STRESZCZENIE

Cechg organizméw zywych, ktéra odrdznia je od materii nieozywionej, jest ich zdolnos¢ do
przemiany energii. Uniwersalnym nosnikiem energii w komorkach jest ATP, ktore
syntetyzowane jest przez syntaz¢ ATP. Do swojego dziatania enzym ten wykorzystuje sitg
protonomotoryczna, ktéra generowana jest przez transfer elektrondw sprzezony z translokacja
protondow w poprzek btony. Odbywa si¢ to przy udziale wyspecjalizowanych kompleksow
biatek btonowych zdolnych do przeprowadzania reakcji oksydacyjno-redukcyjnych (redoks).
Biatka te zorganizowane sg w tzw. tancuch transportu elektronéw, w ktérym kluczowa role
pelnig cytochromy z rodziny bc. Ich rolg jest transfer elektronéw z chinolu na
wysokopotencjatowy akceptor. Co ciekawe, upewnej grupy bakterii, nieposiadajacych
cytochromow z rodziny bc, odkryto enzym Alternatywny kompleks IIT (ACIII), ktory petni tg
samg funkcj¢ co enzymy bc, ale r6zni si¢ od nich sktadem podjednostkowym. Dalsze badania
wykazaly obecno$¢ genow kodujacych podjednostki ACIII w genomach wielu innych
gatunkow bakterii, nalezacych do roznych taksondw. Stosunkowo niedawno, uzywajac metody
cryo-EM, wyznaczono struktur¢ ACIII, nie wykazujac zadnego podobienstwa strukturalnego
do cytochromu bci/bsf. Uzyskany model budowy enzymu i dostepne dane biochemiczne
pozwolity na zaproponowanie mozliwych $ciezek transferu elektronow w obrebie ACIII,
jednak postulowany mechanizm nie zostal do tej pory jednoznacznie potwierdzony.
Wyjasnienie zaproponowanego modelu dziatania ACIII bylo utrudnione i1 ograniczone ze

wzgledu na brak systemu do genetycznej modyfikacji tego enzymu.

W ramach tej rozprawy podjeto si¢ zadania identyfikacji Sciezek transferu elektronow
W obrebie kofaktorow hemowych ACIII, poprzez mutageneze gendw kodujacych poszczegdlne
podjednostki ACIII. Jako model badawczy wybrano F. johnsoniae, poniewaz wcze$niejsze
prace wykazaly, ze bakteria ta jest podatna na manipulacje genetyczne. Ponadto, w przypadku
delecji genéw ACIII istnieje alternatywna $ciezka utleniania chinolu, wykorzystujaca oksydaze

chinolowg bd, co pozwala na podtrzymanie metabolizmu bakterii.

Badania rozpoczgto od udoskonalenia dostepnych metod genetycznych do manipulacji
w obrebie genéw F. johnsoniae i skonstruowania systemu genetycznego do delecji i
komplementacji genéw alternatywnego kompleksu III. Wykazano, ze nadekspresja
usunigtych biatek jest letalna dla bakterii, dlatego konieczne byto dostosowanie poziomu

ekspresji tych genow z wektora plazmidowego. W tym celu skonstruowano szereg wektorow



ekspresyjnych z r6zng aktywno$cig promotora OmpA, umozliwiajgcych ekspresje biatek ACIII.
Opracowany system genetyczny pozwala na usuni¢cie wybranych genow u F. johnsoniae oraz
umozliwia regulacje poziomu ekspresji biatek z wektora plazmidowego.

W pracy opisano nastgpstwa delecji genow kodujacych podjednostki hemowe alternatywnego
kompleksu 111 (ActA oraz ActE). Przeprowadzone pomiary tlenometrii EPR wykazatly, ze
usunigcie podjednostki ActA (AA) skutkuje brakiem aktywnosci oksydazy aas (partnera redoks
ACIII u F. johnsoniae). Natomiast delecja actE (AE) nie zmienita aktywnosci cytochromu aas,
wskazujgc, ze podjednostka ActE nie jest potrzebna do przenoszenia elektronéw miedzy
ACIII a oksydaza aas. Niemniej jednak brak ActE negatywnie wptynat na tempo wzrostu
bakterii, sugerujac istnienie innej, jeszcze niezidentyfikowanej funkcji tej podjednostki. W
pracy omowiono mozliwe wyjasnienia tych obserwacji, m. in. wysunigto hipotez¢ o rozdziale
sciezek transferu elektronéw w miejscu styku podjednostek ActA i ActE. Przeprowadzone
komplementacje usunigtych genow (ekspresja z wektoréw plazmidowych) przywrdcity
aktywno$¢ oksydazy oraz temp0 wzrostu bakterii do poziomu WT. Analiza konsumpcji tlenu
przez mutanta AA wykazata istnienie dodatkowej, niezaleznej od tlenu i wrazliwej na cyjanek,
$ciezki transferu elektronéw. Uzyskane wyniki sugeruja, ze F. johnsoniae wykorzystuje co
najmniej trzy niezalezne $ciezki do utleniania puli menachinonu.

Rozdzial drog transferu elektronéw na poziomie podjednostki ActA zaktada zaangazowanie N-
koncowej ruchomej domeny ActA - mdA — ktora umozliwiataby kierowanie elektronéw na
roézne $ciezki. Aby zweryfikowaé proponowang role domeny mdA, skonstruowano mutanta
pozbawionego tej domeny 1 wykazano, ze zmutowany szczep nie wykazuje aktywnos$ci aas,
zatem przeniesienie elektronu z ACIII na cytochrom aas nie zachodzi. Potwierdzito to, ze hem

mdA jest bezposrednim donorem elektronow dla oksydazy aas.

W drugiej czg$ci rozprawy wykorzystano opracowany system genetyczny do dotaczenia metki
Strep do podjednostki ActE, co pozwolilo na wydajne oczyszczenie ACIII z wybranych
mutantéw. Dodatkowo skonstruowano mutanty E. coli umozliwiajace ekspresje, a nastepnie
oczyszczenie ActE oraz mdA jako rozpuszczalnych w wodzie cytochroméw. Wyizolowane
biatka te poddano miareczkowaniu potencjometrycznemu, co pozwolito na wyznaczenie
réwnowagowych potencjalow redoks dla hemoéw ACIII. W ramach tej rozprawy podj¢to
rowniez probe zmierzenia aktywnosci ACIIl z wykorzystaniem wybranych mutantow.
Wyniki wstgpne wykazaly koniecznos¢ przeprowadzenia pomiarow dla ACIII w warunkach

restrykcyjnie beztlenowych.



Przedstawiony system do manipulacji genetycznych w obrebie ACIII z F. johnsoniae
oferuje nowe narzedzie do badania molekularnego mechanizmu dzialania tego enzymu
oraz mozliwos¢ jego zastosowania do badania innych bialek tej bakterii i szczepow
pokrewnych. Wyniki badan przeprowadzonych w ramach tej rozprawy po raz pierwszy
umozliwily wglad w mechanizm molekularny ACIII oraz przyczynily si¢ do zdefiniowania

Sciezek przenoszenia elektronow w obre¢bie superkompleksu ACIII-aas.






