg pikdw masowych posiadajgcych GlcUA w mutancie AwaaY. W zwigzku
z tym zwigkszona inkorporacja GIcUA w mutancie Awaal jest spowodowana obecno$cia
nieufosforylowanego akceptora dla tej modyfikacji. Ponadto modyfikacja ta nie wymaga indukcji RpoE-
zaleznej odpowiedzi stresowe;.

Identyfikacja genu waaH, kodujgcego transferaze GIlcUA, jako czlonka regulonu PhoB/R -
Poniewaz glikoformy zawierajace GIcUA sa unikalnie obserwowane w LPS uzyskanym z bakterii
hodowanych w warunkach ubogich w fosforan, zasadnym bylo przypuszczenie, ze albo gen kodujacy
potencjalng glikozylotransferaze moze by¢ indukowany przez aktywacje PhoB/R albo produkt genu jest
aktywowany na skutek aktywacji PhoB/R. System dwusktadnikowy PhoB/R jest silnie indukowany
w czasie gltodu fosforanowego. LPS ze szczepu z niepolarng delecjg genu phoB byt identyczny jak LPS
ze szczepu dzikiego, lecz nie miat GIcUA.

Aby zidentyfikowaé strukturalny gen kodujacy transferaz¢ GIcUA, zostaly zbadane rozmaite
dostepne macierze z warunkow indukujacych PhoB. Doprowadzito nas to do przeanalizowania
przypuszczalnej ORF yibD, gdyz jej przewidywana sekwencja aminokwasowa sugeruje homologi¢ do
rodziny glikozylotransferaz 2 (typ GT-A), a transkrypcja genu yibD jest silnie indukowana po aktywacji
PhoB/R. Jednakze bezposrednia in vivo regulacja nie byta uprzednio przedmiotem badan. ORF yibD
znajduje si¢ poza locus waa, w 81,62 min na chromosomie E. coli pomigdzy ORF yibO o nieznanej
funkcji i genem tdh. Minimalna sekwencja kodujaca ORF yibD zostala sklonowana w $cisle
regulowanym systemie ekspresyjnym. Na podstawie zaprezentowanej funkcji (modyfikacja rdzenia
spowodowana dodaniem kwasu heksuronowego), ORF yibD oznaczono jako waaH. Przewidywany sktad
aminokwasowy tej glikozylotransferazy wskazuje, ze jest to polipeptyd o 344 resztach aminokwasowych.
Po tagodnej indukcji i frakcjonowaniu komorkowym, a nastgpnie oczyszczaniu z wykorzystaniem
chromatografii powinowactwa stwierdzono, ze WaaH jest zwigzane z blong wewnetrzng. Poszukiwanie
homologii z wykorzystaniem wielu roéznych baz danych wykazato, Zze przewidywana sekwencja
aminokwasowa WaaH ma prawie 20% identyczno$¢ z sekwencja WabO z Klebsiella pneumoniae.
Pokazano, ze WabO jest glikozylotransferaza specyficzna dla inkorporacji GalA w LPS K. pneumoniae
(Fresno et al., 2007).

Nastepnie zostaly skonstruowane niepolarne, w ramce odczytu mutanty delecyjne waaH. W wyniku
analizy LPS, uzyskanego z mutanta AwaaH, zaobserwowano catkowity brak pikéw masowych,
posiadajacych modyfikacje przez GlcUA (dodanie 96 lub 176,1 jednostek masowych). Kluczowe piki
masowe o 4298,9 Da, 4489,9 Da 1 4612,9 Da sa niecobecne w LPS z mutanta AwaaH. Sg to te same piki
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masowe, ktorych brak jest w LPS z mutanta AphoB, ale s3 obecne w LPS z izogenicznego szczepu
dzikiego. Analiza MS/MS pojedynczych pikéw masowych o 4298,9 Da 14489,9 Da wykazata widma
fragmentacji z przewidywanym GIcUA przytaczonym do heptozy rdzenia wewnetrznego. Metoda GLC-
MS potwierdzita brak GIcUA w LPS ze szczepu AwaaH, a jego obecno$¢ w szczepie typu dzikiego.
Brakujace przylaczenie GIcUA w mutancie AwaaH zostato catkowicie przywrocone poprzez
wprowadzenie sklonowanego genu waaH, ulegajacego ekspresji ze §cisle kontrolowanego promotora
ptac.

W celu dalszego wykazania, ze gen waaH jest genem strukturalnym dla transferazy GIcUA, zostat
skonstruowany mutant AwaaH E. coli B. Analiza jego LPS nie wykazata obecnosci zadnych pikow
masowych, odpowiadajacych modyfikacjom przez GlcUA, ktore wystepowaly w izogenicznym szczepie
dzikim. Co ciekawe, w przeciwienstwie do E. coli K-12, w szczepie E. coli B BL21(DE3) stwierdzono
konstytutywna indukcj¢ regulonow BasS/R i PhoB/R nawet w pozywce LB. Odzwierciedlaty to piki
masowe reprezentujace inkorporacje L-Ara4N i P-EtN w lipidzie A oraz GIcUA w rdzeniu. Do analizy
LPS wykorzystano nastepnie tagodng nadekspresje genu waaH sklonowanego pod promotorem
polimerazy T7 w szczepie BL21 AwaaH. Réwniez bez glodu fosforanowego w szczepie tym
wystepowaly najbardziej charakterystyczne piki masowe z inkorporacja GIcUA. Wszystkie te wyniki
wskazuja, ze WaaH jest wymagane do wiaczenia GIcUA w szczepach E. coli K-12 1 E. coli B.

GlcUA w szczepach E. coli o innych typach rdzenia oraz w szczepach Salmonella - Analiza
sekwencji genomowych szczepow E. coli o innych typach rdzenia oraz szczepow Salmonella wykazata,
ze wszystkie one zawieraja gen waaH. Jednakze do momentu publikacji niniejszej pracy nie zanotowano
obecnosci GIcUA u Salmonella czy u E. coli. Aby zidentyfikowa¢ warunki, w ktéorych mozna
zaobserwowac inkorporacje GIcUA, do wzrostu E. coli i Salmonella zastosowalismy pozywke
z dodatkiem metawanadanu amonu (NH4VO3). NH4VO; jest niespecyficznym inhibitorem fosfataz (Zhou
et al., 1999), ktory potencjalnie indukuje wiele rdéznych systemow dwuskladnikowych. LPS
wyizolowaliSmy ze szczepu dzikiego E. coli K-12, z przedstawicieli z rdzeniem typu R1, R2, R3 i R4
oraz ze szczepu Salmonella minnesota R345. Piki masowe, wskazujace na inkorporacje GIcUA,
zaobserwowano we wszystkich przypadkach z wyjatkiem szczepow z rdzeniem typu R1 i R3. Obecnosé
GIcUA w LPS zostata potwierdzona za pomocg analizy GLC-MS poprzez zastosowanie poroéwnania ze
standardem kwasu hialuronowego.

Regulacja genéw waaH i ugd - Aby wyjasnic
molekularne podstawy inkorporacji GlcUA, zostata
zmierzona aktywno$¢ pojedynczej chromosomalnej
kopii potencjalnego promotora gendow waaH i ugd.
Badanie  transkrypcji  genu  ugd  zostalo
przeprowadzone, poniewaz inkorporacja GIcUA
wymaga konwersji UDP-glukozy do UDP-kwasu
glukuronowego dokonywanego wlasnie przez
produkt genu ugd (Raetz and Whitfield, 2002).
Aktywnos¢ f-galaktozydazy z promotora waaH byta
indukowana nawet 200-krotnie po przeniesieniu do
pozywki 121 (Rys. 6A). Indukcja ta byta zniesiona
w mutancie AphoB, lecz nie w szczepie AbasR (Rys.
6C). Zaobserwowano, ze ta silna, 200-krotna
aktywacja byla w specyficzny sposob zalezna od
fazy wzrostu. Wyniki te pokazuja, ze promotor genu
waaH jest specyficznie pozytywnie regulowany
przez PhoB/R, nie wymaga BasS/R i tym samym
wyjasniajg inkorporacje GIcUA w warunkach
indukujacych PhoB/R.

Aktywnos$¢ promotora ugd takze ulega indukcji,
w sposob zalezny od fazy wzrostu komorkowego,
poprzez przeniesieniec do warunkow wzrostu
ubogich w fosforan. Jednakze transkrypcja z promotora ugd wymaga zaréwno aktywacji PhoB/R, jak

Rys. 6. Aktywnos¢ promotora waaH wymaga indukcji
systemu dwusktadnikowego PhoB/R.
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i BasS/R. Taka podwdjna kontrole przez wymienione systemy dwusktadnikowe zapewnia UDP-kwas
glukuronowy, bedacy prekursorem dla syntezy GIcUA i L-Ara4N. Transkrypcja promotora genu ugd jest
misterniec wywazona, poniewaz BasS/R reguluje syntez¢ L-Ara4N (udziat w modyfikacji lipidu A),
a PhoB/R kontroluje zmiany w rdzeniu LPS, obejmujace transfer GIcUA.

Gen eptC jest wymagany do dodania P-EtN do Hepl rdzenia wewnetrznego LPS - LPS E. coli K-12
czesto zawiera niestechiometryczne substytucje przez reszty P-EtN. Podstawienia P-EtN moga wystgpic
w lipidzie A, na drugiej reszcie Kdo, jak rowniez na Hepl rdzenia wewnetrznego. Dodanie P-EtN do Kdo
wymaga produktu genu eptB, za§ w inkorporacj¢ P-EtN do lipidu A zaangazowany jest gen eptA, ktory
jest indukowany przez BasS/R. Natomiast gen odpowiedzialny za dodanie P-EtN do Hepl oraz jego
regulacja, nie byly znane u E. coli. W oparciu o analiz¢ metoda spektrometrii masowej LPS uzyskanego
z szeregu roznych izogenicznych szczepow, wzrastajacych w warunkach z ograniczong iloScia
fosforandw, mozna byto zaobserwowac piki masowe z przewidywang obecno$cig wszystkich trzech reszt
P-EtN. E. coli posiada trzy dodatkowe ortologii EptA i EptB. Sa one kodowane przez ORF oznaczone
jako ybiP, yhjX, and yijP. Zostaly skonstruowane pojedyncze delecyjne pochodne trzech ORF, ktore
nastepnie byly taczone albo z pojedyncza delecja genu eptd, albo genu eptB, albo z jednoczesng
kombinacjg obu tych delecji. Sposéréd trzech delecji powyzszych ORF, szczep z usunigtym genem yijP
charakteryzowat si¢ LPS nieposiadajagcym pikéw masowych z trzema resztami P-EtN (4612,9 Da) (Rys.
7B). W zwigzku z tym gen ten oznaczono jako eptC.

Zgodnie z wymogiem EptC do transferu P-EtN, LPS ze szczepoéw o kombinacjach delecji A(ept4
eptC), AleptB eptC) i A(eptA eptB) posiadat tylko jedng substytucje przez P-EtN. Glowng, uderzajaca
roéznicg miedzy widmami masowymi LPS otrzymanego z mutantow AeptC i A(eptA eptC) jest obecnosé
tylko jednej reszty P-EtN w LPS ze szczepu A(eptA eptC) w poréwnaniu z dwoma podstawieniami przez
P-EtN w LPS z mutanta AeptC. Zgodnie z powyzszymi wynikami, LPS ze szczepu A(eptA eptB eptC) nie
miatl zadnych pikow masowych z przewidywang inkorporacja P-EtN (Rys. 7). Co cieckawe, LPS
uzyskany ze szczepu A(eptA eptB eptC), pozbawionego wszystkich trzech genow ept, posiada piki
masowe odpowiadajgce inkorporacji L-Ara4N i GIcUA (Rys. 7D). Tak wigc brak transferaz P-EtN nie
ma wplywu na obecno$¢ innych niestechiometrycznych modyfikacji. W zwiazku z tym LPS ze szczepu
AeptC nie wykazuje zadnych innych znaczacych réznic ani w akumulacji réznych glikoform ani

Rys. 7. Inkorporacja P-EtN na Hepl wymaga funkcjonalnej obecnosci genu eptC. w kompozycji lipidu A.
Stad mozemy stwier-
dzi¢, ze funkcja EptC jest specyficzna dla inkorporacji P-EtN do ufosforylowanej Hepl, poniewaz dwie
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inne znane transferazy P-EtN maja inng specyficznosc.

Regulacja genu eptC - W poprzednich pracach (Klein ef al, 2009, Klein ef al., 2011) wykazano, ze
dodanie P-EtN do Hepl nie jest regulowane przez indukcje ani RpoE ani systemu BasS/R. Wiadomym
jest, ze transkrypcja genu ept4 wymaga indukcji BasS/R (modyfikacja lipidu A), natomiast gen eptB,
ktorego produkt jest wymagany do dodania P-EtN do drugiej reszty Kdo, jest regulowany przez RpoE
(Reynolds et al., 2005, Klein et al., 2009). A zatem zostal zanalizowany szczep A(eptB basR), gdyz
powinna by¢ odzwierciedlona w nim aktywnos$¢ genu epfC niezalezna od systemu dwuskladnikowego
BasS/R. Analiza LPS uzyskanego ze szczepu A(eptB basR) w warunkach indukujacych PhoB/R
pokazata, ze posiada on jedng reszt¢ P-EtN na ufosforylowanej Hepl. Wyniki te sugeruja, ze indukcja
PhoB/R odgrywa kluczowa role w transkrypcyjnej aktywacji genu eptC. W celu glgbszego zbadania
regulacji genu eptC, zostala skonstruowana pojedyncza, chromosomalna fuzja transkrypcyjna eptC-lacZ.
Pomiar aktywnos$ci f-galaktozydazy wykazal, ze byta ona okoto 6-krotnie wyzsza w pozywce ubogiej
w fosforan niz w pozywce M9 bogatej w fosforan. Co interesujace, aktywnos¢ fuzji promotorowej eptC-
lacZ w szczepie AphoB byla znacznie zredukowana. Tym bardziej byto to widoczne, gdy pozywka byta
pozbawiona jonéw Zn®". Natomiast aktywno$é¢ eptC-lacZ byla tylko dwukrotnie zredukowana
w mutancie AbasR w poréwnaniu z ponad 4- do 5-krotng redukcja w szczepie AphoB. Potwierdza to
wyniki uzyskane z analizy LPS, ze gtowny, pozytywny regulator transkrypcji eptC jest PhoB-zalezny.
Poniewaz aktywnos¢ fuzji eptC-lacZ nie byta catkowicie zniesiona w mutancie AphoB, sugerowalo to, ze
jest obecna konstytutywna, podstawowa aktywno$¢ transkrypcyjna, ktora jest niezalezna zaré6wno od
PhoB, jak i od BasR. Wyniki te dodatkowo potwierdza obecnos¢ w szczepie A(eptB phoB basR) kilku
pikéw masowych z przewidziang inkorporacja P-EtN. Co ciekawe, wyniki te réwniez pokazujg, ze
indukcja genu eprC u E. coli K-12 nie wymaga aktywacji BasS/R.

EptC jest wymagane do funkcjonowania blony zewnetrznej - Jako ze glownag funkcja LPS jest
zapewnienie bariery przepuszczalnosci, stosujac szczepy z delecjami genow ept postanowiliSmy zbadac
potencjalng rolg modyfikacji LPS przez niestechiometryczne substytucje P-EtN. Szczep AeptC
wykazywatl silne defekty wzrostu w obecnosci niskich stezen SDS (0,25%) ze zmniejszong zdolnoScia
(10%) tworzenia kolonii. Przy takim stezeniu SDS szczep typu dzikiego oraz jego izogeniczne pochodne
AeptB 1 AeptA nie wykazywaly zadnych defektéw wzrostu. Przy wyzszych stgzeniach SDS (1%),
zdolnos¢ tworzenia kolonii w mutancie AeptC byta zredukowana (10°), aczkolwiek nie zaobserwowano
zadnego znaczacego efektu na zywotnos$¢ szczepu typu dzikiego czy tez innych mutantéw ept. Poniewaz
ekspresja genu eptC zwicksza si¢ w obecnosci jonow Zn*", rowniez zbadalismy, czy EptC jest wymagane
do tolerancji na zwiekszone stezenie Zn>". Mimo, ze bakterie typu dzikiego moga wzrastaé az do stezenia
200 uM Zn**, wzrost mutanta AeptC byl wysoce atenuowany, nawet przy stezeniu 150 uM Zn*".
I ponownie, tak jak w przypadku wrazliwo$ci na SDS, mutant AeptC byt wrazliwy na Zn>", natomiast
mutanty AeptB i AeptA nie byly wrazliwe. Interesujacym jest to, ze mutacja AeptB byta zdolna do
supresji fenotypu wrazliwosci na Zn>" szczepu AeptC. Jednakze takiej supresji nie zaobserwowano
w przypadku kombinacji A(eptA eptC).

Podsumowanie, wnioski i znaczenie otrzymanych wynikéw opisanych w pracy Klein et al., 2013 -
W pracy tej zostaly zanalizowane genetyczne i strukturalne podstawy niestechiometrycznych zmian
w rdzeniu wewnetrznym LPS bakterii E. coli. Po raz pierwszy zademonstrowano inkorporacje BGIcUA
jako nowa modyfikacje Heplll. Ponadto zostal zidentyfikowany nowy gen, oznaczony waaH, ktorego
produkt jest odpowiedzialny za wiaczenie BPGlcUA do LPS. W réwnoleglych doswiadczeniach zbadano
modyfikacje przez P-EtN ufosforylowanej Hepl oraz jej fizjologiczne znaczenie. Odpowiedzialna za to
transferaza P-EtN zostata zidentyfikowana i oznaczona EptC.

Przyporzadkowanie strukturalne GIcUA zostalo oparte na analizie oczyszczonego oligosacharydu ze
szczepu E. coli B. Na wybraniu niniejszego szczepu zawazylo to, iz budowa jego LPS jest mniej ztozona
w porownaniu z LPS z E. coli K-12 i tatwo mozna bada¢ wystgpowanie niestechiometrycznych
modyfikacji lipidu A oraz rdzenia. W analizie GLC-MS wz6ér fragmentacji iczas retencji
derywatyzowanego kwasu heksuronowego byt identyczny ze standardowym GIcUA z kwasu
hialuronowego. Analiza NMR wykazata, ze BGIcUA byt przylaczony do O-7 Hep tancucha bocznego.
Poza tym byla nicobecna reszta fosforanowa powszechnie spotykana w pozycji O-4 srodkowej Hep.

Aby zrozumie¢ strukturalne i regulacyjne podstawy inkorporacji GlcUA, wykazano, ze GIcUA jest
specyficznie wbudowywany do LPS E. coli K-12 w warunkach ubogich w fosforan. Dotaczenie to
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wymaga obecnosci Hepll, a takze aktywacji systemu PhoB/R i jednoczes$nie jest niezalezne od BasS/R.
Gen kodujacy glikozylotransferaze odpowiedzialng za inkorporacje GIlcUA zostat zidentyfikowany
i oznaczony waaH. LPS uzyskany ze szczepow E. coli K-12 badz E. coli B pozbawionych genu waaH
nie posiadal GIcUA, a jego inkorporacja moze zostaé przywrdcona, jesli dziki typ genu waaH jest
dostarczony z plazmidu.

Powyzsze badania wykazaly, ze transkrypcja genu waaH jest pozytywnie regulowana przez system
dwusktadnikowy PhoB/R w sposob zalezny od fazy wzrostu. Jest to skoordynowane z transkrypcja genu
ugd, wyjasniajgc tym samym genetyczne podstawy omawianej modyfikacji. Pokazano ponadto, ze
dodanie niespecyficznego inhibitora fosfataz NH,VO; do pozywki bogatej w fosforan réwniez indukuje
modyfikacje LPS przez substytucj¢ GIcUA. Stosujac pozywke uzupetniong NH4VO;, GIcUA takze
stwierdzono w preparatach LPS uzyskanych z Salmonella, jak i z E. coli ordzeniu typu R2 i R4.
Poniewaz geny waaQ i waaH sa obecne w szczepach E. coli o wszystkich typach rdzenia oraz u kilku
cztonkéw Enterobacteriaceae, takich jak Salmonella 1 Shigella, mozemy spekulowaé, ze LPS
modyfikowany przez GIcUA powinien by¢ obecny w powyzszych bakteriach. Jest dosc
prawdopodobnym, ze waaH-zalezna inkorporacja GIcUA ma adaptacyjne znaczenie w warunkach
wzrostu takich jak glod fosforanowy, ktéry moze naturalnie wystepowaé u bakterii rosnacych na
zewnatrz zywiciela. W przypadku E. coli K-12, mutanty AwaaH, w potaczeniu z delecja arnT, okazaly
si¢ by¢ bardziej wrazliwe na Fe’". Jest to interesujace, gdyz inkorporacja zaréwno GlcUA, jak i L-Ara4N
wymaga Ugd-zaleznej syntezy UDP-kwasu glukuronowego.

W pracy tej zostalo podkreslone, ze fosforylacja Hepll wymaga uprzedniej inkorporacji Heplll
posredniczonej przez WaaQ. WysuneliSmy sugesti¢, ze dotaczenie GIcUA uniemozliwia WaaY-
posredniczong fosforylacje Hepll lub obecno$¢ ujemnie natadowanego GIcUA jest niekompatybilna
z wystepowaniem dodatkowej, ujemnie natadowanej reszty na Hepll. Co wigcej wykazano, ze
nieufosforylowana Hepll jest in vivo lepszym substratem do inkorporacji GlcUA, poniewaz modyfikacja
ta byla wysoce preferowana w mutancie waaY. Taka wlasnie inkorporacja GIcUA, kosztem fosforanu,
moze mie¢ zarowno wartos¢ strukturalng, jak i moze by¢ mechanizmem kompensacyjnym w celu
odzyskania ujemnego natadowania przez dodanie kwasowego cukru. W ten sposoéb WaaH-posredniczone
podstawienie GlcUA, wykluczajace fosforylacje Hepll, zostato wyjasnione na podstawie substratowej
preferencji i waznos$ci utrzymania wypadkowego tadunku ujemnego.

Biosynteza rdzenia wewnetrznego LPS, obejmujaca fosforylacje Hepl oraz dodanie P-EtN, ma
kluczowe znaczenie dla przepuszczalno$ci blony zewngtrznej. Uprzednio zajmowano si¢ rola WaaP,
jednakze gen kodujacy transferazg P-EtN nie zostat opisany u E. coli. W niniejszej pracy wykazalismy,
ze gen kodowany przez OFR yijP jest odpowiedzialny za transfer P-EtN do ufosforylowanej Hepl. Gen
ten zostal oznaczony eptC. Analiza spektrometria masowa LPS uzyskanego z mutanta AeptC pokazata
niestechiometryczng inkorporacje P-EtN w lipidzie A i jedynie brak substytucji P-EtN specyficznej dla
rdzenia. Ponadto analiza MS/MS izolowanych pikéw masowych ze szczepu A(eptd eptC)
z przewidywang substytucja P-EtN jednoznacznie pokazala, ze P-EtN byla tylko obecna na Kdo.
Modyfikacja Kdo przez P-EtN zalezy jedynie od EptB i dlatego uznaliSmy, ze funkcja EptC jest
dedykowana modyfikacji Hepl przez P-EtN. Potwierdzeniem tych wnioskéw byto to, ze piki masowe
wskaznikowe dla modyfikacji przez P-EtN byly nicobecne w widmach LPS uzyskanego ze szczepu
A(eptA eptB eptC). W pracy tej rowniez zostato pokazane, ze PhoB/R pozytywnie reguluje EptC-zalezng
inkorporacj¢ P-EtN, chociaz modyfikacja przez P-EtN moze wystepowac tez na poziomie podstawowym
bez potrzeby wymagania indukcji systemow regulatorowych. Jesli chodzi o fizjologiczne znaczenie
inkorporacji P-EtN przez EptC na ufosforylowanej Hepl to jest ona niezbedna do odpornosci na
roznorodne czynniki, ktore destabilizujg btong zewnetrzng jak SDS, czynniki chelatujace jak EDTA oraz
poddanie dziataniu subletalnych stezen Zn”". Stwierdzenie to bylo oparte o wyniki badan, ktére wskazuja,
ze sposrod mutantéw ept tylko mutant eptC wykazuje wrazliwo$¢ na lagodne dodanie detergentow,
takich jak SDS, jak rowniez na subletalne stezenia Zn*" w pozywce.
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V. Skladanie lipopolisacharydu u Escherichia coli wymaga koniecznego do zycia bialka
szoku termicznego LapB

Wprowadzenie

U bakterii, takich jak E. coli, wystepuje okoto 2x10° czasteczek LPS, ktére pokrywaja 75% powierzchni
komorki. Szacuje si¢, ze bakterie te syntetyzujg prawie 70 000 czasteczek LPS na minute (Nikaido,
1996). LPS jest obecny wylacznie w czgsci zewngtrznej blony zewngtrznej, a poniewaz synteza LPS
odbywa si¢ w cytoplazmie, stad konieczno$¢ efektywnej translokacji LPS oraz sprze¢zenia pomig¢dzy
dwoma procesami zachodzacymi przed translokacja: biosynteza LPS i jego sktadaniem przy blonie
wewnetrznej. Koordynacja powyzszych procesow nie byta dotychczas przedmiotem badan ze wzgledu na
zlozonos¢ przebiegu biosyntezy i translokacji LPS, ktore wymagajg ponad 50 biatek. Nie zostata roéwniez
opisana zadna molekularna kontrola zapewniajgca to, ze tylko calkowicie zsyntetyzowany LPS ulega
translokacji, przy jednoczesnym zapobieganiu translokacji form prekursorowych LPS. Proporcja
pomiedzy LPS a fosfolipidami podlega precyzyjnej regulacji i jest utrzymywana w stosunku 0,15:1
(Nikaido, 1996). Kazde zaburzenie rownowagi ilosci LPS i fosfolipidow jest toksyczne i powoduje
obumieranie komoérek. Co wazne, w biosyntezie LPS i w biosyntezie fosfolipidow wykorzystywany jest
ten sam wspolny prekursor (R)-3-hydroksymirystynian. W celu utrzymania rownowagi pomigedzy LPS
i fosfolipidami, a tym samym umozliwienia zrdwnowazonego wzrostu, iloSci biatek FabZ i LpxC s3 in
vivo §ci$le skorelowane. Zasadniczym punktem kontrolnym, ktéry zapewnia balans pomiedzy LPS
i fosfolipidami, jest regulowana in vivo proteoliza biatka LpxC. LpxC jest odpowiedzialne za pierwszy,
nieodwracalny etap w biosyntezie LPS. LpxC jest niestabilnym enzymem, a jego ilo$¢ jest regulowana
przez proteoliz¢ posredniczong przez FtsH. Jednakze in vitro proteoliza posredniczona przez FtsH jest
do$¢ nieefektywna i1 prawdopodobnie wymaga dodatkowych czynnikéw, ktore kontrolujg reakcje
proteolizy. Réwniez bylo nieznanym, jak na poziomie molekularnym sg wspotregulowane ilosci oraz
aktywnosci biatek LpxC iFabZ. Tak wigc w niniejszej pracy, wykorzystujac narzgdzia genetyczne
i biochemiczne, podjeto si¢ rozwigzania fundamentalnych kwestii dotyczacych: regulacji ilosci LPS,
pelnej biosyntezy LPS poprzedzajacej jego translokacj¢ oraz sprzezenia syntezy LPS z translokacja.

Pierwszym etapem znalezienia na poziomie genetycznym molekularnej kontroli sktadania LPS byto
przewidywanie, ze geny, w ktorych wszelkie mutacje moga blokowaé powyzszy proces, a mutacje utraty
funkcji prowadzg do masowej indukcji odpowiedzi stresowej w peryplazmie i blonie zewngtrznej, maja
kluczowe znaczenie dla zywotnosci bakterii. Przypuszczenie to byto oparte na naszych badaniach, ktore
ustality, ze powazne zaburzenia w biosyntezie LPS, gdy bakteria syntetyzuje LPS bedace pochodnymi
tylko Kdo,-lipidu IV 4 lub tylko lipidu IV 4, prowadza do toksycznej indukcji szlakow RpoE i Cpx (Klein
et al., 2009). Mutacje, zmapowane w locus 28’, ktore w podobny sposob powodowatly silng indukcje
szlakow RpoE i Cpx, uprzednio wielokrotnie zidentyfikowalismy w naszym laboratorium. Jednakze
produkty genow, w ktorych wystgpowaly powyzsze mutacje, nie byty zwigzane ani ze znanymi biatkami
systemu translokacji Lpt, ani zbiatkami biosyntezy LPS, ani z peryplazmatycznymi czynnikami
faldowania biatek. Charakterystyka omawianych mutacji wykazata, ze ich locus sktada si¢ z dwoch
genow, ktorych transkrypcja jest regulowana przez podjednostke sigma szoku cieplnego RpoH. Geny te
oznaczono lapA i lapB. Sposrod nich gen lapB okazal si¢ by¢ niezbedny dla wzrostu bakterii
w standardowych warunkach hodowli laboratoryjnej i mégt by¢ usunicty tylko w pozywce minimalne;j
w temperaturze 30°C, ale nie powyzej niej. Takie mutanty AlapB syntetyzowaly nadmierng ilo$¢ LPS,
w ktorej znaczng czg$¢ stanowity formy prekursorowe. Badania biochemiczne dowiodly, ze biatka LapA
i LapB mogg taczy¢ syntezg LPS z jego translokacja, poniewaz wspotoczyszczajg si¢ one z wezesnymi
glikozylotransferazami oraz z kompleksem Lpt, ktorego komponenty przechodza przez wszystkie
przedzialy czeSci  pozacytoplazmatycznej komorki. Na  podstawie niezbitych  dowodow
zaproponowalismy, ze biatko LapB razem z proteaza FtsH reguluje ilos¢ LpxC. W procesie tym LapB
shuzy jako bialko-rusztowanie w btonie wewngtrznej, ktore reguluje zakonczenie biosyntezy LPS przed
jego translokacjg. Co wigcej, biatka LapA 1 LapB wspotoczyszczajg si¢ z LPS. Zgodnie z powyzsza
konkluzja zaobserwowano, ze w mutantach AlapB wiele biosyntetycznych enzyméw specyficznych dla
LPS albo jest nieprawidlowo sfatldowanych albo ulega agregacji, powodujgc jednoczesnie dysfunkcje
systemu Lpt, na co wskazuje zmniejszona ilos¢ LptD w blonie zewngtrzne;.

Niezbedny do zycia gen lapB jest genem szoku cieplnego i ulega ko-transkrypcji z genem lapA - Jak
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pokazano w Klein et al, 2009, znaczace defekty w biosyntezie LPS powodujg indukcje
pozacytoplazmatycznych odpowiedzi stresowych zaleznych od RpoE i Cpx ze znaczacg utratg
wlasciwosci wzrostu. W pracy Klein et al., 2014, rozszerzyliSmy powyzszy temat badawczy, ktorego
gtéwnym celem bylo poznanie czynnikow wymaganych w sktadaniu LPS. Jak wcze$niej wspomniano,
identyfikacja w naszym laboratorium mutacji zmapowanych w locus 28', powodujacych indukcje
odpowiedzi stresowej w peryplazmie i blonie zewngtrznej oraz zaburzenia w przepuszczalnosci btony
zewnetrznej, sugerowata role produktéw genowych z tego locus w sktadaniu LPS lub w translokacji LPS.
Jednakze uprzednio zadna z funkcji nie zostala przypisana powyzszym produktom genowym.
W niniejszej pracy wykazano, ze omawiane mutacje zostaly zmapowane w dwoch genach o nieznanej
funkcji: yciS 1 yciM. Poniewaz pokazalismy, ze produkty tych genéw odgrywaja wazna rolg w sktadaniu
LPS, oznaczyliSmy je jako geny lapA i lapB. Zostato skonstruowanych wiele pochodnych delecyjnych
wspomnianych gendw, a delecje poddano transdukcji w roznych temperaturach do ré6znorodnych, dobrze
scharakteryzowanych, powszechnie uzywanych szczepdéw typu dzikiego w obecno$ci lub przy braku
komplementujacych plazmidow. Analiza powyzszych konstruktow genetycznych wykazata, ze AlapB
i A(lapA lapB) bez supresorow moga by¢ skonstruowane tylko w szczepie BW25113 w pozywce
minimalnej] M9 w temperaturze 30°C, ale nie w temperaturze 37°C lub powyzej niej. Ale nawet
w temperaturze 30°C szczepy AlapB i A(lapA lapB) wykazywaly zaburzenia wzrostu. Mutacje AlapB
i A(lapA lapB) mogly by¢ poddane transdukcji do szczepoéw W3110 i BW20207 tylko w obecnosci
komplementujgcych plazmidow. W przeciwienstwie do tego szczep AlapA moze by¢ skonstruowany we
wszystkich tltach genetycznych z prawidtowag czgstotliwoscia i wykazuje zaburzenia wzrostu tylko
w temperaturze 43°C i powyzej niej. Na podstawie powyzszych wynikow stwierdzono, ze gen lapB jest
niezbedny do zywotnos$ci bakterii w standardowych warunkach hodowli laboratoryjnej, a jego usunigcie
powoduje szereg znaczacych zaburzen wzrostu.

Wczesdniejsze badania w naszym laboratorium wykazaty zwickszong transkrypcje genu lapB
w wysokiej temperaturze (Murata ef al., 2011). Stad w niniejszej pracy za pomocg analizy 5 RACE
badali$my transkrypcyjng regulacje tego genu przy wykorzystaniu RNA uzyskanego z temperatury 30°C
i po krotkim przeniesieniu do temperatury 42°C. Wyniki badan pokazaly, ze transkrypcja gendéw lapA
ilapB jest inicjowana z trzech promotorow oznaczonych P1, P2y i P3. Sposrod nich transkrypcja
z promotora P2y jest specyficznie indukowana w wysokiej temperaturze, a elementy promotorowe -10
1-35 przypominaja sekwencje konsensusowe promotoréw szoku termicznego, regulowanych przez
RpoH. Dwa kolejne promotory, P1 i P2, sa podobne do promotoréw rozpoznawanych przez gtdéwna
podjednostke sigma RpoD. Region -10 promotora P3 posiada rozbudowany element -10 (motyw TGG),
a promotor P1 jest zlokalizowany powyzej genu pgpB. Inicjacja transkrypcji z promotora P1 sugeruje
sprzezenie transkrypcji lapAB z synteza fosfolipidow, jako ze gen pgpB koduje fosfataze
fosfatydyloglicerofosforanowa.

Regulacja gendw lapAB przez szok termiczny zostata dodatkowo potwierdzona przez pomiar
aktywnosci jednokopijnej fuzji promotorowej P2-lacZ oraz przez pomiar poziomu LapA-FLAG i LapB-
FLAG w temperaturze 30°C i po przeniesieniu do temperatury 42°C. Wyniki powyzszych do§wiadczen
pozwolity nam stwierdzi¢, ze transkrypcja genow lapA i lapB posiada przebieg klasycznej indukcji szoku
termicznego, po ktorej nastepuje typowe nagle wygaszanie indukcji. Wzor opisanej indukcji
porownywalny jest z indukcjg dobrze poznanych genéow operonu groESL.

Mutanty AlapB i ArpoH posiadaja zaburzenia w biogenezie LPS - Analiza LPS wykazala, ze
w mutancie AlapB jest wiecej LPS niz w rodzicielskim szczepie dzikim. Obecno$¢ za$ szybciej
migrujacych form LPS odzwierciedla wystgpowanie niedojrzaltych form LPS. Wykorzystanie
spektrometrii masowej do badania LPS otrzymanego ze szczepu typu dzikiego oraz z izogenicznej
pochodnej AlapB hodowanych w permisywnych warunkach wzrostu w temperaturze 30°C w pozywce
M9 i w pozywce 121 ubogiej w fosforan wykazato istotne réznice takie jak (i) duzy wzrost calkowitej
heterogenicznos$ci LPS ze szczepu AlapB. (ii) Nagromadzenie w szczepie AlapB wielu pikow masowych
odpowiadajacych: strukturze LPS sktadajacej si¢ z Kdo,-lipidu A, intermediatom z r6znymi wariantami
skroconego rdzenia i kilku pikom kompletnego LPS. (iii) W widmach LPS ze szczepu AlapB réwniez
obecno$¢ pikéw masowych, odpowiadajacych akumulacji pentaacylowanych pochodnych lipidu A.
Wyniki te wskazuja, ze nawet w warunkach permisywnego wzrostu delecja genu lapB powoduje
zwigkszenie ilosci LPS, ktorego kompozycja pokazuje zaburzenia w biosyntezie lipidu A oraz rdzenia
LPS. Poniewaz wprowadzenic do mutanta AlapB dzikiego typu genu IlapB sklonowanego
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w niskokopijnym plazmidzie pozwalatlo na

Rys. 8. Wspoéloczyszczanie LapA i LapB z biatkami Lpt. przywrocenie kompozycji LPS charaktery-

stycznej dla typu dzikiego, potwierdza to, ze

defektywne zmiany w LPS ze szczepu AlapB sg spowodowane wylacznie brakiem funkcji biatka LapB,
a nie obecnoscig jakichkolwiek ekstragenowych supresorow.

Poniewaz geny lapA i lapB sa ko-transkrybowane, a jeden z ich promotoréw jest regulowany przez

RpoH, réowniez zostal zanalizowany LPS ze szczepow AlapA i ArpoH. LPS ze szczepu AlapA takze
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posiadat kilka pochodnych prekursorow, ale defekty nie byty tak dotkliwe, zgodnie z wystepowaniem
tylko niewielkich zaburzen wzrostu opisywanego mutanta bakteryjnego. Natomiast LPS uzyskany ze
szczepu ArpoH, hodowanego w warunkach permisywnego wzrostu, zawieral kilka pochodnych
prekursorowych, ktére byty roéwniez obecne w LPS ze szczepu AlapB. Wyniki te sg spdjne z faktem, ze
transkrypcja operonu lap jest posredniczona przez RpoH.

Poniewaz LPS ze szczepu AlapB zawieral wiele pentaacylowanych pochodnych, lipid A zostat
rowniez zbadany poprzez analize spektrometria masowg. Analiza ta potwierdzilta, ze wystgpowala
akumulacja pentaacylowanych pochodnych LPS nieobecnych w szczepie dzikim. Co ciekawe, lipid A ze
szczepu AlapB takze posiada nietypowe heksaacylowane formy powstate na skutek zastapienia tancucha
mirystylowego przez tancuch laurylowy.

Bialka LapA i LapB wspoloczyszczaja si¢ z transekstracytoplazmatycznym kompleksem Lpt -
W celu okreslenia funkcji bialek LapA i LapB oraz identyfikacji partnerow oddzialywujacych z nimi,
biatka te zostaly oczyszczone. LapA i LapB wspoloczyszczaja si¢ ze sobg oraz z kilkoma innymi
biatkami. Analiza wspoéloczyszczanych biatek z wykorzystaniem MALDI-TOF ujawnita, ze LapA
wspotoczyszcza si¢ z biatkami: LptE/D, LptBFGC, LptA i DnaK/J (Rys. 8). Podobnie LapB ulegato ko-
elucji z ta samg grupg biatek Lpt oraz z FtsH i WaaC. Oddziatywanie LapA i LapB z biatkami transportu
LPS zostalo dodatkowo potwierdzone w doswiadczeniach, w ktorych LapB i LptC-His-tag byly
wspotindukowane, a nastgpnie poddane oczyszczaniu. Wyniki eksperymentéw pokazaty, ze biatka LptC
i LapB ulegaly ko-clucji, a otrzymane frakcje byly dodatkowo wzbogacone obecnoscig biatek LapA,
LptBFG, Dnal i LptE/D. Jednoczesna elucja LapB i biatek Lpt wykazata, ze LapA i LapB s3 cze¢scia
transekstracytoplazmatycznego kompleksu Lpt. Wspotoczyszczanie z heptozylotransferazg 1 i biatkami
Lpt potwierdza role LapB w sprzezeniu syntezy i translokacji LPS. W procesie tym LapA i LapB moga
stanowi¢ struktur¢ podobng do rusztowania, stuzacg do sktadania LPS. Wspoloczyszczanie FtsH
z biatkiem LapB moze by¢ czg¢scig mechanizmu, ktory kontroluje ilos¢ LpxC.

Oczyszczone bialka LapA i LapB zawieraja LPS - Poniewaz biatka Lap wspoloczyszczajg sig
z biatkami translokacji Lpt i z WaaC, aby otrzymac czyste biatka LapA i LapB oraz w pelni zbadac¢ ich
wlasciwoséci wykorzystano ekspresje kodujacych je gendw z promotora T7 w obecnosci rifampicyny.
Szczegbdlng uwage zwrocono na zbadanie obecnosci LPS w czystych preparatach bialek LapA i LapB.
Tak wigc oczyszczone preparaty bialek LapA i LapB poddano trawieniu proteinazg K, a nastepnie
przeprowadzono rozdzial w zelach SDS-Trycyna. Obecno$¢ LPS zostala ujawniona poprzez metode
barwienia srebrem, ktora potwierdzita, ze czyste preparaty biatek LapA i LapB rzeczywiscie zawierajg
LPS. Powyzsze wyniki potwierdzajg model, wedlug ktorego LapA i LapB stuzg w btonie wewnetrzne;j
jako miejsca dokujgce do sktadania LPS.

Akumulacja LpxC w mutantach A(lapA lapB) - Zostaly wyizolowane i scharakteryzowane
ekstrageniczne mutacje supresorowe delecyjnych szczepow AlapB i A(lapA lapB), ktore umozliwiajg
rozwéj w niepermisywnych warunkach wzrostu. Trzy mutacje supresorowe zostaly zmapowane w genie
IpxC. Dwie sposrod nich posiadaty delecje pojedynczego nukleotydu w elemencie -10 promotora genu
IpxC. Mutacje te obnizaly transkrypcje genu I[pxC. Trzecia mutacja supresorowa byla zmiang
pojedynczego nukleotydu w pozycji 557 (prowadzac do substytucji Ile-186 przez Asn-186) i zostata
oznaczona IpxCI186. LpxC jest niestabilnym bialkiem, ktére bardzo szybko ulega proteolizie przez
konieczna do zycia proteazg FtsH. Z tego tez powodu mutanty fitsH akumuluja duze ilosci biatka LpxC,
co prowadzi do wzrostu ilosci LPS, a przez to toksycznos$ci. Niemniej jednak gen fisH mozna usunaé
w obecnosci mutacji w genie fabZ, takich jak sfhC21, ktére przywracaja roéwnowage migdzy
fosfolipidami a LPS. Poniewaz wzrost ilosci LPS w mutancie A(lapA4 lapB) nasladuje fenotyp mutantow
fisH, zostaly zbadane poziomy ilosci biatka LpxC w izogenicznych mutantach AlapB 1 AftsH przy
pomocy techniki Western blot (Rys. 9). Niniejsza analiza wykazata, Zze mutanty A(lapA lapB)
1 AftsH sfhC21 akumuluja duze ilo$ci biatka LpxC, ktore w przeciwnym razie jest prawie niewykrywalne
w szczepie dzikim (Rys. 9). Zgodnie z izolacja IpxC186 jako mutacja supresorowa, mutant A(lapA4 lapB)
IlpxC186 miat znacznie obnizony poziom LpxC w poréwnaniu zaréwno z mutantem A(lapA lapB), jak
iz AfisH sfhC21. Co wazniejsze, mutanty A(lapA lapB fisH) sfhC21 i A(lapA lapB) fisH' posiadaja
podobnie podwyzszone poziomy LpxC. Stad tez na podstawie powyzszych wynikow ustalono, ze
degradacja LpxC posredniczona przez FtsH wymaga LapB, co wyjasnia genetyczne wymaganie genu
lapB oraz jego niezbgdnos$¢. Zgodnie z toksycznos$cia spowodowang przez podwyzszony poziom LpxC,
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mutacje, ktére zmniejszaja synteze lipidu A,
takie jak IpxD36, [pxD201 i IpxA2, powoduja
niewielka supresje¢ defektow wzrostu mutanta
A(lapA lapB). Dodatkowym potwierdzeniem
powyzszych wynikow byto wykazanie, ze ten
sam allel sfhC21 genu fabZ, ktéry umozliwiat
delecje¢ genu ftsH, moze powodowac supresje
letalnego fenotypu mutanta A(lapA lapB).
Stosownie do wymogu LapB w utrzymywa-
niu réwnowagi miedzy biosyntezg fosfoli-
pidéw i LPS, nadekspresja genu fabZ rowniez
powodowata supresj¢ letalno$ci mutanta
A(lapA lapB) oraz przywrocenie wzrostu w
temperaturze 42°C w pozywce M9.

Mutacje, ktore prowadza do skrocenia
rdzenia LPS lub wutrata bialka Lpp
powoduja supresje defektow wzrostu
mutanta A(lapA lapB) - Mapowanie
dodatkowych mutacji supresorowych, oprocz tych w genie I[pxC, zidentyfikowalo mutacje utraty funkcji
w operonie waaQ/G oraz w genach gmhA, waaC 1 Ipp. GmhA jest wymagane do izomeryzacji D-
sedoheptulozy 7-fosforanowej do D-glicero-D-manno-heptozy 7-fosforanu, za§ gen waaC koduje
heptozylotransferaze 1. Mutacja supresorowa w genie waaC powoduje podstawienie wysoce
zachowawczego ewolucyjnie aminokwasu Thr-187 przez Lys-187. Aminokwas Thr-187 biatka WaaC
jest zlokalizowany w miejscu wigzania cukru-nukleotydu. W strukturze krystalicznej kompleksu WaaC-
ADP B-fosforan oddzialuje z Thr-187, Thr-188 i Lys-192. Analiza spektrometrii masowej LPS z mutanta
AlapB waaCl187 w porownaniu do widma LPS mutanta AwaaC ujawnila szereg roéznic. LPS szczepu
AlapB waaCl187 posiadal intensywne piki masowe, ktore odpowiadaja LApentKdo, 1 LAy, TKdo,
z kilkoma pikami masowymi o roznicy 14 Da, wynikajacej z polimorfizmu tancucha weglowego.
Podobny polimorfizm tancucha weglowego odnotowano réwniez u mutanta A(lapB waaC). A zatem
w szczepie z mutacja supresorowa dochodzi do akumulacji nieparzystych ilosci tancuchow kwasow
thuszczowych, ktéore moga by¢ substratami dla LpxC i LpxD, atym samym przywracaé zywotnosc
mutantom AlapB. Przywrécenie wzrostu obserwowanego w mutancie AlapB waaCl87 czgSciowo mozna
takze wyjasni¢ zmniejszeniem catkowitej ilosci LPS w poréwnaniu do bardzo podwyzszonego poziomu
w mutancie AlapB. Takie samo uzasadnienie sposobu supresji (obnizenie ilosci LPS) mozna odnie$¢ do
czgsSciowego przywrocenia wzrostu mutantdow AlapB na skutek wprowadzenia mutacji w genie gmhA
i w operonie waaQ/G.

Rys. 9. Akumulacja biatka LpxC w mutancie A(lap4 lapB).

Wielokopijna supresja ujawnia, ze komponenty biosyntezy LPS/fosfolipidow wymagaja LapB -
Aby zidentyfikowa¢ w mutancie A(lapA lapB) czynniki ograniczajace, ktore sprawiajg, ze funkcja biatka
LapB jest konieczna do zycia oraz aby pozna¢ makromolekuly oddziatujace z biatkami LapA/B,
wyizolowaliémy wielokopijne supresory, ktore przywracajg wzrost powyzszego mutanta na pozywce LA
w temperaturze 30°C, 37°C lub 42°C. Dzigki temu zidentyfikowalismy geny, ktorych produkty sg
wymagane w biosyntezie fosfolipidow (fabB, fabZ), przypuszczalnie biorg udzial w sktadaniu LPS
(yceK) lub w syntezie LPS (yeaD), w biosyntezie peptydoglikanu (murd, ydhA, yffH), w regulacji
odpowiedzi stresowej w peryplazmie i btonie zewnetrznej (mate nieckodujace sRNA sird, hicA i resF)
i chaperony (dnaK i dnaJ). Nadekspresja produktow powyzszych gendow w réznym stopniu przywraca
wzrost mutantom A(lapA lapB) i AlapB. Sposrod otrzymanych wielokopijnych supresoréw bardziej
szczegdlowo zanalizowali$my role SIrA, FabZ, DnaK/Dnal i YceK.

Nowy, maly niekodujacy RNA sir4 jako wielokopijny supresor - Przeprowadzone subklonowanie
minimalnych fragmentow DNA, ktore powodowaty supresje, doprowadzito do identyfikacji genu cutC
i potozonego powyzej niego 3’ UTR, nie wymagajacego rejonu promotorowego genu cutC. Wyniki te
wskazywatly na obecno$¢ potencjalnego nieckodujgcego regionu w obregbie genu cutC i jego sekwencji
terminatorowej, ktore odpowiadaly za supresj¢ i moglby by¢ niekodujagcym sRNA. Mapowanie koncow
5" 1 3' mRNA pokazato 307 nt, pierwotny transkrypt, ktory ulega przetworzeniu do 80-nt dojrzatego,
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Rys. 10. RpoE-regulowany nowy sRNA s/r4 jako wielokopijny supresor
mutacji A(lapA lapB) i jego rola w modulacji aktywnos$ci RpoE.

niekodujacego RNA, zlokalizowanego w 3’ UTR genu cutC. Powyzsze

nowe SRNA nazwaliSmy slrd (ang. the suppression of lap deficiency).
Miejsce inicjacji transkrypcji ujawnito, ze regiony promotorowe -35 i -10 oraz dlugo$¢ sekwencji miedzy
nimi przypominaja sekwencj¢ konsensusowg promotoréow regulowanych przez podjednostke sigma
RpoE. Regulacja slrA zostata okreslona poprzez konstrukcje jednokopijnej fuzji promotorowej genu sirA4.
Niniejsza fuzja promotorowa ulegata aktywacji w sposob specyficzny dla promotorow regulowanych
przez RpoE, z charakterystycznym wysokim wzrostem ekspresji w mutancie Arse4 (Rys. 10).

Aby pozna¢ funkcje sird sRNA, jego docelowe substraty oraz molekularne podstawy supresji
mutantdw A(lapA lapB) i AlapB, zostat zanalizowany wptyw nadekspresji s/r4 sSRNA na rozne fenotypy.
Tak wiec zbadaliSmy wplyw nadekspresji sirA (i) na poziom biatka LpxC, (ii) na posredniczong przez
RpoE odpowiedz stresowg w peryplazmie i blonie zewnetrznej, ktora jest wyjatkowo podwyzszona
w mutantach A(lapA lapB) oraz (iii) na zmiany w profilu proteomicznym. Immunoblotting catkowitych
ekstraktow komorkowych z nadekspresjg sirA sRNA oraz bez niej ujawnil nieznaczny spadek ilosci
LpxC w temperaturze 30°C i 37°C, co czg$ciowo moze wyjasni¢ zaobserwowang supresje. Rowniez
nadekspresja slrd zmniejszata podwyzszone poziomy cztonkéw regulonu RpoE, a zwlaszcza obnizata
poziom biatka Lpp (Rys. 10). Lpp jest najliczniej wystepujacym bialkiem u E. coli. Poniewaz Lpp
posiada trzy tancuchy kwasoéw thuszczowych, zmniejszenie ilosci Lpp zwigksza ilo§¢ fosfolipidow, ktore
wystepuja w matej iloSci w mutancie A(lapA lapB), a tym samym przywraca roOwnowage pomigdzy LPS
i fosfolipidami. Wyniki te sg zgodne z izolacja w genie I[pp mutacji utraty funkcji, bedacej
ekstragenicznym supresorem. Zahamowanie syntezy Lpp moze by¢ zwigzane z przewidywanym
parowaniem zasad s/r4 RNA i [pp mRNA w regionie wokoét sekwencji AUG i1 Shine-Dalgarno.

Poniewaz uprzednio zostalo pokazane, ze mutacje w genie Ipp powoduja supresje fenotypu
temperaturowrazliwosci mutantow degP, skonstruowaliSmy szczep z konstytutywnie podwyzszong
ekspresjg sird w celu sprawdzenia, czy zwigkszona synteza SlrA moze prowadzi¢ do supresji fenotypu
temperaturowrazliwo$ci mutanta AdegP. Zgodnie z naszymi przewidywaniami konstrukt sir4“ AdegP
nie mial fenotypu temperaturowrazliwosci w temperaturze 42°C, jaki posiada mutant AdegP.
Reasumujac, zmniejszenie ilosci biatek LpxC i Lpp oraz obnizenie poziomu podwyzszonej odpowiedzi
stresowej wyjasnia identyfikacje slir4 sRNA jako wielokopijnego supresora mutanta A(lapA lapB).

Synergistyczny efekt mutacji A(lapA lapB) oraz mutacji A(dnaK dnaJ) i mutacji w nowym,
potencjalnym czynniku skladania LPS - Poniewaz biatka DnaK i Dnal wspotoczyszczaja sie z LapA
i LapB, a tagodna nadekspresja produktéw operonu drnaKJ lub genu yceK powoduje czesciowa supresje
defektow wzrostu mutanta A(lapA lapB), ich rola zostata dokladnie zbadana. Tak wigc zostaty
skonstruowane delecje genow (dnaK dnaJ) i yceK, ktore nastepnie potaczono z mutacja A(lapA lapB),
w temperaturze 30°C w pozywce M9, a z otrzymanych mutantéw wyizolowano i zanalizowano LPS. LPS
z mutanta A(dnaK dnaJ) przypominat LPS ze szczepu typu dzikiego. Natomiast LPS z mutantow A(lapA
lapB dnaK dnal) 1 A(lapA lapB yceK) posiadal intensywne, pentaacylowane piki masowe,
a w porownaniu z mutantem A(lapA lapB) wykazywal nawet bardziej znaczace zaburzenia w biogenezie
LPS, przejawiajace si¢ ogromng akumulacja prekursorow LPS. Lipid A ze szczepu A(lapA lapB dnakK
dnaJ) byl nietypowo heksaacylowany z dwoma tancuchami laurylowymi, przy nieobecnosci tancucha
mirystylowego, podobnie jak w szczepie rodzicielskim A(lapA lapB). Zgodnie z synergistyczng rola
molekularnych chaperonéw DnaK/Dnal, fagodna nadekspresja z odpowiadajacych im genow czesciowo
zmniejszata akumulacje pikow masowych odpowiadajacych prekursorom LPS. Poniewaz DnaK i Dnal sg
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gtéwnymi molekularnymi chaperonami cytoplazmy, jest prawdopodobnym, ze faldowanie niektorych
LPS-specyficznych enzymow jest posredniczone przez chaperony. Brak poprawnie sfaldowanych
enzymow w miejscu skladania LPS, gdzie bialkka LapA 1 LapB funkcjonuja razem
z wewnatrzmembranowym kompleksem Lpt, moze by¢ czynnikiem ograniczajagcym. Thimaczy to
czegSciowa supresje zachodzaca na skutek nadekspresji produktow gendw drnaK i dnaJ. Jest réwniez
prawdopodobne, ze produkt genu yceK uczestniczy w koncowym wstawianiu LPS do btony zewngtrznej,
albowiem zaklada sig¢, ze YceK wspoéldziata z systemem Lpt. Wyniki te ponownie wskazuja na role
LapA/B w prawidlowym funkcjonowaniu maszynerii Lpt.

Agregacja mirystylotransferazy i wczesnych glikozylotransferaz w mutantach A(lapA lapB) -
Akumulacja wczesnych produktéw posrednich oraz obecno$¢ pentaacylowanego lipidu A w LPS
z mutantow A(lapA lapB) 1 AlapB moze zachodzi¢ na skutek tego, ze LapB jest wymagane w syntezie,
faldowaniu, lokalizacji lub jest potrzebne do aktywnos$ci odpowiednich enzymoéow. Tak wigc poziom
specyficznych enzymow byt monitorowany przy wykorzystaniu epitopow FLAG-tag przytaczonych do
ich C-konca w mutancie A(lapA lapB) albo rosnagcym w temperaturze 30°C w pozywce M9 albo po
przeniesieniu do niepermisywnych warunkow wzrostu. Catkowite ekstrakty komoérkowe poddano
frakcjonowaniu i1 analizowano pod wzglgdem ich sklonnosci do agregacji. Zgodnie z akumulacja
pentaacylowanego LPS w mutantach A(lapA lapB), ilo$¢ biatka LpxM bylta obnizona nawet
w permisywnych warunkach wzrostu, LpxM migrowato w nieprawidlowy sposdéb, bylo podatne na
agregacj¢ 1 poddawane proteolizie, co szczegdlnie uwidocznialo si¢ w niepermisywnych warunkach
wzrostu. Analogicznie enzymy WaaC i WaaO ulegaly agregacji w mutancie A(lapA lapB) po
przeniesieniu do niepermisywnych warunkéw wzrostu. Powyzsze agregacje oraz proponowana funkcja
LapB jako rusztowania dla LPS-specyficznych enzymoéw koreluja z unikalnym wymogiem
poszczegblnych glikozylotransferaz w integralnoséci peryplazmy i blony zewngtrznej komorki.

Dysfunkcja systemu Lpt oraz niezbednos$¢ bialka SurA w mutancie A(lapA lapB) - Poniewaz LapA
i LapB wspoéloczyszczaja si¢ z bialkami Lpt, spodziewaliSmy si¢ synergistycznego efektu w szczepie
A(lapA  lapB), kiedy jest uszkodzenie systemu Lpt. Faldowanie biatka LptD wymaga
peryplazmatycznego katalizatora faldowania SurA, a allele genu /ptD o cz¢éciowej utracie funkcji
wykazywaly zaburzenia przepuszczalnosci. W zwigzku z tym mutacja A(lapA lapB) zostalta
wprowadzona w permisywnych warunkach wzrostu do szczepu typu dzikiego oraz do szczepu niosgcego
mutacj¢ w genie [ptD, oznaczong jako imp4213, w obecnosci lub przy braku plazmidu posiadajgcego
geny lapA lapB typu dzikiego. Co ciekawe, przy braku gendw lapA i lapB nie mogly by¢ skonstruowane
zywotne transduktanty w tle genetycznym z mutacjg imp4213. Podobnie szczep A(lapA lapB surA) moze
by¢ skonstruowany tylko wtedy, gdy albo SurA albo LapB zostato dostarczone w trans z plazmidu. Aby
glebiej poznac role biatek LapA i LapB, zanalizowali$my ilo$¢ biatka LptD-FLAG. Analiza ta wykazata,
ze w mutancie A(lapA lapB) w niepermisywnej temperaturze wystepuje 4-5-krotna redukcja ilo$ci LptD
we frakcji blony zewnetrznej. Wyniki te pokazuja, ze pod nieobecnosé biatek LapA/B funkcja bialka
LptD jest zaburzona i stad wymog SurA w utrzymaniu zywotnoSci szczepu A(lapA lapB).
Podsumowujac, wyniki te potwierdzaja model, wedtug ktérego biatka LapA/B funkcjonuja wspdlnie
z biatkami Lpt w posredniczeniu sktadania LPS.

Konstytutywna indukcja szlaku odpowiedzi na stres w peryplazmie i blonie zewnetrznej oraz
szlaku zaleznego od RpoH - Ze wzgledu na to, ze poczatkowy screening, ktory zidentyfikowal geny
lapA 1 lapB, byt oparty na podwyzszonej odpowiedzi stresowej w peryplazmie i btonie zewngtrznej,
zanalizowali$my ilo§ciowo poprzednie wyniki. Badanie aktywnosci RpoE-zaleznych promotoréw
w mutancie A(lapA lapB) wykazato od 4-krotnej do 9-krotnej indukcji nawet w permisywnych
warunkach wzrostu w temperaturze 30°C. Aktywno$¢ promotora cpxP, zaleznego od Cpx, byla takze 3-
krotnie podwyzszona. Wyniki te zostaly dodatkowo wzbogacone poprzez analiz¢ poziomu proteazy
DegP, ktora jest pod wspdlng kontrolg szlakéw RpoE 1 Cpx. W mutancie A(lapA lapB) ilo$¢ biatka DegP
byla podwyzszona w permisywnej temperaturze, a po przeniesieniu do wyzszej temperatury nastgpowat
dalszy wzrost jego ilosci. Tak wiec mozemy wnioskowaé, ze mutanty A(lapA lapB) 1 AlapB
charakteryzuja si¢ konstytutywna, wysoka ekspresjg gtownych regulondéw stresu w peryplazmie i blonie
zewngtrznej (RpoE 1 Cpx), zgodnie ze swoja pierwotng identyfikacjg oraz powaznymi zaburzeniami
w skladaniu i w biosyntezie LPS.

RpoH wyczuwa niepoprawne sfaldowania biatek wystgpujacych w cytoplazmie i w blonie
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wewnetrznej oraz odpowiada na nie indukcjg odpowiedzi szoku cieplnego. Poniewaz w mutancie A(lapA
lapB) wiele enzymow biosyntezy LPS ulega albo agregacji albo niepoprawnemu sfatdowaniu, a delecja
gendow szoku termicznego dnak i dnaJ prowadzi do synergistycznych zaburzen w LPS, zostat zbadany
wplyw RpoH-zaleznej odpowiedzi szoku termicznego. Stwierdzono podwyzszony poziom biatka DnaK
w mutancie A(lapA lapB) nawet w permisywnych warunkach wzrostu. Po przeniesieniu do wyzszych
temperatur ilos¢ DnaK ulegata dalszemu podwyzszeniu. Jesli funkcja LapB jest bycie rusztowaniem dla
enzymoOw biosyntezy LPS, w mutantach /apB enzymy te nie sg prawidlowo umieszczane w miejscu
syntezy LPS w cytoplazmie i w btonie wewng¢trznej. To z kolei moze wywolaé¢ RpoH-zalezng indukcje
szoku termicznego.

Identyfikacja kluczowych reszt aminokwasowych bialka LapB oraz zachowawczo$¢ ewolucyjna

LapA i LapB - Modelowanie LapB wykazato, ze posiada ono strukturalne podobienstwo do

eukariotycznej transferazy GlcNAc majacej N-koncowa domen¢ TPR, do eukariotycznej podjednostki

APC/C z Cdc/Cut9, do biatka MamA wymaganego do sktadania magnetosomu oraz do wielu innych

biatek posiadajacych powtorzenia TPR (Rys.

11). Obecno$¢ powtdrzen TPR sugeruje, ze

LapB moze by¢ =zaangazowane W po-

sredniczeniu oddziatywan biatko-biatko. Czeg$¢

C-koncowa bialka LapB posiada domeng

rubredoksynopodobng (RYCQKCGXXWHC-

PSCXP). Motyw ten jest réwniez wysoce

zachowawczy ewolucyjnie wsrod homologow

LapB. W celu identyfikacji reszt kluczowych

dla funkcji LapB zostala przeprowadzona

podatna na bledy mutageneza.

Zidentyfikowane reszty byly zlokalizowane

migdzy innymi w domenie rubredoksy-

nopodobnej (Rys. 11), co wskazuje na jej

istotng role w funkcjonowaniu biatka LapB.

Tym samym mutacje Cys-371Arg, Ser-378Pro

i Pro-372Leu powodowaty, ze LapB stawalo

Rys. 11. Modelowanie biatka LapB z E. coli. si¢ niefunkcjonalne. Ponadto mutacja Cys-371Arg

nadawata dominujgco negatywny fenotyp, co sugeruje, ze

LapB moze by¢ biatkiem multimerycznym. Domena C-koncowa biatka LapB (aminokwasy 61-89)

posiada przewidywalne sfaldowanie, przypominajace region tgcznika LPH w C-koncowej domenie

LpxD. Struktura krystaliczna LpxD wskazuje, Zze omawiana petla lacznika jest zlokalizowana

w sasiedztwie reszt miejsca aktywnego. Zgodnie z naszymi wynikami badan, LapB funkcjonuje

w podobny sposob, jak inne biatka posiadajace TPR, a zatem moze stuzy¢ jako miejsce dokowania dla
sktadania LPS w blonie wewnetrzne;.

Podsumowanie, wnioski i znaczenie otrzymanych wynikéw opisanych w pracy Klein et al., 2014 -
Skoordynowane sktadanie LPS jest decydujacym krokiem w jego kierowaniu do blony zewngtrzne;.
Jednakze mechanizm sprzezenia syntezy LPS i jego translokacji pozostawat nieznany. W celu poznania
zalezno$ci powyzszych procesoOw, zostaly wyizolowane mutacje, ktére wplywaja negatywnie na
biogenezg i sktadanie LPS. Mutacje te zidentyfikowaty dwa nowe geny, kodujace biatka szoku cieplnego,
ktére sa wymagane w skladaniu LPS u E. coli. Biatka te zostaly oznaczone jako LapA i LapB (ang.
lipopolysaccharide assembly protein A and B). Mutanty lapB zidentyfikowano na podstawie
kontrolowanej przez podjednostke sigma RpoE podwyzszonej, konstytutywnej odpowiedzi na stres
w peryplazmie i blonie zewnetrznej. Szlaki, reagujace na stres w peryplazmie i blonie zewnetrzne;j,
kontrolujg kluczowe etapy w biogenezie LPS oraz odpowiadaja na zaburzenia w sktadaniu LPS.
Stwierdzono, ze gen lapB ma istotne znaczenie dla zywotnosci bakterii w standardowych warunkach
wzrostu laboratoryjnego. Wolne od supresoréw mutanty AlapB moga by¢ uzyskane tylko na podtozu
minimalnym w temperaturze 30°C w wielu, ale nie we wszystkich tltach genetycznych. Wykazano, ze gen
lapB jest ko-transkrybowany z genem lapA, a ich transkrypcja jest kierowana z trzech promotorow,
z ktorych jeden (P2) jest regulowany przez szok cieplny. W celu poznania molekularnych podstaw
niezbednos$ci biatka LapB oraz przyczyn pozacytoplazmatycznej odpowiedzi stresowej, zostala
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zanalizowana kompozycja LPS z roéznych mutantéw. Ponadto zostaly wyizolowane wielokopijne
i ekstrageniczne supresory. Oczyszczono rowniez biatka LapA i LapB.

Bazujac na analizach biochemicznych biatek Lap, charakterystyce LPS z mutanta A(lapA lapB)
i genetycznej analizie roznych supresorow, mozna stwierdzi¢, ze wyniki z powyzszych badan wskazuja
na centralng role biatka LapB w sprzeganiu syntezy i translokacji LPS. Biatko LapB bierze udzial
w szlaku sktadania lipidu A poprzez regulowanie ilosci LpxC oraz albo w dostarczaniu albo
w utrzymywaniu fatdowanej kompetencji wczesnych glikozylotransferaz. Ta kluczowa rola jest zgodna
z niezbednos$cia LapB oraz z obecno$cia w LapB modutéw takich jak TPR, ktére moga posredniczy¢
w oddzialywaniach biatko-biatko, a takze stuzg jako rusztowanie dla LPS i dla LPS-specyficznych
enzymow. W zwigzku z powyzszym, w mutantach AlapB i A(lapA lapB) byta podwyzszona ilo§¢ LPS,
charakteryzujaca si¢ obecno$cig duzej ilosci form o skroconym rdzeniu, z ktorych niektore byly
pentaacylowane i wykazywaly polimorfizm tancucha weglowego. Ponadto w mutancie A(lapA lapB) byt
bardzo podwyzszony poziom biatka LpxC, bedacego enzymem, ktoéry katalizuje pierwszy nieodwracalny
etap syntezy lipidu A.

Oczyszczanie LapA i LapB dostarczylo bardzo waznych wskazoéwek, dotyczacych ich funkcji
w oddziatywaniu z biatkami Lpt, ktore posredniczg w translokacji LPS. W doswiadczeniach typu ,,pull-
down” LapA i1 LapB wspotoczyszczaty si¢ z LPS, biatkami Lpt, proteazg FtsH oraz molekularnymi
chaperonami DnaK i Dnal. Specyficzne oddzialywanie zaobserwowano réwniez pomigdzy WaaC
i LapB. Zgodnie z zaburzeniami w biogenezie LPS oraz z oddzialywaniem LapA i LapB z biatkami Lpt,
czeSciowo funkcjonalny allel IptD4213 powoduje letalnos¢ w szczepie A(lapA lapB). Ponadto okazato
si¢, ze w mutancie A(lapA lapB) w niepermisywnych warunkach wzrostu ilo§¢ LptD w blonie
zewngtrznej zostala 4-5-krotnie zmniejszona. Wyniki te moga wyjasni¢ syntetyczng letalnos$¢ A(lapA
lapB surA), poniewaz SurA jest wymagane do faldowania LptD. Wspdtoczyszczanie LapB i WaaC
sugeruje, ze biatko LapB moze taczy¢ synteze LPS z translokacja LPS. Jakkolwiek wydaje sig, ze biatka
LapA i LapB w powyzszym szlaku moga funkcjonowac¢ w potaczeniu z kilkoma biatkami opiekunczymi.
Konkluzja ta jest oparta na zaobserwowanym wspotoczyszczaniu LapA 1 LapB z DnaK i Dnal oraz na
czgSciowej supresji wzrostu, a takze zaburzen w LPS na skutek nadekspresji wymienionych
molekularnych chaperonow.

Mutant A(lapA lapB) akumulowal ekstrageniczne supresory, ktore zostalty zmapowane w genie lpxC,
waaC, gmhA, w operonie waaQ (biosynteza LPS) oraz w genie /pp (koduje lipoproteing Brauna).
Zwigkszona synteza FabZ (3-R-hydroksymyristoyl dehydrataza ACP), slrA (nowy, regulowany przez
RpoE, niekodujacy sRNA), lipoproteiny YceK, toksyny HicA lub MurA (UDP-N-acetyloglukozamino 1-
karboksywinylotransferaza) powoduje supresje niektorych zaburzen, wystepujacych w mutancie A(lapA
lapB). Analiza powyzszych supresorow pokazata, ze czynniki, ktore powoduja obnizenie ilosci LPS,
przywracajg roéwnowage pomiedzy komponentami peryplazmy i blony zewngtrznej takimi jak
fosfolipidy, LPS i peptydoglikan Iub hamuja toksycznie podwyzszony poziom odpowiedzi regulowanej
przez RpoE, mogg obejs¢ letalno§¢ mutantéw A(lapA lapB) i AlapB.

Mutant A(lapA lapB) gromadzit duze ilosci LpxC. LpxC katalizuje pierwszy nicodwracalny etap
w syntezie lipidu A. Jest to niestabilne biatko, ktérego degradacja regulowana jest przez FtsH. LpxC
i FabZ znane sg jako kluczowe czynniki w zrownowazonej syntezie lipidu A i fosfolipidow (Rys. 12). To
wlasnie podwyzszony poziom bialka LpxC moze by¢ jednym z powodow niezbednosci LapB. Zgodnie
z powyzszym, FtsH i LapB wspodtoczyszczajg si¢, a mutacje supresorowe, ktore przywracajg wzrost
mutantom AlapB, zostaly zmapowane albo w genie /pxC albo w genach, ktore zmniejszaja akumulacje
LpxC lub biosyntezg¢ LPS. Dwie mutacje supresorowe zmapowane w genie /pxC obnizyly podwyzszony
poziom LpxC. Co cieckawe, mutacja supresorowa sfhC2] zdefiniowanej mutacji fisH roéwniez
powodowata supresje defektow wzrostu mutantow A(lapA lapB). W roéwnej mierze nadprodukcja
nowego, niekodujacego sRNA s/r4, zidentyfikowanego w niniejszej pracy jako wielokopijny supresor,
roéwniez powodowata nieznaczny spadek nagromadzenia LpxC.

To z kolei moze przywroci¢é rownowage pomigdzy LPS a fosfolipidami, ktérego zaburzenie
wynikato ze wzrostu ilosci LpxC, zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami o supresorach mutacji fisH
zmapowanymi w genie fabZ. Niniejsza praca wykazata, ze istnieje wbudowany mechanizm, ktory
pomaga w utrzymaniu rownowagi w poziomach LapAB-zaleznej syntezy LPS oraz fosfolipidow, gdyz
jeden z promotoréw gendw lapAB jest zlokalizowany przed genem pgpB. Poniewaz w mutantach A(lapA

36



Regulowane zmiany strukturalne i sktadanie lipopolisacharydow

Gracjana Klein-Raina Zalacznik 2a

lapB) 1 AlapB ma miejsce nie-
zrownowazona synteza LPS oraz
innych komponentéw peryplaz-
my i btony zewnetrznej komorki,
nadekspresja  produktu  genu
murd pozwala na wzrost powyz-
szych mutantow w warunkach
niepermisywnych. MurA i LpxA
wykorzystuja UDP-GIcNAc jako
wspolny substrat. Wyjasnia to
wyizolowanie genu murd jako
wielokopijnego supresora. Nad-
produkcja MurA moze przesungc
rownowage w kierunku biosyn-
tezy peptydoglikanu, a tym
samym zapobiec toksycznemu
nagromadzeniu si¢ LPS.

Akumulacja  prekurso-
row LPS powoduje, ze albo
rozne glikozylotransferazy sa
limitowane przy braku LapB
albo LapB jest potrzebne do
rekrutacji powyzszych glikozylo-
transferaz do miejsc
sktadania LPS. Jest to
spojne z zaobserwowanym wspoétoczyszczaniem si¢ WaaC i LapB. Zgodnie z powyzszymi argumentami
kilka kluczowych wczesnych glikozylotransferaz jest podatnych na agregacje w niepermisywnych
warunkach wzrostu. W LPS z mutantéw A(lapA lapB) i AlapB nastepuje akumulacja znacznych ilosci
form lipidu A, ktére sa albo pentaacylowane albo posiadajag dodatkowy drugorzedowy tancuch
laurylowy, zastepujacy lancuch mirystylowy. Mozna to thumaczy¢ tym, ze w mutancie A(lapA lapB)
dochodzi do zwigkszonej proteolizy i do redukcji calkowitej iloSci biatka LpxM. Innym wytlumaczeniem
moze by¢ to, ze LpxM nie jest dostarczany do miejsca sktadania LPS, gdzie LapB funkcjonuje jako
rusztowanie do sktadania LPS.

Rys. 12. Zaproponowany model funkcjonowania biatek LapA i LapB w sktadaniu LPS.

Dodatkowym nowym odkryciem, opisanym w niniejszej pracy, jest identyfikacja SlrA sRNA jako
wielokopijnego supresora delecji gendw lapA 1 lapB. Zostalo pokazane, ze powyzszy sRNA jest
wytwarzany poprzez przetwarzanie pierwotnego transkryptu zlokalizowanego wewnatrz genu cutC,
a dojrzate 80-nt slrd znajduje si¢ w obrebie 3' UTR cutC mRNA. Indukcja SIrA redukuje synteze Lpp,
atakze obniza podwyzszony poziom indukcji RpoE. Mureinowa lipoproteina Lpp jest numerycznie
najliczniejszym biatkiem E. coli i posiada trzy tancuchy kwasow tlhuszczowych. Tym samym brak Lpp
lub zmniejszenie jego ilosci moze prowadzi¢ do zwigkszonej dostepnosci kwasow thuszczowych i do
przywrocenia rownowagi migdzy fosfolipidami i LPS w mutantach A(lapA lapB). Powyzsze stwierdzenie
dostarcza racjonalnego wyjasnienia faktu izolacji mutacji supresorowej jako mutacji utraty funkcji
w genie Ipp oraz wielokopijnej supresji przez nadprodukcje sir4 sSRNA.

LapB posiada szes¢ tetratrikopeptydowych powtorzen, a na C-koncu domeng rubredoksynowa, ktora
jest kluczowa dla aktywnosci biatka. Wyniki opisane w niniejszej pracy wskazuja, ze LapB, zgodnie z
jego niezbedno$cia, koordynuje faldowanie biatek, uczestniczacych w syntezie LPS w blonie
wewnetrznej 1 reguluje proteolize¢ LpxC, zapewniajac w ten sposdb zréwnowazong biosynteze LPS
1 fosfolipidoéw.

VI. Wiele czynnikéw transkrypcyjnych reguluje transkrypcje genu rpoE u Escherichia coli
w roznych warunkach wzrostu i gdy jest zaburzona biosynteza lipopolisacharydéw

Wprowadzenie
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Wraz z odkryciem w latach 90-tych ubieglego wieku u szeregu bakterii nowej klasy bakteryjnych
czynnikéw sigma, zdefiniowanych jako czynniki sigma o pozacytoplazmatycznej funkcji (ang.
extracytoplasmic function, ECF), stalo si¢ jasne, ze istniejg specyficzne czynniki sigma, ktore kontroluja
transkrypcje genoéw, petnigcych istotne role w czesci pozacytoplazmatycznej komorki. U bakterii £. coli
gen rpoE, kodujacy alternatywny drugi czynnik sigma szoku termicznego, zostal zidentyfikowany
w 1995 roku, a jego produkt zaliczony do rodziny ECF czynnikéw sigma. W pdzniejszych badaniach
wykazano, ze ekspresja genu rpoE u E. coli jest regulowana na poziomie transkrypcyjnym, jaki i na
poziomie post-transkrypcyjnym. Zaobserwowano, ze na poziomie transkrypcyjnym ekspresja genu rpoE
jest regulowana z dwoch promotoréw, z ktorych jeden jest rozpoznawany przez Ec® (pozytywna
autoregulacja) i odpowiada na zmiany w poziomie bialek btony zewnetrznej oraz jest indukowany przez
wzrost temperatury. Natomiast transkrypcyjna regulacja dystalnie potozonego promotora nie zostata
dotychczas wyjasniona.
Aktywnos$é transkrypcyjna
rpoE byla takze indukowana
przez zaburzenia w biosyntezie
LPS, jednak molekularne
podstawy rozpoznawania za-
burzen w LPS pozostawaly
niewyjasnione. Na poziomie
post-transkrypcyjnym to czyn-
nik anty-sigma RseA 1 jego
wspotregulator RseB kontroluja ekspresjc RpoE. Co
cickawe, geny kodujace RseA 1 RseB ulegaja ko-
transkrypcji razem z genem rpoE. W sklad powyzszego operonu wchodzi jeszcze czwarty gen rseC.
RseA jest matym, zakotwiczonym w blonie wewnetrznej bialkiem, ktore jednokrotnie przechodzi przez
btong. Jego cytoplazmatyczna domena N-terminalna fizycznie oddziatuje z RpoE wigzac je, co ogranicza
oddziatywanie RpoE z rdzeniem polimerazy RNA w warunkach niestresowych. Peryplazmatyczna
domena RseA oddziatuje z RseB, umozliwiajac w ten sposob tworzenie si¢ trzyczgsciowego kompleksu.
Negatywne oddziatywanie RseA na RpoE ustepuje na skutek odpowiedzi na brak rownowagi w iloSci
biatek blony zewnetrznej. Jest ono spowodowane silnie regulowang degradacjg RseA przez kaskade
proteaz, powodujgc uwolnienie RpoE do cytoplazmy, a tym samym pozwalajac na oddziatywanie RpoE
z rdzeniem polimerazy RNA w celu inicjacji transkrypcji genow nalezacych do regulonu RpoE.

Rys. 13. Transkripcyjna regulacja genu rpokE.

Odkrycie w 2001 roku cztonkoéw regulonu RpoE (Dartigalongue ef al., 2001) oraz kolejne badania
dostarczyty dodatkowych, znaczacych spostrzezen odnosnie funkcji RpoE (Noor ef al., 2009, Klein ef al.,
2009, Klein et al., 2011, Klein ef al., 2014). Okazalo si¢, ze Ec" transkrybuje ponad 50 genéw, ktore
koduja funkcje zwigzane z dojrzewaniem bialek blony zewnetrznej, biogeneza LPS, transportem LPS
oraz ktorych produkty uczestnicza w faldowaniu biatek w peryplazmie. Zgodnie z funkcja RpoE
wymagang w sktadaniu LPS, wyniki zaprezentowane w cyklu publikacji przedstawionych w powyzszych
rozdzialach pokazaly, ze RpoE bardziej specyficznie reaguje na zaburzenia w biogenezie LPS,
w transporcie LPS oraz na brak rownowagi w ilo§ci LPS wzgledem fosfolipidéw. Tak wigc w szczepach
E. coli syntetyzujacych LPS, ktory sktada sie tylko z Kdop-lipid IV, Iub tylko z lipidu IV,
zaobserwowano niespotykang, hiperpodwyzszong aktywno$¢ RpoE. Podobnie brak zasadniczego
czynnika sktadania LPS LapB, ktory prowadzi do akumulacji prekursoréw LPS oraz do nadmiernej
syntezy LPS kosztem fosfolipidow, rowniez bardzo silnie indukuje aktywnos¢ RpoE na poziomie
transkrypcyjnej indukcji genu rpoE. Co ciekawe, indukcja RpoE w szczepach E. coli z nienaruszong
maszyneriag biosyntezy LPS prowadzi do wielu ogoélnych zmian w kompozycji LPS, atakze do
niestechiometrycznych zmian w lipidzie A oraz w rdzeniu wewnetrznym LPS. Najbardziej widocznie
przejawia si¢ to w szczepie Arsed z konstytutywnag indukcjg genu rpoFE, ktory posiada prawie wylacznie
glikoformy LPS z trzecim Kdo i z Rha w rdzeniu wewngtrznym, z jednoczesnym skroceniem rdzenia
zewngtrznego o terminalny disacharyd. Ta hiperindukcja RpoE powoduje réwniez dotaczenie P-EtN do
drugiego Kdo kosztem modyfikacji lipidu A przez P-EtN. A zatem RpoE nie tylko reguluje sktadanie
i transport LPS, ale réwniez odpowiada na zaburzenia w biogenezie LPS. Poniewaz transkrypcyjna
regulacja genu rpoFE nie zostata w petni poznana, w niniejszej pracy aspekt ten byt przedmiotem badan,
w ktorych wykorzystano roznorodne narzedzia genetyczne i biochemiczne. Tak wigc zostato
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skonstruowanych wiele jednokopijnych transkrypcyjnych fuzji, obejmujacych region promotorowy genu
rpoE z wyjatkiem promotora kontrolowanego przez Ec'. Uzyskane fuzje promotorowe zostaly
zanalizowane pod katem specyficznych sygnatow, ktore aktywuja lub hamujg transkrypcje z powyzszych
promotorow. Cel ten zostal osiagniety przez badanie warunkow wzrostu, ktore indukuja transkrypcje
genu rpoE oraz identyfikacje czynnikow, dziatajacych w trams, ktore pozytywnie lub negatywnie
regulujg transkrypcje powyzszego genu. Ponadto konce 5’ rpoE mRNA zostaty zmapowane za pomoca
czulej metody, wykorzystujacej analiz¢ RACE. Dzigki wszystkim powyzszym metodom badawczym
zostato zidentyfikowanych pie¢ nowych promotoréw, z ktorych kazdy reaguje na inne sygnaty. Sposrod
nich transkrypcja z promotora P2, P3 i P4 jest unikatowo regulowana przez RpoN, RpoD i RpoS (Rys.
13). A bardziej szczegélowo, zostalo pokazane, ze promotor rpoEP3 odpowiada na zaburzenia w
biogenezie LPS.

Zaburzenia w biogenezie LPS oraz sygnaly regulujgce RpoS, RpoN i CRP zmieniaja aktywnos¢
transkrypcyjna genu rpoE - Poniewaz nie jest znana regulacja regionu promotorowego genu rpokFE,
polozonego dystalnie wzgledem promotora transkrybowanego przez Ec®, zostala skonstruowana
jednokopijna fuzja promotorowa do genu lacZ, ktéora obejmowata region 529 pz powyzej
autoregulowanego promotora. Dla utatwienia fuzje taka nazwano rpoEP-lacZ. Niosacy ja szczep postuzyt
do przeprowadzenia nasyconej, losowej mutagenezy transpozonowej oraz do wprowadzenia biblioteki
Keio posiadajacej zdefiniowane delecje genow, niebedacych genami koniecznymi do zycia. Mapowanie
i sekwencjonowanie mutacji nadajacych fenotyp podwyzszenia aktywnos$ci Lac wykazaty, ze wickszo$¢
z nich byla mutacjami insercyjnymi lub delecyjnymi w genach biosyntezy LPS/genach regulatorowych
LPS (waaC, waaF, rfaH, waaG, waaP) oraz kilka w innych loci. Kolejne mutacje, nadajace fenotyp
podwyzszonej aktywnosci Lac, zostaly zmapowane w genach rssB, arcA, arcB iecfL. Mapowanie
mutacji, nadajacych fenotyp obnizonej aktywnosci Lac, zidentyfikowato geny ntrC, ginA, rpoS, crp i cya
wskazujac, ze ich produkty moga odgrywac role pozytywnych regulatorow.

W  komplementarnej strategii molekularnej, biblioteki calkowitych genomoéw sklonowane
w wektorze o $redniej ilo$ci kopi zostaly zastosowane w celu identyfikacji klonow, ktéore wykazujg
fenotyp podwyzszonej lub obnizonej aktywnosci Lac. Powyzsza strategia wielokopijna zidentyfikowata
gen gseG oraz kilka genow kodujacych lipoproteiny, ktére po nadekspresji podwyzszaja aktywnosc
rpoEP-lacZ. Ponadto subklonowanie DNA zidentyfikowato nowy, niekodujacy sRNA zlokalizowany
migedzy ORF waaQ 1 waad, ktéorego nadekspresja rowniez indukowata aktywnos$¢ rpoEP-lacZ.
Szczegbdlowa analiza wykazata, ze powyzszy sRNA powstaje poprzez przetwarzanie 5 UTR waaQ
mRNA. Dodatkowo nadekspresja genu pcnB, kodujacego poli(A) polimerazg 1 (PAP I) (Santos et al.,
2006), rowniez zwigkszala aktywnos$¢ rpoEP-lacZ. Sposrdéd gendw, ktorych indukcja powodowata
represj¢ aktywnosci rpoEP-lacZ, gen fliZ zostal zidentyfikowany jako ten, ktorego produkt mogt dziatac
jako negatywny regulator.

Ilosciowe okreslenie aktywnos$ci f-galaktozydazy w rdznych warunkach wzrostu w szczepach
niosacych fuzje rpoEP-lacZ wykazatlo, ze fuzja ta jest indukowana w stacjonarnej fazie wzrostu,
w wyniku ekspozycji na wysoka osmolarno$¢, w warunkach ograniczonej ilo$ci azotu, ekspozycji na
kationowy przeciwdrobnoustrojowy peptyd polimyksyne B, NH4VO; natomiast ulega represji
w pozywce wzbogaconej w glukoze (represja kataboliczna). Dodanie NH4VOj; indukuje modyfikacje
lipidu A (Zhou et al., 1999, Tam and Missiakas, 2005) oraz PhoB/R-zalezng inkorporacj¢ do rdzenia
wewnetrznego LPS GIcUA przez WaaH. Wyniki te wskazuja, ze transkrypcja dystalnego region
promotorowego genu rpoE odpowiada na rozne sygnaly wytwarzane przez zaburzenia w biogenezie LPS,
nadprodukcje niektorych lipoprotein, aktywatory RpoN oraz czynniki, ktére wptywaja na
stabilno$¢/aktywnos¢ RpoS. Powyzsze roznorodne sygnaty moga byé wykrywane przez wiele szlakow.
Wymaga to rekrutacji réznych czynnikdw sigma, systeméw dwuskladnikowych, a tym samym
potencjalnej obecnosci wielu promotorow. Dalsza analiza rzeczywiscie potwierdzita obecnos$¢ kilku
promotorow oraz zidentyfikowata unikalny mechanizm regulacji poszczegdlnych promotoréw,
rekrutujacych w kazdym przypadku inny czynnik sigma.

Identyfikacja koncow 5’ rpoE mRNA - Biorgc pod uwage zrdéznicowanie sygnatdw, ktére moga
aktywowaé transkrypcje rpoE, inicjacja transkrypcyjna z gérnego regionu promotorowego zostata
zbadana za pomocg 5" RACE przy uzyciu RNA wyekstrahowanego w réznych warunkach indukcji.
Wyniki tych analiz ujawniaja wykorzystanie pi¢ciu glownych, nowych transkrypcyjnych miejsc inicjacji
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oznaczonych jako P1 (-381), P2 (-327), P3 (-327/-326), P4 (-218) i P5 (-153). Czgstotliwo$¢ korzystania
z promotora P2 (-327) znaczaco wzrastata, gdy RNA byt ekstrahowany ze szczepu z nadekspresja genu
gseG. Jednakze, gdy uzyto RNA ze szczepu AwaaC, bylo wykorzystywane zaréwno miejsce inicjacji
-327, jak i1 -326 oraz miejsce -218 odpowiadajace promotorowi P4. Ilo$¢ plazmiddéw posiadajacych
koniec 5’ promotora P4 wzrastata, kiedy RNA bylo ekstrahowane z hodowli bakteryjnych zebranych
w po6znej fazie wzrostu stacjonarnego.

Analiza sekwencji DNA rejonu powyzej miejsca startu transkrypcji (TSS) P2 wykazata, ze znajduja
sic¢ w niej motywy -12 (GC) i -24 (GG) charakterystyczne dla miejsc rozpoznawanych przez
podjednostke sigma RpoN. Miejsce inicjacji transkrypcji rpoEP3, odpowiadajace pozycji -327 nt,
posiada wysoki stopien podobienstwa do konsensusu sekwencji -10 i -35 promotora glownej
podjednostki sigma RpoD oraz do rozszerzonej sekwencji -10 promotora. Co wigcej, regiony
konsensusowe dla miejsc wigzania CRP i aktywatora RcsB wykryto rowniez powyzej promotora P3.
Czes$ciowo miejsca te pokrywajg si¢ z promotorem P3. Sekwencja DNA regionow -10 i -35 powyzej
miegjsca inicjacji odpowiadajgcego promotorowi P4 sugeruje, ze sa to sekwencje konsensusowe, ktore
moga by¢ rozpoznawane albo przez Ec”’ albo przez Eo®.

Transkrypcja in vitro typu ,,run-off”’: promotory P2 i P3 sa regulowane przez RpoN i RpoD przy
uzyciu tego samego miejsca inicjacji transkrypcji - Analiza sekwencji DNA region promotorowego
odpowiadajacego -327 TSS sugerowata, ze inicjacja transkrypcji moze by¢ posredniczona przez
polimeraze RNA zawierajaca albo podjednostke sigma RpoN, albo gléwng podjednostke sigma RpoD,
albo miejsce to jest poddane podwojnemu uzytkowaniu. Tak wiec przeprowadzono transkrypcj¢ in vitro
typu ,,run-off” z zrekonstytuowang polimerazag RNA, posiadajaca podjednostke sigma RpoN oraz
aktywator NtrC lub QseF. Uzasadnienie uzycia
QseF opiera si¢ na wynikach, ktore wykazaty, ze
system dwuskladnikowy QseE/F pozytywnie
reguluje promotor rpoEP2. Analizy typu ,multi
round transcription assays” pokazaty, ze gdy do
RpoN zostat dodany aktywator NtrC lub QseF,
powstawal transkrypt o oczekiwanej wielkoS$ci.
Aby  sprawdzi¢  poprawno$¢  rozpoznawania
promotora P2 przez RpoN, w matrycy do in vitro
analizy typu ,run-off” zostaly wprowadzone
specyficzne mutacje w miejscach rozpoznawania
przez RpoN -12 (GC na AT) i -24 (GG na GA). W
doswiadczeniach typu ,,run-off” zmutowany DNA
nie moze shuzy¢ jako wydajna matryca dla RpoN
ani po dodaniu QseF ani NtrC, w szczego6lnosci zas
QseF (Rys. 14B). Tym samym wyniki te
potwierdzily, ze RpoN rozpoznaje promotor
rpoEP2, aQseF funkcjonuje jako glowny
aktywator/wzmacniacz.

Miejsce inicjacji odpowiadajace -327 TSS
rowniez posiada wysoki stopien podobienstwa do
elementéw promotorowych -10 i -35 rozpoz-
nawanych przez RpoD i rzeczywiscie w in vitro
do$wiadczeniach typu ,run-off” Eo”° bez

jakiegokolwiek aktywatora wydajnie inicjuje transkrypcje. Wielko§¢ transkryptu byla podobna do tej,
jaka uzyskano z RpoN. Zatem pozycja nukleotydowa -327 wyznacza miejsce inicjacji dla promotora P2
(regulowanego przez RpoN) oraz promotora P3 (regulowanego przez RpoD). W celu potwierdzenia
powyzszych wynikow, konserwowane nukleotydy -7T i -11A zostaly odpowiednio zmutowane do -7C
1-11G. W przeciwienstwie do matrycy typu dzikiego zmutowana matryca nie moze by¢ efektywnie
rozpoznawana przez RNAP+RpoD w celu inicjacji transkrypcji (Rys. 14A). Zmutowany promotor P3
zostal sklonowany i przeniesiony w pojedynczej kopii na chromosom. W badaniach in vivo fuzja taka nie
reagowala na sygnaly, ktére aktywujg promotor rpoEP3 iwykazywata zmniejszong aktywnos$¢.

Rys. 14. Transkrypcja in vitro typu ,,run-off” pokazujaca
wykorzystywanie roznych promotoréw genu rpoE przez
rozne formy polimerazy RNA.
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W zwigzku z tym uznano, ze RpoN i RpoD rozpoznaja odpowiednio promotory P2 i P3, ktore posiadaja
wspodlne miejsce startu inicjacji w pozycji -327 nt powyzej miejsca startu translacji rpoFE.

QseF (GIrR) pozytywnie reguluje promotor P2 rozpoznawany przez RpoN - Aby zrozumieé¢
mechanizm regulacji transkrypcji roéznych promotoréw rpoE, w wielokopijnych bibliotekach
genomowych poszukiwano genow, ktorych nadekspresja indukuje transkrypcje rpoE. Jednym z gendw,
ktorych nadekspresja specyficznie indukowata aktywnos¢ promotora rpoEP2, byt gen yfhG (gseG). Jego
produkt, QseG, moglby posredniczyé
w przenoszeniu sygnalu. Gen gseG,
kodujacy a-helikalne biatko blony
zewnetrznej, zostal scharakteryzowa-
ny w enterokrwotocznym szczepie E.
coli (EHEC) oraz Edwardsiella tarda.
Gen gseG jest transkrybowany w ra-
mach operonu gseE (girK) gseF
(glrR). System QseEFG reguluje
kluczowe czynniki wirulencji 1 za-
pewnia  wzajemng  komunikacje
z innymi systemami regulatorowymi,
takimi jak PhoP/Q 1 RcsB/C.
Iloéciowy pomiar aktywnos$ci J-
galaktozydazy ujawnit prawie 20-
krotny wzrost aktywno$ci promotora
rpoEP2 na skutek nadekspresji genu
gseG. Jednakze w mutancie AgseF
brak bylo indukcji promotora rpoEP2
w wyniku nadprodukcji QseG, co
dowodzi, ze w procesic tym
wymagany jest regulator odpowiedzi
QseF (Rys. 15A). Wykorzystujac
zmutowang  jednokopijng fuzje
promotorowa rpoEP2"-lacZ zostato
pokazane, ze indukcja promotora

rpoEP2 na skutek nadprodukcji

QseG réwniez wymaga sekwencji

rozpozna-wanych przez RpoN.
Ponadto metoda EMSA ujawnila, ze QseF moze specyficznie wigza¢ si¢ do trzech zachowawczych
ewolucyjnie sekwencji palindromowych TGTCN;(GACA oznaczonych UAS1, UAS2 i UAS3 (Upstream
Activator Sequence), zlokalizowanych powyzej P2 TSS (Rys. 15B). A zatem mozna stwierdzi¢, ze
RpoN-regulowany promotor rpoEP2 rekrutuje QseF, ktéry jako aktywator, poprzez system
dwusktadnikowy Qse, taczy RpoN i RpoE.

Rys. 15. Pozytywna regulacja promotora rpoEP2 przez aktywator QseF.

Modulatory RpoS reguluja promotor rpoEP4 - Aby zidentyfikowa¢ sygnaly i regulatory
poszczegdlnych promotoréw, do szczepu niosacego fuzj¢ rpoEP4-lacZ zostaly wprowadzone réznorodne
mutacje w roznych genach, ktore powodowaty aktywacje¢ transkrypcji rpoE. Tak wigc mutacja ArpoS
wywotywata okoto 60% zmniejszenie, podczas gdy ArssB powodowata ponad 35% zwickszenie
aktywnos$ci promotora rpoEP4. RssB petni funkcj¢ biatka adaptorowego, uczestniczacego w szlaku
ClpXP-zaleznej proteolizy RpoS i tym samym mutanty rssB wykazujg podwyzszony poziom biatka
RpoS. Jest to zgodne z wynikami uzyskanymi in vitro metodg ,,run-off” pokazujacymi jednoznacznie, ze
promotor rpoEP4 jest transkrybowany przez Es® (Rys. 14A) Dodatkowym potwierdzeniem powyzszych
konkluzji jest obserwacja, ze wystawienie na dziatanie wysokiej osmolarnosci réwniez powodowato 2-3-
krotng indukcje aktywnosci promotora rpoEP4. Wzrost osmolarnosci zwigksza RprA-zalezng translacje
RpoS. Podobnie nadekspresja genu pcnB spowodowata 40% wzrost aktywnosci promotora rpoEP4,
podczas gdy indukcja genu fliZ hamowala aktywno$¢ powyzszego promotora o 40%. Gen pcnB koduje
PAP I, aw przypadku jego braku zwigksza si¢ RssB-zalezna proteoliza biatka RpoS. FliZ petni role
represora RpoS, dzialajac jako jego antagonista ze wzgledu na nakladajace si¢ wlasciwosci wigzania
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DNA, co tlumaczy negatywny wptyw nadekspresji genu fliZ na aktywno$¢ promotora rpoEP4. Tak wigc
powyzsze wyniki pokazaly, ze promotor rpoEP4 jest regulowany przez RpoS, a warunki, ktére albo
stabilizujg podjednostke sigma RpoS (PAP I) albo destabilizuja ja (RssB), zmieniajg aktywno$¢
promotora rpoEP4 zgodnie z jego pozytywna regulacja przez RpoS.

Zaburzenia we wczesnych etapach biosyntezy rdzenia LPS indukuja transkrypcje promotora
rpoEP3 - Wigkszo$¢ trans-dzialajacych mutacji Tnl0, ktore zwigkszaty aktywnos$¢ promotora rpoEP-
lacZ, zostalo zmapowanych w genie waaC oraz w kilku innych genach z waa locus, co sugeruje, ze
zaburzenia w  biogenezie LPS aktywuja transkrypcje rpoE z  dystalnie potozonego
promotora/promotorow. Aby unikng¢ efektu polarnosci, zostaty skonstruowane niepolarne delecje
roznych genow waa. W celu okreslenia, ktory z promotorow jest specyficznie indukowany, gdy LPS jest
uszkodzony, powyzsze mutanty przeniesiono do szczepoéw, niosacych fuzje genu lacZ do promotora P2,
P3iP4.

Poniewaz promotory P2 i P3 uzywaja tego samego TSS, aby rozrézni¢ sposoby aktywacji
powyzszych dwoch promotoréw skonstruowano dwie rozne fuzje promotorowe. Jeden z takich
konstruktéw posiadat mutacje w promotorze P2 w miejscach rozpoznawanych przez podjednostke RpoN,
podczas gdy druga fuzja promotorowa niosta mutacj¢ w elemencie -10 promotora P3 regulowanego przez
podjednostke RpoD. Do szczepow z powyzszymi fuzjami zostalty wprowadzone allele delecyjne réznych
genow waa, a nastgpnie oznaczano iloSciowo specyficzng aktywno$¢ transkrypcyjng poszczegdlnych
promotorow. Analiza ta wykazata, ze w mutancie AwaaC wystepuje 7-krotny wzrost aktywnosci
promotora rpoEP3-lacZ w poréwnaniu do jego aktywnosci podstawowej ze szczepu typu dzikiego.
Jednakze mutant AwaaC z fuzja rpoEP2-lacZ wykazywal tylko od 0.7- do 2-krotnego zwigkszenia
aktywnosci po wejsciu w faze stacjonarng. W mutantach AwaaC nie zaobserwowano natomiast indukcji
RpoS-regulowanego promotora P4. Mutanty AwaaF, AwaaG, AwaaP i AwaaO wykazywaly podobng
ponad 2-krotng indukcje promotora rpoEP3. Na podstawie powyzszych wynikow stwierdzono, ze
powazne zaburzenia w LPS w najbardziej zachowawczej ewolucyjnie czgsci rdzenia wewngtrznego oraz
nieobecnos$¢ Glcl indukujg aktywno$¢ RpoD-zaleznego promotora P3.

Transkrypcyjna indukcja genu rpoE na skutek zaburzen w LPS wymaga systemow
dwuskladnikowych Qse i Res - Aby poznaé¢ molekularny mechanizm aktywacji transkrypcji genu rpoE
spowodowany zaburzeniami w biogenezie LPS, zanalizowaliémy grupe podwodjnych mutantow
delecyjnych pozbawionych genow roéznych regulatorow w tle genetycznym AwaaC. Sposrod nich szczep
A(waaC rpoN) wykazywal okoto 40-45% obnizenie aktywnosci rpoEP2-lacZ w poréwnaniu
z izogenicznym mutantem AwaaC. Zgodnie z wynikami in vitro otrzymanymi przy wykorzystaniu
metody ,,run-off”, aktywacja fuzji rpoEP2-lacZ w szczepie A(waaC gseF’) zostata zmniejszona o ponad
30%, co wskazuje, ze pewne zaburzenia w biogenezie LPS sa wykrywane poprzez szlaki RpoN i QseF.
Wiadomo, ze powazne zaburzenia LPS indukujg system dwusktadnikowy Rcs. W systemie tym RcsB
peti role gtownego regulatora odpowiedzi. Dlatego tez mutacja ArcsB zostata poddana transdukcji do
szczepu AwaaC, niosgcego fuzje rpoEP3-lacZ. Uderzajacym jest fakt, ze w poréwnaniu do bardzo
podwyzszonej aktywacja fuzji rpoEP3-lacZ w szczepie AwaaC, w mutancie A(waaC rcsB) jest prawie
catkowicie zniesiona aktywnos$¢ powyzszej fuzji. Dane te sugeruja, ze systemy Rcs iQse reguluja
transkrypcj¢ genu rpoE w odpowiedzi na zaburzenia w biogenezie LPS, przy czym system Rcs odgrywa
tu znaczgcg role.

In vitro RcsB wiaze si¢ do regionu promotora P3 - Aby ustali¢ rolg RcsB w regulacji promotora
rpoEP3, wykorzystujac metode EMSA zbadano zdolno$¢ wiagzania biatka RcsB do DNA zawierajacego
region powyzej wymienionego promotora. Analiza sekwencji DNA potozonej powyzej promotora P3
wykazata, ze proksymalnie do regionu -35 promotora P3 jest element sekwencji DNA podobny do
sekwencji wigzania RcsB. Wykorzystujac fragmenty DNA, posiadajace miejsce wigzania ResB albo typu
dzikiego, albo zmutowane, albo usuni¢te, badano specyfike wigzania RcsB do kasety wiazacej ResB.
Fragment DNA typu dzikiego, posiadajacy kasete¢ wiazaca RcsB, ulegat efektywnemu przesunigciu
migracyjnemu w zelu w pordwnaniu ze zmutowanymi fragmentami DNA o utraconej zdolno$ci wigzania
do omawianej kasety. Tym samym wigzanie RcsB powyzej regionu promotora P3 popiera wyniki in vivo,
pokazujace udzial systemu dwusktadnikowego Res w regulacji transkrypcji genu rpoE z promotora P3.

Zaburzenia w skladaniu LPS réwniez indukuja promotor rpoEP3 - Wczesniej wykazano, ze
zrownowazona biosynteza LPS wymaga koniecznego do zycia biatka LapB, a jego brak znaczaco
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indukuje transkrypcje genu rpoE (Klein ef al., 2014). A zatem zostaly skonstruowane mutanty AlapB
w permisywnych warunkach wzrostu w szczepie typu dzikiego oraz w mutancie ArcsB. Oba szczepy
posiadaty fuzje rpoEP1-P5-lacZ lub rpoEP3-lacZ (ze zmutowanym migjscem rozpoznawanym przez
RpoN). Szczep A(lapA lapB) wykazywat ponad 5-krotny wzrost aktywnosci rpoEP1-P5-lacZ i 3-krotna
indukcje¢ aktywnosci rpoEP3-lacZ, ktora wymaga udzialu szlaku Rcs. Dowodzi to, ze transkrypcyjna
aktywacja genu rpoE, powodowana drastycznymi zaburzeniami w syntezie LPS, zachodzi z promotora
rpoEP3, a sygnat aktywacji wymaga regulatora odpowiedzi RcsB.

Wielokopijne czynniki indukujgce promotor rpoEP3 zidentyfikowaly nowy, oddzialywujacy
zRfaH sRNA RirA - Jedna ze strategii, wykorzystujaca wielokopijng biblioteke plazmidowa,
doprowadzita do identyfikacji nowego sRNA, ktorego nadekspresja indukuje aktywnos$¢ rpoEP1-P5-
lacZ, a dokladniej promotora rpoEP3.
Subklonowanie okre$lito minimalny klon
niosagcy DNA pokrywajacy si¢ z 5 UTR
waaQ mRNA. Mapowanie koncow 5’ i 3’
pokazato, ze koniec 5' omawianego 73-nt
SRNA jest taki sam, jak koniec 5' waaQ

o L . mRNA
Rys. 16. Nowy sRNA rird w ilosci wielokopijnej indukuje (Rys 16)

transkrypcyjng aktywnos¢ rpoF i kontroluje biosynteze LPS. SRNA to

moze powsta¢ na drodze przetworzenia konca 5" waaQ mRNA. Badanie

sekwencji nukleotydowej sSRNA ujawnito, ze zawiera ona zachowawcze

ewolucyjnic miejsce JUMPstart oraz miejsce ops (GGCGGTAG)

usytuowane pomiedzy nt 40-60, ktore jest rozpoznawane przez

transkrypcyjny czynnik RfaH (Rys. 16). W oparciu o dowody

biochemiczne oraz zaobserwowane oddzialywanie z biatkiem RfaH,

sRNA zostal oznaczony jako RirA (ang. RfaH interacting RNA).

I rzeczywiscie, stosujac EMSA zostato pokazane, ze RfaH skutecznie

moze zmieni¢ migracj¢ RirA w zelu w obecnosci RNAP, lecz nie gdy

RirA bylo inkubowane tylko w obecnosci RfaH bez RNAP. Zmiana

migracji w zelu wymagata obecnos$ci w rir4A mRNA miejsc ops dzikiego

typu. RfaH, nalezacy do rodziny biatek NusG, jest czynnikiem transkrypcji specyficznym wzgledem
okreslonych operonow. RfaH reguluje ekspresje genow transkrybowanych jako dlugie operony, kodujace
elementy rdzenia LPS, kapsulki, biosyntez¢ O-antygenu, hemolizyny oraz systemu koniugacyjnego.
Dziatanie RfaH polega na wigzaniu si¢ z miejscem ops zlokalizowanym w regionie 5’ niematrycowego
DNA powyzszych operondw, a przez to zapobieganiu przedwczesnej transkrypcyjnej terminacji przez
Rho. W celu poznania podstaw indukcji 7poEP3 przez RirA, zostat zbadany efekt nadekspresji rird na
LPS. Nadekspresja RirA powodowata zmniejszenie catkowitej ilosci LPS oraz niemalze zapobiegata
inkorporacji O-antygenu (Rys. 17C i D). Bazujac na powyzszych wynikach zostal zaproponowany
model, moéwigcy otym, ze

RirA wystepujac w nadmiarze

moze wigzaé RfaH,

ograniczajac tym samym jego

dostepnos¢ do wigzania si¢ in

vivo z miejscami ops. Moze to

prowadzi¢ do spadku ekspresji

genow biosyntezy rdzenia LPS

transkrybowanych z operonu

waaQ oraz z innych operondéw

posiadajgcych miejsce ops na 5’

Rys. 17. RirA sRNA wiaze si¢ do RfaH, a jego nadekspresja ~ UTR, jak np. operon gendéw biosyntezy O-
powoduje zaburzenia w syntezie LPS. antygenu. Aby zbada¢  poprawnosé
powyzszego modelu, byla monitorowana

ekspresja operonow waaQ i rfb regulowanych przez RfaH. Co wazne, zmniejszeniu ulegly ilosci WaaO-
FLAG i RfbB-FLAG, podczas gdy poziom WaaC-FLAG, stuzacy jako kontrola, pozostatl niezmieniony
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(Rys. 17E). Reasumujac, zaprezentowane wyniki dowodzg, ze RirA jest nowym sRNA, ktory oddziatuje
z RfaH, a jego nadmiar obniza ilos¢ LPS poprzez model sekwestracji, co ogranicza dostgpnos¢ RfaH.

Nadekspresja genéw kodujacych lipoproteiny indukuje promotor rpoEP3 - Najbardziej prominentna
klasa wielokopijnych induktoréw transkrypcji rpoEP1-P5 zidentyfikowata geny kodujace lipoproteiny.
Sposrod otrzymanych supresoréw zanalizowaliSmy wplyw nadprodukcji genu yadV, poniewaz supresor
ten zostat kilkakrotnie wyizolowany jako inducer aktywnosci transkrypcyjnej rpoEP1-P5-lacZ,
a w szczegblnosci rpoEP3-lacZ. Pomiar aktywnos$ci rpoEP3-lacZ wykazal prawie 3.4-krotny jej wzrost.
Postulowano, ze zwigkszona synteza lipoprotein moze powodowaé ograniczenie w dostepie do systemu
Lol, ktory jest wymagany do sortowania lipoprotein, mogacych indukowac szlak Rcs. Stwierdzenie
powyzsze zostato poparte zaobserwowang redukcjg aktywacji promotora rpoEP3 o ponad 50% na skutek
nadekspresji yadV w szczepie ArcsB. A zatem mozemy wnioskowaé, ze system dwusktadnikowy Rcs
wyczuwa naruszenia rownowagi komponentéw btony zewnetrznej na skutek albo zaburzen w LPS albo
nadekspresji lipoprotein, powodujac aktywacje¢ transkrypcji rpoEP3.

Promotor rpoEP3 jest poddawany represji katabolicznej - Podczas iloSciowego oznaczania
transkrypcji, wielokrotnie obserwowaliSmy, ze aktywno$¢ promotora rpoEP1-P5 jest wyzsza
w przypadku, gdy wykorzystywany jest glicerol jako jedyne zrodlo wegla niz gdy zrodtem wegla jest
glukoza. Efekt represji przez dodanie glukozy byt obserwowany szczegélnie specyficznie wzgledem
promotora rpoEP3. Dobrze udokumentowany jest fakt, ze w obecnosci glukozy jest niski poziom cAMP,
co powoduje zmniejszenie lub brak ekspresji z promotoréw, ktore wymagaja wigzania CRP. Wyniki te sa
zgodne z identyfikacja insercji Tn/0 w genie cya oraz z 50% redukcja aktywnos$ci rpoEP3 w mutancie
Acrp. Zostalo to nastepnie poparte analiza EMSA. Migracja specyficznej matrycy DNA, niosacej
potencjalne miejsce wigzania CRP powyzej promotora P3, jest efektywnie przesuni¢ta w obecnosci
aktywowanego CRP. Powyzsze wyniki pokazaly, ze istnieje dodatkowa kontrola rpoEP3 posredniczona
przez cAMP-CRP.

Podsumowanie, wnioski i znaczenie otrzymanych wynikéw opisanych w pracy Klein et al., 2016 -
Podjednostka sigma RpoE jest niezbgdna dla zywotnosci E. coli. Reguluje ona funkcje
pozacytoplazmatyczne, wlgczajac w to translokacj¢ LPS oraz niektdre niestechiometryczne modyfikacje
LPS. Transkrypcja genu rpoE jest pozytywnie autoregulowana przez Ec" oraz przez nieznane
mechanizmy, kontrolujace ekspresj¢ dystalnie zlokalizowanego promotora/promotoréw. Tak wigc celem
niniejszej pracy bylo poznanie transkrypcyjnej regulacji genu rpoE z regionu promotorowego
zlokalizowanego  dystalnie  do
promotora kontrolowanego przez
Ec". Konstrukcja rozmaitych fuzji
transkrypcyjnych oraz identyfikacja
trans-dziatajacych czynnikow,
ktore modulujg transkrypcje genu
rpoE wykazaly, ze dystalny region
promotorowy odpowiada na wiele
zréznicowanych bodzcow, ktore
moga by¢ wyczuwane przez rézne
czynniki transkrypcyjne. Do czyn-
nikéw, ktore z dystalnego regionu
promotorowego zmieniajg
transkrypcje genu rpoE mozemy

Rys. 18. Kointegracja wielu szlakéw sygnatowych oraz wymoég réznych zaliczy¢  aktywacje przez (i)
czynnikow transkrypcyjnych w regulacji transkrypcji genu 7poE w od- cigzkie zaburzenia biogenezy LPS
powiedzi na specyficzne bodzce. lub  niezrownowazong  syntezg
LPS, (ii) dodanie NH4VOs, (iii)

wejscie w fazg stacjonarng, (iv) przeniesienie do warunkow o wysokiej osmolarnosci, (v) ekspozycje na
dziatanie polimyksyny B, (vi) przeniesienie do warunkéw wzrostu ubogich w azot, (vii) nadekspresje
okreslonych genow kodujacych lipoproteiny. Natomiast w pozywce wzbogaconej w glukoze transkrypcja
podlegata represji. Bioragc pod uwage roznorodno$¢ odpowiedzi w réznych warunkach stresowych,
zostaty zmapowane konce 5’ rpoE mRNA, prowadzac do identyfikacji co najmniej pigciu nowych miejsc
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startu transkrypcji zlokalizowanych powyzej promotora transkrybowanego przez Ec". Promotory te sa
aktywowane w odpowiedzi na unikalne sygnaty. Sposrdd nich P2, P3 i P4 definiujg gléwne promotory,
rozpoznawane odpowiednio przez podjednostki sigma RpoN, RpoD i RpoS (Rys. 18). Identyfikacja
promotora P4 regulowanego przez RpoS jest spdjna z indukcjg transkrypcji genu rpoE po wejsciu do
stacjonarnej fazy wzrostu, prawie 60% redukcja w szczepie ArpoS oraz zwigkszeniem aktywnosci
promotora P4 przez czynniki stabilizujace RpoS. Co ciekawe, promotory P2 i P3 wykorzystuja to samo
TSS zlokalizowane w pozycji -327. Wyniki te zostaty potwierdzone przez doswiadczenia transkrypcji in
vitro oraz zmiany migracji w natywnym zelu poliakrylamidowym. Do$wiadczenia te wykazaty, ze
promotor P2 rozpoznawany przez RpoN jest pozytywnie regulowany przez system dwuskladnikowy
QseE/F oraz przez aktywator NtrC, podczas gdy promotor P3, regulowany przez RpoD, jest pozytywnie
kontrolowany przez system Rcs w odpowiedzi na zaburzenia w biosyntezie rdzenia LPS, nadprodukcje
niektorych lipoprotein oraz przez globalny regulator CRP. Szczepy syntetyzujace Kdo,-LA wykazywaty
7-krotny wzrost aktywno$ci promotora rpoEP3, ktory byl zniesiony w szczepie A(waaC resB).
Nadprodukcja nowego 73-nt sSRNA rird, generowanego przez przetworzenie 5’ UTR waaQ mRNA,
indukuje aktywno$¢ promotora rpoEP3 przy rownoczesnym zmniejszeniu ilosci LPS i zaburzen
w inkorporacji O-antygenu. W obecnos$ci polimerazy RNA RirA wigze RfaH, bedacy regulatorem LPS,
ktory zapobiega przedwczesnej transkrypcyjnej terminacji operondw waaQ i rfb. Zwigkszona ilo§¢ RirA
moze wigza¢ duze ilosci RfaH, powodujac zaburzenia w biogenezie LPS oraz aktywacj¢ transkrypcji
genu rpoE. Podsumowujac, w powyzszej pracy zostala w pelni zbadana transkrypcja genu rpokF,
wykazujac po raz pierwszy obecnos¢ dodatkowych trzech aktywnych promotorow (P2, P3 i P4), ktore
odpowiadajg na roézne sygnaty. Promotory te sg rozpoznawane przez odmienne czynniki sigma takie jak
RpoS, RpoD i RpoN, co integruje odpowiedz na réznorodne sygnaty stresowe. Sposrod powyzszych
promotorow promotor rpoEP3 reaguje na zaburzenia w biogenezie LPS poprzez aktywacje¢ systemu Rcs.
Po raz pierwszy zademonstrowano takze rolg czynnika sigma RpoN i systemu dwuskladnikowego Qse
w regulacji transkrypcji genu rpoFE. Jeszcze bardziej interesujgce jest to, ze zostat zidentyfikowany nowy,
niekodujacy sRNA (RirA). Pokazano, ze RirA wiaze si¢ do czynnika transkrypcyjnego RfaH, ujawniajac
tym samym dodatkowy, nowy punkt kontrolny w regulacji LPS oraz w transkrypcji genu rpoE.

VII. Regulowana kontrola skladania i réznorodnosci LPS przez niekodujace sRNA

Wprowadzenie

Z pracy opisanej w powyzszych rozdziatach, obejmujacych pie¢ gldéwnych publikacji (od 2009 do 2016
roku), jedne z nowych odkry¢ obejmowaty: (i) identyfikacje dwdch nowych sRNA (SIrA i RirA), (i)
wykazanie, ze RpoE-regulowane niekodujace sRNA, zwlaszcza RybB, reguluja heterogeniczno$¢ LPS
poprzez kontrolowanie ekspresji waaR, (iii) niektére z zaburzen biogenezy LPS, ktore powodujg indukcje
rpoE, przezwycigzaja wyciszanie ekspresji genu eptB, odpowiedzialnego za inkorporacj¢ P-EtN na
drugim Kdo, prowadzac w ten sposob do syntezy roznorodnych glikoform w warunkach stresu
w peryplazmie i btonie zewngtrznej. Tym samym czg$¢ z powyzszych wynikow zostala podsumowana
w pracy przegladowej zatytulowanej ,,Regulowana kontrola sktadania i réznorodnosci LPS przez
niekodujace SRNA”.

Szeroko zakrojone badania, przeprowadzone w ostatnim dziesi¢cioleciu, wykazaly ponad wszelka
watpliwo$é, ze oprocz znanej funkcji wzgledem transkrypcyjnych regulatorow wigzacych DNA,
niekodujace regulatorowe RNA odgrywaja decydujacag role w wielu kluczowych aspektach fizjologii
bakterii. Poniewaz wickszo$¢ z omawianych RNA jest matego rozmiaru i przewaznie sg to niekodujace
RNA, sa one powszechnie okreSlane jako male, nickodujagce RNA (sRNA). sRNA biorg udziat
w regulacji waznych procesow, obejmujacych wchilanianie sktadnikow odzywczych, transport
specyficznych substratow, utrzymanie przeptywow metabolicznych, homeostaze zelaza, metabolizm
wegla, odpowiedzi stresowe, tworzenie biofilmu, kontakt komorka bakteryjna-gospodarz,
homeostatyczna kontrola kluczowych komponentow sktadnikow peryplazmy i btony zewngtrznej.
W celu zapewnienia wysokiej czuto$ci, wiele SRNA ulega transkrypcji w odpowiedzi na specyficzne
sygnaly. Transkrypcja takich sSRNA jest czesto regulowana przez wyspecjalizowane czynniki sigma lub
przez systemy dwusktadnikowe. Z kolei gdy sygnat zanika, dziataniec SRNA moze dostarczaé mechanizm
sprzezenia zwrotnego dla regulacji, obnizajacej dziatlanie czynnikdw sigma 1 systemow
dwusktadnikowych. W wielu przypadkach regulacja przez sRNA, obnizajaca dziatanie powyzszych
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czynnikow regulatorowych, jest osiggnieta poprzez zmniejszenie ich syntezy lub translacji. Umozliwia to
thumienie podwyzszonych odpowiedzi stresowych lub zmienionych szlakow metabolicznych.

LPS ma zasadnicze znaczenie dla zywotnoS$ci bakterii, poniewaz stanowi barier¢ przepuszczalnosci
ijest gtownym czynnikiem determinujagcym wirulencj¢ u bakterii patogennych. U E. coli szereg etapow
biosyntezy 1 sktadania
LPS jest regulowanych
przez czynnik sigma
RpoE, wrazliwe na stres
systemy dwusktadniko-
we, jak i przez dedyko-
wane tym procesom ma-
te  RNA. Specyficzne
sRNA kontrolujg proce-
sy biosyntezy LPS po-
czawszy od jej wcze-
snych etapow, regulujac
balans pomiedzy iloscia
fosfolipidow i LPS, jak
rowniez  inkorporacje
specyficznych, nieste-
chiometrycznych mody-
fikacji w LPS (Rys. 19).
Funkcje te najlepiej
ilustruja sRNA
GImZ/GImY, regulujace
synteze¢ GIcN6P, ktory
jest prekursorem dla

Rys. 19. Schemat przedstawiajacy rézne etapy biosyntezy LPS oraz niestechio- LI?S i peptydoglikanu. K(?_
metrycznych modyfikacji LPS, ktore sa regulowane przez niekodujace sSRNA. lejny sRNA SIrA hamuje
synteze najliczniejszej
lipoproteiny w komorce, zapewniajac w ten sposob pule fosfolipidow, gdy ich zapotrzebowanie jest
krytyczne zpowodu nadmiaru LPS w warunkach stabilizacji enzymu LpxC. Niektore z
wyspecjalizowanych sRNA, takie jak RybB, kontroluja w szczegdlnosci akumulacje specyficznych
glikoform LPS, tym samym regulujac kompozycje LPS i jego heterogennos¢. Sktad LPS jest wysoce
niejednorodny i dynamicznie zmienia si¢ pod wptywem stresu oraz innych czynnikéw §rodowiskowych z
powodu transkrypcyjnej aktywacji cztonkdéw regulonu rpoE oraz post-translacyjnej kontroli przez RpoE-
regulowane i Hfg-zalezne sRNA: RybB i MicA. Ponadto dwuskladnikowy system PhoP/Q reguluje
modyfikacje Kdo,-lipid A poprzez sSRNA MgrR, ktére hamuje ekspresje RpoE-regulowanego genu eptB.
Niektore z powyzszych zmian strukturalnych maja kluczowe znaczenie dla antybiotykoopornosci,
integralnoséci blony zewnetrznej, wirulencji, przezycia w gospodarzu oraz adaptacji do specyficznych
nisz ekologicznych. Heterogeniczno$¢ LPS wynika z inkorporacji niestechiometrycznych modyfikacji w
lipidzie A oraz ze zmian w kompozycji rdzenia wewnetrznego i zewnetrznego LPS. Biosynteza LPS i
fosfolipidow jest S$ci§le sprzezona. Wymaga to dostepnosci metabolicznych prekursorow, ktorych
akumulacja jest kontrolowana przez sSRNA, takie jak SlrA, GImZ i GImY. Tak wigc w omawianej pracy
przegladowej zostaly opisane powyzsze aspekty w kontek$cie integracji sygnatdéw poprzez laczenie
systemow dwuskltadnikowych, koniecznego do zycia czynnika sigma RpoE i sRNA, ktore sg czescia
regulonéw, kontrolujgcych syntez¢ LPS i ich modyfikacje.

VIII. Perspektywy i dalsze kierunki badan

Badanie regulacji transkrypcji oraz zrozumienie regulacji i funkcji koniecznych/kluczowych czynnikéw
transkrypcyjnych nadal przyczynia si¢ do wyjasniania fundamentalnych etapéw biologii molekularnej
i komorkowej. W genomie bakterii E. coli kodowanych jest siedem czynnikéw sigma, kilka aktywatorow
wiazacych DNA oraz konieczne do zycia czynniki elongacji transkrypcji i anty-terminatory, ktore
wspolnie reguluja ekspresje gendw w réznych warunkach wzrostu. Sposrod nich RpoE (czynnik sigma
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o funkcji ekstracytoplazmatycznej) jest konieczny do zycia u E. coli. Na podstawie moich badan
opisanych powyzej, zostato pokazane, ze E. coli odpowiada na zaburzenia w sktadzie btony zewnetrznej
oraz reguluje kompozycje i sktadanie jej kluczowych elementéw, obejmujagcych LPS i OMPs.
Przeprowadzone szczegotowe badania wykazaty, ze sktadanie LPS wymaga koniecznego do zycia biatka
LapB, ktore kontroluje ilo§¢ LpxC i faczy translokacje LPS z jego synteza. RpoE, wspoélnie z systemami
dwusktadnikowymi, réwniez reguluje kompozycje LPS. Ponadto kompozycji LPS jest kontrolowana
poprzez RpoE-regulowane sRNA: RybB i SIrA. Wymienione sRNA dodatkowo dzialaja, przez
mechanizm ujemnego sprz¢zenia zwrotnego, na RpoE. Wykazano, ze transkrypcja genu rpoE ulega
indukcji pod wptywem wielu stresow, obejmujacych zaburzenia w biogenezie LPS. Pojawito si¢ takze
kilka nieznanych dotad aspektow, takich jak regulacja LPS przez nowy sRNA RirA poprzez
oddziatywanie z anty-terminatorem/regulatorem translacji RfaH oraz funkcja QseF jako aktywatora dla
regulowanego przez RpoN promotora P2. Nie sg znane molekularne szczegoty dotyczace tego, jak RirA
SRNA reguluje aktywno$¢ RfaH, stad begda one przedmiotem dalszych badan. Trwajace badania
wykazaty role katalizatora faldowania FkpB w uzyskiwaniu prawidtowej konformacji koniecznego do
zycia ABC transportera LPS LptB oraz kompleksu RpoE/RseA, a tym samym w regulacji LPS i RpoE.
Analiza strukturalna LPS pokazata rowniez, ze w warunkach indukujacych RpoE LPS posiada unikalny
polimer, ktorego kompozycja i miejsce przytaczenia moga by¢ rozne od M-antygenu. Sktad polimeru
i miejsce jego inkorporacji bedg przedmiotem dalszych badan. Gléwne kierunki przysztych badan sg
przedstawione ponizej.

Mechanizm dzialania RirA sRNA oraz jego oddzialywanie z RfaH - Podczas badania regulacji
transkrypcji genu rpoE zostal zidentyfikowany nowy sRNA rird, ktorego nadekspresja specyficznie
indukowala promotor rpoEP3, odpowiadajacy na zaburzenia w biogenezie LPS (Klein et al., 2016).
Mapowanie koncow 5’ i 3' ujawnilo, ze powyzszy sSRNA ma wspolny koniec 5’ z waaQ mRNA oraz
posiada miejsce ops (GGCGGTAG) i tzw. miejsce JUMPstart, ktore stuzg jako miejsca rozpoznawania
dla czynnika transkrypcyjnego RfaH. Dhlugi operon waaQ koduje geny, ktérych produkty sa wymagane
w biosyntezie rdzenia LPS. Wiadomym jest réwniez, ze RfaH rozpoznaje miejsce pauzowania ops,
uniemozliwiajac terminacj¢ transkrypcji przez czynnik Rho i1 jednoczeénie zwickszajac translacje,
poniewaz tego typu operony czesto pozbawione sg sekwencji konsensusowej wigzacej rybosom RBS.
Ponadto w naszych badaniach zostalo pokazane, ze RirA wigze rdzen polimerazy RNA, co wymaga
obecnosci miejsca ops w RirA, a nadmiar RirA obniza ilo§¢ LPS i zapobiega inkorporacji O-antygenu.
Sugeruje to, ze biatko RfaH albo stracito specyficzno$¢ w rozpoznawaniu docelowych operonow albo
ulega sekwestracji przez RirA. Wolne RfaH wystepuje w nieaktywnej, zamknigtej konformacji z C-
koncem zakleszczonym w spiralnej strukturze spinki do wlosow. Jednakze po napotkaniu miejsca pauzy
ops, RfaH wulega transformacji, prowadzacej do oddzielenia domen N- i C-terminalnych oraz
przeksztatcenia konformacji domeny C-koncowej z majacej strukturg o do posiadajacej forme B-beczutki
(struktura NusG-podobna). Tak wigc zostanie zbadany mechanizm posredniczonej przez RirA regulacji
RfaH poprzez wykorzystanie transkrypcji in vitro 1 uzycie matryc, ktére posiadaja miejsce pauzowania
ops oraz dobrze scharakteryzowane sygnaly terminacji. Modyfikacja aktywnos$ci RfaH przez RirA
zostanie zanalizowana poprzez wykorzystanie komplekséw zatrzymanej transkrypcyjnej elongacji
(TECs), do ktorych dodane zostang: RfaH i RirA. Zmiany strukturalne w RfaH, powstale na skutek
inkubacji z RirA, beda analizowane spektroskopiag FT-IR oraz poprzez pomiar przesuni¢¢ chemicznych.
Beda takze przeprowadzone do$wiadczenia, majace na celu poznanie, w jaki sposob rird mRNA jest
generowane in vivo. W tym celu zostang uzyte szczepy, ktore posiadaja specyficzne mutacje, wplywajace
na dojrzewanie RNA, takie jak mutanty rne i rnc.

FkpB-zalezne faldowanie i aktywno§$¢ koniecznego do zycia ABC transportera LptB oraz wplyw na
aktywno$¢ RpoE - Podczas charakteryzowania niepolarnych mutacji, ktére indukuja transkrypcje genu
rpoE, przeprowadzone przeze mnie badania pokazaly, ze mutanty AfkpB posiadaja 2-3-krotnie
zwigkszong aktywno$¢ promotora rpoEP3. FkpB koduje izomeraz¢ cis/trans peptydylo-prolilowa,
a cztonkowie jej rodziny charakteryzuja si¢ zachowawczo$cia ewolucyjna. Co jest interesujace,
zaobserwowalam, ze w do§wiadczeniach typu ,,pull-down” biatko FkpB wspoloczyszcza si¢ z LptB oraz
z kompleksem RpoE/RseA. LptB jest konieczne do translokacji LPS. W zwiazku z tym kilka wariantéw
FkpB, z mutacjami w miejscu wiazania substratu lub w miejscu aktywnym, zostato skonstruowanych na
plazmidach, jak réwniez wprowadzonych do chromosomu ze znacznikiem FLAG w C-koncu. Przez
wykorzystanie wigzania FkpB do mikromacierzy peptydowych zostanie sprawdzone, czy wyzej
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wymienione bialka sg rzeczywiscie substratami FkpB, a oddziatywania bg¢da zbadane ilosciowo za
pomoca ITC. Jezeli LptB jest bona fide substratem FkpB, to zostanie zanalizowany status faldowania
LptB oraz wplyw na translokacje LPS. Ponadto rézne mutanty FkpB, ktére utracily zdolno$¢
rozpoznawania substratow, bedg testowane pod wzgledem ich aktywnos$ci PPlazowej oraz zanalizowane
pod katem zmian strukturalnych.

Post-transkrypcyjna regulacja rpoE mRNA - Podczas mapowania miejsc startu transkrypcji przy
uzyciu 5’ RACE, rpoE mRNA, zwlaszcza w 5’ UTR, ulega processingowi w kilku miejscach. Tak wigc
zostanie zbadany proces dojrzewania rpoE mRNA ze szczepu typu dzikiego, z izogenicznych mutantow
rne, rnc, rppH oraz z innych mutantéw. Nastgpnie zostanie przeprowadzona analiza metoda 5 RACE
w obecnosci lub przy braku egzonukleazy terminatorowej (TEX) i przy uzyciu kwasnej pirofosfatazy
z tytoniu (TAP) w celu odpowiedzenia na pytanie czy wystepuje jakikolwiek wplyw na relatywne
wykorzystanie roznych promotoréow w powyzszych mutantach. Dojrzewanie RNA stanowi kluczowy,
regulatorowy etap w kontroli ekspresji gendw i tym samym jest niezmiernie wazne. Jest rowniez bardzo
prawdopodobne, ze degradacja/translacja rpoE mRNA jest regulowana przez funkcjonujace poprzez
parowanie zasady SRNA, takie jak SlrA, a zagadnienie to jest obecnie przedmiotem moich intensywnych
badan.

Podczas badania regulacji i funkcji SlrA sRNA oraz wielokopijnej supresji mutantow AlapB,
okazalo si¢, ze nadekspresja sir4 tlhumi toksyczng indukcje RpoE. Stwierdzono to poprzez
zaobserwowanie redukcji transkrypcji genu degP, ktorego transkrypcja jest pozytywnie regulowana przez
RpoE (Klein et al., 2014). Tak wiec bardzo prawdopodobne jest to, ze nadekspresja slir4 sRNA hamuje
synteze RpoE, zapewniajac kontrole ujemnego sprzgzenia zwrotnego, poniewaz synteza slrA sRNA jest
transkrypcyjnie regulowana przez RpoE. Nasze wczeéniejsze badania, zgodnie z kontrolg ujemnego
sprzezenia zwrotnego, wykazaty, ze w warunkach maksymalnej indukcji transkrypcji genu rpoE
w mutantach Awaad, kiedy LPS sktada si¢ tylko z pochodnych lipidu IV4, ilo§¢ RpoE nie wzrasta
znaczaco, a stezenie RseA-wolne RpoE jest wyzsze (Noor et al., 2009). Tym samym wspomniany brak
wzrostu RpoE mozna rowniez wyjasnic¢ przez translacyjng represje wywierang przez SlrA sRNA poprzez
parowanie zasad. Analiza skonstruowanych fuzji translacyjnych do 5" UTR rpoE mRNA sugeruje, ze
SIrA moze tworzy¢ pary zasad z rpoE mRNA. Zagadnienie to jest obecnie badane poprzez analize
mutacyjna.

Nowe strukturalne zmiany w LPS w warunkach indukujacych RpoE - Podczas analizy LPS
uzyskanych z kilku mutantéw, ktore charakteryzuja si¢ hiperindukcja RpoE, jak mutanty Arsed, zostat
zidentyfikowany nowy polimer przytaczony do rdzenia LPS. Analiza chemiczna wykazata, ze
w polimerze tym brak jest fukozy, ktora jest obecna w M-antygenie, a masa nowego polimeru jest inna
niz masa M-antygenu. Co jest interesujgce, polimer ten rowniez zaobserwowano w LPS z mutantow Afg.
Istotnym jest to, ze omawiany polimer jest obecny w glikoformach LPS skroconych o koncowy
disacharyd, posiadajacych trzy reszty Kdo. W ten sposob miejsce przylaczenia nowego polimeru musi
by¢ inne niz miejsce dolgczenia M-antygenu czy O-antygenu, poniewaz LPS z mutantdw Arsed
pozbawiony jest HeplV. W zwigzku z tym struktura i miejsce przylaczenia nowego polimeru zostang
uzyskane z wykorzystaniem NMR i analizy kompozycji chemiczne;j.
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5. Omowienie pozostatych osiggni¢¢ naukowo-badawczych
a) osiagni¢cia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora
Charakterystyka odpowiedzi na szok termiczny u bakterii morskiej Vibrio harveyi

1. Klein, G., Walczak, R., Krasnowska, E., Blaszczak, A. and Lipinska, B. (1995) Characterization of
heat-shock response of the marine bacterium Vibrio harveyi. Molecular Microbiology, 16: 801-811.

2. Kuchanny, D., Klein, G., Krzewska, J., Czyz, A. and Lipinska, B. (1998) Cloning of the groE operon
of the marine bacterium Vibrio harveyi using a lambda vector. Acta Biochimica Polonica, 45: 261-
270.

3. Klein, G., Zmijewski, M., Krzewska, J., Czeczatka, B. and Lipinska, B. (1998) Cloning and
characterization of the dnaK heat shock operon of the marine bacterium Vibrio harveyi. Molecular
and General Genetics, 259: 179-189.

4. Klein, G., Laskowska, E., Taylor, A. and Lipinska, B. (2001) IbpA/B small heat-shock protein of
marine bacterium Vibrio harveyi binds to proteins aggregated in a cell during heat shock. Marine
Biotechnology, 3: 346-354.

Organizmy nie zawsze zyja w optymalnych dla siebie warunkach. Moga na nie dziata¢ czynniki
szkodliwe lub stresowe, z ktorych wiele wywoluje denaturacje biatek. Najczgsciej badanym i najbardziej
klasycznym czynnikiem jest podwyzszenie temperatury ponad warto$¢ fizjologiczng. Organizm broni si¢
przed skutkami dzialania czynnikow szkodliwych przez odpowiedz szoku termicznego. Odpowiedz ta
jest silnie zachowawcza ewolucyjnie u wszystkich organizméw zywych. Sygnalem do inicjacji
odpowiedzi jest pojawienie si¢ w komorkach nieprawidtowo zwinietych biatek. Odpowiedz szoku
termicznego polega na zwigkszonej syntezie grupy biatek zwanych biatkami szoku termicznego Hsp.
Wiele biatek szoku termicznego jest reprezentowanych przez molekularne chaperony i proteazy.
W trakcie badania odpowiedzi na szok termiczny u bakterii morskiej Vibrio harveyi zostato stwierdzone,
ze temperatura 39°C byla najwyzszg temperaturg, w ktorej komorki V. harveyi byly zdolne do
prawidlowego wzrostu. Przeniesienie bakterii V. harveyi z temperatury 30°C do temperatury 39°C
powodowato wzmozong syntez¢ co najmniej dziesi¢ciu bialek, o migracji elektroforetycznej w zelu
poliakrylamidowym z SDS-em odpowiadajacej przewidywanej masie czasteczkowej wynoszacej okoto:
90, 70, 58, 41, 31, 27, 22, 15, 14,5 i 14 kDa. Biatka indukowane termicznie o masach czgsteczkowych:
70, 58, 41 i 14,5 kDa zostaty zidentyfikowane odpowiednio jako homologi bialek szoku termicznego
bakterii E. coli DnaK, GroEL, DnaJ i GroES. Biatko GroESy 4. posiada nizsza mase czasteczkowa
(14,5 kDa) niz biatko GroESg,,;;, migrujace w zelu poliakrylamidowym z SDS-em jako biatko o masie
czasteczkowej 15 kDa (Klein ef al., 1995).

Badania te rowniez wykazaty, ze bialko o masie czasteczkowej okoto 43 kDa, immunologicznie
reagujace z przeciwcialami przeciwko podjednostce sigma 32z.; (0°°) polimerazy RNA, bylo
indukowane przez szok termiczny i wspotoczyszczato si¢ z polimeraza RNA bakterii V. harveyi. Preparat
zawierajacy czynnik sigma 32y4men, po dodaniu rdzenia polimerazy RNA bakterii E. coli, umozliwial
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specyficzng transkrypcje z promotoréw szoku termicznego bakterii £. coli w warunkach in vitro (Klein et
al., 1995).

W ramach kontynuacji badan nad odpowiedzia szoku termicznego u V. harveyi zostaly rowniez
zbadane wysoce zachowawcze ewolucyjnie biatka GroEL i GroES. GroEL i GroES naleza do
molekularnych chaperonéw (chaperoniny). Sg one konieczne do prawidtowego sktadania wielu bialek.
W celu sklonowania gendéw groEL i groES zostala skonstruowana biblioteka genomowa V. harveyi
w wektorze AEMBLI1. Ponadto sklonowane geny groES i groEL byly badane pod wzglgdem zdolnosci
komplementacji temperaturowrazliwos$ci mutantow groE bakterii E. coli (Kuchanny et al., 1998).

Nastepnie zostaty sklonowane i zsekwencjonowane geny szoku termicznego drnaK i dnaJ bakterii
V. harveyi. DnaK i Dnal naleza do molekularnych chaperonéw i sa gldéwnymi biatkami szoku
termicznego. DnaKy e ma 81,2% homologii z biatkiem DnaK bakterii E. coli, Dnaly jgrve, ma 74,7%
homologii z biatkiem Dnal bakterii E. coli. W dos$wiadczeniach z wykorzystaniem hybrydyzacji typu
»Northern”, RNA z komorek V. harveyi oraz sondy, obejmujacej geny dnaKy harveyi 1 dnaJy parveyi, Zostal
zaobserwowany pojedynczy, indukowany termicznie transkrypt, co sugerowalo, ze geny dnaKy jarveyi
1 dnaJy harveyi tWorza wspolny operon (Klein et al., 1998).

Postugujac si¢ metoda ,,wydtuzania startera”, przed genem dnaKy jane, zostato zidentyfikowanych
pie¢ indukowanych termicznie miejsc startu transkrypcji. Dwa z nich, oznaczone jako T1 i T4, sa
poprzedzone przez sekwencje, ktore posiadaja wysoki stopien homologii z sekwencja najwyzszego
podobienstwa promotoréw rozpoznawanych przez podjednostke o> bakterii E. coli. Umiejscowienie
tych promotoréw w stosunku do miejsca startu translacji u bakterii V. harveyi jest bardzo podobne do
tego, jakie wystepuje w genie drnaK bakterii E. coli. Nie zostaly zaobserwowane zadne niezalezne
miejsca startu transkrypcji dla genu dnaJy pare. Wyniki te potwierdzily, ze geny dnaKy harveyi 1 dnady parveyi
tworza jeden operon. Operon dnaKJy ey ulegal transkrypcji w sposob zalezny od podjednostki o,
a rozmiar transkryptu, kinetyka transkrypcji i miejsca inicjacji transkrypcji byty podobne do tych, ktore
sg znane z komorek E. coli. Wskazuje to, ze wystepuje wysoka zachowawczo$¢ ewolucyjna elementow
transkrypcyjnej regulacji szoku termicznego u bakterii V. harveyi i bakterii E. coli, organizméw
nalezacych do podgrupy proteobakterii y-purpurowych (Klein et al., 1998).

Réwniez zostata zbadana zdolno$¢ sklonowanych gendw dnaKyparveyi 1 dnaJyparveyi do supresji
mutacji w genach dnaK i dnaJ bakterii E. coli. Stwierdzono, ze bialko Dnaly e znosito fenotyp
temperaturowrazliwo$ci mutantow E. coli dnaJ i pozwalalo na wzrost faga A w komorkach tych
mutantow. Biatko DnaKy e nie umozliwialo wzrostu mutantom E. coli dnaK w temperaturze
niepermisywnej (42°C), lecz zezwalato na wzrost faga A w komoérkach mutanta z delecjg genu dnak.
Biatko DnaKy jameyi, W przeciwiefstwie do biatka Dnaly e, nie modulowalo odpowiedzi na szok
termiczny u bakterii E. coli. Uzyskane wyniki sugeruja, ze biatko chaperonowe DnaK jest bardziej
specyficzne gatunkowo niz biatko chaperonowe Dnal (Klein ef al., 1998).

Wiele gatunkow bakteryjnych posiada homologi biatek IbpA i IbpB. IbpA i IbpB sa 16 kDa
biatkami nalezacymi do rodziny matych biatek szoku termicznego (sHsp). sHsp sa molekularnymi
chaperonami, ktore wiaza si¢ do ciat inkluzyjnych i zapobiegaja agregacji nienatywnych bialek podczas
szoku termicznego. Wykazano, ze bakteria morska V. harveyi posiada pojedyncze biatko sHsp, ktore jest
bardzo silnie indukowane przez szok termiczny i reaguje z przeciwciatami przeciwko biatkom IbpA/B
z E. coli. 26 aminokwasow N-konca badanego biatka z V. harveyi wykazuje wysoka homologie do biatek
IbpA i IbpB z E. coli: odpowiednio 73% 1 54% identycznosci. Frakcja S, przygotowana z komorek
V. harveyi poddanych szokowi termicznemu, posiadata zagregowane wewnatrzkomorkowo biatka
w nastepstwie szoku cieplnego. We frakcji S wystgpowala rowniez duza ilo§¢ biatka IbpA/B. Wyniki te
wskazuja, ze IbpA/By janes Wiaze si¢ z biatkami, ktore agreguja w komorkach V. harveyi podczas szoku
termicznego (Klein et al., 2001).

b) osiggnigcia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

Badanie regulacyjnych mechanizmoéw i funkcji odpowiedzi na szok termiczny oraz odpowiedzi na
stres pozacytoplazmatyczny

Klein, G., Dartigalongue, C. and Raina, S. (2003) Phosphorylation-mediated regulation of heat shock
response in Escherichia coli. Molecular Microbiology 48: 269-285.
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Po zidentyfikowaniu RseA jako czynnika anty-sigma wzgledem RpoE zaproponowano, ze gléwna
aktywnos$¢ RpoE jest ustalana przez jego sekwestracj¢ do blony wewngtrznej przez RseA. Dalsze badania
wykazaty, ze w warunkach stresu RseA ulega degradacji, a RpoE jest uwalniane i moze tworzy¢
kompleks z polimerazag RNA. Jednak model ten nie wyjasnia braku zwigkszenia ilosci RpoE nawet
w warunkach indukujacych RpoE. Nie bylo wiadomo, czy zmiany w powinowactwie pomig¢dzy RpoE
i RseA odgrywaja role w regulacji aktywnosci RpoE i RseA. Tak wiec, aby w pelni zrozumie¢
mechanizm regulacji RpoE, poszukiwano trans-dziatajacych mutacji w genach innych niz gen rpoE,
ktore znaczaco zmniejszaty aktywno$§¢ regulonu rpoE. Zmapowano takie mutacje i sklonowano
odpowiednie geny. Doprowadzilo to do identyfikacji genu etp, kodujgcego fosfataze tyrozynowas.
Mutanty efp mialy znacznie zredukowang aktywnos$¢ . Sklonowany gen efp poddano ekspresji, a jego
produkt oczyszczono. Nastepnie pokazano, ze gen etp jest ko-transkrybowany z genem kodujacym
potencjalng kinaze oznaczong Etk. Biatka Etk i Etp zostaly oczyszczone i pokazano, iz rzeczywiscie
posiadaja one in vitro odpowiednio aktywno$¢ kinazy tyrozynowej i fosfatazy tyrozynowej. Aby
odpowiedzie¢ na pytanie, w jaki sposob Etp i Etk moga modulowaé aktywno$¢ RpoE/RseA, zostaly
zmutowane rozne reszty Tyr w domenie N-terminalnej RseA oraz w RpoE. W doswiadczeniach in vitro
wykazano, ze Etk moze odwracalnie fosforylowaé RseA w pozycji aminokwasowej Tyr-36
zlokalizowanej w cytoplazmatycznej, N-terminalnej domenie RseA. Analiza mutacyjna RseA Tyr-36Ala
ujawnila, ze zmutowane biatko, w przeciwienstwie do biatka RseA typu dzikiego, nie ulega fosforylacji.

Dalsza charakterystyka genu efp i jego funkcji wykazala, ze mutanty efp maja obnizong aktywnos¢
promotorow szoku cieplnego, ktére sg kontrolowane przez podjednostke sigma szoku termicznego RpoH.
Kolejna szczegdlowa analiza wykazata, ze w mutantach efp ma miejsce akumulacja o>> w formie
ufosforylowanej. Badaniach fosforylacji in vitro, z uzyciem oczyszczonego czynnika sigma RpoH oraz
Etk, pokazaty Etk-zalezng fosforylacje RpoH. Mutacyjne zastapienie poszczegolnych reszt Tyr w RpoH
przez Ala, a nastgpnie oczyszczenie takich zmutowanych biatek RpoH ustalito, ze Etk fosforyluje RpoH
w reszcie Tyr-260, znajdujacej si¢ w wysoce zachowawczym ewolucyjnie regionie 4.2. W ten sposob
wykazano, ze tylko jedna z siedmiu reszt tyrozynowych jest fosforylowana (Klein et al., 2003). Stosujac
doswiadczenia in vitro typu ,run-off” pokazano, ze fosforylacja RpoH hamuje jego aktywnosc
w rozpoznawaniu promotoréw szoku termicznego. Wyniki te byly pierwszym raportem o fosforylacji
jakichkolwiek podjednostek sigma, opierajacym si¢ na raczej rzadkim wykorzystywaniu fosforylacji
tyrozynowej u prokariontow. Fosforylacja w regionie 4.2 ponadto ujawnita, ze rejon ten, oprocz funkcji
rozpoznawania sekwencji -35 promotorow, jest kluczowym celem dla regulacji poprzez unikalny
mechanizm, ktéry powoduje posredniczong przez fosforylacj¢ atenuacje aktywnosci RpoH. Co wigcej,
w celu regulacji odpowiedzi szoku termicznego fosforylacja ta ma charakter odwracalny dzieki
aktywnosci fosfatazy tyrozynowej oznaczonej jako Etp. Zgodnie z wynikami in vitro wykazano, ze brak
in vivo fosfatazy (aktywnosci Etp) prowadzi do hiperfosforylacji RpoH i spadku o 50% podstawowego
poziomu aktywnos$ci Eo”>-transkrybowanych promotoréw szoku termicznego, takich jak promotor groE
czy rpoDPhs. Poparciem powyzszych wynikéw jest fakt, ze defosforylowany RpoH
w zrekonstytuowanym kompleksie Ec>> odzyskat zdolno$é do transkrypcji o>>-zaleznych promotorow.
A zatem fosforylacja RpoH w Tyr-260 zmienia wigzanie do rdzenia polimerazy RNA badz rozpoznanie
promotora i stad redukuje transkrypcje promotoréw szoku termicznego. Na podstawie powyzszych
wynikow zostat zaproponowany model, wedtug ktorego w warunkach fizjologicznych czg$¢ czasteczek
biatka RpoH jest ufosforylowana, a forma ta jest nieaktywna. Poniewaz fosforylacja jest procesem
odwracalnym opartym na aktywnosci fosfatazy Etp, umozliwia to komorce utrzymywanie puli
nieaktywnych czasteczek RpoH, ktére mogg tatwo ulega¢ defosforylacji w momencie stresu, na przyktad
w podwyzszonej temperaturze. Model taki zaktada zmiang aktywnos$ci badz ilosci fosfatazy i kinazy wraz
ze wzrostem temperatury lub na skutek innych warunkow stresowych.

Noor, R., Murata, M., Nagamitsu, H., Klein, G., Raina, S. and Yamada, M. (2009) Dissection of o'-
dependent cell lysis in Escherichia coli: roles of RpoE regulators RseA, RseB and periplasmic folding
catalyst PpiD. Genes to Cells 14: 885-899.

Aby zrozumieé¢ mechanizm o-zaleznej lizy komorkowej, zbadalismy wptyw delecji regulatoréw rpoE,
kodowanych przez rsed, rseB i rseC, na transkrypcje ¢, na poziomy wolnego 6" w poréwnaniu z iloscia
6" zwiazana z blong oraz na czynnik/czynniki ograniczajace w biogenezie OMP, ktore moga mie¢ wpltyw
na lize komoérkowa. RT-PCR wykazata, ze pojedyncze, niepolarne delecje Arsed i ArseB w réznym
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stopniu zwigkszaly ekspresje rpoE, z wyrazng indukcja w mutancie Arsed. Znaczacym jest to, ze
stosunek formy wolnej RpoE versus zwiazanej z blong byl wickszy w szczepie Arsed, jednakze bez
zwigkszenia catkowitej ilosci RpoE, co wskazuje na dodatkowg ztozono$¢ regulacji RpoE. W szczepie
ArseA zaobserwowano znaczacg lize komorkowa, ktorej towarzyszyly silnie zredukowane poziomy
peryplazmatycznego czynnika fatdujacego bialka btony zewnetrznej PpiD. Fenotyp lizy komorkowe;j
szczepu ArseA ulegal supresji albo przez gen rsed albo ppiD dostarczony z plazmidu, ale nie przez ani
gen rseB ani rseC. Jednakze liza komérkowa szczepu dzikiego prawie catkowicie ulegata represji nie
tylko przez klon rsed, ale rowniez przez klon rseB, co sugeruje, ze RseB moze by¢ czynnikiem
ograniczajacym in vivo. W ten sposob w mutantach rsed zwickszenie ilosci wolnej 6 w stosunku do tej
zwigzanej z btona, z jednoczesna redukcja poziomu ilosci PpiD i potencjalng rola sSRNA, moze wplywac
na o"-zalezny proces lizy.

Ang, D., Keppel, F., Klein, G., Richardson, A. and Georgopoulos, C. (2000) Genetic analysis of
bacteriophage-encoded cochaperonins. Annual Review of Genetics, 34: 439-456.

Wczesne badania genetyczne zidentyfikowaly geny groES i groEL u E. coli, gdyz mutacje w nich
blokowaly wzrost bakteriofagow A i T4. Kolejne analizy genetyczne i biochemiczne wykazaty, ze GroEL
i GroES tworza maszyneri¢ chaperoninowg absolutnie niezbedng do wzrostu E. coli, poniewaz jest ona
potrzebna do prawidlowego faldowania wielu je bialek. Mimo bardzo matlej identyczno$ci w sekwencji
wzgledem GroES, kodowane przez bakteriofaga T4 biatko Gp31 oraz kodowane przez bakteriofaga
RB49 biatko CocO s3g bona fide ko-chaperoninami GroEL, ktére nawet sa w stanie zastapi¢ GroES we
wzroscie E. coli. Glowne rozrdznienie funkcjonalne polega na tym, ze tylko Gp31 i CocO moga
asystowa¢ GroEL w prawidlowym faldowaniu Gp23, ktoére jest najwazniejszym, bakteriofagowym
biatkiem kapsydowym. Zakonserwowane cechy strukturalne pomiedzy CocO i Gp31, ktore nie wystepuja
w GroES, podkreslaja ich potencjalne znaczenie w specyficznej funkcji ko-chaperoninowe;.

Klein, G. and Georgopoulos, C. (2001) Identification of important amino acid residues that modulate
binding of Escherichia coli GroEL to its various cochaperones. Genetics 158: 507-517.

Doswiadczenia genetyczne wykazaty, ze maszyneria chaperonowa GroEL/GroES z E. coli jest absolutnie
niezbedna, nie tylko do wzrostu bakterii, ale takze dla propagacji wielu bakteriofagow, w tym A.
Wirulentne bakteriofagi T4 i RB49 sg niezalezne od funkcji GroES gospodarza, poniewaz koduja swoje
wiasne bialka ko-chaperonowe, odpowiednio Gp31 i CocO. Mutanty bakteryjne E. coli groEL44 nie
tworzg kolonii powyzej temperatury 42°C ani nie sg zdolne do propagacji bakteriofagow A, T4 czy RB49.
Odkrylismy, ze powstanie zdecydowanej wickszosci (40/46) spontanicznych, odpornych na temperature
43°C kolonii mutanta groEL44 byto spowodowane obecnos$ciag wewngtrzgenowej mutacji supresorowe;j.
Supresory te zdefiniowaty 21 réznych substytucji aminokwasowych w GroEL, wptywajacych na jedna
z 13 réznych reszt aminokwasowych. Wszystkie te reszty aminokwasowe sg zlokalizowane w tzw.
zawiasie lub w jego poblizu. Zawias ten reguluje duze ruchy en bloc apikalnej domeny GroEL. Kazdy
z wyizolowanych supresoréw, w obecnosci allelu groEL44, umozliwial w réznym stopniu wzrost
bakteriofagdw A, T4 i RB49. Poniewaz wiadomo, ze zmutowane biatko GroEL nie oddziatuje efektywnie
z Gp31, mutacje supresorowe powinny zwigkszaé wigzanie ko-chaperonu. Analogiczne badania
supresorowe zostaty przeprowadzone z temperaturowrazliwym allelem groEL673.

Shewmaker, F., Kerner, M.J., Hayer-Hartl, M., Klein, G., Georgopoulos, C. and Landry, S. J. (2004) A
mobil loop order-disorder transition modulates the speed of chaperonin cycling. Protein Science 13:
2139-2148.

Maszynerie molekularne, w czasie tworzenia i rozbijania wielkich intermolekularnych powierzchni,
porzadkuja i zaburzaja strukture polipeptydow. Jednakze biologiczne znaczenie takich porzadkowan oraz
wigzan zostato ustalone tylko dla kilku systemoéw makromolekularnych. Porzadkowanie i wigzanie
mobilnych petli ko-chaperoniny GroES towarzyszy ATP-zaleznej zmianie konformacyjnej chaperoniny
GroEL, ktora promuje faldowanie biatka-klienta. Po hydrolizie ATP, stan nieuporzagdkowania mobilnych
petli towarzyszy dysocjacji ko-chaperoniny, inwersji zmian konformacyjnych GroEL oraz uwolnieniu
biatka-klienta. Mutanty GroEL o ,wysokim powinowactwie” zostaly zidentyfikowane dzigki ich
kompatybilnosci z mutantami ko-chaperoninowymi o ,,niskim powinowactwie” oraz niekompatybilnosci
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z mutantami ko-chaperoninowymi o ,wysokim powinowactwie”. Analiza kinetyk wigzania
z zastosowaniem wewnetrznej fluorescencji wariantow ko-chaperonin zawierajacych tryptofan wykazata,
ze nadmierne powinowactwo powoduje pozostanie w konformacji, ktéra tworzy si¢ w obecnosci ATP.
Destabilizacja struktury B-spinki do wloséw utworzonej przez mobilne petle przywraca normalng
szybko$é dysocjacji. W ten spos6b energia swobodna uporzadkowywania i zaburzania mobilnej petli
dziata jak bezwladnos¢ kota zamachowego silnika, modulujagc szybkos¢ zmian konformacyjnych
chaperoniny.

Brade, L., Heine, H., Raina, S., Klein, G., Di Padova, F., Brade, H. and Miiller-Loennies, S. (2012)
Immunization with an anti-idiotypic against the broadly lipopolysaccharide-reactive antibody WN1 222-5
induces Escherichia coli R3-core-type specific antibodies in rabbits. Innate Immunity 18: 279-293.

Mysie przeciwciata monoklonalne (mAb) WN1 222-5 rozpoznaja weglowodanowy epitop w regionie
rdzenia wewnetrznego LPS, ktory wystepuje u wszystkich szczepdw E. coli oraz Salmonella enterica,
isg zdolne do neutralizacji in vitro i in vivo endotoksycznych aktywnosci powyzszych szczepow.
Immunizacja myszy z mAb WN1 222-5 doprowadzita do otrzymania kilku antyidiotypicznych mAbs,
z ktorych jedne (mAb S81-19) konkurencyjnie hamowaty wigzanie mAb WN1 222-5 do LPS z E. coli
i Salmonella. Po immunizacji krolikéw z mAb S81-19, odpowiedzi serologiczne wzgledem LPS zostaly
scharakteryzowane w przedziatach czasowych przez ponad dwa lata. Podczas gdy serologiczna
odpowiedz przeciwko przeciwcialom antyidiotypowym rozwingta si¢ zgodnie z oczekiwaniami,
odpowiedz anty-antyidiotypowa wzgledem LPS rozwijala si¢ powoli a przeciwciata, ktére pojawity si¢
po 200 dniach, wigzaly sie do LPS E. coli o rdzeniu typu R3 i neutralizowaty zdolnosci indukcji TNF-
o w ludzkich peryferyjnych jednojadrzastych komorkach przez wymieniony LPS. Zostalo opisane
tworzenie nowych antyidiotypicznych przeciwcial, ktére po immunizacji krélikow mogg indukowa¢
przeciwciala reagujgce z rdzeniem LPS. Roéwniez zostalo zaprezentowane, ze zasadniczo mozliwe jest
uzyskanie przeciwciatl neutralizujagcych LPS poprzez antyidiotypowa immunizacj¢ przeciwko mAb WNI
222-5. Mimikowany epitop prawdopodobnie posiada wspdlne determinanty z epitopem WNI 222-5,
jednak istniejg réznice w odniesieniu zarowno do powinowactwa, jak i specyficznosci, poniewaz nie
zaobserwowano wigzania do mniejszych oligosacharydéw rdzenia wewnetrznego LPS.

Klein, G. and Raina, S. (2017) Small regulatory bacterial RNAs regulating the envelope stress response.
Biochemical Society Transactions 45: 417-425 (invited review).

Wiekszo$¢ bakterii koduje duzy repertuar mechanizméw regulatorowych opartych na RNA. Ostatnie
odkrycia ujawnily, ze ekspresja wielu genéw jest kontrolowana przez bogactwo parujacych zasady
niekodujacych sRNA, regulatorowe biatka wigzace RNA oraz enzymy degradujace RNA. Niektére z tych
regulatorowych proceséw odpowiadajg na warunki stresowe i s3 wymagane w utrzymaniu homeostazy
komérkowej. Jest to osiggnigte poprzez bezposrednia post-translacyjna represj¢ kilku mRNA, obejmujacg
blokowanie dostepu do rybosoméw lub kierowanie mRNA do degradacji, gdy synteza kodowanych przez
nie bialek jest niepozadana albo przez zwigkszenie translacji niektérych kluczowych, regulowanych
przez stres czynnikow transkrypcyjnych. Niekodujace RNA, ktére reguluja ekspresj¢ genéw poprzez
wigzanie do bialek regulatorowych/czynnikéw transkrypcyjnych, czesto dzialajg negatywnie przez
sekwestracje, zapobiegajacg rozpoznaniu elementu docelowego. Ponadto ekspresja wielu sRNA jest
pozytywnie regulowana przez odpowiadajace na stres czynniki sigma oraz systemy dwuskladnikowe,
a z kolei niektore z tych regulatorowych RNA moga dziata¢ za posrednictwem sprz¢zenia zwrotnego.
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