SZKOLA DOKTORSKA
BioMedChem

Uniwersytetu todzkiego
i Instytutow Polskiej
Akademii Nauk w todzi

Jakub Mikotaj
Skibinski

Praca doktorska: Identyfikacja niskoczasteczkowych
zwigzkow hamujacych aktywnos¢
wybranych enzymdw zaangazowanych
w metabolizm RNA u Helicobacter pylori

Doctoral thesis: Identification of low-molecular-weight
compounds inhibiting the activity of
selected enzymes involved in RNA
metabolism in Helicobacter pylori

"IPromotor/Supervisor
prof. dr hab. Magdalena Mikotajczyk-Chmiela
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet todzki

tédz, 2026



Podzi¢kowania

,,Ci, ktorzy tyko zyjq, w rzeczywistosci tylko umierajq.”
~ Susanne Sundfer

Dziekuje,

rodzinie, przyjaciotom i bliskim

Za stowa, motywacje i wsparcie.

Pani Promotor prof. dr hab. Magdalenie Mikotajczyk-Chmieli
oraz dr hab. Przemystawowi Plocinskiemu, Prof. UL

za nauke i mozliwos¢ realizacji celow badawczych.

Pracownikom i doktorantom

Insytutu Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii Wydziatu BIOS,

Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium Instytutu Biologii Medycznej PAN,
Pracowni Biatek i Kwasow Nukleinowych Wydziatu UG,

za wszelkq pomoc przy realizacji tej pracy.



Finansowanie

Praca Doktorska byla realizowana w ramach grantu
Narodowego Centrum Nauki ,,SONATA BIS 9”

pt.,,Badania strukturalne udzialu degradosomu RNA w trans-translacji w $wietle
przeciwbakteryjnej aktywnos$ci pirazynamidu - perspektywy wynalezienia lekdw
przeciw(myko)bakteryjnych"
Numer projektu 2019/34/E/NZ1/00338
Kierownik projektu - dr hab. Przemystaw Ptocinski, Prof. UL

A

NARODOWE CENTRUM NAUKI

oraz w ramach

Konkursu Grantowego Uniwersytetu L.odzkiego
Doktoranckie Granty Badawcze IDUB edycja 2023
"Inicjatywa Doskonatosci - Uczelnia Badawcza" - ogolnopolski program realizowany
przez Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego oraz Ministerstwo Edukacji 1 Nauki,
majacy na celu wsparcie wybranych uczelni w dazeniu do mi¢dzynarodowe]
doskonatosci naukowe;.

pt. ,,Identyfikacja funkcji biatka PapS u Helicobacter pylori w metabolizmie tRNA”
kierownik projektu - mgr Jakub Skibinski



Wspélpraca naukowa
Praca doktorska zostata zrealizowana w ramach wspotpracy naukowej z nastepujacymi
jednostkami badawczymi:

e Instytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk w Lodzi, Pracownia
Genetyki i Fizjologii Mycobacterium (Kierownik prof. dr. hab Jarostaw Dziadek)

5 PAN

B I O I M ed POLSKA AKADEMIA NAUK

e Wydzial Biologii Uniwersytetu Gdanskiego, Katedra Biochemii Ogolnej
i Medycznej, Pracownia Biochemii Biatek i Kwasow Nukleinowych (Kierownik
prof. dr hab. Joanna Skdrko-Glonek) w ramach stazu naukowego pod opieka
dr Urszuli Zarzeckiej

G Uniwersytet
G Gdanski

e Grupa Biologii Strukturalnej, Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych
Uniwersytetu Warszawskiego (Kierownik dr hab. Maria Goérna), pod opieka
dr Katarzyny Bandyry, z wewnetrzng wspotpracg z Centrum Nowych Technologii
UW, z dr Tomaszem Goralem.

000 Centrum Nauk

oRo Biologiczno-Chemicznych
Uniwersytetu Warszawskiego



Wykaz skrotow

13C (13C) - izotop wegla-13

AD - aktywnos$¢ degradacyjna (w testach PNP)

ADP - adenozyno-5'-difosforan (ang. adenosine diphosphate)

AMPR - opornos¢ na ampicyling (ang. ampicillin resistance)

ANOVA - analiza wariancji (ang. analysis of variance)

AP - aktywno$¢ polimeryzacyjna (w testach PNP)

APS - nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)

ATP - adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine triphosphate)

BB - Brucella Broth (bulion Brucella)

BCG - Bacillus Calmette-Guérin

BSA - albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)

CagA - biatko CagA (ang. cytotoxin-associated gene A)

cagA - gen cagA (kodujacy CagA)

CCA - sekwencja CCA na koncu 3’ tRNA

CFU - jednostki tworzace kolonie (ang. colony forming units)

ClI - przedziat ufnosci (ang. confidence interval)

CTP - cytydyno-5'-trifosforan (ang. cytidine triphosphate)

CryoEM - mikroskopia krioelektronowa (ang. cryo-electron microscopy)
DEAD - motyw Asp-Glu-Ala-Asp (helikazy DEAD-box)

DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

DTT - ditiotreitol (ang. dithiothreitol)

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy / kwas wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
ELISA - test immunoenzymatyczny fazy statej (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
FAM - barwnik fluorescencyjny FAM (6-carboxyfluorescein)

FBS - surowica ptodéw bydlecych (ang. fetal bovine serum)

FDR - odsetek fatszywych odkry¢ (ang. false discovery rate)

FPLC - chromatografia biatek FPLC (ang. fast protein liquid chromatography)
GC - agar GC (ang. gonococcal agar)

GTP - guanozyno-5'-trifosforan (ang. guanosine triphosphate)

HindlI1 - endonukleaza restrykcyjna Hindlll

HLO - organizmy Helicobacter-podobne (ang. Helicobacter-like organisms)
Hsp - biatko szoku cieplnego (ang. heat shock protein)

HtrA - proteaza HtrA (ang. high-temperature requirement A)

IgG - immunoglobulina klasy G

IgM - immunoglobulina klasy M

IL-1 - interleukina 1

IL-8 - interleukina 8

IL-33 - interleukina 33

IMAC - chromatografia metalopowinowactwa (ang. immobilized metal affinity chromatography)
IEX - chromatografia jonowymienna (ang. ion exchange chromatography)
IPTG - izopropylo-B-D-1-tiogalakto(pirano)zyd (standardowo: izopropyl p-D-1-
tiogalaktopiranozyd)

IPP - inhibitor pompy protonowej

KanR - opornos¢ na kanamycyne (ang. kanamycin resistance)

Kd - stata dysocjacji (ang. dissociation constant)

kDa - kilodalton

LB - podtoze Luria-Bertani

LPS - lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)

MALT - tkanka limfatyczna zwiazana z btona $§luzowsa (ang. mucosa-associated lymphoid tissue)
MBp - Megapar zasad (10° par zasad DNA)

MIC - minimalne stezenie hamujace (ang. minimum inhibitory concentration)
MnClL - chlorek manganu(ll)

MgCl: - chlorek magnezu

MgSO. - siarczan magnezu



MOPS - kwas 3-(N-morfolino) propanosulfonowy

MRSA - metycylinooporny Staphylococcus aureus (ang. methicillin-resistant Staphylococcus
aureus)

MST - termoforeza mikroskalarna (ang. microscale thermophoresis)

MWCO - graniczna masa odcigcia membrany (ang. molecular weight cut-off)

NaCl - chlorek sodu

NaOH / KOH - wodorotlenek sodu

KOH - wodorotlenek potasu

NCI - Narodowy Instytut Nowotworéw USA (ang. National Cancer Institute)

NGS - sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next-generation sequencing)

NK - komérki NK (naturalne komorki zabijajgce) (ang. natural killer cells)

NTP - trifosforany rybonukleozyddw (mieszanina)

ODsoo (OD600) - gesto$¢ optyczna przy 600 nm

OMP - biatka btony zewnetrznej (ang. outer membrane proteins)

ORF - otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)

PAP - poli(A)polimeraza (ang. poly(A) polymerase)

PBS - buforowany fosforanami roztwoér soli (ang. phosphate-buffered saline)

PCR - reakcja fancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PNP / PNPaza - fosforylaza polinukleotydowa (ang. polynucleotide phosphorylase)
gPCR - ilosciowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative real-time PCR)
RNA - kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

RNA-seq - sekwencjonowanie RNA (ang. RNA sequencing)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

RRM - motyw rozpoznawania RNA (ang. RNA recognition motif)

rRNA - rybosomalny RNA (ang. ribosomal RNA)

MRNA - informacyjny RNA (ang. messenger RNA)

tRNA - transportujacy RNA (ang. transfer RNA)

SabA - adhezyna wigzaca kwas sialowy (ang. sialic acid-binding adhesin)

SDS - dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE - elektroforeza biatek w zelu poliakrylamidowym z SDS (ang. sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gell elecrophoresis)

SEC - chromatografia wykluczeniowa (ang. size exclusion chromatography)

SLIC - klonowanie niezalezne od ligacji (ang. sequence and ligation independent cloning)
SOC - podtoze SOC (ang. Super Optimal broth with Catabolite repression)

sSDNA - jednoniciowy DNA (ang. single-stranded DNA)

sSRNA - jednoniciowy RNA (ang. single-stranded RNA)

TAE - bufor Tris-octan-EDTA (ang. Tris-acetate-EDTA)

TBE - bufor Tris-boran-EDTA (ang. Tris-borate-EDTA)

TBS - bufor Tris z solg fizjologiczna (ang. Tris-buffered saline)

TBST - roztwor soli buforowany Tris z dodatkiem Tween-20 (ang. Tris-buffered saline with Tween 20)
TCEP - tris(2-karboksyetylo)fosfina (ang. tris(2-carboxyethyl)phosphine)

TEMED - tetrametyloetylenodiamina (ang. tetramethylethylenediamine)

TMB - 3,3',5,5'-tetrametylobenzydyna (substrat HRP)

T4SS - system sekrecji typu IV (ang. type IV secretion system)

Tris - tris(hydroksymetylo)aminometan

UREA-PAGE - denaturujaca elektroforeza w zelu poliakrylamidowym z mocznikiem
UTP - urydyno-5'-trifosforan (ang. uridine triphosphate)

UV / UV-C - promieniowanie ultrafioletowe / promieniowanie UV-C

VacA - toksyna VacA (ang. vacuolating cytotoxin A)

vacA - gen vacA (kodujacy toksyng VacA)

VBNC - stan zywych, lecz nichodowalnych komérek (ang. viable but non-culturable)
VRE - enterokoki oporne na wankomycyne (ang. vancomycin-resistant enterococci)
WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

WT - typ dziki (ang. wild type)
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1. Wstep

1.1 Charakterystyka Helicobacter pylori

Helicobacter pylori (H. pylori) jest jedng z najbardziej rozpowszechnionych bakterii
patogennych dla cztowieka na $wiecie. Odkrycie Marshalla i Warrena, ktére znalazto
odzwierciedlenie w publikacji w czasopismie Lancet z 1984 roku, dotyczace zwigzku
pomi¢dzy zakazeniem H. pylori a chorobami uktadu pokarmowego pozwolito uznaé
te bakteri¢ za istotny czynnik prowadzacy do rozwoju zapalenia btony §luzowej zotadka,
choroby wrzodowej zotadka i/lub dwunastnicy oraz zwigkszajacy ryzyko rozwoju raka
zotadka [1], [2], [3], [4], [5]. Do kolonizacji btony $§luzowej zotgdka moze dochodzi¢ juz
we wezesnym dziecinstwie. Szacuje sig, ze zakazenie obejmuje okoto 50% populacji
ludzi na $wiecie[6]. Wsrod osob zakazonych, ponad 90% stanowig nosiciele
bezobjawowi. Pomimo braku objawow zakazenia z czasem moze doj$s¢ do rozwoju
procesow patologicznych.

U okoto 10% os6b zakazonych H. pylori zwykle dochodzi do rozwoju wrzodéw zotadka
a u 1-10% wrzodéw dwunastnicy. Istotny problem medyczny stanowi narastajaca
opornosci szczepow H. pylori na antybiotyki stosowane w terapii, przez co maleje odsetek
eradykacji. Swiatowa Organizacja Zdrowia - WHO (ang. World Health Organization)
oraz Narodowy Instytut Nowotworéw w Stanach Zjednoczonych - NCI (ang. National
Cancer Instytute) sklasyfikowaty zakazenie H. pylori jako karcynogen, ktorego obecnos¢
w nabtonku Zotadka zwigksza ryzyko rozwoju gruczolakoraka zotadka na poziomie
0,1-3% lub chloniaka zwigzanego z tkankg limfatyczng btony $luzowej - MALT (ang.
mucosa-associated lymphoid tissue) na poziomie <0,01% [7], [2], [8], [9]. AZz90%
przypadkow raka zotadka niezwigzanego z okolicg wpustu mozna powigzac z przewlekta
kolonizacja H. pylori, a czestos¢ wystepowania tego podtypu raka zotadka zmniejsza si¢
wraz ze spadkiem czestosci zakazenia [10]. W konsekwencji przetrwatego zakazenia
H. pylori diagnozuje si¢ ponad 700 tys. przypadkow nowotwordéw zotadka rocznie,
co stanowi 6,2% wszystkich diagnozowanych nowotwordéw globalnie. Wykazano,
ze skuteczna eradykacja zakazenia przyczynia si¢ do zmniejszenia ryzyka wystapienia
nowotworow w obrebie uktadu pokarmowego [11]. Dostgpne sg rowniez doniesienia
literaturowe wskazujgce na zwigzek pomiedzy zakazeniem H. pylori a chorobami spoza
uktadu pokarmowego, takimi jak cukrzyca, choroba niedokrwienna serca, czy anemia

[12], [13], [14]. W badaniach eksperymentalnych na modelach komérkowych komorek
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nabtonkowych zotadka oraz komorek $rodblonka naczyniowego wykazano, ze pateczki
H. pylori i ch komponenty stymulujg wytwarzanie reaktywnych rodnikéw tlenowych
- ROS (ang. reactive oxygen species), ktore doprowadzajg do uszkodzenia komorek
I zaburzenia ich integralno$ci w monowarstwie, a w przypadku komorek naczyniowych
proces ten jest wzmozony w S$rodowisku oksydowanego cholesterolu i kwasu
acetylosalicylowego, ktéry jest stosowany rutynowo jako lek antykoagulacyjny
U pacjentow z chorobg niedokrwienng serca [15], [16]Jakkolwiek na rozwoj tej choroby
W powigzaniu z zakazeniem H. pylori moga mie¢ wplyw takze czynniki genetyczne
gospodarza, w tym polimorfizm w obszarze klastra kodujacego interleukine (IL)-1 [17].
Na modelu in vivo kawii domowej wykazano, ze u zwierzat karmionych pasza
wysokotluszczowa zakazonych H. pylori dochodzi do rozwoju proaterogennego
srodowiska zapalnego w naczyniach z towarzyszacymi objawami watrobowego zespotu
metabolicznego[18],[19]. Wykazano ponadto, ze komponenty tych bakterii promuja
przeksztalcanie makrofagdw w komorki piankowate charakterystyczne dla srodowiska
blaszki miazdzycowej 1 przyczyniaja si¢ do zwigkszenia sztywnos$ci naczyn, co rowniez
jest charakterystyczne dla procesu miazdzycowego [18].

Zaburzenia struktury nabtonka Zotadka i procesd6w naprawczych w zakazeniu H. pylori
majg zwigzek m.in. z hamowaniem wytwarzania proregeneracyjnej interleukiny (IL)-33,
w $rodowisku lipopolisacharydu - LPS (ang. lipopolysaccharide) tych bakterii [20].
Ogolnoustrojowe chorobotworcze dziatanie pateczek H. pylori moze by¢ takze
rezultatem zjawiska mimikry antygenowej pomiedzy komponentami H. pylori
a komponentami gospodarza (biatko szoku cieplnego Hsp 60, determinanty antygenowe
LeX, sekwencja aminokwasowa TVLLPVIFF w strukturze receptora czynnika martwicy
guza TNFR, hormony pokarmowe), co moze mie¢ zwigzek z rozwojem procesow
z autoimmunizacji zaleznych od wytwarzania przeciwciat autorektywnych i ich udziatem

w rozwoju choroby niedokrwiennej serca czy zaburzen wzrostu u dzieci [21], [22].

1.2 Morfologia
Helicobacter pylori to mikroaerofilna, Gram-ujemna pateczka zdolna do kolonizacji
nabtonka Zotadka lub dwunastnicy. Wystgpuje w trzech formach morfologicznych:
spiralnej (helikalnej) (Ryc. 1) lub S-ksztattnej posiadajacej od 1 do 3 skrgcen osi oraz
w tzw. formie kokoidalnej przypominajacej ziarniaki, powstajacej na skutek warunkoéw

stresowych, takich jak ekspozycja na antybiotyki czy brak skladnikéw odzywczych,
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niewlasciwa temperatura, niska wilgotno$ czy brak warunkéw mikroaerofilnych.
Transformacja morfologiczna w formy kokoidalne jest zwigzana ze zmniejszeniem
wielkosci komorek oraz drastycznym spadkiem ich aktywnosci metabolicznej,
co prowadzi do zmiany fenotypu wegetatywnego w fenotyp degeneracyjny, wykazujacy
wcigz funkcje zyciowe, lecz niezdolny do wzrostu na podtozach hodowlanych - VBNC
(ang. viable but non-culturable) [23], [24]. Srednia wielko$¢ komérki H. pylori wynosi
okoto 5 um dlugosci 1 0,5 um szerokosci. Charakterystyczng cechg tych bakterii jest
zdolnos$¢ ruchu, mozliwa dzigki 5-7 biegunowo umiejscowionym, ostonigtym rze¢skom,
ktére umozliwiaja aktywne poruszanie si¢ bakterii w warstwie Sluzu zotadkowego,
co stanowi kluczowy mechanizm adaptacyjny, utatwiajacy kolonizacje nabtonka Zzotadka
[25], [26].

Helicobacter pylori wyrdznia si¢ unikatowa strukturg LPS. W porownaniu do LPS
typowych bakterii Gram-ujemnych jelitowych, LPS H. pylori cechuje si¢ obnizong
fosforylacja i acylacja lipidu A, obecnoscia dtugotancuchowych kwasow thuszczowych
oraz determinantéw antygenowych Lewis (Le) [27]. Ponadto LPS H. pylori wykazuje
niskg aktywno$¢ prozapalng i pirogenng. LPS H. pylori wykazuje istotnie obnizong
aktywno$¢ prozapalng i endotoksyczng w porownaniu z typowymi LPS innych bakterii
Gram-ujemnych, co wiaze si¢ z modyfikacjami lipidu A oraz obecnos$ci unikalnych reszt

cukrowych [28].

C -

———

b

A B\&‘ | :i/

Ryc. 1 Obraz formy helikalnej Helicobacter pylori z transmisyjnego mikroskopu elektronowego
[29].
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1.3 Kolonizacja i najwazniejsze czynniki wirulencji
Proces kolonizacji nabtonka zotgdka przez H. pylori obejmuje cztery gléwne etapy:
adaptacje do kwasnego srodowiska zoladka; przenikanie przez barier¢ Sluzu; wigzanie
specyficznych receptoréw gospodarza w warstwie S$luzowej zawierajacej mucyne
5 - MUCSAC, oddziatywanie z receptorami powierzchniowymi komodrek nabtonkowych,
€0 umozliwia utrzymanie si¢ bakterii zasiedlajagcych niszg w tkance zotagdka. Kolonizacja
umozliwia wzrost bakterii, wydzielanie komponentéw o dziataniu toksycznym,
uszkodzenie i1 rozszczelnienie bariery nablonkowej i rozwdj patologicznej reakcji
zapalnej. Komponenty H. pylori sg uwalniane w $rodowisku zotadka w sposob bierny
podczas lizy bakterii lub w sposob aktywny. Ich zrodtem moga by¢ tez pecherzyki
btonowe wystepujace u tych bakterii [30].
Kluczowym czynnikiem H. pylori poprzedzajacym proces adhezji jest wytwarzanie
ureazy, ktora rozktada mocznik do CO- i amoniaku, lokalnie podwyzszajacego pH kwasu
zotadkowego [24], . Inne enzymy takie jak oksydaza czy katalaza umozliwiajg unikanie
przez H. pylori mechanizmoéw bakteriobojezych zaleznych od tlenu w komdrkach
fagocytarnych. Ponadto spiralny ksztalt bakterii oraz zdolno$¢ ruchu umozliwiaja
przedostawanie si¢ H. pylori poprzez warstwe $luzu, chronigc dodatkowo bakterie przed
dziataniem kwasu zotadkowego [11].
Proces kolonizacji 1 powstawanie przewleklego zakazenia s3 warunkowane
oddziatywaniem adhezyn H. pylori z receptorami wystepujacymi w mucynie
i na komodrkach nabtonkowych Zotagdka gospodarza. W poczatkowym etapie zakazenia
dochodzi do adhezji H. pylori poprzez wigzanie bakteryjnych biatek blony zewnetrznej
OMP (ang. Outer Membrane Proteins) do glikoprotein - mucyn, peligcych funkcje
ochronng btony §luzowej zotadka [16], [31], [30]. Do najwazniejszych OMP nalezg m.in.:
adhezyna wigzgca antygen grupowy krwi - BabA (ang. blood group antigen-binding
adhesin); adhezyna wigzgca kwas sjalowy - SabA (ang. sialic acid-binding adhesin);
prozapalne biatka blony zewnetrznej - OipA (ang. outer inflammatory protein A) i HopQ
(ang. Helicobacter pylori outer membrane protein Q) oraz lipoproteiny A i B [32].
Adhezyna BabA rozpoznaje antygeny Lewis B-(LeB) wystepujace w blonie Sluzowe;j
zotadka[33]. Ta interakcja pozwala na czasowe zakotwiczenie bakterii. Po zwigzaniu
BabA z LeB aktywowany zostaje system sekrecji typu IV (T4SS, ang. type 1V secretion
system), ktory umozliwia wprowadzenie do komodrek gospodarza czynnikoéw wirulencji

inicjujacych szlaki sygnatowe i transkrypcje genow odpowiedzialnych za rozwoj stanu
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zapalnego, powstawanie metaplazji jelitowej oraz zmian nowotworowych [34]. Rola
adhezyny SabA polega na utrwaleniu adhezji poprzez wigzanie si¢ z sialowanymi
antygenami Lewis X (sLeX) i Lewis A (sLeA), ktorych depozycja wzrasta w btonie
$luzowej zotadka w trakcie rozwoju stanu zapalnego [35], [36]. Na modelu in vitro
komorek nablonkowych Zotadka, a takze in vivo kawii domowej z eksperymentalnym
zakazeniem H. pylori wykazano, ze podczas ekspozycji na pateczki H. pylori
i ich komponenty dochodzi do nasilenia wytwarzania MUCS5AC, w ktorej zdeponowane
sg receptory dla adhezyn H. pylori. Jest to prawdopodobnie reakcja komorek gospodarza
na uszkodzenie zwigzane z zakazeniem, ktora jednak przyczynia si¢ do bardziej
efektywnej kolonizacji nabtonka przez te bakterie. Wzrost iloSci MUCSAC byt
najbardziej intensywny we wczesnej fazie zakazenia, w ktorej bakterie musza stworzy¢
stabilng do przetrwania i rozwoju specyficzng nisze [37].

Wigkszo$¢ szczepéw H. pylori wydziela cytotoksyne wakualizujaca - VacA
(ang. vacuolating cytotoxin A) raz bialko A zwigzane z cytotoksyng - CagA
(ang. cytotoxin-associated gene A), ktdre jest wprowadzane do komdrek gospodarza
przez T4SS [38], [39]. Biatka te wraz z komponentami powierzchniowymi m.in. LPS
uszkadzajg komorki nabtonkowe gospodarza [40], [41]. Rowniez inne biatka H. pylori
przyczyniaja si¢ do niszczenia komorek nabtonkowych, w tym proteaza serynowa HtrA
(ang. high-temperature requirement A), ktoéra degraduje biatko E-kadheryne
na powierzchni komorek nabtonka zotadka [3]. Odbudowa nablonka moze by¢
utrudniona ze wzgledu na hamowanie w srodowisku komponentéw H. pylori wydzielania
IL-33 o0 dziataniu proregenerujacych [20], [43], [44].Infekcja H. pylori prowadzi
do lokalnej indukcji produkcji chemokin, co prowokuje masowg rekrutacje i aktywacje
neutrofili m.in. za posrednictwem biatka NapA (ang. neutrophil-activating protein A),
ktore nasilajg rozwdj zapalenia poprzez wydzielanie do srodowiska reaktywnych form
tlenu, przyczyniajgc si¢ do powstawania objawOw Kklinicznych [44], [45].

O przewleklym charakterze zakazenia decyduje zdolno$¢ pateczek H. pylori do unikania
mechanizmow odpornosciowych gospodarza. Do kluczowych komponentéw tych
bakterii oprocz biatka Nap o dzialaniu immunomodulujagcym wobec neutrofili nalezy
biatko CagA, ktore wykazuje dziatanie prozapalne, zaburza strukturg 1 funkcje komoérek
nablonkowych, ale takze hamuje aktywnos$¢ proliferacyjng limfocytow [42], [43], [46].
Jest zaliczane do biatek onkogennych [48]. Funkcje limfocytow efektorowych hamuje

takze arginaza[48] a LPS, a-glukozylotransferaza cholesterolowa, powierzchniowe
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hemaglutyniny 1 biatka wigzace heparyne¢/siarczan heparanu hamuja proces
fagocytozy[49], [50]. Toksyna wakuolizujaca sprzyja przezyciu tych bakterii w tzw.
megasomach [51]. LPS zaburza réwniez inne kluczowe ogniwo odpornosci wrodzonej
jakim jest aktywno$¢ cytotoksyczna naturalnych komorek zabijajacych - NK
(ang. natural killer cells)[52]Ponadto zjawisko mimikry antygenowej pomigdzy
komponentami H. pylori i gospodarza sprawia, ze bakterie te s3 prawdopodobnie stabiej
rozpoznawane przez komorki immunokompetentne [53], [54], [22].

Ograniczona skutecznos$¢ uktadu odpornosciowego gospodarza jest tez powigzana
z wysoka zmiennoscig pateczek H. pylori m.in. w zakresie przelaczania wytwarzania
adhezyny BabA i SabA, zmienno$ci determinantéw antygenowych Le X i Le Y,
zroznicowania toksyny VacA i biatka CagA [7], [55], [56], [57], [58], [40], [41].
Utrzymujacy si¢ stan zapalny 1 bedace jego nastgpstwem zaburzenie integralno$ci bariery
nabtonkowej zotadka wymaga uruchomienia proceséw naprawczych, ktére zaleza m.in.
od nasilenia aktywnosci proliferacyjnej komorek. Takg wzmozong aktywno$¢é wykazano
w badaniach z wykorzystaniem znacznikdw proliferacyjnych, wykonanych na bioptatach
tkankowych od o0sob zakazonych H. pylori oraz w tkance kawii domowych zakazonych
H. pylori[46]Taka nadmierna aktywno$¢ proliferacyjna zwigkszajaca ryzyko
powstawania mutacji neoplasycznych wraz z dzialaniem onkogennym CagA
sg wskazywane jako czynniki sprzyjajace powstawaniu zmian nowotworowych [47].

Najwazniejsze czynniki wirulencji H. pylori zostaty przedstawione w tabeli 1.
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Tabela 1. Najwazniejsze czynniki wirulencji Helicobater pylori (zmodyfikowano
w oparciu o Chang, W.L i in., 2018; Ansari, S., Yamaoka, Y., 2019) [4] [5].

Wybrane czynniki
wirulencji H. pylori

Wiasciwosci biologiczne

Rozktad mocznika do NH3 i CO; - neutralizacja kwasnego $rodowiska
zotadkowego (NHs - uszkadzanie nabtonka zotadka) [11]

Ureaza
Rzeski Ruch bakterii w kierunku nabtonka i penetracja warstwy $luzowej; ucieczka przed
¢ kwasnym $rodowiskiem zotadka [25]
Adhezja do komorek nabtonka zotadka poprzez faczenie z receptorami Lewis b
BabA
gospodarza [33]
Adhezja do komorek nabtonka zotadka poprzez sjalowany antygen Lewis X
SabA
gospodarza [36]
Indukcja wytwarzania 11-8 i stymulacja migracji monocytéw, neutrofili oraz
OipA limfocytow T wraz z CagA powodowanie rozszczelnienia polgczen komorkowych
[32]
HopQ Hamowanie funkcji efektorowych limfocytéw T i komorek NK gospodarza [52]

Powierzchniowe
hemaglutyniny,
biatka wiazace

Hamowanie fagocytozy [49]

heparyne

LPS

Staba fosforylacja i acylacja lipiduA - stabe dziatanie endotoksyczne
Staba immunogenno$¢
Mimikra molekularna w zakresie determinantow Lewis X, LewisY, Lewis XY
[53]Uszkodzenie zotadka i bariery nabtonkowej [42]
Wrhasciwoséci immunomodulujace [52]
Zdolno$¢ do indukowania odpowiedzi zapalnej

CagA

Hamowanie fagocytozy
Blokowanie odpowiedzi efektorowych limfocytow T [42]
Indukcja cytokin prozapalnych [11]

VacA

Wakuolizacja komorek nabtonka zotadka
Indukcja szlakdw apoptotycznych w nabtonku zotgdka
Indukcja IL-8, nasilenie reakcji zapalnej
Dezintegracja bariery nablonkowej zotadka

Arginaza

Hamowanie reaktywnych form tlenu oraz NO;
Blokowanie funkcji efektorowych limfocytéw T [15]

a_
glukozylotransferaza
cholesterolowa

Hamowanie fagocytozy [3]

katalaza,
peroksydaza
ponadtlenkowa

Hamowanie reaktywnych form tlenu oraz NO, [11]

Hsp B

Mimikra molekularna [54]
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1.4 Diagnostyka i leczenie
Na przestrzeni ostatnich 20 lat istotnie udoskonalono metody diagnostyki i leczenia
zakazen H. pylori, wprowadzajac zmodyfikowane schematy i wytyczne terapeutyczne
na podstawie migdzynarodowego konsensusu specjalistow [59], [60], [61].
Diagnostyka H. pylori sktada si¢ z metod inwazyjnych i nieinwazyjnych. Do metod
inwazyjnych zalicza si¢ endoskopowe badanie zotadka i dwunastnicy wraz z pobraniem
wymaganej liczby wycinkow blony §luzowej z charakterystycznymi zmianami. Na ztoty
standard diagnostyki inwazyjnej sktadaja si¢ szybki test urcazowy do potwierdzenia
aktywnos$ci ureazy bakterii wystepujacych w bioptacie, badanie histopatologiczne tkanki
obejmujace  identyfikacje = organizmow  Helicobacter-podobnych -  HLO
(ang. Helicobacter-like organisms), charakterystyke reakcji zapalnej wg kryteriow
tzw. Systemu Sidney oraz badanie mikrobiologiczne [4], [60].
Do metod nieinwazyjnych nalezg: wykonanie oddechowego testu mocznikowego
z mocznikiem znakowanym izotopem wegla ®C umozliwiajacy wykrycie ureazy
wytwarzanej przez bakterie H. pylori kolonizujace nabtonek zotadka lub dwunastnicy;
wykrywanie przeciwciat klasy IgM/IgG przeciwko antygenom H. pylori w surowicy
testem immunoenzymatycznym fazy statej - ELISA (ang. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) lub wykrywanie antygenow tych bakterii w kale metoda ELISA
lub przy pomocy testdbw immunochromatograficznych [62][63]. Surowicze testy
immunoenzymatyczne ELISA s3 rekomendowane jako testy przesiewowe ze wzgledu na
mozliwos¢ wystgpowania reakcji falszywie dodatnich za posrednictwem przeciwcial
krzyzowo reagujacych, stad zalecenia do potwierdzania wynikow tych testow w testach
immunoblotingu, ktore pozwalaja takie reakcje wykluczy¢ [62], [64].
Leczenie zakazenia H. pylori zazwyczaj obejmuje stosowanie tzw. potréjnych
lub poczwoérnych terapii z wykorzystaniem przynajmniej dwoch antybiotykow
jednoczesénie i lekow wspomagajacych [5], [62]. Terapia potrojna obejmuje stosowanie
inhibitora pompy protonowej - IPP (ang. proton pomp inhibitor) podwyzszajacego
pH soku Zoladkowego oraz dwa antybiotyki: klarytromycyng¢ 1 amoksycyling
lub metronidazol. Terapia poczworna, wedtug zalecen z Przewodnika Antybiotykoterapii
2025[65] uznawana jest obecniec w Polsce za terapie tzw. pierwszego rzutu i sklada
si¢ z: 1) IPP, 2) preparatu zawierajacego so6l bizmutu, 3) metronidazolu i 4) tetracykliny.
W przypadku niepowodzenia tej terapii stosuje si¢ terapi¢ zastepcza zlozong

z lewofloksacyny, amoksycyliny oraz IPP lub z samej amoksycyliny i IPP [65]. Wedlug
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Przewodnika Terapii Przeciwdrobnoustrojowej Sanforda 2025 [66] jest alternatywna
terapia potrdjna zawierajaca IPP, amoksycyling oraz ryfabutyne, nalezacag do grupy
antybiotykdw ansamycynowych. W nawrotach infekcji zalecany jest indywidualny dobér
antybiotykow na podstawie oceny lekowrazliwosci izolatu [67].

Narastajgca opornos¢ H. pylori na powszechnie stosowane antybiotyki oraz brak
skutecznej szczepionki sprawiajg, ze stosowane strategie leczenia wcigz wymagaja

doskonalenia, a takze poszukiwania nowych rozwiagzan terapeutycznych [9], [61].

1.5 Problem narastajacej lekoopornosci

Oporno$¢ H. pylori na antybiotyki stanowi istotne wyzwanie terapeutyczne i prowadzi do
obnizenia skutecznosci eradykacji tych bakterii. Obecnie dostgpne schematy leczenia
osiggaja wskazniki wyleczalnosci na poziomie okoto 80% lub nizszym, co wynika
migdzy innymi ze stosowania nieodpowiednich schematéw terapeutycznych,
przyjmowania antybiotykéw niezgodnie z zaleceniami lekarskimi czy naglego
przerywania terapii, co przyczynia si¢ do powstawania narastajacej opornosci bakterii
na antybiotyki [67].

WHO umiescita szczepy H. pylori oporne na klarytromycyne na liscie ,,patogenow
priorytetowych”, w tej samej kategorii co metycylinooporne izolaty Staphylococcus
aureus - MRSA (ang. Meticylin Resistant S. aureus) oraz enterokoki (Enterococcus
faecalis, E. faecium i E. avium) oporne na wankomycyn¢ - VRE (ang. Vancomycin-
Resistant  Enterococcus)[68]Opornos¢ na  klarytromycyng  jest  szczegdlnie
problematyczna, poniewaz antybiotyk ten stanowi podstawe terapii pierwszego rzutu
w wielu krajach. Ponadto wystepowanie zjawiska lekoopornosci jest zrdznicowane
geograficznie - od wyzszych wskaznikow w krajach azjatyckich po nizsze w Europie
I Ameryce Potnocnej [69]. Przyktadowo, w Japonii sumaryczny wskaznik eradykacji
szczepOw opornych na klarytromycyne w latach 2005-20218 wynosil zaledwie 47,4%,
podczas gdy szczepy wrazliwe eliminowano w 89,6% przypadkoéw [70]. Podobny
problem odnotowano dla metronidazolu - globalne wskazniki opornos$ci na ten antybiotyk
osiaggaja poziom 40-70%. W konsekwencji skutecznos$¢ standardowej terapii potrojnej
z uzyciem tego chemioterapeutyku w wielu regionach spadta ponizej 80%, co podkresla
konieczno$¢ opracowania nowych strategii terapeutycznych [71]. W Europie wykazano,
ze poziom opornosci na antybiotyki koreluje z ich konsumpcja, a wczesniejsze

stosowanie makrolidow znaczaco zwigksza ryzyko niepowodzenia leczenia [73], [74].
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Obecnie szczeg6lny niepokdj budzi rosngca i wspotwystepujaca oporno$é szczepow
H. pylori na fluorochinolony i metronidazol, ktora przekracza juz 15% w wielu regionach
Swiat[74]. Taki trend wskazuje na konieczno$¢ monitorowania lekooporno$ci oraz
wdrazania skuteczniejszych, dostosowanych do profilu antybiotykowrazliwosci
schematow leczenia.

Narastajgca oporno$¢ H. pylori na klarytromycyne, metronidazol i fluorochinolony,
znaczgco obniza skuteczno$¢ obecnych terapii, co podkresla pilng potrzebe opracowania
nowych strategii leczenia. Poszukiwanie alternatywnych terapii opartych na nowych
zwigzkach  przeciwbakteryjnych, = modulacji ~ mikrobiomu  gospodarza  lub
personalizowanych schematach leczenia, jest kluczowe dla skutecznej eradykacji zakazen
H. pylori i ograniczenia dalszego rozwoju lekoopornosci. Ma to kluczowe znaczenie
biorgc pod uwage czestos¢ zakazen i ich powazne konsekwencje zdrowotne. Rozwaza si¢
opracowywanie nowych formulacji terapeutycznych opartych na naturalnych preparatach
roslinnych [75] szczepach probiotycznych [76] a takze preparatach bakteryjnych
o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, proregeneracyjnym i immunomodulujacym.
Do tych ostatnich nalezy piomelanina wytwarzana przez Pseudomonas aeruginosa
[77] oraz pratki szczepionkowe Mycobacterium bovis BCG [78]. Nowe koncepcje wiaza
si¢ rowniez z poszukiwaniem komponentow 1 szlakow metabolicznych pateczek
H. pylori, ktére mogg sta¢ si¢ celem dla nowych lekéw lub obecnie stosowanych

po celowanej modyfikacji.

1.6 Charakterystyka genomu H. pylori
Uzyskanie petnej sekwencji genomu patogennych bakterii stanowi kamien milowy
do zrozumienia ich fizjologii i metabolizmu na poziomie molekularnym. Pierwsza
kompletna sekwencja genomu H. pylori szczepu 26695 zostata opublikowana w 1997
roku. Szczep ten wyizolowano od pacjenta ze stwierdzonym zapaleniem btony $luzowe;j
zotadka w Wielkiej Brytanii [79]. Kolejna pelna analiza genomowa przeprowadzona
W 1999 roku, dotyczyta szczepu J99 wyizolowanego od pacjenta z chorobg wrzodowa
dwunastnicy pochodzacego ze Standéw Zjednoczonych [80] [81]Na podstawie
powyzszych badan dowiedziono, ze genom H. pylori ma postac kolistej czasteczki, a jego
wielko$¢ waha si¢ od 1,5 do 1,7 milionow par zasad (Mb) przy zawartosci par GC
(guanina-cytozyna) mieszczacej si¢ w zakresie 38,5-39,9%. Dla pordéwnania, wsrod

innych patogenow cztowieka np. Mycobacterium tuberculosis, B. subtilis czy Escherichia
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coli zawarto$¢ par GC jest wyzsza i wynosi odpowiednio 65,6%, 43,5% i 50,8%.
Z Kkolei blisko spokrewniona z H. pylori pateczka Campylobacter jejuni (C. jejuni)
cechuje si¢ nizszg zawartosciag GC, wynoszacg okoto 30,6%. Réznice te odzwierciedlaja
adaptacje ewolucyjne poszczegélnych gatunkow do roéznych nisz ekologicznych,
wptywajac jednoczesnie na mechanizmy regulacji genetycznej i stabilno$¢ genomu.
Genomy E. coli, B. subtilis i M. tuberculosis sg znaczaco wigksze i liczg odpowiednio
4,6, 4,2 oraz 4,4 Mb. [81], [83], [84].

Genom H. pylori cechuje si¢ wysoka zmiennoscig i dynamikg mutacji. Badania
sekwencyjne izolatéw H. pylori wykazaty, ze podczas ostrej fazy infekcji tempo mutacji
wynosi 6,1-8,4x10* zmian na miejsce na rok, jest ok 40-50 razy szybsze niz podczas
przewlektej infekcji (1,55x107°) i wielokrotnie szybsze niz tempo mutacji u innych
bakterii [84], [55]. Najwyzsza zmienno$¢ genetyczng u H. pylori obserwuje si¢ wsrod
gendow kodujacych biatka btony zewnetrznej (m.in. geny hopZ, babA, sabA) oraz geny
zwigzane z modulacja odpowiedzi immunologicznej (geny opa, vacA). Czgste
rekombinacje imutacje genetyczne w obregbie wymienionych gendéw umozliwiaja
H. pylori dynamiczne dostosowywanie si¢ do zmieniajacych si¢ warunkow w organizmie
gospodarza, a tym samym unikanie eliminacji przez uktad odpornosciowy i rozwoj
infekcji przewleklej [56].

Struktura genomu H. pylori zawiera charakterystyczne regiony zwane "regionami
plastycznosci" - PZ (ang. plasticity zones), w ktorych znajduje si¢ okoto 50% genow
specyficznych dla kazdego szczepu. Strefy PZ cechuja si¢ budowa mozaikowa
I zawieraja geny kodujace transpozazy i endonukleazy, co sugeruje, Ze miejsca te sg
podatne na czgste reorganizacje materialu genetycznego [85], [86].Wysoka czgstos¢
rekombinacji w genomie H. pylori skutkuje niemal losowym rozmieszczeniem wariantow
sekwencji DNA, co przypomina sytuacje tzw. ,,swobodnej rekombinacji”. Efekt ten
mozna mierzy¢ za pomocg statystyk nierownowagi sprzezen LD (ang. Linkage
Disequilibrium), ktére opisujg czgstos¢ wspotwystepowania okre§lonych wariantow
genetycznych w danej populacji. W przypadku H. pylori poziom LD pomigdzy miejscami
w genomie oddalonymi o zaledwie 10 par zasad jest nizszy niz poziom LD obserwowany
u innych bakterii nawet przy dziesigciokrotnie wigkszych odlegtosciach. Oznacza to,
ze rekombinacja i wymiana materialu genetycznego miedzy szczepami zachodza
u H. pylori z wyjatkowg intensywnoscig - znacznie wigkszg niz u jakiegokolwiek innego

dotad badanego organizmu [87], [88].
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Waznym aspektem budowy genomu H. pylori jest obecno$¢ licznych systemow
restrykcyjno-modyfikacyjnych DNA, ktore chronig te bakterie przed bakteriofagami
i pozwalajg im na unikanie mechanizméw obronnych gospodarza. Ponadto, pateczki
H. pylori wykazuja zdolno$¢ do naturalnej transformacji, potrafiag pobierac i integrowac
do swojego genomu obc DNA, co znaczaco przyspiesza procesy zwiazane z ich ewolucja
i adaptacja[80] Z drugiej strony, ich genom jest przykladem genomu minimalnego,
z bardzo wysoka gestoscig informacji genetycznej i ograniczong liczba sekwencji
niekodujacych. Wynikiem tej miniaturyzacji jest uproszczenie licznych szlakow
metabolicznych, w tym szlakow metabolizmu RNA. Ze wzgledu na ograniczenia
metaboliczne H. pylori sa z kolei silnie uzaleznione od $rodowiska bytowania

i czynnikdw dostarczanych przez gospodarza.

2. Kompleks degradosomu RNA

Przemiany i degradacja kwaséw rybonukleinowych - RNA (ang. ribonucleic acid)
sa niezbedne dla procesOw regulacji ekspresji genéw oraz utrzymania homeostazy
wewnatrzkomorkowej. W komorkach bakteryjnych za te procesy odpowiada degradosom
RNA - wielosktadnikowy kompleks biatkowy o aktywnos$ci rybonukleazowej, ktory
precyzyjnie kontroluje ilo$¢ 1 jako$¢ syntezowanego RNA, petnigc tym samym kluczowa
role w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow, jak wykazano badajac degradosom
E. coli. Aktywnos$¢ endonukleolityczna degradosomu polega na dokonywaniu cigé
bezposrednio wewnatrz czasteczki RNA, co umozliwia rozbicie dtugich transkryptow na
mniejsze fragmenty 1 stanowi punkt startowy dla dalszej degradacji. Z kolei aktywnos$¢
egzonukleolityczna odpowiada za stopniowe usuwanie pojedynczych nukleotydow
koncow nici RNA, dzigki czemu proces degradacji przebiega az do calkowitego
roztozenia czgsteczki. Polgczenie obu tych mechanizméw pozwala na szybkie
i precyzyjne usuwanie zarowno prostych, jak i silnie ustrukturyzowanych form
RNA [89].Utrzymanie homeostazy komorkowej wymaga precyzyjnej kontroli
aktywnosci degradosomu, m.in. poprzez dziatanie biatek regulatorowych oraz interakcji
mig¢dzybiatkowych, poniewaz zaburzenia w procesach degradacji 1 dojrzewania RNA
mogg prowadzi¢ do zaktocen w funkcjonowaniu catej komorki [89], [90].

Rybonukleazy = (RNazy) bakteryjne s3 kluczowymi enzymami regulacji
potranskrypcyjnej, bioracymi udzial w procesach dojrzewania i degradacji RNA. Wsrod

RNaz wyroznia si¢ wspomniane wczesniej endorybonukleazy, ktéore powoduja
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fragmentacj¢ odcinkdw RNA np. RNaza E, RNaza G czy RNaza P. Innym typem RNaz
sg egzorybonukleazy degradujgce RNA poprzez usuwanie pojedynczych nukleotydow
odkonca 5’ lub 3° nici RNA np. fosforylaza polinukletydowa - PNPaza
(ang. polynucleotide phosphorylase), RNaza IlI, RNaza J czy RNaza R [91].
Najwazniejsze rybonukleazy zaangazowane w procesy dojrzewania i degradacji RNA

u wybranych gatunkéw bakterii zestawiono w tabeli 2.

Tabela 2. RNazy obecne w modelowych bakteriach: Gram-ujemnej (E. coli) i Gram-
dodatniej (B. subtilis) (Zmodyfikowano w oparciu o Deutscher M., 2021)

Endorybonukleazy? Egzorybonukleazy?
S| Ecoli B.subtilis | S5O | E.coli B.subtilis
RNaza Il RNaza | RNaza M5 RNaza Il
nanoRNaza A
RNaza P RNaza E RNaza Mini-IlI PNPaza RNaza D
nanoRNaza B
RNaza BN/Z° | RNaza G RNaza HIlI RNaza PH RNaza T
RNaza J1/J2°
RNaza HII RNaza HI RNaza Y RNaza R Orn
YhaM
YbeY/YqfG | RNaza LS Rae 1 RNaza AM

a) Toksyny i zewnatrzkomorkowe RNazy nie zostaly uwzglednione; b) RNaza BN/Z wykazuje rowniez
aktywnos¢ egzorybonukleazowa; ¢) RNazy J1/J2 wykazuja rowniez aktywno$¢ endorybonukleazowa

Podczas gdy kompleksy biatkowe zaangazowane w metabolizm RNA wystepujace
u Procaryota nazywane sg degradosomami RNA, analogiczne struktury u Eukaryota
i Archaea zwyczajowo nazywane sg egzosomami [92], [93]. Poniewaz termin ,,egzosom”
jest wyrazeniem homonimicznym, ktdry w kontekscie komoérkowym moze oznaczaé
rowniez zewnatrzkomorkowe pecherzyki, w piSmiennictwie anglojezycznym
doprecyzowuje si¢ ten termin poprzez zapis ,.kompleks egzosomu RNA (z ang. RNA
exosome complex) w odniesieniu do egzosomOw wydzielniczych (z ang. exosomes,
extracellular vesicles).

Pod wzgledem biochemicznym, RNazy naleza do hydrolaz i1 sg zdolne do rozrywania
wigzan fosfodiestrowych w czasteczkach RNA. Rybonukleazy odgrywaja kluczowa role
m.in. w procesach dojrzewania i kontroli jako§ci RNA, degradacji mRNA, eliminacji
starterow RNA podczas replikacji DNA czy regulacji ekspresji gendw przy udziale
malych nieckodujgcych sRNA (ang. small RNA). Odrywaja tez wazng role w obronie

przeciwfagowej [96]. Pomimo wystepowania réznic w budowie degradosoméw RNA
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pomiedzy réznymi grupami bakterii, ich obecnos¢ $wiadczy o kluczowej roli tych
kompleksow w metabolizmie komérkowym. Najnowsze badania wykazaty, ze bakteryjne
degradosomy RNA podlegaja ztozonym mechanizmom regulacyjnym, obejmujacym
autoregulacje, modyfikacje potranslacyjne oraz kompartmentalizacje¢ biatek. Ponadto ich
organizacja subkomorkowa wykazuje podobienstwa do eukariotycznych ziarnistosci
- mRNP (z ang. messenger ribonucleoprotein granules) - bezblonowych przedziatow
komorkowych zaangazowanych w przechowywanie mRNA i biatek oraz degradacje
matrycowego RNA - mRNA (z ang. messenger RNA). Odkrycia te wskazuja
na ewolucyjnie konserwatywna organizacj¢ procesow dojrzewania i degradacji RNA
w komorkach [96], [97].

Badania nad degradacja i przetwarzaniem RNA u bakterii koncentrowaly si¢ gldéwnie
na bakteryjnych organizmach modelowych, takich jak Gram-ujemne pateczki E. coli czy
Gram-dodatnie pateczki B. subtilis. Po raz pierwszy budowe degradosomu RNA bakterii
opisano u E. coli jako kompleksu zwigzanego z biatkiem RNaza E czyli
endorybonukleazg inicjujaca degradacje mRNA [96]. W kolejnych badaniach
wykazywano, ze degradosomy RNA wystepuja powszechnie takze u innych gatunkOw
bakterii, w tym u patogendw stanowigcych zagrozenie dla zdrowia ludzi np. u S. aureus
[99], P. aeruginosa [100], M. tuberculosis [99], oraz H. pylori [100].

Do gtownych sktadnikow biatkowego kompleksu degradosomu E. coli naleza: RNaza E;
PNPaza; helikaza RhIB z rodziny DEAD-box oraz enolaza [101]. RNaza E inicjuje
degradacj¢ przez endonukleolityczne cigcie RNA a PNPaza katalizuje fosforolityczng
degradacje¢ z konca 3', uwalniajac nukleotydy difosforanowe. Helikaza RhIB, korzystajac
z energii hydrolizy ATP, rozplata struktury drugorzgdowe RNA, co ulatwia dostep
RNazie E i PNPazie do substratu RNA. Z kolei enolaza, cho¢ to zasadniczo enzym
glikolityczny, petni w degradosomie funkcje biatka regulatorowego 1 strukturalnego,
stabilizujgc interakcje miedzy pozostatymi sktadnikami kompleksu [101].

Whikliwa charakterystyka mechanizméw degradacji RNA stanowi fundament
zrozumienia regulacji metabolizmu RNA w komédrkach prokariotycznych,
co bezposrednio determinuje ich homeostaze metaboliczng, a posrednio wpltywa
na kluczowe procesy, takie jak wrazliwos¢ na dziatanie antybiotykow. Strukturalne
podstawy funkcjonowania jednego z kluczowych sktadnikéw degradosomu, fosforylazy

polinukleotydowej (PNPazy) E. coli, przedstawiono na rycinie 2.
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Ryc. 2. Struktura PNPazy z E. coli (UniProt: PO5055).

(A) Schemat domenowy pelnej dtugo$ci PNPazy (reszty 17-734), przedstawiajacy kolejno:
domen¢ RNaza PH I (czerwona), domene a-helikalng (zielona), RNaze PH II (niebieska), domeng
KH (r6zowa) oraz S1 (ciemnoniebieska). Pozycje reszt mutowanych w badaniu oznaczono
strzatkami. Schemat opracowano na podstawie adnotacji UniProt.

(B) Przewidywana trojwymiarowa struktura pojedynczego monomeru PNPazy z E. coli,
wygenerowana przy uzyciu modelu AlphaFold. Kolorystyka wskazuje przebieg tancucha
polipeptydowego od konca N (pomaranczowy) do konca C (ciemnoniebieski).

(C) Modelowany kompleks PNPazy, tworzacy przypuszczalny pierscien funkcjonalny. Kazda
z sze$ciu podjednostek zostata oznaczona innym odcieniem. Model wygenerowano na podstawie
danych homologicznych z biatek zdeponowanych w PDB, z wykorzystaniem AlphaFold. Kolory
na modelach AlphaFold odzwierciedlaja pewnos$¢ predykeji struktury: niebieski (pLDDT > 90)
oznacza bardzo wysoka wiarygodnos¢, bigkitny (70-90) umiarkowang, zo6tty (50-70) niska,
a pomaranczowy (<50) bardzo niska - czgsto odpowiadajaca elastycznym  lub
nieustrukturyzowanym regionom biatka.
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2.1 Degradosom H. pylori
W przeciwienstwie do ztozonych komplekséw degradosoméw bakterii tj. E. coli
czy M. tuberculosis, u H. pylori wyst¢puje tzw. degradosom minimalny. Jest
on zbudowany z dwoch gtownych biatek: rybonukleazy J - RNazy J oraz helikazy RNA
- RhpA. Dziatanie degradosomu H. pylori, podobnie jak u innych bakterii, odgrywa
zasadniczg role w przetwarzaniu i degradacji RNA co ma bezposrednie przetozenie na

ekspresje genéw oraz adaptacje patogenu do m.in. warunkéw Srodowiskowych czy

zdolnosci do kolonizacji niszy zotadka [102], [105], [106].

2.1.1 Helikaza RhpA

Biatko RhpA, o masie czasteczkowej okoto 56 kDa, nalezy do rodziny biatek DEAD-
box, nazwanej od konserwowanego motywu Asp-Glu-Ala-Asp (DEAD)
i odpowiedzialnej za rozwijanie struktur drugorzedowych RNA (jego budowe
strukturalng przedstawiono na rycinie 3). W najnowszych badaniach wykazano, ze RhpA
w roztworze wystepuje jako dimer[105]. W odroznieniu od pateczek E. coli,
posiadajacych 5 helikaz tego typu oraz B. subtilis z czterema, u H. pylori wykryto tylko
jedna helikazg¢ RNA z rodziny DEAD-box. RhpA petni kluczowe funkcje
w metabolizmie RNA, biogenezie rybosomow, inicjacji translacji oraz adaptacji patogenu
do temperatur ponizej optymalnej (37 °C), a takze wptywa na jego wirulencje 1 zdolnos¢
kolonizacji. Delecja genu rhpA nie pozbawia H. pylori zdolnosci przezycia, co sugeruje,
ze funkcje helikazy moga czgsciowo przejmowac inne enzymy, takie jak RNaza R,
wykazujaca aktywno$¢ helikazy in vitro. Co wigcej, aktywnos¢ ATP-azowa RhpA jest
silnie stymulowana w obecnos$ci RNazy J, co dowodzi synergistycznej interakcji tych
biatek. Dodatkowo wykazano, ze szczep pozbawiony RhpA - ArhpA nie byl w stanie
zasiedli¢ zotadka myszy doswiadczalnych [79], [106], [107], [104], [109].
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10 436

Ryc. 3. Struktura monomerycznej helikazy RhpA Helicobacter pylori (hp_0247).

(A) Schemat przedstawia lokalizacje dwdch konserwowanych regionow funkcjonalnych: motywu
DEAD (reszty 10-110) (kolor czerwony), odpowiedzialnego za wigzanie i hydroliz¢ ATP,
stanowigcego podstawe aktywnosci helikazowej biatka, oraz domeny C-koncowej helikazy
(reszty 210-370)(kolor niebieski), bioracej udziat w wigzaniu RNA oraz stabilizacji kompleksu
biatkowo-RNA.

(B) Przewidywana troéjwymiarowa struktura monomeru RhpA, pokolorowana gradientowo
wzdtuz dlugosci tancucha polipeptydowego, wygenerowana za pomocg modelu AlphaFold.
Kolory na modelach AlphaFold odzwierciedlaja pewnos¢ predykeji struktury: niebieski (pLDDT
>90) oznacza bardzo wysoka wiarygodnos¢, btekitny (70-90) umiarkowana, zotty (50-70) niska,
pomaranczowy (<50) bardzo niskg - czesto odpowiadajagca  elastycznym  lub
nieustrukturyzowanym regionom biatka.
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2.1.2 RNazaJ

RNaza J pelni funkcje gtdéwnej rybonukleazy u H. pylori i odpowiada za degradacj¢
mRNA oraz regulacje ekspresji genéw na poziomie posttranskrypcyjnym. Wraz z jedyna
helikazg DEAD-box, RhpA, tworzy minimalny kompleks degradosomu RNA, ktory jest
niezbedny dla prawidtowego przebiegu procesow degradacji i dojrzewania RNA[109].
Wyniki sekwencjonowania RNA (RNA-seq) szczepdw H. pylori wykazaty, ze RNaza J
reguluje ekspresje wigkszosci czasteczek MRNA i antysensownych RNA (asRNA),
co podkresla jej kluczows role w metabolizmie RNA. Badania in vitro potwierdzity
oddzialywanie RNazy J z biatkiem RhpA, prowadzace do wzajemnej stymulacji
ich aktywnosci, co dodatkowo $wiadczy o wystepowaniu funkcjonalnego kompleksu
degradosomu budowanego przez oba biatka. Kompleks tych dwoéch biatek zostat
zlokalizowany przy wewng¢trznej btonie komorkowej H. pylori, a nie w cytozolu komorki
bakteryjnej, podobnie jak w przypadku biatek pelnigcych analogiczne funkcje u innych
bakterii [105][106]. Co cickawe, badania Redko i wsp. wykazaty, ze minimalny kompleks
degradosomu RNaza J-RhpA uH. pylori pozostaje rowniez zwigzany
z rybosomami 70S 1 polisomami, co sugeruje jego bezposrednie zaangazowanie

w kontrole stabilnosci mRNA podczas procesow translacji [100].

2.1.3 Fosforylaza polinukleotydowa

Bialko fosforylaza polinukleotydowa (z ang. polynucleotide phosphorylase, PNPaza) jest
enzymem wykazujacym dwie gtéwne aktywnosci. Pierwsza, 3°’—5’ egzonukleolityczna,
polega na fosforolitycznej degradacji RNA od konca 3°, podczas ktorej
do nieorganicznego fosforanu dotgczane sg kolejne nukleotydy, uwalniajgc nukleozydo-
5'-difosforany (NDP), np. adenozyno-5'-difosforan (ADP). Druga to niezalezna
od matrycy aktywnos$¢ polimerazy RNA, pozwalajaca na przytaczanie NDP do wolnego
3'- konca jednoniciowego RNA i w ten sposob wydhuzanie tancucha [110].

Fosforylaza polinukleotydowa (PNPaza, kodowana przez gen pnp) w modelowej bakterii
E. coli jest homotrimerem, co odzwierciedla konserwowang struktur¢ bakteryjnych
PNPaz (obserwowang rowniez u H. pylori). Kazda podjednostka o masie okoto 80 kDa
zawiera dwie N-koncowe domeny PH potaczone a-helikalnym regionem tacznikowym.
W obrgbie konca C-terminalnego wystepuja domeny KH 1 S1, wigzace RNA,
stabilizujgce trimer 1 regulujace $rednice centralnego kanatu degradacyjnego.

W natywnym kompleksie ten pierScieniowaty kanal ma $rednice ok. 14 A,
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co uniemozliwia przeptyw dwuniciowego RNA. Usunigcie domen KH/S1 (szczep
delecyjny AKH/S1) prowadzi do poszerzenia $wiatta o okolo 6 A, potwierdzajac
allosteryczng role tych modutow w kontroli rozmiaru otworu. [111][112].

Sekwencja aminokwasowa PNPazy H. pylori wskazuje na zachowanie typowej dla
bakteryjnych PNPaz architektury domenowej. Homolog kodowany przez gen pnp jest
biatkiem o dtugos$ci ok. 688 aa i masie ok. 76,8 kDa, zawierajacym domeny katalityczne
PH oraz C-terminalne domeny wigzgce RNA. Konserwacja ewolucyjna tych elementow
sugeruje, ze rowniez PNPaza H. pylori moze tworzy¢ pierScieniowaty homotrimer
zZ centralnym kanatem degradacyjnym, ktdrego parametry s3 modulowane przez regiony
wigzagce RNA analogicznie do modelu E. coli. Przewidywang organizacje¢ strukturalng
PNPazy H. pylori przedstawiono na rycinie 4.

U E. coli PNPaza odgrywa istotng role w ochronie przed stresem oksydacyjnym. Badania
wykazaty, ze PNPaza specyficznie wigze syntetyczny RNA zawierajace oksydacyjne
uszkodzenie 8-hydroksyguaning (8-0x0G) oraz RNA o naturalnej sekwencji, uszkodzone
oksydacyjnie na skutek oddziatywania nadtlenku wodoru - H202. Szczepy delecyjne
E. coli pozbawione PNPazy byty bardziej wrazliwe na dziatanie czynnikow indukujacych
stres oksydacyjny w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Sugeruje to, ze rolg PNPazy moze
by¢ roéwniez usuwanie uszkodzonych oksydacyjnie tancuchow RNA, co ma wplyw
na procesy zyciowe catej komorki [113]. U blisko spokrewnionej z H. pylori pateczki
C.jejuni, inaktywacja genu kodujacego biatko PNPazg, spowodowata
m.in. zahamowanie zdolnosci C. jejuni do kolonizacji komorek Ht-29; znaczaco
zmniejszyla zdolno$¢ ruchu bakterii in vitro; zwickszyla podatnos¢ komorek
bakteryjnych na stres oksydacyjny oraz obnizyta zdolnos¢ infekowania i kolonizacji

komorek nabtonka jelitowego kurczat (Gallus gallus) in vivo [114].
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A.

PNPaza peine] dlugosci —IN LT Y2 K Gt RNAza PH II 0
10 700

Ryc. 4. Struktura PNPazy z Helicobacter pylori (hp_1213).

(A) Schemat domenowy pelnej dtugosci PNPazy (reszty 10-700), przedstawiajacy kolejno:
domene RNaza PH I (czerwona), domeng a-helikalng (zielona), RNaz¢ PH II (niebieska), domene
KH (r6zowa) oraz S1 (ciemnoniebieska), opracowany na podstawie adnotacji UniProt.

(B) Przewidywana tréjwymiarowa struktura pojedynczego monomeru PNPazy, pokolorowana
gradientowo wedlug dtugosci tancucha polipeptydowego, wygenerowana za pomoca modelu
AlphaFold.

(C) Modelowany trimeryczny kompleks PNPazy tworzacy przypuszczalny pierscien
funkcjonalny; kazda podjednostka zostala oznaczona innym odcieniem. Struktura zostala
wygenerowana metodami modelowania bioinformatycznego na podstawie homologii z danymi
z Protein Data Bank przy uzyciu oprogramowania AlphaFold. Kolory na modelach AlphaFold
odzwierciedlaja pewnos$¢ przewidywan struktury: niebieski (pLDDT > 90) oznacza bardzo
wysoka wiarygodnos$¢, bigkitny (70-90) umiarkowang, zolty (50-70) niska, a pomaranczowy
(<50) bardzo niska - czegsto odpowiadajaca elastycznym lub nieustrukturyzowanym regionom
biatka.
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214 RNazaVY

W najnowszych badaniach z 2025 roku potwierdzono eksperymentalnie réwniez
obecno$¢ RNazy Y jako sktadnika degradosomu H. pylori. Wykazano, ze RNaza Y jest
biatkiem btonowym zakotwiczonym w wewnetrznej btonie komoérkowej. Funkcjonalnie
RNaza Y jest charakterystyczng dla bakterii Gram-dodatnich endorybonukleazg
przecinajaca jednoniciowe czasteczki RNA, petnigca funkcje analogiczna do RNazy E
u bakterii Gram-ujemnych. Cho¢ szczegoétowy mechanizm katalityczny tego enzymu nie
zostal jeszcze precyzyjnie zdefiniowany dla H. pylori, posrednio, o aktywnos$ci tego
enzymu $wiadczg jednak efekty in vivo po delecji RNazy Y, w postaci akumulacji
wydhuzonych fragmentow SRNA CncR1. Ten matly, nickodujacy RNA pehi
w komorkach pateczek H. pylori funkcje regulatorowe, wptywajac na poziom ekspresji
genoéw kodujacych czynniki wirulencji, warunkujacych ruchliwos$¢ i zdolnos¢ adhezji
bakterii do komorek gospodarza. Wynik ten posrednio wskazuje na specyficzne cigcie
CncR1 przez RNazg Y. Do tej pory nie udokumentowano mozliwych oddziatywan

pomig¢dzy RNaza Y a wczesniej opisanymi sktadnikami degradosomu H. pylori [115].

215 RNazaR

W odréznieniu od RNazy R z E. coli, enzym z H. pylori utracit domeny odpowiadajace
za aktywnos$¢ helikazy, co uniemozliwia mu degradacje dwuniciowego RNA. Zjawisko
to, powszechne wsrod bakterii z typu Campylobacterota, wynika z ewolucyjnej adaptacji
i nastgpowato stopniowo w toku ich rozwoju. U C. jejuni wykazano, ze RNaza R
bezposrednio wptywa na tempo wzrostu bakterii oraz zdolnos$¢ adhezji i inwazji komorek
nabtonka zotadka. Natomiast mutant H. pylori pozbawiony genu rnr zachowuje
zywotnos¢, lecz wykazuje zwiekszong ruchliwo$¢ na podtozu potptynnym [108].
Badania in vivo dowiodly, ze RNaza R tworzy w komorce funkcjonalny kompleks
Z helikazg RhpA, przy czym RhpA, dzigki aktywnosci ATP-azowej, ulatwia dostep
RNazie R do fragmentow dwuniciowego RNA, umozliwiajac jego efektywng degradacje.
Samo biatko RNaza R uczestniczy jedynie w ograniczonym zakresie w dojrzewaniu
5S rRNA i posiada niewielki zestaw naturalnych substratéw u H. pylori. Na tej podstawie
wysuni¢to hipoteze, ze w toku ewolucji RNaza R skompensowata utrate wlasnej
aktywnoS$ci helikazy, przejmujac cze$¢ funkcji katalitycznych RhpA w obrobcee
strukturalnie ztozonych czasteczek RNA [102], [116].
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2.1.6 Pozostale elementy degradosomu H. pylori

Analiza sekwencji genomu H. pylori ujawnita obecnos¢ genéow kodujacych m.in. RNaze
III, RNaz¢ P, RNaz¢ R, PNPazg, RNaz¢ HI oraz RNaze HII, przez co nie mozna
wykluczy¢, ze inne nukleazy uczestnicza w regulacji degradacji mRNA. Niemniej jednak
dotychczasowe badania nad degradosomem H. pylori nie potwierdzity interakcji RNazy
Y, PNPazy ani zadnych innych rybonukleaz z kompleksem RNaza J-RhpA, z wyjatkiem
jednoznacznie potwierdzonego oddzialywania RNazy R z RhpA. Pomimo stosunkowo
skromnego zestawu gendw kodujacych enzymy degradacji RNA w poréwnaniu z innymi
bakteriami, nie ma obecnie dowodow na to, by te dodatkowe nukleazy wchodzity w sktad
degradosomu opartego na RNazie J jako jego rdzeniu [117]. Zestawienie potencjalnych
sktadnikow degradosomu RNA H. pylori na tle wybranych bakterii przedstawiono
w tabeli 3.

Tabela 3. Porownanie degradosomow bakteryjnych (stworzona w oparciu o zrodta
literaturowe [119], [120], [121], [122], [123], [124], [125], [126], oraz bazy danych
UniProt, NCBI Gene Database, Mycobrowser)

Komponent H. pylori E. coli M.tuberculosis | C.jejuni | B. subtilis Funkcja i uwagi
26695 K-12 H37Rv 11168 168
Endorybonukleaza inicjujaca degradacje
mRNA; pehni funkcj¢ rusztowania
RNaza E Brak Obecna Obecna Brak Brak degradosomu w E. coli. W H. pylori
(rne) (Rv1087) A - . L.
i B. subtilis funkcje t¢ przejmuja
odpowiednio RNaza J i RNaza Y
Endo- i egzorybonukleaza 5°—3;
RNaza J Obecna Brak Obecna Obecna Obecna kluczowa w degradacji mMRNA
(rnj) (Rv2752c) (rnj) (rnjA/B) w bakteriach Gram-dodatnich oraz
w H. pylori.
Obecna Obecna Obecna Endot'.ybc.)nukleaza zwigzana z bi.onq;
RNaza Y (ry) Brak Brak (rny) (ry) organizuje degradosom w bakteriach
Gram-dodatnich.
Obecna Obecna Obecna Obecna Obecna Egzorybonukle_:_azaS _)5. ; uczestniczy
PNPaza (onp) (onp) (Rv27830) ®onp) (©onp) w degradacji mRNA i procesach
dojrzewania RNA.
Obecna Obecna Obecna Obecna Obecna Egzorybonukleaza 3,—>5,;.d.egraquje
RNaza R (rr) (rn) (RV3798) (rr) (rn) RNA o strukturze dwuniciowej.
W H. pylori tworzy kompleks z RhpA.
Egzorybonukleaza 3°—5’; degraduje
Obecna Obecna Obecna jednoniciowy RNA. W H. pylori
RNaza ll Brak (rnb) (Rv2491c) Brak (rph) i C. jejuni nieobecna; funkcje t¢ moga
pelni¢ PNPaza i RNaza R.
Helikaza Rozplatuje struktury RNA; wspomaga
RNA Obecna Obecna Obecna Brak Obecna aktywnos$¢ rybonukleaz. W H. pylori
(DEAD- (rhpA) (rhiB) (rhiE) (cshA) jedyna helikaza DEAD-box (RhpA)
box) tworzy kompleks z RNaza J.
Enzym glikolityczny; moze petni¢
Enolaza Obecna Obecna Obecna Obecna Obecna funkcje regulatorowa w degradosomie.
(eno) (eno) (Rv1022) (eno) (eno) W E. coli wiaze si¢ z RNaza E;
w B. subtilis z RNaza Y.
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2.2 Nukleotydylotransferazy zwiazane z metabolizmem tRNA

Po omowieniu gléwnych sktadnikéw degradosomu RNA warto zwrdci¢c uwage
na procesy modyfikacji koncow 3’ RNA, ktore moga wptywac na stabilnos¢ transkryptow
w komorce. Kluczowa grupa enzymoéw zdolnych do dotgczania nukleotydow do koncow
3’ RNA s3g nukleotydylotransferazy klasy II. Rodzina ta obejmuje bardzo blisko
spokrewnione enzymy, w tym wiasciwe poli(A) polimerazy oraz enzymy dotaczajace
sekwencje cytozyna-cytozyna-adenina (CCA) do 3’-konca tRNA (CCA-NT,
nukleotydylotransferaza CCA). Enzym ten bez obecnosci matrycy dobudowuje kolejno
dwa nukleotydy cytozyny i jeden adeniny na koficu czasteczki tRNA. Umozliwia
to powstanie sekwencji 3’-CCA, ktora jest niezbedng w procesie aminoacylacji przy
udziale odpowiedniej syntetazy aminoacylo-tRNA dla prawidlowego funkcjonowania
tRNA w procesie translacji [126]. Odcinek 3'-CCA moze by¢ bezposrednio zakodowany
w sekwencjach gendw tRNA i uwalniany podczas przetwarzania pre-tRNA lub, jesli nie
wystepuje w instrukcji genetycznej, syntetyzowany de novo przez enzymy CCA-NT.
Obecno$¢ sekwencji CCA w genach tRNA jest zroznicowana wsrod bakterii 1 zalezy
od specyficznych cech danego gatunku. U E. coli czy H. pylori sekwencja CCA jest juz
zakodowana dla wszystkich gendw kodujacych czasteczki tRNA. Z tego powodu, rola
CCA-NT ogranicza si¢ glownie do naprawy i odtwarzania koncow tRNA po niepetne;j
degradacji katalizowanej przez niektore nukleazy lub w procesie recyklingu tRNA.
U bakterii z rodzaju Mycobacterium czy Bacillus, czes¢ genow kodujacych tRNA
zawiera informacje o koncu CCA na poziomie genomu, a cz¢$¢ wWymaga jego syntezy
de novo. Z kolei u organizmow, ktore nie posiadaja sekwencji kodujacej CCA w tRNA
(Eukariota oraz niektore Archea) dodanie CCA jest niezb¢dnym etapem biosyntezy
tRNA. Ze wzgledu na fundamentalng role translacji, w przypadku gdy cho¢ jedna
niezbedna czgsteczka tRNA w komorce wymaga syntezy sekwencji 3'-CCA przy udziale
nukleotydylotransferazy CCA (CCA-NT), warunkuje to bezposrednio mozliwo$é
przezycia danego organizmu, co czyni aktywno$¢ CCA-NT krytyczng dla zywotnoS$ci
i wzrostu organizmu a w wielu przypadkach inaktywacja prowadzi do fenotypu letalnego
lub skrajnie uposledza wzrost[127]. U E. coli opisano wystepowanie dwoch gtownych
enzymoéw z rodziny nukleotydylotransferaz klasy Il: nukleotydylotransferazy CCA
kodowanej przez gen cca oraz polimerazy poli(A) kodowanej przez gen pcnB. Poniewaz

geny tRNA E. coli posiadajg juz =zakodowang sekwencje CCA, rola
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nukleotydylotransferazy CCA ogranicza si¢ glownie do naprawy i odtwarzania koncow
tRNA uszkodzonych w wyniku dzialania nukleaz Iub proceséw degradacyjnych.
Wykazano, ze w szczepie E. coli pozbawionym aktywnosci CCA-NT dochodzi
do akumulacji nieaktywnych tRNA pozbawionych koncowej sekwencji 3'-CCA,
co prowadzi do spowolnienia wzrostu bakterii. Z kolei B. subtilis posiada enzym CCA.-
NT, ktoéry dotacza sekwencje CCA do konca 3' czasteczek tRNA, nie wykazujac przy tym
aktywnos$ci poliadenylacyjnej. W jego genomie, podobnie jak u E. coli, cze$¢ genow
tRNA zawiera zakodowang sekwencje CCA, natomiast pozostale jej nie posiadaja
I wymagajg dosyntetyzowania wlasnie przez ten enzym. Nalezy przy tym zaznaczyc,
ze sekwencja CCA jest wymagana osobno dla kazdej czasteczki tRNA, ktora jej nie
zawiera w zapisie genowym [128]. Interesujacym przypadkiem sg pratki M. tuberculosis,
ktorych genom zawiera tylko jeden gen nukleotydotransferazy tRNA (Rv3907c).
W przeciwienstwie do E. coli, u M. tuberculosis ponad potowa gendéw tRNA nie zawiera
sekwencji CCA, co oznacza, ze enzym CCA-NT musi dobudowywa¢ CCA w obrdbce
potranskrypcyjnej. Wykazano, ze obnizenie poziomu tego enzymu w komorkach
M. tuberculosis skutkuje zaburzeniem wzrostu i akumulacjg nieaktywnych, niedojrzatych
form tRNA, bez CCA. O ile u E. coli enzym CCA-NT pehi gtownie role naprawcze,
o tyle u B. subtilis czy M. tuberculosis petni on kluczowsa rolg w procesach dojrzewania
tRNA, podobnie jak ma to miejsce w komorkach eukariotycznych. W zwigzku z tym
pratkowa CCA-nukleotydylotransferaza zostata zidentyfikowana jako potencjalny cel dla
lekow przeciwgruzliczych. Inhibitor tego enzymu zablokowalby syntezg bialek baktertii,
podczas gdy komorki cztowieka, wyposazone we wzglednie odmienny strukturalnie
i funkcjonalnie, jadrowo-mitochondrialny enzym CCA-NT (TRNT1), pozostatyby

niewrazliwe [129].

2.2.1 Oddzialywanie nukleotydylotransferaz tRNA z komponentami

degradosomu

Jak wspomniano powyzej, bakteryjne polimerazy poli(A) (PAP), oraz enzymy
dobudowujace CCA to bardzo blisko spokrewnione nukleotydylotransferazy klasy II,
posiadajagce wysoce konserwatywng, N - koncowa domeng katalityczng. Pomimo
podobienstwa strukturalnego ich funkcje =znacznie si¢ 16znig: PAP dolacza
homopolimerowe ogony adenylowe do RNA, natomiast enzymy CCA-NT doktadaja
sekwencje CCA na koncu 3’ tRNA. PAP | z E. coli jest w stanie poliadenylowac rézne
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klasy RNA (mRNA, rRNA, tRNA, sRNA) pod warunkiem dostepnosci konca
3’ czasteczki RNA i ATP jako substratow reakcji. Ogony poli(A) wptywaja na stabilnos¢
RNA, warunkujgc jego podatnos¢ na degradacje, a w warunkach in vivo jest rownowaga
pomiedzy aktywnoscig poliadenylacyjng biatka PAP a aktywnoscia egzonukleaz,
skracajacych nadmiernie syntetyzowane ogony poli(A) [130] Dodatkowo, u E. coli
i wielu innych drobnoustrojow, zaréwno PNPaza, wykorzystujac odwracalng aktywno$é
polimerazy RNA, jak 1 bakteryjna polimeraza poli(A) potrafia poliadenylowac
transkrypty in vivo, co podkresla funkcjonalne powigzanie obu nukleotydylotransferaz
w modulacji stabilno$ci RNA. Bialko PAP I i helikaza RhIB u E. coli moga
wspOtpracowaé ze soba podczas procesu poliadenylacji. Helikaza moze rozwijaé
struktury drugorzegdowe RNA przy koncu 3’ podatnym na dzialanie PAP.
W strukturze PAP | zidentyfikowano regiony odpowiedzialne za wigzanie RNA oraz za
oddzialywanie z biatkami bioragcymi udziat w degradacji mRNA, co moze wskazywac na
potencjal do tworzenia interakcji bialko-biatko. Obok helikaz RNA z rodziny
DEAD-box, ktore moga wspotpracowa¢ z PAP 1 w syntezie poli(A), potencjalnymi
kofaktorami wspoétdziatajacymi z PAP 1 jest rowniez RNaza E, ktora bierze udziat
w degradacji RNA [130], [131].

Pomimo postepu w badaniach nad degradosomem H. pylori i dostepnosci danych
literaturowych dotyczacych RNazy J oraz helikazy RhpA wiele aspektow
funkcjonowania tej struktury pozostaje niewyjasnionych. Do tej pory nie
scharakteryzowano w sposob kompleksowy: a) wybranych biatek H. pylori potencjalnie
zaangazowanych w procesy metabolizmu RNA w tym biatka PNP 1 b) biatka PapS oraz
c) ich oddziatywan z helikaza RhpA , co bedzie stanowito podstawe realizacji badan
opisanych w niniejszej pracy doktorskiej. Nalezy zaznaczy¢, ze chociaz funkcje RNazy J
1 helikazy RhpA zostaly juz szczegdélowo scharakteryzowane, to wzajemne zaleznos$ci
1 sie¢ interakcji pomiedzy PNPaza, RhpA oraz nukleotydylotransferaza PapS pozostaja
wcigz nieopisane. Celem niniejszej pracy bedzie zatem kompleksowe zmapowanie
oddziatywan miedzy tymi trzema biatkami oraz okreslenie ich hierarchii funkcjonalne;j,
co pozwoli na pelniejsze zobrazowanie organizacji i mechanizméw dziatania

degradosomu RNA-u H. pylori.
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3. Cel pracy
Gtownym celem niniejszej pracy doktorskiej jest scharakteryzowanie funkcji wybranych
komponentow degradosomu Helicobacter pylori, ze szczegdlnym uwzglednieniem biatka
PNP i jego znaczenia jako potencjalnego celu terapeutycznego. Ponadto, weryfikacja
oddziatywania bialek PapS i RhpA oraz okreslenie funkcji PapS.
Cel pracy osiagniagni¢to poprzez realizacje nastepujacych zadan badawczych:
o Wytworzenie i oczyszczenie biatek rekombinowanych PNP, RhpA oraz PapS
H. pylori
o Charakterystyka struktury nukleotydylotransferazy PNP H. pylori, kluczowych
domen funkcyjnych oraz reszt aminokwasowych odpowiedzialnych
za aktywnos¢ enzymatyczng i oddzialywan z innymi elementami degradosomu
o Ocena funkcji biatka PapS w regulacji degradacji RNA u H. pylori
o Badanie interakcji migdzy biatkami RhpA i PapS
o Wyznaczenie specyficznosci substratowej biatlek PNP i PapS wobec RNA
o Przeprowadzenie testow przesiewowych w celu wytonienia inhibitorow
PNPazy
o Uzyskanie szczepow delecyjnych H. pylori pozbawionych genéw kodujacych
biatka PNP, RhpA i PapS.
o Analiza fenotypowa i funkcjonalna szczepu delecyjnego pozbawionego genu
kodujacego biatko PNP.
o Ocena roli wybranych komponentéow degradosomu RNA H. pylori
w odpowiedzi na czynniki stresowe

o Ocena mozliwosci wykorzystania PNPazy jako celu terapeutycznego
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4. Materialy

4.1 Szczepy bakteryjne

Gatunek

Nazwa szczepu

Charakterystyka

Zrodlo

H. pylori

26695 Wild-type (szczep

ATCC (American Type
Culture Collection,

Pracownia Biochemii
Biatek i Kwasow
Nukleinowych

dziki) Manassasé\é\élégmla, USA (PBBIKN) Uniwersytet
Gdanski (UG)
H.pylori %7 W"gztl{(‘l); (szczep ATCC G27 PBBIKN, UG
. Szczep z delecja w obrebie  Powstaty w toku prac
H. pylori G27 Apnp genu pnp, hp_1213 eksperymentalnych
. Szczep z delecja w obrebie  Powstaty w toku prac
H. pylori G27 ArhpA genu rhpa, hp_0247 eksperymentalnych
. Szczep z delecja w obrebie  Powstaty w toku prac
H. pylori 26695 Apaps genu paps, hp_0640 eksperymentalnych
F-mcrA A(mrr-hsdRMS-
One Shot™ TOP10 mcrBC) ¢80lacZAM15 Thermo Fisher
E. coli chemically competent AlacX74 recAl araD139 Scientific, Waltham,
(komorki kompetentne)  A(ara-leu)7697 galU galK Massachusetts USA
A-rpsL(StrR) endAl nupG
One Shot™ BL21™ Thermo Fisher
E coli (DE3) chemically F-ompT hsdSB (rB-, mB-) Scientific. Waltham

competent (komorki
kompetentne)

gal dcm rnel31 (DE3)

Massachusetts, USA
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4.2 Spis oligonukleotyddw syntetycznych wykorzystanych w amplifikacji DNA

Gen Nazwa startera Sekwencja 5°—3’ Zastosowanie
hgﬁﬁ;? 0247_delta_F GAAACGATAGCCCCTTGAGC
hp_0247
0247_delta_R GCGCTTAATGGGTAAATCTTCAG .
(rhpa) Przygotowanie szczepu
hp_0247 kan cass 0247 F CTGGATGAATTGTTTTAGTACCTGGAGGGA delecyjnego H. pylori ArhpA
(rhpa) - - - ATAGAAATTGACGCGATTCAAAACC
hp_0247 CTCATTTTAGCCATTTATTCCTCCTAGTTAGT
(rhpa) delta_0247_kanR_R CACGGAATGGCCTTTCTTGAATGG
hp_1213 1213 Kkan R CTCATTTTAGCCATTTATTCCTCCTAGTTAGT
(pnp) - CACGGAATGGCCTTTCTTGAATGG
hp_1213 kan cass 1213 F CTGGATGAATTGTTTTAGTACCTGGAGGGA
(pnp) - - ATAGAAATTGACGCGATTCAAAACC Przygotowanie szczepu
hrzp—)ié)lg 1213 _select_F CTTACCCCTGGATTCGTCAAAG delecyjnego H. pylori Apnp
hp_1213 )
onp) 1213_selection_R CTAAACTGAATTCTGAGTGGGC
hp_0640
(paps) 0640_select_F GATTGATCCTTTTAAAGGGCAGAATG
hp_0640 HPO640_del_R GCATACCTTCCCCCATTCAACC Przygotowanie szczepu
(paps) delecyjnego H. pylori ApapS
hp_0640 kan cass 0640 F CTGGATGAATTGTTTTAGTACCTGGAGGGA
(paps) - ATAGAAATTGACGCGATTCAAAACC
kanr | 197F-STOPkod kas kan TACTAACTAGGAGGAATAAATGG
_F Kaseta kanamycynowa
kanr 190R_kas_kan_R TATTCCCTCCAGGTACTAAAAC
CCGGCTCGAGCATGGATTTTATCACCATCAA Namnozenie genu w celu
hp_1213 For PNPHpy_Xhol TTCTAG nadprodukeji biatka
GCGCGGATCCTTAAGCCAAATCTAAAGCGA rekombinowanego PNP
hp_1213 Rev_PNPHpy_BamHI TTTTACC H. pylori
hp_ 0247 HPO247REV_BAMHI GCGCGGATCCTTAACGGCGTTTGGGTTTTTT Namnozenie genu w celu
AG nadprodukc;ji biatka
hp_ 0247 HPO247FOR_XHOI CCGGCTCGAGCATGGAATTGAATCAACCAC rekomblnowanego RhpA
CACTC H. pylori
hp_0640 PAPSBH1FORF1 AGGATCCTAAATTTAAGGCATGCTC Namnozenie genu w celu
nadprodukcji biatka
hp_0640 PAPSH3REVF2 AAAGCTTCCCAATCCTTTTGGGAAATACGA rekombinowanego PapS
H. pylori
Hp_121 VECTORSIicFOR TCTGCGTGGTCACATCCTCAATTTTG
3_compl
Hp_121 VECTORslicREV ATCAAGGTTGGATGTAATTGTAGCA
3_compl
Hp_121 | VECTORBammHIFLAG | GGAAGGATCCAGATCCTGACTAACTAGGAG
3_compl FOR GAATAAGTG
Hp_121 | VECTORNdelFLAGREV | AAGGCATATGATTCTCCTATTCGATATCAAG
3_compl GTTGGATGTAATTGTAGCA Przywrécenie ekspresji genu
Hp_121 SLICStrepForPNP TGCTACAATTACATCCAACCTTGATATCGAA pnp w szczepie
3_compl TAGGAGAATCATATGGATTTTATCACCATCA | komplementacyjnym H.pylori
ATTC G27 Apnp++
Hp_121 SLICStrepRevPNP CAAATTGAGGATGTGACCACGCAGAAGCCA
3_compl AATCTAAAGCGATTTTACC
Hp_121 RevBamHIFLAGPNP CTGGATCCTCAAGCCAAATCTAAAGCGATT
3_compl TTAC
Hp_121 FLAGNdelPNP ATCATATGGACTACAAAGACCATGACGGTG
3_compl ATTATAAAGATCATGACATCGATTACAAGG

ATG

Powyzsze startery oligonukleotydowe zostaly zaprojektowane in silico a ich synteza zlecona firmie Merck, St. Louis, Missouri,

USA
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4.3 Inne olignoukleotydy syntetyczne

Nazwa Sekwencja 5°—3’ Zastosowanie

Fluorescencyjnie znakowany
oligonukleotyd syntetyczny
(HEX- 6-Carboxy-2',4,4',5',7,7'-
hexachlorofluorescein) stosowany
jako substrat w analizie
poliadenylacji i degradacji przez
biatko PNP H. pylori

[HEX]JACAGUAUUUGGUAC

ExoSubstrateLongHEX UGCGCUCU

Oligonukleotyd syntetyczny
ExoSubstrate ACAGTATTTGGTACTGCGC wykorzystywany w reakcjach

[ssDNA(ExoSubstrate)] TCT poliadenylacji oraz degradacji po

uprzednim namnozeniu

Substraty rybo-oligonukleotydowe
znakowane na koncu 5’ fluoroforem
Cy5: [Cy5]CO0-, [Cy5]CC- oraz
[Cy5]C- [129] oligonukleotydy
te stanowity substraty do analizy
aktywnosci dodawania koncowej
sekwencji CCA do tRNA przez
biatko PapS z H. pylori

Substraty rybo-
oligonukleotydowe [Cy5]CO-; [Cy5]CC-; [Cy5]C-
znakowane Cy5

Powyzsze substraty zostaly zakupione w firmie Merck

4.4 Wektory plazmidowe

Nazwa Charakterystyka Zrodlo

Wektor wysokokopijny przeznaczony do wydajnego
pJET1.2/blunt | klonowania fragmentow DNA o tepych koncach. Zawiera | Thermo Fisher

Cloning Vector promotor T7 oraz kasete oporno$ci na ampicyling Scientific
(AmpR)
Wektor ekspresyjny z promotorem T7, przeznaczony do Novagen,
PET-29b (+) wysokowydajnej ekspresji biatek w komaérkach Billerica,
DNA bakteryjnych. Zawiera kasete oporno$ci na kanamycyng Massachusetts,
(KanR) USA

wektor plazmidowy na bazie wektora pUC19 w celu
komplementacji genu PNP u H. pylori, zmodyfikowany PBBIKN, UG
przez dr U. Zarzecka, Uniwersytet Gdanski

Zmodyfikowany
plazmid pUC19
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4.5 Enzymy oraz enzymy restrykcyjne

Nazwa Zastosowanie Zrédlo
Trawienia restrykcyjne wykorzystywane w klonowaniu
_ molekularnym w celu produkcji blalek_rekc?mbmowanych. Thermo Fisher
HindlIll Endonukleaza typu Il z Haemophilus influenzae Scientific
rozpoznaje 5'-AAGCTT-3', tnie pomi¢dzy A-A; tworzy
lepkie konce.
Trawienia restrykcyjne wykorzystywane w klonowaniu
molekularnym w celu prOdukC].l bialek rek<_)mb1n0?vanych. Thermo Eisher
BamHI endonukleaza typu 11 z Bacillus amyloliquefaciens; Scientific
rozpoznaje 5'-GGATCC-3', tnie miedzy G-G; tworzy
lepkie konce.
Trawienia restrykcyjne wykorzystywane w klonowaniu
xhol molekularnym w celu produkcji biatek rekombinowanych. Thermo Fisher
endonukleaza typu 1l z Xanthomonas holcicola; rozpoznaje Scientific
5'-CTCGAG-3', tnie migdzy C-T; tworzy lepkie konce.
Liza bakterii, trawienie peptydoglikanu $ciany
Lizozym komdrkowej podczas oczyszczania biatek Merck
rekombinowanych
Endonukleaza En%ym nu!<le.olityczny; §tospwany do zmniejs'zen.ia
Benzonase® lepkosci zawiesiny baktery-Jnej przy oczyszczaniu biatek Merck
rekombinowanych
Ligaza T4 N , Thermo Fisher
DNA Ligacja fragmentdw DNA Scientific
Proteaza z Saccharomyces cerevisiae, rozcina wigzanie
Proteaza Ulpl izc-)pe-p-tyd(?we mi‘;fizy bia%'kiem SUMO (ang. Small .
(proteaza UquUI.tlr?-hke Modlﬁer) a jego biatkiem do?elov&iym. Thermo I.:I_sher
SUMO) Precyzyjnie odcina domeng SUMO wraz z His-tagiem z Scientific
biatek fuzyjnych, umozliwiajac uzyskanie natywnego
biatka bez dodatkowych reszt aminokwasowych.

4.6 Bufory i roztwory

4.6.1 Bufory do elektroforezy

O ile nie zaznaczono inaczej, podane wartosci dla np. substratow, enzymdw i inhibitorow
oznaczaja st¢zenia koncowe w mieszaninie reakcyjnej (jednostki molowe, tj. uM, nM,
pM), wynikajace z definicji jako ilo$¢ substancji w przeliczeniu na 1 L. Dla uproszczenia
pominigto zapis ,,/L”.

« Bufor 10 x stgzony TAE (z ang. Tris-Acetate-EDTA) do elektroforezy DNA

w zelu agarozowym (Thermo Fisher Scientific)
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. Bufor 10 x stezony TBE (z ang. Tris-Borate-EDTA) do elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym z mocznikiem (z ang. UREA-PAGE) (Thermo Fisher
Scientific)

« Bufor 10 x stezony TGE (z ang. Tris-Glycine-EDTA) do elektroforezy SDS-
PAGE (z ang. Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
(Biorad, Hercules, California, USA)

« Bufor obcigzajacy 6x stezony do elektroforezy DNA (Thermo Fisher Scientific)

. Bufor denaturujacy 5x stezony do elektroforezy biatek metoda SDS-PAGE,
Pierce™ Lane Marker Reducing Sample Buffer (Thermo Fisher Scientific)

« Bufor obcigzajacy 2x stezony do elektrofrezy UREA-PAGE:

Formamid 95% (Thermo Fisher Scientific) 91,2% viv
EDTA (kwas wersenowy) (Thermo Fisher Scientific) 20 mM
Oranz G (Thermo Fisher Scientific) 0,4% wiv

4.6.2 Bufory do trawien restrykcyjnych

« Bufor 10x do trawien restrykcyjnych, FastDigest (Thermo Fisher Scientific, USA)
« Bufor 10x do trawien restrykcyjnych z buforem obcigzajacym, FastDigest
(Thermo Fisher Scientific, USA)

4.6.3 Bufory do oczyszczania bialek rekombinowanych

. Bufor wiazaco-pluczacy A do oczyszczania biatlek na zlozu kobaltowym
ze znacznikiem histydynowym (metka His-Tag)
Tris-HCL pH 7.5(Merck) lub Tris-Cytrynian

pH 9.0 (Merck) >0mM

NaCl (Chempur, Polska) 500mM

Imidazol (Thermo Fisher Scientific) 10mM
Glicerol (Chempur, Piekary Slaskie, Polska) 10%
-merkaptoetanol (Thermo Fisher Scientific) 2mM

Tabletki z inhibitorami proteaz, wolne
od EDTA (Thermo Fisher Scientific)

1 tabletka/50ml buforu
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Bufor elucyjny B do oczyszczania bialek na ztozu kobaltowym z metka His-Tag

Tris-HCL pH 7.5 (Merck) lub Tris-Cytrynian pH 9.0

(Merck) >0mM

NaCl (Warchem, Polska) 500mM

Imidazol (Thermo Fisher Scientific) 300mM
Glicerol (Warchem) 10%

Bufor do lizy komorek E. coli w celu oczyszczania biatek rekombinowanych

Bufor A 30 ml
Triton X-100(Polaura, Polska) 0,2%
Lizozym (Merck) 0,2 mg/mi
Endonukleaza Benzonase® (Merck) 1ul/200 ml buforu

Bufor A do zawieszania produktu po oczyszczaniu na kolumnie
metalopowinowactwa
Tris-HCL pH 7.5 (Merck) lub Tris-Cytrynian pH 9.0

(Merck)
Glicerol (Warchem) 10%

50mM

Bufor QA do oczyszczania biatek na kolumnie chromatograficznej do wymiany

jonowej
Tris-HCL pH 7.5 (Merck) lub Tris-Cytrynian pH 9.0
50mM
(Merck)
NaCl (Warchem) 50mM
Glicerol (Warchem) 10%
B-merkaptoetanol (Thermo Fisher Scientific) 2mM

Bufor QB do oczyszczania biatek na kolumnie chromatograficznej do wymiany

jonowej
Tris-HCL pH 7.5 (Merck) lub Tris-Cytrynian pH 9.0
50mM
(Merck)
NaCl (Warchem) 1000mM
Glicerol (Warchem) 10%
B-merkaptoetanol (Thermo Fisher Scientific, USA) 2mM
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« Bufor SEC do oczyszczania bialek na kolumnie chromatograficznej do filtracji
zelowej

Tris-HCL pH 7.5/ Tris-Cytrynian pH 9.0 lub

Tris-Cytrynian pH 9.0 S0mM

NaCl (Warchem) 150mM
Glicerol (Warchem) 10%
B-merkaptoetanol (Thermo Fisher Scientific) 1mM

4.6.4 Bufory reakcyjne do oznaczania aktywnosci polimerazowej

i degradacyjnej bialka PNP

« Bufor 2x stezony AP do oznaczania aktywnosci polimerazowej biatka PNP

Tris-HCL pH 8.0 40mM
MnClI (Chempur) 20mM
Cytrynian zelaza (111) (Chempur) 10mM

. Bufor 2x stezony AD do oznaczania aktywnosci degradacyjnej biatka PNP

PBS (Merck) 1x
MgCl, (Chempur) 40mM
Cytrynian zelaza(III) (Chempur) 10mM

4.6.5 Bufory do metody Western-Blotting

« 10 x stezony bufor TG (ang. Tris-Glycine) (Biorad)
« 1x stezony bufor do transferu

10 x bufor TG 1x
Metanol (Chempur) 20%

« 10 x stezony bufor TBS (z ang Tris buffered saline) (Merck)
« 1 xstezony bufor TBST (z ang. Tris-buffered saline with Tween 20)

10 x bufor TBS 1x
Tween-20 (Merck) 0,05%

« Bufor do rozcienczania przeciwciat

Bufor TBST 1x
Albumina bydlgca BSA (z ang. Bovine
serum albumin) (Thermo Fisher 2,5%
Scientific)
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« Bufor blokujacy do membran nitrocelulozowych:

Bufor TBST 1x
Albumina bydlgca BSA (Thermo Fisher
e 5%
Scientific)

4.6.6 Pozostale bufory i roztwory

. 10 x stezony PBS (z ang. phosphate buffered saline) (Merck)
« Tris-Cytrynian 1M pH 9.0

Tris (Merck) 29,19
Bezwodny kwas cytrynowy (Polaura) 529
Woda dolL

o Tris-HCL 1M pH 7.5

Tris (Merck) 12,19
Kwas HCL 1M (Polaura) g ml
Woda dolL

. Bufor TE (z ang. Tris-EDTA)

Tris (Merck) 20 mM
EDTA (Invitrogen) 1 mM

e Bufor do lizy H. pylori

NaPO4 (Chempur) 50 mM
Triton X-100 (Merck) 0,1%
Lizozym (Merck)
Inhibitory proteaz (Thermo Fisher
scientific)

0,5 mg/ml
1 tabl./50 ml

e Bufor do preparatyki biatek do techniki CryoEM (mikroskopii krioelektronowej)

5 X stezony
Tris-HCL pH 7,5 100 mM
MgCl, (Chempur) 12,5 mM
KCI (Chempur)
TCEP (ang. Tris(2- 750 mM
carboxyethyl)phosphine) (Thermo Fisher 5mM
Scientic)
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e Bufor C do oznaczania aktywnosci dodajacej CCA do konca tRNA przez biatko

PapS H. pylori
Tris-HCL pH 9,0 20 mM
MgCl, (Chempur) 12,5 mM
NaCl (Chempur) 50 mM
EDTA (Invitrogen) 0,1 mM
DTT (Chempur) 2mM
Glicerol (Chempur) 17%
4.7 Zele do rozdzialu elektroforetycznego
« 1% Zel agarozowy do rozdzialu DNA 0 wielkosci =500 pz.
Tabletki Agarozowe '_I'op}@swn (Thermo Fisher 5 tabletki
Scientific)
1 x bufor TAE Do 100 ml
« 2% Zel agarozowy do rozdziatu DNA o wielkosci =500 pz.
Tabletki Agarozowe '_I'op_V_|S|on (Thermo Fisher A tabletki
Scientific)
1 x bufor TAE Do 100 ml
« Zel poliakrylamidowy do rozdzialu biatek zatezajacy
Akrylamid/bis-akrylamid (Thermo Fisher Scientific) 5%
Tris-HCL pH 6.8 0,1 M
SDS (Invitrogen) 0,1%
APS (ang. Ammonium persulfate) (Invitrogen) 0,1%
Tetrametyloetylenodiamina - TEMED (Invitrogen) 0,1%
o 10% zel poliakrylamidowy do rozdziatu biatek
Akrylamid/bis-akrylamid (Thermo Fisher 10 %
Scientific, USA) °
Tris-HCL pH 8.8 0,375 M
SDS (Invitrogen) 0,1%
APS (Invitrogen) 0,1 %
TEMED (Invitrogen) 0,05%
. Zel poliakrylamidowy do metody UREA-PAGE
Akrylamid/bis-akrylamid (Thermo Fisher
. 10 %
Scientific)
Bufor TBE 1 X stezony
SDS 0,1%
Mocznik 8M
APS (Invitrogen) 0,1%
TEMED (Invitrogen) 0,05%




4.8 Mieszaniny reakcyjne

4.8.1 Trawienia restrykcyjne

Bufor reakcyjny 10x FastDigest (Thermo Fisher

Scientific, USA) Ix
DNA 1-5ng
Enzym restrykcyjny FastDigest (Thermo Fisher 0.5 ul
Scientific, USA) o H
Woda Do 20 pl
4.8.2 Reakcje PCR
« Polimeraza Phusion™ Master-mix
2x stezona Polimeraza Phusion™ Master-mix 25 U]
(Thermo Fisher Scientific) H
Matrycowy DNA 25ng
Starter sensowny (ang. forward) 0,5 uM
Starter antysensowny (ang. reverse) 0,5 uM
Woda Do 50 pl
. Polimeraza Red-Taq Master-mix
2x stezona Polimeraza Red-Taqg Master-mix
25 pl
(VWR)
Matrycowy DNA 25ng
Starter Forward 0,5 uM
Starter Revers 0,5 uM
Woda Do 50 pl
« Polimeraza Q5® Master-mix
2x stezona Polimeraza Q5® Master-mix 25 il
(New England Biolabs)
Matrycowy DNA 25ng
Starter komplementarny do nici matrycowej w
: : : 0,5 uM
kierunku 5' — 3
Starter komplementarny do nici matrycowej w
: . : 0,5 uM
kierunku 3' — 5
Woda Do 50 pl
4.8.3 Reakcje poliadenylacji i degradacji UREA-PAGE
« Reakcja polimeryzacji
2x stgzony bufor AP 25 pl
Znakowany substrat RNA ExoPoli(A)[Hex] 0,25 uM
ADP 0,5 uM
Biatko PNP H. pylori 5uM
Inhibitor/DMSO (ang. Dimethyl sulfoxide) 1 uM/4%
Woda Do 50 pL

45



. Reakcja degradacji

2x stezony bufor AD 25 pl
Wydtuzony, znakowany substrat RNA

ExoPoli(A)[Hex] - Oligo-poli(A)* 0.25 M
Biatko PNP H. pylori 5uM

Inhibitor/DMSO 1 uM/4%

Woda Do 50 pL

4.8.4 Reakcje polimeryzacji i degradacji in vitro

- Reakcja polimeryzacji

2x stezony bufor AP 25 ul
sSDNA - jednoniciowy DNA (z ang. single-

stranded DNA) 0.25uM
ADP 2mM
Tioflawina T 1%
Biatko PNP H. pylori 5uM
Inhibitor/DMSO 1 uM/4%
Woda Do 50 pL
. Reakcja degradacji
2x stezony bufor AD 25 ul
Wydhuizone ssDNA (PoliA) 0,25 uM
Tioflawina T 1%
Biatko PNP H. pylori 5uM
Inhibitor/DMSO 1 uM/4%
Woda Do 50 pL

4.9 Standardy wielkosci

« Standard wielkosci DNA - GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, USA) -fragmenty DNA o wielkosciach: 250, 500, 750, 1000, 1500,
2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 pz.

. Standard wielkoSci bialek rekombinowanych - PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA) - biatka rekombinowane o wielko$ciach:
10, 15, 25, 35, 40, 55, 70, 100, 130, 180 kDa.

4.10 Podloza mikrobiologiczne

« Podloze ptynne Luria-Bertani (LB) (Merck)

« Podtoze SOC (z ang. Super Optimal broth with Catabolite repression) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
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Podtoze ptynne BB (z ang. Brucella-Broth) (BB) (BD, Franklin Lakes, New

Jersey, USA)

Podtoze agarowe state LB (Merck, Darmstadt, Niemcy)

Podtoze agarowe state GC (z ang. Gonococcal agar) (BD)

Podtoze pltynne Stuart’a

Skladnik
Na:HPO. (Chempur)
KH2PO4 (Chempur)

Czerwien fenolowa (Merck)
Mocznik (Chempur)
Ekstrakt drozdzowy (Merck)

Ilos¢ na 1L podloza

9549
919
01g
209
01g

Podtoze potptynne Brucella

Skladnik
Podtoze ptynne BB
Agar (Merck)

Ilo$¢ na 1L podloza
W(q instrukcji producenta

0,35%

Zmodyfikowane podtoze ptynne MTB (z ang. Modified Terrific Broth)

do namnazania E. coli w celu otrzymania biomasy bakteryjnej do oczyszczania

biatek rekombinowanych:

Skladnik
K2HPO. (Chempur)
KH:PO. (Chempur)
NH.4Cl1 (Chempur)
NaszCsHsO7 (Chempur)
K2SO4 (Chempur)
FeNHa (Chempur)
Ekstrakt drozdzowy (Merck)
Trypton (Merck)
Glicerol (PolAura)

IM MgSOs (Chempur)
IM CaCl. (Chempur)
Pierwiastki §ladowe (ang.Trace Elements)
(Thermo Fisher Scientific)
Glukoza 30% (Merck)

Ilo$¢ na 1L podloza

89
29
39
39
09g¢
0.15¢
24 g
20¢g
4ml
2mi
100 pl

100 pl
6.66 ml
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4.10.1 Sumplementy do podlozy mikrobiologicznych

« Antybiotyki selekcyjne

Nazwa E. coli H. pylori
Ampicylina (PolAura, Polska) 100 pg/ml -
Kanamycyna (PolAura, Polska) 50 pg/ml 15 pg/ml
Apramycyna (Thermo Fisher Scientific) 100 pg/ml 40 pg/ml
Suplement antybiotykowy Skirrow (Oxoid, - 1 fiolka/500ml
Basingstoke, Wielka Brytania) podtoza
« Inne suplementy do podtozyncr mikrobiologicznych
Nazwa podloza Suplement Tlos¢
Podtoze ptynne Brucella- 10% inaktywowana surowica z ptodow
Broth (BB) (BD, Franklin bydlecych FBS (z ang. fetal bovine serum) 10% viv
Lakes, New Jersey, USA) (Thermo Fisher Scientific)
Podtoze agarowe stale 10% inaktywowana surowica z ptodow 10% ViV
GC Agar (BD) bydlecych FBS (Thermo Fisher Scientific)
Podtoze ptynne LB lub | 1zopropyl p-D-1-tiogalaktozyd - IPTG (Thermo 01 mM
MTB Fisher Scientific) ’
411 Komercyjne zestawy odczynnikowe o zdefiniowanym skladzie
Nazwa Opis Producent
e . . . A&A Biotechnology,
Plasmid Mini Zestaw do izolacji plazmidowego DNA Gdynia, Polska
Zestaw do izolacji DNA z zelu A&A Biotechnology,
Gel-Out .
agarozowego Gdynia, Polska
Clean-up Zestaw do oczyszczania DNA po reakcji | A&A Biotechnology,
PCR i innych reakcjach enzymatycznych Gdynia, Polska
His-Tag Labeling Kit Zestaw do znakowania biatek NanoTemper
RED-tris-NTA 2nd zawierajacych metke histydynowa w celu Technologies,
Generation analizy interakcji biatko-biatko Monachium, Niemcy
riboPOOL™ Kt Zestaw do rybodeplecji po izolacji RNA SITOOLs BI_OtECh’
Planegg, Niemcy
MagL.isto 5M DNA/RNA Zestaw do izolacji catkowitego Bioneer, Alameda,
Extraction Kit DNA/RNA Kalifornia, USA

Zestaw do klonowania fragmentéw DNA
zawierajacy polimerazg T4 DNA oraz

CloneJET PCR

Thermo Fisher

Cloning Kit wekor Pjet1.2 Scientific
KAPA RNA HyperPrep Zestaw do przygotowywania bibliotek do Roche, Bazylea,
Kit with RiboErase (HMR) sekwencjonowania RNA-seq Szwajcaria
ZYoze magnetyczne Ztoze magnetyczne do izolacji kwasow Vazyme, Nankin,
VAHTS DNA Clean Beads nukleinowych Chiny
Biblioteka zwiazkéw Biblioteka zwigzkoéw chemicznych MedChemExpress,

chemicznych MedChem
Express. (nr kat. HY-
LOO1P).

stosowana w testach poszukiwania
inhibitoré6w biatka PNP H. pylori

Monmouth Junction,
New Jersey, USA
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4.12 Odczynniki chemiczne

Nazwa

Producent

Odczynnik Bradford (do oznaczania biatka metoda

kolorymetryczng)

Chempur

ZYoze kobaltowe HisPur™ Cobalt Resin

Thermo Fisher Scientific

Akrylamid/bis-akrylamid 29:1

Biorad, USA

Akrylamid/bis-akrylamid 19:1

Thermo Fisher Scientific

Formamid 95%

Thermo Fisher Scientific

Woda wolna od DNaz i RNaz )Ultra-Pure

Thermo Fisher Scientific

DNAse/RNAse free)
Etanol 99% Chempur
Mocznik PolAura
Etanol 96% PolAura
Chloroform PolAura
Izopropanol PolAura
TRIzol™ Invitrogen, Carlsbad, Kalifornia, USA
NaCl Chempur
Glicerol Chempur
HCL Chempur
NaOH Chempur
KOH Chempur
APS (nadsiarczan amonu) Thermo Fisher Scientific
TEMED Thermo Fisher Scientific
CaCl, Chempur
CH3COOK Thermo Fisher Scientific
DMSO Chempur
DTT Thermo Fisher Scientific
EDTA PolAura
B-merkaptoetanol Thermo Fisher Scientific
IPTG Thermo Fisher Scientific
Glukoza Chempur
Imidazol Thermo Fisher Scientific
MgCl; (chlorek magnezu) Chempur
MgSOs (siarczan magnezu) Chempur
MnClI; (chlorek manganu) Chempur
Cytrynian zelaza(III) Chempur
SDS Thermo Fisher Scientific
TRIS Thermo Fisher Scientific
Triton X-100 Merck
Tween-20 Merck
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Trypton Merck
Wyciag drozdzowy Merck
Kanamycyna PolAura
Ampicylina PolAura
Apramycyna Thermo Fisher Scientific
Tioflawina T Thermo Fisher Scientific

Oranz G (z ang. Orange G)

Thermo Fisher Scientific

FeNH. (Siarczan amonowo zelazowy) Chempur
K-HPO. (fosforan dipotasu) Chempur
KH-PO. (diwodorofosforan potasu) Chempur
NH.CI1 (chlorek amonu) Chempur
NasCsHsO- (cytrynian sodu) Chempur
K2SOs4 (siarczan potasu) Chempur

ADP

Thermo Fisher Scientific

ATP

Thermo Fisher Scientific

Polimeraza Q5

New Englad Biolabs, Wielka Brytania

Polimeraza Red-taq

VWR International, Radnor, Pensylwania,
USA

Polimeraza DNA Phusion o wysokiej wiernosci

Thermo Fisher Scientific

SYBR™ Safe (fluorofor do barwienia kwasow
nukleinowych)

Thermo Fisher Scientific

GlycoBlue™ (niebieski barwnik kowalencyjnie
zwiazany z glikogenem)

Thermo Fisher Scientific

Mag-Bind® TotalPure NGS

Omega Bio-Tek, Norcross, Georgia, USA

SimplyBlue™ SafeStain

Thermo Fisher Scientific

RbCI (Chlorek rubidu)

Thermo Fisher Scientific

MOPS (kwas 4-morfolinopropanosulfonowy)

Thermo Fisher Scientific

30% nadtlenek wodoru Chempur
kwas octowy Chempur
Na2PO4 Chempur

DTT Thermo Fisher Scientific

Czerwien fenolowa

Merck

TCEP

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

3M Octan sodu

Invitrogen

Woda wolna od nukleaz

Invitrogen

1-Step™ Ultra TMB-Blotting Solution (roztwor do
chemicznej detekcji peroksydazy chrzanowej)

Thermo Fisher Scientific

AlamarBlue (resazuryna)

Thermo Fisher Scientific

Roztwor soli fizjologicznej buforowany
fosforanami - PBS

Merck
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4,13 Przeciwciala

Nazwa

Producent

Pierwszorzedowe krolicze przeciwciata
przeciwko-Strep-tag (Anti-Strep-tag Il antibody)

Abcam, Cambridge, Wielka Brytania

Drugorzedowe kozie przeciwciata przeciwko-
mysim immunoglobulinom klasy 1gG z

. . Invit
peroksydazg chrzanowa (Goat anti-Rabbit IgG nvitrogen
(H+L) Secondary Antibody, HRP)
4.14 Pozostale materialy
Nazwa Producent
Koncentratory Vivaspin® 20, 30 kDa MWCO Cytiva, Massachusetts, USA
Statyw do separacji magnetycznej MagnaRack™ Invitrogen
Kuwety ze szkta kwarcowego Chemland

Filtry strzykawkowe o $rednicy porow 0,22 um

Genoplast, Rokietnica, Polska

System do filtracji o $rednicy porow 0,22 um

NEST, Rahway, New Jersey, USA

Bibuta Wattmana

Merck

Membrana nitrocelulozowa

Merck

Butelki hodowlane z filtrem 25, 75 cm?

Nunc, Roskilde, Dania

Jednorazowe, laboratoryjne materialy plastikowe
(probowki wiréwkowe typu Falcon, Eppendorf,
piepety serologiczne, pipety Pasteura, szalki
Petriego, kuwety spektofotometryczne, ptytki 96-
dotkowe, probowki do reakcji PCR, wymazdowki,
ezy, glaszczki)

Genoplast
VWR International
Thermo Fisher Scientific

Saszetki do generowania atmosfery mikroaerofilnej

Oxoid, Basingstoke, Wielka Brytania

Campygen
4.15 Aparatura badawcza
Nazwa Producent
System chromatografii cieczowej FPLC AKTA GO .
Cytiva

- (ang. Fast Protein Liquid Chromatography)

Termocykler EDVOTEK 540

Edvotek, Waszyngton D.C, USA

Kotyska laboratoryjna Rocker 25

Labnet, Edison, New Jersey, USA

Inkubator Galaxy 45 S

Thermo Fisher Scientific

Inkubator Infors HT Multitrone z wytrzasaniem

Infors HT, Bottmingen, Szwajcaria

Cieplarka HERATherm

Thermo Fisher Scientific

Spektofotometr SpectraMax i3

Molecular Devices, USA

Urzadzenie do obrazowania zeli Azure 500

Syngen Biotech, Polska

Analizator Monolith NT.115 system do termoforezy
mikroskalowej MST (ang. Microscale
Thermophoresis)

NanoTemper Technologies,
Monachium, Niemcy

Wirdwka labroatoryjna Eppendorf Centrifuge 5424

Eppendorf, Hamburg, Niemcy
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Wiréwka laboratoryjna MPW-260R

MPW, Warszawa, Polska

Homogenizator wysokocisnieniowy Constant Cell
Disruption System T5/40/AE/GA

Constant Systems, Wielka Brytania

Homogenizator Mini Bead Mill Homogenizer-100

VWR

Aparat do oceny integralno$ci RNA Agilent 2100
Bioanalyzer

Agilent Technologies, Santa Clara,
Kalifornia, USA

Aparat do rozdziatu elektroforetycznego w zelu
agarozowym CleaverScientific LTR
MiniRunView-B

Cleaver Scientific, Rugby, Wielka
Brytania

Aparat do rozdziatu elektroforetycznego w zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych
(SDS-PAGE) Mini-PROTEAN

Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, Stany
Zjednoczone

Aparat do rozdziatu elektroforetycznego w zelu
poliakrylamidowym z mocznikiem w warunkach
denaturujagcych (UREA-PAGE) ASG-250
Adjustable Vertical Slab Gel System

C.S.B, Cupertino, Kalifornia USA

Zasilacz do rozdziatu elektroforetycznego
Consort EV2650

Consort, Turnhout, Belgia

Kolumna chromatograficzna jonowymienna
HiTrap Q FF

Cytiva

Kolumna chromatograficzna jonowymienna
HiTrap SP

Cytiva

Kolumna chromatograficzna do filtracji zelowej
Superdex™ 75 10/300 GL

Cytiva

Komora z laminarnym przeptywem powietrza

Alpina, Zory, Polska

Waga laboratoryjna Radwag WPS 60/c

Radwag, Radom, Polska

Cieplarka laboratoryjna HeraTerm 1GS100

Thermo Fisher Scientific

Inkubator laboratoryjny New Brunswick
Galaxy 48 R

Eppendorf

Mieszadto magnetyczne MSL25 Digital

VELP Scientifica, Usmate Velete,
Wiochy

pH-Metr cyfrowy FiveEasy

Mettler Toledo, Greifensee,
Szwajcaria

Autoklaw Classic 2100

Prestige Medical, Blackburn, Wielka
Brytania

Mieszadlo typu vortex ZX3

VELP Scientifica, Usmate Velete,
Wiochy

Densytometr DEN 1B

Biosan, Ryga, Lotwa

Spektofotometr do pomiaru stezenia DNA/RNA
BioDrop Duo

BioDrop, Wielka Brytania

Termomieszadto - ThermoMixer C

Eppendorf

Crosslinker Hoefer UVC 500

Hoefer, Niemcy

(naswietlarka UV)
Sekwenator Oxford Nanopore Technologies Oxford Nanopore Technologies Ltd.,
MinlON™ Oksford, Wielka Brytania
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5. Metody

5.1 Hodowle bakteryjne

5.1.1 Hodowla E. coli

Szczepy E. coli (One Shot™ TOP10, One Shot™ BL21 Star™ (DE3)) hodowano
w ptynnym podiozu LB lub na podtozu LB zestalonym 1,5% agarem, z dodatkiem lub
bez dodatku antybiotykow selekcyjnych (kanamycyna, ampicylina, apramycyna).
Hodowle inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny lub w temperaturze 25°C
przez 24 godziny po indukcji IPTG szczepu BL21 Star™ w celu nadprodukcji biatka
rekombinowanego. Hodowle ptynne wytrzasano przy 140 obr./min.

5.1.2 Hodowla H. pylori

Szczepy H. pylori (G27 i 26695) hodowano w podtozu ptynnym Brucella Broth (BB)
z dodatkiem 10% surowicy bydlgcej (FBS) lub na podtozu statym GC, z dodatkiem 10%
FBS. Szczepy na podiozu ptynnym poddawano wytrzasaniu 140 obr./min. Oba typy
hodowli inkubowano w 37°C do 72 godziny w atmosferze mikroaerofilnej (5% O2, 10%
CO») uzywajac generatora atmosfery Campygen (Oxoid) lub bezposrednio w atmosferze
inkubatora o podwyzszonej zawartosci CO2 (10%). Szczepy delecyjne H. pylori (Apnp,
ArhpA, ApapS) hodowano w tych samych warunkach, z dodatkiem antybiotyku
selekcyjnego - kanamycyny w stezeniu 15 pg/ml.

Pierwsze pasaze po rozmrozeniu Szczepow przechowywanych w -80°C, prowadzono
W obecnosci selekcyjnej mieszanki antybiotykowej Skirrow (Oxoid) w ilosci zgodnej
z instrukcjg producenta (1 fiolka na 500ml podtoza ptynnego). Dwa ostatnie pasaze przed
rozpoczeciem analiz  fenotypowych oraz sekwencjonowania RNA prowadzano
bez dodatku antybiotykéw, aby wykluczy¢ wplyw ich obecnosci na fizjologie komorek
oraz unikng¢ zaklécen w interpretacji wynikow eksperymentalnych wynikajacych

Z dziatania czynnikow selekcyjnych.

5.1.3 Przygotowanie komorek kompetentnych E. coli

Komorki kompetentne E. coli One Shot™ TOP oraz E. coli 10 One Shot™ BL21 Star™
przygotowywano z wykorzystaniem chlorku rubidu w oparciu o protokét autorstwa
Sharma N. i wsp. [132]. W skrdcie, chlorek rubidu uzywano w celu zwigkszenia

przepuszczalnosci btony komorkowej dla plazmidowego DNA, wspomagajac proces
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transformacji chemicznej. Po zakonczeniu procedury, komoérki schtadzano na lodzie,

porcjowano i przechowywano w -80°C do kolejnych eksperymentdw.

5.1.4 Transformacja naturalna H. pylori w celu uzyskania szczepow
delecyjnych

Bakterie H. pylori wykazuja zdolno$¢ do naturalnej transformacji, migdzy innymi
z wykorzystaniem egzogennego materialu genetycznego. W celu transformacji, szczepy
H. pylori hodowano przez 48 godzin na podtozu GC agar z dodatkiem 10% surowicy
ptodow bydlgcych (FBS), dla uzyskania jednorodnej powierzchniowej hodowli
bakteryjnej. Nastgpnie gestwe bakterii pobierano jalowa wymazdéwka i1 nanoszono
na $wieze plytki z tym samym podtozem, tworzac zaggszczone pola inokulacyjne. Phytki
inkubowano przez 3 godziny w temperaturze 37°C, w warunkach mikroaerofilnych.
Na kazde pole inokulacyjne nanoszono po 10 pg oczyszczonego produktu reakcji PCR
(opisanego w podrozdziale 5.2.12) i kontynuowano inkubacj¢ do 3 dni. Nastepnie pola
inokulacyjne zbierano jalowa wymazowka i1 rozprowadzano w formie posiewu
powierzchniowego na nowe ptytki GC agar z dodatkiem 10% FBS oraz antybiotyku
selekcyjnego — kanamycyny (10 pg/ml) oraz/lub apramycyny (15 pg/ml). Inkubacje
prowadzono do 5 dni w temperaturze 37°C w warunkach mikroaerofilnych, do momentu
pojawienia si¢ pojedynczych kolonii. Uzyskane transformanty przenoszono na $wieze
podioze selekcyjne z kanamycyng oraz/lub apramycyng w celu ich namnazania,
a nastgpnie przygotowywano zawiesiny glicerolowe (na podiozu Brucella broth
uzupelionym 10% FBS oraz 20% glicerolu) dla dtugoterminowego przechowywania

szczepOw.

5.2 Techniki laboratoryjne wykorzystywane do pracy z DNA

5.2.1 lzolacja genomowego DNA H. pylori

Izolacjg¢ genomowego DNA H. pylori szczepow 26695 oraz G27 przeprowadzano przy
uzyciu komercyjnego zestawu do izolacji materialu genetycznego MagListo 5M
DNA/RNA Extraction Kit (BiONEER) wg. instrukcji producenta. W skrécie, do izolacji
materiatu genetycznego wykorzystano 48 godzinng hodowle ptynng H. pylori w ilosci
2ml o gestosci optycznej ODegoonm = 1.0. Komorki odwirowywano i poddawano lizie
w obecnosci buforu lizujacego z dodatkiem proteazy. Oczyszczony DNA wigzano

do ztoza magnetycznego, przemywano buforami wyptukujacymi zanieczyszczenia
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biatkowe 1 organiczne, a nastgpnie przeprowadzano elucje w buforze elucyjnym.

Otrzymane probki przechowywano w -20°C do dalszych analiz.

5.2.2 Reakcja lancuchowa polimerazy PCR

Reakcje tancuchowa polimerazy - PCR (ang. polymerase chain reaction) przeprowadzano
przy uzyciu polimeraz: 1) wysokiej wiernosci do klonowan molekularnych - Phusion™
Master-mix (Thermofisher Scientific); polimerazy Q5® Master-mix (New Englad
Biolabs) lub 2) Polimerazy o niskiej wiernosci, do weryfikowania klonowan
molekularnych - Red-Tag Master-mix (VWR). Do przeprowadzania reakcji PCR
zaprojektowano oligonukleotydowe sekwencje starterowe wymienione w podrozdziale
3.2. Wszystkie reakcje przeprowadzano w objetosci koncowej 50 uL, z uzyciem buforu
dostarczonego przez producenta. Ponizej przedstawiono przyktadowy sktad mieszaniny

reakcyjnej i schemat reakcji PCR z uzyciem wymienionych powyzej polimeraz:

Skladnik Ilo$¢ koncowa
2x stqur}a mies.zani.na reak(?yjna (z ang. 25 1l
Master-mix) zawierajaca polimerazg DNA
Matrycowe DNA 25ng
Starter sensowny (ang. forward) 0,5uM
Starter antysensowny (ang. revers) 0,5 uM
Woda Do 50 pl

Warunki amplifikacji DNA byly zalezne od wielkosci matrycowego DNA, temperatury
topnienia starterdw a takze uzytej polimerazy. Przyktadowa reakcja przebiegawata w 33
powtarzajacych si¢ cyklach, poprzedzonych etapem wstepnej denaturacji (95°C/1min.)
Ponizej w tabeli 4 przedstawiono przyktadowy czas trwania jednego cyklu reakcji PCR.

Tabela 4. Przyktadowy czas trwania poszczegolnych etapow jednego cyklu reakcji PCR

Etap Temperatura Czas trwania
1. Denaturacja 95°C 30s/cykl
Proviaczanie sekwencii Temperatura zalezna od
2. oliy(?nukleot do Cd uzytych sekwencji 15s/1kb
g ydowy nukleotydowych
3 Wydhl,zame Temper_atura zalezna od uzytej 60s/1kb
fragmentow DNA polimerazy (60-72°C)
4. | Koncowe wydtuzanie 72°C 10 min
5. Chtodzenie 4°C (o)
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5.2.3 lzolacja plazmidowego DNA

Izolacje plazmidowego DNA przeprowadzano przy uzyciu komercyjnie dostepnego
zestawu Plasmid Mini (A&A Biotechnology). Wyizolowany DNA plazmidowe
zawieszano w wodzie wolnej od DNaz i RNaz. Izolacja polegata na lizie alkalicznej
komorek bakteryjnych i selektywnym wigzaniu DNA plazmidowego do zloza kolumny.
Po etapie oczyszczania, plazmidowy DNA eluowano przy uzyciu wody wolnej od DNaz
i RNaz. Otrzymany DNA przechowywano w -20°C do czasu dalszego uzycia.

5.2.4 Oczyszczanie fragmentow DNA powielonych w reakcji PCR

Oczyszczanie powielonych fragmentow DNA po reakcji PCR przeprowadzano przy
uzyciu komercyjnie dostepnego zestawu Clean-up (A&A Biotechnology) postepujac
zgodnie z instrukcjg producenta. Procedura opierata si¢ na wigzaniu fragmentow DNA
do zloza kolumny w obecnosci roztworu wigzacego GI, zawierajacego octan sodu (3 M,
pH 5.5). Po etapie wigzania, kolumny przemywano buforem Al w celu usunigcia
zanieczyszczen, a nastgpnie DNA eluowano przy uzyciu wody wolnej od nukleaz.

Oczyszczony DNA przechowywano w -20°C do dalszych analiz.

5.2.5 Trawienie restrykcyjne DNA plazmidowego

Wyizolowany  plazmidowy  DNA  poddawano  trawieniu  restrykcyjnemu
z wykorzystaniem odpowiednich enzymdw typu FastDigest (Thermo Fisher Scientific).
Reakcje trawienia prowadzono w objetosci 20 pl. Do probdéwek typu Eppendorf
dodawano: 10 pl plazmidowego DNA, po 1 pl odpowiedniego/ych enzymu/6w
restrykcyjnego/ych, 2 ul buforu reakcyjnego FastDigest oraz wode do koncowej objetosci
20 pl. Mieszaniny inkubowano przez 15 minut w temperaturze 37°C.

5.2.6 Elucja DNA z zelu agarazowego

Elucje DNA z zelu agarozowego przeprowadzano przy uzyciu komercyjnie dostepnego
zestawu Gel-out (A&A Biotechnology) postepujac zgodnie z instrukcjg producenta.
Wyciete fragmenty zelu zawierajace DNA rozpuszczano w buforze RG w temperaturze
60°C. Nastepniec DNA byt wigzany do ztoza kolumny, przemywany buforem Al w celu
usuni¢cia zanieczyszczen i eluowane woda wolng od nukleaz. Oczyszczony DNA

przechowywano w -20°C.
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5.2.7 Elektroforeza DNA w zZelu agarozowym

Rozdziat fragmentéw DNA przeprowadzano z wykorzystaniem aparatu CleaverScientific
LTR MiniRunView-B (Cleaver Scientific), w 1% zelu agarozowym zawierajgcym
Ix stezony roztwor SYBR™ Safe (Thermo Fisher Scientific) do barwienia DNA.
Do oszacowania wielkosci prazkéw stosowano komercyjnie dostepne markery masy
czasteczkowej DNA. Elektroforez¢ prowadzono w buforze 1 x stezonym TAE
W temperaturze pokojowej, przy napieciu 5 V/ecm odlegtosci migdzy elektrodami.
Po zakonczonym rozdziale Zele analizowano przy uzyciu tego samego aparatu w swietle
0 dtugosci fali 470nm, posiadajacym filtr optyczny przepuszczajacym $wiatto o dtugosci
fali 530 nm.

5.2.8 Ligacja DNA

Fragmenty DNA ligowano przy uzyciu zestawu CloneJET PCR Cloning Kit
(ThermoFisher scientific). Ligacja produktéw PCR do liniowego wektora pJET1.2/blunt
zachodzita z wykorzystaniem T4 DNA ligazy w obecnosci dolaczonego do zestawu
buforu. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 5 minut lub w 16°C przez
noc, w zaleznosci od dtugosci i stezenia fragmentow DNA. Otrzymane mieszaniny
ligacyjne wykorzystywano bezposrednio do transformacji kompetentnych komorek

E. coli.

5.2.9 Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie fragmentow DNA tj. DNA plazmidowe w celu weryfikacji
poprawnosci klonowan molekularnych bylo przeprowadzane w ramach wspotpracy
Z Instytutem Biologii Medycznej PAN w Lodzi. Procedura byla byla oparta
na sekwencjonowaniu metoda Sangera z wykorzystaniem urzadzenia Genetic Analyzer
3500 (Applied Biosystems). Metoda Sangera polega na enzymatycznej syntezie DNA
w obecnosci  znakowanych fluorescencyjnie dideoksynukleotydow (ddNTP), ktére
powodujg zakonczenie wydluzania tancucha DNA. Wygenerowane w ten sposob
fragmenty o ro6znej dtugosci rozdzielane sg elektroforetycznie, co umozliwia odczytanie

sekwencji badanego fragmentu [133].

5.2.10 Precypitacja DNA metodg etanolowa

W celu precypitacji DNA, do probki eluowanego DNA dodawano 0,1 x objetos¢ probki
3M octanu sodu (Invitrogen), 2,5 x objgtosci probki zimnego 99% Etanolu (Chempur)
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a nastepnie worteksowano przez 30 sekund. Nast¢pnie, probki mrozono w temperaturze
-20°C przez noc pozwalajgc na wytrgcanie kwaséw nukleinowych. Po inkubacji probki
odwirowywano (1400 x g. w temperaturze 4 °C przez 30 minut.) Supernatant usuwano,
a osad dwukrotnie przeptukiwano 500 pl ml zimnego etanolu 70% i usuwano etanol
poprzez odparowywanie w temperaturze pokojowej przez 30 min. Osad rozpuszczano

W pozadanej objetosci wody wolnej od nukleaz (Invitrogen).

5.2.11 Analiza ilosciowa DNA i/lub RNA

Pomiar stezen kwasow nukleinowych (DNA lub RNA) przeprowadzono z uzyciem
urzadzenia BioDrop Duo, wykorzystujac mikroobjetosciowy tryb pomiaru (2 UL),
zgodnie z instrukcja producenta. Pomiar opieral si¢ na spektrofotometrycznym
oznaczeniu absorbancji przy dhlugosci fali 260 nm, z automatyczng kompensacja
tla (pomiar przy 320 nm). Oceniano rowniez czysto$¢ probki na podstawie stosunku

absorbancji A260/A280 i A260/A230.

5.2.12 Przygotowanie konstruktow genetycznych do otrzymania szczepéw

delecyjnych H. pylori

W celu uzyskania szczepow delecyjnych H. pylori pozbawionych gendéw hp 1213 (pnp),
hp_0247 (rhpA) lub hp_0640 (papS), zastosowano procedure trzyetapowej reakcji PCR
Z naktadajacymi si¢ sekwencjami (overlap PCR) dla wygenerowania rekombinowanego
fragmentu DNA umozliwiajagcego zastgpienie natywnego genu allelem skroconym,
zawierajacym sekwencje kasety opornosci na kanamycyne (aphA-3). Amplifikacje
fragmentéw DNA przeprowadzano z wykorzystaniem polimerazy wysokiej wierno$ci
Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs) w nastepujacych
warunkach: denaturacja poczgtkowa: 98°C przez 1 min.; 30 cykli denaturacja: 98°C przez
10 s.; przytaczanie starteréw: 55°C przez 15 s.; wydtuzanie produktu reakcji: 58°C przez

1 min/kb; wydhluzanie koncowe: 58°C przez 5 min.
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Ponizej przedstawiono wykaz starterow reakcji PCR, wraz z ich sekwencjami,
wykorzystanych dla uzyskania odpowiednich konstruktow DNA, stuzgcych wymianie
allelicznej:

Kaseta opornosci na kanamycyne (830 bp):
197F_STOPkod_kas_kan_F: 5'-TACTAACTAGGAGGAATAAATGG-3'
190R_kas_kan_R: 5'-TATTCCCTCCAGGTACTAAAAC-3'

hp_0247 (RhpA) - (2,5 kb)

Region flankujacy 5’ 0247_delta_F: 5'-GAAACGATAGCCCCTTGAGC-3'

Region flankujacy 3’ 0247_delta_R: 5-GCGCTTAATGGGTAAATCTTCAG-3'
Naktadanie z kasetg opornosci - kan_cass_0247 F: 5'
CTGGATGAATTGTTTTAGTACCTGGAGGGAATAGAAATTGACGCGATTCAA
AACC-3'

delta_0247 kanR_R:5'
CTCATTTTAGCCATTTATTCCTCCTAGTTAGTCACGGAATGGCCTTTCTTGAA
TGG-3'

hp_1213 (PNP) - (2,3 kb)

Region flankujacy 5°- 1213 kan_R: 5'-
CTCATTTTAGCCATTTATTCCTCCTAGTTAGTCACGGAATGGCCTTTCTTGAA
TGG-3'

Region flankujacy 3’- kan_cass_1213 F: 5'-
CTGGATGAATTGTTTTAGTACCTGGAGGGAATAGAAATTGACGCGATTCAA
AACC-3'

Startery selekcyjne do potwierdzenia insercji kasety
1213 select_F: 5'-CTTACCCCTGGATTCGTCAAAG-3'
1213 _selection_R: 5-CTAAACTGAATTCTGAGTGGGC-3'

hp_0640 (PapS) -(2,3 kb)

Region flankujacy 5°

PAPSBH1FORF1: 5'-GATTGATCCTTTTAAAGGGCAGAATG-3'

Region flankujacy 3’

HP0640_del_R: 5-GCATACCTTCCCCCATTCAACC-3'

Naktadanie z kaseta opornosci

kan_cass_0640 F: 5'-
CTGGATGAATTGTTTTAGTACCTGGAGGGAATAGAAATTGACGCGATTCAA
AACC-3'

Starter selekcyjny - 0640_select F: 5 GATTGATCCTTTTAAAGGGCAGAATG-3'
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Produkty reakcji PCR oczyszczano poprzez eclucjc DNA z zelu agarozowego
i zastosowano bezposrednio do transformacji naturalnej H. pylori. W celu zwigkszenia
skutecznos$ci integracji, kazdy konstrukt testowano wobec dwoch szczepow dzikich:
H. pylori G27 oraz H. pylori 26695.

5.2.13 Przygotowanie  konstruktéw  genetycznych do  przywrdcenia

funkcjonalnosci genu pnp szczepu delecyjnego H. pylori G27 Apnp

W celu przywrdcenia ekspresji genu pnp (hp_1213) w szczepie delecyjnym H. pylori G27
Apnp, skonstruowano plazmid komplementacyjny oparty na wektorze pUC19,
udostepnionym przez dr Urszulg Zarzecka (Uniwersytet Gdanski).

Do wektora wklonowano peing sekwencj¢ kodujaca genu pnp, poprzedzong sekwencja
kodujaca znacznik Strep-tag Il na koncu N. Amplifikacje genu przeprowadzono metoda
PCR z uzyciem starterow SLICStrepForPNP i SLICStrepRevPNP, zaprojektowanych
w taki sposob, aby zawieraly regiony homologiczne wzgledem koncéw liniowego
wektora. Dodatkowo, do produktu PCR dodano sekwencje homologiczne odpowiadajace
regionowi plastycznosci (z ang. ,,plasticity zone”) genomu H. pylori, ktore umozliwiaty
integracje konstruktow do chromosomu. Sekwencje homologiczne zostaly dodane
na koncach 5'i 3' amplikonu w wyniku uzycia przedtuzonych starterow.

Tak przygotowana wstawkazostata wklonowana do zliniaryzowanego wektora
pUC19 metoda klonowania niezalezng od sekwencji i ligacji - SLIC (ang. Sequence and
Ligation Independent Cloning), z zastosowaniem starterow VECTORSIicFOR
i VECTORSIiCREV, ktore pozwalaty na uzyskanie komplementarnych - homologicznych
fragmentow pomiedzy wstawka a zliniaryzowanym plazmidem. Otrzymany konstrukt nie
zawierat aktywnej w H. pylori sekwencji dla miejsca inicjacji replikacji i zostal
zaprojektowany do integracji do chromosomu bakteryjnego poprzez rekombinacje
homologiczna w obrebie miejsca plastycznosci. Konstrukt zostal nastepnie wykorzystany

w procedurze transformacji naturalnej, opisanej w podrozdziale 5.1.4.

5.3 Techniki laboratoryjne stowoane w procedurach doswiadczalnych w pracy
z RNA

5.3.1 Izolacja calkowitego RNA H. pylori

Catkowity RNA H. pylori izolowano ze 100ml ptynnej hodowli H. pylori (ODsewo = 0.6)
przy uzyciu komercyjnie dostepnego odczynnika TRIzol™ LS (Invitrogen).
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Po odwirowaniu (5000 obr./10 min), komorki zawieszano w 300 pl wody wolnej
od RNaz i DNaz, a nast¢pnie dodawano 900 pl TRIzol™ LS. Zawiesing przenoszono
do probdwek zawierajacych kulki cyrkoniowe i homogenizowano w homogenizatorze
Mini Bead Mill Homogenizer-100MP (2 x 45 s, 6 m/s), chtodzac probki na lodzie
pomiedzy powtdrzeniami. Nastepnie lizat bakteryjny wirowano (12 000 xg, 10 min,
4 °C), iinkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowej. Dodawano po 250 pl
chloroformu, intensywnie mieszano i inkubowano na lodzie przez 10 min. Po rozdziale
faz (wirowanie: 12 000 x g, 15 min, 4 °C), zbierano gérng (wodna) fazg¢. Do precypitacji
RNA, na kazde 200 uL fazy wodnej, dodawano 600 pl izopropanolu, 60 pl 3 M octanu
sodu (pH 5.2) oraz 1 pl barwnika wspomagajacego precypitacje GlycoBlue™
(ThermoFisher Scientific). Nastepnie probki mrozono w -80°C przez noc. RNA
wirowano przy 20 000 x g, (30 min, 4 °C), a osad przemywano 70% etanolem i ponownie
wirowano (20 000 x g, 30 min, 4 °C). Po dekantacji etanolu, osad RNA suszono na lodzie,
zawieszano w 50 pl wody wolnej od RNaz i DNaz. Ilo$¢ i czysto§¢ RNA oceniano
spektrofotometrycznie przy na podstawie absorbancji przy 260 nm oraz stosunkow
A260/A280 i A260/A230.

5.3.2 Oczyszczanie wyizolowanego RNA

Do oczyszczania wyizolowanego RNA zastosowano separacj¢ magnetyczng z uzyciem
kulek Mag-Bind® TotalPure NGS posiadajacymi na powierzchni grupy karboksylowe
(Omega Bio-Tek) oraz statywu MagnaRack™ (Invitrogen). Do kazdej probki (50 ul)
dodawano 60 pl zawiesiny kulek (2,1x objetosci RNA), mieszano i inkubowano przez
5 minut w temperaturze pokojowej. Probki umieszczano na statywie magnetycznym,
inkubowano 1 minutg, po czym usuwano supernatant. Kulki przemywano dwukrotnie 200
pl 70% etanolu, suszono przez 15 minut w temperaturze pokojowe;j, a nastgpnie eluowano
RNA, dodajac 50 ul wody wolnej od RNaz i DNaz. Po 1-minutowej inkubacji na statywie
magnetycznym supernatant zawierajagcy oczyszczony RNA zbierano do nowych
probowek. Tlos¢ i czystos¢ RNA oceniano spektrofotometrycznie przy na podstawie
absorbancji przy 260 nm oraz stosunkdéw A260/A280 i A260/A230.

5.3.3 Usuwanie rybosomalnego RNA

Usuwanie rybosomalnego RNA (rybodeplecja) przeprowadzono z wykorzystaniem
komercyjnego zestawu riboPOOL™ Kit (SiTOOLs Biotech), zgodnie z protokotem

dostarczonym przez producenta. Metoda opierala si¢ na hybrydyzacji sond
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oligonukleotydowych specyficznych dla rRNA z docelowymi czasteczkami, a nast¢pnie
ich usunigciu za pomocg kulek magnetycznych powleczonych streptawidyna.
Oczyszczony RNA, pozbawiony frakcji rybosomalnej mrozono w -80°C

I wykorzystywano w dalszych analizach.

5.3.4 Przygotowywanie bibliotek RNA/cDNA do sekwencjonowania RNA-seq

Biblioteki RNA/cDNA do sekwencjonowania, przygotowano zgodnie z instrukcja
producenta przy uzyciu zestawu KAPA RNA HyperPrep Kit (Roche), uzywajac 2ug
oczyszczonego RNA na kazdg reakcje. Jakos¢ 1 1los¢ przygotowanych bibliotek oceniano
z wykorzystaniem elektroforezy mikrokapilarnej przy uzyciu urzadzenia Bioanalyzer
(Agilent) i zestawu odczynnikbw DNA 1000, zgodnie z instrukcja producenta.
Po potwierdzeniu ~ prawidtowosci przygotowanych bibliotek RNA/cDNA
wykorzystywano je do dalszych analiz.

5.3.5 Sekwencjonowanie RNA (RNAseq)

Sekwencjonowanie  RNA  przeprowadzono z  wykorzystaniem  platformy
sekwencjonowania nowej generacji NGS (ang. Next generation sequencing) Illumina
NextSeq 550 (paired-end, 2 x 75 bp), na ktérej wykonano krétkoodczytowe
sekwencjonowanie RNA w Centrum Biologii Cyfrowej i Nauk Biomedycznych, Biobank
1.6dz, Uniwersytet Lodzki (we wspotpracy z dr. Marcinem Stomka), zgodnie
z zaleceniami producenta. Uzyskane dane zostaly poddane analizie bioinformatycznej,
przeprowadzonej we wspotpracy z dr. hab. Przemystawem Plocinskim, prof. UL.
Do analizy danych z sekwencjonowania RNA wykorzystano szereg programOw oraz
skryptow bioinformatycznych. W skrécie, surowe dane z wysokoprzepustowego
sekwencjonowania poddano wstepnemu przetwarzaniu, gdzie w pierwszym kroku
usuni¢to adaptery sekwencjonujace za pomoca programu Cutadapt w wersji 1.3 (ref).
Nastepnie przeprowadzono adaptacyjng obrobke jakoSciowa w oknie odczytu
z wykorzystaniem skryptu Sickle, dopuszczajac minimalng jakos¢ 30% oraz dlugosé
odczytanej sekwencji nie krotszg niz 20 par zasad. Przefiltrowane odczyty mapowano do
odpowiednich genomow referencyjnych przy uzyciu programu Bowtie2 do
dopasowywania krotkich odczytow (https://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml).
Sekwencje referencyjne ztozonych genomow pobrano z bazy danych National Center for
Biotechnology Information - NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov, dostep w dniu 03.07.2025
r.) i obejmowaty: H. pylori 26695 (NC_000915.1) oraz H. pylori G27 (NC_011333.1).
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Do obstugi danych, normalizacji oraz generowania odpowiednich plikow typu bedgraph
wykorzystano pakiety programéw SAMtools (https://www.htslib.org/) i BEDTools
(https://bedtools.readthedocs.io). Zliczanie odczytéw przypisanych do odpowiednich
regiondw genomu przeprowadzono za pomocg pakietu HTSeq w wersji 0.6.1
(https://cyverse.atlassian.net/wiki/spaces/DEapps/pages/241882074/HT Seq-count0.6.1).
Wyniki sekwencjonowania wizualizowano w konteks$cie genomowym z wykorzystaniem
programu Integrative Genomics Viewer (IGV) (https://igv.org). Roznicowa ekspresje
gendw oszacowano przy uzyciu internetowej platformy Degust do analizy RNA-Seq,
z zastosowaniem parametrow domyslnych (http://degust.erc.monash.edu, oryginalnie
opracowanej przez D.R. Powella, dostgp w dniu 03.07.2025 r. Analiz¢ statystyczng
roznicowej ekspresji genéw (DGE) przeprowadzono za pomocg Degust i przedstawiono
w postaci wartosci skorygowanego wspotczynnika bledow falszywie dodatnich - FDR
(ang. false discovery rate, skorygowany wspotczynnik bledow falszywie dodatnich).
Za statystycznie istotne uznawano zmiany ekspresji tych gendw, dla ktorych
skorygowany poziom istotno$ci (FDR) nie przekraczat 0,05, a jednocze$nie bezwzgledna
warto$¢ logarytmu o podstawie 2 z ilorazu poziomoéw ekspresji (tj. log2(FC), gdzie

FC (fold change) byta wigksza niz £1,585.

5.4 Techniki laboratoryjne zastosowane do produkcji, oczyszczania i badania

wlasciwosci wytworzonych bialek rekombinowanych

5.4.1 Przygotowanie wektorow plazmidowych do wytwarzania bialek

rekombinowanych

Fragmenty DNA kodujace biatka PNP, RhpA oraz PAPs amplifikowano przy uzyciu
metody PCR, wykorzystujac jako matryce genomowy DNA H. pylori szczepu 26695
(dla gendw pnp i rhpA, pap). Produkty PCR poddawano klonowaniu molekularnemu przy
uzyciu zestawu CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific), zawierajacego
wektor pJET1.2/blunt. Reakcje ligacji przeprowadzano zgodnie z protokotem producenta,
a uzyskane konstrukty wykorzystano do transformacji chemokompetentnych komorek
E. coli One Shot™ TOP10 metoda szoku cieplnego. Po selekcji transformantow, w celu
potwierdzenia obecnos$ci i orientacji wstawki, izolowano plazmidowy DNA i trawiono
enzymami restrykcyjnymi  (Xhol/BamHI) rozpoznajacymi w DNA sekwencje
palindromiczne, odpowiednio sekwencje 5’-CTCGAG-3° lub 5’-GGATCC-3’.

Otrzymane fragmenty rozdzielano elektroforetycznie w Zelu agarozowym, a nast¢pnie
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wycinano 1 eluowano fragmenty DNA przy uzyciu zestawu Gel-out (A&A
Biotechnology) do ekstrakcji DNA z zelu. Fragmenty kodujace biatka ligowano
z wektorem ekspresyjnym pET-29(+) (Novagen), uprzednio poddanym dziataniu tych
samych enzymaow restrykcyjnych. Otrzymane konstrukty wykorzystano do transformacji
szczepu ekspresyjnego E. coli One Shot™ BL21 Star™ (DE3) przy uzyciu metody szoku

cieplnego.

5.4.2 Transformacja bakteryjna metodg szoku cieplnego

Oczyszczony DNA plazmidowy niosacy geny kodujace biatka PNP, RhpA lub PapS
w fuzji ze znacznikiem polihistydynowym (10xHis) oraz znacznikiem SUMO
(ang. Small Ubiquitin-like Modifier), pelnigcym rol¢ rozpuszczalnego tagu
ekspresyjnego i utatwiajacego prawidtowe faldowanie biatka, uzyto do transformacji
chemokompetentnych komorek:

a) E. coli One Shot™ TOP10 w celu namnozenia wektora wysokokopijnego
pJET1.2/blunt lub namnozenia wektora ekspresyjnego pET-29(+);

b) E. coli One Shot™ BL21 Star™ (DE3) w celu nadprodukcji biatek rekombinowanych.
Po dodaniu DNA do komdérek kompetentnych, probki inkubowano na lodzie przez 30
minut, po czym poddawano szokowi cieplnemu w 42°C przez 2 minuty, a nast¢pnie
ponownie inkubowano na lodzie przez 2 minuty. Po zakonczeniu cyklu transformacji
dodawano po 500 pul podtoza SOC ogrzanego do 37°C. Zawiesing komoérek inkubowano
przez 1,5 godziny w temperaturze 37°C z ciaglym wytrzasaniem (180 obr./min).
Po inkubacji 100 pl zawiesiny bakteryjnej wysiewano na podtoze LB zestalone agarem
z czynnikiem selekcyjnym: ampicyling (100 pg/ml) dla wektora pJET1.2/blunt lub
kanamycyng (50 pg/ml) dla wektora pET-29(+) (Novagen). Pozostatag objetosé
mieszaniny transformacyjnej poddawano wirowaniu (200 x g. przez 5 minut), a osad
bakterii zawieszano w 100ul podloza SOC i wysiewano analogicznie do probki
niezatezonej. Hodowle bakteryjne inkubowano przez 16 godzin w temperaturze 37°C

do uzykania kolonii transformantow.

5.4.3 Proébna indukcja bialek rekombinowanych

Po zakonczeniu procesu transformacji wybierano po pie¢ pojedynczych kolonii
z kazdego uktadu, ktore nastepnie zaszczepiano do 5 ml plynnego podloza LB
zawierajacego kanamycyng¢ (50 pg/ml) i inkubowano w temperaturze 37°C przez

4 godziny, do momentu osiggnigcia gestosci optycznej ODesoo ~ 0,6. Nastepnie w celu
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przeprowadzenia testowej indukcji wytwarzania biatka do hodowli dodawano
izopropylo-p-D-1-tiogalaktopiranozydu (IPTG) w koncowym stezeniu 1 mM w celu
indukcji ekspresji biatka rekombinowanego. Inkubacj¢ kontynuowano przez 16 godzin
w temperaturze 28°C. Po zakonczonej inkubacji, osady bakteryjne wirowano (200 X g.
przez 10 min.), zawieszano w 100 pul 1 x st¢zonego buforu denaturujgcego, inkubowano
w 95°C przez 5 min., a nastepnie poddawano rozdziatlowi elektroforetycznemu w polu

elektrycznym w zelu poliakrylamidowym metodg SDS-PAGE.

5.4.4 Rozdzial elektroforetyczny bialek metodg SDS-PAGE

Elektroforetyczny rozdziat biatek przeprowadzono w warunkach denaturujacych metoda
SDS-PAGE, z zastosowaniem dwuwarstwowego zelu poliakrylamidowego, sktadajacego
si¢ z 4% zelu zageszczajacego oraz 10% zelu rozdzielajacego.
Probki biatkowe przygotowywano dwiema metodami w zaleznosci od Zrodta materiatu:
e Dla osadu bakteryjnego: osad komorkowy zawieszano bezposrednio w 100 pl
buforu denaturujgcego (1x). Liza prowadzona byla przez 10 minut
w temperaturze 95°C.
e Dla oczyszczonego preparatu biatkowego: do preparatu biatkowego dodawano
bufor denaturujacy w stezeniu 5x bezposrednio do probki biatkowej w stosunku
1:5, tak aby uzyska¢ koncowe stezenie buforu 1x. Probki inkubowano przez
5 minut w temperaturze 95 °C.
Po inkubacji, prébki nanoszono do studzienek zelu poliakrylamidowego i prowadzono
elektroforeze w buforze 1 x stgzonym TGS przy napigciu 90 V przez 30 min., a nastgpnie
160V przez 1 godzing. Po rozdziale, zel barwiono z wykorzystaniem odczynnika
SimplyBlue™ SafeStain (Thermo Fisher Scientific) zgodnie z instrukcjg producenta
(trzykrotne ptukanie w goracej wodzie destylowanej, a nastgpnie 30 sekundowe
gotowanie w odczynniku SimplyBlue™ SafeStain). Wyniki rozdziatu dokumentowano

jako cyfrowe obrazy fotograficzne.

545 Hodowla szczepu E. coli One Shot™ BL21 Star™ (DE3) w celu

nadprodukcji bialek rekombinowanych

Komorki E. coli One Shot™ BL21 Star™ (DE3), zawierajgce plazmidy niosgce
informacje¢ genetyczng niezbedng do wytwarzania rekombinowanych biatek: PNP, RhpA
lub PapS, hodowano kazdorazowo w ptynnym podtozu LB z dodatkiem kanamycyny (50
pg/ml) przez 16 godzin w temperaturze 37°C, z ciagglym wytrzasaniem. Nastg¢pnie,
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kultury rozcienczano 100-krotnie do objgtosci 10 litrow w podlozu MMTB
(ang. modified mineral terryfic broth) zawierajgcym kanamycyne (50 ug/ml), a nast¢pnie
inkubowano w bioreaktorze przez 8 godzin, do osiggnigcia gestosci optycznej
ODesoo = 20.0. Hodowla prowadzona byta w bioreaktorze skonstruowanym na potrzeby
niniejszej pracy doktorskiej, umozliwiajacym ciagle monitorowanie i kontrole
parametrow fizykochemicznych. Stale stezenie glukozy w podtozu, pH 7, temperatura
37°C oraz odpowiednie natlenowanie pozywki zapewnialo warunki sprzyjajace
utrzymaniu komoérek w fazie wzrostu logarytmicznego. Hodowle suplementowano
roztworami glukozy i mikroelementdw niezbednych dla wzrostu bakterii oraz
wodorotlenku potasu w celu stabilizacji pH. Indukcje ekspresji biatek rekombinowanych
przeprowadzano poprzez dodanie IPTG do hodowli o gestosci optycznej ODeoo = 20,
do koncowego stezenia 1 mM, po czym hodowle kontynuowano przez 16 godzin
w temperaturze 28°C. Po zakonczonej inkubacji, hodowle wirowano (2200 x g przez

10min) i zamrazano w - 80°C do dalszych prac eksperymentalnych.

5.5 Oczyszczanie bialek rekombinowanych

Biatka rekombinowane PNP, RhpA i PapS, oczyszczano trzyetapowo. Pierwszy etap
obejmowat liz¢ osadow bakteryjnych oraz chromatografi¢ metalopowinowactwa IMAC
(ang. immobilized metal affinity chromatography). Drugi etap obejmowat chromatografie
jonowymienng - IEX (ang. ion-exchange chromatography), a trzeci etap obejmowat
chromatografie zelowag wykluczania - SEC (ang. size exclusion chromatography)
umozliwiajaca rozdziat biatek na podstawie wielkoSci czgsteczek i uzyskanie wysokiej
czystosci preparatu.

Oczyszczanie bialek rekombinowanych przebiegato wedtug schematu, opisanego ponizej
(tabela 5.), z uwzglednieniem roznic w sktadzie oraz pH buforow stosowanych
na poszczegdlnych etapach oczyszczania, a takze rodzaju kolumny uzywanej podczas
chromatografii jonowymiennej. Szczegdtowe rdéznice w skladzie 1 pH buforow

zestawiono w tabeli 5.
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Tabela 5. Charakterystyka warunkéw chromatografii jonowymiennej (IEX)
stosowanych do oczyszczania biatek PNP, RhpA i PapS

Teoretyczny .
Bialko punkt POdStawowy,Skladmk PH Kolumna IEX
izoelektryczny™* buforujacy buforu
PNP 5,47 Tris-HCL 75 | Anlonowymienna HiTrap
’ ’ Q FF (Cytiva)
Tris buf. Kw. Anionowymienna HiTrap
RhpA 8,78 Cytrynowym + 0,1M 9,0 .
. Q FF (Cytiva)
L-argininy
Tris-HCL + 0,1M Kationowymienna Hitrap
PapS 9.14 L-argininy 7.0 SP (Cytiva)
*(Teoretyczne punkty izoelektryczne pochodza z obliczen ze strony Expasy.com, na podstawie
sekwencji aminokwasowej biatek). Stosowane skréty: PNP - biatko foforylaza

polirybonukleotydowa; RhpA - biatko helikaza RhpA; PapS - biatko PapS

55.1 Otrzymanie lizatu bakteryjnego w celu oczyszczania Dbialek

rekombinowanych

Hodowle bakteryjne szczepu E. coli One Shot™ BL21 Star™ (DE3) poddawano
dwukrotnemu cyklowi zamrazania 1 odmrazania, po czym osad komorkowy
zawieszano w buforze do lizy komorek E. coli w proporcji 30 ml buforu na 10 g biomasy.
Powstala mieszaning inkubowano na mieszadle magnetycznym z predkoscia 500
obr./min. przez 1 godzing w temperaturze 4°C. Nastepnie zawiesing komoérkowa
poddawano lizie przy uzyciu homogenizatora wysokocisnieniowego Constant Cell
Disruption System (Constant Systems) z zastosowaniem cigglego chtodzenia do 4°C.
Uzyskany lizat odwirowywano przy 18000 x g. w temperaturze 4°C, az do momentu

uzyskania klarownego supernatantu.

5.5.2 Chromatografia metalopowinowactwa (IMAC)

Do oczyszczania bialek z uzyciem techniki chromatografii metalopowinowactwa
wykorzystywano zloze kobaltowe HisPur™ (Thermo Scientific) optaszczone jonami
kobaltu Co?* umozliwiajacymi zwigzanie sekwencji polihistydynowych oczyszczanych
biatek. Ztoze o objetosci 4 ml wstepnie przeptukiwano 20 ml buforu wigzaco-pluczacego
A, celem jego zrownowazenia (ang. equlibration). Nast¢pnie ztoze kobaltowe dodawano
do lizatu bakteryjnego i inkubowano przez 30 minut na lodzie, przy ciagltym, delikatnym
wytrzasaniu na kotysce laboratoryjnej. Po inkubacji oddzielano ztoze od lizatu za pomoca
filtracji, zatrzymujac czastki ztoza na saczku filtracyjnym (Chempur). Nastepnie ztoze

dwukrotnie przeplukiwano 20 ml buforu A w celu usunig¢cia niespecyficznie zwigzanych
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biatek. Elucje biatek silnie i specyficznie zwigzanych przeprowadzano poprzez dodanie
10 ml buforu elucyjnego B. Otrzymane frakcje zbierano, a ich niewiclkg cze$¢
poddawano analizie elektroforetycznej w zelu poliakrylamidowym metodg SDS-PAGE.

Pozostatg objetos¢ frakcji przechowywano do dalszych analiz.

5.5.3 Chromatografia jonowymienna (IEX)

Eluat uzyskany po chromatografii metalopowinowactwa rozcienczano kazdorazowo
w proporcji 1:9 (10 ml eluatu + 90 ml buforu A do rozcienczen) w celu redukcji stezenia
soli i przygotowania prébek do chromatografii jonowymiennej. Proces oczyszczania
kontynuowano przy uzyciu zautomatyzowanego systemu chromatografii cieczowej
AKTA Go (Cytiva), wykorzystujac kolumne jonowymienng. Rozdziat prowadzono
w trybie przepltywu ciagglego o natgzeniu 5 ml/min, z zastosowaniem dwaoch buforow:
buforu QA (bufor A - o niskiej zawartosci NaCl) oraz buforu QB (bufor B
zawierajacy 1 M NaCl). Biatko wigzato si¢ do ztoza jonowymiennego w warunkach
niskiego st¢zenia soli, natomiast elucje prowadzono przy zastosowaniu liniowego
gradientu st¢zenia NaCl w zakresiec od 0% do 100% buforu B. Proces elucji
monitorowano w czasie rzeczywistym na podstawie pomiaru absorbancji przy dtugosci
fali 280 nm. Frakcje biatkowe zbierano automatycznie za pomoca kolektora frakcji,
zgodnie z profilem chromatograficznym. Zebrane prébki rozdzielano w zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE), frakcje zawierajace

pozadane biatko przechowywano w temperaturze -80 °C do dalszych analiz.

5.5.4 Chromatografia zelowa (SEC)

Otrzymane frakcje bialkowe po chromatografii jonowymiennej - IEX, poddawano
koncentracji z wykorzystaniem systemu odwroconej filtracji Vivaspin® 20, 30 kDa
MWCO (GE Healthcare). Do koncentratora wlewano wyselekcjonowane frakcje
biatkowe, a nastepnie wirowano je przy 450 X g. w temperaturze 4 °C do momentu
osiggniecia objetosci koncowej umozliwiajgcej naniesienie roztworu biatka do petli
iniekcyjnej urzadzenia AKTA Go o pojemnosci 500 ul. Skoncentrowang probke
nastrzykiwano do ukladu chromatograficznego, a nastgpnie przeprowadzano
chromatografi¢ zelowa wykluczania z wykorzystaniem kolumny Superdex™ 75 10/300
GL (Cytiva). Proces prowadzono w srodowisku buforu do metody SEC, przeptywajacego

przez uktad chromatograficzny ze stalg g szybkoscia 0,5 ml/min.
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Elucje¢ bialek monitorowano w czasie rzeczywistym poprzez pomiar absorbancji przy
dhugosci fali 280 nm. Frakcje zbierano automatycznie przez kolektor frakcji, zgodnie
z profilem chromatograficznym. Zebrane probki rozdzielano w zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujagcych (SDS-PAGE), celem oceny czystosci oraz masy
czasteczkowej eluowanych biatek. Frakcje zawierajace biatko o pozadanej czystosci
przechowywano w temperaturze -80°C do dalszych analiz biochemicznych

i funkcjonalnych.

5.5.5 Pomiar stezenia bialek metoda Bradford

Stezenie biatka oznaczano kolorymetrycznie z uzyciem odczynnika Bradford (Chempur).
Do analizy przygotowywano szereg rozcienczen wzorcowego biatka alouminy surowicy
bydlecej (BSA) w zakresie stezen 0-1,5 mg/ml, a nastgpnie mierzono absorbancj¢ przy
dhugosci fali 600 nm przy uzyciu spektrofotometru DEN 1B (Biosan). Odczynnik
Bradford w objgtosci 1 ml umieszczano w plastikowej kuwecie spektofotometrycznej
i dodawano po 10 pl roztworu BSA(o znanym st¢zeniu) lub proby badanej. Stgzenie

biatka w prébkach obliczano na podstawie wykreslonej krzywej kalibracyjnej.

55.6 Preparatyka bialka PNP w celu obrazowania metoda mikroskopii
krioelektronowej Cryo-EM

W pierwszym etapie preparatyki usuwano znacznik 10xHis-SUMO z biatka PNP. W tym
celu roztwor biatka o stg¢zeniu 10 mg/ml inkubowano w buforze zawierajacym koncowo
1 mM DTT, 0,2% Triton X-100 oraz 20 pl enzymu Ulp1 (2 mg/ml). Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Po zakonczeniu inkubacji probke zatezano
przy uzyciu systemu odwroconej filtracji Vivaspin® 20 (30 kDa MWCO,
GE Healthcare), a nastgpnie poddawano filtracji zelowej zgodnie z procedura opisang
w podrozdziale 5.5.4, w celu uzyskania biatka PNP pozbawionego znacznika 10xHis-
SUMO. Na potrzeby obrazowania bialka do eksperymentu uzywano biatka PNP
w stezeniu 15 uM zawieszonego w 1 x stezonym buforze do CryoEM (sktad podany
w rozdziale materiaty). Na kazde przygotowane siatki aplikowano 3 pl roztworu biatka
na uprzednio wyzarzong siatke UltrAuFoil R 1.2/1.3, Au 300 mesh. Nadmiar cieczy
usuwano automatycznie przy uzyciu urzadzenia do bltyskawicznego zamrazania Vitrobot
Mark IV (Thermo Fisher Scientific) w nastepujacych warunkach: czas blottingu: 3 s, sita:
-1, temperatura: 4 °C, wilgotno$¢: 100%, co pozwalato uzyska¢ cienka warstwe filmu

biatkowego. Nastepnie siatki zamrazano w ciekltym etanie schtodzonym cieklym azotem,
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co umozliwia zeszklenie roztworu bez tworzenia krysztatkow lodu i zachowanie
natywnej struktury biatka.

Tak przygotowane siatki przenoszono do pojemnikéw kriogenicznych zawierajacych
ciekty azot i przechowywano w pojemniku kriogenicznym do momentu analizy
mikroskopowej. Prace eksperymentalne obrazowania biatka PNP zostalty w ramach
wspotpracy z dr Katarzyng Bandyrg z Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych
Uniwersytetu Warszawskiego (kierownik dr hab. Maria Gérna) na Wydziale Biologii

Uniwersytetu Warszawskiego.

55.7 Termoforeza mikroskalarna dla badania oddzialywan pomiedzy
bialkami PapS oraz RhpA

Oddziatywanie pomig¢dzy biatkami RhpA i PapS oceniano za pomoca mikroskalowe;j
termoforezy - MST (ang. MicroScale Thermophoresis), wykorzystujac aparat Monolith
NT.115 (NanoTemper Technologies). Do eksperymentow uzyto znakowanego biatka
PapS znakowanego fluorescencyjnie znacznikiem RED-NHS, ktére penito funkcje
czasteczki docelowej (z ang. target). Znakowanie biatka przeprowadzono zgodnie
z protokotem producenta, stosujac zestaw Monolith™ NT Protein Labeling Kit RED-
NHS (NanoTemper Technologies) zawierajacy m. in. znacznik RED-NHS. Koncowe
stezenie PapS w kazdej prébce wynosito 100 nM.

Ligandem zastosowanym w badaniu byto biatko RhpA, przygotowane w zakresie stgzen
od 0,03 nM do 10 pM. Zakres obejmowal 16 punktow krzywej miareczkowania,
z rozcienczeniami wykonanymi w skali logarytmicznej. Kazda mieszaning przygotowano
w buforze zawierajagcym 50 mM Tris-cytrynian (pH 8,0), 150 mM NaCl oraz 0,05% (v/v)
Tween-20. Probki inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej a mieszaniny
dodawano do kapilar MST Premium Capillaries (NanoTemper Technologies). Pomiar
MST przeprowadzono przy uzyciu niskiej mocy zrodla swiatta (LED power: 20%) oraz
mocy wzbudzenia lasera wynoszacej 60% w temp. 25°C. Dane analizowano przy uzyciu
oprogramowania MO.Affinity Analysis v2.3 (NanoTemper Technologies), dopasowujac
krzywa wigzania zgodnie z modelem interakcji 1:1 w celu okre$lenia statej dysocjacji
(kD).

5.5.8 Technika Western-Blottingu

W celu identyfikacji poprawnosci przywrocenia genu kodujacego biatko PNP oraz

ponownej ekspresji tego biatka w szczepie H. pylori G27 Apnp wykorzystano technike
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Western-Blottingu. Niewielka ilos¢ wyhodowanej biomasy bakteryjnej po selekcji
na podtozu zawierajagcym apramycyng, zbierano wymazowka i poddawano lizie
termicznej (95°C, 10 min.), a nast¢pnie lizaty wirowano (np. 20000 x g., 10 min., 4°C),
aby usunag¢ nierozpuszczalne komponenty. Supernatanty rozdzielano elektroforetycznie
metoda SDS-PAGE (podrozdziat 5.4.4). Po rozdziale przeprowadzano transfer bialek
w polu elektrycznym na membrang nitrocelulozowg o $rednicy poréw 0.45 um (Merck)
w 1x buforze transferowym przez 1 godzing przy napieciu 100 V z ciggtym chtodzeniem
na lodzie. Po transferze, membran¢ przeptukiwano trzykrotnie w buforze TBST.
Nastepnie, dodawano bufor blokujacy TBST zawierajacy 5% BSA i inkubowano przez
1 godzing w temperaturze pokojowej blokujac wolne miejsca wigzania przeciwciat
na membranie. Po etapie blokowania, membrane ponownie przeptukiwano trzykrotnie
w buforze TBST (kazdorazowo 10 min.), a nast¢pnie inkubowano z przeciwciatami
pierwszorzedowymi - kréliczymi przeciwciatami skierowanymi przeciwko znacznikowi
Strep-tag (Abcam) rozcienczonymi w buforze TBST z dodatkiem 2,5% BSA.
Inkubowano 2 godziny w temperaturze pokojowe;j ze statym mieszaniem (120 obr./min.).
Po inkubacji z przeciwciatami pierwszorzgdowymi, membrang przeptukiwano
trzykrotnie w buforze TBST (kazdorazowo 10 min.), a nastgpnie inkubowano
Z przeciwciatami drugorzgdowymi - kozimi przeciwcialami przeciwko kroliczym
immunoglobulinom sprzezonych =z peroksydaza chrzanowa (ang. horsereadish
peroxidase)(Invitrogen) - rozcienczonymi w TBST z dodatkiem 2,5% mleka, przez
2 godziny w temperaturze pokojowej. Po inkubacji, membrang przeptukiwano trzykrotnie
w buforze TBST (10 min.), a nastgpnie wykrywano utworzony kompleks w reakcji
barwnej z uzyciem mieszaniny chromogen-substrat dla enzymu z uzyciem odczynnika
1-Step™ Ultra TMB-BIlotting Solution (Thermo Fisher Scientific) zgodnie z zaleceniami

producenta, a nastepnie wynik wizualizowano w postaci fotograficznej.

5.5.9 Badanie aktywnosci polimerazowej i degradacyjnej otrzymanych bialek

rekombinowanych bialek in vitro

a) Ocena aktywnosci polimerazowej

Aktywnos¢ polimerazowa (nukleotydylotransferazy) biatka PNP z H.pylori oceniano
w reakcji wydluzania jednoniciowego DNA (ssDNA) z wykorzystaniem difosforanu
adenozyny (ADP) jako substratu nukleotydylowego. Postgp reakcji monitorowano
W czasie rzeczywistym metodg fluorescencyjng, wykorzystujac tioflawing T (ThT) jako
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znacznik, ktorego fluorescencja wzrasta po zwigzaniu z powstajagcymi polimerami
biologicznymi o uporzadkowanej strukturze. Reakcje prowadzano w formacie
96- dotkowym, w ptytkach z czarnym dnem. W pierwszym etapie przygotowywano
2% stezony bufor AP zawierajacy: 40 mM Tris-HCI pH 8,0, 20 mM MnCl: oraz 10 mM
cytrynian zelaza(IIl). Mieszanina do oceny aktywnos$ci polimerazowej badanego biatka
zawierala nastepujace sktadniki w koncowych stezeniach: 1x bufor AP, 0,25 uM ssDNA
(ExoSubstrate), 2 mM ADP, 1% Tioflawiny T, 5 uM/L biatka PNP H. pylori (dodanie
biatka stanowilo rozpoczecie reakcji), oraz wodg do objetosci 50 pl. Reakcje prowadzono
w temperaturze 25°C przez 30 minut, z ciagglym monitorowaniem fluorescencji

(ekscytacja: 450 nm, emisja: 492 nm).

b) Ocena aktywnos$ci degradacyjnej

Reakcje oceny aktywno$ci degradacyjnej PNPazy przeprowadzano analogicznie
do reakcji polimeryzacji z opisanymi ponizej modyfikacjami. W pierwszym etapie
przygotowywano 2x stezony bufor AD zawierajacy: 1x PBS, 40 mM MgCl: oraz 10 mM
cytrynian zelaza(Ill). Mieszanina do oceny aktywnos$ci enzymatycznej zawierata
nastgpujace  sktadniki w koncowych stezeniach: Ixbufor AD, 0,25 upuM
poliadenylowanego ssDNA (polyA-ExoSubstrate), 1% Tioflawiny T, 5 uM/L biatka PNP
H. pylori (dodanie biatka stanowito rozpoczecie reakcji), oraz wodg do objetosci 50 pl.
Reakcje prowadzono w temperaturze 25°C przez 30 minut, z cigglym monitorowaniem

fluorescencji (ekscytacja: 450 nm, emisja: 492 nm).

Kontrole ujemne dla obu reakcji stanowity préby bez dodatku enzymu. Szczegoty
dotyczace poszczegdlnych sktadnikow testu i ich stezen zostaty opisane w podrozdziale
4.8.4

5.5.10 Synteza poliadenylowanego odcinka oligo-poli(A)* stanowiacego substrat
dla reakcji degradacji z udzialem PNPazy

W reakcji poddawano poliadenylacji syntetyczny oligonukleotyd ExoSubstrate:
5’- ACAGTATTTGGTACTGCGCTCT-3’. W tym celu do probéwki typu Eppendorf
dodawano nastepujace reagenty w koncowych stezeniach: 1x bufor AP, 5 uM/L biatka
PNP H. pylori, 5 mM ADP oraz 40 uM ssDNA ExoSubstrate. Reakcje przeprowadzano
w temperaturze 25°C przez 1 godzine. Nastepnie dodawano kulki magnetyczne VAHTS
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DNA Clean Beads pokrytymi grupami karboksylowymi w ilosci odpowiadajace;j
2x objetosci probki i1 inkubowano przez 5 minut w temperaturze 25°C w celu zwigzania
DNA z kulkami magnetycznymi. Probéwke umieszczano na statywie do separacji
magnetycznej MagnaRack™ (Invitrogen), usuwano supernatant, a nastgpnie dodawano
po 200 pl 80% etanolu na 30 sekund. Etanol usuwano, a probke suszono. Do ztoza
magnetycznego dodawano 200 pl wody wolnej od DNaz i RNaz, probowke ponownie
umieszczano na statywie magnetycznym i oddzielano supernatant zawierajgcy

oczyszczone kwasy nukleinowe od zloza.

5.5.11 Testy przesiewowe in vitro inhibitorow biatka PNP H. pylori

Do przeprowadzenia przesiewowych testow poszukiwania inhibitorow biatka PNP uzyto
komercyjnie dostepna biblioteke¢ zwigzkéw chemicznych MedChemExpress. Biblioteka
obejmuje ponad 8562 dobrze scharakteryzowanych, bioaktywnych zwigzkow
niskoczgsteczkowych (nr kat. HY-LOO1P). Zwiazki te nalezag do rdéznych Kklas
chemicznych i farmakologicznych, takich jak antybiotyki, inhibitory enzymdw, leki
przeciwnowotworowe, $rodki immunomodulujace, zwiazki przeciwwirusowe,
przeciwzapalne, neuroaktywne oraz regulatory szlakéw sygnalizacyjnych. Biblioteka
zostala zaprojektowana w celu umozliwienia identyfikacji czasteczek o potencjale
terapeutycznym 1 funkcjonalnym w réznych testach biologicznych, w tym przesiewach
ukierunkowanych na aktywnos$¢ enzymatyczna.

Na podstawie wczesniej zoptymalizowanych warunkéw reakcji poliadenylacji
i degradacji RNA w ukladzie 96-dotkowym reakcje enzymatyczne przeprowadzano
zgodnie z wypracowanymi, opisanymi powyzej, protokotami testow przeznaczonych do
oznaczania tych aktywnosci. Jedyng zmienng w stosunku do standardowego uktadu
reakcyjnego bylo dodanie badanego zwigzku chemicznego. W zalezno$ci od serii
eksperymentalnej, koncowe stezenie zwigzku w mieszaninie reakcyjnej wynosito 100 uM
lub 1 pM. Koncowe stezenie rozpuszczalnika DMSO w mieszaninie reakcyjnej nie
przekraczato 4% (v/v), nie wptywajace na aktywno$¢ enzymu.

Wstepne testy enzymatyczne przeprowadzano przy stezeniu 100 pM dla wszystkich
zwigzkow chemicznych, co pozwalato na wytonienie zwigzkoéw 0 potencjale hamujacym
aktywno$¢ polimeryzacyjng biatka PNP. Nastepnie, wytypowane zwigzki, Ktore
hamowaty co najmniej >50% aktywnos$¢ biatka byly testowane ponownie w nizszym
stezeniu (1 pM). Wszystkie reakcje byly przeprowadzane w  warunkach

zoptymalizowanych wczesniej dla reakcji polimeryzacji lub degradacji oligo-poli(A)*
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przez bialkko PNP, a uzyskane dane z pomiaru fluorescencji byly odpowiednio

normalizowane wzgledem kontroli bez zwigzku chemicznego.

5.5.12 Normalizacja wynikow

Surowe dane fluorescencyjne poddano normalizacji wynikéw. W tym celu dla kazdego

dotka obliczano wzgledny przyrost fluorescencji (AF) wedlug wzoru:
F o= F30 — FO
~ FO

gdzie Fo oznaczat sygnal fluorescencji w czasie 0, a Fso sygnal po 30 minutach reakcji.
Aby zminimalizowa¢ wptyw globalnych przesuni¢¢ sygnatu pomiedzy roznymi ptytkami
oraz wyeliminowa¢ zmiennos¢ techniczng, dane poddano dalszej normalizacji wzgledem
mediany wartos$ci calej ptytki. Dla kazdego eksperymentu obliczano median¢ przyrostu
fluorescencji (AFc), definiowang jako:

_ (Median(F30) — Median(F0))

AF
¢ Median(F0)

Otrzymang wartos$¢ traktowano jako odniesienie dla calej ptytki. Kazdy indywidualny
przyrost fluorescencji (AF) normalizowano wzgledem tego globalnego przesunigcia

wedlug wzoru:

Anorm = (A ) 100
= |— ]| X
or AFc

Takie podejscie umozliwialo przeskalowanie wszystkich zmian fluorescencji
do wspolnego punktu odniesienia, odpowiadajgcego medianie globalnej danej ptytki
I tym samym pozwalalo na porownywanie wynikow pomiedzy réznymi eksperymentami.
Ostateczne wartosci wyrazano jako procentowy poziom inhibicji aktywnoS$ci
enzymatycznej w stosunku do mediany aktywnosci kontrolne;.

Na tej podstawie obliczano procentowy poziom zahamowania reakcji poliadenylacji badz
degradacji sSDNA, przy czym spadek roznicy fluorescencji w poréwnaniu do kontroli
traktowano jako efekt dziatania inhibitora. Wstgpne testy przesiewowe przeprowadzono
w jednym powtorzeniu technicznym. Zwigzek, ktory w stezeniu 100 uM powodowat
zahamowanie co najmniej 90% aktywnosci poliadenylacyjnej lub degradacyjnej SSDNA,
kwalifikowat si¢ do dalszych testow enzymatycznych w stezeniu 1 uM,

przeprowadzonych jak powyzej.
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5.5.13 Badanie aktywnosci poliadenylacyjnej biatka PapS H. pylori

Badania w kierunku oceny aktywnos$ci poliadenylacyjnej biatka PapS H. pylori zostaty
przeprowadzane analogicznie do testow poliadenylacji biatka PNP H. pylori (podrozdziat
5.5.9), z nastepujgcymi roznicami: zamiast 0,25 uM ssDNA uzyto 0,25 uM ssRNA;

zamiast 2 MM ADP uzyto 2mM ATP. Bufory i warunki reakcji pozostaly niezmienione.

5.5.14 Rozdzial elektroforetyczny RNA w warunkach denaturujacych
z mocznikiem - UREA-Page

Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystepowania zaklocen w pomiarze fluorescencii,
wynikajacych z autofluorescencji lub fotowybielania niektorych zwigzkow zawartych
w bibliotece MedChemExpress, zastosowano alternatywne podejscie umozliwiajace
bezposrednia ocen¢ wpltywu badanych substancji na aktywno$¢ polimeryzcyja

i degradacyjng biatka PNP.

W tym celu przeprowadzono rozdziat produktow reakcji enzymatycznych metoda
elektroforezy w warunkach denaturujacych, wykorzystujac zel poliakrylamidowy
zawierajagcy 7 M mocznika (10% roztwoér akrylamid:bisakrylamid w stosunku 19:1,
z dodatkiem 0,1% APS). Do wizualizacji produktow zastosowano jednoniciowy RNA
znakowany fluoroforem HEX, syntetyzowany komercyjnie. W eksperymentach
zastosowano dwa warianty substratow RNA, réznigce si¢ sekwencjg 1 dlugoscia,

w zalezno$ci od celu badania:

e« dla  reakcji polimeryzacji: 250 nM sSRNA o  sekwencji
5’-HEX-ACAGUAUUUGGUACUGCGCUCU-3’;

e dla testu degradacyjnego: 250 nM poliadenylowanego ssRNA o sekwencji
5’-HEX-ACAGUAUUUGGUACUGCGCUCU(A)-3’, przygotowanego zgodnie

Z opisanym wczesniej protokotem.

Reakcje enzymatyczne prowadzono w temperaturze 25 °C przez 30 minut, bez dodatku
tioflawiny T. Po inkubacji reakcje zatrzymywano poprzez dodanie 2% stezonego buforu
probkowego przeznaczonego do elektroforezy UREA-PAGE, zawierajacego 96%
formamid, 50 mM EDTA oraz 94 mM Oranzu G. Nastepnie probki poddawano
denaturacji w temperaturze 95 °C przez 5 minut, po czym szybko schtadzano na lodzie.

Na kazda lini¢ zelu nanoszono po 20 ul przygotowanej probki. Przed witasciwym
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rozdziatem elektroforetycznym zel poddawano wstepnej elektroforezie przez 1 godzing
(600 V, 30 mA, 16 W), co pozwalato na stabilizacj¢ pola elektrycznego i wyréwnanie
temperatury w calej objetosci zelu. Elektroforeze prowadzono nastgpnie przez 4 godziny
w temperaturze 65 °C, stosujgc bufor 0,5x TBE. Rozdzielone produkty RNA

wizualizowano przy uzyciu systemu do obrazowania zeli Azure 500.

Po wstepnym teScie przesiewowym inhibitoréow w st¢zeniu 10 uM, wybrane zwigzki
poddano dalszej analizie w szeregu stezen (szczegoty podano w czgsci wynikowej).
Do analizy ilo$ciowej zastosowano oprogramowanie Image Lab (Bio-Rad). W przypadku
reakcji poliadenylacji mierzono catkowita intensywno$¢ smugi odpowiadajacej
produktom poliadenylowanym, natomiast w reakcji degradacji analizowano
intensywno$¢ prazkow niskoczasteczkowych produktow degradacji. Dla kazdej probki
odejmowano warto$¢ sygnatu tla, a wyniki przedstawiano jako procent zahamowania

reakcji wzgledem kontroli dodatnie;j.

5.5.15 Ocena zdolnosci bialtka PapS H. pylori do naprawy konca CCA tRNA

Oceng zdolnosci biatka PapS H. pylori do naprawy konca CCA tRNA przeprowadzano
w warunkach in vitro. Do reakcji wykorzystano syntetyczne, fluorescencyjnie znakowane
[Cy5] substraty tRNA pozbawione koncowych nukleotydow (CO-, C-, CC-).
Przed uzyciem tRNA rozpuszczano w 20 mM Tris-HCI (pH 9.0), a nastepnie
rozcienczano do stezenia 600 nM. W celu uzyskania prawidlowej struktury
drugorzedowej tRNA przeprowadzano proces annealingu polegajacy na ogrzaniu probek
do 70 °C przez 2 minuty, a nastgpnie szybkim schtodzeniu do 37 °C. Reakcje
enzymatyczne prowadzono w buforze C zawierajagcym 20 mM Tris-HCI (pH 9.0), 50 mM
NaCl, 12.5 mM MgCl., 0.1 mM EDTA, 2 mM DTT oraz 17% (v/v) glicerolu.
Standardowa mieszanina reakcyjna (50 pl) zawierala: 5 pl roztworu substratu tRNA (600
nM), 2 pl oczyszczonego biatka PapS (8 mg/ml), 2 ul 25 mM roztworu
nukleozydotrifosforanu (NTP), a catos¢ uzupetlniano buforem C do 50 pl a nastgpnie
inkubowano w 37 °C przez 15 minut.

Dla kazdego substratu tRNA (CO0-, C-, CC-) prowadzono reakcje w obecnosci:

e pojedynczych NTP (ATP, CTP, GTP, UTP),
e kombinacji dwoch nukleotydow (CTP + ATP),
e pelnego zestawu czterech nukleotydow (ATP + CTP + GTP + UTP).
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Jako kontrole negatywne prowadzono uktady:

e Dbez dodatku NTP,

e bez dodatku biatka PapS.
Po inkubacji do kazdej probki dodawano 1.5 pl proteinazy K (20 mg/ml) oraz SDS
do koncowego stezenia 1%. Probki inkubowano w 40 °C przez 45 minut w celu
degradacji biatek. Nastgpnie dodawano rowng objetos¢ bufor obcigzajgcego 2x stezonego
do elektrofrezy UREA-PAGE i poddawano denaturacji w 95 °C przez 15 minut. Produkty
reakcji rozdzielano elektroforetycznie 600V przez 4 godziny a nast¢pnie wizualizowano

przy uzyciu systemu obrazowania Azure 500.

5.6 Testy fenotypowe szczepu delecyjnego PNPazy H. pylori

5.6.1 Ocena zywotnosci rekombinowanych szczepow H. pylori

W celu ilo$ciowe] oceny zywotnos$ci szczepow delecyjnych zliczano liczbe jednostek
koloniotworczych (CFU) kazdego z trzech szczepow H. pylori: G27 WT, G27 Apnp, G27
Apnp++. Przygotowywano zawiesing szczepéw w buforze PBS, standaryzujac ich
gestos¢ optyczng ODsoo = 1,0. Nastepnie wykonywano szereg rozcienczen dziesigtnych
w zakresie od 107 do 10”'. Z kazdego szeregu rozcienczen wysiewano po 10 pl zawiesiny
na podtoze state GC + 10% FBS a ptytki inkubowano przez 72 godziny w 37°C
w warunkach mikroaerofilnych. Po inkubacji zliczano liczb¢ kolonii z poszczegolnych

rozcienczen, wyliczano miano bakterii 1 przedstawiano je jako CFU/ml.

5.6.2 Oznaczenie lekowrazliwosci szczepow H. pylori

Hodowle H. pylori w logarytmicznej fazie wzrostu zawieszano w buforowanym
fosforanami roztworze soli fizjologicznej (PBS, z ang. phosphate buffered saline)
do uzyskania gestosci optycznej ODsoo = 1,0. Warto$¢ ta odpowiadata przyblizonej
gestosci bakterii 1 x 108 jednostek koloniotwérczych - CFU/mlI, co zweryfikowano
wczesniej  eksperymentalnie metodg posiewow  ilosSciowych na  podtozach
mikrobiologicznych. Nast¢pnie zawiesing rozcienczano w podtozu Brucella z dodatkiem
10% FBS do koncowej gestosci odpowiadajacej liczbie zywotnych bakterii na poziomie
~5%x10° CFU/ml. W formacie ptytki 96-dotkowej przygotowywano szereg
geometrycznych rozcienczen badanych zwigzkow w objetosci 100 pl i dodawano po 100
pl przygotowanej zawiesiny bakteryjnej H. pylori kazdorazowo wigczajac do badania
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kontrole: dodatnig (kontrola wzrostu bakterii) oraz ujemna (kontrola jatowos$ci podtoza).
Uktady eksperymentalne inkubowano w 37°C przez 72 godziny, w atmosferze
mikroaerofilnej (5% O, 10% COy). Po zakonczeniu inkubacji do kazdej studzienki
dodawano 20 pL 0,02% wodnego roztworu resazuryny (Merck) i prowadzono dalsza
inkubacje przez 4 godziny w warunkach mikroaerofilnych. Nast¢gpnie mierzono
absorbancj¢ przy dhugosciach fal 570 nm i 600 nm za pomocg czytnika mikroptytek
SpectraMax i3.

Zmiana barwy z niebieskiej na r6zowa $wiadczyta o redukcji resazuryny do resorufiny
dzigki aktywnos$ci metabolicznej zywych komorek bakteryjnych. Stopien redukcji
obliczano zgodnie z wytycznymi producenta odczynnika AlamarBlue (Thermo fisher
scientific) oraz metoda opisang przez Gavrish E. i wsp. [134] z wykorzystaniem wzoru
roéznic pomiaru absorbancji:

A —A . — (A —A i
( 570 600)probka ( 570 600)k0ntrolau]emna x 100%

%Redukcji resazuryny =
(A570 - A600)kontrola dodatnia — (A570 - A600)k0ntrola ujemna

Minimalne stezenie hamujace - MIC (ang. minimal inhibitory concentration) definiowano
jako najnizsze st¢zenie zwigzku, przy ktérym nie obserwowano istotnej redukcji
resazuryny, tj. zmiany absorbancji w poréwnaniu do kontroli dodatniej. Ponadto,
na podstawie trzech niezaleznych eksperymentow, wyznaczano wartosci MICso 1 MICoo
(stezenia hamujgce wzrost odpowiednio 50% i 90% komdrek bakteryjnych)
z wykorzystaniem analizy nieliniowej regresji czteroparametrowej (ang. nonlinear
regression, variable slope, GraphPad Prism). Wartoéci te odczytywano z punktow
przecigcia wygenerowanych krzywych przezywalno$ci z warto$ciami iznaczjagcymi 50%

1 10% przezywalnosci.

5.6.3 Ocena zdolnosci tworzenia biofilmu przez szczepy H. pylori

Hodowle szczepow H. pylori wyhodowane na podlozu statym GC agar
z dodatkiem 10% FBS zawieszano w plynnym podlozu BB, suplementowanym
odpowiednio 10%, 5% lub 2% FBS, a nast¢pnie standaryzowano do ggstosci optycznej
ODesoo = 0,1. Zawiesiny porcjowano do plytek 96-dotkowych (po 200 ul na dotek)
i inkubowano w warunkach mikroaerofilnych, w temperaturze 37°C, w spos6b statyczny
przez 24, 48 lub 72 godziny. Po inkubacji usuwano supernatanty hodowlane, dotki
dwukrotnie przeptukiwano PBS, po czym dodawano po 200 ul 96% etanolu 1 inkubowano
przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie usuwano etanol a ptytki suszono

w temperaturze 60°C przez 15 minut. Po wysuszeniu dotki trzykrotnie przeplukiwano
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PBS, dodawano 200 pl wodnego roztworu 0,1% fioletu krystalicznego i inkubowano
przez 15 minut. Nadmiar barwnika usuwano przez trzykrotne przeptukanie PBS,
a zwigzany z biofilmem barwnik rozpuszczano w 33% roztworze kwasu octowego
I mierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 595 nm. Intensywnos$¢ tworzenia biofilmu
przez badane pateczki H. pylori oznaczano przez poroéwnanie wartosci absorbancji

dla proby badanej wobec absorbancji kontroli.

5.6.4 Ocena aktywnosci wewnatrzkomorkowej katalazy PNP H. pylori

Hodowle szczepdw H. pylori prowadzone na podtozu statym GC agar z dodatkiem 10%
FBS zawieszano w buforze PBS i standaryzowano do gestosci optycznej ODsoo = 1,0.
Nastepnie, 2 ml zawiesiny odwirowywano przy 2300 x g przez 10 minut, a uzyskany osad
zawieszano w 1 ml buforu lizujacego do H. pylori. Zawiesing inkubowano przez
1 godzing w temperaturze 25°C przy ciaglym wytrzasaniu. Otrzymane lizaty wirowano
20000 x g przez 10 minut, a supernatanty zbierano do dalszej analizy. Stezenie biatka
w supernatantach standaryzowano w oparciu o pomiar absorbancji z uzyciem odczynnika
Bradford, tak aby zapewni¢ poréwnywalng zawarto$¢ biatka w kazdej probcee.
Aktywno$¢ katalazy oznaczano spektrofotometrycznie w kuwetach ze szkta kwarcowego
na podstawie tempa rozkladu nadtlenku wodoru, monitorujgc spadek absorbancji przy
dhugosci fali 240 nm z wykorzystaniem aparatury BioDrop Duo (Biodrop). Do kazdej
proby dodawano 500 pl 60 mM roztworu H20-, uruchamiano pomiar, po czym dodawano

50 pl standaryzowanego lizatu bialkowego. Zmiany absorbancji rejestrowano w czasie.

5.6.5 Pomiar aktywnosci ureazy H. pylori

Hodowle szczepdw H. pylori prowadzone na podtozu statym GC agar z dodatkiem 10%
FBS zawieszano w PBS a nastgpnie standaryzowano do ggstosci optycznej ODsoo = 0,1.
Nastepnie w formacie ptytki 96-dotkowej dodawano po 100 ul zawiesiny H. pylori oraz
100 pul podtoza Stuart’a pH = 5,5, zawierajacy roztwor 2% mocznika i czerwien fenolowa
jako wskaznik pH. Pomiary aktywno$ci enzymatycznej prowadzono w temperaturze
37°C przy uzyciu spektrofotometru mikroptytkowego SpectraMax i3 monitorujac zmiany
absorbancji przy dtugosci fali 560 nm w czasie rzeczywistym. Zmiany absorbancji byty
wynikiem zmiany barwy wskaznika pH (czerwieni fenolowej) wywotanej alkalizacja
srodowiska, ktéra nastepowata wskutek produkcji amoniaku przez ureazg rozktadajaca

mocznik. Dane analizowano w celu oceny intensywnosci i dynamiki aktywnos$ci ureazy.
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5.6.6 Testy przezywalnos$ci szczepow H. pylori w réznych temperaturach

Badanie przezywalnosci szczepéw H. pylori prowadzono w trzech ro6znych
temperaturach inkubacji: 4°C, 37°C lub 39°C.

Hodowla w 4°C - ocena dlugoterminowej przezywalnosci

Szczepy H. pylori hodowano na statym podiozu GC agar z dodatkiem 10% FBS.
Nastgpnie komorki zawieszano w ptynnym podtozu BB suplementowanym 10% FBS
I standaryzowano do gestosci optycznej ODswo = 1,0. Hodowle inkubowano
w temperaturze 4°C w warunkach mikroaerofilnych przez 14 dni. Probki pobierano
W dniu 0, 3, 7 oraz 14, a nastepnie wykonywano wysiewy Z szeregu dziesi¢ciokrotnych
rozcienczen na podtozu statym GC agar z 10% FBS. Po trwajacej 3 dni inkubacji w 37°C,
w warunkach mikroaerofilnych oceniano przezywalno$¢ bakterii na podstawie liczby
jednostek tworzacych kolonie (CFU).

Hodowla w 37°C lub 39°C - ocena dynamiki wzrostu szczepdw

Hodowle H. pylori do testu przygotowywano poprzez zawieszenie komorek bakterii
pobranych z hodowli na podtozu GC agar w ptynnym podiozu BB z 10% FBS,
standaryzujac zawiesing do gestosci ODsoo = 0,1. Probki inkubowano w odpowiedniej
temperaturze w warunkach mikroaerofilnych, z ciggtym wytrzasaniem (140 obr./min.).
Pomiar gestosci optycznej ODeoo prowadzono co godzing przez 8 godzin, w celu
monitorowania dynamiki wzrostu bakterii i pordwnania tempa namnazania w obu

temperaturach.

5.6.7 Ocena wrazliwosci szczepéw H. pylori na wybrane mutageny

z wykorzystaniem metody dyfuzyjno-krazkowe;j

W celu oceny wrazliwosci szczepow H. pylori G27 (WT, Apnp, Apnp++) na wybrane
czynniki mutagenne zastosowano zmodyfikowany test dyfuzyjno-krazkowy.
Przygotowano zawiesing komorek H. pylori o gestosci optycznej (ODsoo) rownej 2,0,
a nastepnie wysiewano po 500 pl takiej zawiesiny na ptytki (Srednia szalki Petriego
wynosita 15cm) z podtozem GC agar + 10% FBS dla uzyskania jednolitego wzrostu
powierzchniowego. Na kazda hodowle nakladano jalowe krazki bibulowe (Oxoid)
do oznaczania lekowrazliwo$ci, na ktére nakrapiano po 10 pl roztworéw zwigzkow
chemicznych pozostawiajac ptytki otwarte przez 15 min., w celu wysuszenia kragzkow.

Test miat charakter poréwnawczy 1 nie stuzyt do klasyfikacji szczepdéw pod wzgledem
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wrazliwo$ci klinicznej, lecz do oceny wzglednych réznic w odpowiedzi badanych
szczepOw H. pylori na zastosowane czynniki w identycznych warunkach dyfuzji.
Zastosowano nast¢pujgce zwigzki genotoksyczne i antybiotyki o koncowych st¢zeniach:
e Nadtlenek wodoru (H20:, 88,2 umol/krazek) - induktor stresu oksydacyjnego,
e Chloramfenikol (100 ug/krazek) - inhibitor translacji (wigzanie z podjednostka
50S rybosomu),
e Ciprofloksacyna (100 pg/krazek) - inhibitor gyrazy DNA,
e N-tlenek 4-nitrochinoliny (4NQO, 500 ng/krazek) - zwigzek genotoksyczny,
uszkadza zasady DNA,
e 9-aminoakrydyna (9AAC, 500 pg) - zwiazek interkalujacy DNA, powodujacy

mutacje typu zmiana ramki odczytu.

5.6.8 Ocena wrazliwosci szczepow H. pylori na promieniowanie UV-C

Szczepy H. pylori G27 (WT, Apnp oraz Apnp++) hodowano na podtozu GC
suplementowanym 10% PBS, w warunkach mikroaerofilnych, w temperaturze 37 °C.
Z kazdej hodowli przygotowywano zawiesing komoérek o optycznej gestosci ODeoo = 1.0
Nastepnie przygotowywano szereg rozcienczen od 10° do 10 w PBS. Na podtoze GC
z10% FBS wysiewano po 10 pl zawiesiny bakterii z rozcienczenia 10, 10 i 10°¢
i poddawano ekspozycji na promieniowanie UV-C (A = 254 nm) z uzyciem aparatu typu
Hoefer UVC 500 (Hoefer). Zastosowano trzy r6zne dawki promieniowania: 5 J/m?, 10
J/m?, 20 J/m?. Kontrolg stanowita proba badana bez ekspozycji na promieniowanie UV- C
(0 J/m?). Plytki inkubowano przez 72 godziny w warunkach mikroaerofilnych w 37°C.
Po zakonczeniu inkubacji, zliczano kolonie bakteryjne 1 wyliczano CFU/ml. Kazdy

pomiar wykonano w trzech niezaleznych powtdrzeniach dla kazdego szczepu.

5.6.9 Test ruchliwosci szczepow H. pylori

Szczepy H. pylori G27 (WT, Apnp oraz Apnp++) hodowano na podtozu GC agar
z dodatkiem 10% FBS w warunkach mikroaerofilnych (37 °C, 48 godzin). Nastepnie
przygotowano zawiesiny komorek w PBS o gestosci optycznej ODeoo = 1,0. P0 2 ul kazdej
zawiesiny nanoszono punktowo na srodek szalki z potptynnym podiozem Brucella agar
zawierajacym 0,35% agaru oraz 10% FBS. Hodowle inkubowano przez 5 dni
w warunkach mikroaerofilnych w temperaturze 37 °C. Po inkubacji oceniano zdolno$é
ruchu na podstawie pomiaru $rednicy obszaru migracji bakterii z miejsca inokulacji.

Kazdy pomiar wykonano w trzech niezaleznych powtdrzeniach dla kazdego szczepu.
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6. Wyniki

6.1 Wytwarzanie i oczyszczanie bialek rekombinowanych PNP, RhpA, PapS
H. pylori

6.1.1 Uzyskiwanie konstruktéw genetycznych do produkeji bialek
rekombinowanych PNP, RhpA, PapS H. pylori

Na podstawie analiz obrazéw rozdzialu elektroforetycznego, uzyskano prawidtowe
produkty amplifikacji genow pnp, rhpA oraz papS, odpowiadajace nastgpujacym
wielkosciom: okoto 2067 bp, 1479 bp i 1209 bp (Ryc. 8). Na zelach agarozowych
obserwowano wyrazne, pojedyncze prazki wskazujace na wysoka specyficznos$¢ reakcji

amplifikacji.

bp ngospig A B C D*

Ryc. 8. Obraz z rozdziatu produktow amplifikacji genéw pnp, rhpA i papS metoda elektroforezy
w zelu agarozowym. (A) marker dlugosci fragmentow DNA (GeneRuler 1 kb), produkt
amplifikacji genu (B) pnp, (C) rhpA oraz (D) papS.

Otrzymane produkty amplifikacji gendw pnp, rhpA oraz papS zostaty poddane dalszym
etapom klonowania molekularnego. W pierwszym etapie fragmenty DNA ligowano
do wektora klonujacego pJET 1.2, co umozliwilo stabilne namnozenie oraz wstgpng
weryfikacje uzyskanych wstawek DNA. Nastgpnie, po izolacji plazmidow pJET
zawierajacych odpowiednie wstawki, fragmenty gendw zostaly wyciete enzymami
restrykcyjnymi i przeklonowywane do wektora ekspresyjnego pET-29a(+), pod kontrola
promotora T7.

Analiza restrykcyjna otrzymanych konstrukcji pET-29a(+) potwierdzita obecnosé¢
wstawek o oczekiwanych wielkosciach oraz ich prawidlowa orientacje wzgledem

promotora T7 (Ryc. 9). Wzory trawienia uzyskane dla kazdego z analizowanych
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plazmidow byly zgodne z warto$ciami teoretycznymi, obliczonymi na podstawie map
restrykcyjnych.

Ostateczna weryfikacja sekwencji przeprowadzona metoda sekwencjonowania Sangera
(opis metodyki w podrozdziale 5.2.9) potwierdzita integralnos¢ regionow kodujacych
genoéw pnp, rhpA oraz papS, brak mutacji punktowych i delecji, a takze zachowanie
cigglosci ramki odczytu oraz prawidlowa fuzje z sekwencja kodujaca znacznik 6xHis-
SUMO. Uzyskane wektory ekspresyjne, zawierajace pelne sekwencje genow
w poprawnej konfiguracji, zostaty nastepnie wykorzystane w dalszych etapach badan

obejmujacych ekspresje oraz oczyszczanie biatek rekombinowanych.

Wektor PJetl.2 Wektor pET-29a(+)

gen pnp

Ryc. 9. Obrazowanie plazmidow pJET1.2 oraz pET-29b(+) zawierajacych geny pnp, rhpA i papS.
Plazmidy poddano trawieniu enzymami restrykcyjnymi BamHI i Xhol, odpowiadajgcymi
miejscom restrykcyjnym wprowadzonym w sekwencjach starterow, a nastepnie produkty
trawienia rozdzielono w 1% zelu agarozowym. Po lewej stronie przedstawiono wyniki trawienia
plazmidow posrednich (pJET1.2::pnp, pJETL1.2::rhpA, pJET1.2::papS), natomiast po prawej
stronie - konstrukcji ekspresyjnych (pET-29b(+)::pnp, pET-29b(+)::rhpA, pET-29b(+)::paps).
Obecnos¢ dwdch wyraznych prazkow w kazdej probee, odpowiadajacych liniowemu wektorowi
oraz wstawionemu fragmentowi genu, potwierdza poprawno$¢ klonowania oraz zachowanie
oczekiwanej orientacji wstawek.
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6.1.2 Optymalizacja ekspresji bialek rekombinowanych PNP, RhpA, PapS

Nadekspresja biatek rekombinowanych wykorzystywanych w ponizszej pracy,
prowadzona byta w systemie bakteryjnym, w szczepie E. coli One Shot™ BL21™ (DE3)
(Thermo  fisher Scientific) transformowanym plazmidem pET-29a(+)-SUMO
umozliwiajagcym produkcje biatka fuzyjnego ze znacznikiem polihistydynowym (10xHis-
SUMO) na N-koncu biatka PNP, RhpA lub PapS.

W pierwszym etapie przeprowadzono optymalizacj¢ warunkoéw hodowli, obejmujaca
temperature wzrostu (37°C lub 25°C), sktad podtoza (LB lub wzbogacone MMTB), czas
indukcji (16 lub 24 godziny), temperatur¢ indukcji (37°C lub 25°C) oraz st¢zenie
induktora IPTG (1 mM Ilub 0,4 mM). Wzrost hodowli monitorowano na podstawie
pomiaru gestosci optycznej przy 600 nm (OD600), natomiast wydajnos¢ ekspresji biatek
rekombinowanych oceniano na podstawie analizy profili biatkowych metoda SDS-PAGE
(Ryc. 10). Wykazano, ze najbardziej wydajna ekspresja kazdego z biatek zachodzita
W nastgpujacych warunkach:

Temperatura hodowli 37°C
Podtoze hodowlane Wzbogacone MMTB
Temperatura ekspresji 25°C
Gestos¢ optyczna hodowli do indukcji 0OD600 - 0.6
Stezenie induktora IPTG 1ImM
Czas indukcji 16 godzin
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Ryc. 10. Ocena ekspresji rekombinowanego biatka PNP w rozdziale elektroforetycznym
metodg SDS-PAGE podczas optymalizacji warunkéw nadekspresji w systemie E. coli
BL21(DE3). Przedstawiono reprezentatywny zel ilustrujacy ekspresj¢ biatka uzyskang
w roznych wariantach warunkOw hodowli i indukcji. Pasmo odpowiadajgce biatku fuzyjnemu
ze znacznikiem 10xHis o oczekiwanej masie czasteczkowej ~89 kDa zaznaczono zielong
linig. Warunki zapewniajace najwyzsza wydajnos¢ ekspresji opisano w podrozdziale 6.1.2,
a na rycinie zostaly oznaczone numerem 7. Numery 1-12 odpowiadaja réznym wariantom
warunkéw hodowli i indukcji ekspresji tego samego konstruktu PNP, testowanym w ramach
procedury optymalizacji.
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6.1.3 Pozyskiwanie biomasy bakteryjnej w warunkach kontrolowanej hodowli

Zastosowanie kontrolowanej hodowli w bioreaktorze znaczaco zwigkszylo wydajnosé
produkcji biomasy bakteryjnej w poréwnaniu do hodowli przeprowadzanych na skale nie
wiekszg niz 1L roboczy hodowli. Uzyskano powtarzalny wzrost kultur do gestosci
optycznej przekraczajacej ODsoo = 20, co odpowiadato okoto 400 g mokrej biomasy
komorek z 10 litréw hodowli. Utrzymanie stabilnych parametréw §rodowiska wzrostu
drobnoustrojéw, w tym stalej temperatury, natlenienia i pH, zapewnilo wysoka
jednorodnos$¢ uzyskanej biomasy, co umozliwilo dalsze etapy oczyszczania

i charakterystyki biatek rekombinowanych.

6.1.4 Oczyszczanie bialek rekombinowanych metodami chromatograficznymi

Po zakonczeniu hodowli, biomase zawierajacg komorki bakteryjne poddawano
dezintegracji zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 5.5.1. Otrzymany lizat
biatkowy  oczyszczano  trojstopniowo,  stosujac  kolejno:  chromatografie
metalopowinowactwa (IMAC), chromatografi¢ jonowymienng (IEX) oraz
chromatografi¢ zelowa (SEC) (techniki opisane szczegdétowo w podrozdziale 5.5).
Obrazy rozdziatow elektroforetycznych oczyszczanych bialek przedstawiono na rycinie
11. Stgzenie uzyskanych preparatéw biatkowych oceniano metodami opisanymi w tym
samym podrozdziale. Otrzymano oczyszczone frakcje biatek rekombinowanych: PNP,
RhpA oraz PapS, o koncowym stgzeniu odpowiednio 15 mg/ml, 12 mg/ml i 10 mg/ml.
Kazde z biatek porcjowano we frakcje o objetosci 500 pl, przy tacznej objetosci 6 ml.
Ze wzgledu na obecno$¢ znacznika 10xHis-SUMO masa czasteczkowa bialek byta
0 ok. 12 kDa wigksza od masy teoretycznej. Na rycinie 11 przedstawiono zbiorcze zdjecie

z rozdziatu elektroforetycznego biatek rekombinowanych PNP, RhpA, PapS.
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Chromatografia:
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Ryc. 11. Obrazy rozdziatu elektroforetycznego biatek rekombinowanych: PNP (89kDa); RhpA
(68kDa); i PapS (58,5kDa) metoda SDS-PAGE. W badaniu wykorzystano metody
chromatografii: metalopowinowactwa (IMAC); jonowymiennej (IEX) i filtracji zelowej (SEC).
Po lewej stronie umieszczono marker masy czasteczkowej w zakresie 10-180 kDa (Thermo Fisher
Scientific). Roznica w wysokosci rozdzialu markera mas na zdjeciach wynika z braku jednolitej
rozdzielczos$ci poszczegdlnych zeli. Zielong ramka oznaczano wtasciwe biatka. PNP- biatko PNP,
RhpA - biatko RhpA, PapS - biatko PapS.
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6.1.5 Analiza form oligomerycznych bialek metoda chromatografii zelowej

W celu okre§lenia stanu oligomerycznego badanych biatek zastosowano
chromatografi¢ wykluczeniowa (SEC) na kolumnie Superdex 200 Increase 10/300 GL.
Kazde z bialek zostalo nastrzykniete na kolumne i profile chromatograficzne byly
niezaleznie analizowane. Retencje gléwnych pikéw absorbancji UV odniesiono
do literaturowych danych kalibracyjnych dla tej kolumny. Wyniki badan przedstawiono
na rycinie 12a, 12b, 12c.
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Ryc. 12a. Wykres obrazujacy rozdziat chromatograficzny SEC biatka PNP. Zarejestrowano
pojedynczy, dominujacy pik chromatograficzny przy ~10.62 ml. Obj¢tos¢ kolumny przy ktorej
dochodzi do elucji PNP odpowiada biatku o masie czasteczkowej ~230 kDa, co wskazuje na
obecno$¢ trimerycznej formy enzymu (monomer ~77 kDa + 12 kDa). Obserwowany wzor
rozdzialu potwierdza wysoka czysto$¢ oraz jednorodno$¢ oligomeryczng trimeru. SEC -
chromatografia zelowa; AU - jednostki absorbancji; conductivity - przewodnos$¢; Conc B -
stezenie buforu B; UV - sygnat absorbancji przy 280 nm.
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Bialko RhpA
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Ryc. 12b. Wykres obrazujacy rozdziat chromatograficzny SEC biatka RhpA H. pylori.
Zarejestrowano dominujacy pik chromatograficzny przy objetosci eluatu ~11,93 ml. Taka
objetos¢ elucji odpowiada biatku o zwigkszonym promieniu hydrodynamicznym w poréwnaniu
do masy teoretycznej monomeru, co jest charakterystyczne dla biatek o wydluzonej Iub
asymetrycznej strukturze, takich jak helikazy z rodziny DEAD-box [135]. Na podstawie samej
chromatografii SEC nie mozna jednoznacznie okresli¢ stanu oligomerycznego biatka. SEC -
chromatografia zelowa; AU - jednostki absorbancji; conductivity - przewodnos¢; Conc B -
stezenie buforu B; UV - sygnat absorbancji przy 280 nm.
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Bialko PapS
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Ryc. 12c. Wykres obrazujacy rozdziat chromatograficzny SEC biatka PapS. Profil
chromatograficzny ujawnit dominujacy pik przy objetosci elucji ~13,97 ml. Taka objetos¢ elucji
odpowiada biatku o przyblizonej masie czasteczkowej ~60-70 kDa, co jest zgodne z masa
teoretyczng monomeru PapS wraz z sekwencjg fuzyjng (~47 kDa + ~12 kDa). Wynik ten
wskazuje, ze badane biatko wystepuje gtéwnie w formie monomerycznej w ustalonych
warunkach. SEC - chromatografia zelowa; AU - jednostki absorbancji; conductivity -
przewodno$¢; Conc B - stezenie buforu B; UV - sygnal absorbancji przy 280 nm.
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6.2 Struktura przestrzenna PNPazy

W wyniku wstepnych badan z wykorzystaniem mikroskopii krioelektronowej (cryo-EM),
przeprowadzonych przez specjalistow Grupy Biologii Strukturalnej w Centrum Badan
Biologiczno-Chemicznych i Centrum  Nowych  Technologii  Uniwersytetu
Warszawskiego, uzyskano wstepng trojwymiarowa mape gestosci elektronowej biatka
PNPazy H. pylori (HP_1213). Dane obrazowe zebrano z wykorzystaniem mikroskopu
Thermo Fisher Glacios 200 kV, a rekonstrukcje 1 obrobke przeprowadzono w srodowisku
CryoSPARC, uzyskujac mape o $redniej rozdzielczoéci okoto 3,5 A. Uzyskang mape
gesto$ci przedstawiono jako izopowierzchni¢ w programie UCSF ChimeraX v.1.9
(ryc. 12.1).

Rekonstrukcja wskazuje na zwarta czasteczke o wyraznie zarysowanej architekturze
globalnej. W widoku bocznym obserwuje si¢ dwupoziomowa organizacje: masywniejsza,
bardziej zwartg czgs$¢ dolng oraz cze$¢ goérng o odmiennym ksztalcie, potaczong z dolnym
segmentem przewezeniem w obszarze S$rodkowym. Widok ,,od dolu” sugeruje
W przyblizeniu osiowo-symetryczny obrys czasteczki, zgodny z oligomeryczng
organizacjg biatka w preparacie. Zaobserwowany zarys gestosci jest spdjny z kanoniczng
organizacjg bakteryjnych PNPaz, ktore tworzg trimeryczny rdzen Kkatalityczny
zbudowany z domen PH oraz dodatkowe elementy odpowiedzialne za wigzanie substratu
RNA (domeny KH/S1).

Nalezy podkresli¢, ze przedstawione wyniki maja charakter wstgpny a badania
sa kontynuowane w celu uzyskania pelniejszej rekonstrukcji struktury oraz dalszego
dopracowania modelu. Ruchliwo$¢ domen peryferyjnych moze skutkowac ich stabszym
odwzorowaniem w mapie gestosci w poroOwnaniu do zwartego rdzenia katalitycznego.
Z tego wzgledu dalsze etapy analizy ukierunkowane sg na poprawe interpretacji ggstosci
w obszarach bardziej dynamicznych dla uzyskania mozliwie kompletnego modelu
strukturalnego. Prace nad pelng rekonstrukcjag i dopracowaniem modelu beda
kontynuowane niezaleznie od niniejszego doktoratu, natomiast juz na obecnym etapie
uzyskana mapa gestosci jednoznacznie potwierdza klasyczng, trimeryczng organizacje
PNPazy H. pylori, co samo w sobie stanowi istotny i w peini warto$ciowy rezultat,
zapewniajacy wiarygodng podstawe do modelowania i projektowania potencjalnych

inhibitoréw ukierunkowanych na konserwatywny rdzen katalityczny tego enzymu.
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Ryc. 12.1. Trojwymiarowa mapa gestosci elektronowej biatka PNP H. pylori (hp_1213) uzyskana
metodg mikroskopii krioelektronowej (cryo-EM) i zwizualizowana w UCSF ChimeraX 1.9 jako
izopowierzchnia. Przedstawiono (A) widok boczny oraz (B) widok wzdluz osi czasteczki
(,,od dotu™). Mape gestosci przedstawiono bez dopasowanego modelu atomowego.

6.3 Badania aktywnos$ci enzymatycznej otrzymanych bialek H. pylori

6.3.1 Aktywnos¢ polimeryzacyjna biatka PNP

Weryfikacja aktywno$¢ polimeryzacyjnej otrzymanego biatka PNP byta niezbgdna
do kolejnych etapow eksperymentalnych, tj. poszukiwania inhibitoréw hamujacych
aktywno$¢ polimeryzacyjng i1 degradacyjng bialka PNP. Pierwszym etapem byto
opracowanie i optymalizacja testu oceniajagcego aktywnos¢ polimeryzacyjna.

W tym celu opracowano test fluorymetryczny mozliwy do przeprowadzenia w formacie
96-dotkowym, z wykorzystaniem fluorochromu Tioflawiny T, ktora niespecyficznie
wigze si¢ z odcinkami ssDNA. Tioflawina T jest barwnikiem fluorescencyjnym, ktory
wykazuje zdolno$¢ do interkalacji oraz wigzania powierzchniowego z kwasami
nukleinowymi, co prowadzi do wzrostu intensywnosci fluorescencji samej Tioflawiny
T[137].

Podczas reakcji poliadenylacji dochodzito do wydtuzania kilkunastonukleotydowych
odcinkow ssDNA dzigki aktywnosci poliadenylacyjnej PNP. Reakcja enzymatyczna
odbywata si¢ w obecnosci ADP niezb¢dnego do stymulacji aktywnosci polimeryzacyjnej
i w srodowisku jonow manganu (I1) i jonow zelaza (111). Wyniki badan przedstawiono na
Ryc. 13a. Stosujac biatko w stezeniu 5 uM uzyskano wyrazny sygnat w tescie dla okoto
8 tys. zwigzkéw chemicznych sposrdod potencjalnych inhibitorow w badaniach

przesiewowych.
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Potwierdzono, ze wraz z wydtuzaniem tancucha ssDNA przytacza si¢ wigcej czasteczek
Tioflawiny T, czego dowodem byt wzrost sygnatu mierzonej fluorescencji w czasie.

W drugim etapie opracowano test do badania aktywnosci degradacyjnej biatka PNP
tancucha oligo-poli(A)*, w formacie podobnym do opisanego powyzej. Aby badac
aktywno$¢ degradacyjng, w poczatkowym etapie wydtuzano krotkie odcinki ssDNA
(metoda opisana w podrozdziale 5.5.9). Zaobserwowano, ze do stymulacji aktywnos$ci
degradacyjnej biatka PNP niezbedna jest obecnos¢ jonow magnezu (1), jondw zelaza
(1) oraz fosforanow (PBS). Podczas skracania tancucha oligo-poli(A)* (wydtuzonego
podczas reakcji polimeryzacji) obserwowano spadek bazowego sygnatu przylgczonej
Tioflawiny T, czego dowodem byl spadek mierzonej fluorescencji w czasie.
Wyniki badan przedstawiono na Ryc. 13b.

Efekt wzrostu fluorescencji zalezny od stezenia PNPazy H. pylori
w reakcji polimeryzacji ssDNA
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Ryc. 13a. Efekt wzrostu fluorescencji zalezny od st¢zenia PNPazy H. pylori w reakcji
polimeryzacji sSSDNA. Sygnat fluorescencji monitorowano przez 30 minut (wzbudzenie = 450
nm, emisja = 492 nm). Stosujac rozne stgzenia enzymu (1 uM, 2,5 uM i 5 uM) wykazato wyrazna
zaleznos¢ kinetyki narastania fluorescencji od st¢zenia. Nie zaobserwowano istotnego przyrostu
sygnatu w przypadku uktadu kontrolnego, nie zawierajacego biatka. Wyniki przedstawiono jako
srednig + SD z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych. RFU - relatywna jednostka
fluorescencji, PNPaza - fosforylaza polirybonukleotydowa, ssDNA - jednoniciowy DNA.
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Efekt spadku fluorescencji zalezny od stezenia PNPazy H. pylori
w reakcji degradacji ssDNA — 5uM
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Ryc. 13b. Spadek sygnatu fluorescencji w czasie reakcji degradacji oligo-poli(A)* katalizowanej
przez PNPaze H. pylori. Fluorescencj¢ monitorowano przez 30 minut (wzbudzenie 450 nm,
emisja 492 nm). W obecnos$ci enzymu w stezeniu 5 pM, odpowiadajacym warunkom stosowanym
w reakcjach polimeryzacji, obserwowano systematyczny spadek sygnatu fluorescencji, zgodny z
postepujaca degradacjg substratu. W prébce kontrolnej bez dodatku enzymu nie wykazano
istotnych zmian sygnatu w czasie. Przedstawiono $rednig + SD z trzech niezaleznych powtdrzen.
RFU - relatywna jednostka fluorescencji, PNPaza - fosforylaza polirybonukleotydowa, sSDNA —
jednoniciowy DNA, k- - kontrola ujemna (bez enzymu)

6.3.2 Aktywnos$é¢ polimeryzacyjna bialka PapS

Biatko H. pylori PapS zostato sklasyfikowane w bazie UniProt.com (UniProt: 025357
stan na czerwiec 2025) jako polimeraza(A) RNA, co sugeruje, ze posiada aktywnos$¢
dodawania reszt adenozynowych do 3’-konca odcinkéw RNA, natomiast opisana
aktywno§¢ nie zostala potwierdzona eksperymentalnie. W celu weryfikacji
tej aktywnos$ci, przeprowadzano test fluorymetryczny, podobny do testu badania
aktywnosci poliadenylacyjnej biatka PNP z modyfikacjami (opis metodyki podrozdziat
5.5.9). W kazdej reakcji dodawano ssRNA jako substrat, Thioflawine T jako znacznik
fluorescencyjny oraz ATP. Badano aktywnos$¢ biatka PapS w trzech réznych stezeniach
(25 puM, 5 pM, 10 uM). Kontrole negatywng reakcji stanowita proba bez enzymu.
Wyniki badania przedstawiono na rycinie 14. Pomiar fluorescencji prowadzono przez 30
minut w temperaturze 25°C. Dla probek z biatkiem PapS w st¢zeniu 1,5 uM fluorescencja

zmienita si¢ z 1 530 815 £ 244 118 do 1462 364 + 215 858 jednostek RFU, co wskazuje
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na nieistotny spadek sygnatu w czasie. W stezeniu 3 UM PapS, wartos¢ fluorescencji
wynosita poczatkowo 1874179 + 345909, a koncowo 1764483 + 306529 RFU,
natomiast w probkach zawierajgcych biatko o stezeniu 5 uM nastgpil nieistotny wzrost
fluorescencji z 2 063 081 + 209 924 RFU do 2 182 620 + 509 273 RFU. W przypadku
najwyzszego st¢zenia, 10 uM, odnotowano spadek z 2368059 + 1154495 RFU
do 2154418 +£928 750 RFU.

W Zadnym z testowanych stezen biatka PapS nie zaobserwowano narastania sygnatu
fluorescencji w czasie, ktore byloby charakterystyczne dla reakcji polimeryzacji. Sygnat
fluorescencji we wszystkich probach pozostawal wzglednie stabilny, z niewielkg
tendencja malejaca, niezaleznie od zastosowanego stezenia enzymu. Poziom sygnatu
fluorescencji w probach zawierajacych biatko PapS byt porownywalny z wartoscia
obserwowang w probie kontrolnej bez enzymu, co wskazuje na brak wykrywalnej

aktywnosci polimeryzacyjnej w zastosowanym uktadzie eksperymentalnym.

Efekt wzrostu fluorescencji zalezny od st¢Zenia bialka PapS
H. pylori w reakcji poliadenylacji ssRNA
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Ryc. 14. Brak narastania sygnatu fluorescencji w reakcji poliadenylacji ssSRNA katalizowane;j
przez biatko PapS H. pylori. Sygnat fluorescencji monitorowano przez 30 minut (ekscytacja 450
nm, emisja 492 nm). Zastosowanie trzech roznych stgzen enzymu (2,5 uM, 5 uM i 10 uM) nie
wykazalo zaleznos$ci kinetyki sygnahu fluorescencji od stezenia biatka. Przebieg reakcji w
obecnosci PapS byt pordéwnywalny z probg kontrolng bez enzymu. Przedstawiono $rednig = SD
z trzech niezaleznych powtorzen. RFU - relatywna jednostka fluorescencji, PapS - biatko PapS,
SSRNA - jednoniciowy RNA, k- - kontrola ujemna (bez enzymu)
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6.3.3 Aktywnos$¢ dodawania CCA do tRNA przez biatko PapS H. pylori

Produkty reakcji z substratami RNA CO-, C- i CC- analizowano w 15% zelu
denaturujacym poliakrylamidowym z mocznikiem (Ryc. 15). W prébach kontrolnych,
W ktorych nie dodano ani enzymu, ani nukleotydow, uzyskano wylacznie prazki
odpowiadajgce nienaruszonym substratom, co stanowito punkt odniesienia do dalszych
analiz. Szczegotowy opis metodyki znajduje si¢ w podrozdziale 5.5.15.

Analiza produktow reakcji w denaturujacym zelu UREA-PAGE wykazata, ze PapS
katalizuje dobudowe¢ konca 3’ tRNA zgodnie z oczekiwang, sekwencyjng $ciezka
C-C-A 1 wykazuje znaczacg specyficzno$¢ wzgledem rodzaju nukleotydu w mieszaninie
reakcyjnej. W obecnosci CTP obserwowano spowolnienie migracji substratow CO- i C,
odpowiadajace ich cytydylacji: wariant CO- ulegat wydtuzeniu do formy CC- (dwukrotne
wilgczenie C), natomiast wariant C- do formy CC- (jednokrotne wiaczenie C). Dla
substratu CC- sam CTP nie prowadzit do powstania dominujgcego produktu koncowego,
co potwierdza, ze etap adenylacji wymaga obecnos$ci ATP. Wyniki zaprezentowano na
rycinie 15.

W $rodowisku samego ATP zidentyfikowano wyrazne przesunigcie prazka dla substratu
CC-, zgodne z adenylacja 1 wytworzeniem konca CCA (CC- — +A). Dla substratow CO-
oraz C- nie obserwowano analogicznie jednoznacznego, dominujacego produktu
w warunkach z samym ATP, co wskazuje, ze wydajna konwersja tych form wymaga
wczesniejszej cytydylacji zaleznej od CTP. Najbardziej jednoznaczny obraz uzyskano
w reakcjach z ATP+CTP, w ktorych wszystkie trzy substraty byly przeksztalcane do
produktéw odpowiadajacych petnej lub brakujacej czgsci konca CCA: CO0- — +CCA, C-
— +CA, CC- — +A. Analogiczny, zwykle najsilniejszy efekt obserwowano po
zastosowaniu petnego zestawu NTP, gdzie dodatkowo pojawiaty si¢ stabsze prazki,
odzwierciedlajagce wolniej migrujace formy - interpretowane jako produkty
uboczne/heterogenne wynikajace z okazjonalnego nadwydtuzenia 3’ konca w warunkach
in vitro. Reakcje prowadzone w obecnosci wytacznie GTP lub UTP nie skutkowaly
zmiang mobilno$ci prazkow wzgledem prob kontrolnych, co wskazuje na brak ich

efektywnego wilaczania przez PapS w badanym uktadzie.
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Ryc. 15. Ocena aktywnosci dobudowy konca CCA przez biatko PapS z H. pylori. Substraty rybo-
oligonukleotydowe znakowane Cy5 (CO-, C-, CC-) inkubowano z biatkiem PapS w obecnosci
pojedynczych nukleotydéw lub ich mieszanin, a produkty reakcji rozdzielano w 15% denaturujacym
zelu UREA-PAGE i wizualizowano w kanale CyS5. Kolejno$¢ warunkow dla kazdego substratu: CTP,
ATP, GTP, UTP, ATP+CTP, ALL. CTP/ATP/GTP/UTP - rybonukleozydo-5'-trifosforany; ALL -
mieszanina NTP (ATP+CTP+GTP+UTP); UREA-PAGE - denaturujgca elektroforeza w zelu
poliakrylamidowym z mocznikiem; Cy5 - fluorofor. Zaznaczono produkty odpowiadajace
sekwencyjnej rekonstrukcji konca CCA: C0O- — +CCA, C- — +CA, CC- — +A.

6.3.4 Przesiewowe testy potencjalnych inhibitorow aktywnosci PNPazy

H. pylori

W celu identyfikacji potencjalnych inhibitoréw PNPazy H. pylori przeprowadzono
przesiewowy test enzymatyczny obejmujacy 8562 drobnoczasteczkowe zwigzki
chemiczne z  dostgpnej  komercyjnie  biblioteki  zwiazkow  bioaktywnych
MedChemExpress. W pierwszym etapie oceniano wyltacznie hamowanie aktywnosci
polimeryzacyjnej enzymu PNP w obecnosci kazdego zwiazku w st¢zeniu 100 uM. Po 30
minutach inkubacji rejestrowano sygnat fluorescencji, a uzyskane dane odnoszono
wzgledem warto$ci poczatkowej, zgodnie z opisang metodyka w podrozdziale 5.5.11.
Na podstawie przeprowadzonych obliczen wytoniono 192 zwigzki chemiczne, ktore
w stezeniu 100 uM powodowaly >90% zahamowanie aktywno$ci poliadenylacyjnej
PNPazy.

Nastepnie wyselekcjonowane zwigzki przetestowano ponownie w stezeniu 1 pM,
W identycznych warunkach reakcji 1 wedtug tego samego schematu normalizacji danych,
w celu identyfikacji inhibitorow zachowujacych aktywnos$¢ przy obnizonym stezeniu
jako potencjalnie bardziej efektywne. Do dalszeych badan zakwalifikowano zwigzki
chemiczne, ktore hamowaty aktywno$§¢ enzymatyczng biatka PNP w stopniu
nie mniejszym niz 51%. W tym etapie wybrano 26 zwiagzkow chemicznych.

Rownolegle przeprowadzono analogiczne testy ukierunkowane na aktywnos¢
degradacyjng PNPazy wobec produktu reakcji poliadenylacji, okreslanego jako oligo-
poli(A)*, co pozwolito na wytypowanie dodatkowych 38 zwigzkéw wykazujacych
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zahamowanie aktywnosci degradacyjnej PNPazy w stezeniu 1 uM, w stopniu
niemniejszym niz 51%.

Z uzyskanej puli zwigzkow wykluczono substancje wykazujgce potencjalnie nieswoisty
mechanizm dzialania, w szczegdlnosci te ktére wykazuja wlasciwosci interkalujace
z DNA lub RNA. W kolejnym etapie przeprowadzono test przesiewowy na catych
komorkach bakterii (ang. whole-cell screening), polegajacy na ocenie aktywnosci
przeciwbakteryjnej wytypowanych zwigzkéw wobec zywych komorek H. pylori
na podstawie wyznaczenia minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC). Testy prowadzono
w obecnosci 50 uM kazdego zwiazku, analizujagc wptyw na wzrost szczepu dzikiego H.
pylori G27 WT oraz szczepow H. pylori G27 Apnp i H. pylori G27 pnp++. W wyniku
tego etapu wyselekcjonowano 23 zwiazki wykazujace aktywno$¢ przeciwbakteryjng
wobec H. pylori, ktore skierowano do dalszych badan. Szczegdtowe wartosci MIC

przedstawiono w rozdziale 5.7.

6.4 Badanie oddzialywan miedzybialkowych

6.4.1 Charakterystyka sekwencji i domen bialka PapS H. pylori

W celu scharakteryzowania biatka PapS H. pylori (UniProt: 025357) oceniano sekwencji
aminokwasowej oraz przewidywanej struktury trzeciorzedowej z wykorzystaniem
narzedzia AlphaFold3. Uzyskany model strukturalny poddano nastgpnie analizie
W §rodowisku UCSF ChimeraX (wersja 1.10). W strukturze biatka PapS zidentyfikowano
konserwowany motyw EDXLR obejmujacy reszty E157, D158, L160 1 R161,
tj. odpowiednio glutaminian PROF., asparaginian (D), leucyn¢ (L) i argining PROF.
w pozycjach 157, 158, 160 i 161 sekwencji biatka. Motyw ten jest charakterystyczny
dla nukleotydylotransferaz klasy II i bierze udziat w koordynacji jonow metali
dwuwarto$§ciowych (Mg*, Mn*'), niezbgdnych do katalizy reakcji przylaczania
nukleotydéw do konca 3" RNA. Analogiczny motyw w wariancie EdxxR wystepuje
rowniez w poli(A) polimerazie I E. coli, co odzwierciedla wspolny rdzen katalityczny
enzymoOw nalezacych do tej samej nadrodziny. Jednoczes$nie obecno$¢ reszty leucyny
W pozycji 160 (L160) w biatku PapS odpowiada wzorcowi obserwowanemu w enzymach
typu CCA-dodajacemu (ang. CCA-adding enzyme) i moze mie¢ znaczenie dla stabilizacji
struktury centrum aktywnego oraz potencjalnych interakcji z substratem RNA.

Przeprowadzono porownawcze wyréwnanie sekwencji regionu zawierajacego motyw

EdxLR w biatku PapS H. pylori oraz odpowiadajacych fragmentéw enzymu CCA-
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dodajacego E. coli (UniProt: P06961) i poli(A) polimerazy I (pcnB) E. coli (UniProt:
POABF1), z wykorzystaniem narzedzia Clustal Omega (EMBL-EBI). Analiza wykazata
zachowanie kluczowych reszt kwasowych przy jednoczesnych roznicach w sekwencji
aminokwasowej otaczajacej rdzen katalityczny, co jest typowe dla enzymdw o wspdlnym

mechanizmie katalitycznym, lecz odmiennej specyficzno$ci funkcjonalnej (Ryc. 16)

PapS H. pylori P-FKGQNAIENQMIECVGEARLRFAEDALRILRSLRFSAT---LGFKIAPNTKEAVFAC- 187
CCA-adding E. coli P-YNGLGDLQN- - -RLLRHVSPAFAEDPLRYLRVARFAARYAHLGFRIADETLALMREMT 164
Papl E. coli pyvGGMKDLKDGVIRLIGNPETRYREDPVRMLRAVRFAAK- - - LGMRISPETAEPIPRL - 234

PapS H. pylori :ARLRF [LRSLRFSAT- - -LG 187
CCA-adding E. coli IVSPAFGEDPLRVLRVARFAARYAHLG 164
Papl E. coli IPETRY RMLRAVRFAAK---LG 234

Ryc. 16. Fragment porownawczego wyrownania sekwencji aminokwasowych biatka PapS H.
pylori, enzymu CCA-dodajacego E. coli oraz poli(A) polimerazy | (pcnB) E. coli, obejmujacy
region zawierajacy konserwowany motyw EdXLR/EdXxR. Zaznaczono kluczowe reszty kwasowe
motywu Katalitycznego, charakterystycznego dla nukleotydylotransferaz klasy Il. PapS - biatko
PapS; CCA-adding - enzym dobudowujacy koniec CCA tRNA (CCA-dodajacy) z E. coli; PAP |
- poli(A) polimeraza | E. coli

W modelu strukturalnym PapS H. pylori zaobserwowano rowniez krotka, elastyczng petle
zlokalizowang pomigdzy motywami A 1 B w domenie N-koncowe;j. Petla ta stanowi
istotny element aparatu katalitycznego nukleotydylotransferaz klasy Il i odgrywa
kluczowg role w selekcji nukleotydu oraz inkorporacji adenozyny w reakcjach
katalizowanych przez enzymy typu CCA-adding enzyme. Analogiczna petla wystepuje
zarowno w enzymach CCA-dodajacych, jak i w bakteryjnych poli(A) polimerazach,
co wskazuje na ich ewolucyjne i strukturalne pokrewienstwo [137]. Jednoczesnie analiza
przestrzennego utozenia motywu EdXLR, elastycznej petli oraz sgsiadujacych motywow
katalitycznych wykazata, Zze w biatku PapS ich wzajemna orientacja oraz dostepnos¢
W obrebie centrum katalitycznego sg bardziej zblizone do obserwowanych w enzymie
CCA-dodajacym E. coli niz w poli(A) polimerazie I, w ktorej motyw EdxXR jest inaczej

zorientowany i cze$ciowo przestonigty (Ryc.17).
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Bialko PapS H. pylori

Elastyczna petla

Elastyczna petla

Bialko Papl E. coli

Elastyczna petla ?

Ryc. 17. Poréwnanie struktury trzeciorzedowej biatka PapS H. pylori (A.) oraz enzyméw
referencyjnych E. coli (B.)

A. Model struktury trzeciorzedowej biatka PapS H. pylori (UniProt: 025357) wygenerowany
przy uzyciu narzgdzia AlphaFold3 i analizowany w $rodowisku UCSF ChimeraX. Zaznaczono
konserwowany motyw EdXLR (kolor niebieski), krotka elastyczng petle zlokalizowang pomigdzy
motywami A i B (kolor czerwony) oraz dodatkowe konserwowane motywy katalityczne A-E
charakterystyczne dla nukleotydylotransferaz klasy II. Przedstawione elementy ilustrujg ich
wzajemne utozenie przestrzenne w obrebie centrum katalitycznego.

B. Modele struktur trzeciorzgdowych enzymu CCA-dodajacego E. coli (UniProt: P06961) oraz
poli(A) polimerazy I (pcnB) E. coli (UniProt: POABF1), wygenerowane przy uzyciu AlphaFold3
i analizowane w $rodowisku UCSF ChimeraX. Zaznaczono motyw EdXLR/EdxxR (kolor
niebieski), elastyczng petle katalityczna (kolor czerwony) oraz konserwowane motywy A-E,
umozliwiajace bezposrednie pordéwnanie orientacji i dostepnosci elementow katalitycznych
pomiedzy enzymami o pokrewnej architekturze strukturalnej. PapS - biatko PapS; CCA-dodajacy
- enzym dobudowujacy koniec CCA tRNA E. coli; PAP | - poli(A) polimeraza | z E. coli;
EdXLR/EdxxR - konserwowany motyw katalityczny nukleotydylotransferaz klasy 11; UCSF
ChimeraX - srodowisko do wizualizacji i analizy struktur biatek.

W testach aktywnos$ci poliadenylacyjnej, prowadzonych w r6znych warunkach reakcji
(jony Mg** i Mn?*, obecnos$¢ PEG 8000, substraty ssDNA i1 ssRNA), nie zaobserwowano
wydtuzania tancucha poli(A). W odregbnych testach przeprowadzonych w ramach
niniejszej pracy doktorskiej wykazano natomiast zdolno$¢ biatka PapS do katalizowania

reakcji dodawania sekwencji CCA do substratow nasladujacych konce tRNA.

Dane wykorzystane w niniejszym podrozdziale zostaly uzyskane w ramach pracy

doktorskiej, a czes¢ wynikow zostata rownolegle wykorzystana w pracy licencjackie;j
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Pani Agaty Kreciejewskiej pt. “Decoding the role of Helicobacter pylori PapS Protein in
tRNA biogenesis: A potential target for novel Antimicrobial Strategies” (Hogeschool
Utrecht, Biologie & Medisch Laboratoriumonderzoek, Microbiologie; promotr:
W. Hendriksen; opiekun stazu: dr hab. P. Plocinski, prof. UL). Udziat A. Kreciejewskiej

mial charakter pomocniczy.

6.4.2 Termoforeza mikroskalarna

Analiza wynikéw termoforezy mikroskalarnej MST (ang. microscale thermophoresis)
wykazata zalezng od stezenia zmiang sygnatu fluorescencji, zgodna z mozliwym
oddzialywaniem biatka PapS z helikaza RhpA. Dos$wiadczenie przeprowadzono
z uzyciem fluorescencyjnie znakowanego biatka PapS (RED-NHS) w stezeniu 100 nM
oraz biatka RhpA w zakresie stezen od 0,153 nM do 5 uM.

Krzywa miareczkowania kompleksu PapS-RhpA (ryc. 18a) wykazywata przebieg
zblizony do sigmoidalnego, charakterystyczny dla reakcji zaleznych od stezenia
ligandu.W zakresie niskich stgzen RhpA (<107® M) sygnat znormalizowanej fluorescencji
(Fnorm) utrzymywat si¢ na wzglednie statym poziomie (~837,8%o). Wraz ze wzrostem
stezenia RhpA obserwowano stopniowy wzrost sygnalu, osiggajacy ~840,7%0 przy
stezeniu 5 uM. W zastosowanym zakresie stezen nie uzyskano jednoznacznie
zdefiniowanego plateau, co ogranicza precyzj¢ wyznaczenia parametrOw wigzania.
Dopasowanie danych do modelu interakcji 1:1 wykazato wartos¢ Kd = 4,53 + 10,56 uM,
przy amplitudzie zmiany sygnalu 2,94 oraz stosunku sygnatu do szumu (S/N) = 5,96.
Standardowy btad dopasowania regresji wynosit 0,53. Ze wzgledu na wysoka niepewno$¢
oszacowania Kd, wynik nalezy traktowac jako przyblizong ocene, wskazujgca na stabe,
przejsciowe oddziatywanie pomiedzy biatkami PapS i RhpA w zakresie mikromolowym.
Wykresy $ciezek czasowych (rys. 18b) dla wszystkich stezen RhpA wykazywaty typowy
przebieg odpowiedzi termoforetycznej: po fazie poczatkowej (0-1 s) nastepowat spadek
fluorescencji w strefie ,,goragcej” (4-5 s), a nastgpnie stabilizacja sygnatu. Ze wzgledu na
ograniczong stabilno$¢ preparatu biatkowego oraz koszty i ograniczenia dostepnosci
pomiarow ~ MST, nie przeprowadzono dodatkowych niezaleznych  serii
eksperymentalnych ponad wykonane powtoérzenia (3 powtorzenia biologiczne
i 3 techniczne). W konsekwencji, mimo obserwowanej zaleznosci sygnatu od stezenia
ligandu, oszacowanie Kd obarczone jest zwigkszong niepewnoscig i powinno by¢

traktowane jako warto$¢ przyblizona.
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Krzywa wigzania MST dla interakcji PapS—-RhpA
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Ryc. 18a. Krzywa termoforezy mikroskalarnej (MST) do badania interkacji biatek RhpA-PapS.
Analiza MST wykazata st¢zeniowo-zalezng zmiane sygnatu Fnorm dla uktadu PapS-RhpA.
Zmiana sygnatu byta nieistotna w poréwnaniu do rozrzutu pomiarowego, a W zastosowanym
zakresie stezen ligandu nie uzyskano jednoznacznie zdefiniowanego plateau, co ogranicza
precyzje oceny parametréw wigzania. Dopasowanie do modelu 1:1 dato wartos¢ Kd w zakresie
mikromolowym (Kd = 4,53 uM), jednak niepewnos¢ dopasowania byta wysoka (+ 10,56 pM),
dlatego wynik nalezy traktowaé jako przyblizong ocen¢ powinowactwa (apparent Kd),
wskazujaca na slabe, przejSciowe oddziatywanie biatko-biatko. PapS - biatko PapS, Rhpa -
Helikaza RhpA.
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Sciezki czasowe sygnalu MST dla interakcji PapS—RhpA

=
o
L=

1

0.85 =

Fluorescencja wzglgdna

0.80 4

0754

Czas eksperymentu [s]

Ryc. 18b. Sciezki czasowe sygnatu termoforezy mikroskalarnej (MST) dla oddziatywan biatek
PapS-RhpA. Na wykresie przedstawiono przebieg zmian fluorescencji wzglednej (F) w czasie dla
roznych stgzen ligandu (RhpA) w trakcie pomiaru MST. Niebieski pasek oznacza faze
poczatkowa pomiaru, w ktorej rejestrowana jest fluorescencja w warunkach bez ogrzewania
probki. Czerwony pasek wskazuje na moment wlaczenia podgrzewania wigzka promieniowania
podczerwonego, wywolujacego zjawisko termoforezy, a tym samym zmiane dystrybucji
czasteczek w ukladzie kapilarnym. Po wlaczeniu ogrzewania obserwuje si¢ charakterystyczny
spadek wartosci fluorescencji, ktdrego glebokos¢ i1 przebieg réznig si¢ w zaleznosci od stezenia
biatka RhpA, co odzwierciedla rézny stopien nasycenia kompleksu PapS-RhpA. Po etapie
nagrzewania, sygnat stabilizuje si¢ na nizszym poziomie, a w koncowym etapie rejestruje si¢
czgsciowy powrdt fluorescencji zwigzany z wyréwnaniem temperatury w kapilarach.
Powtarzalny ksztatt krzywych dla poszczegolnych stezen oraz niski poziom szumu tla wskazuja
na wysoka jako$¢ pomiaru. PapS - biatko PapS, Rhpa - Helikaza RhpA.
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6.5 Konstrukcja szczepow delecyjnych H. pylori dla bialek PNP, RhpA i PapS

oraz przywracanie genu pnp

W celu uzyskania mutantéw delecyjnych H. pylori przygotowano konstrukty delecyjne
obejmujace kasete opornosci na kanamycyn¢ oraz homologiczne regiony flankujace
docelowych gendéw. Prawidtowo$¢ amplifikacji poszczegolnych fragmentow

potwierdzono analizujac wyniki rozdziatu elektroforetycznego produktéw PCR.

Na Ryc. 19 przedstawiono produkty reakcji PCR obejmujace kaset¢ opornosci
na kanamycyne¢ (K) oraz rekombinowane fragmenty dla poszczegolnych konstruktow
delecyjnych. Otrzymano produkty o wielkosciach zgodnych z oczekiwanymi: Kaseta
opornosci - 830 pz; konstrukt KanaCass0247F/190RkanaCassR - 794 pz,; konstrukt
0247AF/0247KanaR - 800 pz; konstrukt KanaCass1213F/1213SelectionR - 850 pz;
konstrukt PNP FOR F11  1213/1213KanaR - 564 pz;  konstrukt
PapSFor1/0640KanaAdelR - 928 pz. Uzyskane fragmenty odpowiadaty przewidywanym

dlugo$ciom, co potwierdza poprawne przygotowanie rekombinowanych produktow PCR.
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Ryc. 19. Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji PCR. Uzyskany ograz ‘t;yi
podstawg analizy podczas przygotowania konstruktow rekombinacyjnych dla delecji genéw
H. pylori.
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Ryc. 20. Obraz rozdziatu elektroforetycznego konstruktéw rekombinacyjnych przygotowanych
metodg PCR z zachodzacymi na siebie fragmentami (z ang. overlap PCR) dla wybranych genéw
H. pylori. Widoczne sa produkty o oczekiwanych dlugosciach odpowiadajacych poszczegdlnym
genom: 1. pnp (hp_1213) ~2,5 kbp; 2. rhpA (hp_0247) ~2,4 kbp; 3. papS (hp_0640) ~2,3 kbp.
Uzyskane wielkosci fragmentow potwierdzaja poprawnos$¢ konstrukcji rekombinacyjnych
zawierajacych flankujace regiony gendw oraz kasete opornosci na kanamycyne.

Wielkos¢ uzyskanych fragmentow jest zgodna z przewidywang wielkoscia konstruktu
(flanki 5’ i 3> + kaseta kanR), co potwierdza poprawnos¢ zaprojektowanej reakcji (ryc.
20). Uzyskane produkty zostaty wykorzystane w transformacji naturalnej H. pylori w celu

przeprowadzenia wymiany allelicznej i otrzymania szczepow delecyjnych.
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Ryc. 21. Schemat przygotowania konstrukcji do inaktywacji genéw metoda overlap PCR oraz
oczekiwanej organizacji poszczegélnych gendéw po rekombinacji homologicznej w genomie
H. pylori.

(A) Projekt kasety delecyjnej dla genu pnp (hp_1213): dwa ramiona homologii (Flankal/Flanka?2)
flankujgce kasete opornosci na kanamycyne (kanR); zaznaczono startery uzyte do amplifikacji
fragmentdw.

(B) Analogiczny projekt kasety dla genu 105aps (hp_0640).

(C.1) Organizacja regionu chromosomalnego obejmujacego gen rhpA (hp_0247) w szczepie
H. pylori G27 WT oraz lokalizacja ramion homologii wykorzystywanych do przygotowania
konstruktu.

(C.2) Oczekiwany uktad locus po rekombinacji homologicznej: inaktywacja rhpA poprzez
insercje kasety kanR, prowadzaca do przerwania ciagtosci sekwencji kodujace;j.

Uzyskane wyniki potwierdzity poprawnos$¢ przygotowania konstrukcji delecyjnych
genow pnp, rhpA i paps (Ryc. 21). Analiza elektroforetyczna wykazata produkty
0 oczekiwanych dtugosciach zar6wno dla fragmentow posrednich, jak i dla pelnych,
zligowanych  konstruktow  rekombinacyjnych.  Zgodno$¢  wynikow  PCR
z zaprojektowanymi  mapami konstrukcji potwierdzita prawidtowos¢ klonowan
genetycznych, co umozliwito ich dalsze wykorzystanie w procesie transformacji H. pylori

w celu uzyskania mutantow delecyjnych.

W celu komplementacji delecji genu pnp (hp_1213) przygotowano konstrukty
genetyczne oparte na wektorze pUCI19, w ktorych umieszczono pelng sekwencje

kodujaca genu pnp umozliwiajgcego jego wytwarzanie jako biatka fuzyjnego z dodanym
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na C-koncu znacznikiem Strep-tag II. Uzyskany plazmid zostat zaprojektowany w taki
sposob, aby ulegal integracji do chromosomu H. pylori w obrebie tzw. strefy
plastycznosci, co pozwalato na stabilne wilgczenie genu i jego ekspresj¢ niezaleznie od
delecji natywnego locus. Uzyskany konstrukt zostal zweryfikowany poprzez trawienie
restrykcyjne enzymami Ndel/Bamhl a nastgpnie wykorzystany do transformacji
naturalnej szczepu H. pylori G27 Apnp. Dzigki temu uzyskano szczep komplementacyjny
(H. pylori G27 pnp++), w ktorym funkcjonalno$¢ genu zostata przywrdcona poprzez

integracje¢ konstruktu do chromosomu (Ryc. 22).
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Ryc. 22. Mapa plazmidu SLIC_PNP_HP_CtermStrepTag (8231 pz) wykorzystanego
do komplementacji delecji genu pnp w szczepie H. pylori G27 Apnp.

Plazmid zawiera pelng sekwencje¢ kodujacg genu pnp z dotgczonym na C-koncu znacznikiem
Strep-tag I, wklonowang do zmodyfikowanego wektora pUC19. Konstrukcja nie posiada
funkcjonalnego miejsca inicjacji replikacji w H. pylori, cowymusza jego integracje
z chromosomem bakterii. Stabilna integracja zachodzi na drodze rekombinacji homologicznej
W obrebie sekwencji homologicznej do regionu plastycznos$ci chromosomu H. pylori (0znaczonej
kolorem pomaranczowym), umozliwiajac konstytutywna ekspresj¢ genu pnp niezaleznie
od delecji natywnego locus.
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Ryc. 23. Obraz rozdziatu elektroforetycznego po trawieniu restrykcyjnym plazmidu
SLIC_ PNP_HP_ CtermStrepTag z uzyciem enzymow Ndel i BamHI. Po trawieniu uzyskano dwa
fragmenty o przewidywanych wielkosciach: ~6,9 kpz (szkielet plazmidu) oraz ~1,4 kpz (fragment
obejmujacy sekwencje genu pnp wraz z flankami). Widoczne na zelu dwa prazki (brzegowa
Sciezka po prawej stronie) odpowiadaja oczekiwanym produktom, co potwierdza poprawnos¢
przygotowanej konstrukcji plazmidowej.

Dodatkowo, obecnos$¢ biatka PNP w szczepie komplementacyjnym potwierdzono metoda
Western blotting z uzyciem przeciwcial anty-Strep-tag II. Sygnal immunoreaktywny
wykryto wylacznie w probkach pochodzacych ze szczepu H. pylori G27 Apnp++,
natomiast nie byt on obecny w szczepie delecyjnym Apnp, co potwierdza skuteczne

przywrocenie ekspresji genu pnp na poziomie biatka.

Ryc. 24. Obraz analizy Western blottingu potwierdzajacy ekspresj¢ biatka PNP-Strep-tag 1l
w szczepie komplementacyjnym H. pylori G27 Apnp++. Detekcje przeprowadzono z uzyciem
przeciwciat anty-Strep-tag Il. 1 - lizaty komdrkowe szczepu H. pylori G27 Apnp++ (Szczep
komplementacyjny); 2 - lizaty komoérkowe szczepu H. pylori G27 Apnp (mutant delecyjny).
Oznaczono pozycje markera masy czasteczkowej (~70 kDa). Sygnat immunoreaktywny
obserwowano wylacznie w probkach szczepu komplementacyjnego.
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6.6 Testy fenotypowe szczepu H. pylori G27 WT, Apnp oraz Apnp++

6.6.1 Ocena ruchliwosci

Zdolnos¢ ruchu szczepu H. pylori G27 WT, szczepu delecyjnego H. pylori G27 Apnp
oraz szczepu komplementacyjnego H. pylori G27 Apnp++ oceniano na poétptynnym
podtozu Brucella agar (0,35% agaru) z dodatkiem 10% FBS. Po 5 dniach inkubacji
w warunkach mikroaerofilnych w temperaturze 37°C, oceniano migracj¢ szczepOw
poprzez mierzenie dlugoSci strefy migracji z miejsca pierwotnej inokulacji. WyniKi
oznaczen przedstawiono na ryc. 25.

Szczep H. pylori G27 Apnp wykazywat istotnie obnizong ruchliwo$¢ wzglgdem szczepu
dzikiego WT, ze $rednia Srednicg strefy migracji wynoszacg 11,73 mm (wobec 39,07 mm
dla WT). Z kolei szczep H. pylori G27 Apnp++ wykazywal przywrocony fenotyp
ruchliwosci (srednio 41,00 mm), bez roznic istotnych w poréwnaniu do szczepu WT.
Dane zostaly poddane analizie statystycznej z zastosowaniem testu nested one-way
ANOVA, w obrgbie trzech niezaleznych powtérzen biologicznych (n = 3). Analiza
wykazata istotny efekt grupowy (p < 0,0001; F(2, 42) = 320,9), bez istotnych rdéznic
wewnatrz powtorzen biologicznych, co wskazuje na wysoka spdjnos¢ i1 powtarzalnosé
danych.

W celu identyfikacji réznic miedzy parami grup zastosowano test post-hoc Tukeya
z poprawka na wielokrotne poréwnania. R6znice pomiedzy H. pylori G27 WT a H. pylori
G27 Apnp oraz pomiedzy H. pylori G27 Apnp a H. pylori G27 Apnp++ okazaty si¢
statystycznie istotne (p < 0,0001), natomiast poréwnanie H. pylori G27 WT a H. pylori
G27 Apnp++ wykazato brak istotno$ci statystycznej (p = 0,3029), co moze wskazywac,
ze delecja genu pnp u H. pylori moze wplywaé nagatywnie na ruchliwos¢ tego

drobnoustroju.
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Poréwnanie ruchliwosci
szczepow H. pylori
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Ryc. 25. Poréwnanie zdolnosci tworzenia przedstawiajacy wyniki oceny ruchliwos¢ szczepow
H. pylori G27 WT, G27 Apnp oraz szczepu komplementacyjnego G27 Apnp++ na potptynnym
podtozu Brucella agar (0,35% agaru, 10% FBS) po 5 dniach inkubacji. Przedstawiono $rednie
srednice stref migracji (w mm) = SD. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomoca nested
one-way ANOVA z testem post-hoc Tukeya. Znak ,,****” oznacza p < 0,0001, ,,ns” - brak
istotnosci statystycznej (p > 0,05).

6.6.2 Ocena zdolno$ci tworzenia biofilmu

W celu oceny wplywu biatka PNP na zdolno$¢ do tworzenia biofilmu przez H. pylori,
porownywano fenotyp szczepu dzikiego H. pylori G27 WT, szczepu delecyjnego
H. pylori G27 Apnp oraz szczepu komplementacyjnego H. pylori G27 Apnp++ po 72
godzinach hodowli w obecnosci 10% FBS. llos¢ biofilmu oceniano metoda
spektrofotometryczng mierzac absorbancje po barwieniu fioletem krystalicznym, przy
dhugosci fali 600nm (metodyka opisana w podrozdziale 5.6.3). Dane poddawano analizie
statystycznej z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem
Tukeya jako analizg post-hoc.

Wyniki analizy ANOVA wykazaty istotne statystycznie réznice pomigdzy grupami
(F(2,21)=429,2; p<0,0001; R*=0,9761), co potwierdza silny wplyw obecnosci biatka
PNP na ilo$¢ wytwarzanego biofilmu. Testy Bartlett’a i Browna-Forsythe’a wykazaty
istotne r6znice wariancji miedzy grupami, ale ze wzgledu na zréwnowazong liczebnos¢
probek (n = 8 w kazdej grupie) 1 bardzo wysokie wartosci F, przeprowadzona analiza

zachowuje moc interpretacyjna.
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Szczep delecyjny H. pylori G27 Apnp wykazywat istotnie wyzszg zdolnos¢ tworzenia
biofilmu w poréwnaniu do szczepu dzikiego H. pylori G27 ($rednia r6znica: 0,2379; 95%
Cl: 0,2112-0,2645; p < 0,0001), co sugeruje, ze brak funkcjonalnego biatka PNP sprzyjat
formowaniu biofilmu przez te bakterie. Szczep komplementarny G27 Apnp++
charakteryzowal si¢ istotnie znaczaco nizsza zdolno$cig tworzenia biofilmu w tych
samych warunkach w poréwnaniu do szczepu delecyjnego H. pylori G27 Apnp (r6znica:
0,2907; 95% CI: 0,2641-0,3174; p < 0,0001). Réznica pomiedzy szczepem dzikim
a szczepem z przywrocong ekspresja biatka PNP, byla istotna statystycznie (rdznica:
0,05286; 95% CI: 0,0262-0,0795; p = 0,0001).

Poréwnanie zdolnoSci tworzenia biofilmu przez szczepy
H. pylori G27 WT, G27Apnp oraz G27Apnp++

po 72 godzinach inkubacji
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Ryc. 26. Poréwnanie zdolnosci tworzenia biofilmu przez szczepy H. pylori G27, H. pylori G27
Apnp i H. pylori G27 Apnp++ po 72 godzinach w tescie z fioletem krystalicznym. Efektywnos¢
tworzenia biofilmu okreslono na podstawie pomiaru absorbancji przy 600 nm po barwieniu
fioletem krystalicznym. Przedstawiono srednie + SEM. R6znice migdzy grupami oceniono testem
ANOVA 7 testem post-hoc Tukeya. **** p < 0,0001. WTG27 - Szczep dziki H. pylori, G27Apnp
- szczep delecyjny genu pnp H. pylori, G27Apnp+++ - szczep komplementacyjny H. pylori genu

pnp H. pylori,
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6.6.3 Ocena aktywnosci katalazy

Oceniano aktywno$¢ wewnatrzkomorkowej katalazy H. pylori, w lizatach szczepow
H. pylori G27 WT, H. pylori G27 Apnp oraz H. pylori G27 Apnp++ (metodyka opisana
w podrozdziale 5.6.4.), na podstawie rozktadu H.O2 wg. nastgpujacej reakcji:

2HO0———— 2 HO0+ 02
katalaza

W celu ilosciowe]j oceny aktywnosci katalazy w szczepach H. pylori przeprowadzono

analize obejmujaca:

A. Oceng obszaru pod krzywa AUC (ang. Area under the curve) jako miara ilosci
H20: w czasie trwania eksperymentu. Obszar AUC wyrazany jest w jednostkach
absorbancji pomnozonych przez czas (AU"s, gdzie AU = jednostka absorbanciji,

s = sekundy). Nizsze wartosci AUC wskazuja na szybszy i skuteczniejszy rozktad
nadtlenku wodoru.

B. Ocena poczatkowego tempa reakcji enzymatycznej (nachylenia krzywej
w pierwszych 60 s trwania reakcji, reprezentujacy tempo reakcji - im bardziej
ujemna wartos$¢, tym szybszy rozktad H.O-, hachylenie wyrazane jest w AU/s.).

C. Oceng czasu potowicznego rozktadu H20: (t1/2) (czas potrzebny do redukcji H20:
o potowe). Wartosci reprezentuja Srednie z pigciu niezaleznych powtdrzen

biologicznych (n = 5) wraz z odchyleniem standardowym.

Wyniki z testu oceny aktywnosci katalazy badanych szczepdw przedstawiono na ryc. 27
oraz w tabeli 6. Dla szczepu dzikiego H. pylori G27 WT wykazano najnizsza wartos¢
AUC ($rednio ~69 AU-s), co $wiadczy o efektywnym i szybkim rozktadzie H.O.. Dla
szczepu delecyjnego H. pylori G27 Apnp wykazano znacznie wyzszg AUC (~221 AU's),
co wskazuje stabszg aktywnos¢ enzymatyczna katalazy tego szczepu. W badaniu szczepu
komplementacyjnego H. pylori G27 Apnp++ wykazano warto$ci posrednie (~92 AU"s),
co sugeruje czgsciowe odzyskanie aktywnos$ci enzymatycznej po przywroceniu ekspresji
genu PNPazy. Analizujac nachylenia krzywych wykazano, dla szczepéw H. pylori G27
WT oraz H. pylori G27 WT Apnp++ ujemne wartosci poczatkowego nachylenia krzywej,
odzwierciedlajace szybki spadek ilosci H-O2 w ciggu pierwszych 60 sekund, co swiadczy
o rozktadzie H20». Dla szczepu H. pylori G27 Apnp oraz kontroli ujemnej (H20: bez

dodatku enzymu) nachylenie krzywej byto bliskie zeru lub przyjmowato wartosci
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dodatnie, co potwierdza brak aktywnos$ci katalazy. Czas polowicznego rozktadu H-O:
(t:1/2) wynosit $rednio 83 s dla szczepu G27 WT oraz 57 s dla G27 Apnp++. W przypadku
szczepu H. pylori G27 Apnp oraz kontroli ujemnej, nie zaobserwowano spadku ponizej

polowy wartosci poczatkowe;.

Wyniki zostaty poddane analizie statystycznej w teScie ANOVA, oraz Kruskala-Wallisa.
Analizy wykazaly istotne réznice pomiedzy grupami dla AUC (p < 0,00000000006;
p =~ 0,0188) oraz nachylenia (p = 0,000007; p = 0,0188). Obserwowane zmiany sugeruja,

ze obecno$¢ PNPazy moze posrednio warunkowac¢ aktywnos¢ katalazy.

Rozklad H,0, przez wewnatrzkomérkowsg
katalaze H. pylori G27

1.2+

- H. pylori G2TWT
= H. pylori G27 Apnp
= H. pylori G27 Apnp++

== Kontrola ujemna

Absorbancja (240nm)

Ryc. 27. Rozktad H20: przez wewnatrzkomorkowa katalaze H. pylori:(1LA) Szczep dziki H. pylori
G27 WT; (1B) szczep komplementacyjny G27 Apnp++; (1C) szczep delecyjny G27 Apnp; (1D)
kontrola negatywna (H-0: bez dodatku lizatu komérkowego). Przedstawiono zmiany absorbancji
H20: przy 240 nm w czasie reakcji. Dane przedstawiono jako $rednia + SD z pigciu niezaleznych
powtorzen biologicznych (n = 5). Kontrola ujemna - proba bez dodatku lizatu.
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Tabela 6. Zestawienie parametrow Kinetycznych reakcji dysmutacji nadtlenku wodoru
przez katalaze szczepow H. pylori (G27 WT, Apnp, Apnp++).

Grupa AUC (AU-s) Nachylenie SD Nachylenia  ti/2 (s)
+-SD AUC (AU/s)
H. pylori G27
69 +-5 -0.0043 0.0005 83.0
WT
H. pylori G27
221 +- 12 0.0001 0.0003
Apnp
H. pylori G27
92 +-7 -0.0028 0.0004 57.0
Apnp++

W tabeli rzedstawiono wartosci pola pod krzywa (AUC, AUX s), nachylenie poczatkowe krzywe;j
(AU/s), oraz wyliczony czas potowicznego rozkladu H-O: (ti/2, w sekundach). Dane pochodza
ze $rednich z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych. WT - szczep dziki, H. pylori G27;
Apnp - szczep H. pylori G27 z delecja genu pnp, Apnp++ - szczep komplementacyjny (Apnp
z przywrocong ekspresja genu pnp). AUC (area under the curve) - pole pod krzywa wyrazone w
AU-s, gdzie AU (arbitrary units) oznacza jednostki umowne sygnatu; AU/s - jednostka nachylenia
(jednostki umowne na sekundg). SD (standard deviation) - odchylenie standardowe; ti/> - czas
polowicznego rozktadu H20: (s).

6.6.4 Analiza kinetyczna aktywnosci ureazy szczepow H. pylori

W celu oceny wpltywu delecji genu pnp na aktywnos¢ ureazy H. pylori przeprowadzono
pomiar Kinetyki wytwarzania ureazy przez szczepy H. pylori G27 WT, H. pylori G27
Apnp oraz szczep komplementacyjny H. pylori G27 Apnp++. Reakcje inicjowano przez
dodanie mocznika (substratu ureazy) do mieszaniny reakcyjnej, a postep hydrolizy
mocznika monitorowano posrednio na podstawie zmian pH rejestrowanych jako zmiana
ODsso. Aktywno$¢ enzymatyczna byta mierzona spektrofotometrycznie przy dlugosci fali
560 nm (ODse0), w 5 minutowych interwatach przez 200 minut, co odpowiada jednemu
podziatlowi komorki H. pylori (+-180 min.). Szczegélowa metodyka zostata opisana
w podrozdziale 5.6.5.

Uzyskane dane umozliwily przeprowadzenie iloSciowych poréwnan pomigdzy
aktywnoscig ureazy badanych szczepow w zakresie: A) catkowitej aktywnosci enzymu
(AUC), B) szybkosci poczatkowej reakcji, C) maksymalnej aktywnosci enzymu
(szczytowy pomiar OD). Wyniki przedstawino w tabeli nr. 7, oraz na rycinie 28.

W pierwszym etapie obliczono pole pod krzywa (AUC) dla kazdej serii pomiarowe;j,
przyjmujac lini¢ bazowa na poziomie Y = 0. Analiz¢ przeprowadzono dla pigciu
niezaleznych powtorzen biologicznych dla kazdego szczepu. Srednia warto$é AUC dla
szczepu H. pylori G27 WT wynosita 61,20 + 0,25, natomiast dla szczepu H. pylori Apnp

27,88 + 0,18, co stanowilo ok. 45% aktywnoS$ci ureazy szczepu dzikiego. Dla szczepu
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komplementacyjnego H. pylori G27 pnp++ osiggat $rednig wartos¢ AUC wynoszaca
60,97 £ 0,14. Jednoczynnikowa analiza wariancji (one-way ANOVA) wykazala istotne
statystycznie roznice miedzy grupami (F(2,12) = 991,5, p < 0,0001). Analiza
z wykorzystaniem post-hoc Tukeya wykazala, ze r6znice pomiedzy H. pylori G27 Apnp
a pozostalymi szczepami H. pylori byly istotne statystycznie (p < 0,0001), natomiast
zaobserwowano brak istotnych statystycznie réznic pomiedzy szczepami H. pylori G27
pnp++ a H. pylori G27 WT (p = 0,9616).

Zaobserwowano, ze szczep H. pylori G27 Apnp wykazywal wolniejsze tempo wzrostu
aktywnosci enzymatycznej w porownaniu do H. pylori G27 WT i H. pylori G27 pnp++.
Analiza szybko$ci poczatkowej reakcji wykazata, ze wartosci nachylenia krzywych
wynosity odpowiednio: 0,0009009 OD/min dla szczepu H. pylori G27 WT; 0,0003405
OD/min dla H. pylori G27 Apnp oraz 0,0009000 OD/min dla H. pylori G27 pnp++.
Wspotczynnik determinacji (R?) przekraczat 0,87 dla wszystkich krzywych, co §wiadczy
0 bardzo dobrym dopasowaniu regresji liniowej. Statystyczna analiza poréwnawcza
nachylen wykazata istotne réznice pomiedzy szczepami (F(2,189) = 128,9, p < 0,0001).
Maksymalna aktywno$¢ ureazy uzyskana dla szczepow H. pylori G27 WT, H. pylori G27
H. pylori G27 pnp++ wynosity odpowiednio 0,591510,5911, a dla szczepu H. pylori G27
Apnp 0,3073, co odpowiada ok. 52% maksymalnej aktywno$ci obserwowanej u szczepu

WT. Wszystkie szczepy osiagaty maksymalng aktywno$¢ po 200 minutach inkubacji.

Tabela 7. Zestawienie parametrow reakcji enzymatycznej ureazy dla trzech szczepow
Helicobacter pylori (G27 WT, Apnp oraz Apnp++), uzyskanych na podstawie analizy
Kinetyki reakcji barwnej z mocznikiem i odczynnikiem fenol-czerwien tymolowa (ODseo).

95%  95%

Szczep AUC  AUC (S):thl:(’)svcva - w'\:z);sc ct cl
H.pylori  (érednia) (SEM) P rezkcji Obseo  AUC AUC
(min)  (max)
G271 WT 61.2 0.2509  0.0009009 0.9061 05915 60.71 617
G27Apnp 27.88  0.1804  0.0003405 0.8746 0.3073 2753 28.24

G27Apnp++ 60.97 0.1446 0.0009 0.9392 05911 60.69 61.25

Podano wartos$ci pola pod krzywa (AUC, $rednia), bledu standardowego sredniej (SEM),
szybkosci poczatkowej reakcji (nachylenie krzywej), wspotczynnika determinacji dopasowania
krzywej (R?), maksymalnej zmierzonej wartosci absorbancji (OD560), oraz przedzialow ufnosci
95% (CI) dla AUC. Dane pochodza ze $rednich z co najmniej trzech niezaleznych powtorzen
biologicznych.
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AktywnoS$¢ ureazy szczepoéw H. pylori oceniana
na podstawie alkalizacji podloza Stuart’s Broth z czerwienia fenolowa

— H. pylori WT G27
— H. pylori G27 Apnp
— H. pylori G27 Apnp++

OD 560 nm

0.0 T T 1 1
0 50 100 150 200

Czas [min]

Ryc. 28. Aktywno$¢ ureazy szczepdéw H. pylori oceniana na podstawie alkalizacji podtoza
Stuart’s Broth z czerwienig fenolowa. Na wykresie przedstawiono przebieg reakcji
enzymatycznej mierzonej metoda spektrofotometryczng (ODseo nm) dla szczepdéw H. pylori G27
WT, Apnp oraz Apnp++ podczas 200 minut inkubacji w podtozu Stuart’s Broth zawierajagcym
mocznik i czerwien fenolowa jako wskaznik pH. Punkty na krzywych przedstawiaja $rednie
Z pigciu niezaleznych pomiaroéw biologicznych + SD. Dla lepszej czytelnosci, dane dla szczepu
Apnp++ zostaty graficznie przesunigte o +10 min na osi X. WT - szczep dziki (wild type)
H. pylori G27; Apnp - szczep H. pylori G27 z delecja genu pnp; Apnp++ - szczep
komplementacyjny (Apnp z przywrocong ekspresja genu pnp); ODsgo - gestos¢ optyczna mierzona
przy 560 nm; SD - odchylenie standardowe.

6.6.5 Czas generacji szczepow H. pylori w 37°C

W celu oceny wplywu delecji genu pnp na tempo wzrostu H. pylori, mierzono czas
generacji trzech szczepéw: H. pylori G27 WT, H. pylori Apnp oraz H. pylori Apnp++
poprzez pomiar zmetnienia podltoza (OD=600nm) Brucella Broth+10% FBS
w warunkach mikroaerofilnych w 37°C z cigglym wytrzgsaniem (metodyka opisana
w rozdziale 4.1.2). Analiza statystyczna zostata przeprowadzona na podstawie danych
uzyskanych z fazy logarytmicznej wzrostu (czas pomiedzy 3 a 7 godzing hodowli),
w ktorej wzrost bakterii przebiegal w sposob wyktadniczy (R? > 0,98)(Ryc. 29).
Dlakazdego powtérzenia biologicznego wartosci ODesoo zostaly przeksztalcone
do logarytmu naturalnego (In OD), a nastepnie wykorzystane do dopasowania funkcji
liniowe] opisujacej zalezno$¢ In OD od czasu w zakresie fazy logarytmiczne;j.
Na podstawie nachylenia tej funkcji, obliczono czas potrzebny do podwojenia liczby

komorek (Td) wedtug wzoru:

In(2) 0.693
nachylenie krzywej - nachylenie krzywej

Czas generacji =
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Krzywa wzrostu H. pylori w 37°C
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Ryc. 29. Krzywa wzrostu szczepow H. pylori G27 WT, Apnp i pnp++ w temperaturze 37°C.
Bakterie hodowano w pozywce Brucella z 10% FBS z wytrzagsaniem. OD600 mierzono
co godzing przez 8 godzin. Dane przedstawiajg $rednie £ SD z trzech niezaleznych hodowli
biologicznych. WT - szczep dziki (wild type) Helicobacter pylori G27; Apnp - szczep H. pylori
G27 z delecja genu pnp; Apnp++ - szczep komplementacyjny (Apnp z przywrocong ekspresja
genu pnp); ODew - gestos¢ optyczna mierzona przy 600 nm; SD - odchylenie standardowe;
g - godziny.

Sredni czas podziatu komérkowego w 37°C szczepu H. pylori G27 WT wyniost 2,83 +
0,26 godziny, natomiast szczepu delecyjnego H. pylori G27 Apnp byt istotnie dtuzszy
i wynosit 4,58 + 0,48 godziny. Tempo podziatlu w szczepie G27 Apnp++
z komplementacyjnym genem pnp byto podobne do czasu generacji szczepu dziekiego
WT (2,84 + 0,14 godziny). Jednoczynnikowa analiza wariancji (one-way ANOVA)
wykazata istotne statystycznie roznice pomigdzy szczepami (F(2,6) = 7,06; p = 0,0265).
Wykazano, ze brak genu pnp prowadzi do wyraznego spowolnienia tempa podziatow
komdrkowych, natomiast jego komplementacja przywraca wyjsciowe tempo podziatu.
Efekt ten potwierdza rol¢ PNPazy w regulacji dynamiki wzrostu H. pylori w warunkach
standardowej hodowli in vitro.

W temperaturze 39°C $redni czas podziatu szczepu dzikiego WT wyniost 2,80 + 0,18
godziny, podczas gdy szczepu delecyjnego H. pylori G27 Apnp 4,30 + 0,17 godziny.
W przypadku szczepu komplementacyjnego (G27 Apnp++), czas podziatu wyniost 2,96
+ 0,14 godziny, co wskazuje na przywrocenie fenotypu zblizonego do szczepu WT.
Jednoczynnikowa analiza wariancji (one-way ANOVA) wykazala istotne statystycznie
roznice pomiedzy badanymi grupami (F(2,6) = 78,95; p = 4,91 x 10°%). Wyniki
zaprezentowano na ryc. 30.

116



Krzywa wzrostu H. pylori w 39°C
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Ryc. 30. Krzywa wzrostu szczepow H. pylori G27 WT, Apnp i Apnp++ w temperaturze 39°C.
Bakterie hodowano bulionie Brucella z 10% FBS z wytrzasaniem. OD600 mierzono co godzing
przez 8 godzin. Dane przedstawiajg $rednie + SD z trzech niezaleznych hodowli biologicznych.
WT - szczep dziki; Apnp - szczep delecyjny genu pnp; Apnp++ - szczep komplementacyjny
(z przywrdcong ekspresja pnp); ODsoo - absorbancja przy 600 nm; SD - odchylenie standardowe;
g - godziny.

6.6.6 Przezywalno$¢ szczepow H. pylori w 4°C

Po przeprowadzonej ocenie przezywalnosci trzech szczepow H. pylori G27 WT, H. pylori
G27 Apnp oraz H. pylori G27 Apnp++, wykazano stopniowy spadek liczby komorek
zdolnych do tworzenia kolonii (CFU/mI) w trakcie inkubacji w 4°C (Ryc. 31) Najwigksze
zmiany obserwowano w ciggu pierwszych trzech dni, w ktorych liczba zywych komorek
w przypadku szczepu H. pylori G27 Apnp spadta ponizej 10° CFU/ml, podczas gdy liczba
komérek szczepu dzikiego H. pylori G27 WT oraz szczepu komplementacyjnego
H. pylori G27 Apnp++ wynosita 10” CFU/ml.

Po 7 dniach inkubacji przezywalno$¢ szczepu H. pylori G27 Apnp spadia do granicy
wykrywalnosci metody, natomiast po 14 dniach hodowli liczba CFU/ml byla ponize;j
progu detekcji metody. W tym samym czasie liczba komorek szczepu H. pylori G27 WT
utrzymywala si¢ na poziomie 10* CFU/ml, natomiast szczepu komplementacyjnego
H. pylori G27 Apnp++ na poziomie okoto 10°> CFU/ml. Analiza wynikow wykazata,
ze delecja genu pnp skutkuje ograniczeniem podziatlow H. pylori przetrwania w niskiej
temperaturze 4°C. Zaobserwowano rowniez, ze komplementacja genu pnp prowadzi
do istotnej poprawy przezywalno$ci w poroéwnaniu do szczepu delecyjnego, jednak nie
przywraca jej w petni do poziomu obserwowanego dla szczepu dzikiego.

W celu ilo$ciowej oceny obserwowanych roznic dane dotyczace liczby CFU/ml zostaty

przeksztalcone do logarytmu dziesietnego (logio CFU/ml) 1 poddane analizie
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statystycznej z uwzglednieniem trzech niezaleznych powtdérzen biologicznych
dla kazdego szczepu i punktu czasowego. Wartosci rowne zeru, odpowiadajgce brakowi
kolonii, zastgpiono wartoscig granicy detekcji metody. Istotno$¢ statystyczng roznic
pomiedzy szczepami w poszczeg6lnych punktach czasowych oznaczono na wykresie
przy uzyciu symboli gwiazdek. Dwuczynnikowa analiza wariancji (two-way ANOVA)
wykazata istotny statystycznie wplyw zarowno czasu inkubacji (p = 3,2 x 1072%),
jak i rodzaju szczepu (p = 3,2 x 10'), a takze istotng zalezno$¢ pomig¢dzy tymi
czynnikami (p= 3,8 x 107'"). Brak genu pnp skutkuje catkowitym zahamowaniem

wzrostu H. pylori w 4°C.

Przezywalnos¢ szczepow H. pylori w 4°C

1010 -
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0 3 6 9 12 15
liczba dni inkubacji w 4°C

Ryc. 31. Przezywalno$¢ szczepow H. pylori G27 WT, Apnp oraz Apnp++ podczas inkubacji
w 4°C. Probki pobierano w dniach 0, 3, 7 i 14, a nastgpnie wysiewano dziesi¢ciokrotne
rozcienczenia hodowliu na podtozu GC agar z dodatkiem 10% FBS i oceniano liczbg jednostek
tworzacych kolonie (CFU/ml). Warto$ci przedstawiono jako $rednig + SD z trzech niezaleznych
powtorzen biologicznych. Przerywana linia oznacza granice detekcji metody (1 CFU/ml);
warto$ci ponizej tej granicy interpretowano jako brak wykrywalnych jednostek tworzacych
kolonie. Dane przedstawiono w skali logarytmicznej (logie CFU/ml). Istotno$¢ statystyczng
réznic pomigdzy szczepami w poszczegélnych punktach czasowych oceniano za pomoca
dwuczynnikowej analizy wariancji (two-way ANOVA) z testem post hoc Dunnetta, poréwnujac
szczepy mutantowe do szczepu WT; gwiazdki oznaczajg istotno$¢ statystyczng (p < 0,05; ****
p < 0,0001). WT - szczep dziki, Apnp - szczep delecyjny genu pnp, pnp++ (Apnp++) - szczep
komplementacyjny (z przywrocona ekspresja pnp); CFU/ml - jednostki tworzace kolonie
na mililitr; SD - odchylenie standardowe; FBS - surowica ptodéw bydlecych.
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6.6.7 Wrazliwos¢ badanych szczepéw H. pylori na wybrane czynniki
genotoksyczne i antybiotyki

W celu oceny wpltywu funkcjonalnego genu pnp na wrazliwos¢ H. pylori wobec
czynnikdéw stresogennych i mutagennych, przeprowadzano test oceny wrazliwosci
szczepOw metodg dyfuzyjno-krazkowa =z uzyciem nast¢pujagcych zwigzkow
chemicznych: nadtlenku wodoru (H202), chloramfenikolu, ciprofloksacyny, N-tlenku
4- nitrochinoliny (4NQO) oraz 9-aminoakrydyny (9AAC). Pomiary stref zahamowania
wzrostu przeprowadzano dla trzech szczepdw H. pylori: H. pylori G27 WT, H. pylori
G27 Apnp oraz H. pylori G27 Apnp++ w trzech niezaleznych powtorzeniach

biologicznych (metodyka opisana w podrozdziale 5.6.7).

Dla nadtlenku wodoru (H20:, 88,2 umol/krazek), strefa zahamowania wzrostu wynosita
$rednio 23 mm dla szczepu H. pylori G27 WT, 32 mm dla szczepu H. pylori G27 Apnp,
oraz 20 mm dla szczepu H. pylori G27 Apnp++ (tabela 8) W przypadku chloramfenikolu
(100 pg/krazek), srednie strefy zahamowania wzrostu wynosity, odpowiednio 60 mm dla
H. pylori G27 WT, 73 mm dla H. pylori G27 Apnp oraz 61 mm dla H. pylori G27 Apnp++.
Dla ciprofloksacyny (100 pg/krazek), $rednie strefy zahamowania, wnosity 64 mm dla
H. pylori G27 WT, 81 mm dla H. pylori G27 Apnp, oraz 80 mm dla H. pylori G27
Apnp++. Dla zwigzku genotoksycznego 4NQO (500 pg/krazek), zaobserowowano
niewielkie roznice pomiedzy strefami zahamowania wzrostu pomiedzy szczepami.
Dla szczepu H. pylori G27 WT byto to 79 mm, dla H. pylori G27 Apnp strefa wynosita
81 mm natomiast dla szczepu H. pylori G27 Apnp++ strefa wynosita 80 mm.
W przypadku 9-aminoakrydyny (9AAC, 500 pg/krazek), strefy zahamowania wzrostu
wynosity 61 mm dla H. pylori G27 WT, 29 mm dla H. pylori G27 Apnp, oraz 63 mm dla
H. pylori G27 Apnp++. Wszystkie opisane dane zostaty przedstawione w tabeli nr. 8

i na rycinie 32.
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Tabela 8. Srednie strefy zahamowania wzrostu szczepow H. pylori G27
w zmodyfikowanym teécie dyfuzyjno-krazkowym
Strefa zahamowania wzrostu (mm) H.

pylori
Zwiazek G27 WT G27 Apnp Apnp++
(stezenie na krazek)

Nadtlenek wodoru (H20-, 88,2 umol) 23 32 20
Chloramfenikol (100 pg) 60 73 61
Ciprofloksacyna (100 pg) 64 81 80
4-nitrochinolina-N-tlenek (4NQO, 500 79 81 80
Hg)

9-aminoakrydyna (9AAC, 500 ug) 61 29 63

Srednie strefy zahamowania wzrostu szczepoéw H. pylori G27 WT,
Apnp i Apnp++ w odpowiedzi na wybrane czynniki genotoksyczne
i antybiotyki w teScie dyfuzyjno-krazkowym
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Ryc. 32. Wrazliwos¢ szczepow Helicobacter pylori G27 WT, Apnp oraz Apnp++ na wybrane
czynniki genotoksyczne i antybiotyki. Strefy zahamowania wzrostu [mm] okreslono w tescie
dyfuzyjno-krazkowym po aplikacji: nadtlenku wodoru (H:0., 88,2 umol/krazek),
chloramfenikolu (100 pg/krazek), ciprofloksacyny (100 ng/krazek), N-tlenku 4-nitrochinoliny
(4NQO, 500 pg/krazek) oraz 9-aminoakrydyny (9AAC, 500 ug/krazek). Test dyfuzyjno-
krazkowy miat charakter porownawczy a kazdy krazek aplikowano na osobnej szalce Petriego.
Dane przedstawiajg srednie z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych + SD. WT - szczep
dziki, Apnp - szczep delecyjny genu pnp, Apnp++ - szczep komplementacyjny (z przywrdcong
ekspresja pnp); H20: - nadtlenek wodoru; 4NQO - N-tlenek 4-nitrochinoliny, 9AAC -
9-aminoakrydyna, SD - odchylenie standardowe, pumol/krazek i pg/krazek - ilo$¢ zwiazku
naniesiona na krazek.
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6.6.8 Przezywalno$¢ szczepow H. pylori po ekspozycji na promieniowanie
UV C-254 nm

W celu oceny wrazliwosci trzech szczepow H. pylori G27 WT, H. pylori G27 Apnp oraz
H. pylori G27 Apnp++ na dziatanie promieniowania UV-C (254 nm), analizowano
zmiany w liczbie jednostek tworzacych kolonie (CFU/ml) po 72 gozinach od ekspozycji
na promieniowanie w dawkach 5, 10 oraz 20 J/m?, a nastepnie po inkubacji przez 72 h.
Uzyskane wyniki porownywano z hodowla kontrolng bez ekspozycji na promieniowanie
(0 J/m?) (Ryc. 33) ..

Dla szczepu H. pylori G27 WT S$rednia liczba bakterii w hodowli kontrolnej wynosita
2,85 x 108 CFU/ml. Ekspozycja na dawke 5 J/m? powodowata spadek liczby CFU/ml do
1,54 x 108, co odpowiadato redukcji przezywalnosci o okoto 46% wzgledem kontroli.
Przy dawce 10 J/m? liczba komorek obnizata si¢ do 7,77 x 107 CFU/ml (redukcja o 73%),
natomiast przy dawce 20 J/m? obserwowano spadek liczby kolonii do 1,52 x 107 CFU/ml,
co odpowiadato redukcji 0 94,7% wzgledem warto$ci poczatkowej.

W przypadku szczepu H. pylori G27 Apnp liczba CFU/ml w kontroli wynosita 7,45 x 107,
Po ekspozycji na promieniowanie w dawce 5 J/m? liczba zywych bakterii spadata do 2,36
x 107 CFU/ml, co stanowito redukcj¢ przezywalnosci o 68% wzgledem kontroli. Dawka
10 J/m? powodowata dalsze obnizenie liczby CFU/ml do 1,38 x 107 (spadek o 81%)),
natomiast przy dawce 20 J/m? liczba bakterii wynosita 2,96 x 10° CFU/ml,
co odpowiadato redukcji przezywalnosci o 96%.

Dla szczepu komplementacyjnego H. pylori G27 Apnp++ poczatkowa liczba bakterii
przed ekspozycja na promieniowanie UV-C wynosita 3,16 x 108 CFU/ml. Ekspozycja na
dawke promieniowania 5 J/m? powodowata spadek przezywalnosci do 1,44 x 108 CFU/ml
(redukcja o 54%). Przy dawce 10 J/m? liczba CFU/ml wynosita 6,46 x 107 (spadek
0 79%), natomiast przy najwyzszej dawce 20 J/m? obserwowano obnizenie liczby bakterii
do 3,79 x 107 CFU/ml, co odpowiadato redukcji przezywalnosci o 88%.
Dwuczynnikowa analiza wariancji (two-way ANOVA) wykazata, ze przezywalnosé
pateczek H. pylori zalezy od dawki promieniowania UV-C, jak i rodzaju szczepu, a takze
istotng interakcje pomiedzy tymi czynnikami (p = 0,0016). Szczep delecyjny H. pylori
G27 Apnp wykazywat istotnie zwigkszong wrazliwo$¢ na dzialanie promieniowania
UV-C w porownaniu do szczepu dzikiego, natomiast komplementacja genu pnp
przywracata przezywalno$¢ bakterii do poziomu zblizonego do przezywalno$ci szczepu

H. pylori G27 WT.
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Procentowy spadek zywotnosci szczepow H. pylori
po ekspozycji na promieniowanie UV-C (254nm)
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Ryc. 33. Przezywalnos¢ szczepow H. pylori po ekspozycji na promieniowanie UV-C (254 nm).
Przedstawiono procentows przezywalno$¢ szczepow H. pylori G27 WT, Apnp oraz Apnp++
po ekspozycji na promieniowanie UV-C wzgledem kontroli (0 J/m?), ktéra stanowita
przezywalnos$c bakterii nieeskponowanych na promieniowanie. Analiz¢ statystyczng
przeprowadzono na surowych wartosciach CFU/ml po transformacji loglO0 z uzyciem
dwuczynnikowej analizy wariancji (two-way ANOVA) z testem post-hoc Tukeya. Wykazano
istotny wptyw dawki promieniowania UV-C, szczepu oraz interakcji pomiedzy tymi czynnikami
na przezywalno$¢ bakterii (p < 0,05). WT - szczep dziki; Apnp - szczep delecyjny genu pnp;
Apnp++ - szczep komplementacyjny genu pnp; UV-C - promieniowanie ultrafioletowe typu C;
CFU/mI - jednostki tworzace kolonie na mililitr; J/m? - dzule na metr kwadratowy (dawka);
logio - logarytm dziesigtny; ANOVA - analiza wariancji.

6.6.9 Oznaczenie warto$ci MICso i MICso dla wybranych antybiotykow

W celu okreslenia wrazliwosci szczepow H. pylori G27 WT, H. pylori G27 Apnp oraz
H. pylori G27 Apnp++ na wybrane antybiotyki (amoksycylina, metronidazol,
klarytromycyna, tetracyklina, lewofloksacyna) przeprowadzono test celem wyznaczenia
najmniejszego stezenia hamujgcego wzrost drobnoustrojéw MIC (ang. minimal inhibitor
concentration) (metodyka opisana w podrozdziale 5.6.2). Otrzymane dane przedstawiono
jako krzywe przezywalno$ci (ryc. 34), gdzie o§ X reprezentuje stg¢zenie antybiotyku
(w skali logi), a 08 Y reprezentuje procent przezywalnosci wzgledem kontroli, bez
antybiotyku. Na podstawie uzyskanych wykresOw wyznaczono wartosci MICso (stezenie
redukujace przezywalnos¢ o 50%) oraz MICeo (stgzenie redukujace przezywalnosé

0 90%) dla kazdego szczepu i kazdego z podanych zwigzkdéw (Tabela 9).
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W tescie z uzyciem amoksycyliny, dla szczepu H. pylori G27 WT wykazano, ze MICso
wynosi 0,85 pg/ml a MICoo 1,23 pg/ml. Dla szczepu G27 H. pylori G27 Apnp wartosci
MIC wyniosty odpowiednio 0,69 pg/ml (MICso) 1 0,83 pg/ml (MICeo), natomiast dla
szczepu G27 H. pylori G27 Apnp++ 0,97 pg/ml oraz 1,08 pg/ml. W teécie z uzyciem
metronidazolu wartosci MICso/MICoo dla szczepow H. pylori G27 WT, H. pylori G27
Apnp i H. pylori G27 Apnp++ wyniosty odpowiednio: 0,33/0,19 pg/ml, 0,45/0,26 png/ml
oraz 0,41/0,18 pg/ml. Dla klarytromycyny MICso byt rowny 0,01 pg/ml, MICe = 0,01
pa/ml dla szczepu H. pylori G27 WT i H. pylori G27 Apnp, natomiast dla H. pylori G27
Apnp++ MICso wyniost 0,02 pg/ml a MICo 0,01 pg/ml. Dla tetracykliny wyznaczniki
MICso/MICo wynoszace odpowiednio: 0,08/0,06 ng/ml dla szczepu H. pylori G27 WT,
0,15/0,11 pg/ml dla H. pylori G27 Apnp oraz 0,15/0,10 pug/ml dla H. pylori G27 Apnp++.
MICso lewofloksaycyny dla szczepu H. pylori G27 WT wynosit 0,13 pug/ml, dla szczepu
H. pylori G27 Apnp 0,15 pg/ml i 0,15 pg/ml dla H. pylori G27 Apnp++, natomiast MICoo:
0,09 pg/ml, 0,12 pg/ml i 0,11 pg/ml odpowiednio dla wszystkich wymienionych
szczepOw. Krzywe przezywalnosci badanych wariantow szczepow H. pylori,

w Srodowisku wybranych antybiotykoéw przedstawiono na ryc. 34.

Tabela 9 Wartosci MICso i MICoo (pg/ml) wybranych antybiotykow wobec szczepow
H. pylori G27 WT, H. pylori G27 Apnp i H. pylori G27 Apnp++

Szczep H. pylori
Antybiotyk Wartosc MIC

G27WT G27 Apnp G27 Apnp++
MICso 0,85 0,69 0,97
Amoksycylina
MICoo 1,23 0,83 1,08
MICso 0,33 0,45 0,41
Metronidazol
MICoo 0,19 0,26 0,18
MICso 0,01 0,01 0,02
Klarytromycyna
MICoo 0,01 0,01 0,01
MICso 0,08 0,15 0,15
Tetracyklina
MICoo 0,06 0,11 0,10
MICso 0,13 0,15 0,15
Lewofloksacyna
MICoo 0,09 0,12 0,11
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Ryc. 34. Krzywe przezywalnos¢ szczepoéw H. pylori G27 WT, G27 H. pylori Apnp oraz H. pylori
G27 Apnp++ w obecnosci roznych stgzen wybranych antybiotykow: amoksycyliny,
metronidazolu, klarytromycyny, tetracykliny i lewofloksacyny. Komérki hodowano przez 48
godzin w obecno$ci rosnagcych stezen antybiotyku, a przezywalno$¢ oceniano na podstawie liczby
CFU w odniesieniu do kontroli bez antybiotyku (100%). Na osi X przedstawiono stezenie
zwigzku w pg/ml (skala logio), a na osi Y - % przezywalnosci wzgledem kontroli. Przerywane
linie poziome odpowiadaja wartosciom MICso i MICs. Krzywe wygenerowano na podstawie
trzech niezaleznych eksperymentow biologicznych (Srednia + SD). WT - szczep dziki; Apnp -
szczep delecyjny genu pnp; Apnp++ - szczep komplementacyjny (z przywrdcona ekspresja pnp);
CFU - jednostki tworzgce kolonie; ug/ml - mikrogramy na mililitr; logio - logarytm dziesi¢tny;
MICso i MICg - minimalne st¢zenie hamujace wzrost odpowiednio 50% i 90% populacji;
SD - odchylenie standardowe
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6.7 Analiza transkryptomiczna uzyskanych szczepow delecyjnych H. pylori

6.7.1 Analiza transkryptomiczna szczepu H. pylori G27 Apnp

W celu identyfikacji gendéw podlegajacych regulacji transkrypcyjnej przy udziale
produktu genu pnp przeprowadzono oceng¢ ekspresji genéw, porownujac profil
transkryptomiczny, szczepu H. pylori G27 Apnp i szczepu dzikiego H. pylori G27 WT.
Dane przedstawiono w postaci wykresu typu wulkanowego (z ang. volcano plot), ktérym
zmiana poziomu ekspresji (log: fold change) zostata zestawiona z wartoscig
oczekiwanego ujemnego logarytmu o podstawie 10 odsetka fatszywych odkry¢ (—logio
FDR, z ang. False Discovery Rate) (Ryc. 35).

Zastosowane kryteria istotnos$ci biologicznej i1 statystycznej (bezwzgledna warto$é
logoFC > 1,583 oraz FDR < 0,05) pozwolily na wyodr¢bnienie w szczepie delecyjnym
(Apnp) tacznie 13 gendw, ktorych poziom ekspresji ulegt istotnej zmianie w poréwnaniu
do szczepu dzikiego (WT). Wsrod analizowanych genow 9 wykazywato zwigkszong
ekspresje, natomiast 4 geny charakteryzowaly si¢ istotnym obnizeniem poziomu
transkryptow w warunkach braku funkcjonalnego biatka PNP. Wykazano istotny wzrost
poziomu transkryptéw genu purD, kodujacego syntazg adenylobursztynianowa - enzym
uczestniczacy w szlaku reutylizacji puryn (ang. purine salvage pathway), umozliwiajacy
syntez¢ nukleotydow purynowych z prekursorow dostepnych w srodowisku
komdrkowym. Podwyzszong ekspresje genéw odnotowano réwniez w przypadku Kilku
otwartych ramek odczytu ORF (ang. Open Reading Frames) o nieznanej funkciji,
zlokalizowanych w tzw. regionach plastycznos$ci genomu szczepu H. pylori G27.
Do tej grupy nalezag m.in. HPG27 RS04385, HPG27 RS01665, HPG27 RS08585,
HPG27 RS07535 oraz HPG27 RS00045. Regiony te stanowig zmienne fragmenty
genomu, czesto unikalne dla danego szczepu, ktore potencjalnie mogg kodowa¢ biatka
zaangazowane w regulacje metaboliczng, interakcje z gospodarzem lub procesy
adaptacyjne zwigzane z przezywaniem H. pylori. Z uwagi na ograniczong
charakterystyke funkcjonalng tych sekwencji, ich znaczenie biologiczne w kontekscie
delecji genu pnp pozostaje nicokreslone.

Ponadto, w szczepie H. pylori G27 Apnp wykazano istotne obnizenie poziomu
transkryptow genu acpS, kodujacego syntaze biatka przenoszacego reszty acylowe.
Enzym ten katalizuje przeniesienie grupy 4'-fosfopanteteiny z koenzymu A
na apoproteing ACP, co prowadzi do powstania aktywnej formy holo-ACP, niezbg¢dnej

do wydluzania tancuchéw kwasow tluszczowych w procesie biosyntezy lipidow.
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rowniez dla

HPG27 RS06080, HPG27 RS06930 oraz HPG27 RS05285. Geny te koduja biatka

Obnizong ekspresj¢ odnotowano trzech gendow hipotetycznych:
0 nieokreslonej funkcji i zlokalizowane sa w obszarach genomu, ktore pozostaja stabo
scharakteryzowane.

Szczegotowe dane dotyczace wszystkich gendow spetniajacych przyjete kryteria

roznicowej ekspresji przedstawiono w tabeli 10.
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Ryc. 35. Profil transkryptomiczny szczepu H. pylori G27 Apnp w poréwnaniu do szczepu
dzikiego G27 WT przedstawiony w formie wykresu typu wulklanowego. Na osi X przedstawiono
log2 zmiany poziomu ekspresji genow (log2FC), natomiast na osi Y ujemny logarytm dziesigtny
wspoétczynnika fatszywych odkry¢ (—logio FDR). Kazdy punkt odpowiada pojedynczemu genowi.
Geny spelniajgce kryteria istotno$ci statystycznej i biologicznej (JlogFC| > 1,583 oraz FDR <
0,05) zaznaczono kolorem czerwonym. Geny spetniajgce kryterium istotnosci statystycznej (FDR
< 0,05), lecz charakteryzujace si¢ mniejszg zmiang poziomu ekspresji, zaznaczono kolorem
niebieskim. Pozostale geny oznaczono kolorem szarym. Numery (1-13) odpowiadaja genom
wymienionym w rozdziale 5.6.1, oraz tabeli 1. hpg27 _rs06080 (pnp), 2. acps,
3. hpg27_rs05285, 4. hpg27_rs06930, 5. hpg27_rs07535, 6. hpg27_rs05140, 7. purD,
8. hpg27 rs02030, 9. hpg27 rs05420, 10. hpg27 rs08585, 11. hpg27 rs04385,
12. hpg27 rs00045, 13. hpg27_rs01665

Tabela 10. Zestawienie genow o istotnie zmienionym poziomie ekspresji w szczepie
H. pylori G27 Apnp w poréwnaniu do szczepu dzikiego H. pylori G27 WT

Gen Oficjalna/funkcjonal Identyfikatory Funkcja biologiczna
(locus) na nazwa (UniProt / NCBI) (molekularna/proces)
hpg27_rs0 i Transport waliny do rybosomu
0045 (RNA-Val RNA transferowy podczas syntezy bialek
hpg27_rs0 i Transport argininy w procesie

1665 tRNA-Arg RNA transferowy translac
Enzym typu
metalofosfodiesterazy -
hpg27_rs0 | Metalofosfodiesteraza N hydrolizuje wigzania
2030 (biatko btonowe) UniProt: B5Z6F0 fosfoestrowe w obecnosci
jonu metalu (funkcja doktadna
nieokreslona)
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hpg27_rs0 Transport metioniny

4385 tRNA-Met RNA transferowy do miejsca inicjacji translacji
hoa27 1s0 Transfer RNA dostarczajacy
Pgerl_ tRNA-Arg RNA transferowy argining do rybosomu podczas
5140 N
translacji biatek
Transport alaniny podczas
hpg27_rs0 i syntezy tancucha
5470 tRNA-Ala RNA transferowy polipeptydowego
na rybosomie
Biatko zawierajace domeng
DUF7149 o nieznanej funkcji;
hpg27_rs0 Biatko z domeng - (hipotetyczne; obecno$¢ motywow sugeruje
7535 DUF7149 WP_000617674.1) wigzanie DNA i aktywnos$¢
enzymatyczng zwiazang z
modyfikacjg DNA.
hpg27_rs0 . . - (niezident. w . . . .
8595 Biatko hipotetyczne bazach) Biatko o nieznanej funkcji

purd Syntetaza GAR (PurD) -

(hpg27 rs fosforibozylamina- UniProt: B5Z6D7/ | Enzym szlaku de novo syntezy

06100) glycyna ligaza GenelD: 5859674 puryn
hpg27_rs0 Bialko hipotetyczne - (brak) Hipotetyczne biatko bez
5285 (HPG27_1012) przypisanej funkcji
Egzorybonukleaza RNA
hpggr;p rs0 po“rygg;?]%g& dowa UniProt: B5Z8L0 / degradacja mRNA,
5080 (PNPaza) GenelD: 5859850 uczestniczy w rozktadzie i/lub

stabilizacji RNA

Specyficzna metylotransferaza
DNA (podjednostka
modyfikacyjna systemu
restrykcyjno-
modyfikacyjnego); metyluje
sekwencje DNA chronigc
wlasny genom przed
endonukleazg restrykcyjna.

hpg27_rs0 | Metylotransferaza DNA

6930 (specyficzna) (WP_000921142.1)

Enzym niezbedny do
aktywacji biatka przenos$nika
acylowego (ACP); przenosi
Holo-ACP syntaza UniProt: B5Z27Z27 / 4'-fosfopanteteing z CoA na

(AcpS) GenelD: 5859590 apo-ACP, tworzac holo-ACP
(reakcja Kluczowa dla syntezy
kwasow thuszczowych, EC
2.7.8.7).

Zrodta: adnotacje funkcjonalne genéw oparto na genomie referencyjnym Helicobacter pylori G27
(NCBI RefSeq: NC_011333.1; GenBank CP001173.1). W przypadku braku jednoznacznych
adnotacji korzystano rowniez z homologicznych sekwencji opublikowanych dla szczepu 26695
(RefSeq: NC _000915.1). Analiza obejmowala wyszukiwanie informacji w bazach danych:
UniProtKB (https://www.uniprot.org/), NCBI Gene (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/) oraz
KEGG (https://www.genome.jp/kegg/), stosujac jako zapytania nazwe gatunku (Helicobacter
pylori), nazwe genu lub oznaczenie locus (np. HPG27 RS....). Analizy wzbogacenia
funkcjonalnego wykonano z uzyciem oprogramowania ShinyGO.

acps
(hpg27_rs
03945)
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6.7.2 Analiza transkryptomiczna szczepu H. pylori G27 ArhpA

W celu identyfikacji genow, ktorych ekspresja ulega zmianie w warunkach braku
produktu genu rhpA, przeprowadzono analiz¢ rdéznicowej ekspresji  genow.
Porownywano profil transkryptomiczny szczepu H. pylori G27 ArhpA z wzorcowym
szczepem dzikim H. pylori G27 WT. Wyniki przedstawiono w postaci wykresu
wulkanowego, zestawiajagcego warto$ci log: zmiany poziomu ekspresji (log2FC)
Z istotnoscig statystyczng wyrazona jako —logio FDR. Analize¢ RNA-seq przeprowadzono
w oparciu o adnotacj¢ genomowa szczepu H. pylori G27, okre$lajac poziom ekspresji
gendw (ORF) na podstawie liczby przypisanych odczytdéw RNA. Zastosowanie kryteriow
llog2FC| > 1,583 oraz FDR < 0,05 pozwolitlo na wyodrebnienie tacznie 362 gendéw
0 istotnie zmienionej ekspresji. Sposrdd tych gendéw, 159 wykazywalo podwyzszony

a 203 obnizony poziom transkryptow w poréwnaniu do H. pylori G27 WT.

Wsréd gendw o podwyzszonym poziomie transkryptow znalazly si¢ m.in. geny zwigzane
z naprawa DNA 1 odpowiedzig na stres, takie jak recA oraz ung. Zwickszong ekspresje
odnotowano réwniez w obrebie genow uczestniczacych w wybranych procesach
metabolicznych, obejmujacych m. in. biosynteze¢ menachinonu oraz glukoneogenezg.
Do gendow o podwyzszonej ekspresji nalezaly takze jednostki kodujace enzymy
zaangazowane w modyfikacje LPS oraz biatka zawierajace centra zelazowo-Siarkowe
(Fe-S), ktore pelnig funkcje oksydoredukcyjne i uczestniczg m.in. w biosyntezie

izoprenoidow.

W przypadku szczepu H. pylori G27 ArhpA szczegdlnie liczng grupe stanowily geny
0 obnizonym poziomie transkryptow, obejmujace ponad dwiescie ORF. Najsilnigj
reprezentowang kategorig funkcjonalng w tej grupie byly geny zwiazane z translacja,
wtym geny kodujace biatka rybosomalne (rpsl, rpsM, rpsO, rplM) oraz czynniki
translacyjne (tuf, infA). Obnizeniu ekspresji ulegly rowniez geny odpowiedzialne
za ruchliwos$¢ i chemotaksje, obejmujace elementy aparatu wici (fli, flg, mot, che), a takze
liczne transportery typu ABC. Zmniejszony poziom transkryptow odnotowano roéwniez
dla wspomnianych wczsniej genow uczestniczacych w biosyntezie izoprenoidow.
Charakterystyczng cecha szczepu delecyjnego H. pylori G27 ArhpA byto rowniez
obnizenie ekspresji gendw zwigzanych z metabolizmem azotu oraz calego zestawu

gendw ureazowych (ureA, ureB, urel).
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Ze wzgledu na duzg liczbe gendw o zmienionej ekspresji w szczepie H. pylori G27 ArhpA

(ponad 360 jednostek), w celu zwigkszenia przejrzystosci przedstawiono wybrane grupy

funkcjonalne wraz z reprezentatywnymi genami ilustrujagcymi najistotniejsze zaburzenia

procesOw biologicznych w tabeli 11.

Tabela 11. Podsumowanie gtownych grup genéw réznicowanych w szczepie
H. pylori G27 ArhpA

Grupa Charakter
- Przykladowe : . . . .
funkcjonalna/ en zmian Opis/ powiazanie ze szlakiem
proces geny ekspresji
Sktadniki rybosomu oraz czynniki
Translacja rpsl, rpsM, _rpsO, Obnizona elongagyjne i in!cjacyjne; s_padelg
rpIM, tuf, infA ekspresji wskazuje na ograniczenie
biosyntezy biatek
Ruchliwosé Elementy aparatu rz¢skowego
i chemotaksja | fli, flg, mot, che | Obnizona | | Warunkujace chemotaksje; zmiany
(flagella) sugeruja ostabienie zdolnosci
g ruchowych
Transport metabolitéw i jonow
Transport przez Wiborgl?e g:ny Obnizona sprzezony z hydroliza ATP; spadek
btony trans ortérq ABC ekspresji moze ograniczaé pobieranie
P y i eksport komponentow
Szlak MEP/ . . . - I
biosynteza ispG i inne Obnizona Biosynteza prekursoréw izoprenoiddw,
izoprenoidow enzymy MEP waznych dla sktadnikoéw btonowych
Geny ureazowe i zwigzane
Metabolizm azotu ureA. ureB. urel Obnizona Z wykorzystaniem azotu; obnizenie
i ureaza ' ' ekspresji moze zaburza¢ neutralizacje
kwasu zotagdkowego
Naprawa DNA Geny odpowiedzialne za rekombinacj¢
i stres recA, ung Podwyzszona i wycinanie uracylu z DNA; wyzszy
enotoksvezn ' poziom transkryptow zwigzany z
g yezny odpowiedzig na uszkodzenia
Metabolizm Geny biosyntezy Szlaki adqptacyjne i. alternatywne .
wtorny menachinonu Podwyzszona Zmd}a. energt, p O.dwyz,szona ekspresja
i adaptacyjny glukoneogenez,y moze odzwierciedla¢ przebudowe
metabolizmu
Geny kodujace Biatka uczestniczace w przebudowie
S enzymy . struktury LPS; potencjalny wplyw na
Modyfikacje LPS modyfikujace Podwyzszona wilasciwosci blony bakteryjnej
LPS i interakcje z gospodarzem

Tabela przedstawia wybrane grupy funkcjonalne genow, ktérych ekspresja ulegla istotnym
zmianom w szczepie delecyjnym w pordéwnaniu do szczepu dzikiego typu. Uwzgledniono
przyktadowe geny reprezentujace najwazniejsze procesy biologiczne. Adnotacje genow
i produktéw biatkowych oparto na referencyjnym genomie H. pylori G27 (NCBI RefSeq,

GCF_000021165.1).
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Ryc. 36. Profil transkryptomiczny szczepu H. pylori G27 ArhpA w poréwnaniu do szczepu
dzikiego H. pylori G27 WT przedstawiony w formie wykresu typu wulkanowego. Na osi
X przedstawiono logarytm przy podstawie 2 zmiany poziomu ekspresji genow (log2FC),
natomiast na osi Y istotno$¢ statystyczna wyrazona jako ujemny logarytm dziesietny
wspotczynnika FDR (—logio FDR). Kazdy punkt odpowiada pojedynczemu genowi. Kolorem
czerwonym zaznaczono geny spetniajace kryteria istotnos$ci biologicznej i statystycznej ([log2FC|
> 1,583 oraz FDR < 0,05). Kolorem niebieskim oznaczono geny spetiajace jedynie kryterium
istotno$ci statystycznej (FDR < 0,05) przy nizszej wartosci |log2FC| (<1,0). Kolorem szarym
przedstawiono geny niespetniajgce przyjetych kryteriow istotnosci. Analizy wzbogacenia
funkcjonalnego wykonano z uzyciem oprogramowania ShinyGO. Zastosowano model jezykowy
(ChatGPT-5.0, OpenAl) w celu pomocniczego porzadkowania opisow funkcji gendw.

6.7.3 Analiza transkryptomiczna szczepu H. pylori G27 ApapS

W celu identyfikacji gendw podlegajacych regulacji transkrypcyjnej przy bezposrednim
lub posrednim udziale produktu genu paps przeprowadzono analiz¢ ekspresji gendw
porownujac profil transkryptomiczny szczepu H. pylori 26695 ApapS do szczepu
dzikiego H. pylori 26695 (WT). Dane przedstawiono w postaci wykresu wulkanowego
(Ryc. 37). Przyjete kryteria istotnoSci biologicznej i statystycznej (|log2FC| > 1,583 oraz
FDR < 0,05) pozwolity na wyodrgbnienie w szczepie delecyjnym tacznie 45 gendow
0 ekspresji zmienionej wzglgdem szczepu referencyjnego H. pylori 26695, sposrod
ktérych 5 charakteryzowato si¢ podwyzszong ekspresja, a 40 obnizong w pordwnaniu
do szczepu WT. W Tabeli 12 przedstawiono zestawienie gtéwnych grup genow
réznicowanych w szczepie H. pylori 26695 ApapS. Uwzgl¢dniono jedynie najwazniejsze

kategorie i przyktadowe geny w kazdej w nich.
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Ryc. 37. Profil transkryptomiczny szczepu H. pylori ApapS wzgledem H. pylori 26695 WT
przedstawiony w formie wykresu typu wulkanowego przedstawiajacy zmiany poziomu ekspresji
gendw w szczepie H. pylori 26695 ApapS w poréwnaniu do szczepu dzikiego typu (WT). Na osi
X przedstawiono logarytm przy podstawie 2 ze zmiany poziomu ekspresji (log:FC), natomiast na
osi Y warto$¢ istotnosci statystycznej wyrazong jako ujemny logarytm dziesi¢tny wspotczynnika
FDR (—logio FDR). Punkty odpowiadaja pojedynczym genom. Kolorem czerwonym zaznaczono
geny spelniajace przyjete kryteria istotnoSci biologicznej i statystycznej (|log2FC| > 1,583 oraz
FDR < 0,05). Kolorem niebieskim wyrdzniono geny spelniajace kryterium istotnosci
statystycznej (FDR < 0,05), lecz charakteryzujace si¢ warto$ciami log.FC < 1,583. Z kolei
kolorem szarym oznaczono geny niespetniajace kryteriow istotnosci (FDR > 0,05). Analizy
wzbogacenia funkcjonalnego wykonano z uzyciem oprogramowania ShinyGO.

Tabela 12. Zestawienie gtéwnych grup genéw réznicowanych w szczepie
H. pylori 26695 ApapS

Grupa Charakter
- Przykladowe : : . . .
funkcjonalna/ en zmian Opis/ powiazanie ze szlakiem
proces geny ekspresji
Metabolizm RNA Zmiany obejmuja enzymy
i translacja uczestniczace w obrobce
(biatka zwigzane i modyfikacjach RNA oraz czynnik
z dojrzewaniem rnc, rluA, rrfA Obnizenie terminacji translacji, co wskazuje na
RNA oraz przebudowe kontroli potranskrypcyjnej
zakonczeniem i potencjalne ograniczenie wydajnosci
translacji) translacji w Apaps.
Obnizona ekspresja biatek
Transport przez transporter ABC transportowych sugeruje zmiany
blony . s w pobieraniu sktadnikow oraz
. (podjednostka Obnizenie N - .
i gospodarka utrzymaniu réwnowagi jonowej, co
- btonowa) . ; =
jonowa moze towarzyszy¢ adaptacji
fizjologicznej po delecji paps.
Otoczka Zmiany obejmuja elementy transportu
3 secE, mrdA, e . .
komorkowa - . Obnizenie biatek przez blone oraz enzymy
. amidaza, biatko N
i przebudowa odpowiedzialne za synteze
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Sciany btony i przebudowe peptydoglikanu i innych

komdrkowej zewngtrznej sktadnikow otoczki.
(z transportem
bialek na
Zewnatrz)
Ruchliwos¢ Spadek ekspresji genu kodujacego
bakteryjna flgk Obnizenic sktadnik wici su.geru,j e (.)granicz.enie
(elementy aparatu programu ruchliwoéci i potencjatu
wici) kolonizacji.
Zmiany dotyczg biatek
Transformacja uczestniczacych w pobieraniu DNA ze
naturalna srodowiska oraz genow zwiazanych
(pobieranie DNA) CoCrﬁEEgeiecdzc’m Obnizenie z utrzymaniem i modyfikacja genomu
oraz metabolizm ' : (naprawa/obrébka i metylacja DNA),
DNA co moze odzwierciedla¢ przebudowe

odpowiedzi adaptacyjnych.

Podwyzszona ekspresja birA sugeruje

zmiany w procesach zaleznych od
Metabolizm birA Podwyzszenie biotyny (biotynylacja biatek/
enzymow), potencjalnie jako element
kompensacji zmian fizjologicznych.
Zestawienie gtownych grup gendéw roéznicowanych w szczepie H. pylori 26695 ApapS. Tabela
przedstawia wybrane grupy genéw, ktérych ekspresja ulegla istotnym zmianom w szczepie
delecyjnym w poréwnaniu do szczepu dzikiego typu. Uwzgledniono przykladowe geny
reprezentujgce najwazniejsze procesy biologiczne. Adnotacje genow i produktow biatkowych
oparto na referencyjnym genomie H. pylori 26695 (NCBI RefSeq, GCF_000008525.1).

W grupie gendéw o zwiekszonej ekspresji wykazano podwyzszony poziom ekspresji genu
birA, ktoérego indukcja sugeruje zmiany w procesach zaleznych od biotyny
np. biotynylacja biatek. Zaobserwowano, ze znacznie liczniejsza grupe stanowily geny
0 obnizonej ekspresji. Najsilniej obnizona ekspresja wystgpowala wsrod genow
zwigzanych z procesami translacji i funkcjonowaniem aparatu translacyjnego,
obejmujace m.in. rnc, rluA, rrfA. Delecja genu paps prowadzita réwniez do spadku
ekspresji gendéw zwigzanych z ruchliwoscig bakterii, transportem nukleozyddw
I aminokwasow, a takze biosynteza izoprenoidow w szlaku
metylerytrozylofosforanowym (MEP/DOXP). Obnizony poziom transkryptow
zaobserwowano rowniez dla wielu transporterow ABC, co wskazuje na potencjalne
zaburzenia procesOw transportowych przez btony komdrkowe oraz dla gendw

uczestniczacych w metabolizmie mocznika i proteolizie.
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6.8 Ocena stopnia zahamowania aktywnosci polimeryzacyjnej i degradacyjnej

bialka PNP przez wybrane inhibitory

W celu identyfikacji zwigzkow chemicznych hamujacych aktywnos$¢ polimeryzacyjna
oraz degradacyjng PNP H. pylori zastosowano czteroetapowg strategi¢ przesiewowa
opartg na testach enzymatycznych z wykorzystaniem Tioflawiny T, szczegétowo

opisanych w podrozdziale 5.5.11.
Etap | - wstepne testy przesiewowe potencjalnych inhibitorow w stezeniu 100 pM

W pierwszym etapie przetestowano peing biblioteke 8562 zwigzkéw chemicznych
MedChemExpress w stgzeniu 100 pM w kierunku hamowania aktywnoS$ci
polimeryzacyjnej PNP. Do etapu drugiego kwalifikowano jedynie te zwiazki, ktore
powodowaty zahamowanie >50% aktywnosci polimeryzacyjnej enzymu PNP. Na tym
etapie wytypowano 272 zwigzki o potencjalnym dziataniu hamujacym aktywnosé¢

polimeryzacyjng.
Etap 11 -testy przesiewowe inhibitoréw o stezeniu 1 uM

W drugim etapie przeprowadzono ponowng ocene aktywno$ci 272 inhibitorow
W obnizonym st¢zeniu do 1 uM. Analiza obejmowata réwnoczesnie: test zahamowania
aktywnosci polimeryzacjej biatka PNP oraz test zahamowania aktywnos$ci degradacyjnej
tego biatka. Celem tego etapu byto wybranie zwigzkéw chemicznych ktére powodowaty
zahamowanie >50% aktywnos$ci polimeryzacyjnej i degradacyjnej w stezeniu 1 pUM.
W wyniku tego etapu wyloniono 26 zwiazkéw, ktore hamowaly >50% aktywnosci
polimeryzacyjnej oraz 38 zwiazkoéw hamujacych >50% aktywnosci degradacyjnej PNP.
Wsrod obu grup zwigzkow wytoniono takze 9 zwigzkdéw chemicznych, ktére hamowaty
zarOwno aktywno$¢ polimeryzacyjng jak i degradacyjng PNP (6-FAM SE, 5-FAM, oranz
akrydyny, YM-90709, (S)-Gossypol, CTX1, panobinostat, PK150, rodamina 110).
Ponizej przedstawiono tabele zbiorcze zwigzkOw o najwyzszym potencjale hamowania
obu aktywno$ci enzymatycznych. Ze wzgledu na duza liczbe zwigzkow
zidentyfikowanych w pierwszym etapie, w niniejszej pracy przedstawiono szczegdtowe
wyniki poczawszy od etapu II, obejmujace ocene¢ dziatania inhibitoréw przy stezeniu

1 M.
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Tabela 13. Lista zwigzkéw chemicznych wybranych po selekcji jakosciowej do
testow hamowania aktywnosci polimeryzacyjnej i degradacyjnej biatka PNP.

Zwiazki chemiczne o potencjale hamujgcym Zwiazki chemiczne o potencjale
>50% aktywnoSci polimeryzacyjnej bialka hamujacym >50% aktywnoSci
PNP w testach in vitro (w stezeniu 1nM) degradacyjnej biatka PNP w testach in
vitro (w stezeniu 1uM)
nr Nazwa zwigzku nr Nazwa zwigzku
1 6-FAM SE 1 ISA-2011B
2 5-FAM 2 6-FAM SE
3 Ulixertinib 3 5-FAM
4 Fukoksantyna 4 NBQX
5 Oranz akrydyny 5 WS3
6 YM-90709 6 CX-6258
7 Niklozamid 7 Galusan epigallokatechiny
8 (S)-Gossypol 8 Mykofungina
9 Hederagenina 9 Gryzeofulwina
10 | Inhibitor acetylotransferazy histonowej Il | 10 Kwas anakardowy
11 Hiperycyna 11 Beryllon 11
12 CTX1 12 Roblitinib
13 Hematoporfiryna 13 Palmatyna
14 Panobinostat 14 CX-6258
15 Kwas salwianolowy C 15 Pentagalloiloglukoza
16 PK150 16 Dioctan fluoresceiny
17 BlZ 114 17 Frentizol
18 Izokwercytyna 18 Szykonina
19 DMA 19 Ksylometazolina
20 HOE 32021 20 Bfekit leukometylenowy
21 Koumine 21 3,4'-Dihydroksyflawon
22 Eleclazine 22 Oranz akrydyny
23 Eprotyrom 23 Fenebrutinib
24 Fadrozol 24 YM-90709
25 Rodamina 110 25 Tiazol pomaranczowy
26 MBX-4132 26 (S)-Gossypol
27 Deoksyszikonina
28 Anacetrapib
29 CTX1
30 Panobinostat
31 5(6)-TAMRA SE
32 PK150
33 Fiolet krystaliczny
34 N-desmetyloenzalutamid
35 Rodamina 101
36 3,3'-digalusan teaflawiny
37 Rodamina 110
38 L-NIO
Etap 111 - selekcja jakosciowa wybranych inhibitorow

W trzecim etapie odrzucano zwigzki, ktorych MIC90 wobec szczepow H. pylori G27 WT,
H. pylori G27 Apnp oraz H. pylori G27 Apnp++ wynosit powyzej 100 pM/ml. Przyjeto,
ze zwiazki, ktore wykazywaly wartosci MICe przekraczajace 100 pM/ml.
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Zwiazki chemiczne uzywane w dawkach >100 pM/ml moga nie mieé¢ potencjatu
rozwojowego ze wzgledu na niskg selektywnos¢. Zwiazki w stezeniach wyzszych niz 100
MM/mI mogg wskazywaé¢ na bardzo niskg sit¢ hamowania enzymu, co jest typowe dla
nieswoistych lub stabych inhibitorow. Ponadto, do testow oceny MIC wykorzystywano
zwigzki o maksymalnym stezeniu S0uM/ml. Odrzucano réowniez zwigzki chemiczne
mogace dawac fatszywie dodatnie wyniki, w tym: interkalatory kwasow nukleinowych;
intensywne  barwniki  fluorescencyjne; zwigzki o znanych wlasciwosciach
destabilizujacych RNA oraz zwiazki o potencjale hamujacym sygnat fluorescencyjny
testu. Celem tego etapu bylo zawezenie listy inhibitoréw wptywajacych na samo
oddziatywanie z PNP, a nie np. z substratem reakcji. W wyniku tego etapu wytypowano
23 zwiazki chemiczne, ktore wykazaty spojne i powtarzalne hamowanie aktywnosci PNP

(Tabela 14).

Tabela 14. Lista zwigzkéw chemicznych wybranych po selekcji jakosciowej do testow
hamowania aktywno$ci polimeryzacyjnej i degradacyjnej biatka PNP.

Numer Nazwa zwiazku
1 Ulixertinib
2 Fukoksantyna
3 YM-90709
4 Niklozamid
5 (S)-Gossypol
6 Inhibitor acetylotransferazy histonowej Il
7 Panobinostat
8 PK150
9 BlZ 114
10 Izokwercytyna
11 DMA
12 Eleclazine
13 Eprotyrom
14 Fadrozol
15 MBX-4132
16 WS3
17 Pentagalloiloglukoza
18 Frentizol
19 Szikonina
20 3,4'-Dihydroksyflawon
21 Deoksyszikonina
22 3,3"-digalusan teaflawiny
23 L-NIO
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Etap IV - ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

W kolejnym etapie testowano aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg pozostatych
zwigzkow wobec szczepow H. pylori G27 WT, H. pylori G27 Apnp oraz H. pylori G27
Apnp++ (metodyka opisana w podrozdziale 5.6.2; wyniki opisane w podrozdziale 6.9).
Zanajbardziej obiecujagce uznawano te zwigzki chemiczne, ktore wykazywaly
zroznicowang aktywno$¢ hamujacg wzrost drobnoustrojow wobec poszczegolnych

genotypow, co wskazywato na mozliwy zwigzek ich dziatania na funkcje biatka PNP.

6.9 Testy przesiewowe inhibitorow bialka PNP - przesiewowy test na calych
komorkach bakterii

Przeprowadzone testy aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wykazaly zroéznicowang
skuteczno$¢ badanych zwigzkéw wobec szczepoéw H. pylori G27 WT, H. pylori G27
Apnp oraz H. pylori G27 Apnp++. Dla wszystkich analizowanych zwigzkow
chemicznych okre§lono wartosci MICso i MICoo, ktore zestawiono w tabeli 15.
Wsréd badanych zwiazkéw najlepsze dzialanie bakteriobojcze wykazaly zwigzki:
eleclazine, frentizol, niklozamid, PK150, pentagalloiloglukoza oraz YM-90709. Dla
kazdego zwigzku wartosci MICoo dla szczepéw H. pylori G27 WT i Apnp++ byly nizsze
niz dla szczepu delecyjnego H. pylori G27 Apnp, co sugeruje potencjalng zalezno$¢
od obecnosci PNPazy i wskazuje na mozliwos¢ ich klasyfikacji jako kandydatow
na inhibitory tego enzymu.
Dla zwigzkéw DMA oraz deoksyszikonina odnotowano odwrotny efekt, okreslany jako
fenotyp syntetycznego ostabienia wzrostu (ang. synthetic sick)- szczep H. pylori G27
Apnp byt bardziej wrazliwy na powyzsze zwiazki niz szczepy WT i Apnp++. Wynik ten
sugeruje, ze brak PNPazy moze uwrazliwia¢ komorki bakteryjne na te zwiazki, jednak
mechanizm dziatania nie wskazuje na bezposrednie zahamowanie aktywnosci PNPazy.
Podobny efekt czg¢sciowo obserwowano dla zwigzku WS3, w $rodowisku, ktorego
warto$¢ MICoo dla szczepu H. pylori G27 WT byla nizsza niz dla szczepow Apnp
I Apnp++, co rdwniez wpisuje si¢ w profil fenotypu ,,syntetycznego ostabienia wzrostu”.
W przypadku zwiazku eprotyrome zaobserwowano rozbiezno$¢ pomig¢dzy wartosciami
MICso i MICso wobec szczepu H. pylori G27 WT: niska wartos¢ MICso wskazywata na
zahamowanie wzrostu czeSci populacji bakterii przy stosunkowo niskim stezeniu,
natomiast wysoka warto$¢ MICso sugerowata, ze do uzyskania silnego efektu hamujacego

wzrost bakterii konieczne bylo znacznie wigksze stgzenie zwigzku. Jednoczesnie brak
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porownywalnej wrazliwosci szczepow H. pylori Apnp i H. pylori Apnp++ wskazuje, ze
obserwowany efekt nie spetnia kryteriow fenotypu ,,PNP-zaleznego” (WT = Apnp++
< Apnp) 1 najprawdopodobniej wynika z dziatania niespecyficznego lub czynnikow
niezwigzanych bezposrednio z hamowaniem PNPazy (np. ograniczona dost¢pnosc¢
zwigzku w komorce lub heterogenno$¢ odpowiedzi populacji). Z tego wzgledu eprotyrom
nie zostat zaklasyfikowany jako kandydat na inhibitor PNPazy na podstawie
przesiewowego testu na catych komorkach bakterii.

W odniesieniu do pozostatych testowanych zwigzkéw, takich jak inhibitor
acetylotransferazy histonowej Il, panobinostat, (S)-Gossypol, fukoksantyna, ulixertinib,
BlZ 114, fadrozole, L-NIO, szikonina, izokwercytyna, MBX-4132 oraz 3,3’-digalusan
teaflawiny, nie wykazano znaczacych réznic w zakresie ich aktywnoS$ci
przeciwbakteryjnej wobec poszczegolnych szczepow. Wartosci MICs byly dla nich
zblizone lub przekraczaly najwyzsze testowane stezenie, co moze wskazywaé na brak
specyficznej aktywnosci wobec PNPazy.

Tabela 15. Wartosci MICso i MICso dla wybranych, reprezentatywnych zwiazkow wobec
szczepdw H. pylori G27 WT, H. pylori G27 Apnp oraz H. pylori G27 Apnp++

Wartosci MICsg i MICgo [UM/ml] dla badanych
szczep6w H. pylori
G27 Apnp G27 Apnp
Nazwa zwiazku chemicznego WT APNp ++ WT Apnp ++
MICsp | MICsp | MICsp | MICg | MICg | MICg
Eleclazine 10,0 25,0 10,0 10,0 >100 10,0
Frentizol 25,0 25,0 25,0 25,0 >100 50,0
Niklozamid 0,3 0,5 0,3 0,25 10 0,25
PK150 1,0 2,5 1,0 1,0 2,5 1,0
Pentagalloiloglukoza 25 5,0 10,0 25 100 25
YM-90709 10,0 10,0 25,0 10,0 50,0 50,0
DMA 2,5 2,5 2,5 5,0 2,5 2,5
Deoksyszikonina 25,0 >100 25,0 25 >100 25
3,4'-Dihydroksyflawon 50,0 50,0 50,0 50,0 >100 >100
Inh acetylotransferazy histonowej |1 10,0 25,0 25,0 10,0 >100 >100
Eprotyrom 100 >100 >100 100,0 >100 >100
Panobinostat 100,0 >100 >100 100,0 >100 >100
(S)-Gossypol 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Fukoksantyna >100 >100 >100 >100 >100 >100
Ulixertinib 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
BlIZ 114 >100 >100 >100 >100 >100 >100
Fadrozol >100 >100 >100 >100 >100 >100
L-NIO >100 >100 >100 >100 >100 >100
Szikonina 25,0 25,0 25,0 25,0 >100 25,0
Izokwercytyna >100 >100 >100 >100 >100 >100
MBX-4132 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
3,3'-digalusan teaflawiny 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
WS3 50,0 100,0 100,0 50,0 100,0 100,0
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Wytypowane zwigzki rozdzielano nast¢pnie elektroforetycznie metoda UREA-PAGE,
w celu obserwacji efektu inhibitora na produktach reakcji polimeryzacji i degradacji PNP.
Analiza pozwolita potwierdzi¢ badz wykluczy¢, rzeczywiste dziatanie hamujace enzym
in vitro przez wyselekcjonowane ziwazki, niezaleznie od odczytu fluorescencyjnego

w testach in vitro.

6.10 Ocena stopnia zahamowania aktywno$ci polimeryzacyjnej

I degradacyjnej bialka PNP przez wybrane inhibitory metoda UREA-PAGE

W pierwszym etapie badan przeprowadzono wstepny test przesiewowy in vitro dla 23,
wczesniej wybranych zwigzkow chemicznych w stezeniu 10 uM, przeprowadzajac rekcje
polimeryzacji i degradacji opisang w podrozdziale 5.5.14, a nastgpnie rozdziat
elektroforetyczny zeli technika UREA-PAGE. Dla kazdego zwiazku okreslono procent
zahamowania aktywnosci polimeryzacyjnej 1 degradacyjnej biatka PNP w odniesieniu do
reakcji kontrolnej zawierajacej enzym 1 substrat, prowadzonej widentycznych

warunkach, lecz bez dodatku inhibitora (kontrola dodatnia, 100% aktywnosci).

6.10.1 Hamowanie aktywnosci polimeryzacyjnej

Aktywno$¢ polimeryzacyjna biatka PNP H. pylori zostala oceniona na podstawie
calkowitej intensywnos$ci smugi produktéw powstatych w wyniku reakcji polimeryzacji.
Kontrola dodatnia wykazywata warto$¢ odniesienia réwng 0% zahamowania, natomiast
kontrola ujemna odpowiadata pelnemu (100%) zahamowaniu aktywnosci. Analiza
ilosciowa wykazata, ze badane zwigzki chemiczne w réznym stopniu zahamowaty
aktywnos¢ polimeryzacyjna PNP w stezeniu 10 uM (Ryc. 38).

Najsilniejsze zahamowanie aktywnos$ci polimeryzacyjnej PNP obserwowano dla
zwigzkoéw: panobinostat (77%), MBX-4132 (71%), izokwercetyna (58%), DMA (54%),
szikonina (52%), WS3 (51%) oraz deoksyszikonina (50%). Dodatkowo, zauwazalne
- cho¢ ponizej przyjetego progu selekcji >50% - zahamowanie wykazaty: 3,3'-digalusan
teaflawiny (47%), 3,4’-dihydroksyflawon (45%) oraz pentagalloiloglukoza (41%).
Umiarkowany efekt hamowania (20-35%) odnotowano dla: ulixertinibu (28%),
niklozamidu (29%), inhibitora acetylotransferazy histonowej 11 (30%), PK150 (23%),
(S)-gossypolu (23%), fadrozolu (26%) oraz frentizolu (29%). Zwiazki o niskiej
aktywno$ci hamujacej (<20%) obejmowaty: fukoksantyne (18%), YM-90709 (12%),
eleclazine (11%), eprotyrom (16%) oraz BI1Z 114 (10%). Do dalszych analiz wybrano

zwigzki spelniajace kryterium >50% zahamowania aktywnos$ci polimeryzacyjnej
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wzgledem kontroli: panobinostat, MBX-4132, izokwercetyng, DMA, szikoning, WS3
oraz deoksyszikonine.

Hamowanie aktywnos$ci polimeryzacyjnej bialka PNP H. pylori przez wybrane
zwiazKki chemiczne w stezeniu 10 pM
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Ryc. 38. Hamowanie aktywnosci polimeryzacyjnej biatka PNP H. pylori przez wybrane zwigzki
chemiczne (10 puM) analizowane metoda UREA-PAGE. K+ - kontrola dodatnia (reakcja
z enzymem PNP), K- - kontrola ujemna (reakcja bez enzymu). Numery 1-23 odpowiadaja
badanym zwigzkom: 1. ulixertinib, 2. fukoksantyna, 3. YM-90709, 4. niklozamid, 5.
(S)-gossypol, 6. inhibitor acetylotransferazy histonowej Il, 7. panobinostat, 8. PK150, 9. Bl1Z 114,
10. izokwercetyna, 11. DMA, 12. eleclazine, 13. eprotyrom, 14. fadrozol, 15. MBX-4132, 16.
WS3, 17. pentagalloilglukoza, 18. frentizol, 19. szikonina, 20. 3,4'-dihydroksyflawon,
21. deoksyszikonina, 22. 3,3'-digalusan teaflawiny, 23. L-NIO.

6.10.2 Hamowanie aktywnosci degradacyjnej

Zahamowanie aktywnosci degradacyjnej biatka PNP oceniano na podstawie
intensywnosci prazkéw wysokorozdzielczego zelu poliakrylamidowego w warunkach
denaturujagcych (UREA-PAGE), analizujgc sygnat fluorescencyjny odpowiadajacy
produktom degradacji poliadenylowanego RNA. Kontrola dodatnia stanowila punkt
odniesienia (0% zahamowania), natomiast kontrola ujemna odpowiadata wartosci 100%
zahamowania aktywnos$ci degradacyjnej (Ryc. 39).

W ocenie ilosciowej stopnia zahamowania aktywnos$ci degradacyjnej PNP, opartej
na analizie intensywnosci prazkow, wykazano, ze cze$¢ zwigzkow w stezeniu 10 pM
istotnie ograniczata degradacj¢ poliadenylowanych oligonukleotydéw znakowanych
fluorescencyjnie (5'-HEX). Najwyzszy poziom hamowania aktywno$ci degradacyjnej
obserwowano w obecnos$ci: panobinostatu (85%), izokwercetyna (82%) oraz DMA
(77%). Zahamowanie o posredniej sile wykazata pentagalloiloglukoza (51%). Stabszy
efekt hamujacy zaobserwowano dla: frentizolu (41%), WS3 (37%), (S)-gossypol (34%)
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oraz 3,3'-digalusanu teaflawiny (25%). Zwiazki o niskiej aktywnosci hamujacej w tych
warunkach obejmowaty: niklozamid (16%), L-NIO (4%) oraz MBX-4132 (1%).
Pozostale badane zwigzki nie wykazywaty hamowania aktywnosci degradacyjnej PNP
w zastosowanych warunkach, a dla czg$ci z nich uzyskano wartosci ujemne: ulixertinib
(-16%), fukoksantyna (-25%), YM-90709 (-30%), inhibitor acetylotransferazy
histonowej 11 (-18%), PK150 (-48%), B1Z 114 (-48%), eleclazine (-37%), eprotyrom
(-6%), szikonina (-10%), 3,4'-dihydroksyflawon (-8%) oraz deoksyszikonina (-11%).
Przyjeto, ze wartosci ujemne oznaczajg wyzsza zintegrowang intensywno$¢ sygnatu
produktéw degradacji w porownaniu z reakcja kontrolng (bez inhibitora), co moze
wskazywac¢ na brak efektu hamujacego 1/lub pozorny wzrost degradacji w analizowanym
zakresie zelu (np. w wyniku zmian rozktadu produktow, tlta lub wlasciwosci
fluorescencji). Do dalszych analiz zakwalifikowano zwigzki powodujace >50%
zahamowania aktywno$ci degradacyjnej PNP wzgledem wartosci kontrolnych:
panobinostat, izokwercetyna, DMA oraz pentagalloiloglukoza.

Hamowanie aktywnosci polimeryzacyjnej bialkka PNP H. pylori przez wybrane
zwiazki chemiczne w st¢zeniu 10 pM
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Ryc. 39. Hamowanie aktywno$ci degradacyjnej biatka PNP H. pylori przez wybrane zwigzki
chemiczne (10 uM) analizowane metoda UREA-PAGE. K+ - kontrola dodatnia: kompletna
mieszanina reakcyjna zawierajagca poliadenylowany substrat RNA znakowany 5°-HEX oraz
enzym PNP, bez inhibitora (referencja 0% zahamowania).K- - kontrola ujemna: mieszanina
zawierajaca substrat RNA, lecz bez enzymu PNP (referencja 100% zahamowania). Numery 1-23
odpowiadaja tym samym zwigzkom co w tescie zahamowania polimeryzacji opisanym powyzej.
Stopien degradacji oceniano ilosciowo metoda densytometrii sygnatu fluorescencyjnego poprzez
pomiar zintegrowanej intensywnos$ci prazkow niskoczasteczkowych produktow degradacii
w zdefiniowanym zakresie migracji, po odjeciu tla i normalizacji do K+ oraz K-. Obnizenie
intensywnosci prazkow produktow degradacji wzgledem K+ §wiadczy o hamowaniu aktywnosci
PNP.
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7. Dyskusja

Badania nad metabolizmem RNA u bakterii wykazaty, ze procesy dojrzewania
i degradacji RNA stanowig nie tylko glowny mechanizm regulacji ekspresji gendw, ale
takze odgrywaja kluczowsg rolg w m. in. adaptacji patogenéw do zmian w obrebie niszy
srodowiskowej, kolonizacji gospodarza oraz biorg udzial w procesach zwigzanych

z odpowiedzig na stres fizjologiczny komorki [138].

Ewolucja mechanizméw degradacji RNA doprowadzita do wyksztatcenia réznych
wariantéw degradosomu, ktorych organizacja zalezy od typu bakterii oraz zajmowanej
przez nie niszy ekologicznej. U modelowych bakterii E. coli degradosom RNA
to wielosktadnikowy kompleks, ktoérego centralnym elementem jest RNaza E,
oddziatujaca z PNPaza, helikazg RhIB oraz enolazg [139]. U bakterii Gram-dodatnich,
takich jak B. subtilis, kluczowym elementem degradosomu jest RNaza Y, ktora
koordynuje wspoéldzialanie PNPazy 1 helikazy CshA, pelniac role funkcjonalnego
odpowiednika RNazy E E. coli[140]. U M. tuberculosis rdzen degradosomu RNA
stanowig RNaza E, RNaza J, PNPaza i helikaza RhIE. Zidentyfikowany w badaniach
proteomicznych i transkryptomicznych kompleks enzyméw uznano za kluczowy
dla metabolizmu RNA oraz regulacji stresu komorkowego [129]. W przypadku C. jejuni,
cho¢ pelna charakterystyka degradosomu tych bakterii nie zostata dotychczas
opracowana, zidentyfikowano PNPaze o aktywnosci egzorybonukleazy, ktorej dziatanie
jest regulowane przez temperatur¢ oraz obecno$¢ jonow dwuwartosciowych. Wskazuje
to na udziat PNPazy w degradacji mRNA i adaptacji bakterii do zmieniajacych si¢

warunkow srodowiskowych [108] .

Szczegbdlnym przypadkiem pod wzgledem budowy i organizacji degradosomu jest
degradosom minimalny H. pylori, ktorego sktad jest znacznie uproszczony wzgledem
wspomnianych modeli bakteryjnych [141] [142]. W genomie H. pylori nie wystepuje gen
kodujacy RNaze E, natomiast jest gen rny kodujacy RNaz¢ Y (HP0760), btonowa
endorybonukleaze bioracg udziat w potranskrypcyjnej regulacji matych RNA zwigzanych
z wirulencjg bakterii. W genomie H. pylori nie zidentyfikowano genéw kodujacych
biatka opiekuncze RNA, takie jak Hfq i ProQ, ktore u innych bakterii stabilizuja maty
niekodujacy RNA 1 posrednicza w ich interakcji z mRNA. Gléwnym enzymem

0 aktywnosci endo- i1 5°—3’ egzonukleolitycznej pozostaje RNaza J, uznawana
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zaniezbedng dla przezywalnosci H. pylori. Dodatkowym elementem kompleksu
degradosomu H. pylori jest jedyna helikaza, biatko RhpA, nalezace do rodziny helikaz
typu DEAD-box. Wykazano, ze RhpA tworzy kompleks zRNazg J, tworzac
dwuskladnikowy ,minimalny” degradosom charakterystyczny dla tego gatunku.
Kompleks RNazy J-RhpA peli funkcj¢ analogiczng do degradosomow opisywanych
u E. coli czy B. subtilis. RNaza J odpowiada za inicjacj¢ degradacji RNA poprzez cigcie
lub stopniowe trawienie transkryptow od konca 5’, natomiast helikaza RhpA rozplata

struktury drugorzedowe RNA, ulatwiajac dostep nukleazom [107], [142], [141].

Dopetieniem funkcji degradosomu H. pylori jest biatko PNP. Badanie jego aktywnosci
enzymatycznej i okreslenie funkcjonalnego znaczenia stanowily cele niniejszej pracy.
Wyniki badan pozwalaja sugerowaé, ze biatko to odgrywa prawdopodobnie role
w regulacji degradacji RNA, cho¢ nie tworzy stabilnych komplekséw z RhpA. Warto
podkresli¢, ze H. pylori zachowuje w genomie gen pnp, mimo braku wielu innych
elementow typowych dla degradosomu, co moze $wiadczy¢ o znaczeniu PNPazy jako

niezaleznego biatka regulujacego degradacje RNA, dziatajacego w cytoplazmie.

Optymalizacja warunkOow ekspresji i procesu oczyszczania biatek otrzymywanych
w niniejszej pracy umozliwita uzyskanie wielomiligramowych ilosci aktywnych
enzymatycznie preparatow biatkowych PNP, RhpA i PapS, co pozwolito na ich dalsza
charakterystyke, ze szczegOlnym uwzglednieniem biatka PNP. Analiza wynikow
uzyskanych metodg chromatografii wykluczania wielkosci (SEC) wykazata, ze PNPaza
wystepuje glownie w formie trimerycznej (~230 kDa), co jest zgodne z danymi
literaturowymi dla homologu tego biatka u E. coli czy M. tuberculosis [143], [144].
W przypadku biatka RhpA, badanie metoda chromatografii wykluczania (SEC)
wskazywalo na objetos¢ elucji odpowiadajaca pozornie wyzszej masie czasteczkowej,
co mogloby sugerowaé wystepowanie form oligomerycznych. Natomiast zgodnie
z danymi literaturowymi, biatko RhpA (podobnie jak inne helikazy z rodziny DEAD-
box) jest monomerem. W badaniach zespotu Hilde de Reuse wykazano, ze RhpA stanowi
monomeryczny sktadnik minimalnego degradosomu H. pylori, tworzac funkcjonalny
kompleks z RNaza J, bez dowoddéw na stabilng homo-oligomeryzacje helikazy RNazg J
[122], [142], [105]. W przypadku biatka PapS H. pylori zostato ono zidentyfikowane jako
enzym wystepujacy w formie monomerycznej, z niewielkim udzialem form agregujacych

i produktow degradacji. Wynik ten jest zgodny z charakterystykg podobnych biatek,
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bakteryjnych poli(A)-polimeraz, ktore np. u E. coli (PAP I) zostaly opisane jako enzymy

w formie monomerycznej o wielko$ci ok. 55 kDa [145].

U wielu gatunkdéw bakterii PNPaza wraz z helikazami RNA stanowi element kompleksu
degradosomowego odpowiedzialnego za kontrolowang degradacje oraz dojrzewanie
RNA. W klasycznym modelu degradosomu E. coli wykazano, ze PNPaza oddziatuje
Z helikazag RhIB, tworzac stabilny kompleks funkcjonalny z RNaza E i enolaza,
co umozliwia efektywng degradacje i remodelowanie czgsteczek mRNA[146]. W toku
prac wlasnych nie zaobserwowano wykrywalnej, bezposredniej interakcji pomiedzy
PNPazg H. pylori a helikazg RhpA w zastosowanych testach oddziatywan biatko-biatko
prowadzonych w warunkach in vitro. Wyniki te wskazujg, ze w odréznieniu od modelu
E. coli, PNPaza H. pylori nie tworzy z RhpA stabilnego kompleksu analogicznego
do interakcji bialek PNP-RhIB. Otrzymane dane sugeruja, ze PNPaza moze
funkcjonowac poza minimalnym kompleksem tj. RNaza J i RhpA, potencjalnie w sposéb
niezalezny od bezposredniego wigzania z helikazg. Obserwacje te pozostaja zgodne
Z doniesieniami zespotu H. De Reuse, w ktérych wykazano, ze helikaza RhpA oddziatuje

z RNazg J, tworzac degradosom minimalny H. pylori [142].

W trakcie realizacji niniejszej pracy doktorskiej opublikowano prace opisujaca role biatka
RhpA H. pylori, w tym jego oddzialywania z RNaza J [142]. Poniewaz wyniki
te w znacznym stopniu odpowiadaly na pytania badawcze dotyczace funkcji RhpA,
zakres dalszych badan podjetych w niniejszej pracy doktorskiej zostat ukierunkowany
nainne elementy metabolizmu RNA. Zasadnicza cze¢$¢ badan eksperymentalnych
niniejszej pracy koncentrowala si¢ na biatkach PNP oraz PapS, ktére w momencie
planowania badan pozostawaly znacznie stabiej scharakteryzowane. Uzyskane wyniki
pozwolily m. in. na eksperymentalng weryfikacje aktywnosci tych biatek. W przypadku
glownego modelu, biatka PNP, okreslono rowniez wptyw delecji genu kodujgcego
to biatko na fenotyp H. pylori tj. przezywalno$¢ w warunkach stresowych i wrazliwos¢
na antybiotyki co wydaje si¢ kluczowe w dobie narastajacej opornosci tych bakterii

na powszechnie stosowane antybiotyki.

W testach biochemicznych z wykorzystaniem biatka PNP H. pylori, potwierdzono
dwufunkcyjnos¢ tego enzymu. W obecnoéci kofaktorow jakimi s jony metali Mn?* oraz

Fe** PNPaza katalizowala wydluzanie jednoniciowego oligonukleotydu poli(A)
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co wskazuje na aktywno$é polimeryzacyjna tego biatka. Z kolei w obecnosci jonow Mg?*,
Fe3" oraz jonow fosforanowych, wydhuzone oligonukleotydy poli(A), ulegaly skroceniu,
co potwierdzito aktywno$¢ degradacyjng PNP [141]. Ponadto, w toku badan
zaobserwowano, ze jony Fe** wspomagaja zarowno reakcje polimeryzacii,
jak i degradacji, co nie byto dotychczas odnotowane w literaturze i moze sugerowac
specyficzne wihasciwosci katalityczne PNPazy H. pylori zwigzane z jej $rodowiskiem

biochemicznym.

Aktywnosci enzymu PNP byly oznaczone z wykorzystaniem opracowanego testu
fluorymetrycznego opartego na barwniku Thioflawinie T, wigzacym niespecyficznie
jednoniciowe odcinki RNA/DNA. Optymalizacja parametrow reakcji w badanich
wstepnych, w tym stezenia PNPazy (5 uM), jondw metali, czasu inkubacji i temperatury
- pozwolita uzyska¢ wiarygodne i powtarzalne wyniki, ktore staty si¢ podstawa testu
przesiewowego dla inhibitorow PNPazy in vitro. Tego typu podejscie, bazujace
na fluorescencji, byto wczesniej stosowane do analizy aktywno$ci nukleaz i polimeraz
RNA [147], jednak jego adaptacja dla biatka H. pylori stanowi nowatorski aspekt

niniejszej pracy.

Obiektem badan w niniejszej pracy bylo rowniez biatko PapS, ktorego funkcja
w metabolizmie RNA H. pylori pozostaje dotychczas stabo poznana. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze PapS moze wptywac¢ na dynamike 1 wydajnos¢ procesoOw kontrolowanych
przez degradosom, co otwiera nowe perspektywy badawcze dotyczace regulacji
procesow zaleznych od RNA u H. pylori. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki pozwalaja
przyporzadkowa¢ funkcje biatka PapS w kontekscie szlakow odpowiedzialnych
za obrobke RNA, w tym proceséw zwigzanych z dojrzewaniem tRNA.

Ocena roli biatka PapS wymagata weryfikacji jego dotychczasowej adnotacji
funkcjonalnej, zgodnie z ktéora w bazach danych klasyfikowane bylo jako poli(A)
polimeraza. Wyniki bioinformatycznej analizy sekwencji aminokwasowej oraz
przewidywanej struktury trzeciorzedowej wskazuja, ze PapS nalezy do nadrodziny
nukleotydylotransferaz klasy II. Biatko to posiada konserwowany motyw EDXLR, ktory
jest charakterystyczny dla nukleotydylotransferaz klasy Il m. in. CCA-tRNA
nukleotydylotransferazy, jak i poli(A) polimerazy | E. coli co wskazuje na istnienie

wspolnego rdzenia katalitycznego tych biatek [147].
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Jednocze$nie porownawcza analiza sekwencji oraz budowy centrum aktywnego ujawnia
istotne réznice pomiedzy PapS H. pylori a PAP | E. coli w zakresie elementow
determinujacych specyficznos¢ substratowg. W szczegolnosci utozenie motywu EDxLR,
obecnos$¢ krotkiej elastycznej petli pomigedzy motywami A i B oraz dostepnos¢ centrum
katalitycznego w PapS wykazuja wicksze podobienstwo do enzyméw CCA-dodajacych
niz do poli(A) polimerazy I. Réznice te sg zgodne z odmiennym mechanizmem
rozpoznania konca tRNA oraz etapowe] selekcji nukleotydow, prowadzacej
do sekwencyjnej dobudowy reszt C, C i A, charakterystycznej dla enzyméw CCA-tRNA
nukleotydylotransferaz.

Istotne znaczenie dla okreSlenia funkcji PapS majg uzyskane dane w niniejszej pracy.
Brak aktywnosci poliadenylacyjnej bilka PapS w testach z wykorzystaniem ssSRNA i ATP
nie pokrywa si¢ z funkcja klasycznej poli(A) polimerazy typu PAP I. Jednocze$nie
zaobserwowany proces dobudowy nukleotydow do substratow nasladujacych
niekompletny koniec CCA tRNA przez biatko PapS, odpowiada mechanizmowi dziatania
typowych CCA-tRNA nukleotydylotransferaz. Taki wzorzec aktywno$ci odroznia PapS
od niespecyficznych poli(A) polimeraz i wskazuje, ze biatko to pelni funkcje
wyspecjalizowanego enzymu typu CCA-NT [148].

Genom H. pylori charakteryzuje si¢ ograniczonym zestawem komponentow metabolizmu
RNA, przy jednoczesnym zachowaniu enzymow niezbgdnych dla procesoéw krytycznych
dla przezycia komoérki. Dobudowa konca 3'-CCA stanowi warunek konieczny
aminoacylacji tRNA oraz prawidlowego przebiegu translacji, co uzasadnia obecnos¢
funkcjonalnego enzymu CCA-NT nawet w warunkach znacznej redukcji genomu. W tym
kontekscie PapS nalezy traktowa¢ jako funkcjonalny odpowiednik CCA-tRNA
nukleotydylotransferazy, a nie jako bakteryjna poli(A) polimeraz¢ typu PAP I,

€0 uzasadnia korekte jego dotychczasowej adnotacji funkcjonalne;.

Interakcje helikaz RNA z innymi biatkami stanowig istotny element funkcjonowania
bakteryjnych komplekséw obrébki RNA. Helikazy z rodziny DEAD-box zwykle
wspoéldziatajg z enzymami katalitycznymi dla metabolizmu RNA, utatwiajac im dostep
do struktur drugorzedowych RNA oraz regulujgc ich aktywnos¢. W modelu E. coli,
helikaza RhIB wchodzi w przej$ciowa interakcje z RNaza E, a powstajacy kompleks
zwigksza aktywno§¢ ATPazowa i helikazowa RhIB [149], [150]. Podobny mechanizm

zaobserwowano u bakterii Gram-dodatnich B. subtilis, u ktérych helikaza CshA tworzy
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funkcjonalne kompleksy z RNazg Y Iub RNaza J, modulujac aktywnos$¢ calego
degradosomu [140].

Zaobserwowane w niniejszej pracy eksperymentalnej oddziatywanie biatka PapS
z helikazg RhpA H. pylori moze wpisywa¢ si¢ w ogolny charakter przejSciowych
interakcji helikaz DEAD-box z enzymami odpowiedzialnymi za metabolizm RNA. Cho¢
PapS H. pylori nic wykazuje cech nukleazy ani nie stanowi gltéwnego sktadnika
degradosomu RNA, wykazane wigzanie z bialkiem RhpA moze odzwierciedla¢
analogiczny do innych bakterii mechanizm regulacyjny, w ktorym helikaza nawigzuje
krotkotrwate interakcje z nukleotydylotransferazami z rodziny poli(A)-polimeraz
lub enzymow dodajacych konce CCA, ktore sa spokrewnione strukturalnie, mimo

odmiennej specyficznosci substratowej [151].

W literaturze dotyczacej bakterii nie opisano dotychczas bezposrednich interakcji helikaz
DEAD-box z enzymami tego typu w kontekscie degradosomu. Analogiczne powigzanie
procesow degradacji RNA 1 poliadenylacji zostalo natomiast udokumentowane
u eukaryota. W mitochondriach komoérek zwierzecych czes¢ kompleksu SUV3-PNPase,
okreslanego jako mitochondrialny degradosom, tworzy przejsciowy kompleks
Z mitochondrialng  poli(A)-polimerazg mMtPAP[152] Oddzialywanie t0 wigzano
Z modulacjag procesu poliadenylacji mitochondrialnych transkryptéw w zaleznosci
od warunkow wewnatrzkomoérkowych, w tym poziomu nieorganicznego fosforanu
w macierzy mitochondrialnej [153]. Pondato, w jadrze drozdzy Saccharomyces
cerevisiae opisano kompleks TRAMP, ztozony m.in. z helikazy RNA Mtr4 oraz poli(A)-
polimerazy Trf4, ktory petni funkcje kofaktora egzosomu 1 promuje degradacje¢ RNA,
zwlaszcza w przypadku substratow o ztozonej strukturze drugorzedowej [154]. Rowniez
w modelu bakteryjnym E. coli poli(A)-polimeraza PAP 1, pelnigca funkcje
polimeryzacyjne wobec RNA, wykazuje zdolno$¢ do interakcji z komponentami
maszynerii degradacyjnej. Opisano m.in. jej bezposrednig interakcje z RNaza E
W obrebie regionu rusztowania degradosomu [131], co wskazuje na funkcjonalne
powiazanie proceséw poliadenylacji i degradacji RNA takze u bakterii, mimo odmienne;j
organizacji tych szlakow w poréwnaniu do eukaryota. Wykazano rowniez, ze aktywnos$¢
PAP I moze by¢ dodatkowo modulowana przez biatko Hfq, ktore wigze ogony poli(A)
I wplywa na elongacje poli(A) oraz dostepnos¢ konca 3 RNA dla nukleaz [154], [155].
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Bakteria H. pylori pozbawiona jest biatek Hfq i ProQ [141], co moze sugerowac rozwoj
alternatywnych mechanizméw integracji funkcji enzymow zaangazowanych
W metabolizm RNA, na przyktad poprzez bezposrednie interakcje biatko-biatko. Biorac
to pod uwage oddziatywanie PapS-RhpA moze stanowi¢ element kompensacyjny,
rozszerzajacy funkcjonalno$§¢ minimalnego degradosomu o dodatkowy modut
regulacyjny, sprzyjajacy dynamicznemu dostosowywaniu aktywnosci kompleksu

degradujagcego RNA do warunkow srodowiskowych i metabolicznych bakterii.

Uzyskanie trzech zywotnych mutantéw delecyjnych H. pylori (Apnp, ArhpA i ApapS)
wskazuje, ze geny kodujace biatka PNP, RhpA i PapS nie sa niezb¢dne do przezycia
bakterii w warunkach in vitro. Wynik ten jest zgodny z ogo6lng obserwacja,
ze U wigkszo$ci  bakterii  sktadniki degradosomu i kodujace je geny, ktdre
nie sa niezbedne do przezycia komorki, ale ich delecja wptywa m.in. na zaburzenia
wzrostu, zmiang morfologii komorek lub ograniczenie procesow regulacji RNA [119].
UE. coli delecja genu pnp kodujacego PNPaze, nie jest letalna, ale prowadzi
do akumulacji  nieprawidtlowych transkryptow 1 wydluzenia czasu podziatu
komdrkowego, co wigze si¢ z zaburzeniem procesow degradacji mMRNA i przetwarzaniem
np. rRNA [148]. Podobnie u B. subtilis geny kodujace RNaze Y, RNaze J1/J2 i PNPaz¢
sa uznawane za niezbedne dla efektywnej regulacji potranskrypcyjnej, natomiast ich
delecja nie powoduje obumarcia komérek, ale sprzyja spowolnieniu wzrostu bakterii
i zaburza ekspresje licznych genéw zwigzanych z metabolizmem [142]. Interesujagcym
punktem odniesienia jest blisko spokrewniona z H. pylori pateczka C. jejuni, u ktorej
delecja genu pnp réwniez nie prowadzi do obumierania komorki, natomiast wptywa
istotnie m. in. na ruchliwos$¢, zdolno$¢ do kolonizacji i wydajno$¢ adaptacji do stresu
oksydacyjnego [114]. Z kolei u M. tuberculosis PNPaza petni kluczowa rolg w regulacji
metabolizmu RNA (m.in. jako glowny sktadnik degradosomu) oraz w adaptacji do stresu
poprzez ksztattowanie stabilnosci mRNA i1 RNA niekodujacych. PNPaza jest biatkiem
kluczowym dla utrzymania homeostazy = RNA i funkcjonowania uktadu
degradosomowego. W odroznieniu od wielu bakterii, u pratkow PNPaza jest niezbedna
do przezycia bakterii w warunkach in vitro, dlatego jej role ocenia si¢ glownie
w modelach warunkowego obnizenia poziomu PNPazy (nie na podstawie mutantow
delecyjnych). Nawet niewielkie obnizenie poziomu lub aktywnosci PNPazy jest dla

M. tuberculosis nickorzystne i wigze si¢ ze spadkiem zywotnosci oraz rozlegtymi
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zmianami fizjologicznymi i transkryptomicznymi. Wykazano, ze PNPaza jest obecna
w komorkach pratkow w znacznie wigkszej ilo$ci niz pozostate sktadniki kompleksu

degradosomu [99].

Podobnie jak w innych modelach bakteryjnych, delecja genu rhpA u H. pylori nie jest
letalna w warunkach in vitro, co sugeruje, ze funkcje tej jedynej helikazy DEAD-box
moga by¢ w pewnym stopniu kompensowane przez inne enzymy uczestniczace
w metabolizmie RNA (np. rybonukleazy endo- i egzorybonukleolityczne) lub przez
obecno$¢ dodatkowych szlakow kontroli jakosci RNA. Jednocze$nie RhpA stanowi
kluczowy element minimalnego degradosomu opartego na RNazie J, a jej brak skutkuje
wyraznymi defektami fizjologicznymi tj. spowolnienie namnazania komorek, zaburzenia
dojrzewania 16S rRNA oraz nieprawidlowosci w biogenezie rybosoméw, mimo
ze zachowanej przezywalno$ci in vitro, mutant ArhpA wykazuje istotne fenotypy
adaptacyjne, w tym ograniczenie zdolnos$ci do ruchu oraz fenotyp zwoazany z kolonizacja
w modelu mysim, co wskazuje na znaczenie RhpA jako czynnika warunkowo
niezbednego do przezycia w srodowisku gospodarza [142], [107]. Wyniki te sg zgodne
Z obserwacjami dotyczacymi homologicznych helikaz DEAD-box, takich jak CshA
u B. subtilis oraz RhIB u E. coli, ktorych brak zwykle nie prowadzi do $mierci komorki,
ale wiaze si¢ z defektami w metabolizmie RNA 1 obnizeniem wydajnosci dzialania
degradosomu [140], [150]. Zywotnoé¢ szczepdw delecyjnych H. pylori Apnp, ArhpA oraz
ApapS uzyskanych w niniejszej pracy wskazuje, ze u tej bakterii badane biatka
metabolizmu RNA, nie sa niezb¢dne do przezycia komorki. Ich rola moze by¢ przede
wszystkim zwigzana z regulacja procesow degradacji i obrobki RNA, co wplywa
na prawidtowy przebieg wzrostu oraz zdolno$¢ adaptacji do zmiennych warunkéw

srodowiskowych.

Przeprowadzenie globalnych analiz ekspresji RNA-seq dostarczyto cennych informacji
o roli poszczegolnych enzymow w regulacji transkrypcji u H. pylori. Wspomniane
wczesniej badanie Redko 1 wsp. (2016) wykazalo, ze obnizenie poziomu RNazy J
u H. pylori powoduje wzrost stabilnosci ponad 20% catkowitego MRNA, prowadzac
do jego akumulacji. Najwiekszy wzrost ilosci transkryptéw zaobserwowano dla
produktéw gendéw zaangazowanych w metabolizm podstawowy, biosyntez¢ kofaktorow
oraz odpowiedz na stres, co sugeruje, ze RNaza J normalnie utrzymuje mRNA dla tych
transkryptéw na niskim poziomie, zapobiegajac ich nadmiernej ekspresji, co mogtyby
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zaburza¢ fizjologie komorki bakteryjnej Iub jej adaptacje do $rodowiska [142].
Zaobserwowano, ze cze$¢ transkryptow stabilizowanych w warunkach ostabionej
aktywnosci RNazy J zalezy rowniez od obecnosci helikazy RhpA, co wskazuje na ich
wspotdziatanie w procesach degradacji RNA. [124]. W przypadku B. subtilis wykazano,
ze inaktywacja RNazy Y lub J1 skutkuje wyraznym wydtuzeniem czasu poéttrwania
znacznej czesci mRNA. Zauwazono, ze zmiany te obejmujg nawet 30% transkryptow,
cprowadzi do globalnej przebudowy ekspresji gendw i zakldcenia homeostazy RNA.
[140]. W przypadku C. jejuni wykazano, ze delecja genu kodujacego PNPaz¢ wptywa
nregulacje wielu procesow komorkowych. Analizy proteomiczne wykazaty zmieniong
ekspresje bialek bioracych udziat w metabolizmie energetycznym, przetwarzaniu RNA
oraz odpowiedzi na stres oksydacyjny [114]. Wyniki cytowanych analiz
transkryptomicznych oraz inne dane literaturowe potwierdzaja, ze degradosom petni role
swoistego ,,straznika” transkryptomu, odpowiadajac za selektywne i szybkie usuwanie
uszkodzonych lub nieprawawidlowo przetworzonych czastek RNA. Brak kluczowych
komponentéw kompleksu, takich jak RNaza J, helikaza RhpA czy PNPaza, prowadzi
do akumulacji transkryptow, ktore w warunkach fizjologicznych ulegaja szybkiej
degradacji. W efekcie dochodzi do deregulacji na poziomie posttranskrypcyjnym,
co moze zaburza¢ delikatng réwnowage miedzy transkrypcja a degradacja RNA

i wptywaé na aktywno$¢ wielu szlakow regulacyjnych.

W odniesieniu do H. pylori wykazano, ze delecja genu pnp prowadzi do istotnych zmian
w profilu ekspresji niewielkiej liczby genow, co zostato przeanalizowane w ramach
niniejszej pracy doktorskiej. Zaobserwowano podwyzszony poziom transkryptow
nalezacych do wybranych szlakow adaptacyjnych, w tym szlaku syntezy puryn,
a jednoczesnie obnizenie ekspresji genow zwigzanych z utrzymaniem integralnosci btony
komorkowej, takich jak acpS. Uzyskane wyniki wskazuja, ze PNPaza, mimo braku
tworzenia oddziatywan z pozostatymi sktadnikami degradosomu, pelni niezalezna
funkcje regulacyjng w kontrolowaniu stabilnosci okreslonych transkryptow. Potencjalnie
jej brak prowadzi do rozregulowania mechanizméw adaptacyjnych oraz zaburzen
fizjologii komorki w warunkach $rodowiskowego stresu, co moze istotnie wplywaé
na zdolno$¢ kolonizacji gospodarza. Jednoczes$nie nalezy podkresli¢, ze zakres zmian
transkryptomicznych po delecji genu pnp moze zaleze¢ od warunkow doswiadczenia.

Mozliwe, ze pehiejsza pula transkryptow kontrolowanych przez PNPaz¢ ujawnia si¢
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dopiero po indukcji okreslonych warunkéw stresowych, np. w szczegdlnosci stresu
temperaturowego. Taki wniosek jest spdjny z badaniami przeprowadzonymi nad pateczka
C. jejuni, u ktorej obecnos¢ PNPazy jest kluczowa dla przezycia w niskich temperaturach,
a szczep pozbawiony funkcjonalnego genu pnp wykazuje obnizong tolerancj¢ na chtod
[114].

Cho¢ PNPaza nie jest niezbedna do przezycia H. pylori w warunkach in vitro, jej brak
zwigksza wrazliwo$¢ komorek na niekorzystne czynniki $rodowiskowe i wybrane
antybiotyki. Uzyskane wyniki sugeruja, ze PNPaza moze stanowi¢ potencjalny cel
molekularny, a zahamowanie jej aktywnos$ci mogltoby ostabia¢ mechanizmy adaptacyjne
H. pylori poprzez zaburzenie stabilnosci mRNA i w konsekwencji zwickszaé¢ skuteczno$é
terapii skojarzonej z istniejacymi juz antybiotykami. Dotyczy to m.in. klarytromycyny,
ktéra hamuje translacj¢ poprzez oddziatywanie z podjednostka 50S rybosomu, oraz
metronidazolu, ktory jest prolekiem wymagajacym wewnatrzkomoérkowej redukcyjne;j
bioaktywacji; proces ten jest wrazliwy na zaburzenia réwnowagi redoks i szlakow

przenoszenia elektronéw w komérce [156].

Bardziej rozlegte zaburzenia w ekspresji genow w odniesieniu do szczepdw delecyjnych
H. pylori Apnp i ApapS zaobserwowano w przypadku szczepu delecyjnego ArhpA,
rowniez szczegotowo przeanalizowanego w ramach niniejszej pracy doktorskiej. Delecja
genu kodujacego jedyng helikaze DEAD-box H. pylori skutkowala zmiang poziomu
transkryptow kilkuset gendw, ktorych produkty warunkowaty przebieg licznych
procesow komorkowych istotnych dla przezywalnosci i adaptacji bakterii. Deregulacji
ulegaja miedzy innymi geny odpowiedzialne za naprawg DNA, biosyntez¢ kofaktorow
oraz modyfikacje powierzchniowe btony komorkowej. Tak szeroki zakres obserowanych
zmian jest spojny z danymi literaturowymi zespotu Hilde de Ruse, ktore wskazuja,
ze RhpA jest kluczowym komponentem minimalnego degradosomu H. pylori
tworzonego wspolnie z RNazg J, a oba bialka funkcjonalnie oddziatuja ze soba.
W badaniach zespotu de Reuse wykazano, ze RhpA nie warunkuje wzrostu H. pylori
w 37°C, natomiast obecnos¢ tego biatka jest kluczowa do namnazania si¢ tych bakterii
W nizszej temperaturze niz temperatura zywiciela (33°C). Ponadto delecja genu rhpA
spowodowata ograniczenie ruchliwo$ci patogenu oraz zdolnos¢ do kolonizacji niszy
zotadka u myszy. Autorzy polaczyli wystepowanie tego fenotypu z zaburzeniami

adaptacji stresowej i procesoéw biogenezy rybosomdw, w tym dojrzewania czastek rRNA.
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W tym kontekscie efekt transkryptomiczny ArhpA nie musi wynika¢ wylacznie z utraty
aktywno$ci samej helikazy ale moze tez odzwierciedla¢ zaburzenie wspomnianego
oddziatywania RNazy J z RhpA 1 wtérng deregulacje degradacji RNA. Brak aktywnosci
tego bialka przesuwa rownowage pomigdzy procesami stabilizacji a degradacji RNA,
co wtornie uderza w wiele procesow fizjologicznych i ogranicza zdolno$¢ bakterii
do adaptacji w warunkach panujgcych w niszy zotadkowej [107], [142]. Tak szeroki
zakres zmian jednoznacznie wskazuje na centralng role¢ RhpA w utrzymaniu homeostazy
transkryptomowej oraz  w  funkcjonowaniu  minimalnego  degradosomu

charakterystycznego dla H. pylori.

Enzymy bakteryjne biorace udziat w obrébce RNA, sg coraz cz¢sciej postrzegane jako
atrakcyjne cele w rozwoju nowych rozwiazan terapeutycznych przeciw patogenom.
Zaklada si¢, ze niskoczasteczkowe zwigzki chemiczne hamujgce aktywno$¢ takich
enzymow mogg dziata¢ bakteriostatycznie lub ostabia¢ czynniki wirulencji
drobnoustroju. Pierwowzorem wspomnianych badan byly prace nad inhibitorami RNazy
E, kiedy to w 2015 roku zidentyfikowano pierwsze drobnoczgsteczkowe zwigzki zdolne
do wigzania i hamowania aktywnos$ci kompleksu tej RNazy u E. coli [157]. W toku badan
udato si¢ takze opracowac kolejne inhibitory celujace w centrum aktywne RNazy E, ktore
wykazaty skuteczno$¢ takze przeciw homologom tego biatka u patogendw tj. Francisella
tularensis i Acinetobacter baumannii, co dodatkowo potwierdza atrakcyjnos¢ tego
enzymu jako celu molekularnego dla nowych lekéw [158]. W kontekscie
egzorybonukleaz szczeg6lng uwage zwrdocono rowniez na PNPazg, gdyz jej aktywnos¢
wplywa na globalng regulacj¢ transkryptomu, obejmujaca réwniez geny przypisywane
w analizach funkcjonalnych do szlakow zwigzanych z wirulencja [159]. W 2019 roku
zespot Zhang 1 wsp. odkryt, ze aktywna forma leku przeciwgruzliczego pyrazynamidu
czyli kwas pirazynowego (POA), moze hamowaé PNPaze M. tuberculosis (Rv2783c)
poprzez wspotzawodnictwo o wigzanie specyficznego RNA (tmRNA) do centrum
aktywnego enzymu [160]. Mutacja punktowa D67N w M. tuberculosis PNP wywotata
oporno$¢ PNPazy na dziatanie POA, co bylo $cisle zwigzane z opornoscia szczepu
na pyrazynamid. Wspomniane badania potwierdzity, ze PNPaza jest jednym z celow
molekularnych dziatania tego leku [161]. To odkrycie ujawnito nowy mechanizm
dziatania klinicznego antybiotyku, ktory wykazuje dziatanie destabilizujace metabolizm

RNA pratka gruzlicy, poprzez zahamowanie aktywno$ci biatka PNP, co sugeruje,
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ze biatko to moze by¢ skutecznym celem molekularnym i strategia terapeutyczng w walce
z drobnoustrojami wielolekoopornymi [99], [162]. Rownolegle, Matos i in. (2024)
przeprowadzili przesiew in silico 58 tys. zwigzkow z biblioteki Maybridge pod katem
wigzania w centrum katalitycznym PNPazy E. coli, wykorzystujac strukture
krystalograficzng enzymu jako model receptora (PDB: 3GCM). Nastepnie wytypowane
zwiazki zweryfikowano eksperymentalnie i wykazano, ze trzy z nich (CD06144,
SPB04215, SPB04462) hamujg aktywnos¢ PNPazy in vitro [158]. Wyniki te stanowig
dowdd, ze celowanie w bakteryjne egzonukleazy RNA i identyfikacja ich inhibitorow,

moze prowadzi¢ do odkrycia zwigzkow o aktywnosci biologiczne;.

W zakazeniach H. pylori, z uwagi na narastajaca lekooporno$¢ np. na metronidazol
I klarytromycyng, celowanie w komponenty degradosomu RNA tych bakterii tj. biatko
PNP wydaje si¢ obiecujaca alternatywa w kontekScie eradykacji tego patogenu.
Opracowanie selektywnych inhibitorow PNPazy wymaga uwzgl¢dnienia r6znic migdzy
ludzkimi a bakteryjnymi enzymami RNA, jednakze wysoka konserwatywno$é
w budowie PNPazy oraz jej rola w patogennosci czynnikéw zakaznych, czynig z tego
biatka atrakcyjny cel molekularny. Podsumowujac, dostgpne prace pokazuja,
ze niskoczasteczkowe zwigzki chemiczne moga hamowaé aktywno$¢ enzymow
kluczowyche dla bakteryjnych proceséw degradacji RNA (w tym komponentow
degradosomu oraz powiazanej z nim egzonukleazy), a wytypowane inhibitory poza
efektem biochemicznym in vitro, wykazujg rowniez mierzalny wptyw na fenotyp
komorkowy bakterii, jakkolwiek wplyw na niektore cechy t.j zdolno$¢ tworzenia
biofilmu wymaga dalszych badan. Wskazuje to, ze farmakologiczna modulacja proceséw
degradacji RNA jest realnym kierunkiem badan o duzym potencjalne aplikacyjnym

w dobie narastajgcej antybiotykoodpornosci [158].

W niniejszej pracy zastosowano wieloetapowe podej$cie do identyfikacji inhibitorow
PNPazy H. pylori, aczac testy enzymatyczne in vitro z oceng aktywnoSci
przeciwdrobnoustrojowej na catych komorkach bakterii. Testy przesiewowe
z wykorzystaniem biblioteki 8562 zwigzkéw chemicznych pozwolity wytypowac
w tescie fluorometrycznym 23 zwiagzki hamujace aktywno$¢ polimeryzacyjna
i degradacyjng PNPazy, co weryfikowano w analizach produktow reakcji w zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych (UREA-PAGE). Jednoczes$nie wyniki

wskazuja, ze aktywno$¢ inhibitora wobec oczyszczonego enzymu nie przektada sig¢
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automatycznie na efekt przeciwbakteryjny w warunkach in vitro, w tym na zahmowanie
wzrostu lub przezywalnosci bakterii. Skutecznos¢ zwigzku chemicznego w warunkach
komorkowych zalezy m.in. od przenikalno$ci zwigzku przez blone zewngtrzng i blone
cytoplazmatyczng, jego stabilnosci chemicznej, aktywno$ci systeméw usuwania

zwigzkow z komorki bakteryjnej oraz mozliwego dziatania nieswoistego.

Kluczowg warto$¢ interpretacyjng miaty wyniki uzyskane rownolegle na trzech
szczepach H. pylori G27 (WT, Apnp, pnp++). Zastosowanie szczepu dziekiego,
delecyjnego oraz komplementacyjnego, pozwala odrézni¢ zwigzki, ktorych efekt
przeciwdrobnoustrojowy jest powigzany z obecnoscia PNPazy, od zwiazkéw
dziatajacych glownie na inne cele komorkowe. Najbardziej obiecujacy profil dziatania
wykazaty zwigzki tj. Niklozamid, Eleclazine oraz PK150, dla ktérych efekt wobec
bakterii byt powtarzalny i zalezny od obecnosci funkcjonalnego genu pnp. Wyniki
te pomagaja sformutowa¢ wniosek, ze PNPaza H. pylori jest celem molekularnym,
podatnym na modulacj¢ chemiczng. Natomiast wiarygodna selekcja zwigzkow
chemicznych jako kandydatéw na inhibitory, wymaga rownoczesnej oceny ich dziatania

na poziomie enzymu oraz fenotypu komorki bakteryjnej.

Z perspektywy dalszych prac przedstawione podej$cie stanowi uzyteczne ramy
do systematycznej identyfikacji i walidacji inhibitorbw PNPazy oraz innych
komponentow degradosomu H. pylori, a uzyskane wyniki wyznaczaja kierunki kolejnych

badan nad regulacja metabolizmu RNA u tego patogenu.
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8. Whnioski szczegélowe

e Zoptymalizowano procedury ekspresji oraz wieloetapowego oczyszczania
rekombinowanych biatek PNP, RhpA i PapS z H. pylori, uzyskujac preparaty
0 jakosci i stgzeniach umozliwiajacych badania strukturalno-funkcjonalne oraz
testy oddzialywan (uzyskujac stezenia rzedu 10-15 mg/ml dla kazdego biatka)

e Opracowano i zoptymalizowano warunki testow fluorymetrycznych,
potwierdzajac aktywno$¢ polimeryzacyjng i degradacyjng PNPazy (pozwalajace
na dalsze badania przesiewowe)

e Wykazano, ze biatko PNP ma forme trimeru

e Biatko PapS nie wykazywalo aktywnosci poliadenylacyjnej wobec ssRNA,
natomiast katalizowato sekwencyjng dobudowe konca 3’ tRNA (C—C—A),
co wskazuje na jego funkcje jako enzymu dobudowujacego CCA- do tRNA, a nie
klasycznej poli(A) polimerazy uczestniczacej w degradacji mRNA

e Badanie interakcji RhpA-PapS wykazalo pojawienie si¢ przejSciowego,
umiarkowanego oddzialywania migdzy tymi biatkami (zakres mikromolowy)

e Analiza transkryptomiczna szczepdw pozbawionych badanych komponentow
degradosomu RNA, wykazata nieliczne zmiany transkryptomiczne dla szczepdw

Apnp i ApapS oraz rozlegte zmiany w profilu transkryptomicznym szczepu ArhpA
Delecja genu pnp u H. pylori skutkuje:

e Obnizeniem tolerancji H. pylori na zmiany temperatury: wolniejszy wzrost
w 39°C, stabsze przezycie w 4°C.

e Zwigkszeniem podatnosci na uszkodzenia DNA (UV-C) oraz na stres
oksydacyjny

e Ostabieniem cech zwigzanych z kolonizacja zotadka: ruchliwo$¢ ~30% poziomu
WT (=70% redukcji) oraz aktywno$¢ ureazy ~50-55% poziomu WT

e Zwigkszeniem zdolnosci tworzenia §rodowiska biofilmu

e Obnizeniem aktywnosci katalazy, co wskazuje na zaburzenia mechanizméw
ochrony przed ROS i zmiang sposobu funkcjonowania komoérek w warunkach
stresu

e Zastosowano  czteroetapowa  strategie = przesiewowa  ukierunkowang

na identyfikacje inhibitorow aktywnosci PNP, laczacg testy oceny aktywnosci
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enzymatycznej PNP in vitro, jakosciowa selekcje zwiazkéw na podstawie
ichwptywu na reakcje poliadenylacji RNA oraz ocen¢ aktywnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej wobec szczepow H. pylori WTG27, Apnp, Apnp++

Z biblioteki 8562 zwigzkéw stosowanych w stezeniu 100 uM wyloniono kolejno
272 zwiazki (>90% hamowania polimeryzacji ssDNA), nast¢pnie przy stezeniu
1 uM wytoniono: 26 inhibitorow polimeryzacji i 38 inhibitoréw degradacji
poli(A)-RNA (>50%), w tym 9 zwigzkéw hamujacych obie aktywnosci PNP;
po selekcji jakosciowej wytypowano 23 zwiazki do dalszej weryfikacji

W przesiewowym teScie na catych komorkach bakterii jako najbardziej
obiecujgce w hamowaniu wzrostu wskazano zwigzki o profilu [WT = Apnp++| <
Apnp: eleklazine, frentizol, niklozamid, PK150, pentagalloilglukoza, YM-907009,
szikonina i deoksyszikonina

Najbardziej obiecujacym kandydatem do dalszych badan na podstawie testow
komorkowych byt niklozamid, ktory wykazywal najnizsze warto§ci MIC wobec
H. pylori oraz zréznicowana wrazliwos¢ szczepow w zalezno$ci od obecno$ci

funkcjonalnego genu pnp, co wskazuje na fenotyp zalezny od PNP.

155



9. Whniosek koncowy

PNPaza H. pylori nie jest niezbedna do przezycia tego drobnoustroju w warunkach
laboratoryjnych, jednak jej brak istotnie uposledza zdolnosci adaptacyjne i odpowiedz
na stres, co wskazuje na wazna rolg tego enzymu w utrzymaniu homeostazy metabolizmu
RNA. PNPaza stanowi zatem obiecujgcy cel molekularny dla potencjalnych inhibitorow,

a uzyskane wyniki uzasadniajg dalszg walidacj¢ tego biatka jako celu terapeutycznego.

Jednocze$nie nalezy podkresli¢, ze dalsze badania, prowadzone juz niezaleznie
od niniejszego doktoratu, pozwolityby jednoznacznie oceni¢, czy PNPaza jest enzymem
warunkowo niezbednym, np. w kontekscie infekcji, kolonizacji niszy zotadkowej,
transmisji migdzy gospodarzami lub przezycia w zmiennych warunkach $rodowiska
gospodarza. Taka warunkowa niezbedno$¢ moglaby tlumaczy¢, dlaczego gen pnp jest
utrzymywany w genomie H. pylori, mimo Ze jest to genom silnie zredukowany, w ktorym
presja selekcyjna sprzyja eliminacji funkcji zbednych. Wyniki niniejszej pracy stanowig
rowniez istotng przestanke do rozwoju badan nad mechanizmami tolerancji
I lekoopornosci H. pylori oraz do poszukiwania strategii ograniczajacych narastanie

opornosci 1 poprawiajacych skutecznos$¢ terapii zakazen.
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10.Streszczenia

Streszczenie w jezvku polskim

Narastajagca lekoopornos¢ Helicobacter pylori (H. pylori) na stosowane obecnie
antybiotyki ogranicza skuteczno$¢ eradykacji, co wigze si¢ z konieczno$cig poszukiwania
nowych celéw molekularnych dla potencjalnych lekow. W pracy scharakteryzowano
wybrane komponenty degradosomu RNA H. pylori, biorgc pod uwage ich strukture
i funkcje, a takze wzajemne oddzialywania: fosforylaz¢ polinukleotydowa PNP
(PNPaze), helikaze RhpA oraz biatko PapS, ze szczegélnym uwzglednieniem roli PNP
jako potencjalnego celu terapeutycznego. Okreslono funkcj¢ PapS w metabolizmie RNA
i zbadano wystepowanie interakcji PapS-RhpA. Oczyszczono rekombinowane biatka
PNP, RhpA i PapS. Zoptymalizowano testy aktywnosci PNP (reakcje polimeryzacji
i degradacji RNA). Wykazano, ze PNPaza wystepuje w formie trimeru i zachowuje
aktywno$¢ enzymatyczng w warunkach umozliwiajagcych dalsze badania przesiewowe.
PapS nie wykazywato aktywnosci poliadenylacyjnej wobec jednoniciowego RNA,
natomiast katalizowato sekwencyjng dobudowe konca 3’ CCA do tRNA, co wskazuje na
funkcje enzymu dobudowujacego CCA. Stwierdzono przejsciowe, umiarkowane
oddziatywanie PapS-RhpA. Analiza transkryptomiczna ujawnita ograniczone zmiany
ekspresji w szczepach delecyjnych H. pylori G27 Apnp i ApapS oraz rozlegla przebudowe
profilu transkryptomicznego w ArhpA. Delecja pnp nie wigzata si¢ z obumieraniem
komérek, lecz powodowata istotne ograniczenie zdolnosci adaptacyjnych: obnizenie
tolerancji na stres temperaturowy (wolniejszy wzrost w 39°C i stabsze przezycie w 4°C),
wzrost wrazliwosci na UV-C i stres oksydacyjny, zahamowanie ruchliwos$ci i aktywnosci
ureazy oraz katalazy. Jakkolwiek delecja pnp wigzata si¢ z nasileniem tworzenia obszaru
biofilmu, czego wyjasnienie wymaga dalszych badan. Zastosowano czteroetapowsa
strategi¢ przesiewowa uzytych w badaniach inhibitorow PNP taczaca testy in vitro,
selekcje jakosciowa i ocene dziatania wobec komorek bakteryjnych. Z biblioteki 8562
zwigzkow wytoniono 23 kandydatow do dalszej weryfikacji, a najbardziej obiecujacy
profil dzialania zalezny od obecnosci PNP wykazatl niklozamid. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze PNPaza H. pylori, mimo Ze nie jest niezbedna do przezycia bakterii stanowi
kluczowy wezet regulacji metabolizmu RNA determinujacy odpowiedz stresowa
i fenotypy adaptacyjne bakterii oraz racjonalny cel dla poszukiwania inhibitorow PNP
w celach terapeutycznych.

Stowa kluczowe: Helicobacter pylori, degradosom RNA, PNPaza, RhpA, PapS
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Streszczenie w jezyku angielskim

The increasing antibiotic resistance of Helicobacter pylori (H. pylori) significantly
reduces the effectiveness of eradication therapies and highlights the urgent need
to identify novel molecular targets for potential therapeutic substances. This study aimed
to characterize selected components of the H. pylori RNA degradosome - polynucleotide
phosphorylase (PNPase), the RNA helicase RhpA, and the protein PapS with particular
emphasis on evaluating PNPase as a potential therapeutic target. Additionally, the
function of PapS in RNA metabolism and its interaction with RhpA were investigated.
Recombinant PNPase, RhpA, and PapS were successfully purified. Enzymatic assays for
PNPase activity, including RNA polymerization and degradation reactions, were
optimized to enable downstream inhibitor screening. The spatial structure of PNPase was
resolved, followed by structural-functional analyses and interaction studies of the RhpA-
PapS complex. PNPase was shown to form a homotrimeric assembly and to retain
enzymatic activity under conditions compatible with high-throughput screening
applications. PapS did not exhibit polyadenylation activity toward single-stranded RNA;
however, it catalyzed the sequential addition of the 3'-terminal CCA sequence to tRNA,
consistent with its role as a CCA-adding enzyme. A transient and moderate interaction
between PapS and RhpA was detected.

Transcriptomic analysis revealed limited changes in gene expression in the H. pylori G27
Apnp and ApapS strains, whereas deletion of rhpA resulted in extensive transcriptomic
remodeling. Although pnp deletion did not abolish bacterial viability, it markedly
impaired adaptive capacity. The Apnp strain displayed reduced tolerance to temperature
stress (slower growth at 39°C and decreased survival at 4°C), increased sensitivity to UV-
C radiation and oxidative stress, reduced motility and urease as well as catalase activity,
while enhanced ability to biofilm complex formation, which needs further study
to elucidate the potential mechanism.

A four-stage screening strategy for PNPase inhibitors was implemented, integrating in
vitro enzymatic assays, qualitative selection steps, and evaluation using bacterial cells.
From a library of 8,562 compounds, 23 candidates were selected for further validation.
Among them, niclosamide exhibited the most pronounced PNP-dependent activity
profile.

Collectively, these findings indicate that although H. pylori PNPase is not essential for
viability, it represents a central regulatory node in RNA metabolism that governs stress
response and adaptive phenotypes. Therefore, PNPase constitutes a rational and
promising target for the development of novel antibacterial strategies.

Keywords: Helicobacter pylori, RNA degradosome, PNPase, RhpA, PapS
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