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Celem naukowym wyzej wymienionych prac bylo poszerzenie wiedzy na temat udziatu matych
biatek szoku termicznego modelowe]j bakterii Escherichia coli - IbpA i IbpB w ochronie komorki przed
skutkami stresu oksydacyjnego.

IbpA i IbpB nalezg do rodziny matych bialek szoku termicznego (sHsps) nazywanych tez a-
Hsp — szeroko reprezentowanej ws$rod prokariota i eukariota grupy bialek opiekunczych.
Przedstawicieli sHsps charakteryzuje niewielka jak na biatka szoku termicznego homologia
(nieprzekraczajgca 20%) a cechami typowymi dla tych bialek jest niska masa czasteczkowa (15-40
kDa), tworzenie duzych form hetero- lub homo-oligomerycznych, obecnosé¢ domeny a-krystalinowej,
czyli 100 aminokwasowej sekwencji wystepujgcej w czesci C-terminalnej tych biatek, a przede
wszystkim funkcja. sHsps uczestniczg w ochronie polipeptydéw przed nieodwracalng denaturacjg
wigzgc substraty i utrzymujgc je w stanie kompetencji do faldowania. Poniewaz nie posiadajg
aktywnosci ATPaz, to w procesie przywracania natywnej konformacji denaturowanym biatkom
wspoidziatajg z innymi Hsp. Tym samym stanowig istotny element rozbudowanej sieci biatek
opiekunczych (ClpB, Hsp70/Hsp40, Hsp60) oraz proteaz (prokariotyczne ClpXP, CIpAP, Lon), ktorej
zadaniem jest ,kontrola jakosci” procesu fatldowania nowo syntetyzowanych biatek, renaturacja
denaturowanych polipeptydéw w warunkach stresowych lub ich degradacja, gdy uszkodzenie jest
nieodwracalne. sHsps uwazane sg za pierwszg linie obrony komérki przed skutkami stresu, poniewaz
nie wymagajg ATP, substraty wigzg z duzg wydajnoscig a ich poziom po szoku rosnie znaczgco
(Laskowska i Kuczynska-Wisnik, 2008). Zainteresowanie matymi biatkami szoku termicznego wzrosto,
gdy pojawity sie doniesienia, ze poza dziataniem w warunkach stresowych, jako typowe biatka
opiekuncze biorg one udziat w licznych procesach fizjologicznych. W komorkach ssaczych
uczestniczg w regulacji apoptozy, transformacji nowotworowej oraz procesie roznicowania sie
komorek i stabilizacji cytoszkieletu. Mutacje w genach ludzkich sHps prowadzg do takich choréb jak
za¢ma, desminopatia czy neuropatia a ponadto stwierdzono, ze sHsps wchodzg w sktad agregatow
biatkowych powstajgcych w przebiegu takich choréb, jak mukowiscydoza, stwardnienie rozsiane czy
choroby o charakterze neurodegeneracyjnym (choroba Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona)
(Laskowska i wsp., 2010).

Moje zainteresowanie rolg biatek IbpA i IbpB stanowi kontynuacje badan rozpoczetych w
trakcie realizacji tematu rozprawy doktorskiej, ktéra dotyczyta regulacji ekspresji genéw ibpAibpB. Z
moich doswiadczen wynikato, ze mechanizm tej regulacji jest inny niz u pozostatych poznanych
bakteryjnych gendéw szoku termicznego i zaden z nich nie posiada takiego uktadu elementéw
regulatorowych jak gen ibpB (Kuczynska-Wisnik i wsp., 2001). Wskazywato to posrednio, na wazng
role bialek IbpA IbpB w ochronie komérki przed skutkami stresu, ale wiedza na ten temat byla

niewielka.
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Pierwsze prace pozwolity mi na pozyskanie dodatkowych informacji o funkcji IbpA i IbpB w
komorce. Z uwagi na to, brak IbpAB nie wptywat na obnizenie przezywalnosci bakterii w warunkach
umiarkowanego stresu termicznego, pomimo ze sg to najsilniej indukowane geny szoku termicznego u
E. coli, skupitam sie na zbadaniu efektu fenotypowego mutacji AibpA/B. Wykazatam, ze dopiero w
warunkach ekstremalnego szoku (50°C) mozna zaobserwowac efekt tej mutacji: obnizong w
poréwnaniu ze szczepem dzikim przezywalnosé bakterii, wzmozong agregacje bialek a takze
spowolnione usuwanie powstatych agregatéw, widoczne po przeniesieniu bakterii do 37°C.
Zaobserwowatam réwniez, ze nadprodukcja biatek 1bpA i/lub IbpB powodowata stabilizacje agregatow.
Wyniki te, uzyskane in vivo, stanowily potwierdzenie zaproponowanego wowczas na podstawie
doswiadczen in vitro modelu wspotdziatania matych biatek szoku termicznego z systemem zaleznych
od ATP biatek opiekunczych z rodziny Hsp70 (Veigner i wsp., 1998). Zgodnie z tym obowigzujgcym do
dzi§ modelem, w warunkach stresowych IbpAB wigzg nienatywne biatka chronigc je przed
nieodwracalng agregacjg i utrzymujgc w stanie kompetencji do refaldowania, ktére przeprowadzajg
zalezne od ATP biatka DnaK-DnaJ-GrpE. Uzyskatam réwniez interesujgce dane wskazujgce po raz
pierwszy, ze biatka IbpA i IbpB, cho¢ wykazujg blisko 48% homologie na poziomie sekwencji
aminokwasowej to réznig sie powinowactwem do substratéw. Przy braku IbpA w komérce tylko
niewielka czes¢ (ok. 2%) IbpB wigzata sie z agregatami bialek, natomiast wiekszos¢ IbpB znajdowata
sie we frakcji biatek rozpuszczalnych. IbpB pojawiato sie we frakcji agregatow, gdy nadprodukowane
byly oba biatka Ibp. Natomiast IbpA, niezaleznie od obecnosci lub braku IbpB, pozostawato zawsze
Zwigzane z agregatami. Przedstawione powyzej wyniki ztozyty sie na pierwszg z prac [1], opisujgca
dziatanie biatek IbpAB in vivo.

W zespole prof. A. Taylor wykazano, ze IbpAB wigzg sie do powstalych po szoku termicznym
agregatow endogennych biatek bakterii (Laskowska i wsp., 1996) a dalsze prace, w ktorych
uczestniczytam (Laskowska i wsp., 2003; Laskowska i wsp., 2004) wykazaly, ze IbpAB mozna
traktowa¢ jako markery agregatow biatkowych w komdrkach E. coli. Po raz pierwszy jednak IbpA i
IbpB opisano jako biatka zasocjowane z ciatami inkluzyjnymi (Allen i wsp., 1992). Ciala inkluzyjne
powstajg w trakcie nadprodukcji w komodrkach bakteryjnych rekombinowanych biatek, gdy przy
niedostatecznej ilosci biatek opiekunczych dochodzi do nieswoistych oddziatywan hydrofobowych
miedzy polipeptydami. Wiadomo tez, ze ciala inkluzyjne zawierajg biatka o réznej konformaciji, od
calkowicie zdenaturowanych po natywne, a ponadto proces ich powstawania jest dynamiczny - w
komoérce caly czas zachodzg procesy z jednej strony uwalniania i refaldowania biatek z ciat
inkluzyjnych a z drugiej agregacja polipeptydéw (Carrio i Villaverde, 2002). W kolejnej pracy skupitam
sie na badaniu wptywu IbpAB na aktywno$é enzymoéw tworzgcych ciata inkluzyjne i stwierdzitam, ze
IbpAB chronig enzymy przed utratg aktywnosci. Wykorzystatam trzy systemy ekspresyjne
umozliwiajgce nadprodukcje i akumulacje w formie ciat inkluzyjnych trzech réznych biatek: Cro-B-
galaktozydazy, B-laktamazy oraz szczurzego biatka rHirAl. W Zadnym z badanych uktadéw brak
biatek IbpAB nie wptywal ani na poziom nadprodukcji rekombinowanych biatek ani tez tworzonych ciat
inluzyjnych. Stwierdzitam za to wyzszg o ok. 40% aktywno$¢ enzymatyczng laktamazy i rHtrAl w
ciatach inkluzyjnych zawierajgcych IbpAB. Uzyskane i opublikowane w pracy [2] wyniki wskazujg, ze

IbpAB wigzac sie do swoich substratéw nie tylko chronig je przed nieodwracalng agregacjg, utatwiajac
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tym samym ich pOzniejsze refaldowanie, ale réwniez pomagajg zachowac¢ tym biatkom natywnag
konformacje w agregatach.

Kontynuujgc badania nad rolg biatek IbpAB skierowatam swojg uwage na doniesienia
wskazujgce na udziat tych biatek w ochronie komoérek bakteryjnych przed stresem oksydacyjnym.
Organizmy bytujgce w warunkach tlenowych sg narazone na dziatanie reaktywnych form tlenu (RFT),
ktore powstajg w trakcie oddychania. RFT uszkadzajg biatka, lipidy w btonach oraz DNA, dlatego
organizmy tlenowe wyksztalcity specyficzne mechanizmy antyoksydacyjne chronigce sktadniki
komorki. Przede wszystkim jest to bariera antyoksydacyjna tworzona przez enzymy (dysmutaza
ponadtlenkowa, katalazy, enzymy zalezne od glutationu) oraz drobnoczgsteczkowe antyoksydanty
(glutation, kwas moczowy, witaminy C i E), ktére zapobiegajg pojawianiu sie RFT lub je neutralizujg
(Nystrom, 2003). Pojawity sie réwniez doniesienia na temat ewentualnego udzialu Hsp w ochronie
biatek przed oksydacjg (Echave i wsp., 2002; Fredriksson i wsp., 2005; Winter i wsp., 2005). W
odniesieniu do IbpAB wykazano, ze ich nadprodukcja zwieksza oporno$é bakterii na dziatanie
parakwatu (Kitagawa i wsp., 2000) a in vitro biatka IbpAB chronig wybrane enzymy przed dziataniem
czynnikow utleniajgcych (Kitagawa i wsp., 2002). W naszym zespole podjelismy sie wyjasnienia, na
czym polega rola IbpAB w ochronie komorki bakteryjnej przed skutkami stresu oksydacyjnego.
Zaobserwowalismy, ze brak biatek IbpA/B powoduje wzrost wrazliwosci bakterii na jony Cu**. Miedz to
jeden z metali przejsciowych, niezbedny jako kofaktor licznych enzymoéw komérkowych, ale toksyczny
nawet w niskim stezeniu. Toksyczno$é miedzi spowodowana jest miedzy innymi tym, ze jony Cu®*
reagujgc z ubocznymi produktami metabolizmu tlenowego, nadtlenkiem wodoru i anionem
ponadtlenkowym, generujg powstawanie wysoce toksycznych rodnikéw hydroksylowych.
Zaobserwowalismy, ze w warunkach tlenowych komérki mutanta dibpA/B wykazujg podwyzszong
wrazliwo$é na dziatanie jonéw Cu®* i zawierajg podwyzszony poziom utlenionych biatek, wsrod
ktérych najsilniej agregujgce zidentyfikowalismy jako dehydrogenaze alkoholowg (AdhE).
Wykazalismy, ze zarowno in vivo jak i in vitro IbpAB chronig AdhE przed oksydacjg indukowang przez
cu®. Opierajgc sie na uzyskanych wynikach zaproponowali$my potencjalny mechanizm ochronny,
zgodnie z ktérym udziat IbopAB w ochronie biatek E. coli przed stresem oksydacyjnym polega zaréwno
na bezposrednim oddzialywaniu z uszkodzonymi biatkami, jak i na zapobieganiu powstawaniu
reaktywnych form tlenu poprzez wigzanie jonéw miedzi. Omoéwione wyniki znalazly sie w pracy [3] .

W dalszych badaniach nad rolg bialek IbpAB w ochronie komérki przed skutkami stresu
termicznego i oksydacyjnego postuzylismy sie AdhE jako modelowym substratem. Badalismy
agregacje AdhE w komorkach E.coli w warunkach ekstremalnego szoku termicznego (50°C).
Wykazalismy, ze w warunkach tlenowych IbpAB chronig AdhE przed inaktywacjg podczas szoku
termicznego (praca [4]). Dane te potwierdzilismy w doswiadczeniach in vitro, w ktérych uzyliSmy
oczyszczonego AdhE i bialek opiekuhczych. Catkowita reaktywacja enzymu przy udziale systemu
DnaK/DnaJ/GrpE zachodzita, gdy IbpAB byly obecne w trakcie termicznej inaktywacji AdhE.
Zaskakujgce byto jednak to, ze nasilona inaktywacja i oksydacja AdhE po szoku termicznym w
komérkach mutanta AibpAibpB nie byla powigzana z podwyzszong agregacjg enzymu i opéznionym
usuwaniem powstatych po szoku agregatéw AdhE. Bazujgc na wynikach wczesniejszych (praca [1]),

ktére pokazywaly, ze brak IbpAB powoduje wzmozong agregacje i opdznia usuwanie agregatow
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spodziewalismy sie innego wyniku. Przypuszczamy wiec, ze l|bpA i/lub IbpB nie uczestniczga w
usuwaniu z agregatow nieodwracalnie utlenionych biatek przeznaczonych do degradacji. Ich dziatanie
sprowadza sie do ochrony AdhE przed oksydacjg i inaktywacjg a tym samym utrzymania enzymu w
postaci rozpuszczalnej.

W ciggu ostatnich kilku lat pojawity sie prace, w ktérych donoszono, ze geny ibpAibpB ulegajg
ekspresji w komorkach bakteryjnych tworzgcych biofilm (Schembri i wsp., 2003; Ren i wsp., 2004;
Junker i wsp., 2007), jednakze nikt nie podjat sie wyjasnienia, jakg role biatka IbpAB moga odgrywaé
w tych warunkach stresowych. Biofilm jest naturalnym sposobem zycia wiekszo$ci bakterii. Powstaje
na skutek adhezji komérek do statych powierzchni (biotycznych i abiotycznych) na granicy z fazg
ptynng i stanowi strategie obronng przed zmieniajgcymi sie niekorzystnymi warunkami srodowiska.
Biofilmy bakteryjne wystepujg powszechnie w przyrodzie i stanowig z jednej strony powazne
zagrozenie w przemysle a przede wszystkim w medycynie, gdzie sg zrédiem okoto 65% zakazen
bakteryjnych, z drugiej strony pojawiajg sie doniesienia o mozliwosciach wykorzystywania bioflimu w
bioremediacji np. do oczyszczania $ciekdw. Tworzenie biofilmu to skomplikowany wieloetapowy
proces a przejécie bakterii planktonowych (wolno unoszgcych sig) do tworzenia biofiimu wigze sie
indukcjg ekspresji ponad 100 gendéw (Harrison i wsp., 2007). O ile na temat roli biatek
powierzchniowych w powstawaniu biofilmu wiedza jest do$¢ szeroka, to niewiele wiadomo jaka
funkcje pelnig w tym procesie biatka opiekuncze, wsrdd nich IbpAB. Podjetam sie wiec wyjasnienia
tego zagadnienia. Badania, ktére wykonatam pozwolity stwierdzi¢, ze brak IbpAB hamuje tworzenie
biofilmu przez bakterie E. coli (szczep W3110, pozywka LB z MOPS (pH7,0) na powierzchni ptytek
PCV, cho¢ nie wpltywa na wzrost bakterii planktonowych. Ponadto w komdrkach pozbawionych IbpAB
indukowane jest biatko o masie okoto 50 kDa, ktére zidentyfikowatam jako tryptofanaze, produkt genu
tnaA. Tryptofanaza jest enzymem produkowanym w stacjonarnej fazie wzrostu i katalizujgcym rozkfad
tryptofanu do indolu, pirogronianu i mocznika. Indukcja syntezy tryptofanazy w komérkach dibpA/B
prowadzita do zwiekszonej produkcji indolu, ktéry jak podajg dane literaturowe (Wang i wsp., 2001;
Lee i wsp., 2008) jest jedng z miedzygatunkowych czasteczek sygnatowych, zaangazowang w
zjawisko quorum sensing, czyli proces komunikacji miedzybakteryjnej oraz hamujaca ruchliwosé
bakterii i powstawanie biofilmu. Wiadomo, ze tnaA ulega ekspresji w obecnosci RFT (Zheng i wsp.,
2001), przeanalizowatam wiec poziom utlenionych biatek oraz reaktywnych form tlenu i stwierdzitam,
ze komorki pozbawione IbpAB w warunkach powstawania biofilmu sg narazone na stres oksydacyjny.
Wynika to prawdopodobnie z tego, ze IbpAB chronig przed inaktywacjg katalazy — enzymy
antyoksydacyjne uczestniczace w usuwaniu nadtlenku wodoru z komérek. W komoérkach mutanta
AibpAibpB aktywnosé tych enzyméw byta o ok. 30% nizsza niz w szczepie WT, co prowadzito do
wzrostu poziomu RFT. Wyniki tych doswiadczen ztozyly sie na prace [5], w ktorej wykazatam, ze
IbpAB przyspieszajg powstawanie biofilmu E. coli chronigc komarki przed stresem oksydacyjnym.

W ostatniej z cyklu prezentowanych tu prac wykazatam, ze zjawisko hamowania przez indol
tworzenia biofilmu przez komorki E. coli doswiadczajgce stresu oksydacyjnego odnosi sie nie tylko do
szczepu pozbawionego IbpAB. Doniesienia literaturowe wskazywaly, ze wspolnym efektem dziatania
na komarki bakteryjne wielu ré6znych antybiotykéw jest indukowanie stresu oksydacyjnego (Kohanski i

wsp., 2007). W kolejnej pracy (praca[6] ) wykazalam, ze trimetoprim, kwas nalidiksowy, rifampicyna,
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kanamycyna i streptomycyna w stezeniach subletalnych hamujg tworzenie biofilmu przez szczep E.
coli W3110 na powierzchni PCV. Potwierdzitam, ze w tych warunkach bakterie narazone sg na
endogenny stres oksydacyjny, co prowadzito do indukcji tnaA a w efekcie podwyzszonego wydzielania
indolu. Ponadto, brak tryptofanazy (szczep AtnaA) lub obecnos$¢ przeciwutleniaczy takich jak DMSO
czesciowo przywracaty tworzenie biofilmu w obecnosci badanych antybiotykéw. Tak wigc hamowanie
formowania biofilmu przez antybiotyki, ktére powodujg wzrost poziomu reaktywnych form tlenu w

komorce bakteryjnej, jest procesem czesciowo zaleznym od indolu.

Podsumowujac, najwazniejsze odkrycia cyklu prac sktadajgcych sie na moje osiggniecie naukowe

to:

* Wykazanie, ze bialka opiekuncze IbpAB chronig komorki E. coli przed skutkami
ekstremalnego stresu termicznego gdyz hamujg agregacje biatek i ulatwiajg usuwanie
agregatow denaturowanych biatek po obnizeniu temperatury

» Stwierdzenie, ze IbpAB utatwiajg zachowanie natywnej konformacji biatek wewnatrz
agregatow

* Wykazanie, ze IbpAB chronig E. coli przed skutkami stresu oksydacyjnego; hamujg
oksydacyjng inaktywacje bialek wywotang zaréwno dziataniem cu® jak i w warunkach stresu
termicznego zachodzgcego w obecnosci tlenu. Ich funkcja ochronna polega prawdopodobnie
na zapobieganiu inaktywacji katalazy

* Wpykazanie, ze IbpAB przyspieszajg powstawanie biofilmu E. coli hamujgc posrednio
produkcje indolu - jednej z czgsteczek sygnatowych, ktéra zapobiega adhezji komérek do
podioza. Brak IbpAB naraza komorki na endogenny stres oksydacyjny, co prowadzi do
nadprodukcji tryptofanazy i wzrostu poziomu indolu. Stwierdzenie ponadto, Zze hamowanie
przez indol tworzenia biofilmu przez komorki E. coli doswiadczajgce stresu oksydacyjnego

wystepuje rowniez po dziataniu niektérych antybiotykow

Wymienione rezultaty badan przyczynity sie do znacznie lepszego poznania roli matych biatek
szoku termicznego IbpAB w ochronie komorki przed stresem termicznym i oksydacyjnym oraz
stanowig uzupetnienie wiedzy o molekularnych mechanizmach chronigcych komérki bakteryjne w

warunkach stresowych.
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5. Omowienie pozostatych osi  ggnieé naukowo - badawczych

W 1992 roku ukonczytam z wyréznieniem studia biologiczne na Wydziale Biologii Geografii i
Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego. Prace magisterskg pt. ,Oczyszczanie biatka RecA i jego
lokalizacja we frakcjach bton komdrkowych wybranych szczepédw Escherichia coli w warunkach
odpowiedzi SOS” wykonywatam w Katedrze Biochemii pod kierunkiem prof. dr hab. Aliny Taylor. W
styczniu 1993 roku zostatam zatrudniona na etacie asystenta w Katedrze Biochemii UG i rozpoczetam
swoja kariere naukowg w zespole kierowanym przez prof. Aline Taylor. W tym czasie wspdélnie z mgr
Hanng Szpilewskg — opiekunem pracy magisterskiej, napisatam i przygotowatam do druku prace
przegladowg poswiecong budowie i roli biatkka RecA — przedmiotu mojej pracy magisterskiej
(Szpilewska i Kuczynska-Wisnik, 1993 - praca nr 1 pk. IID, zat acznik 4).

Pierwszy projekt naukowy, w ktérego realizacji uczestniczyltam dotyczyt badan nad
powstawaniem i usuwaniem z komérki agregatéw zdenaturowanych termicznie biatek - tzw. frakcji S.

Stosujgc metode ultrawirowania w gradiencie stezenia sacharozy mozna oddzieli¢ frakcje S od bton



Zatgcznik 2 dr Dorota Kuczynska-Wisnik

biologicznych. W toku wczesniejszych badan ustalono, ze frakcja S osigga maksimum 15 min po
przeniesieniu bakterii z 30° do 45°C a zanika po 10 minutach w 37°C. Jednoczes$nie okazato sie, ze
frakcja S jest stabilna w szczepie z mutacjg w genie rpoH, czyli pozbawionym aktywnej podjednostki
regulacyjnej 0% (Kucharczyk i wsp., 1991). Zatozylismy, ze za usuwanie frakcji S odpowiedzialne sa
biatka szoku termicznego o funkcji bialek opiekunczych i proteaz, ktérych geny znajdujg sie pod
kontrolg o®. Wiasnie wyjasnieniem tego zagadnienia zajetam sie bezposrednio po zatrudnieniu w
Katedrze Biochemii. Badajgc proces powstawania i zanikania frakcji S w zmutowanych szczepach
E.coli pozbawionych proteaz szoku termicznego: Lon, ClpP i HtrA oraz zaleznych od ATP bialek ClpA,
ClpX i ClpB stwierdzilismy, ze charakteryzuje je podwyzszony poziom zagregowanych bialek oraz
wyraznie opoznione usuwanie powstatych agregatéw. Czesé wynikéw uzyskanych w badaniach in
vivo potwierdziliSmy w doswiadczeniach in vitro i wykazali§my, ze zagregowane biatka frakcji S sg
substratami HtrA - proteazy szoku termicznego. Wyniki tych doswiadczen zostaty opublikowane
(Laskowska i wsp., 1996 a - praca nr 1 pk. II-A, zat gcznik 4). W tym samym czasie w Katedrze
Biochemii zidentyfikowano dwa gtowne bialtka frakcji S — byty to IbpA i IbpB (Laskowska i wsp., 1996
b), odkryte kilka lat wczesniej jako biatka zasocjowane z ciatami inkluzyjnymi (Allen i wsp., 1992). W
roku 1996, po powrocie z urlopu wychowawczego rozpoczetam badania nad rolg i funkcjg tych biatek
w komérkach bakteryjnych i z powodzeniem prowadze te badania do dzis.

Poczagtkowo prowadzone przeze mnie doswiadczenia dotyczyty badan nad regulacjg ekspres;ji
genow ibpA i ibpB. Oba tworzg operon kontrolowany, tak jak i inne geny szoku termicznego E. coli,
przez podjednostke o* polimerazy RNA. Jednak z do$wiadczeh jakie prowadzitam wynikato, ze nie
jest to typowy operon szoku termicznego, poniewaz synteza bialek |bpAB zachodzita réwniez w
obecnosci nieaktywnego biatka ©*°. Analizujagc sekwencje nukleotydowa operonu ibpAibpB,
stwierdzitam w przestrzeni pomiedzy genami ibpA i ibpB obecnos$¢ potencjalnego dodatkowego
promotora rozpoznawanego przez inng podjednostke polimerazy RNA — 6°* oraz charakterystycznych
dla tego typu promotoréw miejsc regulatorowych (wzmacniacza - enhancera i miejsca wigzania
czynnika IHF). Udato mi sie wykazaé, ze jest to czynny promotor a transkrypcja genu ibpB moze
rozpoczynac sie z dwéch miejsc: pa” - promotora wspdlnego dla obu genéw oraz ps™* - dodatkowego
promotora wystepujgcego w przestrzeni miedzycistronowej. Tym samym, gen ibpB stanowi drugi, po
opisanym w 1991 roku (Weiner i wsp.) operonie psp (phage shock proteins), element regulonu szoku
termicznego kontrolowanego przez o™ Wyniki tych badanh zostaty opublikowane (Kuczyriska-Wisnik i
wsp., 2001 - praca nr 2, pk II-A, zat acznik 4) oraz przedstawione w pracy doktorskiej pt. ,Regulacja
transkrypcji operonu szoku termicznego ibpAibpB i funkcje biatek IbpA i IbpB”, ktérg obronitam we
wrzesniu 2001 roku na Wydziale Biologii, Geografii i Oceanologii UG.

Po doktoracie kontynuowatam w Katedrze Biochemii badania nad funkcjg biatek IbpAB w
ramach kolejnych projektéw badawczych (zatacznik 4, pk II-1 1-5), w ktérych bytam gtéwnym
wykonawcg lub wykonawcg. Poza badaniami, ktérych wyniki wchodza w skfad osiggniecia naukowego
uczestniczytam rowniez w realizacji innych projektéw zwigzanych z odpowiedzig komorki bakteryjne;
na stres. Miedzy innymi zajeliSmy sie wyjasnieniem efektu dziatania trimetoprimu na komérki E. coli.
Trimetoprim stosowany w potgczeniu z sulfonamidami to popularny antybiotyk, ktéry blokuje

metabolizm folianéw a tym samym synteze nukleotyddw i biatek. Wykazalismy, ze w komérkach
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bakteryjnych poddanych dziataniu trimetoprimu dochodzi do indukcji syntezy biatek szoku termicznego
- w szczegélnosci IbpAB. Poniewaz IbpAB wigzg sie z agregatami biatkowymi przypuszczalismy, ze
ich synteza w warunkach stresu folianowego $wiadczy o pojawieniu sie agregatow uszkodzonych
biatek. Udato sie nam takie agregaty wyizolowac i stwierdzilismy, ze wiekszos¢ IbpAB pozostaje z nimi
zwigzana. Wykazalismy wiec, ze efektem dziatania trimetoprimu na komorki E. coli jest agregacja
biatek i indukcja syntezy biatek szoku termicznego. Wyniki tych doswiadczeh zostaty opublikowane
(Laskowska i wsp., 2003 - praca nr 3, pk Il-A, zat gcznik 4). W kolejnym projekcie wykorzystaliSmy
IbpAB jako markery agregatow, tym razem w badaniu roli biatka opiekunczego GrpE w powstawaniu i
usuwaniu zagregowanych biatek. GrpE wspétdziata z biatkami DnaK i DnaJ w procesie faldowania
biatek a mutacje w genach kodujgcych te biatka wykazujg podobne efekty fenotypowe (Liberek i wsp.,
1991). Jednak, o ile mutacje w genach dnaK czy dnaJ powodowaly wzrost poziomu
wewnatrzkomérkowej agregacji biatek i stabilizacje agregatéw (Kedzierska i wsp., 1999), o tyle w
szczepie grpE280 po szoku termicznym nie byliSmy w stanie wykry¢ typowych agregatéw stosujgc
wczesniejsze metody czyli ultrawirowanie w gradiencie stezen sacharozy oraz mikroskopie
elektronowg. Analizujgc lokalizacje bialek typowych dla frakcji agregatow czyli IbpAB oraz aldolazy
fruktozo 1,6-bifosforanu (Fda) stwierdzilismy, ze w szczepie pozbawionym funkcjonalnego biatka GrpE
agregaty jednak wystepujg, ale sg mniejsze i kosedymentujg z frakcjg btony zewnetrznej.
Jednoczesnie w komérkach mutanta grpE280 zaobserwowaliSmy po szoku termicznym wyzszy
poziom biatek DnaK i DnaJ a takze I|bpAB, zwigzanych glownie z agregatami. W publikacji
zawierajgcej opisane wyniki (Laskowska i wsp., 2004 - praca nr 4, pk lI-A, zat gcznik 4) wysunelismy
przypuszczenie, ze w szczepie grpE280 powstawanie duzych agregatéw jest hamowane przez
nadprodukowane biatka szoku termicznego, w tym IbpAB.

W trakcie badah nad rolg i whlasciwo$ciami maltych biatek szoku termicznego IbpAB
nawigzatam wspotprace z zespotem prof. K. Liberka z Katedry Biologii Molekularnej i Komaérkowej
Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG-GUMed, ktéra zaowocowata dwiema wspélnymi
pracami (Matuszewska i wsp., 2005 - praca nr 5 i Ratajczak i wsp., 2010 - praca nr 7 pk IlI-A,
zatgcznik 4). Skoncentrowali$my sie na wyjasnieniu mechanizmu wspétdziatania obu biatek ze sobg
oraz z systemem biatek opiekunczych DnaK/DnaJ/GrpE. W doswiadczeniach in vitro wykazalismy, ze
proces refaldowania termicznie zdenaturowanych substratéw modelowych przez zalezny od ATP
system Hspl00-Hsp70 wymaga obecnosci obu biatek IbpAB w trakcie denaturacji. Ponadto
pokazalismy, ze in vitro oba biatka IbpA i IbpB oddzialujg ze sobg bezposrednio tworzgc mieszane
kompleksy i modulujg swojg aktywnos¢. O ile wigzanie IbpA z substratami zachodzito niezaleznie od
obecnosci |bpB, to IbpB wymagato stymulacji przez IbpA. Podjelismy sie réwniez biochemicznej
charakterystyki biatka IbpA (Ratajczak i wsp., 2010 - praca nr 7 pk II-A, zal gcznik 4), ktérego
wiasciwosci, w przeciwienstwie do IbpB (Shearstone i Baneyx, 1998), nie byly wczesniej badane z
uwagi na trudnosci w oczyszczaniu. WykazaliSmy, ze oczyszczone biatko IbpA tworzy protofilamenty,
ktore skladajg sie w dojrzale fibryle. Tego typu struktury sg nietypowe dla matych biatek szoku
termicznego a ich wystepowanie potwierdzilismy réwniez in vivo. Przypuszczamy, ze fibryle tworzone
przez IbpA to nieaktywna forma tego biatka, gdyz nie powstawaty one w obecnosci drugiego z matych

biatek szoku termicznego — IbpB lub substratow czyli zdenaturowanych biatek.
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Zagadnieniom zwigzanym z budowg i funkcjag malych bialek szoku termicznego ze
szczegoblnym uwzglednieniem ich roli w procesach chorobowych poswiecona jest praca przeglgdowa
(Laskowska i wsp., 2010 - praca nr 8 pk II-A, zat acznik 4) oraz rozdziat w ksigzce (Laskowska i
Kuczynska-Wisnik, 2008 - praca nr 2 pk II-D, zat gacznik 4 ), natomiast w pracy Skorko-Glonek i wsp.,
2010 (praca nr 3 pk II-D, zat gcznik 4) przedstawilismy informacje o budowie i funkcji bakteryjnych
biatek opiekunczych oraz proteaz.

Uczestniczylam réwniez we wstepnych pracach nad charakterystykg odpowiedzi szoku
termicznego u matzoraczka Candona rectangulata wystepujgcego naturalnie w zbiornikach
Spitsbergenu i charakteryzujgcego sie szybkim przystosowywaniem sie do zmiennych warunkow
termicznych (Wojtasik i Kuczynska-Wisnik, 2012 - praca nr 9 pk ll-A, zat gcznik 4).

Obok gtéwnego nurtu badan nad rolg biatlek IbpAB w ochronie komoérek E. coli przed stresem
uczestniczytam tez w innych projektach realizowanych w zespole dr hab. prof. UG Ewy Laskowskiej.
Jeden z nich dotyczyt badan nad komérkami bakteryjnymi w stacjonarnej fazie wzrostu.
Konsekwencjg wyczerpania sie sktadnikdw odzywczych jaka wéwczas nastepuje, jest zahamowanie
wzrostu bakterii. Towarzyszy temu miedzy innymi obnizenie wiernosci translacji, co prowadzi do
pojawienia sie w komdrkach nieprawidtowo zwinietych bialek podatnych na agregacje (Ballesteros i
wsp., 2001). Wykazalismy, ze w zaleznosci od warunkdéw wzrostu i dostepnosci tlenu oraz glukozy w
komorkach pojawiaty sie albo nierozpuszczalne kompleksy biatka Dps z chromosomalnym DNA albo
wielosktadnikowe agregaty nieprawidtowo zwinietych biatlek. W agregatach zidentyfikowalismy biatka
uczestniczgce w réznorodnych procesach komérkowych, takich jak translacja, metabolizm czy
odpowiedz stresowa. Ustalilismy rowniez, ze w hodowlach buforowanych przez zwigzek osmotycznie
czynny, jakim jest kwas 3-N-morfolinopropanosulfonowy (MOPS) spada ilos¢ agregujgcych bialek i
nierozpuszczalnych komplekséw Dps-DNA. Wyniki tych doswiadczen zostaty opublikowane w pracy
Kwiatkowska i wsp., 2008 (praca nr 6, pk II-A, zat gcznik 4) a takze znalazlty kontynuacje w kolejnym
projekcie, w ktérym analizowali$my role zwigzkéw osmotycznie czynnych w powstawaniu i zanikaniu
agregatow biatkowych w stacjonarnej fazie wzrostu. Dodatkowo skupilismy sie na komorkach typu
persisters, czyli subpopulacji obejmujgcej bakterie o zwolnionym metabolizmie i podwyzszonej
tolerancji na antybiotyki, ktére jednak zachowujg wrazliwos¢ na leki po przeniesieniu do Swiezej
pozywki. Obecnos¢ patogennych bakterii persiters stanowi jedng z przyczyn nieskutecznych terapii
antybiotykowych i nawracajgcych zakazen bakteryjnych, stgd poszerzenie wiedzy na temat
mechanizmow ich powstawania moze pomoéc w opracowywaniu nowych strategii zwalczania
lekoopornych infekcji. Pojawianie sie perisiters to jeden z objawow starzenia sie hodowli bakteryjnej
(Klapper i wsp., 2007). My natomiast wykazaliSmy, ze wzrost liczby persisters byt skorelowany z
poziomem agregatéw biatkowych pojawiajgcych sie w starzejgcych sie hodowlach bakteryjnych.
Jednoczesnie uzupetnienie pozywki buforem MOPS lub innymi osmolitami, takimi jak trehaloza,
betaina czy glicerol w niskich stezeniach hamowato agregacje biatek i wptywato na obnizenie poziomu
komorek typu persisters. Odwrotny efekt czyli wzrost poziomu agregatéw i persisters wywotywato
dodanie do pozywki octanu lub wysokich stezeh osmolitéw. Zbadalismy réwniez wptyw osmolitéw na
poziom utlenionych biatek, zdolnos¢ do tworzenia kolonii, poziom ATP i integralnos¢ bton, i nie

zaobserwowalismy korelacji miedzy tymi charakterystycznymi dla starzejacych sie hodowli

10



Zatgcznik 2 dr Dorota Kuczynska-Wisnik

parametrami a poziomem persiters. Tak wiec nasze wyniki wskazujg, ze kluczowym etapem w
procesie powstawania persisters jest pojawianie sie nieprawidlowo sfatldowanych bialek i ich
agregacja. Wyniki tych doswiadczen ukazaty sie w tym roku w pracy Leszczynska i wsp., 2013 (praca
nr 10 pk II-A, zat gcznik 4) .

Obecnie kontynuuje badania nad persisters w ramach projektu ,Rola acetylacji biatek w
procesie powstawania komérek Escherichia coli typu persisters charakteryzujgcych sie tolerancjg na
antybiotyki” finansowanego przez NCN. Odwracalna acetylacja reszt lizyny to jedna z modyfikaciji
potranslacyjnych, jakiej ulega okoto 200 biatek w komérkach E. coli (Zhang i wsp., 2009). Wplyw tej
modyfikacji na procesy fizjologiczne zachodzace w komérkach bakteryjnych jest bardzo stabo
poznany. Doswiadczenia jakie wykonalismy wskazuja, ze warunki sprzyjajace acetylacji, czyli
obecnos¢ glukozy i octanu, powodujg réwniez znaczny wzrost poziomu agregatéw biatkowych oraz
persisters w hodowlach stacjonarnych. Zakladamy, ze acetylacja reszt lizyny powoduje, Zze bialka stajg
sie podatne na agregacje, co prowadzi do ich odwracalnej inaktywacji, hamuje metabolizm i
wprowadza komorki w stan uspienia. Sadzimy réwniez, ze deacetylacja bialek i usuniecie agregatow
moze prowadzi¢ do wybudzenia persisters a tym samym uwrazliwienia ich na antybiotyki. Moje dalsze

plany badawcze dotyczag wyjasnienia tej hipotezy.
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