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Biatka HtrA (High Temperature Requirement A) sg to zachowane w ewolucji proteazy
serynowe nalezace do subklanu proteaz PA(S) i stanowigce czg¢$¢ rodziny S1 (podrodziny
S1C), zgodne z danymi z bazy MEROPS. Niektére HtrA wykazuja dodatkowo aktywnos$é
opieckuncza. Homologi bialka HtrA =zidentyfikowano zar6wno u organizmow
prokariotycznych, jak i eukariotycznych, w tym u cztowiecka. Modelowy organizm,
Escherichia coli, posiada trzy homologi HtrA: HtrAec (DegP), DegQec (HhoA) i DegSec
(HhoB). U wielu gatunkéw bakterii znaleziono tylko jeden homolog biatka HtrA, np. H.
pylori. W komorce bakteryjnej HtrA jest zwigzane z ostonami komoérkowymi i tam bierze
udzial w kontroli jakosci bialek, gltownie przez usunigcie nieprawidlowo zwinigtych
polipeptydow. Ta funkcja jest niezwykle istotna w warunkach stresowych, takich jak stres
termiczny, oksydacyjny i osmotyczny, ktore wplywaja na faldowanie bialek i moga
prowadzi¢ do ich denaturacji. Biatka HtrA biorg udziat w dojrzewaniu i zwijaniu niektorych
bialek zewnatrzkomoérkowych. Znane substraty dla biatka HtrA obejmuja powierzchniowe
biatka OspA i B, RseA, biatko aktywujace neutrofile (NapA), biatko wiciowe zwigzane

z ciatem podstawowym (FIliL) 1 inne [1].

Ostatnio opublikowane badania wskazujg, ze u niektorych gatunkéw bakterii HtrA
moze by¢ transportowane na zewnatrz komorki, gdzie moze petnié istotng role w patogenezie
zakazen bakteryjnych poprzez utatwienie rozprzestrzeniania si¢ bakterii. Kluczowym etapem
w procesie wirulencji jest destrukcja potaczen migdzykomorkowych i/lub uszkodzenie
macierzy zewnatrzkomérkowej (ECM). Niektore HtrA sa zdolne do degradacji biatek
potaczen adherentnych (E-kadheryna) i scistych (klaudyna-8 i okludyna), jak roéwniez biatek
ECM (fibronektyna i agrekan) [1,3].

HtrA sa biatkami homooligomerycznymi, ktorych funkcjonalng jednostka budulcowa
jest trimer. Trimery moga budowa¢ wyzsze formy oligomeryczne, a w przypadku niektorych
homologéw HtrA w roztworze moga znajdowac si¢ rozne formy oligomerow. Przejscia
pomiedzy formami oligomerycznymi sg czesto zalezne od obecnosci substratu i zwigzane ze
zmiang aktywnoS$ci enzymu, przez co uwazane sg za forme¢ regulacji aktywnos$ci. Typowy
monomer HtrA sktada si¢ z domeny proteazowej typu chymotrypsyny i co najmniej jednej
domeny PDZ (ang. Postsynaptic density of 95 kDa- PSD-95, discs large- DLG1, and zonula



occludens- ZO1) na koncu C. Cze$¢ N-koncowa jest najmniej zachowana w ewolucji i moze

petni¢ roznorodne funkcje [1,3].

Wiadomo, ze biatko HtrA wykazuje aktywnos$¢ proteolityczng 1 cze¢sto dodatkowa, niezalezng
aktywno$¢ opiekuncza, ktéora moze by¢ zaangazowana w utrzymaniu nieprawidtowo
sfaldowanych biatek w formie rozpuszczalnej i w konsekwencji zapobiega ich agregacji.
W niektorych przypadkach aktywno$¢ opiekuncza jest niezbedna do prawidlowego sktadania
1 eksportowania roznych czynnikow wirulencji. Aktywno$¢ proteolityczna jest kluczowa
w wirulencji wielu patogennych bakterii, np. Escherichia coli (EHEC, UPEC), Bordetella
pertussis, Borrelia burgdorferi, Chlamydia sp. i Salmonella enterica serotyp Typhimurium;

w wielu przypadkach brak htrA powoduje utrate zdolno$ci bakterii do infekowania.

HtrA E. coli wymaga aktywacji, aby strawi¢ substrat. W formie spoczynkowej, uktad reszt
aminokwasowych budujgcych centrum aktywne tej proteazy uniemozliwia katalize reakcji
hydrolizy wigzania peptydowego. W zwigzku z tym do aktywacji niezbedne jest wystapienie
zmian konformacyjnych w czasteczce HtrA. Proces ten jest regulowany przede wszystkim
allosterycznie przez wigzanie substratow lub peptydow do domeny proteolitycznej i domeny
PDZ1, czemu towarzyszg zmiany form oligomerycznych. W rezultacie, Heksamery (forma
spoczynkowa) sa przeksztalcane w czasteczki zbudowane z 12 lub 24 podjednostek (formy
aktywne). Po zakonczeniu trawienia substratu, duze oligomery rozpadajg si¢ i biatko wraca do

formy nieaktywnej [1,3].

Ta rozprawa doktorska prezentuje wyniki badan nad homologami biatka HtrA pochodzacymi
z dwoch patogennych gatunkow bakterii: Helicobacter pylori i Stenotrophomonas
maltophilia. Biochemiczne wlasciwosci tych biatek zostaly poréwnane do modelowego
bakteryjnego HtrA z bakterii Escherichia coli. Bakterie H. pylori, S. maltophilia i E. coli sa
wykazujg szereg podobienstw i wszystkie nalezag do bakterii Gram-ujemnych zdolnych do
kolonizacji organizmu cztowieka. Jednakze docelowa lokalizacja w ciele cztowieka i ekologia
kazdego z tych gatunkéw jest inna. H. pylori jest wyspecjalizowanym patogenem czlowieka,
ktory zasiedla zoladek 1 dwunastnice. Do tej pory zywe bakterie nie zostaly wykryte
w warunkach S$rodowiska zewnetrznego. S. maltophilia najczesciej infekuje uktad
oddechowy, ale przede wszystkim jest bakteria Srodowiskowa wystepujaca W wodzie
i glebiel. E. coli wystepuje w uktadzie pokarmowym (lub moczowym w przypadku UPEC)
1 obejmuje gatunki komensalne i patogenne. Moze przetrwacé przez dluzszy czas w wodzie

(Scieki), rzekach, jeziorach i pozywieniu.?



Do przeprowadzenia szczegotowej charakterystyki biochemicznej biatek HtrA niezbg¢dne byto
uzyskanie znacznej ilo$ci czystych preparatow biatkowych. W tym celu zostato
skonstruowanych kilka plazmidéw na bazie wektora pET26b, zawierajacych odpowiedni
wariant genu htrA. Uzyskiwane biatka HtrA zawieraly N-koncowa sekwencj¢ sygnatowa
PelB (z bakterii E. coli), ktora jest odpowiedzialna za kierowania biatka do peryplazmy, jak
réwniez C-koncowy znacznik His-Tag (utatwiajacy oczyszczanie biatka). Plazmidy pozwolity
na uzyskanie nastgpujacych homologéw HtrA: trzy warianty HtrA H. pylori, pochodzace ze
szczepow 26695, J99 i N6, i HtrA S. maltophilia ze szczepu K279a. HtrA E. coli uzyskano
wykorzystujgc plazmid z kolekcji Katedry. Aby otrzyma¢ niecaktywne warianty biatek HtrA
kodon seryny miejsca aktywnego htrA (S229 dla S. maltophilia i S221 dla H. pylori) zostat
zamieniony na kodon alaniny (substytucja S/A) przy uzyciu ukierunkowanej mutagenezy.
Biatka HtrA zostaly oczyszczone za pomoca chromatografii powinowactwa z zastosowaniem
ztoza niklowego w warunkach natywnych lub denaturujacych. Druga metoda zostata uzyta
w celu uzyskania czystszego preparatu pozbawionego peptydow oczyszczanych razem
z biatkiem HtrA [2,3].

HtrA, jako element systemu kontroli jakosci biatek preferuje biatka niesfatldowane jako
substraty. Aby sprawdzi¢, czy HtrAnp i HtrAsm wykazuja podobng specyficzno$¢ substratowa,
zbadano aktywnos¢ proteolityczng tych biatek wzgledem B-kazeiny i dwoch form lizozymu:
natywnej i chemicznie zdenaturowanej przez redukcje. B-kazeina jest biatkiem o duzej
zawartosci rejonéw nieuporzadkowanych, ktore jest znane jako uniwersalny substrat dla
proteaz, rowniez dla HtrA. Lizozym zawiera cztery mostki disiarczkowe, ktore sg niezbedne
dla utrzymania natywnej konformacji. Redukcja czasteczki lizozymu powoduje utrate
wlasciwej struktury i aktywnos$ci tego biatka. Biatko HtrAgc zostato uzyte jako kontrola.
Wszystkie homologi HtrA wykazaty aktywno$¢ proteolityczng wzgledem [-kazeiny
i zdenaturowanego lizozymu, a natywny lizozym nie podlegatl degradacji. To oznacza, ze
HtrAnp 1 HtrAsm sg zdolne do degradacji nieprawidlowo sfaldowanych bialek, a biatka

o prawidlowej konformacji pozostaja niestrawione [2,3].

Nastepnie sprawdzono, przy jakich warto$ciach czynnikéw fizycznych (pH roztworu,
temperatura) homologi HtrA trawig najwydajniej - kazeine. HtrAnp wykazywatl najwyzsza
aktywno$¢ w pH pomigdzy 5.5- 7.0 (maksimum pH 6.0- 6.5), HtrAsm dziatal najefektywniej
w waskim zakresie pH 6.0- 6.5, a HtrAec w pH pomiedzy 5.5- 6.5 (maksimum pH 5.5).
Nastepnie, okreslono zalezno$¢ aktywnos$ci badanych proteaz od temperatury otoczenia.

Okazato si¢ w temperaturze 37 °C (temperatura ludzkiego ciata) tempo trawienia substratu



byto poréwnywalne dla badanych HtrA. Natomiast w wyzszych lub nizszych temperaturach
zostaly zaobserwowane istotne rdznice. Temperatury, w ktorych badane HtrA wykazywaty
najwyzsza aktywno$¢ to: 35-37 °C (HtrAsm), 70-75 °C (HtrAmp) lub 55 °C (HtrAkg).
Efektywnos$¢ trawienia substratu przez HtrAsm dramatycznie spadata powyzej temperatury
37°C, ale warto zaznaczy¢, ze w nizszych temperaturach (25 °C) enzym ten wykazywat

wyzszg aktywno$¢ proteolityczng w porownaniu do HtrAnp and HtrAgc [2,3].

Wyjatkowo wysoka aktywno$¢ HtrAnmp W podwyzszonych temperaturach sugeruje duza
stabilno$¢ czasteczki tego enzymu (w szerokim zakresie pH i temperatury). Z drugiej strony,
zanik aktywnosci HtrAsm w temperaturach powyzej 37 °C wskazuje na niskg stabilno$¢
termiczng czasteczek tego biatka. Aby zweryfikowaé te przypuszczenia, wyznaczyliSmy
temperature topnienia (Tm) wszystkich badanych HtrA przy uzyciu dichroizmu kolowego.
W optymalnym pH (pH 6.5) Tm dla HirAnp wynosita 87,5 °C, pozostate badane homologi
HtrA utracity drugorzedowa strukture w nizszych temperaturach: HtrAgc (73,3 °C) i HtrAsm
(57,91 °C). Wyniki z tego doswiadczenia wyjasniaja duzg aktywno$¢ proteolityczng HtrAnp
w wysokich temperaturach i niskag maksymalng aktywnos$¢ HtrAsm (maksimum w 37°C)[2,3].

Wiasciwosci badanych homologéw HtrA wydaja si¢ odzwierciedla¢ ich adaptacje do
warunkow spotykanych w siedliskach typowych dla tych bakterii. Preferowanie
umiarkowanych temperatur w przypadku HtrAsm sugeruje, ze funkcja tej proteazy jest wazna
dla bakterii zasiedlajacych $rodowiska zewnetrzne (wodne i glebowe), jak réwniez tych
kolonizujacych ludzkie ciato. Wysoka odporno$¢ na warunki denaturujagce obserwowana dla
HtrAnp koreluje z potrzeba dzialania zaréwno w komorce bakteryjnej, jak i w skrajnie

niekorzystnym srodowisku zotadka (w przypadku frakcji wydzielanej na zewnatrz komorki).

Aby poszerzy¢ charakterystyke bakteryjnych HtrA, okreslono ich specyficznos¢ wzgledem
miejsc trawienia substratu. Wedlug dostepnej wiedzy HtrAnp preferencyjnie tnie naturalny
substrat E- kadheryn¢ w obrgbie motywu [VITA] | [VITA] -x-x-D- [DN] [3]. Specyficznosé
substratowa HtrAsm nie byta wczesniej okreSlana. W celu poréwnania specyficznosci
wszystkich badanych w tej pracy HtrA zastosowali$my B-kazeing i zredukowany lizozym
jako modelowe substraty. Uzyskane produkty cigcia zidentyfikowano stosujac technike
spektrometrii mas (LC-MS). Ta metoda umozliwita nam okreslenie preferencji enzymow
w stosunku do aminokwasoéw sgsiadujagcych z miejscem rozcigcia wigzania peptydowego.
HtrAmp | HtrAec wykazaly bardzo podobng specyficzno$¢ wzgledem aminokwasow
znajdujacych si¢ bezposrednio przed i po cigtym wigzaniu peptydowym. Obie proteazy

preferencyjnie cigly wigzania za niepolarnymi aminokwasami w pozycji P1, takimi jak



walina, leucyna i izoleucyna. Co ciekawe, pomimo wyzej wymienionych podobienstw,
enzymy te wytwarzaly rézne peptydy, a lokalizacja miejsc cigcia w obrebie substratu byta
odmienna. Sugerowalo to, iz HtrAnp and HtrAgc wykazuja odmienng specyficznos¢ wzgledem
drugorz¢dowych miejsc w substratowych biatkach. W przypadku HtrAsm stosunek polarnych
1 niepolarnych aminokwasoéw w pozycji P1 byt podobny; enzym preferowal waling, seryne
i leucyne w pozycji P1, ale nie izoleucyng. W przypadku pozycji P1° (za miejscem cigcia
wigzania peptydowego), HtrAsm wykazywal zwigkszong preferencje do aminokwasow
natadowanych, w porownaniu z HtrAmp i HtrAsm. Ta rdéznica W specyficznosci jest
przypuszczalnie zawigzana z pojedynczg substytucja aminokwasowa w kieszeni
specyficznosci substratu S1, ktora jest odpowiedzialna za selektywne wigzanie tancucha
bocznego aminokwasu w pozycji P1. Dla HtrAnp i HtrAsm ten region jest zachowany
w ewolucji, a kieszenie specyficznosci S1 dla HtrAnp/ HtrAec zawieraja aminokwasy:
1205/1216, A227/238 i 1228/1239 [2,3].

W przypadku HtrAsm, zostala takze zbadana aktywno$¢ opiekuncza tego biatka
1 pordbwnana do analogicznej aktywno$ci modelowego HtrAg.. Wiadomo jest, ze HtrAgc
przeciwdziata agregacji czasteczek chemicznie zdenaturowanego lizozymu. Okazalo sig, ze
HtrAsm wykazuje podobne wlasnoséci i wydajnie obniza ilo$§¢ powstajacych agregatow, co
zostalo wykazane metoda pomiaru rozpraszania $wiatta i oznaczaniem ilo$ci precypitujacych

czasteczek lizozymu [2].

W nastepnych etapach zostata zbadana czwartorzedowa struktura biatek HtrA. W tym
celu wykorzystano dwie metody: sgczenie molekularne (SEC) i ultrawirowanie analityczne.
Uzywajac tej pierwszej metody porownano profile elucji biatek HtrA, pochodzacych z H.
pylori 26695, S. maltophilia i E. coli. Najlepiej poznane HtrA (HtrAgc) jest eluowane ze
ztoza w formie pojedynczego szczytu w pozycji odpowiadajacej heksamerowi. Wyniki dla
HtrAnp | HtrAsm byty inne. Proteolitycznie nieaktywny wariant HtrAsm (HtrAsmS229A) byt
eluowany w trzech frakcjach (prawdopodobnie trimery, heksamery i oligomery wyzszego
rzedu). Jednak, gdy uzyto aktywnego wariantu HtrAsm zaobserwowano dwa wyraznie
okreslone szczyty (prawdopodobnie trimery 1 heksamery, z dominacja mniejszych form).
HtrAnp wymywano jako mieszaning trimerow i heksameréw z silng dominacjg trimerow [2,
3]. Wyniki eksperymentu SEC zostaly zweryfikowane doktadniejsza metoda,
a mianowicie ultrawirowaniem z analiza szybkos$ci sedymentacji. Eksperyment ten zostat
przeprowadzony przez Dr Ann¢ Modrak- Wojcik z Uniwersytetu Warszawskiego (Wydziat
Biofizyki). W tym przypadku przeanalizowalismy dwa nieaktywne warianty HtrAnp



(pochodzace ze szczepdéw 26695 1 N6) oraz aktywny i1 nieaktywny wariant HtrAsm.
Doswiadczenia potwierdzity, ze oba homologii: HtrAnp i HtrAsm sa obecne jako mieszanina
oligomeréw o rdznej wielkos$ci. Proteolitycznie nieaktywny wariant HtrAsm tworzyt trimery
1 heksamery, ale wykryto rowniez wigksze czasteczki. Te rozbieznosci wynikaja
prawdopodobnie z obecnosci ligandéw peptydowych, ktore sg bardzo trudne do usunigcia
z preparatu proteolitycznie nieaktywnego biatka. W przypadku HtrAnp dominowaty trimery,
ale wystgpowaly rowniez inne formy oligomeryczne. Co interesujace, zawartoSCi
poszczegodlnych form oligomerycznych w dwoch analizowanych wariantach HtrAnp znacznie
si¢ roznity. W przypadku HtrAHp ze szczepu 26695 wystepowaly trzy gltéwne frakcje,
odpowiadajace trimerom, heksamerom i nanomerom, z dominacja trimeréw. Dla HtrAnp ze
szczepu N6 uzyskali$my inny wynik. ZaobserwowaliSmy dwa gléwne szczyty odpowiadajace
trimerom i 18- merom. Zalezne od szczepu H. pylori roznice w zawartoSci form
oligomerycznych zostaly rowniez zaobserwowane w kazeinowych zymogramach. Duza
zawarto$¢ form oligomerycznych byta obserwowana dla HtrA pp z N6 i J99, podczas gdy
HtrAnp ze szczepu 26695 migrowato w zelu glownie w formie monomerycznej. Ta
obserwacja sugeruje, ze oligomery HtrAnp 26695 i J99 sg nadzwyczaj stabilne, poniewaz sg
w stanie utrzymaé si¢ w denaturujagcych warunkach elektroforezy zelowej. Poroéwnanie
sekwencji aminokwasowych wariantow HtrAnp ze szczepow 26695, J99 i N6 ujawnito, ze
biatka te s3 identyczne w 99% 1 roznig si¢ tylko piecioma aminokwasami, ktére
prawdopodobnie sa odpowiedzialne za obserwowane roznice w stabilno$ci oligomerow

HtrAwp [2,3].

W przypadku kilku dobrze scharakteryzowanych homologéow HtrA obecnos¢
substratow prowadzi do reorganizacji oligomerow i tworzenia duzych czasteczek wygladem
przypominajacych klatke. Zjawisko to mozna latwo zaobserwowa¢ za pomoca SEC. Na
przyktad profil elucji HtrAgc inkubowanego z P-kazeing zawiera dodatkowa frakcje, ktora
odpowiada 24-merom. W naszych do$wiadczeniach obecno$¢ substratow powodowata
réwniez tworzenie oligomerow wyzszego rzedu w przypadku wszystkich badanych
nieaktywnych proteolitycznie wariantoéw HtrA (S/A). Analizy aktywnych HtrAsm i HtrAHp nie
wykazaty obecnosci wiekszych form oligomerycznych (z substratem lub bez).
Najprawdopodobniej oligomery wyzszego rzedu w tym przypadku rozpadaja si¢ po
degradacji czasteczki substratu, podobnie jak w przypadku HtrAgc. Poréwnanie teoretycznego
modelu HtrAsm ze znang strukturg HtrAgc potwierdzito zalozenie, ze interakcje pomiedzy

trymerami HtrAsm sg labilne. W obecnosci substratu HtrAnp (S/A) tworzyt stabilne oligomery



podobne do HtrAgc, co sugeruje, ze zalezne od substratu reorganizacje struktury sg podobne
dla tych dwoch enzymow. Wynik ten byl niezalezny od badanej temperatury i pH roztworu
[2,3].

Ustalenie fizjologicznej funkcji biatka HtrAnp w komorce bakteryjnej byto dotychczas
znacznie utrudnione z powodu braku szczepu pozbawionego genu htrAnp. Poprzednie proby
jego uzyskania okazaty si¢ nieskuteczne, pomimo wykorzystania ponad 100 szczepow H.
pylori pochodzacych z réznych zrodet. We wspolpracy z dr hab. Anng Zawilak- Pawlik
z Instytutu Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii
Nauk we Wroctawiu podjeta zostata jeszcze jedna proba usunigcia htrA z genomu H. pylori.
W przypadku pojedynczego szczepu H. pylori N6 nasze wysitki zakonczyty si¢ sukcesem
i udato si¢ skonstruowaé szczepy NOAhtrAnp. Dla kontroli otrzymano szczep
komplementacyjny z ponownie wprowadzonym funkcjonalnym genem  htrAnp
(N6AhtrA/htrAns)[dane nieopublikowane]. Dzigki stazowi w laboratorium Prof. Dr Steffena
Backerta z Uniwersytetu Fryderyka i Aleksandra w Erlangen i Norymberdzie mozliwe byto
przeprowadzenie szczegdtowej charakterystyki fenotypu mutanta N6AhtrAn,. Gdy bakterie
hodowano w standardowych warunkach dla H. pylori, nie zaobserwowano istotnych réznic
we wzroscie badanych szczepéw. Nastepnie przetestowano efekty réznych warunkéw
stresowych, w tym stresu temperaturowego, oksydacyjnego, osmotycznego i pH, a takze
dziatania puromycyny. Komorki H pylori pozbawione htrA byly bardziej wrazliwe na
wigkszo$¢ uzytych warunkow stresowych w porownaniu z bakteriami niezmutowanymi lub
szczepem komplementacyjnym. Jedynym wyjatkiem byt stres oksydacyjny wywotany przez
H20 i wodoronadtlenek kumylu; w tym przypadku testowane szczepy reagowaty podobnie.
Wszystkie czynniki stresowe stosowane w naszych do$wiadczeniach wptywaja na strukture
biatka, prowadzac do ich denaturacji i ostatecznie do agregacji. Dlatego mozna zalozy¢, ze
HtrAxp podobnie jak inne bakteryjne homologii HtrA, jest waznym elementem w systemie
kontroli jako$ci biatek [3].

Podsumowujac, do najwigkszych osiggnie¢ mojej pracy mozna zaliczy¢:

(1) przeprowadzenie szczegotowej charakterystyki aktywnosci proteolitycznej dwoch
homologoéw HtrA z bakterii patogennych H. pylori i S. maltophilia i poréwnania ich z
modelowg proteazg HtrA bakterii E. coli,

(2) charakterystyke aktywnosci opiekunczej HtrAsm,

(3) okreslenie struktur czwartorzedowych HtrAnp | HtrAsm,



(4) okreslenie wptywu delecji genu htrAxp na wzrost i przezywalno$é H. pylori w warunkach

stresowych in vitro.
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