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Streszczenie

Pomimo znacznego postepu badan nad replikacja DNA wiele aspektow tego
kluczowego procesu pozostaje nie do konca wyjasnionych. Szczegbétowe poznanie
molekularnych podstaw inicjacji replikacji DNA w bakteriach moze by¢ szczegdlnie istotne dla
nowych koncepcji walki z drobnoustrojami patogennymi. Przedmiotem badan przedstawionych
w tej pracy jest biatko TrfA, inicjujace replikacje DNA plazmidu RK2. Plazmid RK2 nalezy do
rodziny plazmidow o szerokim zakresie gospodarzy i jest w stanie replikowac si¢ i utrzymywac
w wielu gatunkach bakterii, w tym w bakteriach patogennych. Bialko TrfA wiaze si¢ do
powtorzonych sekwencji, tak zwanych iterondw zlokalizowanych w obrgbie origin, czyli
miejsca inicjacji replikacji DNA. Struktura kompleksu TrfA z dwuniciowym DNA (dsDNA)
nie zostata do tej pory opisana. Biatko TrfA tworzy rowniez kompleks z jednoniciowym DNA
(ssDNA), jednak nie jest wiadome, ktory rejon TrfA uczestniczy w tym wigzniu i nic nie wiemy
o strukturze tego kompleksu.

Celem niniejszej pracy byta analiza motywow strukturalnych biatka TrfA niezb¢dnych
do tworzenia komplekséw z DNA. W pierwszym etapie analizowano aktywnos¢ replikacyjna
wariantow biatek TrfA, posiadajacych mutacje zmieniajace specyfike wigzania do DNA, oraz
oddziatywanie tych biatek z dsDNA. Analizy SPR oraz analiza wigzania biatek in vivo
potwierdzity wptyw badanych mutacji na oddziatywanie z dsDNA. Nast¢pnie zbadano
oddziatywanie poszczegdlnych rejonow TrfA z dsSDNA. Wykazano, ze TrfA specyficznie
wigze si¢ z dsDNA w rejonie domen WH1WH?2 oraz w N-terminalnym koncu. Stosujac metode
sieciowania, hydrolizy oraz analiz¢ w spektrometrze masowym zidentyfikowano miejsca
interakcji TrfA z dwuniciowym DNA. W przedstawionej pracy wykazano, ze TrfA wiaze si¢ z
dsDNA poprzez motyw LMCGSDSTRVK (339-349 aa) zlokalizowany w domenie WH2 oraz
poprzez motyw AMPNDTARSALFTTR (148-163 aa) znajdujacy si¢ w N-terminalnym koncu
biatka. W kolejnych etapach projektu analizowano wigzanie TrfA z ssDNA. W szeregu
doswiadczen genetycznych i biochemicznych badano wplyw wprowadzania mutacji w biatku
TrfA na wigzanie z jednoniciowym DNA. Analiza wykazala, Ze znaczacg rol¢ w oddziatywaniu
TrfA z ssDNA maja reszty zlokalizowane w N-terminalnym rejonie biatka. Zidentyfikowano
miejsca oddziatywania TrfA z jednoniciowym DNA. W wigzanie to zaangazowany jest N-

terminalny rejon TrfA poprzez sekwencje AMPNDTAR (148-156 aa) oraz domena WH2



poprzez sekwencjc MFDYFSSHR (318-327 aa). Zidentyfikowane rejony zostaly
zweryfikowane poprzez analiz¢ wigzania z DNA wariantow biatka TrfA posiadajacych mutacje
w sekwencjach oddziatujacych z dsDNA (TrfA R347E) oraz ssDNA (TrfA R327E). Wyniki
doswiadczen wykazaly, ze biatko TrfA, posiadajagce mutacje w miejscu wigzagcym dwuniciowy
DNA (TrfA R347E), nie wigzalo dsDNA, jednoczesnie wigzac ssDNA. Natomiast biatko
posiadajace substytucje w miejscu odpowiedzialnym za wigzanie ssDNA (R327E), nie wigzato
ssDNA, ale oddziatywato z dsDNA. Biatko TrfA posiadajace mutacj¢ w rejonie N-terminalnym
(TrfA P151S), nie wigzato zarowno dwuniciowego jak i1 jednoniciowego DNA. Na podstawie
wynikow analiz genetycznych i1 biochemicznych zostaly przeprowadzone doswiadczenia
modelowania molekularnego w celu okreslenia struktury N-koncowego fragmentu TrfA, a
takze przedstawienia modelu biatka TrfA w kompleksie z dSDNA. Na podstawie analiz
dynamiki molekularnej uzyskang strukture N-terminalnego konca TrfA okreslono jako domeng

typu Winged Helix.
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