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1. U

1.1 TA moduli

TA oz. toksin-antitoksin moduli so operoni, ki vsebujejo dva gena in jih najdemo tako na
plazmidih kot tudi na kromosomih!l. Najprej so jih odkrili odkrili na ,low copy number*
plazmidih in bakteriofagih, kjer naj bi delovali kot odvisnostni (,,addiction”) moduli®*, V letu
1993 sta bila na E. coli kromosomu odkrita dva homologa plazmidnih TA modulov in sicer
mazEF in chpBIK, ki prav tako kot ccdAB iz F plazmida stabilizirata plazmide. Poznamo vec
druzin TA modulov na kromosomih bakterij in arhej: relBE, higBA, mazEF, ccdAB, vapBC.™

Najbolj raziskani in opisani TA moduli imajo Stevilne organizacijske in funkcijske podobnosti.
Gena za toksin in antitoksin v vseh primerih lezita skupaj, gen za antitoksin lezi pred genom za
toksin, in se koekspresirata (istoCasno izrazata). Produkta genov sta kratkoziv antitoksin,
velikosti 70-85 aminokislin, ki se veze na toksin in onemogoci njegovo delovanje, ter dolgoziv
toksin, velikosti 100-130 aminokislin.!® Antitoksin je tarca specifi¢nih proteaz kot so Lon, ClpXP
ali CIpAP, medtem ko je toksin odporen na njihovo delovanje.

Poznani sta dve tarci toksinov in sicer giraza kot tarc¢a ccd in parDE modulov ter mRNA kot
tarca relBE, mazEF, higBA in yoeb/yefm modulov.™

TA moduli so avtoregulirani na ravni transkripcije z kompleksom med toksinom in antitoksinom

ali samim antitoksinom.!®

1.2 Vioga TA modulov

Vloga TA modulov je predmet Stevilnih razprav. Najprej so bili oznaceni kot stabilizirajodi
faktorji na plazmidih, ki imajo nizko stevilo kopij (,,low copy number"), saj so omogocali
dedovanje plazmida in s tem genov potrebnih za lastno izrazanje.!?! Ob celi¢ni delitvi namrec
obe héerinski celici podedujeta nekaj toksin-antitoksin kompleksov iz citoplazme. Ce héerinska
celica ne podeduje kopije plazmida, sinteza dodatnih antitoksinov ni mozna. S¢asoma se
obstojeci antitoksin razgradi, toksin pa sprosti, se veze na tarco in povzroci celi¢no smrt.!!

Druga izmed hipotez predpostavlja, da gre za module, ki inducirajo ,nesebi¢no smrt“ nekaterih
celic. Aktivirajo se namrec pod ekstremnim stresom: aminokislinsko stradanje, timinsko
stradanje, poskodbe druge DNA, prisotnost antibiotikov ali prisotnost fagov. Z delovanjem
lahko tako preprecijo Siritev okuzbe fagov, scitijo bakterijski kromosom ali pa ob hranilnem
stresu omogocijo, da ostale celice dobijo ve¢ hranilnih snovi. Ta hipoteza pa je v nasprotju z
Darwinovo evolucijsko teorijo, saj bi S¢asoma mutanti, ki imajo TA module deaktivirane,

prevladali in izlocili celice z aktivnimi TA moduli.”?



Najbolj razsirjena ideja je, da TA toksini ne pobijajo celic ampak inducirajo reverzibilni zastoj
metabolizma. To omogoca celicam, da prezivijo serijo ekstremnega hranilnega stresa. Ko se
pogoji izboljSajo, se vsaj en del celic uspe obnoviti in nadaljevati normalno celi¢no delovanje.
To hipotezo potrjuje odpornost bakterij v biofilmih na antibiotike. Aktivhost TA modulov lahko
namrec ustavi metabolizem in antibiotiki, ki delujejo na principu metabolizma ali rasti, ne

morejo delovati.
Splosno shemo delovanja TA modulov lahko vidite na sliki 1.2.1

Slika 1.2.1: SplosSna shema delovanja TA modulov. Antitoksin je oznacen z zeleno, toksin z
rdeco barvo. Deaktiviran kompleks toksin-antitoksin, se ne more vezati na tarco (girazo,
oznaceno z modro), medtem ko se prost toksin lahko. Ob vezavi se giraza deaktivira,
reaktivacija je mozZna v procesu poimenovanem rejuvenation, kjer se antitoksin veze na toksin

vezan na girazo in ga sprosti iz tarce.



1.3 Modul ccdAB

CcdAB TA modul so odkrili pred okrog 30 let in je hkrati tudi prvi odkrit TA modul.'! Nahaja se
na F plazmidu bakterije E. coli in kodira antitoksin CcdA¢, ter toksin CcdBe. Tarca toksina je A
podenota DNA giraze.™™! Antitoksin neprestano razgrajuje Lon proteaza.! Ccd druzina TA
modulov pa vsebuje tudi Stevilne kromosomske homologe, med drugim tudi CcdAB TA modul,
ki se nahaja na integronu kromosoma bakterije Vibrio fischeri.l"!

1.3.1 Antitoksin CcdAsi

CcdA iz Vibrio fischeri kaze 22% sekvencno podobnost s CcdAriz F plazmida v E. coli.t!!
Sestavljen je iz dveh domen. N-terminalna regija ima variabilno zvitje in sluzi vezavi na DNA,
medtem ko je C-terminalna regija nestrukturirana - intrinzicno neurejena in sluzi vezavi na
toksin CcdB.!?3" V eksperimentih smo uporabili le C-terminalni del proteina CcdA, saj je bolj
topen, ker nosi vedji neto naboj.

Slika 1.3.1.1: Teoreti¢en model strukture CcdA iz bakterije Vibrio fischeri. Na sliki sta lepo
razvidna nestrukturiran C-konec in zvit N-konec. V eksperimentih smo uporabljali le zeleno
oznacen fragment proteina.

Struktura je dostopna na spletu: klju¢na beseda Q84B81.

Posledica neurejenega C-konca je velika obcutljivost CcdA na proteoliti¢no razgradnjo s
proteazo Lon in tako tudi kratka Zivljenjska doba. Zaradi kratke Zivljenjske dobe, je tudi odziv
TA sistema na spremembe v okolju, hiter®™

Ko je antitoksin vezan na toksin, privzame C-konec razsirjeno konformacijo.™!

[SLIKA CcdB:CcdA kompleksa]



1.3.2 Toksin CcdB s

CcdB iz Vibrio fischeri kaze 41% sekvencno podobnost s CcdBriz F plazmida v E. Coli. Gre za
dobro strukturiran protein, ki je v raztopini dimer. Glavhino monomerne enote predstavljajo B-
ploskve, razdeljene v skupino po pet trakov na N-terminalnem delu in manjSo skupino s tremi

trakovi. Na C-terminalnem delu se nahaja a-vijac¢nica.!!

Slika 1.3.2.1: Struktura CcdB iz bakterije Vibrio fischeri. Na C-terminalnem delu se nahaja «a-
vija¢nica, medtem ko ostali del molekule predstavljajo B-ploskve S ¢rtkano Crto je prikazana
slabo definirana regija med Leu46 in Pro56, Struktura je dostopna na spletu: klju¢na beseda
3jsc.

CcdBk iz F plazmida ima lo¢en naboj na povrsini, saj so B-ploskve sestavljene vecidel iz
argininov in lizinov, ki so pozitivno nabiti, medtem ko je a-vijacnica negativno nabita. TakSna
locitev naboja naj bi predstavljala vlogo pri interakcijah z girazo in DNA substratom vezanim na
girazo. CcdBvs po drugi strani take loCitve naboja ne kaze, saj skupki argininov in lizinov, ki so
prisotni v CcdBs tukaj niso ohranjeni.!!

CcdB.s tvori dimer, tako da se monomera stikata preko velike hidrofobne povrsine -
hidrofobnega jedra. Preko primerjave kristalnih struktur je bilo ugotovljeno, da dimer ni toga
struktura. Pri termi¢ni denaturaciji se v monomerno obliko razvije v dvostopenjskem
ravnoteznem procesu. Najvecjo stabilnost kaze pri pH okrog 7, stabilen pa je Se do pH = 11. Pri
pH 4.0 (pod pl) pa je prehod ireverzibilen. V toplotno denaturiranem stanju CcdBys ni v celoti

razvit.l

1.3.3 Vezanje fragmenta CcdA3”7? na CcdB v E. Coli

Ob vezavi na visoko afinitetno mesto na dimeru CcdB (CcdB.), se prej monomeren in intrinzi¢no
neurejen fragment proteina CcdA (CcdA3’-72) zvije tako, da tvori enotno a-vija¢nico. Povrsina na
CcdB; s katero fragment CcdA372'nteragira, je ve¢inoma hidrofobna. Z vezavo CcdA3 72 v
CcdB; pride do spremembe kvartarne srukture. Na CcdB, se na mesto z nizjo afiniteto lahko
veze Se dodaten fragment CcdA37? in tako tvori kompleks CcdA3-7%,:CcdB,. Preko dveh
vezavnih mest na CcdB; se lahko tako tvori linearni alternirajoci polimer (CcdA37-7%,:CcdB,),, ki
se obnasa kot represorski kompleks ccdAB operona in tako omogoca avtoregulacijo
transkripcije.®

Afiniteta CcdA do svoje operatorske DNA je modulirana z razmerjem med CcdA in CcdB. Oba
CcdA; in CcdB;imata dve vezavni mesti za drug drugega, kar omogoca tvorbo kompleksov z



razlicnimi stehiometrijami. Najvecja represija, ki se lahko doseze je pri razmerju CcdA:CcdB 1:1
- Ze zgoraj omenjena veriga alternirajoCih CcdA, in CcdB; dimerov. Pri visjih razmerjih, CcdB
deluje kot antirepresor raje kot korepresor in tvori topen heksameren CcdA,:CcdB, kompleks.?!



1.3.4 DNA giraza

Tarca CcdB je A podenota DNA giraze, esencialne bakterijske topoizomeraze, ki lahko v DNA
povzroci negativno superzvitje na racun energije iz ATP. Ta encim omogocla tudi relaksacijo

pozitivnih superzvitij pred replikacijskimi vilicami in tako omogoca nadaljevanje replikacije. 1!
[2]

Sekvence podenot giraze so zelo ohranjene, saj je giraza esencialni encim. Podenota GyrA iz
bakterije E. Coli in podenota GyrA iz bakterije V. Fischeri kazeta 76% sekvencno podobnost.
Substitucij na mestu, kjer prihaja do vezave CcdB je zelo malo.™

Giraza je heterotetramer, ki je sestavljen iz dveh GyrA podenot in dveh GyrB podenot. GyrA
podenota skrbi za intrinzicno DNA superzvitje/relaksacijo, GyrB pa omogoca hidrolizo ATP, ki je
potrebna za nekatere, ne pa vse, reakcije v katerih sodeluje giraza.®

59 kDa velik N-terminalni del GyrA (GyrA59) vsebuje tirozine v aktivnem mestu ki so potrebni
za ,breakage” DNA in religacijo (,religation”). Med vsakim ciklom prehoda verige DNA, gre
dimer GyrA59, skozi vrsto konformacij. Ena izmed njih je odprta konformacija, ki jo prepozna
CcdB; dimer. Vezava CcdB; na GyrA59, prepreci prehod verige DNA, onemogodi pa tudi zaprtje
giraze. CcdB lahko inhibira tako prosto girazo kot tudi intermediate DNA:giraza, kjer ustvari

oviro za polimeraze.®

Slika 1.3.4.1: TeoretiCen model fragmenta giraze (GyrA59) iz bakterije Vibrio fischeri. Z
modro je oznacen fragment GyrAl4, z vijoli¢no pa preostanek fragmenta. Struktura je prosto
dostopna na spletu, klju¢na beseda Q5E5)7

Poznana je kristalna struktura kompleksa med CcdB¢. in fragmentom giraze (GyrAl4) iz
bakterije E. coli. 1z te strukture je razvidno, da obstaja pomembna interakcija med Trp99 CcdB
in Arg462 giraze. Klju¢no vlogo Trp99 v interakciji z girazo so potrdili tudi s mestno specifi¢no
mutagenezo. Pri CcdB iz bakterije Vibrio fischeri pa esencialni Trp99 ni ohranjen, pac pa je
zamenjan z Thr103. Klju¢no mesto na girazi pa je Arg462 in je ohranjeno. Se vedno je nejasno
kako lahko Thr103 zamenja Trp99.

Slika 1.3.4.2: Struktura dimera CcdB iz bakterije Vibrio fischeri na dimeru fragmentu giraze
(GyrA1l4) iz bakterije Vibrio fischeri. Z modro/svetlo modro je oznacen dimerni fragment giraze,
z rdeco/oranzno dimer CcdB. Klju¢ni mesti na girazi (Arg462), sta oznaceni z rumeno, kljucni
mesti na CcdB (Thr103) pa sta oznaceni z zeleno barvo.

Slika 1.3.4.3: shema, ki ponazarja kako kompleks CcdB:giraza zaustavi delovanje DNA ali RNA
polimeraze tako da ustvari oviro. Z modro (GyrAl4) in vijoli¢no sta oznalena fragmenta
GyrA59, z rumeno fragment GyrB. CcdB je rdec, DNA pa ¢rne barve.



1.3.5 Vezanje CcdB na girazo v E. coli

Vezanje CcdBei Na girazo je entalpijsko voden proces, ki ga vodijo specifi¢ne interakcije med
CcdB in visoko stabilno dimerizacijsko domeno GyrA. Prepoznavanje CcdB-Giraza je spremljano
z odprtjem stolpa in kataliticne domene GyrA. TakSne stukturne spremembe pa so kriti¢ne sile,
ki vodijo proces. Kristalna struktura CcdB vezanega na dimerizacijsko domeno GyrA podenote
giraze predlaga, da se lahko CcdB veZe le na odprto konformacijo GyrA. Vezanje CcdB na
GyrA59 E.coli v raztopini ni mogoce neposredno spremljati, ker je odprtje stolpa in kataliti¢nih
domen najverjetneje kineticno omejeno.!

1.4 Rejuvenation v E. coli

Rejuvenation je proces v katerem se kovalentni adukti med CcdB in fragmentom giraze, GyrA,
sprostijo in giraza se povrne k prvotni aktivnosti./” Predlagan mehanizem je alosteric¢en. Z
GyrA59 interagira del CcdB, ki je odgovoren za vezavo N-terminalnega dela CcdA, medtem ko
ostaja mesto namenjeno vezavi C-terminalnega dela CcdA prosto.™!

Najprej se na nizko afinitetno mesto CcdB, vezanega v kompleks z GyrA59,, veze C-terminalni
del CcdA. Sledi disociacija CcdB,:GyrA59, kompleksa ter vezava dodatnega fragmenta CcdA na
drugo visoko afinitetno mesto. Nastane stabilen CcdA,:CcdB, kompleks.?!
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TA moduli so zanimivi tako s stalisCa razumevanja kot tudi staliS¢a nacrtovanja novih
antibiotikov. Razlog za njihovo prisotnost v celicah je Se vedno predmet Stevilnih razprav in
ugibanj, ne razumemo pa niti molekulskih osnov njihovega delovanja. Razumevanje
mehanizma delovanja TA modula zahteva informacije o interakcijah, ki dolo¢ajo prostorsko
strukturo (stabilnost) udelezenih molekul in njihovo vezanje.

Da bi bolje razumeli mehanizem delovanja modula CcdAB iz Vibrio fischeri, je bil nas osnovni
namen raziskati termodinamiko vezanja antitoksina CcdA in toksina CcdB. Zaradi tezav s
topnostjo in zaradi enotnosti analize eksperimentalnih podatkov, smo sistem poenostavili.

Opazovali smo vezanje nestrukturiranega dela CcdA. Dobljene podatke smo skusali
interpretirati s pomocdjo dostopnih strukturnih informacij. Da bi raziskali vpletenost vezave
CcdA v mehanizem delovanja modula CcdAB smo raziskali vezanje antitoksina CcdA, toksina
CcdB in njegove celi¢ne tarce DNA giraze:

Slika 2.0.1: Shema vezanja moznih kompleksov med Girazo in CcdB ter CcdB in CcdA

Za termodinamski opis predpostavljenih stopenj, smo kombinirali informacije dobljene s
pomocjo raziskave vezanja CcdA na CcdB in CcdB na GyrA59. Informacije smo dobili s pomocjo
modelske analize kalorimetri¢nih titracij.

Ce bo termodinamska $tudija o mehanizmu delovanja CcdA uspe$na, bo prispevala pomemben
del k razumevanju delovanja modula CcdAB iz Vibrio fischeri.



3.1 Priprava pufrov in merjenje pH

Pripravljal sem:

« 2x TRIS pufer, ki je bil 0,04 M glede na vsebnost TRIS, 0,30 M glede na vsebnost NaCl in
0,002 M glede na vsebnost EDTA

« 2x fosfatni pufer, ki je bil 0,02 M glede na vsebnost NaH.PQO,, 0,02 M glede na vsebnost
Na,HPO,, 0,30 M glede na vsebnost NaCl in 0,002M glede na vsebnost EDTA

+ 2x MOPS pufer, ki je bil 0,04 M glede na vsebnost MOPS, 0,30 M glede na vsebnost NaCl
in 0,002 M glede na vsebnost EDTA

Pufer sem vselej pripravil tako, da sem v ¢aSo zatehtal potrebne koli¢ine soli, dodal 800 mL 3x
destilirane vode ter med meSanjem naravnal pH na 7,5 s pomocjo 4 M HCI. V primeru MOPS
pufra, sem pH naravnal s pomocjo 6,6 M NaOH. Pri tem sem si pomagal s pH metrom (vstavi
ime tukaj), ki sem ga pred merjenjem uravnal s fosfatnim pufrom, ki ima pH = 6,865 pri 25°C.
Vsebino sem nato prelil v bu¢ko in dopolnil do oznake, dobro premesal ter shranil v hladilniku
do uporabe.

3.2 Dializa vzorcev

Raztopine sem pred ITC eksperimentom dializiral 24 ur. In sicer sem CcdB, GyrA59 in GyrAl4
dializiral v 3,500 MWCO membranah Slide-A-Lyzer, CcdA pa v 100-500 MWCO dializnih ¢revesih
Spectra/Por Float-A-Lyzer G2. Pufer sem menijal po eni uri, po treh urah in nato pustil ez noc.
Raztopine sem po kondcani dializi prefiltriral skozi filter Minisart RC4 z velikostjo por 0,45 um.

3.3 Dolocanje koncentracij in ekstinkcijskih koeficientov
Koncentracije sem dolocal preko merjenja absorbanc pri 280 nm in 25°C. Iz izmerjene
absorbance sem preko Beer-Lambertovega zakona A=excx*l , Kkjer € predstavlja ekstinkcijski

koeficient vcm-
1

M, ¢ koncentracijo raztopine v M-

1

in | dolzino opti¢ne poti v cm, dolocil koncentracije. Pri tem sem uporabil ekstinkcijske
koeficiente, ki sem jih dolocil s pomocjo denaturacije proteinov v 6 M gdmHCI.

To sem storil tako, da sem izmeril absorbanco raztopine z nativno obliko proteina in
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absorbanco raztopine s proteinom denaturiranim z 6M gdmHCI. Iz poznavanja primarne

strukture sem nato dolocil ekstinkcijski koeficient denaturiranega proteina po enacbi'™:
€25 =5685%(st.triptofanov )+ 1285x(st. tirozinov )+ 125 ( st.cisteinov) (3.3.1)

Ekstinkcijski koeficient nativne oblike sem nato dobil po enacbi:

(3.3.2)

_ SgdeCL *A NAT

ENAT_

A gdmHCL

Proucevani proteini imajo sledece primarne strukture, ekstinkcijske koeficiente in molske mase:
GyrA59

MSDLAKEITPVNIEDELRGSYLDYAMSVIVGRALPDVRDGLKPVHRRVLFAMDVLGNDWNKPYKKSARVVG
DVIGKYHPHGDSAVYDTIVRMAQPFSLRYMLVDGQGNFGSIDGDSAAAMRYTEVRMAKIAHELLADLDKET
VDYVPNYDGTEQIPAVLPTKIPNLLVNGSSGIAVGMATNIPPHNLTEVVNGCLAFIENEEITIDELMNYIPGPDFP
TAALISGRKGIVDAYKTGRGKVYMRSKANIEADKNGKETIVTEIPYQVNKARLIEKIAELVKDKKVEGISALRDE
SDKDGMRIVIECKRDAVGEVVLNNLYSLTQLQTTFGINMVALDNGQPKLFNLKEMLKCFVDHRREVVTRRTI
FELRKARDRAHILEGLALALANIDEHELIKNAPTPAEAKEGLISRGWDLGNVASMLERAGTDAAR
PDWLEPEFGIREGKYFLTEQQAQAILELRLHRLTGLEHEKILDEYKALLDEIAELMHILASTERLMEV
IRDELVMVRDMYGDERRTEIGAA

Opomba: S krepko je oznacen fragment GyrAl4

M =58708,4 —2— / dimer
mol

Eoe =41830 M 'cm ™'/ dimer
GyrAl4
TRRTIFELRKARDRAHILEGLALALANIDEIELIKNAPTPAEAKEGLISRGWDLGNVASMLERAGTDAARPDWL
EPEFGIREGKYFLTEQQAQAILELRLHRLTGLEHEKLLDEYKALLDEIAELMHILAS

M =14938.1 -9 / dimer
mol

€2.¢ =13980 M 'cm™ / dimer
fragment CcdA

SKLKRQEWLEQNSEAIDACNELTDKYGLFSDSYRVF

M =4284,7 L/ monomer
mol

€200 =7090 M ‘cm™ / monomer
CcdB

MSQFTLYKNKDKSSAKTYPYFVDVQSDLLDNLNTRLVIPLTPIELLDKKAPSHLCPTIHIDEGDFIMLTQQMTSV
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PVKILSEPVNELSTFRNEIAAIDFLITGI

M =11868,7 —2— / dimer
mol

€0 =4548 M 'cm™' / dimer
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