Zwiazki steroidowe sa substratami wykorzystywanymi przez bakterie jako zrddto
wegla i energii (Bragin 1 wsp., 2013). Stanowia takze tatwo dostgpny i tani surowiec dla
przemystu farmaceutycznego. Preparaty oparte na steroidach znalazly zastosowanie migdzy
innymi jako leki przeciwzapalne, przeciwalergiczne, hormonalne, przeciwnowotworowe
(Garcia i wsp., 2012; Donova i wsp., 2012; Swizdor i wsp., 2012).
Szybkorosnace mykobakterie glebowe efektywnie przeprowadzaja procesy degradacji
tahcucha  bocznego,  hydroksylacji 1 izomeryzacji ~ podwodjnego  wiazania
(C5-C6) steroli do formy 3-keto-4-en (androstanowej) wytwarzajac zwiazki, ktore stanowia

kluczowe substraty do produkcji steroidow o znaczeniu farmakologicznym.

Od kilku lat wiadomo, ze degradacja steroli poza znaczeniem przemystowym petni
takze wazna role w patogenezie pratkow. Pojawia si¢ coraz wigcej danych probujacych
wyjasni¢  funkcje cholesterolu w procesach wirulencji. Wykazano, ze mutanty
M. tuberculosis, niezdolne do transportu (Sassetti i wsp., 2003; Joshi i wsp., 2006) lub
degradacji (Chang i wsp., 2007; Nesbitt i wsp., 2010) cholesterolu sa atenuowane na liniach
komorkowych oraz na zwierzgcych modelach gruzlicy. Obecno$¢ cholesterolu w blonie
komorkowej makrofagdéw oraz w membranie fagosomow jest niezbgdna pratkom gruzlicy do
wnikania do wnetrza tych komoérek oraz pdzniejszego wewnatrzkomodrkowego przezywania
(Gatfield i wsp., 2000). Wyniki najnowszych badan pozwalaja przypuszczaé iz cholesterol

pelni wazna rolg w interakcji patogen — gospodarz (Mattos i wsp., 2014).

Badania, przeprowadzone w ramach niniejszej pracy, pozwolity na doktadniejsze zrozumienie
molekularnego podloza degradacji steroli (cholesterolu oraz B-sitosterolu) przez szczep
Mycobacterium smegmatis mc®155. Cholesterol wybrano jako przyktad sterolu z
nierozgalezionym tancuchem bocznym, B-sitosterol natomiast jako przedstawiciela grupy
steroli z rozgalezionym tancuchem alifatycznym przy weglu 24. Poniewaz niewiele jest
danych literaturowych, odnoszacych si¢ do gendéw zwiazanych z degradacja tancucha
alifatycznego steroli, w pracy podjeto probg okreslenia roli produktéw gendéw fadD19,
echAl9, ktore sugerowane sa jako zaangazowane w degradacjg tancucha bocznego zwiazkow
steroidowych. Mutanty M. smegmatis mc?155 (AfadD19, AechAl19) uzyskano na drodze
homologiczne] rekombinacji, podczas ktorej funkcjonalne geny zostaty zastapione genami
nieaktywnymi, niosacymi wewngtrzng delecje. Usunigcie funkcjonalnej kopii genow fadD19,
echA19 w mutantach typu DCO pozwolito stwierdzi¢, ze zaden z tych gendéw nie jest
niezbedny dla wzrostu M. smegmatis mc®155 w warunkach in vitro. Nastepnie analizowano

zdolnosci M. smegmatis mc®155 oraz rekombinantéw AfadD19, AechA19 do degradacji



cholesterolu, z uzyciem metody chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometria mas

(HPLC-MS/MS).

Na podstawie uzyskanych wynikéw  wykazano, ze zardwno szczep
M. smegmatis mc®155 jak i mutanty AfadD19, AechA19 zdolne sa do wykorzystania
cholesterolu jako jedynego zrodta wegla i energii. Nie wykazano istotnych réznic w dynamice
wzrostu oraz w tempie zuzycia substratu przez mutanty AfadD19, AechA19 w odniesieniu do
szczepu wyjsciowego. Natomiast, dzigki skriningowej analizie chromatograficznej
wyodrgbniono réznice pomigdzy metabolitami, ktére powstaly podczas degradacji tancucha
alifatycznego cholesterolu. Analiza chromatograficzna ekstraktoéw hodowli Mycobacterium
smegmatis mc®155 oraz mutantdw AfadD19, AechAl9 z dodatkiem cholesterolu, wykazata
obecno$¢ 3 nowych produktow posrednich, ktoére wyrdzniaty si¢ wsréd wszystkich
analizowanych uktadow. Metabolity pojawialy si¢ w hodowlach wszystkich badanych
szczepow, przy czym ich ilos¢ byta zmienna w czasie. Ciekawa zalezno$¢ odnotowano dla
obu mutantow, w przypadku ktérych dwa metabolity 21-weglowe z czgSciowo zachowanym
tancuchem bocznym (metabolit nr 2, metabolit nr 3), byly obecne w wigkszej ilosci w
pézniejszych godzinach hodowli, w poréownaniu do szczepu Mycobacterium smegmatis
mc?155, co moze wskazywaé na opoOznienie procesu degradacji tancucha bocznego tego

sterolu przez mutanty AfadD19 i AechA19.

W drugiej czeSci pracy analizowano procesy degradacji [-sitosterolu przez szczep
M. smegmatis mc?155 oraz skonstruowane mutanty: AfadD19, AechA19. Dodatkowo do
badan wilaczono mutanty: AkstD1, AkstD2, A(kstD1-kstD2), AchoD, AhsdD, ktore byty
pozbawione gendw kodujacych enzymy zaangazowane w degradacje struktury pierscieniowe]
cholesterolu. W przeprowadzonych doswiadczeniach wykazano, ze mutant AfadD19 nie jest
zdolny do wykorzystania tego substratu jako jedynego
zrodta wegla 1 energii, co sugeruje, ze produkt genu fadD19 moze petni¢ kluczowa
role w procesie degradacji lancucha alifatycznego steroli z rozgalezieniem
przy C 24 u Mycobacterium  smegmatis. Bezposrednim  potwierdzeniem
zaangazowania FadD19 w poczatkowy etap degradacji [-sitosterolu
byta zdolno§¢ mutanta AfadD19 Mycobacterium smegmatis do degradacji 1,4-BNC
(kwas 3-0x0-23,24-bisnorchola-1,4-dien-22-owy), ktory jest zwiazkiem z czg§ciowo
zachowanym tancuchem alifatycznym. Pozostale mutanty byly zdolne do degradacji
B-sitosterolu, przy czym obserwowano rdéznice W tempie zuzywania substratu.

W pracy monitorowano wystgpowanie metabolitow posrednich degradacji -sitosterolu: 1,4-



BNC oraz ADD (1,4-androstadien-3,17-dion). Dla mutantow AechAl19, AkstD1, A(kstD1-
kstD2) odnotowano istotne rdznice czasowe w ilosci wystgpowania produktéw posrednich w
hodowli. Moze to wskazywaé, ze inaktywacja genu echAl19 oraz kstD1 lub réwnoczesna
inaktywacja kstD1 i kstD2 u M. smegmatis mc?155 spowalnia proces degradaciji p-sitosterolu.
Dodatkowo, przeprowadzona analiza jako$ciowa pozwolita zidentyfikowa¢ nowy produkt
posredni degradacji B-sitosterolu, ktory byt akumulowany w p6zniejszych godzinach hodowli

mutanta AkstD1 M. smegmatis.

Podczas analizy chromatograficznej degradacji B-sitosterolu najciekawsze wyniki uzyskano
dla mutanta AfadD19 oraz AkstD1 M. smegmatis. Dla tych rekombinantéw skonstruowano
szczepy komplementarne. Poniewaz proces biodegradacji P-sitosterolu przez mutanty
AfadD19:: Pyagpi9fadD19 oraz AkstD1:: PysipikstD1 przebiegatl podobnie w porownaniu do
szczepu M. smegmatis mc®155, stwierdzono, ze zmiany w fenotypie mutanta AfadD19 oraz
AkstD1 wzgledem szczepu ,,dzikiego” wynikaja bezposrednio z faktu inaktywacji

powyzszych gendw, a nie sa spowodowane potencjalnym efektem polarnym na inne geny.

W prezentowanej pracy wykazano po raz pierwszy, ze produkt genu fadD19 petni
istotng funkcje w poczatkowym etapie degradacji B-sitosterolu u M. smegmatis mc?155.
Dodatkowo, uzyskane wyniki pozwolily rowniez stwierdzi¢, ze brak funkcjonalnych genow

kstD1 oraz echA19 spowalniat proces degradacji B-sitosterolu u M. smegmatis mc?155.



