Rola domen I i III biatka DnaA w tworzeniu kompleksu inicjujacego
replikacje chromosomu Helicobacter pylori

STRESZCZENIE

Helicobacter pylori to mikroaerofilna, Gram-ujemna bakteria bytujaca w przewodzie
pokarmowym cztowieka bedaca czynnikiem etiologicznym m. in. wrzodéw oraz nowotworéw
zoladka. Dotychczas badania nad procesem inicjacji replikacji chromosomu tej bakterii skupiaty
sie na regionie oriC (origin of chromosomal replication) - pierwszym dwucztonowym region inicjacji
replikacji chromosomu bakterii Gram-ujemnych. Niewiele wcigz wiadomo o drugim czynniku
zaangazowanym w inicjacje replikacji - inicjatorowym biatku DnaA H. pylori. Najwiecej
informacji dotyczy domeny IV DnaA odpowiedzialnej za rozpoznawanie i wigzanie
specyficznych sekwencji DNA zlokalizowanych w regionie oriC, tzw. DnaA-bokséw. Informacje
na temat pozostalych domen sa fragmentaryczne i opieraja sie gléwnie na poréwnaniu sekwencji
aminokwasowej do najlepiej scharakteryzowanego biatka inicjatorowego - DnaA E. coli. Wysoka
homologia bialek DnaA E. coli i H. pylori sugeruje, ze bialko H. pylori wykazuje podobna
charakterystyke strukturalno - funkcjonalng do biatka E. coli.

Celem badan bylo eksperymentalne scharakteryzowanie roli domen I i III biatka DnaA
H. pylori w tworzeniu kompleksu inicjujacego replikacje chromosomu H. pylori. Pierwszy etap
badant skupial si¢ na przygotowaniu serii rekombinowanych wariantéw biatka DnaA
o zmiennym skladzie domenowym oraz z mutacjami w obrebie domeny III. Nastepnie
z zastosowaniem testéw rozplatania DNA in vitro, sieciowaniu biatek oraz technik SPR (Plasmon
Surface Resonance), EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay), mikroskopii elektronowej, zbadano
w jaki spos6b oddzialywania miedzyczasteczkowe biatka oraz oddzialywania DnaA z DNA
zaleza od skiadu domenowego biatka DnaA. Pozwolilo to scharakteryzowaé oddziatywania
zachodzace z udzialem domen I i III. Udowodniono zaangazowanie domeny I w tworzenie
oligomeru DnaA, zdolnoé¢ do homooligomeryzacji oraz jej istotna role w oddzialywaniach
miedzybiatkowych dalekiego zasiegu. Wykazano, ze domena III odpowiada za zdolnos¢ biatka
DnaA do otwierania helisy DNA w regionie DUE (DNA unwinding element).

Kolejng czesé¢ badan poswiecono okresleniu in vitro wplywu mutacji w obrebie motywu
AAA+na oddzialywania miedzy czasteczkami DnaA oraz DnaA - DNA. Ponadto zbadano jaki
wplyw na wzrost H. pylori ma synteza w komoérce dodatkowych, zmutowanych w obrebie
domeny III wariantéw biatka DnaA. Badania wykazaly istotno$¢ zmutowanych reszt
aminokwasowych dla oddzialywan miedzyczasteczkowych, a obecnos¢ dodatkowych,
zmutowanych kopii biatka DnaA zaburzata wzrost bakterii H. pylori.

Wyniki przedstawionych badan pozwolily na scharakteryzowanie roli domen I i III biatka
DnaA w tworzeniu kompleksu inicjujacego replikacje chromosomu H. pylori oraz poszerzyty

dotychczasowa wiedze dotyczaca biatka inicjatorowego DnaA.



