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Wykaz stosowanych skrotow

e CFU (ang. colony-forming unit) — jednostka tworzaca kolonie

e ddH,0 (ang. double disitlled water) - woda podwojnie destylowana/dejonizowana

e EDTA (ang. Ethylene Diamine Tetraacetic) - kwas etylenodiaminotetraoctowy

e FBS (ang. Fetal Bovine Serum) — ptodowa surowica bydleca

e FLP (ang. Flippase) — flipaza

e FRT (ang. Flippase Recognition Target) — region rozpoznawany przez flipaze

e GFP (ang. Green Fluorescent Protein) — biatko zielonej fluorescenc;ji

e iNTS (ang. invasive non-typhoidal Salmonella disease) - inwazyjna nietyfoidalna
posta¢ salmonellozy

e LPF (ang. long polar fimbriae) — dtugie polarne fimbrie

e MDR (ang. multiple drug resistant) - wiclooporno$¢

e MOI (ang. Multiplicity Of Infection) — wielokrotnos¢ infekcji

e NTS (ang. non-typhoidal Salmonella) — nie-durowe pateczki Salmonella

e OMPs (ang. outer membrane proteins) — biatka btony zewngtrzne;j

e PBS (ang. Phosphate-Buffered Saline) — sl fizjologiczna buforowana fosforanem

e PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) — reakcja tancuchowa polimerazy

e PMs (ang. Phenotype MicroArrays) — mikromacierze fenotypowe

e pz - pary zasad

e SCV (ang. Salmonella containing vacuole) — wakuole zawierajace pateczki
Salmonella

e SOC — (ang. Super Optimal broth with Catabolite repression) - kompletna, bogata
pozywka do mikrobiologicznej hodowli bakterii

e SPI (ang. Salmonella pathogenicity island) — wyspy patogennosci pateczek Salmonella

e ssDNA (ang. single-stranded DNA) — jednoniciowe DNA

e TAE (ang. Tris-Acetate-EDTA) — tris (hydroksymetylo) aminometan-octan-kwas
etylenodiaminotetraoctowy

e TAFI (ang. thin aggregative fimbriae) - cienkie agregujace fimbrie

e TBE (ang. Tris-Borate-EDTA) — tris (hydroksymetylo) aminometan-boran-kwas
etylenodiaminotetraoctowy

e TLR-5 (ang. toll-like receptor 5) — receptor toll-podobny dla flageliny

e Tris — (ang. Tris(hydroxymethyl)aminomethane) — tris (hydroksymetylo) aminoetan



e TI1F (ang. type 1 fimbriae) - fimbrie typu 1
e T3SS (ang. type 3 secretion system) — system sekrecyjny typu 11
e WT (ang. wild type) — szczep dziki
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Streszczenie

Adhezja do i inwazja nablonka jelitowego jest jednym z pierwszych i kluczowych
etapOw Ww patogenczie zakazen pateczkami Salmonella. Zrozumienie molekularnych
mechanizmow odpowiedzialnych za te procesy jest przedmiotem wielu badan prowadzonych
na calym $wiecie. Nadal jednak, okolo 35 - 40% bakteryjnych genéw nie ma
eksperymentalnie potwierdzonej funkcji, a ich udzial w wirulencji bakterii pozostaje
nieznany. Jednym z takich genéw majgcych zwiazek z réznicami w adhezji i inwazji Kilku
serowaréw Salmonella: Gallinarum, Dublin, Choleraesuis, Typhimurium i Enteritidis wobec
komorek nabtonka jelit jest gen yidR. Stad, ze wzgledu na fakt, Zze aktualny stan wiedzy na
temat roli i udziatu genu yidR w patogenezie zakazen pateczkami Salmonella jest bardzo
ograniczony i niekompletny i brak jest badan, ktére jednoznacznie wyjasniatyby, jaka role
pehi gen yidR w biologii pateczek Salmonella, przeprowadzono badania, ktorych celem byto
wyjasnienie jego roli w adhezji i inwazji pateczek S. Enteritidis. W zwigzku z tym, w
pierwszym etapie przeprowadzono badania majace na celu potwierdzeniu udzialu tego genu
juz nie tylko w adhezji, ale rowniez inwazji pateczek S. Enteritidis do komoérek nabtonka jelit
cztowieka, $wini i kury. Wykorzystujac mutanta delecyjnego S. Enteritidis P125109, ktory
nazwano P125109AyidR, wykazano, ze nock-out genu yidR prowadzi do statystycznie
istotnego obnizenia zarowno adhezji jak i inwazji do wszystkich trzech rodzajow komorek
nabtonka jelitowego w poréwnaniu z pateczkami S. Enteritidis P125109 typu dzikiego. Biorac
pod uwage fakt, ze bialko YidR jest najprawdopodobniej zlokalizowane w cytoplazmie,
zalozono, ze nie bierze one bezposredniego udzialu zarowno w adhezji, jak i inwazji, ale
funkcjonuje jako biatko regulatorowe wptywajac na ekspresje gendéw, ktorych biatkowe
produkty odgrywaja kluczowa role w tych procesach. W przypadku adhezji, jako gen
docelowy dla dziatania biatka YidR wybrano gen fimA kodujacy glowne biatko strukturalne

fimbrii typu 1, o nazwie FimA. Jezeli chodzi o inwazyjnos$¢, to jako gen docelowy dla biatka
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YidR wybrano gen sicA, kodujacy bialtko SicA stanowigce element strukturalno-
czynno$ciowy T3SS-1 i pelnigce rolg chaperonu dla innych biatek tego systemu sekrecyjnego.
O ile nie stwierdzono réznic w ekspresji biatka FimA pomigdzy Szczepem S. Enteritidis
P125109 typu dzikiego a szczepem z delecja genu YidR, to w przypadku genu sicA mniejsze
ilosci biatka SicA obserwowano w przypadku szczepu z delecjg genu yidR. Dla potwierdzenia
powyzszych wynikdw oraz pokazania, ze réznice w ekspresji biatka zwigzane sa z regulacja
genu yidR na poziomie transkrypcji, w szczepie S. Enteritidis typu dzikiego i szczepie S.
Enteritidis oznaczano aktywnos$¢ promotora genu yidR. Zgodnie z oczekiwaniami, znacznie
wyzszg aktywno$¢ promotora genu YidR obserwowano w przypadku pateczek S. Enteritidis
typu dzikiego w pordéwnaniu z paleczkami z delecjg genu YidR. Tak wigc, na obecnym
poziomie badan uzyskane wyniki wskazuja na udziat genu/biatka YidR w regulacji ekspresji
genu sicA na poziomie transkrypcji. W powigzaniu z badaniami nad rolg genu yidR w
regulacji ekspresji genéw zwigzanych z wlasciwosciami adhezyjnymi i inwazyjnymi pateczek
Salmonella, podjeto probe analizy ekspresji biatka YidR w paleczkach S. Enteritidis
hodowanych w warunkach optymalnych dla ekspresji bialka FimA, czyli fimbrii typu 1 1
biatka SicA, czyli T3SS-1. Zaktadano, ze ewentualnym zmianom w poziomie ekspresji tych
biatek powinny towarzyszy¢ zmiany w ekspresji biatka YidR. Niestety, najprawdopodobniej z
powodu zbyt niskiej ekspresji, nie udato si¢ wykazaé naturalnej obecnos¢ tego biatka w
paleczkach S. Enteritidis hodowanych w r6znych warunkach.

Dotychczasowe badania nad biologiczng rola genu yidR wskazuja, ze przynajmniej w
przypadku paleczek E. coli bierze on udzial w metabolizmie komérkowym, a konkretnie
partycypuje w metabolizmie galaktozy i glukonianu/galakturonianu, natomiast w badaniach
wlasnych pokazano, ze pateczki S. Enteritidis z delecja genu YyidR rosng zdecydowanie lepiej
na pozywce z 5 mM kwasem jabtkowym jako jedynym zZroédtem wegla w pordwnaniu z

pateczkami S. Enteritidis typu dzikiego. Tym niemniej, na obecnym poziomie badan, na czym
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polega rola genu yidR w metabolizmie kwasu jabtkowego i jaki to moze mie¢ zwigzek z
adhezja 1 inwazyjnoscia pozostaje sprawg niewyjasniong i wymaga dalszych badan.
Podsumowujac, otrzymane wyniki wskazuja, ze biatko YidR moze by¢ zaangazowane
w regulacje ekspresji genu SICA na poziomie transkrypcji, na co wskazuje spadek aktywnos$ci
promotora genu SicA w pateczkach S. Enteritidis z delecja genu yidR. Poniewaz biatko SicA
jest jednym z elementéw sktadowych T3SS-1, petnigcego kluczows role w inwazji pateczek
Salmonella wzglgdem komorek nablonkowych, obnizong inwazje paleczek S. Enteritids z
delecja genu yidR mozna thumaczy¢ zmniejszong aktywnoscig systemu sekrecyjnego. T3SS-1.
Jako ze, T3SS-1, obok inwazji, moze rowniez bra¢ udzial w adhezji, jako tzw. atypowa
adhezyna, rowniez i obnizong adhezje pateczek S. Enteritidis z delecjg genu yidR do komdrek
nabtonkowych, mozna powigzaé¢ z obnizong ekspresja genu SiCA. Tym niemniej, na czym
doktadnie polega regulatorowa rola biatka YidR i jakie molekularne mechanizmy leza u

podstaw jego aktywnosci wymaga dalszych szczegotowych badan.

13



Abstract

Adhesion to and invasion of the intestinal epithelium is one of the first and crucial steps
in the pathogenesis of Salmonella infections. Understanding the molecular mechanisms
responsible for these processes is the subject of many studies conducted around the world.
Currently, about 35-40% of bacterial genes have no experimentally confirmed function and
their role in bacterial virulence remains unknown. One of these genes involved in differences
in adhesion and invasion of a few Salmonella serovars: Gallinarum, Dublin, Choleraesuis,
Typhimurium and Enteritidis against intestinal epithelial cells is the yidR gene. Therefore, due
to the fact that the current knowledge on the role and involvement of the yidR gene in the
pathogenesis of Salmonella infections is very limited and incomplete, and there are no studies
that would clearly explain the role of the yidR gene in the biology of Salmonella, we
conducted a study to explain its role in the adhesion and invasion of S. Enteritidis. Therefore,
as a first step, studies were carried out to confirm the involvement of this gene in not only
adhesion but also invasion of S. Enteritidis into human, pig and chicken intestinal epithelial
cells. Using a deletion mutant of S. Enteritidis P125109, which was named P125109AyidR, it
was shown that nock-out of the yidR gene leads to a statistically significant reduction in both
adhesion and invasion into all three types of intestinal epithelial cells compared to wild-type
S. Enteritidis P125109. Considering that the YidR protein is most probably localized in the
cytoplasm, it was hypothesized that it is not directly involved in both adhesion and invasion,
but functions as a regulatory protein by influencing the expression of genes whose protein
products play a crucial role in these processes. In the case of adhesion, the fimA gene
encoding the major fimbriae type 1 structural protein, named FimA, was selected as the target
gene for YidR protein activity. As for invasion, the sicA gene was selected as the target gene
for YidR protein, encoding the SicA protein, which is a structural and functional element of

T3SS-1 and acts as a chaperone for other proteins of this secretory system. While no
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differences in FImA protein expression were found between the wild-type S. Enteritidis
P125109 strain and the strain with yidR gene deletion, lower amounts of SicA protein were
observed in the strain with yidR gene deletion. To confirm the above results and to show that
the differences in protein expression are related to the regulation of the yidR gene at the
transcriptional level, the promoter activity of the yidR gene was determined in the wild-type
and the S. Enteritidis strain. As expected, significantly higher yidR gene promoter activity was
observed in S. Enteritidis wild-type compared with bacilli with a yidR gene deletion. Thus, at
the present level of study, the results obtained indicate the involvement of the yidR
gene/protein in the regulation of sicA gene expression at the transcriptional level. In
association with studies on the role of the yidR gene in regulating the expression of genes
related to the adhesive and invasive properties of Salmonella, an attempt was made to analyze
the expression of the YidR protein in S. Enteritidis cultured under conditions optimal for the
expression of the FimA protein, i.e. type 1 fimbriae, and the SicA protein, i.e. T3SS-1. It was
assumed that any changes in the expression levels of these proteins should be accompanied by
changes in the expression of the YidR protein. Unfortunately, most probably due to under-
expression, it was not possible to demonstrate the natural presence of this protein in S.

Enteritidis cultured under different conditions.

Previous studies on the biological role of the yidR gene indicate that, at least in the case
of E. coli, it is involved in cellular metabolism, specifically in galactose and
gluconate/galacturonate metabolism, whereas in our study we showed that S. enteritidis with a
deletion of the yidR gene grow significantly better on medium with 5 mM malic acid as the
sole carbon source compared with wild-type S. enteritidis. However, at the present level of
research, what is the role of yidR gene in malic acid metabolism and how this may relate to

adhesion and invasion remains unclear and requires further investigation.
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In conclusion, the results obtained indicate that the YidR protein may be involved in the
regulation of sicA gene expression at the transcriptional level, as indicated by a decrease in
SiCA gene promoter activity in S. Enteritidis with yidR gene deletion. Since SicA protein is
one of the components of T3SS-1, which plays a key role in the invasion of Salmonella
against epithelial cells, the reduced invasion of S. Enteritids with yidR gene deletion could be
explained by the decreased activity of the secretory system. As T3SS-1, in addition to
invasion, may also be involved in adhesion as an atypical adhesin, the decreased adhesion of
S. Enteritidis with yidR gene deletion to epithelial cells may also be associated with decreased
SiCA gene expression. However, the exact regulatory role of the yidR protein and the

molecular mechanisms underlying its activity require further detailed studies.
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1. Wstep
1.1. Wprowadzenie

Bakterie z rodzaju Salmonella to Gram-ujemne, wzglednie beztlenowe pateczki, ktore
nalezg do rodziny Enterobacteriaceae. Pateczki te zostaty odkryte w 1885 roku przez dwdéch
amerykanskich lekarzy weterynarii, Theobalda Smitha i Daniela Elmera Salmona, podczas
badan nad klasycznym pomorem $win (Jajere, 2019). Na rodzaj Salmonella sktadaja si¢ dwa
gatunki: Salmonella enterica (S. enterica) i Salmonella bongori (S. bongori), ktére wykazuja
wysokie podobienstwo sekwencji genomowych (96-99%) (Nastasi i wsp., 1988). Klasyfikacja
w obrebie gatunku oparta jest na roznicach serologicznych uwzgledniajgcych, zgodnie ze
schematem Kauffmanna-Whita-Le Minor, réznorodno$¢ w budowie antygenow rzgskowych
(antygen H) i antygenéw somatycznych (antygen O). Do chwili obecnej zidentyfikowano
ponad 2500 serowardéw Salmonella, przy czym tylko 50 z nich, nalezagcych do gatunku S.
enterica podgatunek enterica, to patogeny zakazajace ludzi i zwierzgta statocieplne (Switt i
wsp., 2009). Pateczki Salmonella sg jedng z najczgstszych przyczyn zatru¢ pokarmowych w
USA (Voetsch i wsp., 2004) i Europie (Sarno i wsp., 2021). Wedtug WHO, wsrod infekcji
wywotywanych przez Salmonella u ludzi mozna wyr6zni¢ trzy formy: ogoélnoustrojowe
zakazenia pateczkami S. enterica serowar Typhi pod postacig duru brzusznego, réwniez
ogoélnoustrojowe zakazenia wywolywane przez S. enterica serowar Paratyphi okre$lane
mianem duru rzekomego oraz =zakazenia ograniczone do przewodu pokarmowego
wywolywane przez nie-durowe pateczki Salmonella (ang. non-typhoidal Salmonella, NTS) z
objawami manifestujacymi si¢ glownie jako uporczywe biegunki. Z kolei, glownymi
objawami klinicznymi w durze brzusznym i rzekomym sg wysoka goraczka, bole brzucha,
przemijajaca biegunka na przemian z zaparciami, czasami plamista wysypka, nacieki
komorek jednojadrzastych i rozrost komorek uktadu siateczkowo-srodbtonkowego w kepkach

Peyera, weztach chtonnych krezkowych, $ledzionie i szpiku kostnym (Miller i Pegues, 2000).
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Z danych pochodzacych z lat 2001 — 2005 opublikowanych przez SalmSurv (Swiatowa
Organizacja ds. zakazen przenoszonych przez zywnos$¢, wspierana przez WHO) wynika, ze
najczesciej izolowanym serowarem odpowiedzialnym za nietyfoidalng posta¢ salmonellozy
na $wiecie byla S. Enteritidis (65%) (Majowicz i wsp., 2010) i kolejno S. Typhimurium i S.
Newport stanowigce, odpowiednio, 12% i 4% izolatow klinicznych (Galanis i wsp., 2006). W
2017 roku w Unii Europejskiej stwierdzono 91 662 potwierdzone przypadki salmonellozy
spowodowanej gtownie przez S. Enteritidis lub S. Typhimurium [Raport podsumowujacy Unii
Europejskiej na temat tendencji 1 zrodet choréb odzwierzgcych, odzwierzgcych czynnikow
chorobotworczych i ognisk chordb przenoszonych przez zywnos¢ w 2017 r. (2018)]. Co
nalezy podkresli¢, coraz czesciej przy zakazeniach pateczkami Salmonella mamy do
czynienia ze szczepami wielolekoopornymi (ang. multiple drug resistant, MDR), ktére, na co
wskazuja badania epidemiologiczne, sa bardziej zjadliwe w poréwnaniu ze szczepami
wrazliwymi na antybiotyki, co dodatkowo moze prowadzi¢ do wzrostu $miertelnosci (Eng i
wsp., 2015). W roku 2014 wielolekooporne pateczki Salmonella byly przyczyng 700 000
zgonOw 1 liczba ta jak si¢ uwaza moze wzrosng¢ do miliondw okoto roku 2050 (O'Neill i
wsp., 2014).

Pateczki Salmonella nalezg do bardzo nielicznej grupy patogendéw, ktore zakazajg
gospodarzy reprezentujacych rézne gatunki zwierzat i cztowieka (Wiedemann 1 wsp., 2015).
Niektore serowary Salmonella sa zdolne do zakazania wytacznie jednego gospodarza, np. S.
Typhi i S. Gallinarum, odpowiednio, tylko ludzi i drob grzebigcy (Feasey i wsp., 2012). Z
kolei S. Dublin i S. Choleraesuis infekujg gtownie, odpowiednio, bydto i $winie, ale mogg tez
zaraza¢ znacznie mniej efektywnie i Kilka innych gatunkdw zwierzat i cztowieka. Wreszcie,
takie serowary, jak S. Typhimurium i S. Enteritidis wykazuja szeroki zakres gospodarzy i
moga by¢ izolowane zardbwno od wielu roznych gatunkdéw zwierzat, jak i cztowieka (Feasey i

wsp., 2012) (Tab. 1).
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Tabela 1. Epidemiologicznie wazne serowary Salmonella, ich gospodarze i wywolywane
choroby

Zakres Serowar Gospodarz Choroba
gospodarza
Enteritidis Zwierzeta i cztowiek Zapalenie zoladka i
Wielu Typhimurium jelit
Dublin Bydto i cztowiek Dur bydlecy/inwazyjna
bakteriemia
Kilku Choleraesuis Swinie i Cztowiek Paratyfus
swinski/inwazyjna
bakteriemia
Typhi Cztowiek Dur brzuszny
Jeden Paratyphi Cztowiek Paratyfus
Gallinarum Drob grzebiacy Tyfus ptasi

1.2. Patogeneza zakazen paleczkami Salmonella

Wszystkie zakazenia paleczkami Salmonella u ssakow rozpoczynaja si¢ od spozycia
skazonej zywnos$ci lub wody. Po wniknieciu do swiatta przewodu pokarmowego, bakterie
dostajg si¢ do zotadka, gdzie czg¢$¢ z nich ginie na skutek niskiego pH, co wskazuje, ze jego
kwasowos$¢ stanowi istotng, poczatkowg barier¢ zapobiegajaca kolonizacji dalszych odcinkow
przewodu pokarmowego (Pradhan i Devi Negi, 2019). Wykazano, ze w niskich pH pateczki
Salmonella zdolne sg do adaptacyjnej odpowiedzi sprzyjajacej ich przetrwaniu w soku
zotagdkowym (Lin i wsp., 1995). Po pokonaniu bariery zotgdkowej bakterie trafiajg do jelita
cienkiego, gdzie najpierw adhezja do, a nastgpnie inwazja komodrek tworzacych jego btone

Sluzowa, takich jak enterocyty, komorki M, komorki kubkowe, makrofagi, komorki
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dendrytyczne 1 neutrofile, sa jednym z krytycznych etapéw w patogenezie zakazen
pateczkami Salmonella (Jones i wsp., 2007; Kirby i wsp., 2002).

Adhezja bakterii do komorek gospodarza (Ryc. 1A) zwigzana jest z obecnos$cig na tych
pierwszych struktur biatkowych nazywanych adhezynami (Connell i wsp., 1997), ktore
uczestniczg rOwniez w przemieszczaniu si¢ bakterii (Kao, 2014), transferze DNA (Stones i
Krachler, 2015) oraz tworzeniu biofilmu (Dunne, 2002). W jelicie cienkim, pateczki
Salmonella wigza si¢ glownie do wywodzacych si¢ z nabtonka komoérek M stanowiagcych
zewngtrzng warstwe kepek Peyera i grudek chlonnych jelita Slepego (Neutra i wsp., 1996;

Hallstrom i McCormick, 2011).

A B Cc D
PALECZKI

Salmonella o

M

| S \ J J

ENTEROCYT  KOMORKA M SCV

KOMORKA DENDRYTYCZNA

MAKROFAG

Rycina 1. Schemat przedstawiajacy glowne etapy patogenezy zakazen paleczkami Salmonella
enterica. (A) Adhezja pateczek Salmonella do komorek wyscielajacych $wiatto jelit. (B) Inwazja
enterocytow i komorek M przez pateczki Salmonella. (C) Transcytoza i pokonanie bariery jelitowej
przez pateczki Salmonella. (D) Internalizacja pateczek Salmonella przez komoérki dendrytyczne. (E)
Wnhikanie pateczek Salmonella do makrofagdw, ktdre po przedostaniu si¢ do krwi lub/i limfy trafiajg
do uktadu siateczkowo—s$rodbtonkowego watroby i §ledziony. SCV - wakuole zawierajace paleczki
Salmonella.
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Wkrétce po przylgnigciu bakterii do apikalnej powierzchni nabtonka dokonuja one
inwazji do wnetrza komoérek gospodarza, glownie komoérek M. Enterocyty i komérki M
naleza do komorek niefagocytujacych, dlatego tez, za ten proces odpowiedzialny jest
wylacznie system sekrecyjny typu Il (ang. type 3 secretion system, T3SS), ktorego sktadowe
biatka kodowane sg przez geny zlokalizowane na wyspie patogennosci pateczek Salmonella 1
(SPI-1) (T3SS-1) (Radtke i wsp., 2010) (rozdzial 1.3). Szczepy Salmonella wnikajg do
komorek niefagocytujacych poprzez mechanizm okre§lany jako spustowy lub suwakowy
(Birhanu i wsp., 2018). W komorkach gospodarza dochodzi do glebokich rearanzacji
cytoszkieletu, co powoduje powstawanie faldow btonowych, ktére odpowiadaja za
internalizacj¢ bakterii 1 ich zamykanie w duzych pgcherzykach noszacych nazwe wakuoli
zawierajagcych pateczki Salmonella (ang. Salmonella containing vacuole, SCV), gdzie
przezywaja i namnazajg si¢ (Steele-Mortimer, 2008) (Ryc. 1B). Poniewaz komorki M r6znig
si¢ od enterocytow wysoka zdolnos$cig do transcytozy, stanowig one gldwne miejsce, gdzie
dochodzi do pokonania przez te bakterie bariery jelitowej (Jones i wsp., 1994) (Ryc. 1C).
Obok enterocytow 1 komorek M, rowniez komorki dendrytyczne pobierajg bakterie
bezposrednio ze $wiatla jelita (Biedzka-Sarek i El Skurnik, 2006; Niess i wsp., 2005) (Ryc.
1D). Komorki dendrytyczne rekrutowane sg do miejsca kolonizowanych przez pateczki
Salmonella przez enterocyty wykazujace ekspresje chemokiny CCL20, w wyniku ich
stymulacji poprzez receptory TLR-5 (ang. toll-like receptor 5) wiazace wici wytwarzane
przez te bakterie (Sierro i wsp., 2001). Po dotarciu do miejsca zakazenia wsuwajg si¢ one
pomiedzy komorki nabtonkowe bez naruszania integralno$ci $cistych polaczen miedzy nimi.
Poza internalizacjg calych bakterii, komorki M 1 komorki dendrytyczne biorg rowniez udziat
w pochtanianiu i przekazywaniu fragmentdw komorek bakteryjnych glebiej lezacym

komorkom (Niess i wsp., 2005).
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Pateczki Salmonella, ktére opuszczaja komorki M, zakazaja glownie makrofagi (Alun i
wsp., 2002) (Ryc. 1E), ktore stanowig czgs¢ pierwszej linii obrony, neutralizujac
bezposrednio szkodliwe patogeny (wrodzona odpowiedz immunologiczna) lub prezentujac
antygeny bakteryjne komoérkom T i B (adaptacyjna odpowiedZz immunologiczna) (Broz i
wsp., 2012). Nastepnie, wraz z krwig i limfag makrofagi zawierajace zywe pateczki Salmonella
trafiaja do uktadu siateczkowo—srodbtonkowego watroby i1 $ledziony, co prowadzi do
uogolnionej postaci salmonellozy (Jones i Falkow, 1996). Wnikanie pateczek do makrofagow
odbywa si¢ gtownie na drodze fagocytozy, cho¢ biatka T3SS-1 (rozdzial 1.3) rowniez majg w
tym swoj udziat (Sansonetti, 2001). Po dostaniu si¢ do wnetrza komorki, bakterie albo ulegaja
zabiciu, albo przezywaja i namnazaja si¢ wewnatrz SCV, co w efekcie moze prowadzi¢ do
$mierci makrofaga (Fink 1 wsp., 2007). Wakuole te stanowia pgcherzyki, ktore poczatkowo sa
zintegrowane z wczesnym szlakiem endocytozy, a ostatecznie dochodzi do ich fuzji z
pecherzykami, ktore zawieraja enzymy lizosomalne. Wakuole migruja w okolice jadra oraz
aparatu Golgiego, aby przechwyci¢ pecherzyki transportowe zapewniajace drobnoustrojom

sktadniki odzywcze (Yan 1 wsp., 2004).

1.3. Gléwne czynniki wirulencji majace wplyw na kolonizacje ukladu pokarmowego

przez paleczki Salmonella

Jak juz podano powyzej (rozdzial 1.2), zakazenia pateczkami Salmonella sg
uwarunkowane skuteczng kolonizacja uktadu pokarmowego gospodarza, u podstaw, ktorej
leza adhezja i inwazja bakterii do komorek wyscielajacych jego $§wiatlo. Te z kolei procesy
wymagaja od pateczek Salmonella produkcji tak zwanych czynnikéw wirulencji, ktore
pozwalajag im na efektywne wigzanie oraz wnikanie do komorek wyscielajacych $wiatto

przewodu pokarmowego, w tym nabtonka jelitowego, gospodarza (Yue i Schifferli, 2013;
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Jajere, 2019). Do najwazniejszych w tym konteks$cie nalezg: system sekrecyjny typu 3,
ktorego elementy sktadowe - biatka kodowane sg przez geny zlokalizowane na wyspie
patogennosci pateczek Salmonella 1 (ang. Salmonella pathogenicity island 1, SPI-1), noszacy
nazwe T3SS-1, adhezyny bakteryjne, wici/rzeski i1 biatka blony zewnetrznej (Diagle, 2008;

Sabbagh i wsp., 2010; Lee i wsp., 1996) (Ryc. 2).

fimbrie typu I

zewnetrzna

Rycina 2. Czynniki wirulencji majace wplyw na kolonizacj¢ ukladu pokarmowego przez

paleczki Salmonella.

T3SS-1 jest ztozong strukturg biatkowa posredniczaca w translokacji bakteryjnych biatek
efektorowych do cytoplazmy komérek gospodarza (Hueck, 1998). Biatka te wywotujg w nich
szereg zmian obejmujacych rearanzacje cytoszkieletu, zaburzenia w transporcie blonowym i
szlakach sygnatowych, a takze zmiany w ekspresji cytokin, co w efekcie umozliwia
pateczkom Salmonella wnikanie do wnetrza zainfekowanych komdrek niefagocytujacych,
takich jak komorki nabtonka btony §luzowej jelita (Coburn i wsp., 2007; Haraga, 2008;
Hensel, 2000). Jednym z gendéw kodujacych biatka wchodzace w sktad T3SS-1, ktdrego
ekspresja jest wyktadnikiem poziomu ekspresji innych genow kodowanych przez SPI-1 jest

gen sicA (Kroger i wsp., 2013; Lou i wsp., 2019).
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Adhezyny pateczek Salmonella dziela si¢ na adhezyny fimbrialne, atypowe i
niefimbrialne (Wagner i Hensel, 2011). Adhezyny fimbrialne stanowig zrdznicowang grupe
adhezyn, do ktorej naleza: fimbrie typu 1, dtugie polarne fimbrie (ang. long polar fimbriae,
Lpf), cienkie agregujace fimbrie (ang. thin aggregative fimbriae, Tafi) oraz pilii typu 4.
Atypowe adhezyny to rzeski i system sekrecyjny typu Ill. Z kolei SadA, BapA3, ShdA, SiiE i
Mis to przyktady adhezyn niefimbrialnych (Wagner 1 Hensel, 2011). Sposrod kilkudziesigciu
réznych adhezyn bakteryjnych, fimbrie typu 1 (ang. type 1 fimbriae, T1F) sa jednymi z
najbardziej rozpowszechnionych organelli adhezyjnych w rodzinie Enterobacteriaceae, w
tym rodzaju Salmonella (Yue i wsp., 2012). T1F posrednicza w przyleganiu pateczek
Salmonella do komorek gospodarza, produktow zywnosciowych 1 najrozmaitszych
materialow, stad obok typowej adhezji, przypisywane im sg inne funkcje, takie jak tworzenie
biofilmu, hemaglutynacja, inwazja komdrkowa i interakcje z makrofagami (Ugorski i wsp.,
2011; Kolenda i wsp., 2019). Zaproponowano, ze TIF sg waznymi czynnikami
warunkujgcymi adaptacj¢ paleczek Salmonella do okreslonego gospodarza/gospodarzy (Yue,
2015; Grzymajto i wsp., 2013).

Wici (flagelle) wytwarzane sg przez wigkszos$¢ serowarow Salmonella, nadajgc bakteriom
ruchliwo$¢ (Van Asten i Van Dijk, 2005). Wystepujg w liczbie do 10. i sg rozmieszczone na
powierzchni bakterii w spos6b przypadkowy. Ich rola w patogenezie zakazen pateczkami
Salmonella wydaje si¢ by¢ podobna do roli jaka petnia one w przypadku zakazen pateczkami
Escherichia coli (Aleksandrowicz i wsp., 2021).

Ostatnie z omawianych czynnikow wirulencji to biatka btony zewnetrznej (ang. outer
membrane proteins, OMPs), ktore stanowig niezbedny element opornosci bakterii na
substancje chemiczne z uwagi na to, ze btona komoérkowa jest pierwsza bariera, na jaka
napotykaja te czynniki (Wexler, 2002). Bialka wchodzace w skilad blony zewnetrznej

syntetyzowane sa w cytoplazmie, skad uwolnione sg do peryplazmy, gdzie ma miejsce ich
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faldowanie przed wbudowaniem w bton¢ zewnetrzng (Mogensen i Otzen, 2005). Do OMPs
naleza biatka strukturalne, enzymatyczne, biatka biernego i aktywnego transportu (Koebnik 1

wsp., 2000; Hayward i wsp., 2000).

1.4. Bialko YidR

Ostatnio, Kolenda i wsp. (2021), wykorzystujac sekwencjonowanie nowej generacji,
porownywali ze sobg genomy Kilku serowaréw Salmonella: Gallinarum, Dublin,
Choleraesuis, Typhimurium, 1 Enteritidis r6zniacych si¢ od siebie zdolnosciami do adhez;ji 1
inwazji komoérek nabtonka jelit cztowieka, $wini i kury. Analiza pangenoméw wykazata
obecnos¢ znamiennych réznic w sekwencjach czternastu gendw (mutacji), ktore mozna byto
powigza¢ ze zmienionymi fenotypami. Jednym z tych gendéw okazat si¢ gen yidR, ktory w
Klinicznym izolacie S. Enteritidis charakteryzujacym si¢ niskga adhezjg i inwazyjnoscig
posiadat pojedyncza mutacje nukleotydowa (substytucj¢) powodujaca zmiane kodonu dla
seryny na przedwczesny kodon STOP w pozycji 317, co w konsekwencji prowadzi do

skrdcenie tancucha polipeptydowego z 408 do 316 reszt aminokwasowych.

Obok S. enterica i E. coli (Kroupitski i wsp., 2013; Fuhrer i wsp., 2017), obecnos¢
homologéw genu yidR =zostata stwierdzona rowniez w genomach gatunkoéw bakterii
nalezacych do klasy Gammaproteobacteria, tagcznie z tak waznym ludzkim patogenem jak
Klebsiella pneumoniae (R. Kolenda, dane niepublikowane). Gen ten koduje biatko YidR,
ktore ze wzgledu na sekwencje aminokwasow zaliczono do domniemanych biatek wigzacych
ATP/GTP. Bialko to utworzone jest z konserwatywnej domeny DUF3748 (obejmujacej
aminokwasy 62 - 179), wystepujacej zarowno w biatkach prokariotycznych jak i
eukariotycznych, ktorej funkcja nie jest znana oraz konserwatywnej domeny tolB obejmujacej

aminokwasy 282 — 389 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/16422383). Biatko TolB
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wchodzi w sktad wielobiatkowego kompleksu, ktérego obecno$¢ jest wymagana dla
zachowania integralnosci blony zewnetrznej. Jak si¢ uwaza, bierze one udzial w translokacji
kolicyn i wnikaniu jednoniciowego DNA niektorych filamentowych bakteriofagow do E. coli
(Cascales i wsp., 2007). Sugeruje si¢ rowniez, ze biatko YidR odgrywa blizej
niesprecyzowang role w patogenezie zakazen E. coli, Haemophilus ducreyi, Vibrio cholerae i
S. enterica (Dubuisson i wsp., 2005). Kroupitski i wsp. (2013) stwierdzili, ze gen yidR jest
zaangazowany w przezywalno$¢ S. Typhimurium na li§ciach salaty podczas przechowywania
w warunkach chlodniczych, a jego obecno$¢ byla wymagana do wigzania si¢ bakterii do
naskodrka lisci sataty i tworzenia biofilmu na powierzchniach abiotycznych. W najnowszych
badaniach, w ktorych analizowano réznice w globalnej ekspresji genéw pomigdzy szczepem
S. Typhimurium (ST 313) D23580 wywolujacym inwazyjng nietyfoidalng postac
salmonellozy (ang. invasive non-typhoidal Salmonella disease, INTS), a szczepem S.
Typhimurium (ST 19) 4/74 wywotujacym tagodna nietyfoidalng salmonelloze (NTS) w
postaci zapalenia zotadka 1 jelit wykazano, ze we wczesnej fazie wzrostu stacjonarnego
dochodzi do znamiennego obnizenia ekspresji genu yidR w szczepie D23580 (Canals i wsp.,
2019). Zdaniem autoréw, wyniki te sugeruja, ze biatko YidR moze odgrywac role w inwazji
pateczek Salmonella podczas jelitowej fazy zakazenia. Nalezy jeszcze wspomnie¢ 0 wynikach
badan Fuhrera i wsp., (2017), ktérzy zasugerowali w oparciu o badania metaboliczne, ze gen

yidR moze bra¢ udziat w metabolizmie galaktozy i glukonianu/galakturonianu.
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2. Cel pracy

Adhezja do i inwazja nabtonka jelitowego jest jednym z pierwszych i kluczowych etapéw
w patogenezie zakazen pateczkami Salmonella (Ugorski i wsp., 2011; Kolenda i wsp., 2019).
Zrozumienie molekularnych mechanizmow odpowiedzialnych za te procesy jest przedmiotem
wielu badan prowadzonych na catym $wiecie. Nadal jednak, okoto 35 - 40% bakteryjnych
gendéw nie ma eksperymentalnie potwierdzonej funkcji, a ich udziat w wirulencji bakterii
pozostaje nieznany (Ghatak i wsp., 2019). Jednym z takich genéw majacych zwigzek z
roznicami w adhezji i1 inwazji kilku serowaréw Salmonella: Gallinarum, Dublin,
Choleraesuis, Typhimurium, i Enteritidis wobec komoérek nablonka jelit jest gen yidR
(Kolenda i wsp., 2021). Stad, ze wzgledu na fakt, ze aktualny stan wiedzy na temat roli i
udzialu genu yidR w patogenezie zakazen paleczkami Salmonella jest bardzo
ograniczony i niekompletny i brak jest badan, ktore jednoznacznie wyjasnialyby, jaka
role pelni gen yidR w biologii paleczek Salmonella, celem pracy bylo wyjasnienie jego
roli w adhezji i inwazji paleczek S. Enteritidis.

Realizacja celu ogélnego obejmowata nastgpujace cele szczegodtowe:

1. Otrzymanie mutanta S. Enteritidis z delecjg genu yidR i jego charakterystyka.

2. Porownanie wlasciwosci adhezyjnych i inwazyjnych wyjsciowego szczepu S.
Enteritidis 1 jego mutanta delecyjnego wobec komorek pochodzenia nabtonkowego
(ludzkich Caco-2, swinskich Ipec-J2 i kurzych Chic-8E11).

3. Wplyw delecji genu yidR na ekspresje genow fimA i SiCA zwigzanych z czynnikami
wirulencji odpowiedzialnymi za adhezj¢ i inwazyjnos¢ pateczek S. Enteritidis.

4. Analiza ekspresji bialka YidR w warunkach istotnych dla zakazenia pateczka S.
Enteritidis.

5. Analiza wptywu delecji genu yidR na metabolom pateczek S. Enteritidis.
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3. Materialy i Metody

3.1. Materialy

3.1.1. Odczynniki chemiczne

Odczynnik chemiczny Producent
Agaroza Roth
Akrylamid Roth
Albumina surowicy bydlecej (BSA) BioShop
Alkohol etylowy Stanlab
Alkohol metylowy Chempur
Azotan srebra Chempur
Bflekit bromofenolowy Sigma Aldrich

Bfiekit brylantowy Coomassie R-250
Butanol

Chlorek amonu

Chlorek kobaltu

Chlorek manganu

Chlorek sodu

Chlorek wapnia

Chlorek zelaza

Cynku siarczan
Deoksyrybonukleotydy (ANTP)
Dipotasu fosforan
Diwodorofosforan potasu
Etylodiaminotetraoctan (EDTA)
Glicerol

Glicyna

Glukoza

Imidazol

Izopropylo-B-D-1-tiogalaktopiranozyd (IPTG)

Kwas borowy

Thermo Fisher Scientific
POCH

Chempur

Chempur

Chempur

Chempur

Chempur

Chempur

Chempur

Thermo Fisher Scientific
Chempur

Chempur

Chempur

Chempur

Chempur

Chempur

Roth
Thermo Fisher Scientific

Chempur



Kwas octowy lodowaty
Kwas solny

L-glutamina

Midori Green Advance (barwnik interkalujagcy DNA)

MES (kwas 2-(N-morfolino)-etanosulfonowy)

Molibdenian sodu

N, N, N’, N’ — tetrametyloetylenodiamina (TEMED)

N, N-metyleno-bisakrylamid
Nadsiarczan amonu (APS)

Nadtlenek wodoru
Oranz akrydyny
Paraformaldehyd

Penicylina

Ptodowa surowica bydleca (FBS)
Potasu siarczan

Tiosiarczan sodu

Triton X-100

Trycyna

Trypsyna

Weglan sodu

Wodorofosforan sodu

Chempur
Stanlab
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Roth
Chempur

Fluka

Roth
Roth

Chempur
Pol-Aura
Chempur

Sigma Aldrich
Biowest
Chempur
Chempur
Fluka

Sigma Aldrich
Biowest
Chempur

Chempur
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3.1.2. Enzymy

Nazwa

Producent

Ligaza DNA faga T4
Fosfataza alkaliczna FastAP
Polimeraza DNA DreamTaq
Polimeraza DNA Phusion
Enzym Fast Digest BamHI
Enzym Fast Digest Bgll|
Enzym Fast Digest Sacl
Enzym Fast Digest Ndel
Enzym Fast Digest Xhol

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

3.1.3. Antybiotyki

Nazwa Stezenie Producent
Ampicylina 100 mg/ml Sigma
Chloramfenikol 50 mg/ml Sigma
Gentamycyna 50 mg/ml Sigma
Kanamycyna 50 mg/ml Sigma
Tetracyklina 10 mg/mi Sigma

Aby otrzymac¢ powyzsze st¢zenia, 1 g ampicyliny, 0,5 g gentamycyny, 0,5 g kanamycyny 1
0,1 g tetracykliny rozpuszczano w 10 ml wody dejonizowanej,
chloramfenikolu rozpuszczano w 10 ml

przepuszczano przez filtr 0,22 um (Roth), porcjowano po 1 ml w probowkach typu Eppendorf

I przechowywano w temperaturze -20°C.

alkoholu etylowego. Otrzymane
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3.1.4. Przeciwciala

Nazwa Producent Stosowane
rozcienczenie

Mysie monoklonalne przeciwciato Thermo Fisher Scientific 1:4000
skierowane przeciwko metce 6x-
HisTag
Krolicze poliklonalne przeciwciata Sigma Aldrich 1:10000
klasy 1gG skierowane przeciwko
kozim 1gG
Krolicze poliklonalne przeciwciata Davids Biotechnologie GmbH 1:250
skierowane przeciwko biatku YidR
Kozie poliklonalne przeciwciata Dako 1:2000
klasy 1gG skierowane przeciwko
kroliczym IgG
Kozie poliklonalne przeciwciata Sigma Aldrich 1:10000
klasy 1gG skierowane przeciwko
kréliczym 1gG
Kroélicze monoklonalne przeciwciato Cell Signaling Technology 1:1000
skierowane przeciwko
hemaglutyninie wirusa grypy
Mysie monoklonalne przeciwciato Cell Signaling Technology 1:10000
skierowane przeciwko biatku GFP
Konskie poliklonalne przeciwciata Cell Signaling Technology 1:2000

klasy 1gG skierowane przeciwko

mysim IgG
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3.1.5. Bufory i roztwory

Nazwa

Sklad

0,01 M bufor fosforanowy, pH 7,4 (PBS)

0,01 M bufor fosforanowy, pH 7,4 z dodatkiem

Tritonu X-100 (PBST)

Bufor Tris-HCI , pH 8,0 (TAE)

Bufor Tris-HCI, pH 8,0 z dodatkiem EDTA (TBE)

Bufor do elektroforezy SDS-PAGE

Bufor do elektrotransferu

Bufor “probkowy” 6X stezony

Bufor do denaturacji probek 4x stezony

Bufor do lizy komorek z mocznikiem

Bufor do ptukania ztoza Ni?* -NTA-agaroza

Bufor do elucji bialka ze ztoza Ni?* -NTA-agaroza

Roztwér Coomassie R-250

Roztwér odbarwiajacy zele po barwieniu w

roztworze Coomassie R-250
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10 mM NazHPO4, 2 mM KH2POg,
137 mM NaCl, 2,7 mM KClI

10 mM NazHPOs, 2 mM KH2POs,
137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,1%
Triton X-100

40 mM Tris-HCI, 20 mM
CH3COOH, 1 mM EDTA

89 mM Tris-HCI, 89 mM H3BOs3, 2
mM EDTA, pH 8,0

25 mM Tris-HCI, 192 mM glicyna,
0,1% SDS, pH 8,3

10 mM Tris-HCI, 150 mM glicyna,
20% metanol, pH 8,3

0,09% biekit bromofenolowy, 0,09%
cyjanian ksylenu, 60% glicerol, 60
mM EDTA, pH 7,6

62,5 mM Tris-HCI, 2% SDS, 10%
glicerol, 5% B-merkaptoetanol,
0,015% biekit bromofenolowy, pH
6,8

20 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 8
M mocznik, pH 7,8

20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 2
mM imidazol, pH 7,7

200 mM imidazol, pH 7,5

0,25% Coomassie Brilliant Blue R-
250, 50% metanol, 10% kwas

octowy
25% metanol, 7,5% kwas octowy



Bufor BugBuster do lizy komérek

Gotowy odczynnik Merck Millipore

3.1.6. Gotowe zestawy odczynnikow

Nazwa

Producent

Zestaw do oczyszczania DNA z zeli agarozowych

,MiniElute Gel Extraction Kit”

Zestaw do oczyszczania DNA z mieszaniny po
reakcji PCR ,,Clean-Up”

Zestaw do izolacji genomowego DNA ,,Genomic

Mini”

Zestaw do izolacji plazmidowego DNA ,pJET
Plasmid Mini Kit”

Zestaw do oczyszczania przeciwcial ,,Aminolink™

Plus Immobilization Trial Kit”

Qiagen

Thermo Fisher Scientific

A&A Biotechnology

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Zestaw do wykrywania przeciwcial w metodzie Sera Care
Western Bloting ,, HisDetector'™ Western Blot Kit,

HRP Chemiluminescent”

3.1.7. Standardy DNA

Nazwa Producent

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

GeneRuler 100 bp DNA Ladder

Thermo Fisher Scientifi

Thermo Fisher Scientific
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3.1.8. Standardy bialek

Nazwa

Producent

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10-180 Thermo Fisher Scientific

KDA

3.1.9. Startery

Nazwa

Sekwencja 5°-3’

Komplementarne

do sekwencji w

5’- pFPV{orSEQ

3’- pFPVrevSEQ

5°- yidRdelfor

3’- yidRdelrev

5°- yidR100UpstreamFor

3’- yidR100DownstreamRev

3’- yidRinternalRev

CGA AAA GTG CCA
CCTGACG
ATC ACG ACA ACA
ACG ATA AGC AG
ATG AAA CAA ATC
ACCTTT ACG CCG
CGC CAT CAC CAG
CTT ACC AAC ACC
AAG TGT AGG CTG
GAGCTGCTTC
TTATCG CCC GGT
TTC CGT CAC CCA
TAG CTG ACG GAA

CCCTTTCACCTCTTC

ATATGAATATCC
TCCTTAG
GGC TAT CCC AAC
GAT ACGC
GAC ATCTTCCGC
AAA GAC AG
CAT CGA GGT TAG
TCACACCC
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genie kanR

genie kanR

genie yidR

genie yidR

genie yidR

genie yidR

genie yidR



3-kl

5°- sicABglFor

3’- pQF50revmut3

5’- pET22b-yidR1NdeFor

3’- pET22b-yidR1XhoRev

3’- pET-T7up

3’-sicA2BamRev

5’- pQF50for

5°- sicA::2xHASacFor

3’- sicA::2xHABgIRev

5’- fimA::2xHASacFor

3’- fimA::2xHABgIRev

CAG TCATAG CCG
AAT AGCCT
ACA GAT CTG CCG
CGT AAG GCA GTAGC
CGA AAG TAG TGA
CTAAGGTTG GC
ACATCATAT G AAA
CAAATCACCTTT
ACGCCGC
ACATCT CGAGTCG
CCCGGT TTC CGT
CAC
CGG TGATGT CGG
CGATAT AG
ACA GGA TCC CGA
CATTATTTT GAT
AAT CCATTAC
CCG CAT AGT TAA
GCC AGT ATAGC
ACA GAG CTC GCC
GCG TAA GGC AGT
AGC
ACAGATCTTTCCTTT
TCTTGT TCACTG TGC
TG
ACA GAG CTC AAA
ATA AGATTA GAC
CCT TCT TAT
ACA GAT CTT TCG
TAT TTC ATG ATA
AAG GTG

genie kanR

genie SicA

genie ampR

genie yidR

genie yidR

genie yidR

genie SicA

genie ampR

genie SicA

genie SicA

genie fimA

genie fimA

Oligonukleotydy DNA syntetyzowane byly przez firm¢ LGC Genomics (Berlin, Niemcy).
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3.1.10. Wektory plazmidowe

Nazwa

Opis, pochodzenie

pKD4

pKD46

pCP20

pPET22b (+)

Wektor plazmidowy stosowany do wstawiania mutacji
chromosomalnych u bakterii w oparciu o system wykorzystujgcy
rekombinaze faga A. Shuzy jako matryca w reakcji PCR do
otrzymywania kasety DNA zawierajacej gen kan® warunkujacy
opornos$¢ na kanamycyne, ktora wykorzystywana jest do
insercyjnej inaktywacji genow w wyniku homologicznej
rekombinacji (Datsenko i Wannner, 2000). Plazmid otrzymano
dzigki uprzejmosci dr Rafata Kolendy (Katedry Biochemii i
Biologii Molekularnej Uniwersytetu Przyrodniczego we

Wroclawiu.

Wektor plazmidowy, podobnie jak wyzej, wykorzystywany jest
do insercyjnej inaktywacji gendw w wyniku homologicznej
rekombinacji (Datsenko i Wannner, 2000). Zawiera sekwencje
genow faga A: exo, bet i gam pozostajacych pod kontrola
promotora operonu arabinozowego araBAD. Nalezy do
plazmiddw temperaturo-wrazliwych. Plazmid otrzymano dzigki
uprzejmosci dr Rafata Kolendy (Katedry Biochemii i Biologii

Molekularnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Wektor plazmidowy zawierajacy gen flipazy ulegajacy ekspresji
w temperaturze 42°C (ang. Flippase, FLP) (Cherepanov i
Wackernagel, 1995) oraz geny opornosci na ampicyling i
chloramfenikol. Nalezy do plazmidow temperaturo-wrazliwych.
Plazmid otrzymano dzigki uprzejmosci dr Rafata Kolendy
(Katedry Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu

Przyrodniczego we Wroctawiu.

Wektor stuzacy do szybkiej 1 wysokowydajnej ekspresji biatek
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pQF50/GFP

pFPV25.1GFPMut3_
Kan_2xHA

rekombinowanych w bakteriach, stad klonowane do niego geny
lub cDNA pozostaja pod kontrolg silnych sygnatéw transkrypcji
bakteriofaga T7, a ekspresja swoistego mMRNA jest indukowana
przez dostarczenie zrodta polimerazy T7 RNA w komorce
gospodarza. W systemie tym w genomie komorki bakteryjnej
znajduje si¢ tzw. fragment ADE3 pochodzacy z genomu faga A,
W obrebie ktorego znajduje si¢ gen polimerazy RNA faga T7
bedacy pod kontrolg promotora lacUV5 oraz operator lacO.
Rekombinowane biatko, ze wzglgdu na obecno$¢ odpowiednich
sekwencji w wektorze pET-22b(+) jest wyposazone w N-
koncowa sekwencje pelB kierujacg nadekspresjonowane biatko
do periplazmy oraz C-koncowa sekwencj¢ His-Tag, ktdra
umozliwia rozpoznanie bialka przy uzyciu przeciwcial anty-His-

Tag (Ryc. 21) (Invitrogen).

Wektor plazmidowy wykorzystywany do oznaczania aktywnosci
sekwencji promotorowych w bakteriach. Ze wzgledu na
obecno$¢ cDNA biatka zielonej fluorescencji (ang. green
fluorescence protein, GFP), aktywno$¢ wklonowanego
promotora odpowiada poziomowi ekspresji biatka GFP. Pomiaru
fluorescencji emitowanej przez GFP dokonuje si¢ przy dtugosci
fali A w zakresie 485 nm - 535 nm. Plazmid otrzymano dzigki
uprzejmosci dr Rafata Kolendy (Katedry Biochemii i Biologii

Molekularnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Wektor ekspresyjny zawierajacy zarowno cDNA biatka GFP, jak
i sekwencje DNA kodujaca 18-aminokwasowy fragment
hemaglutyniny wirusa grypy (2xHA) umozliwiajacy
wykrywanie rekombinowanego biatka przy uzyciu przeciwciat
anty-2xHA. Plazmid otrzymano dzigki uprzejmosci dr Rafata
Kolendy (Katedra Biochemii i Biologii Molekularnej

Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu).

37



3.1.11. Szczepy bakteryjne

Nazwa szczepu

Genotyp

Zrodlo

Salmonella
Enteritidis
P125109

Salmonella
Typhimurium
1344

Escherichia coli
BW25141/pKD4

Escherichia coli
BW25141/pKD46

Escherichia coli
BL21(DE3)/pCP20

Szczep dziki (ang. wild type, WT)

Szczep dziki (ang. wild type, WT)

F-, 4(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-
3), 4(phoB-phoR)580, 1°
, 9alu95, AuidA3::pir*, recAl, endA9(del-
ins)::FRT, rph-1, A(rhaD-
rhaB)568, hsdR514
F-, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-
3), 4(phoB-phoR)580, 1°
, galu95, AuidA3::pir*, recAl, endA9(del-
ins)::FRT, rph-1, A(rhaD-
rhaB)568, hsdR514
F-, lon-11, A(ompT-nfrA)885, A(galM-
ybhJ)884, ADES3 [lacl, lacUV5-T7 gene 1,
ind1, sam7 nin5], 446, [mal*]k-12(/5),
hsdS10
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Escherichia coli
XL1-Blue

Escherichia coli
pQF50/GFP

Escherichia coli
Lemo21(DE?3)

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAl lac [F proAB laclq Z M15 Tn10
(Tetr)]

Szczep zawierajacy plazmid pQF50 z

wklonowanym biatkiem GFP

Szczep pozwalajacy na wysokowydajna
ekspresje bialek. Regulowana ekspresja
jest osiggana poprzez zmiang poziomu
lizozymu (lysY), naturalnego inhibitora
polimerazy T7 RNA. Poziom lizozymu
jest modulowany przez dodanie L-

ramnozy do kultury bakteryjnej.

Prof. dr hab. Peter
Schierack, BTU
Cottbus-Senftenberg,

Niemcy

Dr Derek Pickard,
Cambridge Institute
for Therapeutic
Immunology &
Infectious Disease,
University of
Cambridge
Department of
Medicine, Cambridge,
Wielka Brytania

Szczep otrzymano
dzigki uprzejmosci dr
Agnieszki
Biernatowskiej z
Zaktadu
Cytobiochemii
Uniwersytetu

Wroctawskiego
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3.1.12. Podloza mikrobiologiczne

Pozywka LB (pH 7,0), Pozywka stala LB (pH 7,0), Bulion SOC (pH 7,0),
1000 ml 1000 ml 1000 ml
Trypton 10g Trypton 10g Trypton 209
Ekstrakt drozdzowy 59 Ekstrakt drozdzowy 59 Ekstrakt drozdzowy  5¢
NaCl 10g NaCl 10g NaCl 0,585 ¢
Agar 159 KCI 0,185¢
Po autoklawowaniu i
ostudzeniu:
1 M MgCl; 10 ml
2 M glukoza 10 ml
Pozywka BUG + B agar,
Pozywka M9, 1000 ml 1000 ml
Na2HPO4 13,56 g BUG Agar 579
KH2PO4 69 (Biolog)
NH4CI 29 Po autoklawowaniu i
NaCl 19 ostudzeniu:
1 M MgSOa4 2ml  jalowa krew 50 ml
1 M CaCl; 100 pl barania
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3.1.13. Linie komorek eukariotycznych

Linia komérkowa

Pozywka hodowlana

Zrodlo

Komorki Ipec-J2 nabtonka

jelita czczego $wini

Komorki Chic-8E11
nabtonka jelita kury

Komorki Caco-2 ludzkiego
gruczolakoraka jelita

grubego

Pozywka D-MEM/ Ham’s F-
12 (petna)

Pozywka D-MEM/ Ham’s F-
12 (petna)

Pozywka D-MEM/ Ham’s F-
12 (petna)

Prof. dr hab. Peter Schierack,
BTU Cottbus-Senftenberg,
Niemcy (Schierack P. i wsp.,
2006)

Dr Karsten Tedin,
Fachbereich
Veterinarmedizin, Institut fur
Mikrobiologie und
Tierseuchen, Freie

Univeristat Berlin, Niemcy

Leibniz Institute, DSMZ —
German Collection of
Microorganisms and Cell
Cultures GmbH,

Braunschweig, Niemcy
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3.1.14. Podloza hodowlane i roztwory wykorzystywane

eukariotycznymi

w pracy z komodrkami

Nazwa Sklad Koncowe stezenie
Pelna pozywka D-MEM/ D-MEM/ Ham’s F-12
Ham’s F-12 FBS 5% lub 10%*
Penicylina 0,1 g/mi
Streptomycyna 100 U/ml
L-glutamina 2mM
Pozywka D-MEM/ Ham’s D-MEM/ Ham’s F-12
F-12 (pozywka infekcyjna) FBS 5% lub 10%*
L-glutamina 2mM
Roztwor trypsyny Trypsyna 0,1%
EDTA 0,02%
Roztwor Triton X-100 w Triton X-100 1% (v/v)
PBS PBS 1x

*10% FBS stosowano w przypadku hodowli komorek Caco-2.
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3.1.15. Aparatura

Nazwa Producent
Aparat do szybkiego transferu Trans-Blot Turbo Bio-Rad
Transfer System

Aparat do elektroforezy w zelu Bio-Rad
poliakryloamidowym Gel electrophoresis devices

Sub-Cell GT Cell

Czytnik mikroptytek Tecan
Inkubator CO> do hodowli komorkowych Direct NuAire

Heat Laboratory CO, NU5800

Inkubator CO> do hodowli komorkowych Forma
Steri Cycle 370 CO>

Inkubator z czytnikiem plytek MicroStation

Inkubator z wytrzasaniem Incubator Shaker Infors
HT

Inkubator z wytrzagsaniem New Brunswick Tm

Incubator Shaker Innova 40
Komora laminarna 2A Biological Safety Cabinet

Komora laminarna Microbiological Safety Cabinet
Class Il

Miniwirowka

Odwrécony mikroskop fluorescencyjny z kamera

MW50
Spektrofotometr DS-11 NanoDrop

Spektrofotometr SmartSpec Plus
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Thermo Fisher Scientific

Biolog Inc.

Minitron

Innova

Thermo Fisher Scientific

EuroClone

Eppendorf

Opta-Tech

DeNovix

Bio-Rad



System do elektroporacji Gene Pulser Xcell Bio-Rad
Electroporation Systems

System do wizualizacji zeli ChemiDoc XRS+ Gel Bio-Rad
Imaging System

Termocykler CFX96 Bio-Rad

Urzadzenie Turbidymetr do pomiaru me¢tnosci Biolog Inc.

zawiesiny bakteryjnej

Wirdwka 1-14 Sigma Aldrich

3.2.  Metody biologii molekularnej

Ponizej podano standardowe techniki rekombinowanego DNA, ktére stosowano
zgodnie z podanymi opisami dostgpnymi w pisSmiennictwie lub instrukcjami producentow.
Bardziej szczegélowe opisy podano jedynie w przypadku metod, ktéorych wykonanie

wymagato wlasnych modyfikacji i/lub adaptacji.

3.2.1. Standardowe metody rekombinowanego DNA wykorzystywane w pracy

Metoda Odno$nik

Izolacja genomowego DNA z uzyciem zestawu Instrukcja producenta (A&A
»Genomic Mini” Biotechnology)

Trawienie DNA endonukleazami restrykcyjnymi Sambrook i Russell (2001) oraz

instrukcje producentéw
odczynnikow

Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym Sambrook i Russell (2001)

Izolacja DNA z Zelu agarozowego z uzyciem Instrukcja producenta (Qiagen)

zestawu ,,MiniElute Gel Extraction Kit”
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Amplifikacja DNA metoda PCR (Sambrook, Russell, 2001) oraz
instrukcje producentow
odczynnikow

Oczyszczanie DNA z mieszaniny reakcyjnej po Instrukcja producenta (Thermo

PCR z uzyciem zestawu ,,Clean-Up” Fisher Scientific)

3.2.2. Reakcja PCR dla pojedynczej kolonii bakterii (ang. single colony PCR)

Pojedyncze kolonie bakterii wyroste po catonocnej hodowli na ptytkach Petriego
pokrytych zestalong agarem pozywka LB (rozdzial 3.1.12) przenoszono do prébowek typu
Eppendorf i zawieszano w 4 ul wody dejonizowanej. Do reakcji PCR pobierano po 1 pl tak
przygotowanej zawiesiny bakterii. Sktad mieszaniny wykorzystywanej w reakcji PCR oraz

warunki reakcji PCR podano ponizej.

Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR dla pojedynczej kolonii bakterii z wykorzystaniem

polimerazy DNA ,,DreamTaq”

Skladnik Objetos¢ [pl]
Bufor (10x) 2
MgCI2 (50 mM) 0,6
dNTP (10 mM) 0,4
Starter przedni (10 uM) 0,4
Starter wsteczny (10 M) 0,4
Polimeraza DreamTaq (5 U/ul) 0,1
Matryca DNA 1
H20 do 25 pl
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Warunki reakcji PCR
Wstepna denaturacja matrycy DNA ~ 95°C; 3 minuty

Denaturacja matrycy DNA 94°C; 30 sekund
Hybrydyzacja ssDNA-startery 59°C; 30 sekund
Synteza ssDNA* 72°C; 1 minuta
Liczba cykli PCR 25

*Czas syntezy DNA zostat dostosowany do dtugosci oczekiwanych produktow PCR, przy
zatozeniu, ze 1000 par zasad jest amplifikowanych przez 1 minute¢ (stosujac polimeraze

,DreamTaq”).

3.2.3. Reakcja PCR w gradiencie temperatury

PCR w gradiencie temperatury ma na celu okres$lenie optymalnej temperatury
hybrydyzacji starterow z matryca DNA, czyli temperatury ,,annealingu”. Sktady mieszanin
reakcyjnych dla gradientowego PCR oraz warunki reakcji PCR, w ktérych wykorzystywano
albo polimeraz¢ DNA ,DreamTaq” (rozdzial 3.1.2), albo polimeraze¢ DNA ,,Phusion”

(rozdzial 3.1.2) przedstawiono ponizej.

Sklad mieszaniny reakcyjnej dla gradientowego PCR z wykorzystaniem polimerazy

DNA ,,DreamTaq”
Skladnik Objetos¢ [pl]
Bufor (10x) 2
dNTP (10 mM) 0,4
Starter przedni (10 uM) 0,4
Starter wsteczny (10 uM) 0,4
Polimeraza DNA ,,DreamTaq” (5 U/ul) 0,16
Matryca DNA (10 ng/ul DNA) 1

H20 do 20 pl
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Warunki reakcji PCR z wykorzystaniem polimerazy DNA ,,DreamTaq”
Wstepna denaturacja matrycy DNA 95°C; 3 minuty

Denaturacja matrycy DNA 94°C; 30 sekund
Hybrydyzacja ssDNA-startery 57-62°C; 30 sekund
Synteza ssDNA 72°C; 1 minuta
Synteza koncowa ssDNA 72°C; 5 minut
Liczba cykli PCR 35

Sklad mieszaniny reakcyjnej dla gradientowego PCR z wykorzystaniem polimerazy

DNA ,,Phusion”
Skladnik Objetos¢ [pl]
Bufor (5x) 4
dNTP (10 mM) 0,4
Starter przedni (10 uM) 0,4
Starter wsteczny (10 uM) 0,4
Polimeraza DNA ,,Phusion” (2 U/ul) 0,2
Matryca DNA (10 ng/ul DNA) 1

H20 do 20 pl

Warunki reakcji PCR z wykorzystaniem polimerazy DNA ,,Phusion”
Wstepna denaturacja matrycy DNA ~ 98°C; 30 sekund

Denaturacja matrycy DNA 98°C; 5 sekund
Hybrydyzacja ssDNA-startery 57-62°C; 15 sekund
Synteza sSDNA* 72°C; 30 sekund
synteza koncowa ssDNA 72°C; 5 minut
Liczba cykli DNA 35

*Czas syntezy DNA zostat dostosowany do dtugosci oczekiwanych produktow PCR, przy
zatozeniu, ze 1000 par zasad jest amplifikowanych przez 30 sekund (stosujac polimeraze

,Phusion™).
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3.2.4. Reakcja PCR w celu amplifikacji kasety DNA warunkujacej opornos¢ bakterii na

kanamycyne¢
Sklad mieszaniny reakcyjnej

Skladnik Objetos¢ [pl]
Bufor (10x) 40
dNTP (10 mM) 8
Starter przedni (10 puM) 8
Starter wsteczny (10 puM) 8
Polimeraza DNA ,,DreamTaq” (5 U/ul) 3,2
Matryca DNA (5 ng/ul DNA) 16

H20 do 400 pl

Warunki reakcji PCR z wykorzystaniem polimerazy DNA ,,Phusion”

Wstepna denaturacja matrycy DNA 95°C; 3 minuty

Denaturacja matrycy DNA 94°C; 30 sekund
Hybrydyzacja ssDNA-startery 59°C; 30 sekund
Synteza ssDNA 72°C; 1 minuta
Synteza konicowa ssDNA 72°C; 5 minut
Liczba cykli PCR 40

3.2.5. Reakcja PCR w celu amplifikacji genu yidR

Sklad mieszaniny reakcyjnej

Skladnik Objetosc¢ [pl]
Bufor (5x) 10
dNTP (10 mM) 1
Starter przedni (10 uM) 1
Starter wsteczny (10 uM) 1
Polimeraza DNA “Phusion” 0,5
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(2 U/l
Matryca DNA (5 ng/ul) 2
H20 do 50 pl

Warunki reakcji PCR z wykorzystaniem polimerazy DNA ,,Phusion”
Wstepna denaturacja matrycy DNA ~ 98°C; 30 sekund

Denaturacja matrycy DNA 98°C; 5 sekund
Hybrydyzacja ssDNA-startery 60°C; 15 sekund
Synteza ssSDNA 72°C; 45 sekund
Synteza koncowa ssDNA 72°C; 5 minut
Liczba cykli PCR 35

3.2.6. Reakcja PCR w celu amplifikacji sekwencji promotora genu sicA oraz w celu

amplifikacji sekwencji genow fimA oraz sicA wraz z ich promotorami

Sklad mieszaniny reakcyjnej

Skladnik Objetosc [pl]

Bufor (5x) 16

dNTP (10 mM) 1,6
Starter przedni (10 uM) 1,6
Starter wsteczny (10 uM) 1,6
Polimeraza DNA “Phusion” 0,8

(2 U/ul)

Matryca DNA (5 ng/ul) 4

H.O do 80 ul

Warunki reakcji PCR z wykorzystaniem polimerazy DNA ,,Phusion”
Wstepna denaturacja matrycy DNA ~ 98°C; 30 sekund
Denaturacja matrycy DNA 98°C; 5 sekund
Hybrydyzacja ssDNA-startery* °C; 15 sekund
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Synteza sSDNA** 72°C; sekund
Synteza koncowa ssDNA 72°C; 5 minut
Liczba cykli 35

*Temperatura dla hybrydyzacji ssDNA-startery (amplifikacja promotora genu sicA): 58°C;
temperatura dla hybrydyzacji ssDNA-startery (amplifikacja sekwencji gendéw wraz z ich
promotorami): fimA - 56°C, sicA - 60°C.

**Czas dla syntezy ssDNA (amplifikacja promotora genu sicA): 15 sekund; czas dla syntezy
ssDNA (amplifikacja sekwencji genéw wraz z ich promotorami): 25 sekund.

3.2.7. Sekwencjonowanie DNA

Poprawnos¢ sekwencji uzyskanych czasteczek rekombinowanego DNA potwierdzono

sekwencjonowaniem metodg Sangera wykonywanym przez firm¢ LGC Genomics.

3.2.8. Przygotowanie elektrokompetentnych bakterii i elektroporacja

Bakterie elektrokompetentne przygotowywano zgodnie z protokotem Sambrooka i
Russella (2006) z niewielkimi modyfikacjami. Jeden ml zawiesiny bakterii hodowanych przez
noc w 5 ml pozywki LB (rozdzial 3.1.12) wirowano (6000xg, 3 minuty) i uzyskany osad
przenoszono do 100 ml pozywki LB, kontynuujac hodowlg w temperaturze 37°C lub 30°C
przy ciaglym wytrzasaniu do momentu, kiedy uzyskata ona ggsto$¢ optyczng przy dtugosci
fali 600 nm (ODeoo) rownag 0,6. Takg hodowle pozostawiano na lodzie przez 5 minut,
nastepnie wirowano przy 6000xg przez 10 minut w temperaturze 4°C, a otrzymany osad
bakterii przemywano jednokrotnie 25 ml podwojnie destylowanej H20 (ddH-O, ang. double
distilled H20) i dwukrotnie 15 ml 10% roztworu glicerolu w ddH20. Tak przygotowane
bakterie wirowano jak wyzej, zawieszano w 0,1 ml 10% roztworu glicerolu w ddH20 i

zamrazano w ciektym azocie w porcjach po 50 pl.
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W celu elektroporacji, przygotowane, jak wyzej bakterie rozmrazano i dodawano do
nich po 100, 250 lub 500 ng DNA. Nastgpnie, takg zawiesing bakterii pozostawiano na lodzie
przez 1 minut¢ i przenoszono do kuwet elektroporacyjnych o szerokos$ci szczeliny 4 mm i
poddawano elektroporacji w nastepujacych warunkach: napigcie 1,5 kV, przepustowos¢ 25
uF, oporno$¢ 400 Q. Teraz do kuwet dodawano 900 ul pozywki SOC (rozdzial 3.1.12) i takg
zawiesing bakterii przenoszono do probdwek typu Eppendorf, ktére pozostawiano na dwie
godziny, w temperaturze 37°C lub 30°C z cigglym wytrzasaniem. Po tym czasie bakterie
wirowano jak wyzej, osad zawieszono w 200 ul $wiezej pozywki LB i1 wysiewano na plytki

Petriego z zestalong agarem pozywka LB zawierajacg odpowiedni antybiotyk.

3.2.9. Przygotowanie bakterii chemokompetentnych i transformacja metoda szoku

termicznego

Do przygotowania chemokompetentnych bakterii wykorzystywano protokot Dagerta i
Ehrlicha (1979) z niewielkimi modyfikacjami. Dwoma ml calonocnej kultury bakterii
hodowanych w pozywce LB zaszczepiano 200 ml pozywki LB z dodatkiem tetracykliny
(10ug/ml) i kontynuowano hodowlg w temperaturze 37°C przy ciaglym wytrzasaniu, az do
uzyskania przez nie ODsoo rownej 0,4. Nastepnie, takie bakterie pozostawiano przez okres 10
minut na lodzie i wirowano przy 6000xg przez 10 minut, w temperaturze 4°C. Otrzymany
osad bakterii zawieszono w 80 ml 50 mM roztworu CaCl; schtodzonego do temperatury 4°C,
ponownie pozostawiano na lodzie przez okres 20 minut i wirowano jak wyzej. Ostatecznie
osad bakterii zawieszono w 4 ml zimnego 50 mM CaCl; i do takiej zawiesiny bakterii
dodawano 1 ml zimnego 50% glicerolu. Po doktadnym wymieszaniu, cato$¢ porcjowano po
100 pl i przechowywano w -80°C.

Celem transformacji, do przygotowanych jak wyzej chemokompetentnych bakterii
dodawano, po ich rozmrozeniu, po 100, 250 lub 500 ng plazmidowego DNA i pozostawiano

na lodzie prze okres 30 minut. W kolejnym etapie bakterie poddawano szokowi termicznemu
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w temperaturze 42°C przez okres 45 sekund, a nast¢pnie schtadzano na lodzie przez 2 minuty.
Teraz do zawiesiny bakterii dodawano 900 ul pozywki SOC, pozostawiano je w temperaturze
37°C przez okres 2 godzin przy cigglym wytrzasaniu i wirowano jak wyzej. Osad bakterii
zawieszano w 200 pul pozywki SOC i wysiewano w porcjach 50 lub 100 pl na plytki Petriego

z zestalong agarem pozywka LB z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku.

3.3. Metody wykorzystywane w pracy z bakteriami
3.3.1. Mikroskopia fluorescencyjna

Do analizy zmutowanych szczepow bakterii pod katem zmian morfologicznych oraz
zdolno$ci do tworzenia agregatow wykorzystywano mikroskopi¢ fluorescencyjng. W celu
przygotowania preparatow mikroskopowych, pojedyncza kolonig bakterii zaszczepiano 5 ml
pozywki LB i prowadzono hodowle przez 16 godzin w temperaturze 37°C, z cigglym
wytrzasaniem. Z takiej hodowli pobierano po 2 pl zawiesin bakterii, ktére nanoszono na
szkietko podstawowe; jedne zawiesiny pozostawiajac nierozcienczone, drugie rozcienczajac
2-krotnie 0,9% roztworem NaCl. Teraz, do takich bakterii dodawano po 2 ul roztworu oranzu
akrydyny (rozdzial 3.1.1.) rozpuszczonego w ddH>O (1 mg/ml) i preparat przykrywano
szkietkiem nakrywkowym. Tak przygotowane preparaty ogladano w odwroconym

mikroskopie fluorescencyjnym (rozdziat 3.1.15) przy powiekszeniu 40x.

3.3.2. Wyznaczanie krzywych wzrostu

Chcac wyznaczy¢ krzywe wzrostu, jedng kolonie¢ bakterii pobrang z plytki Petriego
pokrytej zestalong agarem pozywka LB zaszczepiano 1 ml pozywki LB i bakterie hodowano
przez noc w temperaturze 37°C, z ciagglym wytrzasaniem. Nastgpnego dnia mierzono gestos¢
optyczng kazdej z kultur bakteryjnych, a nastepnie dodawano takg objetos¢ pozywki LB, aby

ODeoo nie przekraczato wartosci 0,05. Hodowle bakterii kontynuowano w warunkach jak
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wyzej, az do osiagni¢cia ODes0o=0,5, co odpowiada wczesnej fazie logarytmicznej wzrostu.
Nastepnie, z takich kultur pobierano po 1 ml zawiesiny bakterii i probki wirowano przy
6000xg przez 3 minuty. Osady przeptukiwano 1 ml 0,9% NaCl, zawiesiny bakterii wirowano
przy 6000xg przez 5 minut i ponownie zawieszano w 0,4 ml 0,9% NaCl. Po oznaczeniu
gestos$ci optycznej, do kultur bakterii dodawano takie objgtosci pozywki LB, aby liczba
jednostek tworzacych kolonie (ang. colony-forming unit, CFU) wynosita 5x10° CFU/ml. W
celu wyznaczenia krzywych wzrostu, do studzienek 96-dotkowej ptytki przenoszono po 200
pl zawiesiny bakterii w 3. powtorzeniach i hodowle, prowadzone w temperaturze 37°C,
kontynuowano przez kolejnych 16 godzin. Pomiaréw ODeoo Kultur bakterii dokonywano co
15 minut w czytniku do ptytek firmy ,, Tecan”. Przed kazdym pomiarem plytke poddawano

wytrzasaniu przez 30 sekund.

3.3.3. Wyznaczanie krzywych wzrostu bakterii w obecnosci réznych zrédel wegla

(okreslenie profilu metabolicznego za pomoca Mikromacierzy Fenotypowych)

Mikromacierze Fenotypowe (ang. Phenotype MicroArrays, PMs), opracowane przez
firm¢ BIOLOG INC., pozwalajg na rownoczesng analiz¢ setek fenotypow bakterii w oparciu
o0 ich hodowle w 96-dotkowych ptytkach hodowlanych zawierajacych odpowiednio
zdefiniowane podtoza hodowlane. Podczas hodowli, najczgéciej prowadzonej przez 48
godzin, monitorowane jest zachowanie bakterii poprzez oznaczanie aktywnosci ich enzymow
oddechowych za pomocg metody kolorymetryczne;.

Do okreslenie profilow metabolicznych szczepoéw S. Enteritidis wykorzystywano
dostarczone przez producenta ptytki PM1 i PM2A, zawierajace podtoza réznigce si¢ od siebie
zwigzkami pelnigcymi role jedynego zrodta wegla (Ryc. 3). Dla celow tej analizy, bakterie
hodowano na ptytkach Petriego pokrytych zestalong pozywka BUG+B agar (rozdzial 3.1.12)
przez noc (okoto 16 godzin) w temperaturze 37°C. Nastepnego dnia pojedyncze kolonie

bakterie wysiewano na nowe ptytki Petriego z zestalong pozywka BUG+B agar i hodowle
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kontynuowano przez nastepnych 16 godzin w temperaturze 37°C. Kolejne etapy stuzace
przygotowaniu bakterii do wysiania na ptytki mikromacierzowe byly wykonywane zgodnie z
protokotem dostarczonym przez producenta. Ostatecznie, z tak przygotowanych hodowli
pateczek Salmonella pobierano 100 pl zawiesiny bakterii i przenoszono do studzienek 96-
dotkowych ptytek PM1 i PM2. Hodowle prowadzono przez 48 godzin w inkubatorze z
czytnikiem kolorymetrycznym MicroStation Biolog, dokonujac odczytow co 15 minut
(rozdzial 3.1.15). Uzyskane wyniki analizowano postugujac si¢ oprogramowaniem OmnilLog
(Biolog).

Wyniki uzyskane za pomoca Mikromacierzy Fenotypow poddawano walidacji poprzez
wyznaczenie krzywych wzrostu (rozdzial 3.3.2) badanych szczepow S. Enteritidis, ktdre
hodowano w pozywce M9 (rozdzial 3.1.12), z dodatkiem glukozy (5 mM, 10 mM lub 20

mM) lub kwasu jabtkowego (5 mM, 10 mM lub 20 mM).
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Rycina 3. Mikromacierze Fenotypowe PM1 i PM2A z podtozami rdéznigcymi sie od siebie zwigzkami
petnigcymi role jedynego zrodia wegla.

3.4. Metody pracy z komérkami eukariotycznymi
3.4.1. Linie komorkowe i warunki hodowli

Komorki Chic-8E11 nabtonka jelit kury, Ipec-J2 nablonka jelit $wini i Caco-2
ludzkiego raka okreznicy (rozdzial 3.1.13) hodowano w pelnej pozywce D-MEM/Ham's F12
(Millipore) z dodatkiem, odpowiednio, 5% FBS, 5% FBS i 10% FBS (rozdzial 3.1.1).
Hodowle prowadzono w naczyniach hodowlanych T-25 i T-75 (Thermo Scientific),
odpowiednio, o powierzchni 25 lub 75 cm? oraz 24-dotkowych ptytkach (Nest Scientific
Biotechnology), w temperaturze 37°C, w atmosferze wzbogaconej do 5% COs.

Komorki pasazowano w momencie, kiedy porosty one 80 - 90% powierzchni naczynia
hodowlanego. W tym celu, komorki przemywano PBS (rozdzial 3.1.5), a nastepnie odrywano
od dna naczynia (rozdz. 3.4.1) przy uzyciu 0,25% roztworu trypsyny zawierajacego 1 mM
EDTA (rozdzial 3.1.14 ). Po inaktywacji trypsyny przez dodanie pelnej pozywki D-
MEM/Ham's F12, komorki wirowano przy 200xg, w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Osad komorek zawieszano w pelnej pozywce 1 przenoszono do naczynia hodowlanego w

liczbie 6x10%.

3.4.2. Rozmrazanie i zamrazanie komorek

Komérki zamrazano w momencie, kiedy porosty one 80 - 90% powierzchni dna
naczynia hodowlanego. W tym celu, najpierw odrywano je od dna naczynia przy uzyciu
0,25% roztworu trypsyny zawierajacego 1 mM EDTA, a nastepnie zawieszono w peinej
pozywce D-MEM/Ham's F12 zawierajacej 5% DMSO w przypadku komorek Chic-8E11 i
Ipec-J2 oraz 10% DMSO w przypadku komorek Caco-2. Z tak przygotowanych probek

pobierano po 1 ml zawiesiny komorek i przenoszono do krioprobowek (Nunc), ktore
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przetrzymywano najpierw w temperaturze -80°C przez 24 godziny, a nastgpnie
przechowywano w ciektym azocie.

Po wyjeciu z cieklego azotu, krioprobowki z komoérkami pozostawiano w
temperaturze 37°C na 2 — 3 minuty. Po tym czasie komorki przenoszono do 5 ml pelnej

pozywki D-MEM/Ham's F12 i wysiewano do naczyn hodowlanych.

3.4.3. Test adhezyjny i inwazyjny

Pateczki Salmonella zarébwno do testu adhezyjnego jak i inwazyjnego
przygotowywano w ten sam sposob. W przeddzien eksperymentu, pojedyncza kolonig
bakterii pobrang z ptytki Petriego pokrytej zestalong agarem pozywka LB zaszczepiano 1 ml
pozywki LB. Hodowle prowadzono przez 16 godzin w temperaturze 37°C, przy ciaglym
wytrzasaniu. Nastgpnego dnia pobierano odpowiednig obje¢to$¢ zawiesiny bakteryjnej i
mierzono ODeoo, a nastgpnie dodawano taka obje¢tos¢ pozywki LB, aby koncowe ODeoo
wyniosto 0,05. Hodowle kontynuowano, az do osiggniecia przez nig ODego=2,0, cO
odpowiada stacjonarnej fazie wzrostu bakterii. Z takiej kultury pobierano 1 ml zawiesiny
bakterii, ktére wirowano przy 6000 x g, przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Po
usuni¢ciu supernatantu, osad bakterii zawieszano w 1 ml PBS i ponownie wirowano,
ostatecznie zawieszajac bakterie w pozywce ,infekcyjnej” (rozdziat 3.1.14), tak, aby ich
liczba w 1 ml wynosita 1,16 x 107. Po raz kolejny mierzono gesto$¢ optyczng przy dtugosci
fali 600nm 1 bakterie zawieszano w takiej objetosci pozywki, aby w hodowli 100 bakterii
przypadalo na jedng komodrke eukariotyczng. Taki stosunek bakterii do komorek
eukariotycznych nosi nazwe wielokrotnosci infekceji (ang. Multiplicity Of Infection, MOI).

Komorki eukariotyczne do testu adhezyjnego i inwazyjnego przygotowywano réwniez
w ten sam sposob, hodujac je w studzienkach 24-dotkowej ptytki (NEST) tak dlugo, az

porosty one 80 - 90% powierzchni dna dotka. W dniu wykonania testu, komorki
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przeptukiwano dwukrotnie 1 ml PBS, a nast¢pnie, zamiast pelnej pozywki, do studzienek
dodawano 500 ul pozywki "infekcyjnej”. Do takich komoérek dodawano teraz przygotowane
jak wyzej paleczki Salmonella. W przypadku testu adhezyjnego, inkubacj¢ komorek z
bakteriami prowadzono przez 1 godzing w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO2. Po tym
czasie, pozywke zawierajagca niezwigzane bakterie usuwano i komorki przeptukiwano 3-
krotnie 1 ml PBS. Kontrole stanowily komorki, ktore hodowano w nieobecnosci bakterii. W
celu okreslenia liczby bakterii, zarowno tych, ktore zwigzaly si¢ z powierzchnig komorek, jak
i tych, ktére wniknely do ich wnetrza podczas godzinnej inkubacji, przeptukane PBS komorki
poddawano lizie przez pozostawienie w 1 ml schtodzonego 1% Triton X-100 (rozdziat 3.1.1)
w PBS przez okres 5 minut w temperaturze pokojowej. Uzyskane lizaty komdrkowe
zawierajace bakterie rozcienczano seryjnie buforem PBS i przenoszono na plytki Petriego z
pozywka LB zestalong agarem i hodowano w temperaturze 37°C przez noc.

W przypadku testu inwazyjnego postepowano tak samo jak w przypadku testu
adhezyjnego, z tym, ze aby wyznaczy¢ liczbe tylko tych bakterii, ktore wniknely do wnetrza
komérek eukariotycznych, dodatkowo, po 1-godzinnej inkubacji bakterii z komdrkami i
przeptukaniu, do studzienek dodawano na okres 30 min 0,5 ml pozywki ,,infekcyjne;”
zawierajgcej gentamycyne w stezeniu 50 pg/ml, postepujac dalej jak w przypadku testu
adhezyjnego.

Liczby bakterii obecnych w lizatach komoérek, definiowanych jako CFU, wyznaczano w
oparciu o zmodyfikowang metod¢ Milesa 1 Misra (1938), polegajaca na wysianiu seryjnych
rozcienczen hodowli bakteryjnych na ptytki Petriego pokryte zestalong agarem pozywka LB,
podzielone na sektory odpowiadajace danemu rozcienczeniu. Liczb¢ CFU/ml okreslano w

oparciu o liczbe wyrostych kolonii bakterii po catonocnej hodowli w temperaturze 37°C.
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3.5. Metody stosowane w pracy z biatkami
3.5.1. Oznaczanie bialka z uzyciem zestawu ,,Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit”

Do probki biatka o catkowitej objetosci 20 pul dodawano 160 ul zmieszanych ze soba
w stosunku 1:50 (v/v) roztwordéw siarczanu miedzi i kwasu bicynchoninowego
(dostarczonych przez producenta). W celu wywotania reakcji barwnej, tak przygotowane
prébki inkubowano w temperaturze 37°C przez okres 30 minut. Absorbancje mierzono wobec
probki kontrolnej przy dtugosci fali 562 nm. Krzywa standardowa wyznaczano wykorzystujac

nastepujace stezenia BSA: 0,1; 0,2; 0,3; 0,41 0,5 mg/ml.

3.5.2. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS (SDS-PAGE) (wg
Laemmli, 1970)

Sklad 12% zelu rozdzielajacego (catkowita objetos¢ 5 ml)

Skladnik Objetos¢ [ml]
H.0 1,6

30% mieszanina akrylamidu i bisakrylamidu 2,0
1,5M Tris pH 8,8 1,3

10% SDS 0,05

10% nadsiarczan amonu 0,05
TEMED 0,002

Sklad zelu zageszczajacego (catkowita objetos¢ 2 ml)

Skladnik Objetos¢ [ml]
H20 1,4
30% mieszanina akrylamidu i bisakrylamidu 0,33
1,0 M Tris pH 6,8 0,25
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10% SDS 0,02

10% nadsiarczan amonu 0,02

TEMED 0,002

Do poszczegolnych studzienek zelu zageszczajacego nanoszono probki zawierajace 20
ug biatka, ktore do koncowej objetosci 20 pl rozcienczono buforem ,,probkowym” (rozdzial
3.1.5). Biatka przed rozdziatem denaturowano termicznie, pozostawiajac probki przez 5 minut
w temperaturze 95°C. Rozdziat elektroforetyczny prowadzony byl przy statym napigciu 80 V,
w buforze do elektroforezy SDS-PAGE (rozdzial 3.1.5). Elektroforez¢ prowadzono do
momentu, Kiedy barwny prazek odpowiadajacy biekitowi bromofenolowemu obecnemu w

buforze ,,probkowym” migrowat na wysoko$¢ dolnej krawedzi zelu.

3.5.3. Barwienie bialek w zelu poliakrylamidowym za pomoca blekitu brylantowego

,Coomassie Brilliant Blue R-250”

W celu wykrycia prazkoéw biatek rozdzielonych za pomoca SDS-PAGE, zel
poliakrylamidowy pozostawiano w roztworze bigkitu brylantowego ,,Coomassie Brilliant
Blue R-250” (rozdzial 3.1.5) przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Niezwigzany z
biatkami barwnik usuwano przez pozostawienie zelu w roztworze odbarwiajagcym (rozdzial

3.1.5) do czasu uwidocznienia prazkow.

3.5.4. Barwienie bialek w Zelu poliakrylamidowym za pomoca azotanu srebra

W celu wybarwienia prazkéw biatka za pomocg azotanu srebra po ich rozdziale
elektroforetycznym (rozdz. 3.5.2), zel poliakrylamidowy: (1) pozostawiano w roztworze 50%
metanolu, 12% kwasu octowego, 0,02% paraformaldehydu w ddH>O przez 1 godzing w

temperaturze pokojowej, (2) ptukano przez 10 minut 50% etanolem, a nastepnie 30%
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etanolem, (3) przetrzymywano przez 1 minute w 0,1% roztworze Na>S>03 w ddH20 i (4)
ptukano 3-krotnie przez 20 sekund w ddH2O. Tak przygotowany zel poliakryloamidowy
traktowano 0,1% AgNO3 z dodatkiem 0,025% paraformaldehydu przez 20 minut i ptukano 3-
krotnie przez 20 sekund w ddH»O. Ostatecznie, zel traktowano 6% Na>CO3z z dodatkiem
0,025% paraformaldehydu i 0,1% Na2S,03 do momentu uwidocznienia si¢ prazkow biatek

(zwykle kilka minut). Reakcje barwng hamowano poprzez dodatnie 5% kwasu octowego.

3.5.5. Western bloting

Po przeprowadzonej elektroforezie SDS-PAGE, bialka przenoszono na btong
nitrocelulozowg (0,45 um, GE Healthcare Life Sciences) w aparacie do elektrotroblotingu i
buforze do transferu (rozdzial 3.1.5), przy nat¢zeniu pradu 350 mA, przez 90 minut. Po tym
czasie takg nitroceluloz¢ pozostawiano w 5% roztworze BSA w buforze PBST (rozdzial
3.1.5) przez okres 1 godziny, w temperaturze pokojowej. Nastepnie membrang ptukano 3-
krotnie PBST, za kazdym razem przez 10 minut. Biatka przeniesione na btone
nitrocelulozowa wykrywano za pomocg swoistych przeciwcial (rozdzial 3.1.4),
rozcienczanych odpowiednio buforem PBST z dodatkiem 2% BSA. Inkubacje bialek
zwigzanych z membrang z takimi pierwszorzgdowymi przeciwcialami prowadzono przez 1
godzing w temperaturze pokojowej. Nastepnie nitroceluloze ptukano ponownie PBST jak
wyzej 1 inkubowano z drugorzedowymi przeciwciatami (rozdzial 3.1.4) (rozcienczonymi
odpowiednio PBST) przez okres 1 godziny w temperaturze pokojowej. Teraz membrang
ptukano najpierw 3-krotnie PBST jak wyzej, a nastgpnie 5-krotnie mieszaning gotowych
odczynnikow wchodzacych w sktad zestawu Bio-Rad Clarity™ Western ECL, wykorzystujac
do wykrywania zwigzanych przeciwcial drugorzgdowych sprzgzonych z HRP zjawisko

chemiluminescencji i jako substrat luminol. Do roztworu substratu dotagczony jest roztwor
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tzw. ,,wzmacniacza” zwigkszajacego trwatos¢ i intensywnos$¢ emitowanego $wiatta. Pomiary

chemiluminescencji prowadzono w aparacie ChemiDoc XRS+ (rozdzial 3.1.15).

3.5.6. Otrzymywanie rekombinowanego bialka YidR
W celu ekspresji biatka YidR, konstruktem genowym pET-22b(+)yidR (rozdzial

3.1.10) transformowano, metoda szoku cieplnego (rozdzial 3.2.8), bakterie E. coli szczepu
Lemo21(DE3) (rozdzial 3.1.11), ktére wysiewano nastgpnie na ptytke Petriego z pozywka
LB zestalong agarem z dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml) oraz chloramfenikolu (25 pg/ml).
Nastepnego dnia z takiej ptytki pobierano pojedyncze kolonie bakterii, ktorymi zaszczepiano
5 ml pozywki LB z dodatkiem chloramfenikolu (25 pg/ml). Hodowle prowadzono przez noc
w temperaturze 37°C przy ciagglym wytrzasaniu i kolejnego dnia z takiej hodowli pobierano
tyle zawiesiny bakterii, aby po uzupekieniu objetosci do 5 ml pozywka LB, gesto$¢ optyczna
zawiesiny ODegoo wyniosta 0,05. Hodowlg bakterii kontynuowano do uzyskania przez nig
gestosci optycznej ODe0o=0,4. Ekspresje rekombinowanego biatka YidR uzyskiwano przez
dodanie do takiej kultury bakterii IPTG, aby jego koncowe st¢zenie wyniosto 0,5 mM, i
hodowle kontynuowano w temperaturze 37 przez kolejne 4 godziny. Po tym czasie z takiej
kultury pobierano 1 ml zawiesiny bakterii, ktére wirowano, a uzyskany osad bakterii
zawieszano w 150 pl buforu do lizy z dodatkiem mocznika (rozdziat 3.1.5). Jako kontrole
poziomu indukcji rekombinowanego biatko wykorzystywano hodowle bakterii prowadzone w
tych samych warunkach, ale bez dodatku ITPG.

W  oparciu o powyzszy protokot, w celu otrzymania wigkszych ilosci
rekombinowanego biatka YidR, hodowle E. coli szczepu Lemo21(DE3) z konstruktem
genowym pET-22b(+)yidR prowadzono ostatecznie w 300 ml pozywki LB. Do oczyszczania
rekombinowanego biatka YidR, ze wzgledu na obecnos$¢ metki, HisTag wykorzystywano

chromatografic powinowactwa na ztozu Ni?*-NTA-agaroza. W tym celu, lizaty bakteryjne
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wirowano (10 000 x g, 10 minut, temperatura 4°C), a otrzymane supernatanty nanoszono na
kolumne ze ztozem Ni?* -NTA-agaroza o objetosci 1 ml, uprzednio zréownowazonym buforem
do lizy z mocznikiem. Aby usuna¢ niespecyficzne biatka kolumng przemywano 30 ml buforu
do ptukania ztoza (rozdzial 3.1.5). Nastepnie, w celu usunigcia zwigzanego ze ztozem biatka
YidR, kolumng¢ przemywano 10 ml buforu do elucji z dodatkiem 200 mM imidazolu
(rozdzial 3.1.5), zbierajac 1 ml frakcje. Zebrane frakcje taczono i tak uzyskany preparat
rekombinowanego biatka YidR zageszczano poprzez wirowanie (2500 x g) w probdwkach z
blone polprzepuszczalng o wielkosci poréw 10 kDa (Amicon Ultra-15 Filter - Millipore)
przez 10 minut, w temperaturze 4°C, do uzyskania koncowej objetosci 250 pl. Czystos¢ tak
uzyskanego preparatu biatka YidR analizowano metodg SDS-PAGE (rozdzial 3.5.2) i

Western bloting (rozdzial 3.5.5).

3.5.7. Produkcja i oczyszczanie kroliczych przeciwcial skierowanych przeciwko bialku

YidR S. Enteritidis

W celu produkcji kroliczych surowic odpornosciowych zawierajacych przeciwciata
skierowane przeciwko biatku YidR S. Enteritidis preparaty oczyszczonego rekombinowanego
biatka YidR (rozdzial 3.5.6) przesytano do firmy Davids Biotechnologie GmbH
(Regensburg, Niemcy), gdzie przeprowadzono immunizacje zwierzat i wykonano oznaczenia
miana przeciwciat metodg ELISA.

Z uzyskanych surowic odpornosciowych izolowano frakcje przeciwcial anty-YidR za
pomoca chromatografii powinowactwa, wykorzystujac ztoze agarozowe ,,Aminolink Plus
CouplinResin” [wchodzace w sklad zestawu ,,Aminolink Plus Immobilization Trial Kit”
(rozdzial 3.6)] z przylaczonym kowalencyjnie rekombinowanym biatkiem YidR.
Immobilizacj¢ biatka YidR prowadzono zgodnie z protokolem dostarczonym przez
producenta. W skrdcie, oczyszczony preparat biatka YidR (okoto 1 mg) nanoszono na

kolumienk¢ wypelniong 2 ml ztoza ,,Aminolink Plus Immobilization Trial Kit”, uprzednio
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zrownowazonego 2 ml buforu o pH 10 (dostarczonego przez producenta). Catosé
pozostawiano przez noc w temperaturze 4°C przy ciaglym mieszaniu. Nastepnego dnia
niezwigzane ze ztozem biatka usuwano przez wirowanie i ztoze przemywano dwukrotnie 2 ml
gotowego buforu o pH 7,2 (bufor ,,wigzacy”). Teraz zloze traktowano 2 ml tego samego
buforu ,,wiazacego” z dodatkiem 40 pl 5 M roztworu cyjanoborowodorku sodu w 1 M NaOH
w temperaturze 4°C przez calg noc, przy cigglym mieszaniu. Nastepnego dnia, po usunigciu
buforu ,,wigzacego” przez kolejne wirowanie (1 min, 1000xg) i ponownym przemyciu 2 ml
buforu ,,wigzacego” z dodatkiem 40 pl roztworu cyjanoborowodorku sodu, zloze ze
zwigzanym kowalencyjnie biatkiem YidR roéwnowazono 6 ml buforu phuczacego
(dostarczonego przez producenta).

W kolejnym etapie, na tak przygotowang kolumienke nanoszono 3 ml lizatu pateczek
S. Enteritidis P125109AyidR (otrzymanego przez traktowanie bakterii odczynnikiem
BugBuster (Millipore) przez 20 min w temperaturze pokojowej, przy delikatnym
wytrzasaniu) i pozostawiano przez noc w temperaturze 4°C przy cigglym mieszaniu.
Nastepnego dnia niezwigzane ze zlozem biatka bakteryjne usuwano przez wirowanie, a
kolumienk¢ przemywano 3-krotnie 2 ml gotowego buforu ,,przymywajacego”. Ostatecznie, w
celu izolacji frakcji przeciwcial anty-YidR, na kolumienk¢ nanoszono 10 ml surowicy
odporno$ciowej rozcienczonej 1-krotnie buforem ,,wigzagcym” i pozostawiano na 2 godziny w
temperaturze pokojowej. Po tym czasie, ztoze przemywano przez wirowanie 5-krotnie 1 ml
buforu ,phluczacego”. W celu elucji przeciwcial anty-YidR zwigzanych ze ztozem,
kolumienke przemywano 3-krotnie 2 ml buforu do elucji, zbierajac poszczegolne frakcje do
proboéwek zawierajacych po 100 pl buforu neutralizujacego. Probki aczono i 0znaczano

stezenie biatka (rozdziat 3.5.1).
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3.6. Analiza statystyczna

Analizy statystyczne wynikow wykonano korzystajagc z programu Statistica (StatSoft
Polska). Za réznice znaczgce Statystycznie, akceptowano warto$ci poziomu istotnosci testu t
Welcha, gdy P < 0,05. W ramach statystyki opisowej obliczano mediane¢ oraz absolutne

odchylenie wzgledem mediany.
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4. Wyniki

4.1. Otrzymanie zmutowanego szczepu S. Enteritidis z delecja genu yidR

Prac¢ nad uzyskaniem pateczek S. Enteritidis z delecjg genu YidR rozpoczeto od
wstepnej analizy szczepu S. Enteritidis P125109 (rozdzial 3.1.11) pod katem jego
wrazliwo$ci na ampicyling, chloramfenikol i1 kanamycyne. Byto to konieczne, poniewaz do
konstrukcji mutanta z insercyjng inaktywacja genu YyidR wykorzystywano wektory
plazmidowe: pKD4 z genem opornosci na kanamycyng, pKD46 z genem opornosci na
ampiciling i pCP20 z genami opornosci na ampiciling i chloramfenikol (rozdzial 3.1.10).
Wykazano, ze wykorzystywany w badaniach szczep S. Enteritidis P125109 byt wrazliwy na
kazdy z trzech testowanych antybiotykdow.

Do utworzenia zmutowanego szczepu S. Enteritidis z delecja genu yidR wykorzystano
metode opracowang przez Datsenko i Wannera (2000). Umozliwia ona delecj¢ specyficznych
gendw w oparciu o homologiczng rekombinacje¢ z udziatem rekombinazy A Red pomigdzy
genomowym DNA, a fragmentem liniowego DNA zawierajacym marker selekcyjny - gen
opornosci na antybiotyk, dwa regiony FRT (ang. Flippase Recognition Target) rozpoznawane
przez flipaze i dwie sekwencje komplementarne do specyficznych sekwencji bakteryjnego
DNA. Homologiczna rekombinacja prowadzaca do insercyjnej inaktywacji genu YidR
obejmowala dwa etapy: (1) ekspresje w pateczkch S. Enteritidis P125109 rekombinazy A Red
w wyniku transformacji wektorem pKD46, (2) homologiczng rekombinacje pomigdzy
genomowym DNA, a liniowg kasetg DNA. Prowadzi to do usunigcia (delecji) genu YidR z
genomu S. Enteritidis P125109 i zastapienie go genem kan® w wyniku transformacji pateczek
S. Enteritidis P125109 ekspresjonujacych rekombinazg A Red kaseta DNA obejmujaca gen

kan®, dwie sekwencje FRT i sekwencje homologiczne do genu yidR (kaseta kanamycynowa)
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(Ryc. 4). Dodatkowym krokiem byto usuni¢cie kasety kanamycynowej z genomu mutanta S.

Enteritidis P125109 z delecja genu yidR poprzez transformacje bakterii plazmidem pCP20.
H1

& FRT

A Ij: kan? ]] kaseta kanamycynowa

FRT Q

H2
H1 H?2
fragment
GEN A GEN yidR GEN B eSS
DNA
FRT
GEN A kan® GEN B
FRT
FRT
B GEN A GEN B
b

Rycina 4. Otrzymanie mutanta S. Enteritidis P125109AyidR z delecja genu yidR (wg Datsenko i
Wanner, 2000). (A) Homologiczna rekombinacja pomiedzy genomowym DNA, a kaseta
kanamycynowsg; (B) usuniecie kasety kanamycynowej i pozostawienie ,,blizny”’; FRT — regiony
rozpoznawane przez flipazg; gen A — gen poprzedzajacy docelowy gen yidR; gen B — gen nastepujacy
po docelowym genie yidR; H1/H2 — regiony homologiczne; S1/S2 — miejsca przytaczania si¢
starterow.

4.1.1. Otrzymanie kasety DNA yidR::kan w celu insercyjnej inaktywacji genu yidR
paleczek S. Enteritidis

Do otrzymania fragmentu DNA zawierajacego gen kanR (kaseta kanamycynowa)
postuzono si¢ reakcjg PCR, wykorzystujgc jako matryce wektor plazmidowy pKD4 (rozdzial
3.1.10) oraz pare starterow: yidR del for i yidR del rev (rozdzial 3.1.9). W tak uzyskanej
kasecie DNA, gen antybiotykooporno$ci flankowany jest przez miejsca FRT, Kktore
umozliwiajg jego usunigcie po udanej rekombinacji przy udziale flipazy. Optymalng

temperature hybrydyzacji starterow z matrycg DNA okresSlano za pomocg reakcji PCR w
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gradiencie temperatury 57°C - 62°C (Ryc. 5), uzyskujac najwyzszy poziom amplifikacji DNA
przy temperaturze ,,annealingu” 59°C. Zamplifikowang kaset¢ kanamycynowa o dilugosci

1477 pz warunkujaca oporno$¢ na kanamycyng nazwano YidR::kan.

5000 pz

1500 pz <= 1477 pz

500 pz

Rycina 5. Otrzymanie kasety DNA yidR::kan z genem kan® warunkujacym opornosci na
kanamycyne. Elektroforeza w zelu agarozowym produktéw reakcji PCR w gradiencie temperatury
57°C — 62°C, w ktorej wykorzystano jako matryce plazmid pKD4 oraz pare starterow: yidR del for
yidR_del_rev. Sciezka 1 — standard DNA GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, §ciezka 2 — temepratura
hybrydyzacji 57°C, $ciezka 3 — temepratura hybrydyzacji 58°C, $ciezka 4 - temperatura hybrydyzacji
59°C, $ciezka 5 — temepratura hybrydyzacji 60°C, $ciezka 6 — 61°C, Sciezka 7 — temperatura
hybrydyzacji 62 °C.

4.1.2. Insercyjna inaktywacja genu yidR paleczek S. Enteritidis
Aby uzyska¢ zmutowany szczep z delecja genu yidR pateczki S. Enteritidis P125109

poddawano elektroporacji (rozdziat 3.2.8) w celu wprowadzenia do nich wektora pKD46
zawierajagcego geny faga A (rozdzial 3.1.10). Nastgpnie bakterie hodowano do osiggnigcia
ODeoo = 0,2, kontynuujac hodowlg przez kolejnych 45 minut w obecnosci L-arabinozy o
stezeniu koncowym 5 mM celem indukcji ekspresji genéw faga A odpowiedzialnych za
homologiczna rekombinacj¢ z udzialem kasety DNA yidR::kan, ktora wprowadzano do
bakterii za pomoca Kolejnej elektroporacji. Tak stransformowane bakterie wysiewano na
ptytki Petriego z zestalong agarem pozywka LB z dodatkiem ampicyliny w stezeniu 100
pug/ml. Wyroste na podtozu z antybiotykiem kolonie pateczek S. Enteritidis analizowano

nastepnie, W celu potwierdzenia obecnosci kasety yidR::kan, metodg PCR dla pojedynczej
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kolonii bakteryjnej (rozdziat 3.2.4), wykorzystujac parg starterow: yidR100UpstreamFor i
yidR100Downstream-Rev (rozdzial 3.1.9) (Ryc. 6). Sposrod dziewigciu przebadanych w ten

sposdb kolonii, 7 wykazato obecnos¢ kasety kanamycynoweyj.

5000 pz
1500 p=z

= — 1420pz

500 pz

Rycina 6. Elektroforeza w zelu agarozowym fragmentu DNA bedacego produktem reakcji PCR z
genomowym DNA izolowanym z pateczek S. Enteritidis P125109 po homologicznej rekombinacji z
udziatem kasety yidR::kan jako matrycy i starterami yidR100UpstreamFor i yidR100DownstreamRev.
Sciezka 1 - standard DNA GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, $ciezka 2 - produkt reakcji PCR.

W kolejnym kroku, aby potwierdzi¢ prawidlowy przebieg homologicznej rekombinacji,
czyli zastgpienia kasetg yidR::kan sekwencji genu yidR, dla tych kolonii bakterii, w ktérych
stwierdzono obecno$¢ kasety ,,kanamycynowej” przeprowadzono reakcj¢ PCR z genomowym
DNA i trzema parami starterow. I tak, dzigki dwom parom starterow: yidR100UpstreamFor i
yidR100DownstreamRev oraz yidR100UpstreamFor i k1 potwierdzono obecno$¢ kasety
yidR::kan w locus genu yidR, o czym $wiadczyta obecnosé¢, odpowiednio, fragmentu DNA o
wielko$ci 1420 pz i 315 pz (Ryc. 7). Natomiast, dzi¢ki parze starterow: yidR100UpstreamFor
I yidRinternalRev wykluczono obecnos¢ genu yidR w tym locus, o czym $wiadczyt brak
produktu PCR. Sposrod siedmiu przebadanych w ten sposob kolonii pateczek S. Enteritidis
P125109, w ktorych stwierdzono obecnos¢ kasety yidR::kan, jedynie w jednej potwierdzono
zajScie prawidlowej rekombinacji homologicznej. Kolonia ta, nazwana P125109AyidR,

zostata wykorzystana w dalszych badan.
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Rycina 7. Elektroforeza w zelu agarozowym fragmentéw DNA bedacych produktami reakcji PCR na
matrycy genomowego DNA izolowanego z pateczek S. Enteritidis P125109 z delecja genu yidR
(mutant P125109AyidR). Sciezka 1 - standard DNA GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, $ciezka 2 —
produkt reakcji PCR ze starterami: yidR100UpstreamFor i yidR100DownstreamRev, $ciezka 3 —
produkt reakcji PCR ze starterami yidR100UpstreamFor i k1; sciezka 4 — brak produktu reakcji PCR
ze starterami yidR_UpstreamFor i yidRinternalRev.

W kolejnym etapie, mutant delecyjny P125109AyidR poddawany byt transformacji za
pomocag plazmidu pCP20 (rozdzial 3.1.10) w celu usunigcia kasety YyidR::kan. Po
elektroporacji i wysianiu bakterii na plytki Petriego z podiozem LB zestalonym agarem z
dodatkiem ampicyliny i chloramfenikolu, pojedyncze kolonie analizowano za pomocg reakcji
PCR dla pojedynczej kolonii bakterii pod katem obecnosci kasety kanamycynowej,
wykorzystujac powtornie 3 pary starterow opisane powyzej. Brak kasety yidR::kan w
pateczkach S. Enteritidis P125109AyidR potwierdzita obecnos$¢ produktu PCR o dtugosci 306
pz, Kkiedy w reakcji wykorzystano pare starterbw  yidR100UpstreamFor i
yidR100DownstreamRev (rozdzial 3.1.9) i brak produktow PCR, kiedy w reakcji PCR

stosowano dwie pozostate pary starteréw (Ryc. 8).
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1500 pz

500 pz <— 306pz

Rycina 8. Elektroforeza w zelu agarozowym fragmentéw DNA bedacych produktami reakcji PCR na
matrycy genomowego DNA izolowanego z pateczek S. Enteritidis P125109AyidR. Scieika 1 -
standard DNA GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, $ciezka 2 — brak produktu reakcji PCR z parg
starteréw yidR100UpstreamFor i yidRinternalRev, $ciezka 3 - produkt reakcji PCR z parg starterow
yidR100UpstreamFor i yidR100DownstreamRev, $ciezka 4 — brak produktu reakcji PCR ze starterami
yidR100UpstreamFor i k1.

4.2. Charakterystyka mutanta P125109AyidR z delecja genu yidR pod katem

morfologii, zdolnosci agregacyjnych i wzrostu

4.2.1. Morfologia i agregacja

Wprowadzenie do genomu bakterii mutacji delecyjnej poprzez homologiczng
rekombinacje moze prowadzi¢ do pojawienia si¢ dodatkowych mutacji i zmian typu off-
target, co skutkuje niepozadanymi zmianami we wlasciwosciach takich bakterii w
poréwnaniu ze szczepem macierzystym. Bioragc pod uwage dotychczasowe informacje
dotyczace roli biologicznej produktu genu yidR zatozono, ze delecja tego genu nie powinna
mie¢ wpltywu na morfologi¢, whasciwosci agregacyjne i wzrost otrzymanego mutanta
P125109AyidR. Stad, aby sprawdzi¢, czy delecji genu YidR nie towarzyszg dodatkowe zmiany
w genotypie wplywajace na te wlasciwosci, porownywano go z macierzystym szczepem S.
Enteritidis P125109. Wykorzystujac mikroskop fluorescencyjny (rozdzial 3.1.15) i barwienie
bakterii oranzem akrydyny (rozdzial 3.1.1) wykazano, ze delecja genu YidR nie wplywa

zarowno na wyglad/morfologie mutanta P125109AyidR, jak i jego wlasciwosci agregacyjne w
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poréwnaniu ze szczepem wyjsciowym S. Enteritidis P125109, ktory w niniejszej pracy

nazywano dalej szczepem typu dzikiego (Ryc. 9).

A

Rycina 9. Zdjecie spod mikroskopu fluorescencyjnego pateczek S. Enteritidis reprezentujacych (A)
szczep wyjsciowy P125109 (szczep typu dzikiego) i (B) szczep zmutowany P125109AyidR z delecja
genu yidR. Bakterie barwiono oranzem akrydyny. Powigkszenie 40x

4.2.2. Krzywe wzrostu

W celu sprawdzenia, czy delecji genu yidR nie towarzysza zmiany w tempie wzrostu
bakterii wyznaczano krzywe wzrostu (rozdzial 3.3.2), hodujac pateczki S. Enteritidis typu
dzikiego i mutanta P125109AyidR zaréwno w pozywce LB jak i w pozywce ,,infekcyjnej”
(rozdzial 3.1.14) wykorzystywanej w testach adhezji i inwazji. Uzyskane wyniki pokazaty, ze
delecja genu yidR nie wptywa na potencjat proliferacyjny mutanta P125109AyidR, poniewaz
nie zaobserwowano zmian w szybkos$ciach wzrostu pomigdzy szczepem typu dzikiego, a

szczepem z delecja genu yidR (Ryc. 10).
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Rycina 10. Krzywe wzrostu pateczek S. Enteritidis P125109 typu dzikiego i mutanta P125109AyidR
hodowanych w (A) pozywce LB i (B) pozywce ,,infekcyjnej”. Krzywe reprezentuja usrednione wyniki
z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych.

4.3. Adhezja do i inwazyjnos¢ paleczek S. Enteritidis typu dzikiego i mutanta
P125109AyidR wzgledem komdrek wywodzacych si¢ z nablonka jelitowego

W badaniach nad rolg genu yidR w adhezji do i inwazyjno$ci pateczek S. Enteritidis
wzgledem komorek nabtonka jelitowego wykorzystano mutanta P125109AyidR z delecja
genu yidR. Do testow adhezyjnych i inwazyjnych, jako komorki wywodzace si¢ z nabtonka
uktadu pokarmowego wybrano komorki Ipec-J2 $wini (rozdzial 3.1.13), kurze komorki Chic-
8E11 (rozdzial 3.1.13) i ludzkie komdrki Caco-2 (rozdzial 3.1.13). Wykazano, ze delecja
genu yidR prowadzi do statystycznie istotnego obnizenia adhezji pateczek S. Enteritidis do
komorek kazdej z linii niezaleznie od jej gatunkowego pochodzenia (Ryc. 11). Najwicksza
liczba bakterii wigzata si¢ do ludzkich komorek Caco-2 i w przypadku adhezji pateczek S.
Enteritidis P125109 odpowiadata ona 4,5x10° CFU/ml, natomiast w przypadku pateczek S.
Enteritidis z delecjag genu yidR byla istotnie niZsza i wynosita 3,5x10°> CFU/ml. Prawie
dwukrotnie nizsza liczba pateczek S. Enteritidis wigzata si¢ do komorek Ipec-J2 $wini. W
przypadku szczepu dzikiego P125109 odpowiadata ona 2,3x10° CFU/ml, a szczepu
P125109AyidR - 1,6x10° CFU/ml. Wreszcie, jezeli chodzi o adhezje do kurzych komoérek
Chic-8E11, to dla szczepu dzikiego liczba CFU wynosita 3,5x10° /ml, a dla szczepu z delecja

genu yidR - 3,0x10° CFU/m.
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Rycina 11. Adhezja paleczek S. Enteritidis P125109 typu dzikiego (WT) i mutanta
P125109AyidR z delecja genu yidR do ludzkich komorek Caco-2, §winskich komoérek Ipec-J2 i
kurzych komdrek Chic-8E11. Prezentowana liczba CFU/ml jest sumg bakterii, ktore zwigzaty si¢ do
powierzchni komorek eukariotycznych i tych bakterii, ktére wniknety do ich wngtrza. Symbol *
oznacza roznicg istotng statystycznie na poziomie p < 0,05; symbol ** oznacza réznicg na poziomie p
< 0,01; symbol *** oznacza rdéznice na poziomie p < 0,001. Testy przeprowadzono w trzech
niezaleznych powtorzeniach biologicznych.

Nieobecno$¢ genu YyidR powodowata réwniez statystycznie istotne obnizenie
inwazyjnosci pateczek S. Enteritidis wobec kazdej z badanych linii komdorkowych (Ryc. 12).
Z tym, ze najwyzsza inwazyjno$¢ obserwowano w przypadku kurzych komorek Chic-8E11.
Liczba pateczek S. Enteritidis P125109, ktore wnikneta do ich wnetrza odpowiadata 3,0x10°
CFU/ml, za$ pateczek szczepu z delecja genu yidR - 2,2x10° CFU/mI. W przypadku komoérek
Caco-2, liczba pateczek S. Enteritidis szczepu dzikiego, ktére wnikneta do wnetrza komoérek
odpowiadata 1,9x10° CFU/ml, a szczepu z delecja genu yidR - 1,5x10° CFU/ml. Pateczki S.
Enteritidis, podobnie jak w przypadku adhezji, najmniej inwazyjne byly wobec komodrek
Ipec-J2. Liczby CFU/ml wynosity, odpowiednio, 2,0x10* dla szczepu dzikiego i 1,0x10*

CFU/ml dla szczepu z delecjg genu yidR (Ryc. 12).
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Rycina 12. Inwazja paleczek S. Enteritidis P125109 typu dzikiego i mutanta P125109AyidR z
delecjg genu yidR wobec ludzkich komoérek Caco-2, $winskich komérek Ipec-J2 i kurzych
komdrek Chic-8E11. Prezentowana liczba CFU/ml odpowiada liczbie bakterii, ktore wnikngty do
wnetrza komorek eukariotycznych. Symbol * oznacza roznice istotng statystycznie na poziomie p <
0,05; symbol ** oznacza réznic¢ na poziomie p < 0,01; symbol *** oznacza réznice na poziomie p <
0,001. Testy przeprowadzono w trzech niezaleznych powtorzeniach biologicznych.

4.4. Ekspresja genéw kodujacych wybrane bialka fimbrii typu 1 i T3SS-1 w
paleczkach S. Enteritidis P125109 typu dzikiego i mutancie P125109AyidR

W celu sprawdzenia, czy bialtko YidR wptywa na ekspresj¢ genow kluczowych dla
adhezji i inwazji pateczek S. Enteritidis, analizowano ekspresje genow fimA i SiCA w
pateczkach S. Enteritidis P125109 typu dzikiego i mutancie P125109AyidR. Geny fimA i sicA
koduja, odpowiednio, biatko FimA stanowigce glowne biatko strukturalne fimbrii typu 1 i
biatko SicA systemu sekrecji typu III, ktorego geny zlokalizowane sa w obrgbie SPI-1 (T3SS-
1). Kroger i wsp. (2013) przeanalizowali dane dotyczace globalnej ekspresji genow oparte na
RNA w warunkach istotnych z punktu widzenia infekcji i stworzyli mapg ekspresji
wszystkich wysp patogennosci S. Typhimurium, wskazujac odmienne profile ekspresji w

roznych warunkach $rodowiskowych. Jednym z prezentowanych genéw byt gen SicA, ktory
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zostal wybrany do ponizszych badan, rowniez z tych powodow, ze jego ekspresja jest
wyktadnikiem poziomu ekspresji innych genéw kodowanych przez SPI-1 (Kroger i wsp.,
2013; Lou i wsp., 2019). Co wazne, warunki hodowli pateczek S. Enteritidis in vitro, w
ktorych dochodzi do optymalnej ekspresji fimA i SicA sa powszechnie znane (Kuzminska-
Bajor i wsp., 2012; Krdger i wsp., 2013).

W celu uzyskania optymalnego poziomu ekspresji genu fimA na poziomie biatka, pateczki
S. Enteritidis hodowano w pozywce LB w warunkach statycznych przez 24 godziny,
powtarzajac ten etap okre$lony jako pasaz pierwszy, jeszcze 3-krotnie (Kuzminska-Bajor i
wsp., 2012). Natomiast, dla indukcji ekspresji genu sicA, szczepy S. Enteritidis hodowano w
pozywce LB do osiggnigcia przez kulture bakteryjng poznej fazy stacjonarnej (rozdziat 4.4.2)
(Kroger i wsp., 2013). Ekspresje genow analizowano w dwojaki sposob. Najpierw, roznice w
poziomie ekspresji wykrywano w sposéb bezposredni, czyli na poziomie biatka, ktore
wykrywano w lizatach bakteryjnych za pomoca elektroforezy SDS-PAGE (rozdzial 3.5.2) i
metody Western bloting (rozdzial 3.5.5). Nastepnie posrednio, poprzez okreslenie
aktywnosci promotorow analizowanych gendéw przy pomocy systemu reporterowego
wykorzystujacego wektor pQF50/GFP zawierajacy gen biatka GFP, ktorego poziom ekspresji
pozostaje pod kontrole analizowanego promotora (McKelvie i wsp., 2004). Ze wzgledu na
obecnos¢ biatka GFP ten system reporterowy opiera si¢ na pomiarach intensywnosci

fluorescencji emitowanej przez to biatko.

4.4.1. Klonowanie promotorow wraz z genami fimA i sicA do plazmidu
pFPV25.1GFPmut3Kan_2xHA

Do klonowania fragmentéw DNA obejmujacych zarowno sekwencje promotorow jak i
gendéw fimA i sicCA wykorzystano reakcj¢ PCR (rozdzial 3.2.6), w ktorej jako matryce
wykorzystano genomowe DNA S. Typhimurium szczepu SL1344 oraz nastepujace pary

starterow: dla genu fimA i jego promotora - fimA::2xHASacFor i fimA::2xHABgIRev oraz
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dla genu sicA i jego promotora - sicA::2xHASacFor i sicA::2xHABgIRev (rozdzial 3.1.9). W
celu ustalenia optymalnej temperatury hybrydyzacji starterow z matryca postuzono si¢ reakcja
PCR w gradiencie temperatur 52°C - 62°C (rozdzial 3.2.2). W przypadku promotora i genu
fimA optymalne okazato si¢ przytaczanie starterow w temperaturze 54°C, z kolei w przypadku
promotora i genu sicA najwigcej produktu PCR uzyskano przy przylaczaniu starteréw w
temperaturze 60°C. W ten sposdb otrzymano sekwencje promotora i genu fimA o dtugos$ci

849 pz oraz promotora i genu sicA o dtugosci 632 pz (Ryc. 13).

1500 pz

500 pz —— e = w—— e X33 ]

— T R R —— === $49pz

Rycina 13. Elektroforeza w zelu agarozowym fragmentow DNA stanowiagcych (A) sekwencj¢ genu
fimA wraz z jego promotorem i (B) genu sicA wraz z jego promotorem. Sekwencje te otrzymywano w
reakcji PCR prowadzonej w gradiencie temperatuy 52°C - 62 °C, wykorzystujac jako matryce
genomowe DNA S. Typhimurium SL1344 oraz startery fimA::2xHASacFor i fimA::2xHABgIRev dla
promotora i genu fimA. i startery sicA::2xHASacFor i sicA::2xHABgIRev dla promotora i genu sicA.
Sciezki 1 - standard DNA GeneRuler 100 bp DNA Ladder (A) lub standard DNA GeneRuler 1 kb
Plus DNA Ladder (B), $ciezki 2 — temperatura hybrydyzacji 52°C, §ciezki 3 — temperatura
hybrydyzacji 54°C, §ciezki 4 — temperatura hybrydyzacji 56°C, $ciezia 5 — temperatura hybrydyzacji
58°C, $ciezki 6 — temperatura hybrydyzacji 60°C, $ciezki 7 — temperatura hybrydyzacji 62°C.

Geny fimA i sicA wraz z ich promotorami  klonowano do wektora
pFPV25.1GFPmut3Kan_ 2xHA (rozdzial 3.1.10) (Ryc. 14Al i A2) wykorzystujac obecnosé¢
sekwencji flankujacych rozpoznawanych przez enzymy Scal i Bglll. Po transformacji
»,mieszaning ligacyjng”, antybiotykooporne kolonie bakterii analizowano pod katem
obecnos$ci czagsteczek rekombinowanego DNA za pomocg reakcji PCR dla pojedynczej

kolonii bakteryjnej (rozdzial 3.2.4). Wykorzystujac parg starterow pFPVforSEQ i

pFPVrevSEQ (rozdziat 3.1.9) w przypadku bakterii transformowanych konstruktem
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zawierajagcym promotor i gen fimA otrzymano fragment DNA o dlugosci 1102 pz (Ryc.
14B1), a w przypadku bakterii transformowanych konstruktem zawierajagcym promotor i gen
sicA otrzymano fragment DNA o dilugosci 885 pz (Ryc. 14B2). Oprocz tego, w celu
potwierdzenia poprawno$ci klonowania insertu do wektora plazmidowego z pozytywnych
klonow bakterii izolowano plazmidowe DNA, ktore trawiono enzymami Sacl i Bglll (analiza
restrykcyjna) 1 ostatecznie fragmenty rekombinowanych czasteczek DNA obejmujace
wprowadzong kasete DNA (insert) sekwencjonowano metodg Sangera. Uzyskane konstrukty
genowe zawierajace geny fimA i SiCA wraz z ich promotorami nazwano, odpowiednio,
pFPV25.1GFPmut3.1Kan_fimA 2xHA i pFPV25.1GFPmut3.1Kan_sicA 2xHA.

A B

2xHA 2HA

PFPV25.1GFPmd. 1Kan_2xHA Td ligaza FPV25.1GFPaa. 1Kan_flmA_2xHA 5000 pz
1500 pz
500 pz
Sacl Bglll
promator fimA
2
2 25HA 25HA
Td ligaza 5000 p
I PFPVZS.1GFPmucd. 1Kan_sicA_2xHA
1500 pz
500 pz
Sacl Bl
I
promotor i
Rycina 14, (A) Schematy przedstawiajace otrzymanie konstruktow: (1)

pFPV25.1GFPmut3.1Kan_sicA_2xHA i (2) pFPV25.1GFPmut3.1Kan_fimA_2xHA na bazie wektora
plazmidowego pFPV25.1GFPmut3.1Kan_2xHA i insertu odpowiadajacego, odpowiednio, genowi
fimA wraz z jego promotorem i genowi SicA wraz z jego promotorem. (B) Elektroforeza w zelu
agarozowym produktow reakcji PCR, w ktorych matryce stanowity konstrukty: (1)
pFPV25.1GFPmut3.1Kan_sicA 2xHA i (2) pFPV25.1GFPmut3.1Kan_fimA_2xHA oraz para
starterow pFPVforSEQ i pFPVrevSEQ. Scieiki 1 - standard DNA GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder,
$ciezki 2 - produkt reakcji PCR.
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4.4.2. Poziomy ekspresji bialek FImA i SicA w paleczkach S. Enteritidis typu dzikiego i
mutanta P125109AyidR

W celu analizy ekspresji genéw fimA i sicA na poziomie biatka, pateczki S. Enteritidis
P125109 oraz mutanta P125109AyidR transformowano wektorami ekspresyjnymi
pFPV25.1GFPmut3Kan_fimA_2xHA i pFPV25.1GFPmut3Kan_sicA 2xHA. W ten sposéb
uzyskano szczepy S. Enteritidis, ktore nazwano:
P125109/pFPV25.1GFPmut3Kan_fimaA 2xHA w przypadku ekspresji egzogennego biatka
FimA i P125109/pFPV25.1GFPmut3Kan_sicA 2xHA w przypadku ekspresji egzogennego
biatka SicA. Z kolei, analogiczne szczepy mutanta P125109AyidR  nazwano
P125109AyidR/pFPV25.GFPmut3Kan_fimA_2xHA i
P125109AyidR/pFPV25.1GFPmut3Kan_sicA 2xHA. Pateczki S. Enteritidis transformowane
samym wektorem nazwano, odpowiednio, P125109/pFPV25.1GFPmut3Kan_2xHA i
P125109AyidR/pFPV25.1GFPmut3Kan_2xHA. Poziomy ekspresji bialek FimA 1 SicA
oznaczano metoda Western bloting.

W celu otrzymania hodowli bakterii z najwyzsza ekspresja genu fimA, pateczki S.
Enteritidis hodowano w warunkach prowadzacych do maksymalnej ekspresji fimbrii typu 1.
W tym celu, pojedyncza kolonig pateczek P125109/pFPV25.1GFPmut3Kan_fimA_2xHA lub
P125109AyidR/pFPV25.1GFPmut3Kan_fimA_2xHA zaszczepiano 5 ml pozywki LB i po
catonocnej hodowli, ktora prowadzono bez wytrzasania w temperaturze 37°C, pobierano z
niej 0,1 ml zawesiny bakterii, ktére przenoszono do kolejnych 5 ml §wiezej pozywki LB. Ten
etap definiowany jako pasaz pierwszy, powtarzano jeszcze trzykrotnie. Z tak przygotowanych
bakterii  sporzadzano lizaty (rozdzial 3.5.6), ktdére poddawano rozdziatowi
elektroforetycznemu w 12% zelu poliakrylamidowym (rozdzial 3.5.2).

Aby uzyska¢ bakterie z ekspresja egzogennego biatka SicA, pojedyncza kolonig pateczek
P125109/pFPV25.1GFPmut3Kan_fimA_2xHA lub
P125109AyidR/pFPV25.1GFPmut3Kan_fimA_2xHA zaszczepiano 1 ml ptynnej pozywki LB,

80



prowadzac hodowle z wytrzgsaniem przez 16 godzin w temperaturze 37°C. Poniewaz
optymalny poziom ekspresji biatka SicA zalezy od fazy wzrostu paleczek S. Enteritids oraz
sposobu prowadzenia hodowli (rozdzial 4.5.5), w kolejnym etapie, catonocne kultury
szczepOw S. Enteritidis typu dzikiego (P125109/pFPV25.1GFPmut3Kan_sicA_2xHA) lub
pateczek S. Enteritids z delecja genu yidR
(P125109AyidR/pFPV25.1GFPmut3Kan_sicA_2xHA) i ekspresja egzogennego biatka SicA,
,rozcienczano” pozywka LB w taki sposob, aby uzyskaé ODeoo = 0,05 i kontynuowano
hodowle przez 2 godziny do momentu uzyskania warto§ci ODeoo = 0,5 (wczesna faza
logarytmiczna) lub przez 4 godziny, czyli do momentu uzyskania wartosci ODeoo = 2,0 (p6zna
faza stacjonarna). Wowczas z takich kultur pobierano, odpowiednio, 1,2 ml i 0,3 ml zawiesin
bakterii, z ktorymi postepowano analogicznie, jak przy analizie ekspresji biatka FimA.

Po rozdziale elektroforetycznym, biatka FimA i SicA wykrywano metoda Western
bloting, wykorzystujac, ze wzgledu na obecnos¢ w nich metki hemaglutyninowej (2xHA),
przeciwciata skierowane przeciwko temu znacznikowi (rozdz. 3.1.4). W przypadku ekspresji
biatka FimA, kiedy bakterie hodowano w warunkach optymalnych dla ekspresji fimbrii typu
1, W lizatach pateczek S. Enteritidis typu dzikiego
(P125109/pFPV25.1GFPmut3Kan_sicA_2xHA) i S. Enteritidis z delecja genu yidR
(P125109AyidR/pFPV25.1GFPmut3Kan_sicA_2xHA) nie stwierdzono réznic w poziomie
jego ekspresji w analizowanych szczepach (Ryc. 15). Zgodnie z oczekiwaniami, nie
stwierdzono natomiast obecno$ci biatka FimA w lizatach paleczek S. Enteritidis, kiedy

hodowano je tylko przez 24 godziny, a wigc po pierwszym pasazu.
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Rycina 15. Analiza ekspresji biatka FimA w lizatach pateczek S. Enteritidis P125109 typu dzikiego
(P125109/pFPV25.1GFPmut3Kan_fimA_2xHA) z ekspresja egzogennego biatka FImA i pateczkach
P125109AyidR z delecja genu yidR (P125109AyidR/pFPV25.1GFPmut3Kan_fimA_2xHA) i ekspresja
egzogennego biatka FImA za pomoca metody Western bloting z uzyciem kroliczego monoklonalnego
przeciwciata IgG skierowanego przeciwko metce hemaglutyninowej. Sciezka 1 - standard bialek
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, §ciezka 2 - lizat paleczek S. Enteritidis typu dzikiego
hodowanych przez cztery pasaze w warunkach statycznych, $ciezka 3 - lizat pateczek S. Enteritidis z
delecja genu yidR hodowanych przez cztery pasaze w warunkach statycznych, $ciezka 4 - lizat
pateczek S. Enteritidis typu dzikiego hodowanych przez 24 godziny (po 1. pasazu), Sciezka 5 - lizat
pateczek S. Enteritidis z delecja genu yidR hodowanych przez 24 godziny (po 1. pasazu)

Natomiast, w przypadku biatka SicA, kiedy pateczki S. Enteritidis szczepu dzikiego
(P125109/pFPV25.1GFPmut3Kan_sicA_2xHA) 1 mutanta =z delecjag genu VidR
P125109AyidR/pFPV25.1GFPmut3Kan_fimA_2xHA znajdowaty si¢ we wczesnej fazie
logarytmicznej wyzszy poziom ekspresji SicA obserwowano w szczepie rodzicielskim (Ryc.
16). Roéznice te zanikaty, przy rownoczesnie znacznie nasilonej ekspresji biatka SicA, kiedy

pateczki S. Enteritidis znajdowatly si¢ w poznej fazie stacjonarnej.
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Rycina 16. Analiza ekspresji biatka SicA w lizatach pateczek S. Enteritidis typu dzikiego
(P125109AYidR/pFPV25.1GFPmut3Kan_sicA_2xHA) z ekspresja egzogennego biatka SicA i
pateczkach S. Enteritidis z delecja genu yidR (P125109/pFPV25.1GFPmut3Kan_sicA_2xHA) i
ekspresja egzogennego biatka SicA za pomoca metody Western bloting z uzyciem kréliczego,
monoklonalnego przeciwciata IgG skierowanego przeciwko metce hemaglutyninowej. Sciezka 1 -
standard biatek PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, $ciezka 2 - lizat pateczek S. Enteritidis
typu dzikiego znajdujacych si¢ we wczesnej fazie logarytmicznej (ODesoo = 0,5), $ciezka 3 - lizat
pateczek S. Enteritidis z delecjg genu yidR znajdujacych si¢ we wczesnej fazie logarytmicznej (ODsoo
= 0,5), sciezka 4 — lizat pateczek S. Enteritidis typu dzikiego znajdujacych si¢ w poznej fazie
stacjonarnej (ODeoo = 2,0), $ciezka 5 - lizat pateczek S. Enteritidis z delecja genu yidR znajdujacych
si¢ w poznej fazie stacjonarnej (ODggo = 2,0)

4.4.3. Klonowanie promotora genu sicA

Do klonowania promotora genu sicA wykorzystywano reakcje PCR (rozdzial 3.2.6),
w ktorej jako matryce wykorzystano genomowe DNA S. Enteritidis szczepu SL1344
(rozdzial 3.1.11) oraz nast¢pujace pary starterow sicABglFor i sicA2BamRev (rozdzial
3.1.9). W celu ustalenia optymalnej temperatury hybrydyzacji starterow postuzono si¢ reakcja
PCR w gradiencie temperatur 52°C - 62°C, uzyskujac najwiecej produktu w temperaturze

58°C (Ryc. 17). W ten spos6b otrzymano sekwencje promotorowa genu sicA o dlugosci 158

pz.
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Rycina 17. Elektroforeza w zelu agarozowym fragmentéw DNA stanowigcych sekwencje promotora
genu sicA. Sekwencje promotorowsg uzyskiwano w reakcji PCR prowadzonej w gradiencie
temperatury 52°C - 62°C, wykorzystujac jako matryce genomowe DNA S. Typhimurium szczepu
SL1344 oraz startery sicABglFor i sicA2BamRev. Sciezka 1 - standard DNA GeneRuler 100 bp
DNA Ladder, $ciezka 2 — temperatura hybrydyzacji 52°C, $ciezka 3 — temperatura hybrydyzacji 54
°C, $ciezka 4 - temperatura hybrydyzacji 56°C, $ciezka 5 - temperatura hybrydyzacji 58 °C, §ciezka 6
- temperatura hybrydyzacji 60°C, $ciezka 7 - temperatura hybrydyzacji 62°C

4.4.4. Klonowanie promotora genu sicA do wektora pQF50/GFP

Stworzenie systemu reporterowego opartego na biatku GFP rozpocze¢to od klonowania
promotora genu sicA do wektora pQF50/GFP, wykorzystujac obecnos¢ przy koncach
sekwencji promotorowej miejsc restrykcyjnych dla enzymow Bglll i BamHI (Ryc. 18A).
,Mieszaning ligacyjna” wykorzystano do transformacji chemokompetentnych bakterii E. coli
XL1-Blue (rozdzial 3.1.11), ktore w kolejnym kroku wysiewano na ptytki Petriego pokryte
pozywka LB zestalong agarem z dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml) i hodowano przez 16
godzin w temperaturze 37°C. Kolonie bakterii oporne na dziatanie antybiotyku analizowano
za pomocg reakcji PCR ze starterami pQF50for i pQF50rev (rozdzial 3.1.9) pod katem
obecnosci w bakteriach konstruktu zawierajacego promotor genu sicA (Ryc. 18B).
Dodatkowo, w celu potwierdzenia poprawnosci klonowania insertu do wektora
plazmidowego, z pozytywnych klonéw bakterii izolowano plazmidowe DNA, ktdre trawiono
enzymami BamHI i Bglll. Otrzymanemu konstruktowi utworzonemu z sekwencji

promotorowej, wklonowanej w wektor pQF50/GFP nadano nazwe pQF50/GFP/sicA.
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Rycina 18. Schemat przedstawiajgcy otrzymanie konstruktu: (A) pQF50/GFP/sicA na bazie wektora
plazmidowego pQF50/GFP i insertu odpowiadajacego sekwencji promotora genu SicA. (B)
Elektroforeza w zelu agarozowym produktu reakcji PCR ze starterami pQF50for i pQF50rev, w ktorych
matryce stanowit konstrukt pQF50/GFP/sicA. Sciezka 1 - standard DNA GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder, $ciezka 2 - produkt reakcji PCR.

4.4.5. Analiza aktywno$ci promotora genu SicCA w paleczkach S. Enteritidis typu
dzikiego i mutanta P125109AyidR

W celu oznaczenia aktywnoS$ci promotora genu SicA, pateczki S. Enteritidis P125109 oraz
mutanta P125109AyidR z delecja genu yidR transformowano konstruktem pQF50/GFP/sicA
albo samym wektorem pQF50/GFP za pomoca elektroporacji (rozdzial 3.2.8), a nastepnie
bakterie wysiewano na ptytki Petriego z zestalong agarem pozywka LB z dodatkiem
ampicyliny w celu selekcji antybiotykoopornych klondéw, ktore przyjelty obce DNA.
Uzyskane w ten sposob klony pateczek S. Enteritidis z ekspresja biatka GFP pod kontrola
egzogennego  promotora  genu  SiCA  nazwano  P125109/pQF50/GFP/sicA i
P125109AyidR/pQF50/GFP/sicA. Kontrolne szczepy S. Enteritidis P125109 typu dzikiego
oraz mutanta z delecja genu YyidR otrzymaly nazwy: P125109/pQF50/GFP i
P125109AyidR/pQF50/GFP. Aktywno$¢ promotora oznaczano poprzez pomiar fluorescencji
emitowanej przez biatko GFP.
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W celu oznaczenia aktywno$ci promotora, najpierw pojedynczymi koloniami
wymienionych powyzej szczepOw S. Enteritidis zaszczepiano 1 ml ptynnej pozywki LB z
dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml) i prowadzono hodowle najpierw do uzyskania przez nie
wartosci ODegoo = 0,05, a nastepnie ODgoo = 0,5, co odpowiada wczesnej logarytmicznej fazie
wzrostu bakterii. Kolejno, kazdag z hodowli wirowano (6000 x g, 3 min, temperatura
pokojowa) i uzyskane osady przemywano 1 ml 0,9% roztworu NaCl. W nastepnym kroku
otrzymane osady zawieszano w 1 ml 0,9% roztworu NaCl i dodawano taka objeto$¢ pozywki
LB, aby w 1 ml znalazto si¢ 5x10® CFU. Z tak przygotowanych zawiesin bakterii pobierano
po 0,2 ml, ktére przenoszono do studzienek 96-dotkowej ptytki i dokonywano pomiaréw,
najpierw gestosci optycznej (ODeoo), a nastepnie intensywnosci fluorescencji, co 15 minut (z
wytrzasaniem przez 30 sekund przed kazdym pomiarem), do momentu, kiedy ODeoo = 2,0, cO
odpowiada poznej fazy stacjonarnej. Aktywno$¢ promotora wyznaczano jako stosunek
intensywnosci fluorescencji do wartosci gestosci optycznej dla kazdego punktu czasowego
odpowiadajgcego logarytmicznej fazie wzrostu bakterii, a nastepnie obliczono mediang oraz
absolutne odchylenie wzgledem mediany. Wyzszg aktywno$¢ promotora genu sicA
obserwowano w przypadku pateczek S. Enteritidis typu dzikiego P125109/pQF50/GFP/ w
poréwnaniu z pateczkami S. Enteritidis z delecja genu yidR (P125109AyidR/pQF50/GFP/sicA

(Ryc. 19).
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Rycina 19. Aktywno$¢ promotora genu SiCA (z 0znaczonym absolutnym odchyleniem od mediany) w
szczepach S. Enteritidis P125109/pQF50/GFP/sicA (typu dzikiego) i P125109AyidR/pQF50/GFP/sicA
(z delecja genu yidR) z ekspresjg biatka GFP pozostajaca pod kontrolg tego promotora. Bakterie
hodowano w warunkach, w ktérych dochodzi do optymalnej ekspresji genu sicA, tzn. hodowano je w
ptynnej pozywce LB z cigglym wytrzasaniem do osiagnigcia przez kulturg bakteryjna najpierw
wczesnej fazy logarytmicznej, a nastgpnie poznej fazy stacjonarnej. Eksperyment wykonano w trzech
niezaleznych powtdrzeniach biologicznych

45. Otrzymanie rekombinowanego bialka YIidR w celu produkcji specyficznych

przeciwcial

4.5.1. Klonowanie genu yidR

Otrzymanie rekombinowanego biatka YidR rozpoczeto od klonowania genu yidR metoda
PCR (rozdzial 3.2.3), wykorzystujac jako matryce genomowe DNA izolowane z pateczek S.
Enteritidis P125109 i pare starterow PO0147-pET22b-yidR1NdeFor i P0148-pET22b-
yidR1XhoRev (rozdzial 3.1.9). Optymalng temperatur¢ hybrydyzacji starterbw z matryca
DNA okreslano za pomocg reakcji PCR w gradiencie temperatury 57°C - 62°C, uzyskujac
najlepsze wyniki przy temperaturze ,,annealingu” 60°C. Produkty reakcji PCR analizowano

elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym (Ryc. 20).
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Rycina 20. Elektroforeza w zelu agarozowym fragmentu DNA odpowiadajgcemu genowi YidR
bedacego produktem reakcji PCR w gradiencie temperatury, w ktorych jako matrycy uzyto
genomowego DNA S. Enteritidis P125109 oraz starteréw P0147-pET22b-yidR1NdeFor i P0148-
pET22b-yidR1XhoRev. Sciezka 1 - standard DNA GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, $ciezka 2 —
temperatura hybrydyzacji 57°C, $ciezka 3 — temperatura hybrydyzacji 58°C, $ciezka 4 — temparatura
hybrydyzacji 59°C, $ciezka 5 — temperatura hybrydyzacji 60°C, $ciezka 6 — tempearura hybrydyzacji
61°C, sciezka 7 - temperatura hybrydyzacji 62°C

4.5.2. Otrzymanie wektorow ekspresyjnych zawierajacych sekwencje genu yidR

Fragment DNA odpowiadajacy genowi YidR zawierajacy dodatkowe sekwencje
rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne Xho | i Nde | klonowano w analogiczne miejsca
restrykcyjne obecne w wektorze pET 22b(+) (rozdzial 3.1.10) (Ryc. 21A), po jego uprzednim
trawieniu tymi samymi enzymami. W kolejnym kroku, ,mieszaning ligacyjng”
transformowano bakterie chemikompetentne, ktore wysiewano na ptytki Petriego z zestalong
agarem pozywka LB. Po catonocnej hodowli, pojedyncze kolonie bakterii analizowano
metodg PCR dla pojedynczej kolonii bakteryjnej, wykorzystujac pare starteréw pET-T7up i
yidRinternalRev (rozdzial 3.1.9), w celu amplifikacji fragmentu DNA o dlugosci 523 pz
(Ryc. 21B). Wybrane kolonie bakterii, w ktorych stwierdzono obecno$¢ rekombinowanej
czasteczki DNA, ktorg nazwano pET-22b(+)yidR, namnazano celem izolacji plazmidowego
DNA (rozdzial 3.2.1). Poprawno$¢ sekwencji tak uzyskanej czgsteczki rekombinowanego

DNA potwierdzono za pomoca Sekwencjonowania (rozdziat 3.2.8).
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T4 ligaza

—_—

PET-22b (+) PET-22b_yidR

1000 pz

500 pz

Ndel Xhol 100pz

yidR His Tag

Rycina 21. (A) Schemat przedstawiajacy uzyskanie konstruktu genowego pET-22b_yidR powstatego
na bazie wektora pET-22b i insertu obejmujacego gen YidR. (B) Elektroforeza w zelu agarozowym
produktu reakcji PCR, w ktorych matryce stanowit wektor pET-22b_yidR i para starterow pET-T7up i
yidRinternalRev. Sciezka 1 - standard DNA GeneRuler 100 bp DNA Ladder, $cieika 2 - produkt
reakcji PCR

4.5.3. Ekspresja i oczyszczanie rekombinowanego bialka YidR

W celu ekspresji biatka YidR, konstruktem genowym pET-22b(+)yidR
transformowano, metodg szoku cieplnego (rozdzial 3.2.10), bakterie E. coli szczepu
Lemo21(DE3) (rozdzial 3.1.11). Po rozdziale elektroforetycznym i przeniesieniu na btone
nitrocelulozows, rekombinowane biatko YidR wykrywano wstepnie w lizatach bakteryjnych
wykorzystujac przeciwciato skierowane przeciwko metce 6x-HisTag (Ryc. 22).

—
“

70 kDa

40 kDa -_— o 46kDa

35 kDa

Rycina  22. Wykrywanie rekombinowanego bialka YidR w lizatach E. coli szczepu
Lemo21(DE3) transformowanych konstruktem genowym pET-22b(+)yidR metoda Western
bloting. Do wykrycia biatka YidR wykorzystano monoklonalne przeciwciato skierowane przeciwko
metce HisTag. Scieika 1 — standard biatek PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, $ciezka 2 —
lizat E. coli szczepu Lemo21(DE3) transformowanych konstruktem genowym pET-22b(+)yidR przed
indukcja ekspresji biatka YidR za pomoca IPTG, $ciezka 3 — lizat E. coli szczepu Lemo21(DE3)
transformowanych konstruktem genowym pET-22b(+)yidR po indukcji ekspresji biatka YidR za
pomocg IPTG
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Nastgpnie, rekombinowane biatko YidR oczyszczano metoda chromatografii
powinowactwa na ztozu Ni?*-NTA-agaroza bialko YidR i czystos¢ uzyskanego preparatu
biatka oceniano metoda SDS-PAGE i Western bloting. Kiedy do wykrywania bialek w Zelu
poliakrylamidowym wykorzystywano azotan srebra lub bigkit brylantynowy Coomassie R-
250, w analizowanym preparacie stwierdzono obecnos$¢ gltownego prazka biatkowego o
pozornej masie czasteczkowej 46 kDa, co odpowiada pozornej masie czasteczkowej
natywnego biatka YidR, oraz Kilku dodatkowych prazkOw o znacznie stabszej intwnsywno$ci
(Ryc. 23A i 23B). Analiza oczyszczonego preparatu biatka YidR metodg Western bloting i
monoklonalnego przeciwciata skierowanego przeciwko metce HisTag potwierdzita
identycznos¢ gtdbwnego pasma biatkowego z biatkiem rekombinowanym (Ryc. 23C) Ilos¢
otrzymanego w tym systemie ekspresji oczyszczonego biatka YidR wynosita 1,0 — 1,5 mg

biatka z 2 litrow hodowli bakteryjne;.

A B c
70 kDa L B -
70 kDa .
. 100 kDa
S < — 461Da —
== 46%Da
A e
35KkDa -’ 33 kDa
- o 46KDa
-
J 35kDa -
10kDa | 10kDa [0
¢ e 1 a2

Rycina  23. Analiza rekombinowanego biatka YidR, oczyszczonego metoda chromatografii
powinowactwa na ztozu Ni2+-NTA-agaroza, metodg SDS-PAGE i Western bloting. (A) Preparat
biatka YidR po SDS-PAGE i barwieniu azotanem srebra, (B) perparat biatka YidR po SDS-PAGE i
barwieniu biekitem brylantynowym Coomassie R-250, (C) preparat biatka YidR po SDS-PAGE
analizowany metoda Western bloting, gdzie do wykrycia biatka YidR wykorzystano monoklonalne
przeciwciato skierowane przeciwko metce HisTag. Sciezkl 1 - standard biatka PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder, §ciezki 2 — rekombinowane biatko YidR. W przypadku wykrywania biatek
azotanem srebra lub bigkitem brylantowym do SDS-PAGE stosowano 10 ug biatka/Sciezke, w
przypadku Western blotingu - 50 ng biatka/$ciezkg. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w 12%
zelu.
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4.6. Ekspresja bialka YidR w paleczkach S. Enteritidis hodowanych w warunkach
optymalnych dla ekspresji gendw sicA i fimA

Kolejnym krokiem majacym na celu wyjasnienie biologicznej roli biatka YdiR i
powigzanie jego obecnosci z adhezjg i inwazja pateczek S. Enteritidis byta analiza jego
ekspresji podczas hodowli bakterii w warunkach, w ktorych dochodzi do optymalnej ekspresji
biatek T3SS SPI-1 i fimbrii typu 1 (rozdzial 4.4). Stad, pateczki S. Enteritidis P125109WT i
P125109AyidR hodowano w warunkach, w ktorych dochodzi do optymalnej indukcji genow
fimA i sicA (rozdzial 4.4). Nastepnie, z takich bakterii sporzadzano lizaty biatkowe, ktore
poddawano analizie metoda SDS-PAGE i1 Western bloting w celu wykrycia biatka YidR,
wykorzystujac przeciwciata anty-YidR (rozdzial 3.1.4). Niestety, pomimo rozlicznych préb
nie udato si¢ wykaza¢ obecnosci biatka YidR w zadnym z analizowanych lizatow
bakteryjnych, co wydaje si¢ swiadczy¢ o bardzo niskim naturalnym poziomie ekspresji tego

biatka.

4.7. Charakterystyka metaboliczna paleczek S. Enteritidis typu dzikiego i mutanta
P125109AyidR pod katem wykorzystania réznych zrodel wegla w celu ich wzrostu

Poniewaz w wczesniejszych badaniach pokazano, ze w przypadku pateczek E. coli gen
yidR wptywa na przebieg szlakow metabolicznych przemiany cukrowej, hamujac wzrost
bakterii na podtozach pozbawionych glukonianu i kwasu glukuronowego, jako jedynych
zrodet wegla (Fuhrer i wsp., 2017), pateczki S. Enteritidis P125109 typu dzikiego i mutanta
P125109AyidR z delecja genu yidR analizowano pod katem wykorzystania réznych zrodet
wegla postugujac sie Mikromacierzami Fenotypowymi PM1 i PM2A (BIOLOG) (rozdzial
3.3.3). Krzywe wzrostu uzyskane w wyniku 48 godzinnej hodowli (rozdzial 3.3.2) pokazaty,
ze mutant P125109AyidR rézni sie od wyjsciowych pateczek S. Enteritidis P125109
zdolnosciami do wykorzystania D-trehalozy, sacharozy, kwasu jabtkowego i 2-deoksy-D-

rybozy, kiedy cukry te stanowig jedyne zrodta wegla podczas wzrostu bakterii (Ryc. 24)
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Rycina 24. Charakterystyka metaboliczna pateczek S. Enteritidis P125109 typu dzikiego i mutanta S.
Enteritidis P125109AyidR za pomoca Mikromacierzy Fenotypowych (A) PM1 i (B) PM2A
(BIOLOG). Hodowle prowadzono prze 48 godzin. Testy przeprowadzono w trzech niezaleznych
powtdrzeniach biologicznych
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W celu potwierdzenia powyzszych wynikow, paleczki S. Enteritidis P125109 typu
dzikiego i mutanta P125109AyidR hodowano w pozywce M9 z dodatkiem réznych stgzen
kwasu jablkowego, D-trehalozy, sacharozy, i 2-deoksy-D-rybozy, jako jedynych zroédet wegla
koniecznych dla ich wzrostu. Jedynie w przypadku kwasu jablkowego potwierdzono wyniki
uzyskane za pomocg Mikromacierzy Fenotypowych i pokazano, ze pateczki S. Enteritidis z
delecja genu YyidR rosng zdecydowanie lepiej na pozywce z dodatkiem 5 mM kwasu

jabtkowego w porownaniu ze szczepem wyjsciowym (Ryc. 25).
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Rycina 25. Krzywe wzrostu pateczek S. Enteritidis P125109 szczepu dzikiego oraz mutanta

P125109AyidR z delecja genu yidR hodowanych na pozywce M9 z dodatkiem 5 mM kwasu
jabtkowego przez 48 godzin. Wyniki sg $rednimi z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych
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5. Dyskusja

Pateczki Salmonella sg jednym z najcze$ciej izolowanych ludzkich patogendéw, ktore
przenoszone sg droga pokarmowg. Zakazenia pateczkami Salmonella stanowig powazny
problem dla zdrowia publicznego na calym $wiecie, przyczyniajac si¢ do obcigzenia
ekonomicznego zarowno krajow uprzemystowionych, jak i stabo rozwinigtych poprzez koszty
zwigzane z nadzorem, zapobieganiem i leczeniem (Crump i wsp., 2004). W przypadku S.
Enteritidis najczgstsza postacig zakazenia tymi paleczkami jest zapalenie zotadka 1 jelit,
ktorych nastepstwem, w przypadku oséb z niedoborami immunologicznymi lub poddanymi
immunosupresji, moze by¢ uogdlniona posta¢ choroby w postaci bakteriemii (Majowicz i
wsp., 2010). Pomimo intensywnych badan nad tymi enteropatogenami, biologia i patogeneza
zakazen tymi pateczkami jest ciggle stosunkowo stabo poznana, czego dowodem jest fakt, ze
wcigz okoto 35 - 40% gendéw Salmonella nie ma do$wiadczalnie potwierdzonej funkcji.
Ostatnio, Kolenda i wsp. (2021) przeprowadzili analize genomoéw szczepow Salmonella
nalezacych do serowarow: Enteritidis, Choleraesuis, Dublin, Gallinarum i1 Typhimurium,
roznigcych sie od siebie w testach in vitro adhezja i inwazja wobec komdrek nablonka
jelitowego roéznego pochodzenia. Wykorzystujac sekwencjonowanie nowej generacji
zidentyfikowano mutacje w 13 genach, ktére mozna bylo powigza¢ z okreslonym fenotypem
reprezentujacym wariant nisko-adhezyjno-inwazyjny lub wysoko-adhezyjno-inwazyjny.
Zgodnie z dostgpng literaturg geny te, albo maja zwigzek z regulacja ekspresji genow
wirulencji, albo synteza elementow skladowych btony zewnetrznej, lub tez ich bialkowe
produkty sa elementami strukturalnymi tej blony (Azriel i wsp., 2015; Hara-Kaonga i wsp.,
2004; Kroupitski i wsp., 2013; Rida i wsp., 1996; Ilg i wsp., 2009; Ahmer i wsp., 1999; Moral
I wsp., 1998; Mouslim i Hughes, 2014; Guttenplan i Kearns, 2013; Gil i wsp., 2007; Das i
wsp., 2013; Ellermeier i Slauch, 2003; Yoshida i wsp., 2003), a nie jak mozna byto oczekiwaé

z adhezja i/lub inwazja pateczek Salmonella. Nalezy tez podkresli¢, ze dla niektorych z tych
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genow funkcja biologiczna jest bardzo stabo poznana. Przyktadem takiego genu jest gen yidR,
przy czym dotychczasowe badania wskazuja na jego udziat w adhezji pateczek Salmonella.
Kroupitski i wsp. (2013) wykazali bowiem, ze szczep S. Typhimurium z delecja genu yidR
wigzal si¢ znacznie stabiej zarowno do nienaruszonych, jak I uszkodzonych lisci sataty w
poréwnaniu ze szczepem typu dzikiego. W zwigzku z tym, w pierwszym etapie
przeprowadzono badania majace na celu potwierdzeniu udzialu tego genu juz nie tylko w
adhezji, ale rowniez inwazji pateczek Salmonella, a konkretnie S. Enteritidis, do komorek
nabtonkowych czlowieka, Swini i kury. Wykorzystujgc mutanta delecyjnego S. Enteritidis
P125109 wykazano, ze nock-out genu yidR prowadzi do statystycznie istotnego obnizenia
zaréwno adhezji jak i inwazji do wszystkich trzech rodzajow komoérek nabtonka jelitowego w
poréwnaniu z pateczkami S. Enteritidis typu dzikiego. Jakkolwiek, co nalezy podkresli¢, efekt
ten nie byl drastyczny, i w przypadku adhezji spadala ona o 14% w przypadku kurzych
komorek Chic-8E11, 0 22% w przypadku ludzkich komérek Caco-2 i 0 37,5% w przypadku
komérek Ipec-J2 $wini. Jezeli chodzi o inwazyjnos$¢, to jej spadek byt bardzo podobny w
przypadku wszystkich analizowanych linii komorkowych 1 wynosil, odpowiednio, 27%, 21%
i 25%.

Poniewaz adhezja do 1 inwazja komorek wyscielajacych $wiatlo przewodu
pokarmowego, takich jak enterocyty i komorki M, odgrywaja kluczowa rolg w jelitowej fazie
zakazen pateczkami S. Enteritidis (Hopkins i Kraehenbuhl, 1997; Alun i wsp., 2002), zadano
sobie pytanie w jaki sposob biatko YidR, b¢dace produktem genu yidR, wptywa na poziomie
molekularnym na te procesy. Biorac pod uwage fakt, ze biatko YidR jest najprawdopodobnie;j
zlokalizowane w cytoplazmie, zatozono, ze nie bierze one bezposredniego udzialu zarbwno w
adhezji, jak i inwazji, ale funkcjonuje jako biatko regulatorowe wplywajac na ekspresje
genow, ktorych biatkowe produkty odgrywaja kluczowsa rolg w tych procesach. W przypadku

adhezji, jako gen docelowy dla dziatania biatka YidR wybrano gen fimA kodujacy glowne
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biatko strukturalne fimbrii typu 1, o nazwie FimA (Purcell i wsp., 1987; Boyd i Hartl, 1999).
Jak to zostalo wcze$niej pokazane, fimbrie typu 1 odgrywaja kluczowa role w adhezji
pateczek S. Enteritidis do komérek eukrariotycznych (Kisiela i wsp., 2006, 2012; Grzymajto i
wsp., 2010; Kuzminska-Bajor i wsp., 2012; Ugorski i wsp., 2011; Kolenda i wsp., 2019).
Jezeli chodzi o inwazyjnosé, to jako gen docelowy dla biatka YidR wybrano gen SicA,
kodujacy biatko SicA stanowigce element strukturalno-czynnosciowy T3SS-1 i petnigce role
chaperonu dla innych biatek tego systemu sekrecyjnego (Kaniga i wsp., 1995). W badaniach
wlasnych ekspresje genu fimA oceniano poprzez analiz¢ ekspresji biatka metodg Western
bloting. Przedstawione wyniki, nie wykazaty réznic w ekspresji biatka FimA w szczepie
dzikim, jak i w szczepie z delecja genu yidR. Natomiast, analiz¢ ckspresji genu SicA
prowadzono w dwojaki sposdb, wykorzystujac metode Western bloting oraz na poziomie
transkrypcji, poprzez oznaczenie aktywnosci promotoréw tych genow.

Kiedy analize biatka SicA prowadzono w przypadku hodowli pateczek S. Enteritidis
szczepu dzikiego (P125109/pFPV25.1GFPmut3Kan_sicA 2xHA) i mutanta z delecja genu
yidR (P125109AyidR/pFPV25.1GFPmut3Kan_fimA 2xHA) znajdujacych si¢ we wczesnej
fazie logarytmicznej wzrostu, mniejsze ilo$ci tego biatka obserwowano w lizatach S.
Enteritidis z delecja genu yidR w poréwnaniu z S. Enteritidis typu dzikiego. Te ilo$ciowe
roznice zanikaly, kiedy wzrost bakterii kontynuowano do poznej fazy stacjonarnej. Dla
potwierdzenia powyzszych wynikow oraz pokazania, ze roznice w ekspresji biatka zwigzane
sa z regulacja genu SICA na poziomie transkrypcji, w szczepach S. Enteritidis
P125109/pQF50/GFP/sicA i P125109AyidR/pQF50/GFP/sicA  oznaczano  aktywno$¢
promotora genu sicA zarowno, kiedy bakterie znajdowaty si¢ we wczesnej fazie
logarytmicznej wzrostu, jak i wczesnej fazie stacjonarnej wzrostu. Zgodnie z oczekiwaniami,
kiedy bakterie znajdowaly si¢ we wczesnej fazie stacjonarnej wzrostu, znacznie wyzsza

aktywnos$¢ promotora genu SICA obserwowano w przypadku pateczek S. Enteritidis typu
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dzikiego w porownaniu z paleczkami z delecja genu yidR. Z tym, ze te rdznice w
aktywnosciach promotorow obserwowano rowniez, kiedy pateczki S. Enteritidis znajdowaty
si¢ w poznej fazie stacjonarnej. Tak wigc, na obecnym poziomie badan uzyskane wyniki
wskazuja na udzial genu/biatka YidR w regulacji ekspresji genu SiCA na poziomie
transkrypcji. Nalezy zaznaczy¢, ze regulacja T3SS-1, wsktad ktorego wchodzi biatko SicA
jest procesem ztozonym, w ktory zaangazowanych jest kilka biatek regulatorowych.
Kluczowa rol¢ odgrywa tutaj biatko HilA, bedace przedstawicielem rodziny biatek
OmpR/ToxR (Lostroh i Lee, 2001; Jones, 2005), ktore bezposrednio aktywuje dwa zespoty
genow (operonéw) zlokalizowanych na SPI-1 (Lostroh i Lee, 2001; Lostroh i wsp., 2000).
Jeden z tych operonéw obejmuje gen invF, ktérego produkt — biatko InvF - aktywuje
ekspresje¢ kilku biatek efektorowych T3SS (Darwin i Miller, 1999; Eichelberg i Galan, 1999).
Z kolei, biatko InvF dla swojej aktywnos$ci wymaga obecnosci biatka SicA (Darwin i Miller,
2000, 2001). Jednakze mechanizm, za pomocg ktorego InvF/SicA indukuje ekspresje gendw
docelowych pozostaje nieokreslony, tzn. nie wiadomo, czy InvF/SicA dziata, jako czynnik
anty-H-NS (biatko odgrywajace kluczowa role regulacyjng u Salmonella, dziatajac jako
represor na wigkszo$¢ genow wirulencji), jak w przypadku HilD, czy tez posredniczy w
ekspresji gendw jako Kklasyczny czynnik transkrypcyjny (Smith i wp., 2016). Stad
wyjasnienie, na czym doktadniej polega rola biatka YidR, jako aktywatora transkrypcji genu
sicA wymaga dalszych badan.

Poniewaz drugim z analizowanych genow, stanowigcych potencjalny cel dziatania
biatka YidR, byt gen fimA, pateczki S. Enteritidis hodowano w warunkach umozliwiajacych
optymalna ekspresje fimbrii typu 1, tzn. hodujac je przez cztery kolejne pasaze w ptynnej
pozywce LB bez wytrzasania (hodowla stacjonarna) (Kuzminska-Bajor i wsp., 2012).
Zalozono, ze poziom ekspresji fimbrii typu 1 bezposrednio koreluje z poziomem ekspresji

biatka FimA, ktore jest zasadniczym elementem strukturalnym tej struktury wytwarzanej
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przez Enterobacteriaceae (Duguid i wsp., 1966; Clegg i Gerlach, 1987). Zgodnie z
oczekiwaniami nie obserwowano produkcji biatka FimA przez paleczki S. Enteritidis po
pierwszym pasazu, z kolei znaczne jego ilo$ci byty obecne w lizatach bakterii po 4. pasazu.
Natomiast nie obserwowano zadnych roéznic w ilosciach biatka FimA pomiedzy pateczkami S.
Enteritidis typu dzikiego, a pateczkami S. Enteritidis z delecjg genu yidR, co wskazuje, ze
biatko YidR nie bierze udziatu w regulacji ekspresji genu fimA i tym samym nie wptywa ono
na wytwarzanie fimbrii typu 1 przez paleczki S. Enteritidis. Tak wigc, obnizona adhezja
pataczek S. Enteritidis z delecjg genu yidR, jak to juz opisano powyzej, jest prawdopodobnie
zwigzana jedynie z defektem w funkcjonowaniu T3SS-1.

W powigzaniu z badaniami nad rolg genu yidR w regulacji ekspresji genéw zwigzanych
z whasciwosciami adhezyjnymi i inwazyjnymi pateczek Salmonella, podjeto probe analizy
ekspresji biatka YidR w pateczkach S. Enteritidis hodowanych w warunkach optymalnych dla
ekspresji biatka FimA, czyli fimbrii typu 1 i biatka SicA, czyli T3SS-1. Zaktadano, ze
ewentualnym zmianom w poziomie ekspresji tych biatlek powinny towarzyszy¢ zmiany w
ekspresji biatka YidR. Niestety, najprawdopodobniej z powodu zbyt niskiej ekspresji, nie
udato si¢ wykaza¢ naturalnej obecno$¢ tego biatka w pateczkach S. Enteritidis hodowanych w
r6éznych warunkach.

Dotychczasowe badania nad biologiczng rolg genu yidR wskazuja, ze przynajmniej w
przypadku pateczek E. coli bierze on udziat w metabolizmie komorkowym, a konkretnie
partycypuje w metabolizmie galaktozy i glukonianu/galaktorunianu (Fuhrer i wsp., 2017).
Wykazano, ze paleczki E. coli z delecja genu yidR, w przeciwienstwie do E. coli typu
dzikiego charakteryzuja si¢ uposledzonym wzrostem na podlozu z glukonianem lub
glukuronianem jako jedynymi zrodtami wegla, co wskazuje na udzial genu yidR w
przyswajaniu tych zwigzkow. Tym niemniej, brak jest na chwil¢ obecng bardziej

szczegdtowych informacji, co do specyficznej roli genu yidR w metabolizmie tych zwigzkow.
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Bioragc pod uwagg te informacje, podjeto badania majace na celu powigzanie funkcji genu
yidR z metabolizmem réwniez w przypadku paleczek Salmonella. Wykorzystujac,
Mikromacierze Fenotypowe firmy BIOLOG, poréwnywano wzrost pateczek S. Enteritidis
typu dzikiego i ich mutanta delecyjnego z brakiem ekspresji genu yidR na pozywkach
zawierajacych rozne zwiazki jako jedyne zrédla wegla. Jedynym zwigzkiem wegla, sposrod
192 przebadanych, co do ktorego roznity si¢ pod wzgledem wymagan wzrostowych
analizowane szczepy S. Enteritidis, okazal si¢ kwas jabtkowy. Pokazano, ze pateczki S.
Enteritidis z delecjg genu YidR rosng zdecydowanie lepiej na pozywce z 5 mM kwasem
jablkowym jako jedynym zrodtem wegla w porownaniu z pateczkami S. Enteritidis typu
dzikiego. Uzyskane wyniki z jednej strony pokrywajg si¢ z badaniami Fuhrera i wsp. (2017)
nad rolg genu yidR w metabolizmie pateczek E. coli, wskazujac na udziat genu yidR w
metabolizmie komdrkowym, z drugiej réznig si¢, co do jego zwigzku z konkretnymi
metabolitami, ktérymi w przypadku E. coli sg glukonian lub glukuronian, a w przypadku S.
Enteritids - kwas jabtkowy. Na obecnym poziomie badan, na czym polega rola genu yidR w
metabolizmie kwasu jabtkowego pozostaje sprawg niewyjasniong 1 wymaga dalszych badan.
To z kolei powinno da¢ odpowiedz, co do ewentualnego zwigzku pomigdzy metabolizmem
kwasu jabtkowego, a adhezja i/lub inwazjg pateczek Salmonella.

Podsumowujac, otrzymane wyniki wskazuja, ze biatko YidR moze by¢ zaangazowane
w regulacje ekspresji genu sicA na poziomie transkrypcji, na co wskazuje spadek aktywnosci
promotora genu SicA w pateczkach S. Enteritidis z delecjg genu yidR. Poniewaz biatko YidR
jest jednym z elementow sktadowych T3SS-1, petnigcego kluczowa role w inwazji pateczek
Salmonella wzglgdem komorek nabtonkowych (Santos i wsp., 2001; Wallis i Galyov, 2000;
Lostroh i Lee, 2001), obnizong inwazj¢ pateczek S. Enteritids z delecja genu yidR mozna
thumaczy¢ zmniejszong aktywnoscig systemu sekrecyjnego. T3SS-1. Jako ze, T3SS-1, obok

inwazji, moze réwniez bra¢ udziat w adhezji, jako tzw. atypowa adhezyna (Wagner i Hensel,
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2011), rowniez i obnizong adhezje pateczek S. Enteritidis z delecja genu yidR do komdrek
nabtonkowych, mozna powiazaé¢ z obnizong ekspresja genu SicA. Tym niemniej, na czym
doktadnie polega regulatorowa rola biatka YidR i jakie molekularne mechanizmy leza u

podstaw jego aktywnos$ci wymaga dalszych szczegdélowych badan.
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6. Whnioski

1. Delecja genu yidR prowadzi do obnizenia zdolnosci adhezyjnych i inwazyjnych
pateczek S. Enteritidis wzgledem komoérek nabtonka jelitowego cztowieka, Swini i
kury.

2. Gen yidR wydaje si¢ penic role pozytywnego regulatora ekspresji genu SiCA i w ten
sposob wplywac na adhezje do i inwazje komoérek nabtonka jelitowego przez pateczki
S. Enteritidis.

3. Szybszy wzrost pateczek S. Enteritidis z delecjg genu YyidR na pozywce z kwasem
jabtkowym jako jedynym zrodtem wegla w porownaniu z pateczkami S. Enteritidis
typu dzikiego sugeruje, ze biatkowy produkt gen yidR moze by¢ zaangazowany w

szlaki metabliczne z jego udziatem.
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