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Wstep

1. Wstep

1.1. Charakterystyka bakterii z rodzaju Mycobacterium

Rodzaj Mycobacterium (pratki) obejmuje obligatoryjne patogeny, gatunki
oportunistyczne jak i saprofity. Drobnoustroje te naleza do rodziny Mycobacteriaceae, rzedu
Actinomycetales i klasy Schizomycetes. Obecnie wiadomo, ze istnieje ponad 170 gatunkow
mykobakterii, zréznicowanych pod wzgledem genomu oraz chorobotwodrczosci, a do
najgrozniejszych patogenéw nalezg pratki wchodzace w sktad Mycobacterium tuberculosis
complex, Mycobacterium leprae oraz Mycobacterium ulcerans. W ostatnich latach obserwuje
si¢ takze zwigkszong czesto$¢ zakazen pratkami niegruzliczymi wywotujacymi choroby
o szerokim zakresie objawow klinicznych zwane mykobakteriozami (Pfyffer i Palicova, 2011,
Antczak i wsp., 2017; Forbes, 2017).

Pratki charakteryzuja si¢ paleczkowatym ksztaltem, prostym lub delikatnie
zakrzywionym, o wymiarach od 0,2 do 0,6 um na 1,0 do 10 pm. Sciana komérkowa
mykobakterii wykazuje struktur¢ charakterystyczng dla bakterii Gram-dodatnich, a jej
unikalny sktad zapewnia wicksza niz w przypadku innych drobnoustrojéw opornos¢ na
zwigzki, w tym liczne leki, kwasy i zasady. Bakterie te rosng w warunkach tlenowych, ale nie
sg zdolne do poruszania si¢ lub tworzenia spor (za wyjatkiem Mycobacterium marinum).
Kolonie tworzone przez pratki sg gladkie lub szorstkie 1 r6znig si¢ kolorem w zaleznosci od
zdolnosci gatunku do wytwarzania karotenoidowych pigmentéw. Wsrod mykobakterii
wyrdznia si¢ niefotochromogeny (np. Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare),
czyli gatunki nie produkujace barwnikéw, fotochromogeny (np. M. marinum, Mycobacterium
kansasii), wytwarzajagce pigment W obecnos$ci $wiatta oraz skotochromogeny
(np. Mycobacterium xenopi, Mycobacterium flavescens), zdolne wytworzy¢ barwnik zaréwno
po naswietlaniu jak 1 w ciemnos$ci. Ze wzgledu na tempo wzrostu pratki dziela si¢ na wolno
(np. M. tuberculosis) oraz szybko rosnace (np. Mycobacterium smegmatis). Przyjmuje sie, ze
szybko rosngcy gatunek jest zdolny w optymalnych warunkach do utworzenia kolonii na
podtozu statym w mniej niz siedem dni (Traag i wsp., 2010; Pfyffer i Palicova, 2011).

Modelem badawczym niniejszej pracy jest M. tuberculosis, czynnik etiologiczny

gruzlicy oraz M. smegmatis, szybko rosnacy gatunek saprofityczny o zblizonej morfologii.
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Wstep

M. tuberculosis M. smegmatis

Gatunek patogenny saprofityczny
Tempo wzrostu wolno rosngcy szybko rosnacy
Wielkos¢ genomu 4411532 bp 6988209 bp

M. tuberculosis M. smegmatis

Liczba unikatowych 1988
i homologicznych biatek

Cechy wspolne

Zdolno$¢ do utrzymywania dtugotrwatego stanu uspienia w
warunkach niskiego stezenia tlenu

Obecnos¢ homologicznych biatek

Figura 1. Poréwnanie M. tuberculosis i M. smegmatis (na podstawie danych literaturowych
Akinola i wsp., 2013).

1.2. Regulacja ekspresji genow

Ekspresja genow jest kluczowym mechanizmem umozliwiajacym ujawnienie fenotypu
zapisanego w informacji genetycznej, jak roéwniez determinujacym przetrwanie
1 przystosowanie si¢ bakterii do warunkow Srodowiska. Reakcja na zmiany zalezy od
regulacji na poziomie transkrypcji i1 translacji, w ktora zaangazowane sa transportery,
mechanizmy transdukcji sygnatu oraz szereg biatek, enzymow czy metabolitow indukujacych
odpowiedz komorki. Istotng role w tej regulacji pelnig czynniki transkrypcyjne zaréwno
globalne jak i lokalne oraz ich wzajemne relacje (Klumpp i Hwa, 2014; Opechowska i
Bielecki, 2014).

1.2.1. Regulacja ekspresji genow z udzialem czynnikow transkrypcyjnych

Geny bakteryjne zgrupowane sg w operonach, w ktorych sa wspolnie transkrybowane
1 regulowane. W obrebie pojedynczego operonu znajduje si¢ sekwencja promotorowa
rozpoznawana przez polimeraz¢ RNA, operator bedacy miejscem wigzania si¢ aktywatora lub
represora oraz terminator stanowiacy region, w ktérym nastepuje zakonczenie transkrypcji.
Regulacja ekspresji genow jest mozliwa dzigki interakcji elementéw Cis i trans, gdzie cis to
odcinki DNA pelnigce funkcje regulatorowe, a trans to czynniki zdolne do zwigzania tego

DNA (Balleza i wsp., 2009). Regulatory transkrypcji zawieraja w swojej budowie domeng

13



Wstep

sensorowa wigzacg ligand lub oddziatujacg z innym biatkiem, jak rowniez domen¢ wigzaca
DNA, za pomoca ktorej wpltywaja na ekspresj¢ genow promujac badz hamujac proces
transkrypcji (Rivera-Gomez i wsp., 2017). Regulacja pozytywna transkrypcji polega na jej
inicjacji w wyniku wigzania si¢ czynnika do sekwencji promotorowej i rekrutacji polimerazy
RNA. W regulacji negatywne] natomiast, wigzanie regulatora skutkuje zahamowaniem
aktywnosci polimerazy i zatrzymaniem syntezy mRNA (Balleza i wsp., 2009).

Bioragc pod uwage liczbe regulowanych genow, rdézne typy rozpoznawanych
promotordéw, warunki w ktorych sprawuja kontrole czy tez interakcje z innymi regulatorami,
czynniki transkrypcyjne mozna podzieli¢ na globalne i lokalne. Najlepiej poznanymi
mikroorganizmami pod wzglgdem regulacji ekspresji genow sa bakterie E. coli, u ktorych
zidentyfikowano siedem globalnych biatek regulatorowych: ArcA, CRP, Fis, FNR, H-NS,
IHF oraz Lrp, wptywajacych bezposrednio na ekspresje 51% wszystkich genéw (Martinez-
Antonio i Collado-Vides, 2003). Zmiany pozioméw transkryptow wynikaja czesto ze
wspoélregulacji globalnego czynnika transkrypcyjnego z lokalnym, czego przykladem jest
interakcja CRP z aktywatorem MelR prowadzaca do inicjacji transkrypcji operonu melibiozy
melAB (Belyaeva i wsp., 2000). Stezenia lokalnych regulatorOw sg zazwyczaj na niskim
poziomie a miejsca przez nie rozpoznawane charakteryzuja si¢ wysokim powinowactwem,
podczas gdy ilos¢ globalnych czynnikdéw pozostaje na wysokim poziomie ze wzgledu na
niskg specyficzno$¢ wigzania (Balleza i wsp., 2009). W okreslonych warunkach rézne
globalne regulatory moga wptywaé na ekspresj¢ tego samego genu, tak jak np. FNR i IHF
aktywuja promotor narG (Schroder i wsp., 1993). Regulacja ekspresji genéw obejmuje takze
wspotprace miedzy globalnymi biatkami regulatorowymi a specyficznymi czynnikami sigma
(0). W zaleznosci od genu, jeden regulator jest w stanie zaangazowaé w transkrypcje¢ rozne
typy czynnikow o. U bakterii bardzo wazng funkcj¢ pelnig czynniki 6'"°, ktore uczestnicza
glownie w transkrypcji konstytutywnych genéw odpowiedzialnych za utrzymanie
podstawowych procesow komorkowych (Martinez-Antonio i Collado-Vides, 2003; Bush i
Dixon, 2012; Paget, 2015).

Szczegolna role w regulacji ekspresji gendw petnig systemy transdukcji sygnatu
opierajace si¢ na interakcji biatek sensorowych z czynnikami transkrypcyjnymi. Determinujg
one zmiany w ekspresji genéw odpowiedzialnych za przystosowanie si¢ komoérki do
warunkéw $rodowiska, jak rowniez gendow zaangazowanych w podstawowe procesy zyciowe,
wirulencj¢ czy patogeneze, dlatego tez stanowig wazny element fizjologii bakterii (Parish,

2014).
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1.3. Dwukomponentowe systemy transdukcji sygnatu (TCS)

W adaptacji niemal wszystkich bakterii do warunkow $rodowiska, kluczowa role
odgrywaja TCS. Sa one zbudowane z kinazy histydynowej aktywowanej $rodowiskowymi
bodzcami oraz cytoplazmatycznego biatka regulatorowego kontrolujacego transkrypcje
genow. Zewnatrzkomoérkowe sygnaty prowadza do autofosforylacji reszty histydynowej
kinazy, a nastgpnie przeniesienia reszty fosforanowej na biatko regulatorowe, ktére w ten
sposob zaktywowane, ulega zmianom konformacji umozliwiajagcym oddziatywanie z DNA

(Stock i wsp., 2000).

1.3.1. Kinaza histydynowa

Kinaza histydynowa jest biatkiem zazwyczaj zakotwiczonym w blonie komodrkowe;j
bakterii i wykazuje wrazliwo$¢ wobec réznorodnych czynnikow $rodowiskowych m.in.
temperatury, Swiatta, dostepnosci tlenu, pH czy stanu oksydacyjno-redukcyjnego (Parish,
2014). W krolestwie bakterii obecne sg setki genow kodujacych kinazy histydynowe.
Wystepuja one znacznie czesciej u tej grupy mikroorganizméw anizeli u archeondw czy
organizméw eukariotycznych, dlatego tez uwaza sie¢, ze geny te mialy swoj poczatek
u bakterii (Koretke i wsp., 2000).

W strukturze kinazy histydynowej mozna wyrdézni¢ domene¢ odbierajaca sygnaly
1 dwie wysoce konserwatywne domeny tworzace rdzen, domene katalityczng wigzaca ATP
oraz domen¢ dimeryzacyjng. Biatka te funkcjonuja jako dimery, w ktérych kazdy
z monomerdw fosforyluje reszte histydyny drugiego monomeru. Zewnegtrzny bodziec
odbierany przez domene rozpoznajgca sygnaly inicjuje wigzanie ATP, co prowadzi do
autofosforylacji  konserwatywnej reszty histydyny w wewnatrzkomorkowej domenie
dimeryzacyjnej, petnigcej takze funkcje¢ fosfotransferazy (Wolanin i wsp., 2002). Wigkszo$¢
prokariotycznych kinaz przekazuje reszte fosforanowg z reszty histydynowej na asparaginian
znajdujacy si¢ w domenie biatka regulatorowego, ktore aktywowane w ten sposob
przeprowadza zmiany w komorce. Geny kodujace kinazy histydynowe i biatka regulatorowe
w tego rodzaju dwukomponentowych systemach, zwykle znajduja si¢ w obrebie jednego
operonu. U eukariontOow natomiast, znacznie czesciej wystepuja kinazy ,hybrydowe”,
posiadajace w swojej strukturze wewnatrzczasteczkowe domeny ulegajace fosforylacii,
natomiast przeniesienie reszty fosforanowej na biatko regulatorowe odbywa si¢ przy udziale
fosfotransferazy histydyny (Capra i Laub, 2012).

Kinazy histydynowe w swojej budowie posiadajg od jednej do trzynastu domen

transbtonowych polaczonych z wewnatrzkomérkowymi domenami, katalityczng oraz
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dimeryzacyjng. Pomiedzy dwiema ostatnimi a transmembranowymi elementami kinazy moga
wystepowa¢ dodatkowe domeny takie jak Per-Arnt-Sim, fosfodiestraza cGMP, cyklazy
adenylowe czy fosfatazy. Sa one zdolne do przekazywania sygnatow z przestrzeni
peryplazmatycznej do rdzenia kinazy oraz do bezposredniego rozpoznawania bodzcow

z cytoplazmy (Capra i Laub, 2012).

1.3.2. Bialka regulatorowe

Regulatory odpowiedzi sa cytoplazmatycznymi partnerami kinaz histydynowych.
Podstawowa i czasem jedyna domeng biatka regulatorowego jest wysoce konserwatywna
domena odbierajgca sygnal, katalizujgca przejscie reszty fosforanowej z partnerskiej kinazy.
W przypadku regulatoréw sktadajacych si¢ wylacznie z takiej domeny, uzyskanie sygnatu
skutkuje zmiang konformacji i odpowiedzig na bodziec, jednakze wigkszo$¢ biatek
regulatorowych procz podstawowej domeny zawiera takze domene wigzacg DNA. Dla tej
grupy regulatoréw transfer reszty fosforanowej stymuluje homodimeryzacj¢ domeny
odbierajacej sygnal, umozliwiajaca zwigzanie si¢ biatka do DNA 1 przeprowadzenie zmian
transkrypcyjnych. Inne powszechnie wystepujace domeny to domena posiadajgca wiasciwosci
ATPazy w potaczeniu z domeng wigzaca DNA, domena bgdaca cyklaza diguanylowa czy
domena o funkcji metylotransferazy CheB. Znacznie rzadziej wyst¢puja domeny wigzace

biatka badz RNA (Galperin, 2006).

1.3.3. Ewolucja Sciezek sygnalowych

Zrédtem nowych kinaz oraz biatek regulatorowych tworzacych TCS jest horyzontalny
transfer genow lub duplikacja genow. Przeniesienie informacji genetycznej z jednego
organizmu do drugiego skutkuje najczesciej zachowaniem pierwotnej funkcjonalnosci kinaz,
za ktora odpowiedzialna jest domena rozpoznajaca sygnal. Pozyskanie zdolnosci do
rozpoznawania nowych bodZzcow jest natomiast efektem zmian w strukturze domeny
sensorowej poprzez tasowanie domen lub nagromadzenie mutacji w jej obrebie (Alm i wsp.,
2006). Podobnie w przypadku regulatorow, przyczyna zrdéznicowania genetycznego
1 odmiennej odpowiedzi na sygnat moga by¢ drobne modyfikacje w obrgbie domen badz ich

przetasowanie (Perez i Groisman, 2009).

1.3.4. TCS zaangazowane w przezywalnos¢ bakterii

Wigkszo$¢ TCS jest zaangazowana w odpowiedZz komoérki na stres Srodowiskowy,

aczkolwiek zaobserwowano, ze istniejg takze systemy odpowiedzialne za utrzymanie funkc;ji
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zyciowych bakterii, czesto kluczowe dla przezycia komorki. Pierwszym odkrytym TCS
niezbednym do przeprowadzenia cyklu komérkowego u Caulobacter crescentus byt system
PleC-DivK oraz opisany rok pozniej system CckA-CtrA (Hecht i wsp., 1995; Quon i wsp.,
1996). Kolejnymi dobrze scharakteryzowanymi systemami zaangazowanymi w podziat
komorki byty MtrAB u M. tuberculosis, YycFG u Staphylococcus ureus i PdhS u Brucella
abortus (Zahrt i1 Deretic,c 2000; Dubrac i Msadek, 2004; Hallez i wsp., 2007).
Zidentyfikowano takze kilka fakultatywnych TCS zaangazowanych w utrzymanie
integralnosci blony komorkowej narazonej na stres np. Cpx u Escherichia coli, CesSR
u Lactococcus lactis i MprB u M. tuberculosis, oraz systemy regulujagce adaptacje Sciany
komorkowej do warunkow stresowych takie jak CesRK u Listeria monocytogenes, VraSR
u S. aureus i WigKR u Vibrio cholerae (Pogliano i wsp., 1997; Martinez i wsp., 2007;
Gottschalk i wsp., 2008; Muthaiyan i wsp., 2008; Bretl i wsp., 2014; Dorr i wsp., 2016).

1.3.5. TCS u mykobakterii

Genom M. tuberculosis zawiera geny kodujace okoto dwustu biatek regulatorowych,
z czego mniej wigcej polowe stanowig hipotetyczne czynniki transkrypcyjne, jeden
niepowigzany i jedenascie powigzanych genetycznie TCS oraz przynajmniej pi¢¢ ,,sierocych”
biatek regulatorowych zaangazowanych w transdukcje¢ sygnatu (Cole i wsp., 1998; Marszalek
i wsp., 2014). Porownawcze analizy genomowe wykazaly wspoétistnienie homologow prawie
wszystkich TCS zidentyfikowanych u pratkéw gruzlicy takze u innych gatunkow
Mycobacterium, w tym u szybko rosngcego M. smegmatis (Zahrt i Deretic, 2001).
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Figura 2. Schemat prokariotycznego TCS.

1.3.5.1. SenX3 — RegX3 (Rv0490 — Rv0491)

Pierwszym opisanym TCS u M. tuberculosis byt system SenX3 — RegX3 sktadajacy
si¢ z kinazy SenX3 i biatka regulatorowego RegX3, regulujacy ekspresje ponad stu genow
zaangazowanych miedzy innymi w metabolizm energetyczny oraz utrzymanie integralnosci
sciany komorkowej. Badania wykazaly, ze mutant M. tuberculosis zawierajacy delecje
w obrebie genow kodujacych ten TCS, charakteryzuje si¢ ostabionym wzrostem
w makrofagach i podczas infekcji myszy (Parish i wsp., 2003). Zaobserwowano takze, ze
aktywacja systemu SenX3-RegX3 zarowno u M. tuberculosis jak i M. smegmatis zachodzi w
odpowiedzi na niskie st¢zenie nicorganicznego fosforanu (Glover i wsp., 2007; Tischler i
wsp., 2013).
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1.3.5.2. Rv0600c — Rv0601c — Rv0602c

System Rv0600c — Rv0601c — Rv0602c jest unikalny ze wzgledu na swojg strukture
oraz wystepowanie jedynie w grupie pratkow nalezacych do Mycobacterium tuberculosis
complex. Obecnie nieznane sg bodzce aktywujgce ten TCS oraz mechanizmy przez niego
kontrolowane, natomiast wiadomo, ze geny rv0600c i rv0601c koduja dwie funkcjonalnie
zréznicowane domeny tworzace kinaze, podczas gdy rv0602c koduje biatko regulatorowe

(Shrivastava i wsp., 2006).

1.3.5.3. PhoP - PhoR (Rv0757 — Rv0758)

Kinaza PhoR oraz biatko regulatorowe PhoP stanowig system regulujacy ponad sto
pie¢dziesiat gendw zaangazowanych w system sekrecji ESX-1, oddychanie, syntez¢ lipidow
zwigzanych z wirulencja oraz ogdlne procesy metaboliczne (Walters i wsp., 2006; Frigui i
wsp., 2008; Gonzalo-Asensio i wsp., 2008). W wielu badaniach wykazano, ze pozbawienie
M. tuberculosis funkcjonalnego systemu PhoP — PhoR skutkuje znaczaca atenuacja pratkow
gruzlicy. Ostabiony wzrost zmutowanych komorek obserwowano w ludzkich i mysich
makrofagach oraz podczas infekcji myszy i $winek morskich (Martin i wsp., 2006; Walters i
wsp., 2006; Aguilar i wsp., 2007). Sygnat srodowiskowy aktywujacy ten system nie zostat do
tej pory zidentyfikowany, jednakze odnotowano zwigkszenie ekspresji genu phoP po

ekspozycji bakterii na zelazo (Manabe i wsp., 1999).

1.3.5.4. NarL — NarS (Rv0844c — Rv0845)

Rola biatka regulatorowego NarL oraz kinazy histydynowej NarS u M. tuberculosis
jest regulacja metabolizmu zwigzkéw azotowych. Pozbawienie szczepu dzikiego
funkcjonalnego systemu nie wplywa na przezywalno$¢ patogenu w makrofagach oraz na jego
zjadliwos¢ u myszy (Parish i wsp., 2003). Podczas obecnos$ci azotanu w srodowisku regulator
NarL wplywa na ekspresj¢ 30 gendw, z czego ponad potowa podlega regulacji zaleznej od
biatka DevR, bedacego elementem innego systemu transdukcji sygnatu. Zaobserwowano, ze
wigzanie NarL do promotorow gendéw narK2, acg oraz rv3130c jest mozliwe w obecnosci
ufosforylowanego biatka DevR, sugerujac dziatanie tych bialek w komorce jako heterodimer
wspotregulujacy ekspresje wyzej wymienionych genow. Uwaza sig¢, ze sygnatem
aktywujacym oba systemy jest azotyn bedacy produktem konwersji azotanu (Malhotra i wsp.,
2015).
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1.3.5.5. PrrA — PrrB (Rv0903c — Rv0902c)

Badania nad system PrrA — PrrB u M. tuberculosis wykazaty, ze geny kodujace biatko
regulatorowe PrrA oraz kinaze¢ histydynowa PrrB s3 niezbedne do przezycia drobnoustroju,
a ich ekspresja jest indukowana podczas wzrostu bakterii w makrofagach, jak réwniez
w warunkach ograniczonego dostepu azotu (Graham i Clark-Curtiss, 1999; Haydel i wsp.,
2012). Komoérki mutantéw transpozonowych, w ktorych biatko PrrA jest niekompletne,
charakteryzuja si¢ oslabionym wzrostem na wczesnych etapach infekcji w mysich
makrofagach 1 wydaja si¢ powraca¢ do fenotypu dzikiego po okoto tygodniu od zakazenia

(Ewann i wsp., 2002).

1.3.5.6. MprA — MprB (Rv0981 — Rv0982)

MprA — MprB jest systemem zaangazowanym w utrzymanie przewleklej infekcji
M. tuberculosis (Zahrt i Deretic, 2001). Kinaza MprB w tym uktadzie stanowi jednocze$nie
fosfataz¢ monitorujaca w komorce stezenie fosforylowanego biatka regulatorowego MprA.
Analizy porownawcze migdzy zmutowanym i dzikim szczepem wykazaty, ze w warunkach
fizjologicznych biatko MprA reguluje ekspresje 141 gendw zwigzanych miedzy innymi
z wirulencja, $ciang komorkowa, detoksyfikacja, metabolizmem lipidow oraz oddychaniem.
Wsrod regulowanych gendéw znajduja sie takze dwa czynniki sigma SigB oraz sigE, istotne
w odpowiedzi komorki na stres oraz kontrolujace wlasne rozlegle regulony (He i wsp., 2006).
Kolejne badania wykazatly, ze system MprA — MprB reguluje operon espA modulujac system
sekrecji ESX-1 odpowiedzialny za uwalnianie immunomodulujgcych biatek biorgcych udziat

w patogenezie oraz interakcji patogenu z gospodarzem (Pang i wsp., 2013).

1.3.5.7. KdpD — KdpE (Rv1028¢ — Rv1027c)

System KdpD — KdpE tworzy kinaza KdpD o nietypowej strukturze zawierajacej duze
domeny cytoplazmatyczne oraz bialko regulatorowe KdpE. Ze wzgledu na budowe
przypuszcza si¢, ze kinaza ta jest wrazliwa na zmiany osmotyczne w cytoplazmie. Badania
potwierdzity, ze system ten ulega indukcji podczas gtodu komérki 1 odgrywa role w regulacji
homeostazy potasu oraz wirulencji M. tuberculosis. Przeprowadzone doswiadczenia
z wykorzystaniem ludzkich makrofagow infekowanych pratkami w warunkach in vitro
wykazaly zmiany w ekspresji genow kodujacych ten TCS, natomiast myszy zainfekowane
mutantem posiadajagcym delecje w obrgbie tych gendw, charakteryzowaly sie¢ krotszym
przezyciem (Betts i wsp., 2002; Steyn i wsp., 2003; Haydel i Clark-Curtiss, 2004; Freeman i
wsp., 2013; Parish, 2014).
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1.3.5.8. TrcR - TrcS (Rv1033c — Rv1032c)

Na temat systemu TrcR — TrcS nie ma jednoznacznych informacji. Wiadomo, ze
system ten ulega ekspresji u M. tuberculosis na wczesnych etapach infekcji makrofagéw oraz
w hodowli ptynnej, jednakze pojawiajg si¢ sprzeczne informacje na temat roli tego systemu
w zjadliwosci pratkow (Haydel i wsp., 2002). Podczas gdy mutant transpozonowy trcS:Tn
M. tuberculosis MT103 przejawia fenotyp szczepu dzikiego w czasie infekcji myszy
C57BL/6, mutant AtrcS M. tuberculosis H37Rv wykazuje zwigckszong w stosunku do szczepu
dzikiego zjadliwo$¢ wobec myszy DBA/2 (Ewann i wsp., 2002; Parish i wsp., 2003). Inne
analizy ujawnily, ze pozbawienie pratkow funkcjonalnej kinazy TrcS wptywa na zmiany w

ekspresji 50 gendw, z czego wigkszos¢ koduje hipotetyczne biatka (Wernisch i wsp., 2003).

1.3.5.9. DosR — DosS — DosT (Rv3133c — Rv3132c¢ — Rv2027c)

Nietypowym TCS u M. tuberculosis jest system DosR — DosS — DosT w sktad,
ktorego wchodza dwie kinazy DosS 1 DosT oraz biatko regulatorowe DosR. Ze wzgledu na
lokalizacje w genomie transkrypcja genow dosR i dosS jest sprz¢zona, natomiast gen dosT
jest oddalony od pozostatych sktadnikéw systemu (Dasgupta i wsp., 2000). Badania
wskazuja, ze system ten ulega indukcji w warunkach niedoboru tlenu oraz po ekspozycji na
tlenek azotu i tlenek wegla (Sherman i wsp., 2001; Voskuil i wsp., 2003; Kumar i wsp.,
2008). Zwickszong ekspresj¢ genow kodujacych ten system obserwuje si¢ takze po infekcji
ludzkich monocytow, mysich makrofagéw oraz po zakazeniu myszy i §winek morskich, co
sugeruje role tego systemu w patogenezie (Dasgupta i wsp., 2000; Schnappinger i wsp., 2003;
Sharma i wsp., 2006; Gautam i wsp., 2015).

1.3.5.10. MtrA — MtrB (Rv3246¢ — Rv3245c)

Niezbednym do przezycia M. tuberculosis jest system MtrA — MtrB zaangazowany
w replikacje oraz utrzymanie integralnosci $ciany komorkowej (Haydel i Clark-Curtiss, 2004;
Purushotham i wsp., 2015). Doniesienia literaturowe sugeruja role tego systemu takze
w zjadliwos$ci pratkow, cho¢ ze wzgledu na brak mozliwosci uzyskania ukierunkowanego
mutanta, nie mozna tego jednoznacznie stwierdzi¢. Wiadomo, Zze mutant transpozonowy
mtrB:Tn M. avium nie jest w stanie przezy¢ w ludzkich komoérkach mielomonocytow THP-1,
natomiast nadekspresja biatka regulatorowego MtrA u M. tuberculosis wptywa na ostabienie
wzrostu patogenu zaréwno W warunkach in vitro w makrofagach jak i in vivo u myszy
C57BL/6 (Cangelosi i wsp., 2006; Fol i wsp., 2006).
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1.3.5.11. TerX —TcerY (Rv3765c — Rv3764c)

Do tej pory bardzo stabo opisany jest system sktadajacy si¢ z kinazy TcrY oraz biatka
regulatorowego TcrX. Zaobserwowano jedynie, ze mutant M. tuberculosis pozbawiony
funkcjonalnego systemu TcrXY charakteryzuje si¢ wigkszg niz szczep dziki zjadliwos$cia
u myszy. Wcigz jednak nieznane sg warunki, w ktorych system ten ulegatby ekspresji, jak

réwniez bodzce aktywujace Sciezki sygnatowe (Parish i wsp., 2003).

1.3.5.12. PdtaR — PdtaS (Rv1626 — Rv3220c)

Kinaza PdtaS i biatko regulatorowe PdtaR stanowi szczegdlny system
u M. tuberculosis ze wzgledu na r6zng lokalizacj¢ genow kodujacych sktadniki tej Sciezki.
Badania wykazaty, ze kinaza PdtaS fosforyluje bialko PdtaR, ale nie jest zdolna do
przeniesienia fosforanu na takie biatka regulatorowe jak PrrA, NarL czy RegX3 (Morth i
wsp., 2005). Z najnowszych doniesien literaturowych wynika, ze pozbawienie M. smegmatis
kinazy PdtaS skutkuje zwigkszeniem wrazliwos$ci pratkdw na antybiotyki aminoglikozydowe,
zaktocajace syntezg biatek poprzez wigzanie si¢ do rybosomow (Dadura i wsp., 2017).
Regulator PdtaR natomiast nie jest typowym czynnikiem transkrypcyjnym. Biatko to nie
wigze si¢ do DNA a dziala jako antyterminator transkrypcji (Morth i wsp., 2004). Co wigcej,
w badaniach przesiewowych, w oparciu o mutageneze transpozonowa wykazano, ze gen
pdtaR jest niezbedny u M. tuberculosis do wzrostu w warunkach in vitro (Sassetti i wsp.,
2003).
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aminoglikozydowe 2017

Figura 3. Znaczenie mykobakteryjnych TCS w fizjologii i patogenezie.

1.3.6. Inne ,sieroce” kinazy i bialka regulatorowe

Oprocz kinaz 1 regulatoréw wchodzacych w sktad wyzej opisanych systemow,
w komorkach mykobakterii istnieja rowniez tak zwane ,,sieroce” biatka. W tym przypadku
gen kodujacy kinaze badz regulator, nie wystepuje w operonie wraz z genem kodujacym
biatko partnerskie uczestniczace w przekazywaniu sygnalu. Mozna zatem stwierdzié, ze
system PdtaR — PdtaS tworza oddziatujace ze sobg ,,sieroce” biatka. W genomie pratkéw
zapisana jest informacja genetyczna dotyczaca jeszcze przynajmniej pigciu ,,sierocych”
regulatorow, dla ktorych nie udato si¢ dotad zidentyfikowac¢ partnerskich kinaz. Naleza do
nich biatka Rv0195 (brak u M. smegmatis), Rv0260c (Msmeg_0432 u M. smegmatis),
Rv0818 (Msmeg 5784 u M. smegmatis), Rv2884 (brak u M. smegmatis) oraz Rv3143
(Msmeg 2064). Brak w literaturze informacji na temat jakiejkolwiek funkcji regulatoréw
Rv2884 oraz Rv3143, natomiast mozna odnalez¢ raporty dotyczace pozostatych czynnikow

transkrypcyjnych (Bretl i wsp., 2011).

1.3.6.1. Rv0195

Biatko regulatorowe Rv0195 wystepuje w komodrkach M. tuberculosis, natomiast brak

go u szybko rosngcych pratkéw M. smegmatis. Zaobserwowano, ze pozbawienie pratkow
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gruzlicy funkcjonalnego genu rv0195 nie wplywa na tempo wzrostu bakterii w warunkach
tlenowych, ale znaczaco obniza przezywalnos¢ w warunkach stresu oksydacyjnego oraz
zaburza procesy wybudzania ze stanu u$pienia w warunkach beztlenowych. Wykazano takze
zmniejszenie zjadliwosci szczepu Arv0195 M. tuberculosis w ludzkich komoérkach
mielomonocytow THP-1 jak i u myszy C57BL/6. Istotng role tego czynnika transkrypcyjnego
w adaptacji bakterii do $rodowiska podkresla fakt, ze w warunkach beztlenowych biatko

Rv0195 reguluje ekspresje ponad 180 genow (Fang i wsp., 2013).

1.3.6.2. Rv0260c (Msmeg_0432) — NnaR

Dokladna funkcja biatka NnaR u M. tuberculosis i M. smegmatis nie jest znana,
wiadomo natomiast, ze u obu gatunkéw biatko to ulega indukcji podczas glodu azotowego.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze ekspresja NnaR jest zalezna od globalnego regulatora
metabolizmu azotu jakim jest biatko GInR (Jenkins i wsp., 2013; Williams i wsp., 2015).
Doswiadczenia na mutancie nnaR::Tn5062 Streptomyces coelicolor ujawnity, ze u tych
promieniowcoéw homologiczne biatko NnaR reguluje proces asymilacji azotandéw 1 azotyndéw

(Amin i wsp., 2012).

1.3.6.3. Rv0818 (Msmeg_5784) — GInR

Jak juz wspomniano, biatko GInR stanowi jeden z wazniejszych regulatorow
u bakterii. U promieniowcéw GInR jest znany jako czynnik transkrypcyjny kontrolujacy
transport niektorych zrodet wegla oraz regulujacy metabolizm azotu (Liao i wsp., 2015).
Dowiedziono, ze w warunkach gltodu azotowego GInR kontroluje ekspresj¢ przynajmniej
33 gen6éw u M. tuberculosis oraz ponad 100 genow u M. smegmatis. Podczas infekcji, GInR
warunkuje wewnatrzkomorkowe przezycie pratkow gruzlicy regulujac geny, ktorych
produkty sa zaangazowane w detoksykacj¢ tlenku azotu, redukcj¢ azotanow
1 azotynow, a takze transport oraz metabolizm ornityny 1 asparaginy. U szczepu
saprofitycznego natomiast, w warunkach ograniczonego dostepu azotu, wiaczane sg geny
umozliwiajgce asymilacj¢ azotu z szerokiej gamy roznorodnych zrodet srodowiskowych
(Jenkins i wsp., 2013; Williams i wsp., 2015). Analizy wzrostu w hodowlach ptynnych
wykazaly, ze obecnos¢ GInR u M. smegmatis warunkuje przyswajanie azotu pochodzacego
z alaniny, histydyny, proliny, seryny, etanoloaminy, azotanu potasu, azotynu sodu i kwasu
moczowego (Jessberger i wsp., 2013).
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1.4. Metabolizm azotu u bakterii

Azot jest niezbednym do wzrostu mikroorganizméw pierwiastkiem oraz waznym
elementem biologicznych makroczasteczek takich jak kwasy nukleinowe, biatka czy $ciana
komorkowa. Preferowanym zrddlem azotu wigkszos$ci bakterii sg jony amonowe, ktore
wewnatrz komorki wiaczane sa w biosynteze glutaminy lub glutaminianu, w zaleznosci od
dostepnosci jonéw w $rodowisku. Ponadto istnieje wiele mechanizméw pozwalajacych
pozyska¢ azot z alternatywnych zrédet, migdzy innymi z aminokwasow, nukleotydow,
peptydow czy azotanow. Obecnos¢ tych szlakow jest kluczowa dla przetrwania bakterii, kiedy
te znajdujg si¢ w otoczeniu ubogim w jony amonowe (Merrick i Edwards, 1995; Amon i wsp.,
2009; Williams i wsp., 2015; Garai i wsp., 2017).

1.4.1. Transport jon6w amonowych

We wprowadzeniu amonu do komorki uczestniczg biatka transmembranowe nalezace
do rodziny Amt i sg one obecne u niemal wszystkich bakterii (Andrade i Einsle, 2007).
Genom M. smegmatis zawiera trzy geny kodujace biatka nalezace do tej grupy
(AmtA — msmeg_4635; AmtB - msmeg 2425; Amtl — msmeg_6259) natomiast
M. tuberculosis tylko jeden (AmtB — rv2920c) (Jenkins i wsp., 2013; Gouzy i wsp., 2014).
W sasiedztwie genu amtB u obu gatunkow znajduja si¢ geny kodujace biatka GInK (Py)
1 GInD biorace udzial w regulacji pobierania jonéw amonu przez kanat AmtB, co
szczegdlowo zostato opisane u E. coli (Williams i wsp., 2013). W odpowiedzi na wysokie
stezenie wewnatrzkomdrkowego azotu, rozpuszczalne trimeryczne biatko GInK bezposrednio
wigze trimer AmtB tworzac kompleks niezdolny do przetransportowania amonu. Zdolnos¢
GInK do blokowania transblonowego kanatu u enterobakterii jest regulowana poprzez
urydylacje i deurydylacje przez transferaze urydylowa GInD w obecnosci ATP (Gruswitz i
wsp., 2007). U promieniowcow S. coelicolor, Corynobacterium glutamicum, M. smegmatis
i M. tuberculosis nie udowodniono do tej pory urydylacji i deurydylacji biatka GInK,
natomiast potwierdzono adenylacj¢ 1 deadenylacje¢ przez biatko GInD funkcjonujace
u tych bakterii jako transferaza adenylowa (Hesketh i wsp., 2002; Strosser i wsp., 2004;
Williams i wsp., 2013).

U M. smegmatis i M. tuberculosis geny kodujace kanaty transportujgce amon sg pod
kontrolg globalnego regulatora metabolizmu azotu GInR i ulegaja indukcji podczas gtodu
azotowego, podobnie jak u S. coelicolor, lecz inaczej niz u promieniowcow C. glutamicum

gdzie sg regulowane przez drugi, mniej poznany regulator AmtR, niezaleznie od obecnosci
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azotu (Fink i wsp., 2002; Buchinger i wsp., 2009; Jessberger i wsp., 2013; Williams i wsp.,
2015).

1.4.2. Alternatywne zrédla azotu

Jak juz wspomniano M. tuberculosis posiada ograniczone zdolnosci pozyskiwania
azotu z alternatywnych zrédet. Sg one determinowane przez geny indukowane podczas gtodu
azotowego 1 umozliwiajag metabolizm azotanow i azotynow (rv0252-0253, rv0261, rv0267,
rv2329c), asparaginy (rv0346), ornityny (rv2321c, rv2322c) i mocznika (rv1848-1850),
(Williams i wsp., 2015). U srodowiskowego gatunku M. smegmatis wystepuje znacznie
wiece] genow pozwalajacych przyswoi¢ azot pochodzacy migdzy innymi z aminokwasow
1 peptydow (msmeg_0781, msmeg_1052, msmeg_ 2184, msmeg_2522, msmeg_2524,
msmeg_6735), puryn i pirymidyn (msmeg_1293, msmeg_2748, msmeg_4011, msmeg_5730,
msmeg_6660), azotanu i azotynu (msmeg_0427-0428, msmeg_0433) oraz mocznika
(msmeg_2187, msmeg_2978-2982, msmeg_3623-3627) (Jenkins i wsp., 2013; Jessberger i
wsp., 2013).
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1.4.3. Asymilacja azotu

U bakterii azot wilgczany jest do glutaminy i glutaminianu przy udziale dwoéch
odrebnych szlakow, niezaleznie od ATP w obecnosci NAD(P)H przez dehydrogenaze
glutaminianowa (GDH) lub zaleznie od ATP w obecnosci NADPH przez syntetaze
glutaminowa/syntaze glutaminianowg (GS-GOGAT) (Merrick i Edwards, 1995).

1.4.3.1. Dehydrogenaza glutaminianowa

W reakcji katalizowanej przez GDH, w obecnosci NAD(P)H, kwas a-ketoglutarowy
i jon amonowy ulega odwracalnemu przeksztatceniu w L-glutaminian. Asymilacja azotu na
drodze tego szlaku jest preferowana, kiedy srodowisko jest bogate w jony amonowe, ze
wzgledu na stosunkowo niski koszt energetyczny oraz mate powinowactwo enzymu do
amonu. Obecne u bakterii GDH rozrdzniaja kofaktor NADH od NADPH i czgsto funkcjonuja
zaleznie od dostepnosci sktadnikow odzywcezych badz stanu fizjologicznego komorki.
Enzymy zalezne od NADPH charakteryzujace si¢ strukturag heksameryczng (klasa 1),
wystepuja u mikroorganizméw przetwarzajacych nieorganiczne zrodta azotu, takie jak amon
lub azotan i w reakcjach aminacji a-ketoglutaranu umozliwiaja pozyskanie NADP+
niezbgdnego do biosyntez. GDH wymagajace jako kofaktora NADH o budowie tetra- (Klasa
I1) lub heksamerycznej (klasa III) przewazajg natomiast u bakterii zyjacych w $srodowisku
bogatym w organiczne zrodta azotu, katalizujgc gldwnie reakcje deaminacji glutaminianu
(Veronese i wsp., 1974; Sakamoto i wsp., 1975; Minambres i wsp., 2000; Harper i wsp.,
2010).

W genomie M. smegmatis wystepuja trzy geny kodujgce GDH, z ktorych kazda nalezy
do innej klasy. Badania wykazaty, ze w ciggu pierwszych 30 minut glodu azotowego
ekspresja enzymu klasy | kodowanego przez gen msmeg_5442 ulega obnizeniu, przy
jednoczesnym zwigkszeniu jego aktywnosci. Z kolei po dwoch godzinach bez dostepu do
azotu, nastepuje nasilenie ekspresji GDH klasy II 1 III kodowanych odpowiednio przez geny
msmeg_6272 i msmeg_4699 (Harper i wsp., 2010). U M. tuberculosis funkcje GDH pehni
prawdopodobnie produkt genu rv2476¢c wykazujacy homologi¢ z genem msmeg_4699 na
poziomie 68% (O'Hare i wsp., 2008). Promieniowce C. glutamicum posiadaja jeden,
a S. coelicolor dwa geny kodujace omawiane enzymy (Rehm i wsp., 2010; Kim i Kim, 2016).
Interesujgca wydaje sie by¢ regulacja GDH u Actinomycetales biorgc pod uwage, ze ekspresja
genéw kodujacych te enzymy jest niezalezna od regulatoréw metabolizmu azotu

u M. smegmatis, podczas gdy u S. coelicolor jest kontrolowana przez GInR, natomiast
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u C. glutamicum jest zalezna od AmtR (Tiffert i wsp., 2008; Hanssler i wsp., 2009; Jenkins i
wsp., 2013). Ponadto, zaobserwowano u pratkdéw potranslacyjny mechanizm regulujacy
aktywnos¢ GDH polegajacy na inhibicji enzymu wskutek bezposredniego wigzania
z niefosforylowanym regulatorem akumulacji glikogenu GarA, pozostajagcym w komorkach

mykobakterii pod kontrolg kinazy biatkowej PknG (O'Hare i wsp., 2008; Gouzy i wsp., 2014).

1.4.3.2. Cykl syntetaza glutaminowa/syntaza glutaminianowa

System GS-GOGAT stanowig dwa oddzielne enzymy umozliwiajace asymilacje
amonu w dwuetapowej reakcji. Aktywnos$¢ tego ukladu jest preferowana kiedy bakterie
znajduja si¢ w srodowisku o niskiej zawarto$ci azotu, ze wzgledu na wysokie powinowactwo
enzymow do amonu. W reakcji katalizowanej przez GS, w obecnosci ATP dochodzi do
przytaczenia jonow amonowych do L-glutaminianu i utworzenia L-glutaminy, ktora wchodzi
w kolejng reakcje katalizowang przez GOGAT. Podczas tego etapu nastepuje przeniesienie
grupy aminowej z L-glutaminy na kwas o-ketoglutarowy, w efekcie czego powstaja dwie
czasteczki  L-glutaminianu.  Synteza glutaminy, ktéra wykorzystuje ok. 15%
wewnatrzkomoérkowej puli ATP, podlega regulacji na poziomie transkrypcji oraz na poziomie
posttranslacyjnym, zabezpieczajac komorke przed utratg energii w sSrodowisku obfitym w azot

(Harper i wsp., 2010).

1.4.3.3. Syntetaza glutaminowa

Enzymy GS wystgpuja w trzech klasach réznigc si¢ miedzy sobg rozmiarem 1 liczba
podjednostek oraz kowalentng modyfikacja np. adenylacja. GS klasy I skladajg si¢
z dwunastu identycznych podjednostek i sa szeroko rozpowszechnione u bakterii
i archeonow. Do klasy II naleza enzymy zlozone z dziesigciu podjednostek utozonych w dwa
pentameryczne pierscienie 1 sg charakterystyczne dla eukariontow oraz bakterii glebowych.
Ostatnig III klase tworza GS utworzone z dwunastu podjednostek sktadajacych si¢ w dwa
heksamery i wystepujg one u cyjanobakterii oraz niektorych bakterii beztlenowych (Murray i
wsp., 2013). W obrebie klasy I rozréznia si¢ GS-a i GS-f ze wzgledu na brak lub obecno$¢
posttranslacyjnego mechanizmu regulujacego aktywnos$¢ enzymatyczng. Enzymy GS-a nie
podlegaja takiej modyfikacji i sa typowe dla archeondéw, z kolei GS-f ulegaja adenylacji
za posrednictwem transferazy adenylowej GInE w komorkach niemal wszystkich bakterii
(Merrick i Edwards, 1995; Amon i wsp., 2010).

E. coli i C. glutamicum dysponuja tylko jedng kopig genu kodujacego GS, podczas
gdy S. coelicolor oraz mykobakterie posiadajg informacje genetyczng dla kilku enzyméow

30



Wstep

(Reitzer, 2003; Rexer i wsp., 2006; Rehm i wsp., 2010). Geny gInAl (msmeg_4290, rv_2220)
I gInA2 (msmeg_4294, rv2222c) kodujace GS klasy I sa obecne u wszystkich mykobakterii
1 s3 zlokalizowane w konserwatywnym regionie wraz z transferaza adenylowa GInE
(msmeg_4293, rv2221c). Ponadto wszystkie pratki, za wyjatkiem M. leprae posiadajg geny
gInA3 (msmeg_3561, rv1878) i gInA4 (msmeg_ 2595, rv2860c), a M. smegmatis jeszcze
dodatkowe sze$¢ gendw kodujacych dwa enzymy wykazujace homologie z GInA4
(msmeg_1116, msmeg_3828), dwa biatka o podobienstwiec do GS Gram-ujemnych
proteobakterii  (msmeg_3827, msmeg _5374) oraz dwa hipotetyczne biatka budowa
przypominajgce GS klasy III (msmeg_6260, msmeg_6693) (Amon i wsp., 2009). Wykazano,
ze sposrod czterech genow kodujacych GS u M. tuberculosis, najwazniejsza funkcje
w komorce petni gInAl, ktory jako jedyny ze wszystkich GS jest niezbedny do wzrostu
w warunkach in vitro i w poréwnaniu z pozostatymi genami ulega silnej ekspresji (Harth i
wsp., 2005). Zaobserwowano rdéwniez, ze w przeciwienstwie do M. smegmatis,
M. tuberculosis wydziela duze ilosci GS do $rodowiska. Spekuluje sig, ze zjawisko to moze
by¢ zwigzane z syntezg poliglutaminy obecnej w $cianie komodrkowej patogennych pratkow
lub/i udziatem GS w zmianie pH fagosomu wynikajacej z metabolizmu amonu (Harth i wsp.,
1994; Harper i wsp., 2010).

Regulacja GS u bakterii odbywa si¢ na poziomie transkrypcji oraz posttranslacyjnie.
Geny kodujace GS s3 pod kontrola roznych regulatorow metabolizmu azotu, w zaleznos$ci od
mikroogranizmu i ulegajg indukcji w odpowiedzi na gtdéd azotowy. U S. coelicolor, Bacillus
subtilis i mykobakterii funkcj¢ regulatora petni GInR, nastgpnie AmtR u C. glutamicum
i NtrBC u enterobakterii (Schreier i wsp., 2000; Fink i wsp., 2002; Beckers i wsp., 2005;
Jenkins i wsp., 2013). Mechanizmy posttranslacyjne dotycza modulacji aktywnosci
enzymatycznej na drodze adenylacji 1 deadenylacji podjednostek przez transferaze adenylowa
GInE, w odpowiedzi na rézne wewnatrz- i zewnatrzkomorkowe bodzce (Almassy i wsp.,

1986).

1.4.3.4. Syntaza glutaminianowa

Enzymem wspotdziatajacym z GS jest GOGAT, ktéry podobnie jak poprzednie
biatkowe katalizatory mozna podzieli¢ na trzy klasy, biorac pod uwage jego budowe oraz
rodzaj czasteczki wymagane] do przeprowadzenia reakcji. Do klasy 1 nalezg szeroko
rozpowszechnione u bakterii enzymy GOGAT bogate w centra zelazowo-siarkowe
i zbudowane z dwodch roznigcych si¢ wielko$cia podjednostek. Mniejsza podjednostka

kodowana przez gen gItD petni funkcj¢ oksydoreduktazy NADPH zaleznej od koenzymu
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FAD i generuje elektrony niezbedne do przeprowadzenia reakcji wiaczenia L-glutaminy do
kwasu a-ketoglutarowego, ktéra ma miejsce na duzej podjednostce, kodowanej przez gItB
(Andersson i Roger, 2002). Klas¢ II stanowia GOGAT zlozone z jednej podjednostki,
wymagaja do dziatania kofaktora NADH 1 wystepuja miedzy innymi u roslin 1 grzybow. Do
IIT klasy takze przynaleza enzymy utworzone z pojedynczego polipeptydu, lecz
w odréznieniu do GOGAT klasy 11, sg zalezne od ferredoksyny, a taki rodzaj biokatalizatorow
wystepuje najczesciej u cyjanobakterii oraz roslin wyzszych (van den Heuvel i wsp., 2004).
Geny gltD i gItB sg u mykobakterii wysoce konserwatywne, aczkolwiek w genomie
M. smegmatis obecne sg po dwa dodatkowe geny kodujace kazdg z podjednostek GOGAT.
Do tej pory nie zidentyfikowano mechanizmu kontrolujacego transkrypcje i aktywnosc
GOGAT u pratkoéw, cho¢ wiadomo, ze jest to regulacja niezalezna od GInR (Amon i wsp.,
2009). U promieniowcow C. glutamicum natomiast, podobnie jak w przypadku pozostatych
enzymow zaangazowanych w metabolizm azotu, ekspresja gltD i gltB pozostaje pod kontrolg

AmtR (Beckers i wsp., 2001).

1.4.4. Regulatory metabolizmu azotu

Jak juz wspomniano, gtownymi regulatorami metabolizmu azotu u mykobakterii sa
biatka GInR i AmtR. Naleza one do dwoch réznych typéw czynnikdéw transkrypeyjnych, lecz
ich wspdlng cecha jest regulacja ekspresji genéw, w odpowiedzi na zmiany poziomu azotu
w $rodowisku. Nalezy jednak podkresli¢, ze procz globalnych regulatoréw, wazng role
w mechanizmach regulacyjnych peini takze szeroko rozpowszechnione u bakterii 1 roslin

biatko Py (Williams i wsp., 2013; Petridis i wsp., 2016).

1.44.1. GInR

Biatko regulatorowe GInR nalezy do czynnikow transkrypcyjnych z rodziny OmpR,
charakteryzujacych si¢ obecnoscig motywu strukturalnego helisa-skret-helisa w domenie
wigzace] DNA (Martinez-Hackert i Stock, 1997). Biatko OmpR jest czeScig bardzo dobrze
opisanego u E. coli TCS EnvZ — OmpR, w ktorym ulega fosforylacji na konserwatywnej
reszcie asparaginianu (Yoshida 1 wsp., 2006). Obecnos$¢ specyficznego motywu oraz
konserwatywnego miejsca fosforylacji w GInR sugeruje, ze to ,,sieroce” biatko, takze ulega
aktywacji przy udziale partnerskiej kinazy, do tej pory jednak nie zidentyfikowanej (Jenkins i
wsp., 2012).
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1 . . . . 1 5@

1 5.coelicolor MSSLLLLTNALQPSTEVLPALGLLLHNVRVAPAEGPALVDTPGADVILVD
2 M.tuberculosis MLELLLLTSELYPDP-VLPALSLLPHTVRTAPAEASSLLEAGNADAVLVD
3 M.smegmatis -MDLLLLTVDPHPES-VLPSLSLLAHTVRTAPTEVSSLLETGSADVAIVD

51 . . . . 1 1ea
1 S.coelicolor GRRDLPQIRSL QLLRSTGLS PLVLIVTEGGLAAVTADWGIDDVLLDTA
2 M.tuberculosis ARNDLSSGRGL RLLSSTGRSIPVLAVVSEGGLVAVSADWGLDEILLLST
3 M.smegmatis ARTDLAAARGL RLLGTTGTSVPVVAVINEGGLVAVNHEWGLDEILLPST

181 . . . . : 158
1 5.coelicolor GPAEVEARLRLATGR]-QLGGDDSPMEIRNGDL SVDEATYSAKLKGRVLD
2 M.tuberculosis GPAEIDARLRLVVGRRGDLADQESLGKVSLGELVIDEGTYTARLRGRPLD
3 M.smegmatis GPAEIDARLRLLVGRRGGNANQENVGKITLGELVIDEGTYTARLRGKPLD

151 . . . . 2 208
1 S.coelicolor LTFKEFELLKY LAQHPGRVFTRAQLLOEVWGYDY FGGTRTVDVHVRRLRA
2 M.tuberculosis LTYKEFEL LKYLAQHAGRVFTRAQL LHEVWGYDF FGGTRTVDVHVRRLRA
3 M.smegmatis LTYKEFELLKYLAQHAGRVFTRAQLLOEVWGYDF FGETRTVDVHVRRLRA

281 . . . . 1 258
1 5.coelicolor KLGPEHESLIGTVRNVGYRFVTPEKPEKGEKSDKSEKAERAEKAERAETP
2 M.tuberculosis KLGPEHEALIGTVRNVGYKAV- - -RPARGRPPAADPDDEDAD - - - --- - P
3 M.smegmatis KLGPEYEALIGTVRNVGYKAV - - -RPSRGKPPAADASGEDVPDGP -DEGF

251 . 1 268
1 5.coelicolor GKARAETNEAAGARSSKY
2 M.tuberculosis GRD-GMJEPLVDPLRS(Q-
3 M.smegmatis GODVDVDGPLAGRLTSO-

S.coelicolor vs M. tuberculosis:
Percent identity: 56.34
Percent similarity: 72.39

S.coelicolor vs M.smegmatis:
Percent identity: 53.73
Percent similarity: 70.15

M. tuberculosis vs M.smegmatis:
Percent identity: 74.05
Percent similarity: 82.82

Figura 6. Podobienstwo sekwencji aminokwasow biatek GInR u réznych gatunkow bakterii
(opracowane za pomocg programéw Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation oraz

Sequence Manipulation Suite).

Jak wczesniej wspomniano GInR reguluje ekspresje wielu genéw u M. smegmatis
i M. tuberculosis, w odpowiedzi na ograniczony dostgp azotu. Dane literaturowe wskazujg na
nieco odrebng rolg GInR w metabolizmie azotu u szybko i wolno rosnacych pratkow, co ma
zwigzek z fizjologig obu gatunkéw. U saprofitycznych mykobakterii GInR kontroluje szereg
genow zaangazowanych w asymilacje azotu pochodzacego z rozmaitych zrédetl, z kolei
u pratkow gruzlicy, regulator ten wptywa na ekspresje genow bioracych udziat w detoksykacji
tlenku azotu oraz redukcji azotanow i azotynow, umozliwiajac adaptacje patogenu do
niekorzystnych wewnatrzkomorkowych warunkow. Zarowno dla jednego jak i drugiego

gatunku mykobakterii okreslono motyw konsensusowy, za pomocg ktérego GInR wigze si¢
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do DNA (Jenkins i wsp., 2013; Williams i wsp., 2015). Analogiczne analizy wykonano takze
dla innych promieniowcoéw miedzy innymi S. coelicolor i Streptomyces venezuelae. U obu
gatunkow GInR reguluje geny zwigzane z pozyskiwaniem amonu, synteza glutaminy,
redukcja azotynow oraz metabolizmem mocznika. Ponadto, u tych promieniowcoOw wystepuje
takze drugi regulator okreslany jako GInRII. Jego funkcje co prawda nie s3 w pelni poznane,
niemniej jednak zaobserwowano, ze biatko to wigze si¢ do kilku regiondéw rozpoznawanych
przez GInR (Tiffert i wsp., 2008; Pullan i wsp., 2011). Interesujace wydaja si¢ by¢ ostatnie
doniesienia literaturowe dotyczace GInR promieniowcoéw Saccharopolyspora erythraea,
S. coelicolor i M. smegmatis. Z przeprowadzonych analiz wynika, ze w warunkach glodu
azotowego biatko to wptywa na ekspresje genow kodujacych deacetylazy lizyny, enzymy
odpowiedzialne za potranslacyjng modyfikacje histonow. Co ciekawe, zaobserwowano, ze
GInR S. erythraea oraz S. coelicolor dziata jako aktywator transkrypcji odpowiednio dwoch
(sace_1779 i sace_3798) i trzech genow (sc03330, sco0452 i sco6464), podczas gdy ten sam
regulator u M. smegmatis funkcjonuje jako represor transkrypcji jednego genu (msmeg_4620)

kodujacego enzym (Xu i wsp., 2017).

1.4.4.2. AmtR

Drugim globalnym regulatorem metabolizmu azotu u mykobakterii jest czynnik
transkrypcyjny AmtR nalezacy do rodziny bialek TetR. Charakteryzuja si¢ one obecnoscia
motywu helisa-skret-helisa w N-terminalnej domenie wigzacej DNA oraz domeng
dimeryzacyjng zlokalizowang na C-terminalnym koncu. Biatko AmtR wystepuje w komorce
w formie dimeru 1 reguluje szlaki metaboliczne w odpowiedzi na dostgpnos¢ azotu, poprzez
represje genow w jego obecnosci oraz derepresje po jego wyczerpaniu (Palanca i Rubio,
2016). U C. glutamicum regulator ten wptywa na ekspresj¢ przynajmniej 33 genow
zaangazowanych w asymilacje¢ amonu, mocznika 1 kreatyniny. Aktywno$¢ AmtR
u tych bakterii reguluje adenylowane biatko GInK, ktére w warunkach glodu azotowego
bezposrednio oddziatuje z represorem, skutkujac jego odlaczeniem od DNA i wiaczeniem
transkrypcji genow (Beckers i wsp., 2005). Wykazano, ze u M. smegmatis AmtR kontroluje
ekspresje 11 genéw, w tym operonu zaangazowanego w metabolizm mocznika, regulowanego
takze przez GInR. Do tej pory nie potwierdzono interakcji AmtR 1 GInK u szybko rosngcych
pratkoéw, jednakze zaproponowano mechanizm potranskrypcyjnej regulacji represora przy
udziale antysensownego sRNA, w odpowiedzi na zmiany poziomu azotu (Petridis i wsp.,
2016). Poszukiwania AmtR u M. tuberculosis doprowadzity natomiast do zidentyfikowania

biatka Rv3610c, aczkolwiek po okresleniu jego homologii z AmtR C. glutamicum na
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poziomie jedynie 28% przyjeto, ze represor ten nie wystepuje u pratkow gruzlicy (Harper i
wsp., 2010).

1.4.4.3. Bialko Py,

Regulatorowe biatko Py jest homotrimerem tworzacym cylindryczng, trojwymiarowa
strukture¢ z odstonietymi petlami T, po jednej na kazdym monomerze oraz dwiema
mniejszymi petlami B 1 C. Konformacja biatka Pj determinujaca jego aktywno$¢ jest
regulowana poprzez urydylacjec konserwatywnej reszty tyrozyny na petli T badz
allosterycznie, przez wigzanie si¢ czasteczek efektorowych takich jak ATP, ADP czy
a-ketoglutaran (Williams i wsp., 2013). U E. coli wystepujg dwa biatka Py, okreslane jako
GInB 1 GInK, ktore w warunkach ograniczonego dostgpu azotu ulegaja urydylacji przez
transferaze urydylowa GInD. U promieniowcow S. coelicolor, C. glutamicum, M. smegmatis
I M. tuberculosis obecne jest jedynie biatko GInK, ktore w odroznieniu do enterobakterii
ulega reakcji adenylacji na konserwatywnej reszcie tyrozyny, przy udziale transferazy
adenylowej GInD (Hesketh i wsp., 2002; Strosser i wsp., 2004; Williams i wsp., 2013).

Podjednostka A

/ 7 A\S
p1 '\9 Podjednostka B
&)

( 4 /
Podjednostka C O ( , \x' Petia C
J o= 47 N\« PetlaB

Petla T

Figura 7. Struktura biatka Pj; M. tuberculosis zwigzanego z ATP, z uwzglgednieniem struktur

drugorzedowych (na podstawie struktury biatka opublikowanej przez Shetty 1 wsp., 2010).

Gen gInB u E. coli ulega ekspresji konstytutywnej, podczas gdy ekspresja gInK jest
indukowana gltodem azotowym. W przypadku enterobakterii oba biatka Py reguluja
adenylacje GS przez transferaze adenylowa GInE oraz sa zaangazowane w aktywacje TCS
NtrBC, ktory jest niecobecny u mykobakterii (Atkinson i wsp., 1994; Atkinson i Ninfa, 1998;
Reitzer, 2003). U M. smegmatis i M. tuberculosis potwierdzono adenylacje GInK
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W odpowiedzi na gldéd azotowy, jednak nie zaobserwowano wptywu biatka P na aktywnos$¢
GS (Williams i1 wsp., 2013). Geny gInK i gInD zaréwno u E. coli jak i u promieniowcoéw
znajduja si¢ w operonie wraz z genem amtB kodujacym transmembranowe biatko
transportujgce jony amonowe. W warunkach dostepnosci srodowiskowego azotu biatko GInK
pozostaje zwigzane z kanatem AmtB zapobiegajac ciggtemu importowaniu amonu z zewnatrz.
W sytuacji jego wyczerpania, w obecnosci ATP nastgpuje urydylacja lub adenylacja GInK
przez GInD na konserwatywnej reszcie tyrozyny. Modyfikacja ta powoduje odtgczenie GInK
od AmtB i umozliwia aktywny naptywu jonéw do komorki (Thomas i wsp., 2000; Williams i
wsp., 2013). Kolejna istotng funkcja GInK u promieniowcow jest wspomniana juz regulacja
represora transkrypcji AmtR, jednak nie zgloszono do tej pory zadnej interakcji pomigdzy
biatkiem P; a drugim globalnym regulatorem metabolizmu azotu GInR (Beckers i wsp.,
2005).
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2.

Cel pracy

Cel pracy

Gléwnym celem pracy byla charakterystyka ,,sierocych” bialek regulatorowych

dwukomponentowych  systeméw  transdukcji sygnalu Rv0195 i Rv0260c

u M. tuberculosis oraz Msmeg_0432 u M. smegmatis.

Cel ten realizowano poprzez nastepujace cele czastkowe:

v

Konstrukcje rekombinowanych szczepow Arv0195 i Arv0260c M. tuberculosis oraz
Amsmeg_0432 M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnych genow kodujacych
analizowane bialka, pozwalajacych na analiz¢ niezbednos$ci gendw w komorkach
mykobakterii

Przygotowanie bakteryjnych modeli ekspresyjnych umozliwiajacych nadprodukcje
rekombinowanych bialek Rv0260c, Msmeg 0432 i Msmeg_5784 oraz opracowanie
wydajnych systemow ich oczyszczania

Analiz¢ komoérek mutanta Amsmeg 0432 M. smegmatis z uzyciem macierzy
fenotypowych

Globalng analize¢ transkryptomu szczepow Amsmeg_0432 i Amsmeg_5784 M. smegmatis
hodowanych w warunkach glodu azotowego

Badanie oddziatywan biatka Msmeg 0432 z sekwencjami promotorowymi wybranych
genow oraz biatkiem Msmeg 5784

Analiz¢ wzrostu szczepow Amsmeg_0432 i Amsmeg_5784 M. smegmatis w obecnos$ci
réznorodnych Zrédet azotu oraz ich zdolnosci do konwersji azotandw do azotynow
1 azotynéw do amoniaku

Analize wrazliwosci szczepéw Arv0195 i Arv0260c M. tuberculosis na obecnos¢

reaktywnych form tlenu i1 azotu, wybrane tuberkulostatyki oraz inne zwigzki
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3. Materialy

3.1. Szczepy bakteryjne

Materiaty

Tabela 3.1. Wykaz szczepow bakteryjnych wykorzystywanych w pracy.

Gatunek Nazwa szczepu Charakterystyka Zrédlo
M. smegmatis MC?155 Szczep referencyjny Sztok laboratoryjny
M. tuberculosis H37Rv Szczep referencyjny, wirulentny Sztok laboratoryjny
E. coli Topl10F’ Szczep pozbawiony genu kodujacego biatko RecA Invitrogen
E. coli BL21 (DE3) Sczep zawierajacy gen kodujacy polimeraz¢ RNA faga T7 Novagen
pLysS oraz plazmid pLysS niosacy gen kodujacy lizozym faga T7,
pozbawiony dwoch proteaz: Ion i OmpT
E. coli Arctic Express Sczep zawierajacy gen kodujacy polimeraz¢ RNA faga T7, Sztok laboratoryjny
(D3) pozbawiony dwoch proteaz: Ion i OmpT

3.2. Syntetyczne oligonukleotydy DNA wykorzystane w pracy

Oligonukleotydy zostaly zestawione w dwoch tabelach. W Tabeli 3.2 umieszczono

oligonukleotydy zastosowane do amplifikacji DNA, natomiast w Tabeli 3.3 te, ktore uzyto

w testach biochemicznych. Wszystkie oligonukleotydy DNA zostaly zsyntetyzowane

w firmie Genomed.

Tabela 3.2. Wykaz oligonukleotydéw wykorzystanych do amplifikacji DNA.

Nazwa

Sekwencja oligonukleotydow (5°—3°)

Zastosowanie

Oligonukleotydy wykorzystane do amplifikacji fragmentow genow

Msmeg_0432GR1Scal-F

CAGTACTCAGTGTCGGGGCAATAATCGC

Msmeg_0432GR2HindlIII-R

CAAGCTTCGCACAGTTCATCGGCTCGT

Amplifikacja fragmentu 5’
genu msmeg_0432 wraz z

sekwencja ,,powyzej” genu

Msmeg_0432GR3HindlI1-F

CAAGCTTGTCGCGGGTGCAGAGGTG

Msmeg_0432GR4Kpnl-R

CGGTACCGTTCACCGCGCCGTTTGC

Amplifikacja fragmentu 3’
genu msmeg_0432 wraz z

sekwencja ,,ponizej” genu

Rv0260cGR1Scal-F

CGAGTACTGGGGTCAGTATGGGCCGTTCC

Rv0260cGR2HindlIlI-R

CGAAGCTTCCCTGGCGGCGAAGCAAT

Amplifikacja fragmentu 5’
genu rv0260c wraz z sekwencja

»powyzej” genu
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Rv0260cGR3HindllI-F

CGAAGCTTGCTAGAACGCAGCCGTGAATT

Rv0260cGR4Kpnl-R

CGGTACCTCACCCCGCTGTGATCAAAGAT

Amplifikacja fragmentu 3’
genu rv0260c wraz z sekwencja

,»ponizej” genu

Rv0195GR1Kpnlnat-F

GCCCATCCGATGATCACCG

Rv0195GR2HindlIlI-R

CGAAGCTTCATCGCGGGTCAACGGGT

Amplifikacja fragmentu 5’
genu rv0195 wraz z sekwencja

»powyzej” genu

Rv0195GR3HindIlI-F

CGAAGCTTACCTGGTCGGCCGCATC

Rv0195GR4-Scal

CGAGTACTGCCGCCGCCGTAGTAGAAGA

Amplifikacja fragmentu 3’
genu rv0195 wraz z sekwencja

»ponizej” genu

Oligonukleotydy wykorzystane do potwierdzenia genotypu mutantow metoda PCR i hybrydyzacji Southern Blotting

Msmeg_0432-probe-F

CAGATCTATGCGTGAGCCCGACTGGGC

Msmeg_0432-probe-R

CTCTAGACTCATAACGCGCGTGCCATCTCTG

Potwierdzenie genotypu
mutanta Amsmeg_0432
SCO/DCO

Rv0260c-probe-F

CTCTAGAGATGGCCCAGGCACACTCGG

Rv0260c-probe-R

CGGTACCCGTACGTCATCGTGCCGGCTGTC

Potwierdzenie genotypu
mutanta Arv0260c
SCO/DCO

Rv0195-probe-F

CGGATCCGATGGCACCGGTGAATGTCATTTCG

Potwierdzenie genotypu

mutanta Arv0195
Rv0195-probe-R CAAGCTTCAAATGAGGCCCGCGCGC SCO/DCO
Oligonukleotydy wykorzystane do potwierdzenia integracji wektorow ekspresyjnych
MV306-F GTGGATAACCGTATTACCGC Potwierdzenie integracji
wektora pMV306Km z genami
MV306-R AAGGCCCAGTCTTTCGACTGAG msmeg_0432, rv0260¢ i rv0195
Oligonukleotydy uzyte do jakosSciowej oceny preparatow RNA
5S F SYBR GTTACGGCGGTCCATAGC Amplifikacja genu
msmeg_4929
5S_R_SYBR ACCCGGAAGGGTAGTATCAT

Oligonukleotydy uzyte do amplifikacji genow w warunkach nadprodukcji

Msmeg_0432MV261-F

CAGATCTATGCGTGAGCCCGACTGGGC

Amplifikacja genu

Msmeg_0432MV261-R

CAAGCTTCATAACGCGCGTGCCATCTCTG

msmeg_0432 -

integracja

Rv0260cMV261-F

CGGATCCATGGCCCAGGCACACTCGGC

Amplifikacja genu

Rv0260cMV261-R

CAAGCTTGGTTCATACGTCATCGTGCCGGC

rv0260c - integracja
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Rv0195promXbal-F

CTCTAGACCCACACCGAACTTCTCGCTGC

Rv0195promHindIlI-R

CAAGCTTCACCACTCGCTTGGGATCGGC

Amplifikacja genu rv0195 wraz
z sekwencja wlasnego

promotora - integracja

Oligonukle

otydy wykorzystane do amplifikacji genow do nadprodukcji bialek

Msmeg_0432MAL-Kpnl-F

CGGTACCGATGCGTGAGCCCGACTGGGC

Msmeg_0432MAL-HindllI-R

CAAGCTTCATAACGCGCGTGCCATCTCTG

Amplifikacja genu
msmeg_0432

Rv0260cSUMO-F

GGCTGTCTTAGAACAGTTAGGAGGTATGGCCC
AGGCACACTGGCG

Rv0260cSUMO-R

CGGAGCTGAATTCGGATCCTATACGTCATCGTG
CCGGCTG

Amplifikacja genu rv0260c

Oligonukleotydy wykorzystane do analizy ekspresji genéw metoda Real-Time PCR

Msmeg_0433qRT-F TGATGACCGTCGTGTTGATG Analiza ekspresji genu
msmeg_0433

Msmeg_0433gRT-R GGGTAGAAGGCGTTGATGTT

Msmeg_0427qRT-F CGCTACGGACAACAGGATT Analiza ekspresji genu
msmeg_0427

Msmeg_0427gRT-R AACCCGAAACACCCATCTT

Msmeg_5765qRT-F AACATGTCACGTCTCAAGGG Analiza ekspresji genu
msmeg_5765

Msmeg_5765qRT-R CGAAGTGGTGCATCGTGATA

Msmeg_5360qRT-F

CGGTCATGCTGTTCTTCTACA

Msmeg_5360qRT-R

GATCTCGTTCCAGATGAAGTAGTC

Analiza ekspresji genu
msmeg_5360

Msmeg_13679gRT-F

GTCGACGAGTGCAAAGACAA

Msmeg_1367qRT-R

TGGTCTCGTCGAAGTACACG

Analiza ekspresji genu
msmeg_1367

Msmeg_1813gRT-F

GAAGTTGGTGCTGCGATGCTTGGC

Msmeg_1813gRT-R

GGTGCACGCCAAAGGCAAACTCAC

Analiza ekspresji genu
msmeg_1813

Msmeg_2425qRT-F

TGGCGTTCTTCTACGGCGGAC

Msmeg_2425qRT-R

TGGCCGGACGAGAACGACATC

Analiza ekspresji genu

msmeg_2425

Msmeg_2982qRT-F

ACACGTCCGGCCCCACCATC

Msmeg_2982qRT-R

CCGTCCTCGCCGATCAGTTCG

Analiza ekspresji genu

msmeg_2982
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Tabela 3.3. Wykaz oligonukleotydow uzytych w testach biochemicznych.

Oligonukleotydy wykorzystane do badania oddzialywan bialek z sekwencjami DNA technika EMSA (Electrophoretic
Mobility Shift Assay)

Msmeg_0433-F [HEX]GACCCCTGGTGACCGCGTAAC Amplifikacja sekwencji
promotora genu msmeg_0433

Msmeg_0433-R CATGCGAGCACGCTAGAAAGC

Msmeg_0427-F [HEX]GGCGGTTGTGGCCTGACTGT Amplifikacja sekwencji
promotora genu msmeg_0427

Msmeg_0427-F CGTGAGCACACCGTGATGGG

Msmeg_0427-R CATAGGGCGAGGCTAAGAACCC

Msmeg_5765-F [HEX]CGTGTGGCCCTTTCGTTCGATC Amplifikacja sekwencji
promotora genu msmeg_5765

Msmeg_5765-R CATGCGTTCAGCGTCGGAGAAC

Msmeg_5360-F [HEX]JATCTGCATCATCTCGCGACTTTG Amplifikacja sekwencji
promotora genu msmeg_5360

Msmeg_5360-R CATTGGGTGCAACCTTCCGAT

Msmeg_4008-F [HEX]GCAGCTTGGACCACCTATTT Amplifikacja sekwencji
promotora genu msmeg_4008

Msmeg_4008-R TCGATGGTGTCGACGAAGTA

3.3. Wektory plazmidowe

v' pJET 1.2/bunt (Thermo Scientific)

Wysokokopijny wektor umozliwiajacy klonowanie produktow PCR zawierajacych tepe
konce. Zawiera obszar rep odpowiedzialny za replikacje plazmidu, miejsce wielokrotnego
klonowania MCS, gen bla kodujacy p-laktamaze warunkujaca oporno$¢ na ampicyling oraz
gen eco47IR kodujacy endonukleaze Eco47IR.

v" p2NIL (Parish i Stoker, 2000)

Wektor rekombinacyjny, niereplikujacy si¢ u mykobakterii. Zawiera obszar OriE
umozliwiajacy replikacje w komorkach E. coli, gen aph kodujacy fosfotransferaze
aminoglikozydowa nadajaca oporno$¢ na kanamycyne¢, miejsce wielokrotnego klonowania
MCS oraz miejsce Pacl umozliwiajagce wklonowanie kasety markerowej pochodzacej
z wektora pGOALL17.
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MCS Pacl
[ |
| p2NIL
ORIE |\ e / orif1
aph (KmR)

Rycina 3.1. Schemat budowy plazmidu p2NIL.

v pGOALL17 (Parish i Stoker, 2000)

Wektor niosgcy kaset¢ markerows, zawierajacy obszar OriE pozwalajacy na replikacje
w komorkach E. coli oraz gen bla kodujacy B-laktamaze, nadajacy opornos¢ na ampicyling.
Na kasecie markerowej znajduje si¢ samobojczy gen sacB kodujacy lewanosacharaze oraz
gen lacZ kodujacy B-galaktozydaze. Lewanosacharaza przeksztatca sacharozg do toksycznego
dla mykobakterii lewanu, z kolei B-galaktozydaza rozktada bezbarwny X-gal do niebieskiej
pochodnegj.

pGOAL17

suicide cassette
Pacl (sacB, lacZ)

\ _g— Pacl

pGOAL17

8855 bp n
4 ORIE

Rycina 3.2. Schemat budowy plazmidu pGOAL17.

v’ pMV261 (Med-Immune Inc.)
Wektor niosacy promotor Phspeo, gen aph warunkujacy oporno$¢ na kanamycyne, miejsce
wielokrotnego klonowania MCS, obszar oriE umozliwiajacy replikacje w komorkach E. coli

oraz oriM pozwalajacy na replikacje u mykobakterii.
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4488 bp |
| | // aph (KmR)
L Y 4

|\ /}/’J

A y

| ( pMv261 )

Rycina 3.3. Schemat budowy plazmidu pMV261.

v pMV306Km (Med-Immune Inc.)

Wektor integracyjny, niosacy gen aph nadajacy opornos¢ na kanamycyne, zawierajacy obszar
oriE umozliwiajacy replikacje w komorkach E. coli oraz system miejscowo-specyficznej
rekombinacji pochodzacy z mykobakteriofaga L5. W sklad tego systemu wchodzi sekwencja
fagowa attP umozliwiajagca wprowadzenie wektora w miejsce attB obecne na chromosomie

mykobakterii, jak rowniez gen int kodujacy integraze.

ORI E

aph (KmR)

pMV306Km

3996 bp

attP

Rycina 3.4. Schemat budowy plazmidu pMV306Km.

v pMAL-c4E (New England Biolabs)

Wektor ekspresyjny niosgcy gen malE kodujacy biatko wigzace maltoze (MBP), gen bla
warunkujacy oporno$é na ampicyline oraz gen lacl® kodujacy biatko represorowe. Obszar Ori
umozliwia replikacje wektora w E. coli, natomiast wklonowanie genu w miejsce
wielokrotnego klonowania MCS umozliwia ekspresj¢ rekombinowanego genu w fuzji z MBP.
Ekspresja ta odbywa si¢ z promotora Py indukowanego IPTG, ktéry w warunkach

nieobecnosci induktora podlega represji.
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MCS
p malE -~ lacZa
tac _—

lacld // //f
[ pMAL-c4E |
4 6647 bp |

o /
| \ / bia (Amp®)
ORI y 4

N

ORI M13

Rycina 3.5. Schemat budowy plazmidu pMAL-c4E.

v' pET-28a (Novagen)

Wektor ekspresyjny umozliwiajacy nadprodukcje rekombinowanego biatka w fuzji z etykieta
histydynowa (His), niosacy gen lacl kodujacy biatko represorowe, gen aph nadajacy oporno$é
na kanamycyne oraz zawierajacy miejsce Ori pozwalajace na replikacje w komorkach E. coli.
Ekspresja genu wklonowanego w miejsce MSC odbywa si¢ z promotora Pr; indukowanego

IPTG. Podczas braku induktora promotor ten ulega represji.

His-tag MCS
P

J \
oRIf1 4
" pET-28a |

i
5369 bp i

|
A
| ) |

| | / ,/J lacl

Rycina 3.6. Schemat budowy plazmidu pET-28a.

v" pSUMO (LifeSensors Inc.)

Wektor pozwalajacy na ekspresj¢ rekombinowanego biatka w fuzji z malym biatkiem
podobnym do ubikwityny oraz etykieta histydynowa (SUMO). Plazmid posiada miejsce ori
umozliwiajgce inicjacje replikacji w komodrkach E. coli, gen aph warunkujacy opornos¢ na
kanamycyne oraz gen lacl kodujacy represor. Ekspresja genu odbywa si¢ z promotora Pty

indukowanego IPTG.
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Rycina 3.7. Schemat budowy plazmidu pSUMO.
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Tabela 3.4. Wykaz wektoréw wykorzystanych lub skonstruowanych w trakcie badan.

Komercyjne wektory plazmidowe

Nazwa

Charakterystyka

Zrédlo

pJET 1.2/blunt

Wektor do klonowania produktéw PCR, Amp®

Thermo Scientific

p2NIL

Wektor rekombinacyjny zawierajacy system replikacji ColE1,

niereplikujacy sie u mykobakterii, Km®

Parish i Stoker, 2000

PGOAL17

Wektor niosacy kasete markerowa zawierajaca gen sacB oraz

lacZ, Amp?

Parish i Stoker, 2000

pMV261

Wektor zawierajgcy promotor Ppgpso, Km?

Med-Immune Inc

pMV306Km

Mykobakteryjny wektor integracyjny niosacy gen kodujacy
integraze faga L5, Km®

Med-Immune Inc

pMAL-c4E

Wektor posiadajacy indukowalny promotor Py, pozwala na
ekspresje rekombinowanych biatek w fuzji z MPB, umozliwiajac

ich tatwe oczyszczanie, AmpR

New England Biolabs

pET-28a

Wektor niosacy indukowalny promotor P, umozliwia ekspresje
rekombinowanych biatek w fuzji z etykieta histydynows,

ulatwiajac ich oczyszczanie, Km®

Novagen

pSUMO

Wektor posiadajacy indukowalny promotor P+;, pozwala na
ekspresje rekombinowanych bialek w fuzji z matym biatkiem
podobnym do ubikwityny oraz etykietg histydynowa,

umozliwiajac ich fatwe oczyszczanie, Km®

LifeSensors Inc.
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Wektory uzyte do manipulacji genetycznych w komoérkach M. smegmatis

PMAL

Fragment 5° genu msmeg_0432 o wielkosci 1560 pz wklonowany
do wektora pJET 1.2, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi

przez enzymy Scal i HindlIl, Amp®

Niniejsza praca doktorska

PMA2

Fragment 3” genu msmeg_0432 o wielkosci 1396 pz wklonowany
do wektora pJET 1.2, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi

przez enzymy Hindlll i Kpnl, Amp®

Niniejsza praca doktorska

PMA3

Fragment 5° genu msmeg_0432 o wielkosci 1560 pz wklonowany
do wektora p2NIL, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi
przez enzymy Scal i HindlIl, KmR

Niniejsza praca doktorska

pPMA4

Fragment 3’ genu msmeg_0432 o wielkosci 1396 pz wklonowany
do wektora pMAZ3, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi
przez enzymy Hindlll i Kpnl, Km®

Niniejsza praca doktorska

PMAS5

Kaseta markerowa z wektora pGOAL17 wklonowana do wektora
pMA4, ograniczona sekwencjami rozpoznawanymi przez enzym
Pacl, Km®

Niniejsza praca doktorska

pMAG

Gen msmeg_0432 wklonowany do wektora pJET 1.2, ograniczony

sekwencjami rozpoznawanymi przez enzymy Bglll i HindllI,

Amp~?

Niniejsza praca doktorska

PMA7

Gen msmeg_0432 z sekwencjg promotora Ppgpgo Wklonowany do
wektora pMV261, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi
przez enzymy Xbal i HindIll, Km®

Niniejsza praca doktorska

pMAS8

Gen msmeg_0432 z sekwencjg promotora Ppgpeo Wklonowany do
wektora pMV306Km, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi

przez enzymy Xbal i HindIll, Km®

Niniejsza praca doktorska

Wektory uzyte do manipulacji genetycznych w komérkach M. tuberculosis

pMA9

Fragment 5’ genu rv0260c o wielkosci 1616 pz wklonowany do
wektora pJET 1.2, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi

przez enzymy Scal i HindIIl, AmpR

Niniejsza praca doktorska

pPMA10

Fragment 3’ genu rv0260c o wielkosci 1254 pz wklonowany do
wektora pJET 1.2, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi

przez enzymy HindllIl i Kpnl, Amp®

Niniejsza praca doktorska

PMAL1L

Fragment 5” genu rv0260c o wielko$ci 1616 pz wklonowany do
wektora p2NIL, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi przez

enzymy Scal i Hindlll, KmR

Niniejsza praca doktorska
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PMA12

Fragment 3’ genu rv0260c o wielkosci 1254 pz wklonowany do
wektora pMAL1, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi
przez enzymy Hindlll i Kpnl, Km®

Niniejsza praca doktorska

pPMAL3

Kaseta markerowa z wektora pGOAL17 wklonowana do wektora
pMAL2, ograniczona sekwencjami rozpoznawanymi przez enzym

Pacl, KmR

Niniejsza praca doktorska

pPMAL4

Gen rv0260c wklonowany do wektora pJET 1.2, ograniczony

sekwencjami rozpoznawanymi przez enzymy BamHI i HindllIl,

AmpR

Niniejsza praca doktorska

PMA15

Gen rv0260c z sekwencja promotora Ppgyg0 Wklonowany do
wektora pMV261, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi
przez enzymy Xbal i HindIll, Km®

Niniejsza praca doktorska

PMAL16

Gen rv0260c z sekwencja promotora Ppgyg Wklonowany do
wektora pMV306Km, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi
przez enzymy Xbal i Hindlll, Km®

Niniejsza praca doktorska

PMAL7

Fragment 5’ genu rv0195 o wielkosci 911 pz wklonowany do
wektora pJET 1.2, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi
przez enzymy Kpnl i Hindl11, Amp®

Niniejsza praca doktorska

PMAL8

Fragment 3’ genu rv0195 o wielkosci 1270 pz wklonowany do
wektora pJET 1.2, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi

przez enzymy Hindlll i Scal, AmpR

Niniejsza praca doktorska

PMAL9

Fragment 5° genu rv0195 o wielko$ci 911 pz wklonowany do
wektora p2NIL, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi przez

enzymy Kpnl i Hindlll, Km®

Niniejsza praca doktorska

pPMA20

Fragment 3° genu rv0195 o wielkosci 1270 pz wklonowany do
wektora pMA19, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi

przez enzymy HindIll i Scal, Km®

Niniejsza praca doktorska

pPMA21

Kaseta markerowa z wektora pGOAL17 wklonowana do wektora
pPMAZ20, ograniczona sekwencjami rozpoznawanymi przez enzym

Pacl, KmR

Niniejsza praca doktorska

pMA22

Gen rv0195 z sekwencja wlasnego promotora wklonowany do
wektora pJET 1.2, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi

przez enzymy Xbal i Hindlll, Amp®

Niniejsza praca doktorska

pPMA23

Gen rv0195c z sekwencja wlasnego promotora wklonowany do
wektora pMV306Km, KmR

Niniejsza praca doktorska
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Wektory uzyte do konstrukeji mutantow E.coli nadprodukujacych rekombinowane biatka

pMA24 Gen msmeg_0432 wklonowany do wektora pJET 1.2, ograniczony Niniejsza praca doktorska
sekwencjami rozpoznawanymi przez enzymy Kpnl i HindllIl,
AmpR

pMA25 Gen msmeg_0432 wklonowany do wektora pMAL-c4E, Niniejsza praca doktorska

ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi przez enzymy Kpnl i
Hindlll, Amp?

pPMA26 Gen rv0260c wklonowany do wektora pSUMO, ograniczony Niniejsza praca doktorska

sekwencjami rozpoznawanymi przez enzymy BamHI i Bsal, Km®
3.4. Enzymy

v' Enzymy do amplifikacji DNA

Polimeraza DNA AccuPrime Pfx (Invitrogen)

Polimeraza DNA KAPA Taq (KAPA BIOSYSTEMS)

v' Enzymy do laczenia fragmentéw DNA

Ligaza T4 (Fermentas)

Polimeraza DNA T4 (Invitrogen)

v' Enzymy do trawienia DNA

TURBO DNA-free™ Kit (Ambion)

v' Enzymy do trawienia RNA
RNaza (Sigma-Aldrich)

v' Enzymy restrykcyjne FastDigest™ (Fermentas)
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Rozpoznawana sekwencja
Nazwa enzymu Pochodzenie bakteryjne nukleotydowa 5°-3’ oraz miejsce
przecinania
!
BamHlI Bacillus amyloliquefaciens H GGATCC
CCTAGG
1
1
Bglll Bacillus globigii AGATCT
TCTAGA
1
!
EcoRV Escherichia coli RFL32 GATATC
CTATAG
1
!
Hindlll Haemophilus influenzae Ry AAGCTT
TTCGAA
1
!
Kpnl Klebsiella pneumoniae OK8 GGTACC
CCATGG
1
Y
Ndel Neisseria denitrificans CATATG
GTATAC
1
!
Pacl Pseudomonas alcaligenes TTAATTAA
AATTAATT
1
1
Sall Streptomyces albus GTCGAC
CAGCTG
1
!
Scal Streptomyces caespitosus AGTACT
TCATGA
1
1
Smal Serratia marcescens CCCGGG
GGGCCC
1
1
Xbal Xanthomonas badrii TCTAGA
AGATCT
1
3.5. Mieszaniny reakcyjne
v' Reakcja amplifikacji DNA (PCR)
DNA 1 pg
Bufor 10xstgzony 5ul
DMSO (Sigma-Aldrich) 2 ul
dNTP Mix 2,5 mM (Thermo Scientific) 1 ul
Oligunukleotydy 10 pM Lul+1pul

49




Polimeraza DNA
H,O

Materiaty

1U
do objetosci koncowej 50 pl

v Laczenie fragmentéw DNA przy uzyciu ligazy DNA T4

Wektor plazmidowy
DNA wstawki
Bufor 10xstgzony
Ligaza DNA T4
H,O

20-100 ng
w stosunku od 1:1 do 5:1 wzgledem plazmidu
2 ul
1U
do objetosci koncowej 20 ul

v Laczenie fragmentéw DNA przy uzyciu polimerazy DNA T4

Wektor plazmidowy
DNA wstawki

Bufor 5xstezony
Polimeraza DNA T4
H,O

dNTP 10 mM

v' Trawienie enzymami restrykcyjnymi
DNA

Bufor 10xst¢zony

Enzym

H,O

v' Mieszanina do syntezy cDNA
Calkowity RNA

Heksanukleotyd starterowy

Bufor reakcyjny

H,O DEPC

First-Strand Reaction Mix 2xstezony
SuperScriptlll/RNase OUT Enzyme Mix

v' Mieszanina do analizy gRT-PCR
cDNA

Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix
Oligonukleotydy 10 mM

H,O DEPC

20-100 ng
w stosunku od 1:1 do 3:1 wzgledem plazmidu
4 ul
05U
do objetosci koncowej 20 pl
2,2 ul

1 ug
2 ul
1U
do objetosci koncowej 20 pl

lug
I ul
1 ul
do objetosci koncowej 8 pl
10 pl
2 ul

50 ng
12,5 ul
0,75 ul + 0,75 ul
do koncowej objetosci 25 ul
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v' Mieszanina do testu EMSA

Bufor 10xstgzony 2 ul

Glicerol 50% 1 ul

MgCl,1 M 0,4 ul

Poly (dI-dC) 1 pg/ul 1 ul

NP-40 1% 1 ul
B-merkaptoetanol 0,143 M 1,4 ul

DNA nieznakowany (opcjonalnie) w stosunku 1:100 wzgledem znakowanego DNA
DNA znakowany HEX 30 nM

Bialtko 2 uM/4 uM

H,0 do koncowej objetosci 20 pl

3.6. Podloza mikrobiologiczne

v Podloze Luria-Bertani (LB) plynne pH=7
Trypton (BioShop) 10 g/L
Ekstrakt drozdzowy (BioShop) 5g/L
Chlorek sodu (BioShop) 59/L
v" Podloze LB stale pH=7
Podtoze LB ptynne z dodatkiem agaru (BioShop) 2%
v Podloze LB wzbogacone suplementami pH=7
Trypton (BioShop) 10 g/L
Ekstrakt drozdzowy (BioShop) 5g/L
Chlorek sodu (BioShop) 50/L
Glukoza (Sigma-Aldrich) 0,05%
Chlorek amonu (BioShop) 50 mM
Siarczan sodu (BioShop) 5mM
Siarczan magnezu (BioShop) 2 mM
Wodorofosforan sodu (BioShop) 25 mM
Diwodorofosforan potasu (BioShop) 25 mM
Glicerol (BioShop) 0,5%
v" Podloze Middlebrook 7H9/OADC plynne pH=7
Middlebrook 7H9 Broth (Difco) 4,7 g/L
Tween 80 (Sigma-Aldrich) 0,05%
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Middlebrook OADC Enrichment (Difco) 10%
v Podloze Middlebrook 7H9/OADC-S plynne pH=7
Middlebrook 7H9 Broth (Difco) 4,7 g/lL
Tween 80 (Sigma-Aldrich) 0,05%
Middlebrook OADC Enrichment (Difco) 10%
Kazeina (Sigma-Aldrich) 0,1%
v" Podloze Middlebrook 7H10/OADC stale pH=7
Middlebrook 7H10 Agar (Difco) 19 g/L
Glicerol (BioShop) 0,5%
Middlebrook OADC Enrichment (Difco) 10%
v Podloze Sautona pozbawione zrédla azotu pH=7
Diwodorofosforan potasu (BioShop) 0,05%
Siarczan magnezu (BioShop) 0,05%
Kwas cytrynowy (BioShop) 0,2%
Cytrynian zelaza I1I (BioShop) 0,005%
Siarczan cynku (BioShop) 0,0001%
Tyloxapol (Sigma-Aldrich) 0,015%

v' Podloze Sautona z r6znymi zrédlami azotu

Podtoza z r6znymi zrédtami azotu przygotowywano poprzez rozpuszczenie odpowiedniej
ilosci zwigzku stanowigcego zrodto azotu, w podtozu Sautona pozbawionym zrodia azotu.
Podtoza z mocznikiem doprowadzano do wartosci pH=4,5 natomiast podtoza z histydyna,
leucyng, proling i metioning do wartosci pH=9,5. Pozostale podioza charakteryzowaly si¢

warto$cig pH=7. Przygotowane podloza sterylizowano przy uzyciu filtréw strzykawkowych.

v Podloze stale YNB pozbawione zrédla azotu pH=7
Yeast Nitrogen Base (BioShop) 1,74 g/L
AD 10%

v Podloze stale YNB z azotanem sodu
Podtoze przygotowywano poprzez dodanie jatlowego roztworu azotanu sodu do podioza
YNB pozbawionego zrodta azotu przed zestaleniem, do uzyskania koncowego st¢zenia

zwigzku w podiozu 10 mM.
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Prawidtowe wartosci pH podio6z ustalano za pomocg pH-metru przy uzyciu wodorotlenku
sodu lub kwasu solnego. Podloza sterylizowano w autoklawie parg wodng pod ci$nieniem
w temperaturze 121°C przez 20 minut (za wyjatkiem podiéz Sautona z ré6znymi zroédtami

azotu).

3.7. Antybiotyki oraz inne substancje dodawane do podl6z mikrobiologicznych

v' Antybiotyki E. coli Mycobacterium
Ampicylina (BioShop) 100 pg/mL -
Kanamycyna (BioShop) 50 pg/mL 25 pg/mL
Chloramfenikol (Sigma-Aldrich) 34 ug/mL -
Gentamycyna (Sigma-Aldrich) 10 pg/mL -
Higromycyna (BioShop) 200 pg/mL 50 ug/mL
Tetracyklina-HCI (BioShop) - 25 ng/ml

v"Inne substancje
Sacharoza (BioShop) 2%
X-gal (BioShop) 40 pg/mL

3.8. Odczynniki

B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich)
8-hydroksychinolina (Sigma-Aldrich)
Alantoina (Sigma-Aldrich)

Albumina surowicy bydlecej (Sigma-Aldrich)
Azotan sodu (NaNO3) (Sigma-Aldrich)
Azotyn sodu (NaNOy) (Sigma-Aldrich)
Bromek etydyny (Sigma-Aldrich)

DETA-NO (Sigma-Aldrich)
Dihydrostreptomycyna (Sigma-Aldrich)
Ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich)

DMSO (BioShop)

DNAZzol (Invitrogen)

Etambutol (Sigma-Aldrich)

Fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF) (Sigma-Aldrich)

Glutaminian potasu (Sigma-Aldrich)
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Histydyna (Sigma-Aldrich)
Hydantoina (Sigma-Aldrich)
Imidazol (Sigma-Aldrich)
Izopropanol (Merck)

IPTG (Sigma-Aldrich)
Kanamycyna (BioShop)

Kwas moczowy (Sigma-Aldrich)
Leucyna (Sigma-Aldrich)
Menadion (Sigma-Aldrich)
Metionina (Sigma-Aldrich)
Mocznik (Sigma-Aldrich)
Nadsiarczan amonu (APS) (Sigma-Aldrich)
Oksacylina (Sigma-Aldrich)
Paramomycyna (Sigma-Aldrich)
Prolina (BioShop)

Rezazuryna (Sigma-Aldrich)
Rifampicyna (Sigma-Aldrich)
RNaza (Sigma-Aldrich)

Siarczan amonu ((NH4),SO,) (BioShop)
Streptomycyna (Sigma-Aldrich)
TEMED (Sigma-Aldrich)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich)
TRIzol (Invitrogen)

Tween 20 (Sigma-Aldrich)
Tween 80 (Sigma-Aldrich)
Tyloxapol (Sigma-Aldrich)
Walinomycyna (Sigma-Aldrich)
Wankomycyna (BioShop)

3.9. Bufory i roztwory
3.9.1. Bufory do przeprowadzania procesu elektroforezy

v Bufor TAE do elektroforezy w zelu agarozowym 50xstezony, pH=8
2 M Trizma
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0,5M EDTA

Warto$¢ pH ustalono za pomoca kwasu octowego

v Bufor TGB do elektroforezy biatek w zelu poliakrylamidowym 5xstezony
0,025 M Trizma

0,192 M Glicyna

0,1% SDS

v Bufor TBE do elektroforezy w zelu agarozowym 10 xstezony pH=8,3
0,089 M Trizma

0,089 M Kwas borowy

0,002 M EDTA

3.9.2. Bufory obcigzajace

v Bufor do obcigzania prébek DNA 6xstezony
30% Glicerol
0,25% Blekit bromofenolowy

v Bufor do obcigzania prébek bialkowych 4xstezony
40% Glicerol

0,4% Btekit bromofenolowy

8% SDS

400 mM DTT

200 mM Tris-HCI pH=6,8

3.9.3. Bufory do oczyszczania i doczyszczania bialek

v Bufory do oczyszczania bialek w fuzji z bialkiem MBP

Bufor wiazacy i pluczacy Bufor do elucji

20 mM Tris-HCI pH=7,5 20 mM Tris-HCI pH=7,5
200 mM NacCl 200 mM NacCl

1 mM EDTA pH=8 1 mM EDTA pH=8
1mMDTT 1mMDTT

10 mM Maltoza
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v Bufory do oczyszczania bialek w fuzji ze znacznikiem His i SUMO, pH=7,5

Bufor wiazacy i pluczacy Bufor do elucji

0,1% Triton X-100 0,5 M Imidazol

10 mM Imidazol 0,5 M NaCl

1 M NaCl 50 mM Tris-HCI pH=7,5
50 mM Tris-HCI pH=7,5 10% Glicerol

10% Glicerol

v Bufory do doczyszczania bialka systemem AKTA start, pH=6,5

Bufor A Bufor B

50 mM Tris-HCI 50 mM Tris-HCI
50 mM NaCl 1 M NaCl

10% Glicerol 10% Glicerol

Bufor do rozcienczania
50 mM Tris-HCI
10% Glicerol

3.9.4. Bufory do hybrydyzacji metoda Southerna

v Bufor do neutralizacji, pH=7,5 v Bufor do denaturacji

1,5 M NaCl 1,5 M NaCl

0,5 M Tris-HCI pH=7,5 0,5 M NaOH

v Bufor hybrydyzacyjny v Bufor SSC 20xstezony, pH=7
0,5 M NaCl 0,3 M Cytrynian sodu

4% odczynnik blokujacy 3 M NaCl

v Bufor przemywajacy I v Bufor do depurynacji

2 M mocznik 35% HCI

0,1% SDS

50 mM NaH,PO4 pH=7

1 mM MgCl,

0,2% odczynnik blokujacy

v Bufor przemywajacy II 20xstezony, pH=10
2 M NaCl
1 M Tris-HCI
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v Bufor przemywajacy I1

Bufor przemywajacy I 20xstezony rozcienczony 20-krotnie
0,2 mM MgCl,

3.9.5. Bufory do przygotowania komorek kompetentnych

v" Bufory do przygotowania komérek kompetentnych E. coli

Bufor | Bufor I, pH=7,0
30 mM KOAc 10 mM NaMOPS
50 mM MnCl, 75 mM CacCl,
100 mM RbClI 10 mM RbCI
10 mM CaCl, 15% Glicerol

15% Glicerol

3.9.6. Bufory i roztwory wykorzystane w metodzie western blot

v" Roztwér wyjsciowy 10xstezony, pH=8,3
1,92 M Glicyna
250 mM Tris-HCL

v" Bufor do transferu

Roztwor wyjsciowy rozcienczony w 20% metanolu

v Bufor blokujacy v Bufor do rozcienczen przeciwcial
10% mleko w buforze TBS 10% mleko w buforze TBS-T
v" Bufor TBS v' Bufor TBS-T
200 mM NacCl 200 mM NaCl
50 mM Tris-HCI pH=7,4 50 mM Tris-HCI pH=7,4
0,05% Tween 20

v" Roztwér mysiej surowicy odpornosciowej skierowanej przeciwko bialku His-Rv0260c
Surowice rozcienczano w buforze do rozcienczen w proporcji 1:2000. Surowice uzyskata
dr hab. Bozena Dziadek, prof. nadzw. UL, w Katedrze Immunologii i Parazytologii

Uniwersytetu £.odzkiego.

v" Roztwér kréliczych przeciwcial znakowanych peroksydaza chrzanowa skierowanych
przeciwko immunoglobulinom mysim

Przeciwciata komercyjne (Dako) rozcienczano w buforze do rozcienczen w proporcji 1:1000.
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v" Roztwér ECL do wywolania reakcji chemiluminescencji

Mieszanina komercyjnych odczynnikéw w proporcji 1:1 (Cyanagen).

3.9.7. Bufory uzyte w metodzie Pull-down

v Bufor do wiazania i plukania, pH=8
50 mM Tris-HCI pH=8

150 mM NaCl

10% Glicerol

0,1% Triton X-100

10 mM Imidazol

3.9.8. Inne bufory i roztwory

v" Mieszanina do ekstrakcji chromosomalnego DNA
Chloroform:alkohol izoamylowy w stosunku 24:1

v' Bufor TE

10 mM Tris-HCI pH=8

1 mM EDTA pH=8

v AD

0,5% Albumina surowicy bydlecej
0,2% Glukoza

3.10. Zele do rozdzialu elektroforetycznego

v' Zel agarozowy do rozdzialu fragmentéw DNA o wielkosci mniejszej niz 100 pz
2% Agaroza w buforze TAE
0,5 pg/ml Bromek etydyny

v Zel agarozowy do rozdziatlu fragmentéw DNA o wielko$ci wiekszej niz 100 pz
1% Agaroza w buforze TAE
0,5 pg/ml Bromek etydyny

v' Zel agarozowy stosowany do rozdzialu komplekséw DNA-bialko

2% agaroza w 0,25xstezonym buforze TBE

v Zel poliakrylamidowy do rozdzialu bialek
Zel rozdzielajacy Zel zatezajacy
12% Akrylamid 5% Akrylamid
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0,36 M Tris-HCI pH=8,8 0,1 M Tris-HCI pH=6,8
0,1% SDS 0,1% SDS

0,1% APS 0,1% APS

0,1% TEMED 0,1% TEMED

3.11. Markery wielkos$ci

v' Markery wielko$ci DNA

GeneRuler™ 1 kb (Thermo Scientific) — wielkosci fragmentow DNA: 250, 500, 750, 1000,
1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000 i 10000 pz

GeneRuler™ 100 pz (Thermo Scientific) — wielko$ci fragmentoéw DNA: 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900 i 1000 pz

v' Markery wielko$ci bialek

PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific) — wielkosci rekombinowanych
biatek: 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 70, 100, 150 1 250 kDa

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) — wielkosci wybarwionych
rekombinowanych biatek: 10, 15, 25, 35, 40, 55, 70, 100, 130, 180 kDa

3.12. Zestawy komercyjne

v’ Zestaw do izolacji plazmidowego DNA
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega)

v’ Zestaw do elucji fragmentéw DNA z zelu agarozowego
QIAEX 1l Gel Extraction Kit (Qiagen)

v Zestaw do oczyszczania produktow reakcji PCR

GeneJET™ PCR Purification Kit (Thermo Scientific)

v Zestaw do hybrydyzacji typu Southern
ECL Direct Nucleic Acid Labeling and Detection Systems (GE Healthcare)

v’ Zestaw do badania oddzialywan bialek z DNA
LightShift™ Chemiluminescent EMSA Kit (Thermo Scientific)

v Zestaw do odwrotnej transkrypcji

SuperScript™ III First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen)
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v’ Zestaw do qRT-PCR
Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific)

v Zestaw do pomiaru stezenia bialka metoda Bradforda
Bradford Reagent (BioShop)

v Zestaw do wywolania reakcji chemiluminescencji w metodzie western blot

WESTAR SUN (Cyanagen)

v’ Zestaw do oznaczania stezenia azotynéw

Griess Reagent System (Promega)

v’ Zestaw do oznaczania stezenia amoniaku

Ammonium Test (Merck)

v’ Zestaw do okreslania integralno$ci RNA

Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies)

v Zestaw do rybodeplecji
Ribo-Zero® rRNA Removal Kit (Illumina)

v’ Zestaw do przygotowania bibliotek do analizy RNA-Seq
KAPA Stranded RNA-Seq Library Preparation Kit (KAPA BIOSYSTEMS)

v’ Zestaw do analizy ilo$ciowej i jakoSciowej bibliotek
Agilent DNA 1000 Kit (Agilent)

v' Zestaw do oznaczania molarnos$ci bibliotek

NEBNext® Library Quant Kit for lllumina® (New England Biolabs)

3.13. Pozostale odczynniki i materialy

Filtry strzykawkowe o $rednicy poréw 0,22 um 1 0,45 um (TPP)

Mieszanina nukleotydéw dNTP Mix (Thermo Scientific)

Kolumny do wymiany buforow Sephadex G-25 Desalting Columns (GE Healthcare)
Kolumny HiTrap SP FF (GE Healthcare)

Kulki magnetyczne HisPur Ni-NTA (Thermo Scientific)

Kulki magnetyczne AMPure XP (Beckman Coulter)

Probowki z kulkami krzemionkowymi o $rednicy 0,1 mm Lysing Matrix (MP Biomedicals)
Ztoze HisPur Ni-NTA (Thermo Scientific)

Ztoze amylozowe (BioLabs)
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Koncentratory do biatek Vivaspin® 6, 10 kDa MWCO (GE Healthcare)

Celulozowa bibuta chromatograficzna (Whatman)

Membrana nylonowa Amersham Hybond-N (GE Healthcare)

Membrana PVDF (Thermo Scientific)

Klisze rentgenowskie Pierce CL-Xposure™ (Thermo Scientific)

Kaseta rentgenowska (Carl Roth)

Kulki cyrkoniowe o $rednicy 0,1 mm (BioSpec Products)

Barwnik do zeli biatkowych Instant Blue (Expedeon)

Butelki hodowlane 25cm? (Corning)

GlycoBlue (Invitrogen)

96-dotkowe ptytki polistyrenowe (Nunc)

Utrwalacz Carestream® Kodak® autoradiography GBX fixer/replenisher (Sigma-Aldrich)
Wywotywacz Carestream® Kodak® autoradiography GBX developer/replenisher (Sigma-
Aldrich)

Kuwety do elektroporacji (Sigma-Aldrich)

3.14. Aparatura

Wiréwka do probéwek typu Eppendorf MiniSpin® (Eppendorf)

Wiréwka do probowek typu Falcon 5804 (Eppendorf)
Spektofotometr/Fluorymetr DS-11 FX (DeNovix)

Spektofotometr do ptytek 96-dotkowych Benchmark Plus (BIO-RAD)
Termocykler Veriti™ 96-dotkowy (Applied Biosystems)

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent)

Wiytrzasarka (Infors Orbitron)

Mini Beadbeater-8 (BioSpec Products)

Aparat do elektroporacji (BioRad GenePulser)

Aparat UV Stratalinker 1800 (Stratagene)

Wywotywarka filmow rentgenowskich Medical X-ray Processor (Kodak)
Sonda ultradzwiekowa (Bioblok)

System do oczyszczania biatek AKTA start (GE Healthcare)

Urzadzenie do oznaczania gesto$ci mikrobow DENSILAMETR II (Erba Lachema)
Homogenizator FastPrep®-24 (MP Biomedicals)

Sekwenator NextSeq 500 (Illumina)

Urzadzenie 7900HT real-time PCR (Applied Biosystems)
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Zautomatyzowany inkubator OmniLog (BIOLOG)
Skaner fluorescencyjny Typhoon 8600 Imager Scanner (GE Healthcare)
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4. Metody

4.1. Hodowle bakteryjne

Hodowle bakteryjne E. coli prowadzono w podiozu LB w temperaturze 37°C przez
okres od 16 do 24 godzin, zaleznie od potrzeb eksperymentu. Hodowle ptynne namnazano
w szklanych probowkach lub kolbkach, w ktorych ilo$¢ podiloza nie przekraczata
1/5 objetosci, na wytrzasarce o ruchu obrotowym, przy predkosci 140 rpm. Hodowle
stacjonarne prowadzono na zestalonym podtozu na szalkach Petriego.

Hodowle bakteryjne M. smegmatis prowadzono w podiozu ptynnym Middlebrook
7H9/OADC lub na podiozu stalym Middlebrook 7H10/OADC w temperaturze 37°C.
Hodowle plynne namnazano w szklanych kolbkach, w ktorych ilo$¢ podtoza nie przekraczata
1/5 objetosci, przez okres od 12 do 72 godzin, zaleznie od potrzeb eksperymentu, na
wytrzasarce o ruchu obrotowym, przy predkosci 140 rpm. Hodowle stacjonarne prowadzono
na szalkach Petriego przez okres od 48 do 96 godzin.

Hodowle bakteryjne M. tuberculosis prowadzono w podtozu ptynnym Middlebrook
7H9/OADC lub na podiozu stalym Middlebrook 7H10/OADC w temperaturze 37°C.
Hodowle plynne namnazano w plastikowych butelkach hodowlanych, w ktérych ilos¢
podtoza nie przekraczata 1/5 objetosci przez okres od 5 do 14 dni, zaleznie od potrzeb
eksperymentu. Hodowle stacjonarne prowadzono na szalkach Petriego przez okres od 2 do
3 tygodni.

W celu selekcji mikroorganizmow, na rdznych etapach badan do podt6éz hodowlanych

dodawano antybiotyki lub inne substancje w odpowiednich stezeniach.

4.2. 1zolacja plazmidowego DNA

Izolacje plazmidowego DNA wykonywano przy uzyciu gotowego zestawu
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) zgodnie z zaleceniami

producenta.

4.3. lIzolacja chromosomalnego DNA

Izolacj¢ chromosomalnego DNA z komorek M. smegmatis i M. tuberculosis
wykonywano metodg mechanicznej dezintegracji komorek (Yamamoto i wsp., 2001)
z modyfikacjami.

Komoérki M. smegmatis i M. tuberculosis pobierano jalowa eza z podtoza statego

1 zawieszano w probowce typu Eppendorf w 200 pl buforu TE z dodatkiem kulek
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cyrkoniowych o $rednicy 0,1 mm. Komoérki rozbijano dwukrotnie przy uzyciu Mini
Beadbeater-8 z 5 minutowa przerwa w tazni lodowej, po czym do probéwek dodawano 200 pl
DNAzolu w celu lizy komoérek. Aby oczys$ci¢ chromosomalne DNA do zawiesiny dodawano
200 pl mieszaniny chloroform:alkohol izoamylowy i wytrzgsano. Po 10 minutach probki
wirowano w temperaturze 4°C, przez 20 minut, przy predkosci 14000 rpm, po czym
przenoszono goérng, wodng warstwe do nowej probowki typu Eppendorf. W kolejnym etapie
DNA precypitowano poprzez dodanie do probowki 3 objetosci zimnego 96% etanolu oraz
0,05 objetosci 5 M octanu sodu, w celu zageszczenia 1 oczyszczenia kwasow nukleinowych.
Po 20 minutach inkubacji w tazni lodowej probki wirowano przez 20 minut w temperaturze
4°C, przy predkosci 14000 rpm, nastgpnie osad przemywano 700 pl 70% etanolu i ponownie
wirowano w tych samych warunkach. Uzyskany osad suszono i zawieszano w 70 pul
dejonizowanej H,O, po czym do probek dodawano RNAzy w stezeniu 100 pg/ml
i prowadzono inkubacj¢ przez 30 minut, w temperaturze 37°C, celem pozbycia si¢

zanieczyszczen w postaci RNA.

4.4. Amplifikacja DNA w reakcji PCR

Amplifikacjg DNA przeprowadzano z uzyciem polimerazy DNA, w buforze
zalaczonym przez producenta enzymu, w objetosci koncowej 50 pl. Reakcje PCR
rozpoczynala wstgpna denaturacja w temperaturze 95°C przez 2 minuty. Kolejny etap
stanowilo 35 nastgpujacych po sobie cykli, z ktorych kazdy skladat si¢ z nastgpujacych
etapow:

v’ Denaturacja — w temperaturze 95°C przez 30 sekund

v' Przylaczanie starterow — w temperaturze zaleznej od uzytych oligonukleotydow przez
45 sekund

v Elongacja — w temperaturze 68°C lub 72°C (w zalezno$ci od polimerazy) przez 60 sekund
(na kazde 1000 pz)

Po wszystkich cyklach prowadzono koncowa elongacje w temperaturze 68°C lub 72°C przez

15 minut, po czym probki schtadzano do temperatury 4°C.

4.5. Trawienie enzymami restrykcyjnymi

Reakcje trawienia endonukleazami DNA prowadzono w buforze dostarczonym przez
producenta enzymow restrykcyjnych, w koncowej objetosci 20 pl, w temperaturze 37°C,
przez okres 30 minut w przypadku trawienia jednym enzymem badZz 60 minut przy

zastosowaniu dwoch endonukleaz.
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4.6. Elektroforeza pozioma w zelu agarozowym

Elektroforeze pozioma fragmentow DNA w zelu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny prowadzono w celu rozdziatu czasteczek o réznych rozmiarach. Oceny wielkosci
dokonywano w oparciu o komercyjne markery wielkosci. Rozdziat prowadzono w buforze
TAE przy napi¢ciu pradu 5V/cm odleglosci migedzy elektrodami, w temperaturze pokojowe;.
Wizualizacja rozdzielonych fragmentow kwaséw deoksyrybonukleinowych byla mozliwa

w $wietle UV przy dhugosci fali 320 nm.

4.7. Elucja z zeli agarozowych

Elucje fragmentow DNA z zelu wykonywano przy uzyciu komercyjnego zestawu

QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen) zgodnie z zaleceniami producenta.

4.8. Precypitacja DNA

Precypitacj¢ DNA przeprowadzano poprzez dodanie do probek 3 objetosci zimnego
96% etanolu oraz 0,1 objetosci 5 M octanu potasu i inkubacj¢ w temperaturze -70°C przez
1 godzine, badz poprzez dodanie 1 objetosci izopropanolu oraz 0,1 objetosci 5 M octanu
potasu i inkubacje w temperaturze pokojowej przez 10 min. Po inkubacji probki wirowano
w temperaturze pokojowej przez 10 minut, przy predkosci 14000 rpm, osad przemywano
300 pl 70% etanolu 1 ponownie wirowano w temperaturze pokojowej przez 7 min, przy
predkosci 14000 rpm. Supernatant odrzucano a osad suszono przez 15 minut w temperaturze

55°C i1 zawieszano w 12 pl dejonizowanej H,O.

4.9. Laczenie fragmentow DNA

Fragmenty DNA laczono przy uzyciu ligazy DNA T4 w buforze zalaczonym przez
producenta enzymu, w koncowej objetosci 20 pl 1 w temperaturze 22°C przez 1 godzing.

Laczenia fragmentow kwasow deoksyrybonukleinowych z zastosowaniem polimerazy
DNA T4 dokonywano w buforze zalagczonym przez producenta enzymu, w koncowej
objetosci 20 pl i w temperaturze pokojowej, przez okres 30 minut. Po tym czasie do reakcji
dodawano 2,2 ul 10 mM dNTP, nastgpnie probki przenoszono na 5 minut do tazni lodowe;,
po czym inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C. Po zakonczonej inkubacji

mieszaning ponownie przenoszono na 10 minut do tazni lodowe;.
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4.10. Oczyszczanie produktow PCR

Uzyskane w reakcji PCR produkty oczyszczano uzywajac komercyjnego zestawu

GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific) wedtug zalecen producenta.

4.11. Pomiar stezenia DNA i RNA

Stezenia kwasow nukleinowych wyznaczano za pomocg spektrofotometru DS-11 FX

(DeNovix) podajacego wartosci w ng/ul.

4.12. Sekwencjonowanie fragmentow DNA

Poprawnos¢ sekwencji DNA sprawdzano poprzez sekwencjonowanie metoda Sangera,
za pomocg urzadzenia Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems), ktore wykonywatla dr
Matgorzata Korycka-Machata w Instytucie Biologii Medycznej PAN.

4.13. Przygotowanie plazmidowego DNA do rekombinacji

Plazmidowy DNA poddawano dziataniu 0,2 M NaOH w obecnosci 0,02 mM EDTA
przez 30 minut, w temperaturze 37°C. Po inkubacji probki DNA precypitowano i poddawano

elektrotransformacji do komorek kompetentnych M. smegmatis i M. tuberculosis.

4.14. Transformacja szczepow E. coli
Przygotowanie komorek kompetentnych z zastosowaniem chlorku rubidu

Hodowl¢ ptynng komorek bakteryjnych E. coli 0 objetosci 100 ml prowadzono w
podlozu LB z wytrzasaniem, w temperaturze 37°C, do czasu uzyskania warto$ci
wspotczynnika gestosci optycznej ODgo=0,48 — 0,5. Nastepnie hodowlg inkubowano w tazni
lodowej przez okres 30 minut, po czym komorki wirowano przez 10 minut w temperaturze
4°C, przy predkosci 4500 rpm. Osad komoérek zawieszano w 30 ml schtodzonego buforu I
1 inkubowano w tazni lodowej przez 2 godziny. Po tym czasie komorki wirowano przez
10 minut w temperaturze 4°C przy predkosci 2500 rpm, a uzyskany osad zawieszano w 3 ml
zimnego buforu II. Zawieszone komorki porcjowano po 50 pl do jalowych probdéwek typu

Eppendorf i przechowywano w temperaturze -70°C.

Transformacja metoda szoku termicznego

Komorki kompetentne rozmrazano w lazni lodowej przez 30 minut, po czym
dodawano plazmidowy DNA i inkubowano w tazni lodowej przez kolejne 30 minut. Po tym

czasie komorki poddawano szokowi termicznemu w temperaturze 42°C przez 90 sekund
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1 schtadzano w tazni lodowej przez 2 minuty. Nastepnie do komoérek dodawano 500 pl
jalowego podioza LB i inkubowano przez 1 godzing, w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem.
Po zakonczonej inkubacji mieszaning komorek wysiewano na podtoze stale LB, zawierajace

odpowiednie czynniki selekcyjne.

4.15. Elektrotransformacja komérek M. smegmatis

Do wprowadzenia obcego DNA do komodrek mykobakterii stosowano technike
elektroporacji, w ktorej pod wptywem impulsu elektrycznego, w $rodowisku wodnym,
dochodzi do destabilizacji oston komoérkowych i zwigkszenia ich przepuszczalnosci dla

obcego materialu genetycznego.

Przygotowanie komorek kompetentnych

Hodowle ptynna komoérek mykobakterii o objetosci 100 ml prowadzono w podtozu
Middlebrook 7H9/OADC w temperaturze 37°C, z wytrzasaniem, do czasu uzyskania wartosci
wspoélczynnika gestosci optycznej ODgpp=0,6 — 0,8. Nast¢pnie hodowle inkubowano przez
1,5 godziny w tazni lodowej, po czym komorki wirowano przez 10 minut w temperaturze
4°C, przy predkosci 8000 rpm. Osad zawieszano w 90 ml 10% schlodzonego jatowego
glicerolu i ponownie wirowano przez 10 minut w temperaturze 4°C, przy predkosci
8000 rpm. Czynno$¢ te powtarzano jeszcze dwukrotnie zmniejszajac objetos¢ glicerolu,
w ktéorym zawieszano komorki, uzywajac 30 ml, a nastepnie 5 ml 10% glicerolu. Po ostatnim
wirowaniu osad komorek zawieszano w 1 ml schtodzonego 10% glicerolu, porcjowano po

100 pl do jatowych probowek typu Eppendorf i przechowywano w temperaturze -70°C.

Transformacja przez elektroporacje

Komorki kompetentne rozmrazano przez 30 minut w tazni lodowej, po czym
wirowano przez 10 minut w temperaturze 4°C, przy predkosci 8000 rpm. Osad zawieszano
w 100 pl $wiezego, jalowego 1 schtodzonego 10% glicerolu i do tak przygotowanych
komorek dodawano plazmidowego DNA. Zawiesing mieszano 1 przenoszono do
schtodzonych kuwet, ktore nastgpnie wktadano do aparatu do elektroporacji, gdzie przy
napieciu 2,5 kV, oporze 1000 Q 1 pojemnosci elektrycznej 25 pF przeprowadzano
elektrotransformacj¢. Po zakoficzonym procesie zawarto§¢ kuwety przenoszono do probowki
typu Falcon z 5 ml podtoza ptynnego Middlebrook 7H9/OADC. Po 20 godzinach inkubacji
w temperaturze 37°C, hodowle wysiewano na podloze stale Middlebrook 7H10/OADC

67



Metody

zawierajace odpowiednie czynniki selekcyjne 1 inkubowano w temperaturze 37°C przez

3-4 dni.

4.16. Elektrotransformacja komérek M. tuberculosis
Przygotowanie komérek kompetentnych

Komérki mykobakterii namnazano w objetosci 10 ml w podlozu plynnym
Middlebrook 7H9 z dodatkiem OADC, w temperaturze 37°C, do momentu uzyskania
warto$ci wspolczynnika gestosci optycznej ODgpo=0,8 — 1. Po tym czasie do komorek
dodawano jalowej glicyny do uzyskania koncowego stezenia 1,5%. Hodowle inkubowano
przez 24 godziny w temperaturze 37°C, a nastepnie wirowano przez 10 minut w temperaturze
25°C, przy predkosci 4500 rpm. Osad zawieszano w 10 ml ogrzanego do temperatury 37°C
jalowego 10% glicerolu i ponownie wirowano przez 10 minut w temperaturze 25°C, przy
predkosci 4500 rpm. Czynno$¢ t¢ powtarzano jeszcze dwukrotnie. Po ostatnim wirowaniu
osad komorek zawieszano w 400 pl ogrzanego 10% glicerolu, porcjowano po 200 ul do

jatowych probowek typu Eppendorf i poddawano elektroporacji.

Transformacja przez elektroporacje

Do komorek kompetentnych dodawano plazmidowego DNA, mieszano i przenoszono
przygotowang zawiesing do ogrzanych kuwet, ktore nastgpnie wktadano do aparatu do
elektroporacji, gdzie przy napieciu 2,5 kV, oporze 1000 Q i pojemnosci elektrycznej 25 uF
przeprowadzano elektrotransformacj¢. Po zakoficzonym procesie zawartos¢ kuwety
przenoszono do probowki typu Falcon z 5 ml podtoza ptynnego Middlebrook 7TH9/OADC. Po
24 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C, hodowle wysiewano na podloze stale
Middlebrook 7H10/OADC zawierajace odpowiednie czynniki selekcyjne i inkubowano
w temperaturze 37°C, przez okres 4-6 tygodni.

4.17. Konstrukcja wektora do homologicznej rekombinacji

Wektory do homologicznej rekombinacji przygotowywano poprzez wklonowanie
fragmentdéw DNA ,,oskrzydlajagcych” badany gen wraz z wewnetrzng delecja do wektora
p2NIL niosgcego geny markerowe. Nalezg do nich: gen aph nadajgcy opornos¢ na
kanamycyne, gen lacZ kodujacy enzym rozktadajacy X-gal oraz gen sacB nadajacy
wrazliwos$¢ na sacharoze. Ich obecno$¢ pozwala na selekcje rekombinantdow uzyskanych na

etapie tworzenia si¢ mutantéw SCO (pojedynczych krzyzowych rekombinantéw) oraz DCO
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(podwojnych krzyzowych rekombinantow). Schemat konstrukcji wektorow do homologicznej
rekombinacji przedstawiono na Rycinie 4.1.

Amplifikacja zewnetrznych sekwencji
badanego genu

gen MCS  Pacl
e — /7
[— | i p2NIL ]
-— W 4753 b /)
delecja ORIE P Jorint
Agen Pacl \

’ aph (KmR) pGOAL17

suicide cassette

(sacB, lacZ)

Pacl
Agen (l i R Pacl
dwuetapowe klonowanie ORIE'Q J oRift
do wektora p2NIL \ V 4 pGOAL17
v bla (AmpR) 8833 bp
ey ORIE

e

1 Pacl Pacl
[————————]

sacB lacZ
kaseta markerowa
Agen Pacl / z wektora pGOAL17

| / __ Pacl

ORIE || / orif1
aph (KmR)

gotowy wektor do rekombinacji
Rycina 4.1. Schemat konstrukcji wektora do homologicznej rekombinacji.

4.18. Otrzymywanie mutantéw SCO i DCO

Do komorek kompetentnych M. smegmatis i M. tuberculosis wprowadzano na drodze
elektroporacji skonstruowane wektory do homologicznej rekombinacji. Mutanty SCO
uzyskiwano w wyniku zaj$cia pojedynczej rekombinacji homologicznej, efektem ktorej byta
integracja plazmidowego DNA do chromosomu mykobakterii w sasiedztwie sekwencji
homologicznych. Proces ten powodowat nabycie przez komorki cech kodowanych przez geny
obecne na plazmidzie (aph, lacZ, sacB), co umozliwiato selekcj¢ mutantow SCO, w genomie
ktorych znajdowata sig ,,dzika” i zmutowana kopia badanego genu.

Mutanty DCO uzyskiwano w wyniku zaj$cia podwojnej rekombinacji homologicznej,
prowadzace] do utracenia plazmidowego DNA, z jednoczesng delecja genéw markerowych
oraz delecja dzikiej lub zmutowanej kopii badanego genu. Schemat otrzymywania mutantow

SCO i DCO przedstawiono na Rycinie 4.2.
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Agen Pacl
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!

Selekcja mutantéw SCO (single crossover) i DCO (double crossover),
analiza PCR na matrycy chromosomalnego DNA

chromosomalna

dzika kopia genu sucB, lacZ KanR zmutowana kopia genu
SCO
wt. gen / \ Agen
—_— p—
DCO typu dzikiego ukierunkowany, nieoznakowany
mutant DCO

Rycina 4.2. Schemat uzyskiwania mutantow SCO i DCO.

4.19. Poszukiwanie mutantéow SCO i DCO

Selekcji mutantow SCO i DCO dokonywano na podlozach statych zawierajacych
czynniki selekcyjne, w oparciu o cechy, ktéore mutanty nabyly badz utracity podczas
rekombinacji homologicznej. Na Rycinie 4.3. przedstawiono poszczegolne etapy selekcji

mutantow SCO 1 DCO.
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Rycina 4.3. Schemat selekcji mutantow SCO i DCO.
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4.20. Konstrukcja wektorow integracyjnych do komplementacji mutantéow typu DCO

Konstrukcja wektorow integracyjnych wymagata amplifikacji genow msmeg_0432,
rv0260c i rv0195 na matrycy chromosomalnego DNA M. smegmatis oraz M. tuberculosis,
w zaleznosci od pochodzenia genu. Gen rv0195 amplifikowano wraz z sekwencja
potencjalnego promotora.

Sekwencje kodujace geny msmeg_0432 i rv0260c wklonowano niezaleznie do
wektora pMV261 pod kontrolg promotora Phspeo, Z Ktorego nastgpnie wycig¢to je wraz
z sekwencjg promotora i wklonowano do wektora integracyjnego pMV306Km. Sekwencje
kodujaca gen rv0195 wraz z sekwencja wlasnego promotora wklonowano bezposrednio do
wektora pMV306Km. Etapy konstrukcji poszczegdlnych wektorow do komplementaciji

przedstawiono na Rycinie 4.4.
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Rycina 4.4. Schemat konstrukcji wektorow do komplementacji mutantow.
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4.21. Hybrydyzacja metodg Southern blot

Potwierdzenia genotypu mutantow DCO M. smegmatis i M. tuberculosis dokonywano
metoda Southern blot, stosujac odczynniki pochodzace z komercyjnego zestawu do

hybrydyzacji ECL Direct Nucleic Acid Labeling and Detection Systems (GE Healthcare).

Przygotowanie i przeniesieniec DNA na membran¢ nylonowa, w oparciu o metode

kapilarng

Genomowy DNA w ilo$ci 2 pg trawiono odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi
i rozdzielano w 0,8% zelu agarozowym przez 2 godziny, pod napieciem 70 V. Zel ptukano po
kolei w roztworach: depurynujacym przez 10 minut, denaturujgcym (dwukrotnie) przez
15 minut oraz neutralizujagcym (dwukrotnie) przez 15 minut. Po kazdej zmianie buforu, zel
przeptukiwano woda destylowang. Na kuwecie wypekionej 20xstezonym buforem SSC
umieszczano szklang ptytke do transferu, przykryta bibulta Whatmana nasaczong
w 20xstezonym buforze SSC w taki sposob, aby jej konce byty zanurzone w buforze
wypehiajacym kuwete. Na bibule naktadano zel agarozowy, na ktérym nastgpnie
umieszczano nylonowa membrang o rozmiarach zelu nasgczong 2xstgzonym buforem SSC,
6 arkuszy bibuty Whatmana, z ktorych pierwsze 3 byly nasagczone 2xstezonym buforem SSC,
a kolejne 3 byly suche. Cato§¢ przykrywano 10-centymetrowa warstwa materialu ssacego,
ktorym byly reczniki papierowe, pod obciazeniem. Przygotowany transfer prowadzono przez
16 godzin w temperaturze pokojowej. Obecna w uktadzie sila kapilarna powodowala
przesigkanie przez uktad 20xstezonego buforu SSC i podsaczanie recznikdéw papierowych,

w efekcie czego zachodzit transfer DNA z Zelu na nylonowa membraneg.

Utrwalenie DNA na nylonowej membranie

Po catonocnym transferze membrane z DNA ptukano w 2xst¢zonym buforze SSC,
nastgpnie suszono i utrwalano w $wietle UV, w aparacie UV Stratalinker 1800 (Stratagene)

(auto cross link - 1200 pJ x 100).

Znakowanie sondy

Znakowanie DNA bedacego sondg polegato na kowalencyjnym wigzaniu polianionu
sondy z termostabilng alkaliczng fosfataza, w obecnos$ci aldehydu glutarowego posiadajacego
wlasciwosci sieciujace. Sonde amplifikowano w reakcji PCR przy uzyciu odpowiednich
startero6w, nastepnie 100 ng produktu doprowadzonego do stezenia 10 ng/pul inkubowano

przez 5 minut we wrzacej tazni wodnej, po czym schtadzano w tazni lodowej. Do probki
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dodawano 10 ul buforu reakcyjnego, 2 ul odczynnika znakujacego oraz 10 ul aldehydu

glutarowego. Przygotowang mieszaning inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C.

Prehybrydyzacja i hybrydyzacja

Membrang umieszczano w tubie hybrydyzacyjnej, ktérag nastgpnie wypelniano
ogrzanym do 55°C buforem hybrydyzacyjnym, w ilosci 0,125 ml buforu na 1 cm? membrany.
Tube umieszczano w ogrzanym do 55°C piecu hybrydyzacyjnym i inkubowano przez
1 godzing. Po tym czasie do buforu dodawano wyznakowana wedtug instrukcji producenta

sonde i prowadzono 12 godzinng inkubacje w temperaturze 55°C.

Detekcja sygnalu

Po inkubacji membrang ptukano dwukrotnie przez 10 minut w temperaturze 55°C,
buforem przemywajacym I, ogrzanym do tej samej temperatury. Nast¢pnie, membrane
umieszczano w czystej kuwecie 1 dwukrotnie ptukano przez 5 minut w temperaturze
pokojowej, buforem przemywajacym II. Przeplukang membrane odsaczano z nadmiaru
buforu i przenoszono do nowej, czystej kuwety. Na powierzchni¢ membrany nanoszono
odczynnik do detekcji w ilosci 40 ul na 1 cm? membrany i inkubowano przez 5 minut
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie membran¢ umieszczano w przezroczystej folii
i w kasecie rentgenowskiej. W ciemnosci na membrang naktadano klisz¢ rentgenowska, ktora
poddawano 1 godzinnej ekspozycji. Po tym czasie klisz¢ wywolywano w automatycznej
wywotywarce Medical X-ray Processor (Kodak).

4.22. Globalna analiza transkryptomu
Indukcja glodu azotowego w hodowlach szczepow M. smegmatis

Szczep dziki oraz szczepy badanych mutantéw M. smegmatis hodowano w podtozu
Middlebrook 7H9/OADC w objetosci 100 ml, z wytrzasaniem, w temperaturze 37°C, do
czasu uzyskania wartoSci wspolczynnika gesto$ci optycznej ODgo=0,6-0,8. Hodowle te
wirowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej, przy predkosci 4500 rpm, nastgpnie
osad zawieszano w 50 ml podtoza Sautona pozbawionym zrodta azotu i ponownie wirowano
przez 10 minut w temperaturze pokojowej, przy predkosci 4500 rpm. Czynno$¢ t¢ powtarzano
jeszcze dwukrotnie zmniejszajac objetos¢ podtoza, w ktérym zawieszano komorki, uzywajac
30 ml, a nastepnie 10 ml podtoza. Zawiesiny komorek wykorzystywano do zaszczepiania
100 ml podioza Sautona pozbawionego zrodta azotu, do uzyskania wartosci wspodtczynnika

gestosci optycznej ODgop=0,1. Do przygotowanych hodowli dodawano siarczanu amonu
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stanowigcego w podiozu jedyne zrodio azotu, do uzyskania koncowego stezenia w hodowli
1 mM i 30 mM. Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem, 0znaczajac w
wybranych punktach czasowych obecnos¢ jondw amonowych w hodowlach. Po dwoéch
godzinach od calkowitego wyczerpania jonow amonowych w hodowlach zawierajacych
poczatkowo 1 mM siarczanu amonu, wszystkie hodowle wirowano przez 20 minut w
temperaturze pokojowej, przy predkosci 4500 rpm. Hodowle, w ktorych poczatkowe stezenie
siarczanu amonu wynosito 30 mM, stanowily kontrole eksperymentu. Osady komorek

przechowywano w temperaturze -70°C.

Oznaczanie stezenia jonéw amonowych w hodowlach M. smegmatis metoda

kolorymetryczna

Stezenie jonéw amonowych w hodowlach M. smegmatis zawierajacych siarczan
amonu jako jedyne zrodlo azotu wyznaczano za pomocag gotowego zestawu Ammonium Test

(Merck), zgodnie z zaleceniami producenta.

Izolacja RNA z komoérek Mycobacterium z uzyciem odczynnika TRIzol

Osady komorek zawieszano w 300 pul wody DEPC 1 przenoszono do nowych
proboéwek typu Eppendorf. Do zawiesiny dodawano 900 pl odczynnika TRIzol, calos¢
doktadnie mieszano i przenoszono do probowek Lysing Matrix (MP Biomedicals)
wypetionych krzemionkowymi kuleczkami o srednicy 0,1 mm. Probowki przechowywano
w tazni lodowej do czasu dwukrotnej homogenizacji mieszaniny przez 40 sekund (6 m/s) na
urzadzeniu FastPrep®-24 (MP Biomedicals). W czasie 5 minutowe] przerwy miedzy
homogenizacjami oraz po ich zakonczeniu prébki przechowywano w tazni lodowej. Po
schtodzeniu 1 osadzeniu si¢ kuleczek na dnie probowki, znad osadu pobierano supernatant,
ktory przenoszono do nowej proboéwki typu Eppendorf i wirowano przez 7 minut
w temperaturze 4°C, przy predkosci 12000 g. Po wirowaniu, supernatant ponownie
przenoszono do nowej probowki typu Eppendorf i inkubowano przez 5 minut w temperaturze
pokojowej, celem dysocjacji nukleoprotein zwigzanych z RNA. Po tym czasie do lizatu
dodawano 250 ul chloroformu i energicznie mieszano przez 2 minuty. Mieszaning
inkubowano przez 10 minut na lodzie i wirowano przez 15 minut w temperaturze 4°C, przy
predkosci 12000 g. Do nowej probdéwki typu Eppendorf przenoszono okoto 2/3 gbrnej fazy
wodnej, ktérg nastgpnie precypitowano 1 objetoscig izopropanolu, 1/10 objetosci 3 M octanu
sodu o pH=5,7 oraz 1 pl odczynnika GlycoBlue (Invitrogen) zwickszajacego wydajnosé

precypitacji, ktorg prowadzono w temperaturze -20°C przez noc. Po nocy probki wirowano
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przez 30 minut w temperaturze 4°C, przy predkosci 20000 g, po czym supernatant
dekantowano a osad przemywano 500 pl 70% schtodzonego etanolu. Probki ponownie
wirowano przez 30 minut w temperaturze 4°C, przy predkosci 20000 g, nastgpnie supernatant
dekantowano, natomiast osad suszono w temperaturze pokojowej przez okoto 15 minut
1 zawieszano w 40 pl wody DEPC. Uzyskany preparat stanowil mieszaning RNA i DNA
(,brudny” RNA), ktorej stezenie oznaczano przy uzyciu spektrofotometru DS-11 FX
(DeNovix).

W celu usunigcia pozostatosci DNA z preparatow RNA, 10 pg ,,brudnego” RNA
trawiono DNazg pochodzgcg z komercyjnego zestawu TURBO DNA-free™ Kit (Ambion),
wedlug zalecen producenta, z zastosowaniem buforow i odczynnikow zataczonych
w zestawie. Po przeprowadzonej reakcji trawienia, stgzenia prébek RNA oznaczano na
spektrofotometrze DS-11 FX (DeNovix).

Integralno$¢ uzyskanego preparatu RNA okreslano za pomocg zestawu Agilent RNA
6000 Nano Kit (Agilent Technologies), na urzadzeniu Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent),

zgodnie z zaleceniami producenta.

Usuni¢cie rRNA z preparatow RNA

Do dalszych etapéw analiz wykorzystywano preparaty RNA charakteryzujace si¢
warto$cig wspotczynnika integralnosci RNA powyzej 7. Przed przystapieniem do procedury
eliminacji TRNA z probek RNA, uzyskane preparaty oczyszczano przy uzyciu kulek
magnetycznych AMPure XP (Beckman Coulter). Do probéwki typu Eppendorf przenoszono
probki RNA, nastgpnie dodawano dwukrotng objetos¢ kulek magnetycznych i mieszano.
Po 15 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej, przy uzyciu separatora magnetycznego
supernatant dekantowano, a nastgpnie do kulek dodawano 200 pl 70% etanolu 1 inkubowano
30 sekund. Po tym czasie z probki umieszczone] na separatorze magnetycznym usuwano
supernatant 1 ponownie dodawano 200 pl 70% etanolu. Po zdekantowaniu supernatantu
probki pozostawiano na separatorze magnetycznym w temperaturze pokojowej, do czasu
wyschniecia kulek. Nastgpnie zawieszano je w 13,5 pl wody DEPC, inkubowano przez
2 minuty w temperaturze pokojowej i umieszczano na separatorze magnetycznym. Eluaty
zawierajace oczyszczone RNA przenoszono do nowych probowek typu Eppendorf
i poddawano procedurze usuwania rRNA. Do tego celu wykorzystywano gotowy zestaw
Ribo-Zero rRNA Removal Kit (Illumina), ktory uzywano zgodnie z instrukcja zalaczona

przez producenta.
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Przygotowanie bibliotek

Biblioteki do sekwencjonowania przygotowywano z uzyciem komercyjnego zestawu
KAPA Stranded RNA-Seq Library Preparation Kit (KAPA BIOSYSTEMS), wedtug zalecen
producenta. Poszczegélne etapy procedury obejmowaty fragmentacje RNA, syntez¢ cDNA,
synteze drugiej nici, naprawe 1 adenylacje koncéw DNA, ligacje adapterow oraz amplifikacje
bibliotek. Uzyskanym bibliotekom nadano 6-nukleotydowe indeksy, przy uzyciu
odpowiednich oligonukletydow. Okreslenie jakosci, ilosci oraz $redniej wielkosci bibliotek
wykonano na urzadzeniu Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent), stosujac odczynniki gotowego
zestawu Agilent DNA 1000 Kit (Agilent), zgodnie z instrukcja producenta, natomiast
molarno$¢ bibliotek przed sekwencjonowaniem sprawdzono za pomoca gotowego zestawu

NEBNext® Library Quant Kit for lllumina® (New England Biolabs).

Sekwencjonowanie bibliotek

Biblioteki sekwencjonowano na urzadzeniu NextSeq 500 (Illumina) w Pracowni
Biobank Katedry Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu Lodzkiego przez dr Dominika
Strapagiela. Wszystkie bioinformatyczne analizy wynikéw sekwencjonowania RNA, przy
uzyciu szeregu skryptow i programéw wykonat dr Przemystaw Plocinski, w Instytucie
Biologii Medycznej PAN. Indeksy sekwencjonowania usuwano za pomoca oprogramowania
Cutadapt, natomiast jako$¢ odczytow sprawdzano w programie Sickle. Przycigte odczyty
mapowano do genomu M. smegmatis przy uzyciu narzgdzia Bowtie 2. Zmapowane odczyty
zliczono do odpowiednich gendéw przy uzyciu skryptu HTSeq-count, a réznice migdzy
testowanymi warunkami analizowano za pomocg internetowe] platformy Degust.
Do opracowania motywow DNA zwigzanych z regulacja transkrypcji wykorzystano

natomiast analiz¢ MEME (Multiple Em for Motif Elicitation).

4.23. Tlosciowy PCR z odwrotna transkryptaza (QRT-PCR)
Reakcja odwrotnej transkrypcji (synteza cODNA)

W celu weryfikacji wynikow uzyskanych z sekwencjonowania transkryptomu,
przeprowadzano analiz¢ ekspresji wybranych gendéw metoda gRT-PCR (ang. real-time
quantitative reverse transcription PCR), do ktorej niezbgdna byta synteza cDNA na matrycy
RNA.

Do reakcji odwrotnej transkrypcji uzywano zestawu SuperScript Il First-Strand
Synthesis Super Mix kit (Invitrogen), wedtug zalecen producenta. Reakcje dla 1 pg RNA

pozbawionego DNA, w obecnosci losowych heksanukleotydow  starterowych
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przygotowywano w objetosci 20 ul. Mieszaning RNA, heksanukleotyddéw starterowych oraz
buforu uzupetiano woda DEPC do koncowej objetosci 8 ul i inkubowano przez 5 minut
w temperaturze 65°C. Po tym czasie probke schladzano do temperatury 4°C, a nast¢pnie
dodawano 10ul 2xstezonego First-Strand Reaction Mix oraz 2ul SuperScriptIlI/RNase OUT
Enzyme Mix. Cato$¢ poddawano nastepujacym inkubacjom: 10 minut w temperaturze 25°C,
50 minut w temperaturze 55°C oraz 5 minut w temperaturze 85°C. Po zakonczonych
inkubacjach uzyskany cDNA schtadzano do temperatury 4°C i przechowywano

w temperaturze -20°C.

Reakcja lancuchowa polimerazy DNA z analizg ilo$ci produktu w czasie rzeczywistym
(QRT-PCR)

Analize ekspresji gené6w metodg qRT-PCR wykonywano na urzadzeniu 7900HT real
time PCR system (Applied Biosystems) za pomocg komercyjnego zestawu Maxima SYBR
green qPCR master mix (Thermo Scientific).

Mieszanina reakcyjna byla przygotowywana w objetosci 25 pl 1 zawierata 50 ng
cDNA, 1xstezony Maxima SYBR green qPCR master mix oraz 0,3 uM kazdego startera
z pary. Reakcja obejmowata poczatkowa aktywacj¢ prowadzona w temperaturze 95°C przez
10 minut oraz 40 cykli sktadajacych si¢ z etapow: denaturacji w temperaturze 95°C przez
15 sekund, przylaczania starterow w temperaturze 62°C przez 30 sekund oraz wydtuzania
w temperaturze 72°C przez 30 sekund. Krzywa topnienia wyznaczano po zakonczonej
reakcji, w celu sprawdzenia jednorodnosci powstalych produktow PCR. Poziomy
analizowanych transkryptow odnoszono do poziomu ekspresji genu SigA kodujacego
podjednostke polimerazy RNA Mycobacterium, ulegajacego konstytutywnej ekspres;ji
podczas wzrostu bakterii. Reakcje gRT-PCR wykonywano w trzech powtorzeniach,
wykorzystujgc matryce ¢cDNA uzyskane z preparatow RNA wyizolowanych z trzech
niezaleznych hodowli. Poziomy ekspresji danego genu w szczepach badanych mutantow

M. smegmatis poréwnywano z poziomem ekspresji tego samego genu w szczepie dzikim.

Analiza wynikéw qRT-PCR metodg komparatywna

Metoda komparatywna (Livak i Schmittgen, 2001) umozliwia wyliczenie wzglgdnych
roznic poziomu ekspresji analizowanego genu miedzy szczepami badanymi, a Szczepem
dzikim. Poziom analizowanego transkryptu odnoszono do poziomu ekspresji genu
referencyjnego sigA, kodujacego u mykobakterii czynnik 6'°. Po przeprowadzonej analizie

wyznaczano cykle progowe (C;— ang. copy treshold) reakcji amplifikacji genow badanych
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oraz kontrolnych w szczepie dzikim i w szczepach badanych. Dla wszystkich szczepow
wyznaczano réznice pomiedzy wartosciami C; genu analizowanego i genu referencyjnego
(ACy):
AC; (szczep badany) = C; genu analizowanego — C; genu referencyjnego
AC; (szczep dziki) = C; genu analizowanego — C; genu referencyjnego
W kolejnym etapie dla kazdego szczepu badanego obliczano warto$¢ podwadjnej delty (AAC):
AAC; = AC; (szczep badany) - AC; (szczep dziki)

Wzgledny poziom ekspresji analizowanego genu mig¢dzy szczepami badanymi,
a szczepem dzikim wyznaczano ze wzoru R = 22", Kiedy warto$¢ parametru R jest rowna 1,
poziom ekspresji genu w szczepie badanym i szczepie dzikim jest taki sam. Warto$¢ ponizej
jednosci oznacza, ze poziom ekspresji w szczepie dzikim jest wyzszy niz w szczepie

badanym, i na odwrdt w przypadku, gdy warto$¢ R jest wieksza od jednosci.

4.24. Ocena wzrostu szczepow M. smegmatis na podlozu stalym zawierajacym azotan

sodu jako jedyne Zrédlo azotu

Hodowle szczepu dzikiego i szczepoéw badanych mutantow M. smegmatis prowadzono
w podltozu Middlebrook 7H9/OADC w objetosci 20 ml, w temperaturze 37°C,
z wytrzasaniem, do czasu uzyskania warto§ci wspolczynnika gestosci optycznej
ODgp0=0,6-0,8. Hodowle te rozcienczano w podtozu Middlebrook 7H9/OADC do uzyskania
warto$ci wspotczynnika gestosci optycznej ODgpo=0,5 po czym nanoszono po 10 ul hodowli
na podioze state YNB z dodatkiem azotanu sodu i rozprowadzano eza. Jako kontrole
eksperymentu stosowano podiloze state Middlebrook 7H10/OADC oraz YNB pozbawione

zrodta azotu. Pytki inkubowano w temperaturze 37°C przez 72 godziny.

4.25. Ocena zdolnos$ci asymilacji réznych zrodel azotu przez szczepy M. smegmatis

Hodowle szczepu dzikiego oraz szczepéw badanych mutantow M. smegmatis
prowadzono w podtozu pltynnym Middlebrook 7H9/OADC w objetosci 50 ml, w
temperaturze 37°C, z wytrzasaniem, do czasu uzyskania warto$ci wspotczynnika gestosci
optycznej ODgpp=0,6-0,8. Po tym czasie hodowle wirowano przez 10 minut w temperaturze
pokojowej, przy predkosci 4500 rpm, nastepnie osad zawieszano w 30 ml podtoza Sautona
pozbawionego zrodta azotu i ponownie wirowano przez 10 minut w temperaturze pokojowe;j,
przy predkosci 4500 rpm. Czynno$¢ te powtarzano jeszcze dwukrotnie zawieszajgc osad po
ostatnim wirowaniu w objetosci 10 ml. Zawiesiny komoérek wykorzystywano do

zaszczepiania 100 ml podtoza Sautona pozbawionego zrdodia azotu, do uzyskania warto$ci
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wspolczynnika gestosci optycznej ODgoo=0,2. Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C
przez 16 godzin, z wytrzasaniem, celem indukcji glodu azotowego u bakterii. Po tym czasie
hodowle wirowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej, przy predkosci 4500 rpm,
nastepnie osad zawieszano w 50 ml podtoza Sautona pozbawionym zrodta azotu i ponownie
wirowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej, przy predkosci 4500 rpm. Czynnos¢ tg
powtarzano jeszcze dwukrotnie zawieszajac osad po ostatnim wirowaniu w objetosci 10 ml.
Zawiesiny komorek uzywano do zaszczepienia 20 ml podloza Sautona zawierajacego roézne
zrodla azotu, do uzyskania wartosci wspotczynnika gestosci optycznej ODgo=0,1. Kontrole
eksperymentu stanowity hodowle w podlozu Middlebrook 7H9/OADC oraz w podtozu
Sautona pozbawionym zrodta azotu. Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C przez
72 godziny, z wytrzasaniem monitorujgc wzrost bakterii poprzez pomiar ggstosci optycznej
ODeggo. W okreslonych punktach czasowych pobierano po 1 ml hodowli, wykonywano szereg
rozcienczen i wysiewano po 100 ul hodowli na podtoze state Middlebrook 7H10/OADC.
Plytki inkubowano w temperaturze 37°C przez 72 godziny, a nast¢pnie okreslano ilos¢

komoérek w 1 ml badanych préb (CFU).

4.26. Ocena zdolnosci konwersji azotanow do azotynow oraz azotynéw do amoniaku

przez szczepy M. smegmatis
Okreslenie st¢zenia azotynow w hodowlach w podlozu Sautana z azotanem sodu

U mykobakterii azotany ulegaja przeksztatceniu do azotyndw, nastgpnie do amoniaku,
ktory jest podstawowym zrodlem azotu wszystkich bakterii. Aby sprawdzi¢ czy szlaki
przemian tych zwigzkow u badanych szczepow mutantow M. smegmatis sg aktywne,
w hodowlach szczepu dzikiego i szczepéw mutantow w podiozu plynnym Sautona
zawierajagcym azotan sodu jako Zrédto azotu, oceniono stezenie azotynu, produktu konwersji
azotanu.

W okreslonych punktach pomiarowych do probowek typu Eppendorf pobierano po
500 pl hodowli szczepu dzikiego oraz szczepow mutantow M. smegmatis w podtozu Sautona
z azotanem sodu. Probki wirowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut, przy predkosci
8000 rpm, nastepnie supernatant przenoszono do czystych probowek typu Eppendorf
1 wykorzystywano do oznaczen st¢zen azotynow.

Ilosciowej oceny azotynéw dokonywano na 96-dotkowych plytkach, przy uzyciu
zestawu Griess Reagent System (Promega). Do testu wykorzystywano zaltaczony do zestawu
wzorcowy roztwér azotynu pozwalajacy na wyznaczenie krzywej wzorcowej 1 obliczenie

stezen azotynOw w probkach. Szereg rozcienczen wzorca oraz analiz¢ stezen azotyndow
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w probkach wykonywano na ptytce w trzech powtdérzeniach, w koncowej objetosci 150 pl,
wedhug zalecen producenta. Pomiaru absorbancji roztworé6w dokonywano W ciggu 30 minut
od zakonczenia testu, przy dlugosci fali 550 nm, na spektofotometrze do ptytek 96-dotkowych
Benchmark Plus (BIO-RAD). Krzywg wzorcowag oraz st¢zenia azotyndéw w badanych

probkach wyznaczano w programie Microsoft Excel.

OKkreslenie obecnosci jonow amonowych w hodowlach w podlozu Sautona z azotanem

sodu

W celu sprawdzenia czy szczepy badanych mutantéw M. smegmatis sg zdolne do
dalszych przeksztalcen azotynu do jonoéw amonowych, w tych samych supernatantach,
w ktérych oznaczano stezenie azotynow okreslano obecno$¢ jondw amonowych. Analiz¢ ta
przeprowadzano przy uzyciu gotowego zestawu Ammonium Test (Merck) w mikroskali (dla

40 ul supernatantu), wedtug zalecen producenta.

4.27. Analiza cech fenotypowych szczepéw M. smegmatis z wykorzystaniem systemu
BIOLOG

Technologia BIOLOG umozliwia okreslenie cech fenotypowych szczepdw bakterii na
podstawie analizy ich metabolizmu. Testy wykonuje si¢ na 96-dotkowych komercyjnych
ptytkach zawierajacych rozne zrédla azotu, wegla czy tez zwigzki hamujace namnazanie si¢
bakterii, na ktére nanosi si¢ odpowiednio przygotowane hodowle i inkubuje w urzadzeniu
monitorujagcym wzrost bakterii. Charakterystyki badanych szczepéw dokonuje si¢ w oparciu
o kinetyke wzrostu bakterii w réznych warunkach.

Hodowle szczepu dzikiego oraz badanych szczepéw mutantow M. smegmatis
prowadzono w podlozu pltynnym Middlebrook 7H9/OADC w objetosci 50 ml,
w temperaturze 37°C, z wytrzasaniem, do czasu uzyskania warto$ci wspotczynnika gestosci
optycznej ODgpo=0,6-0,8. Po tym czasie hodowle wirowano przez 10 minut w temperaturze
pokojowej, przy predkosci 4500 rpm, nastepnie osad zawieszano w 30 ml podtoza Sautona
pozbawionego zrodta azotu i ponownie wirowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej,
przy predkosci 4500 rpm. Czynno$¢ t¢ powtarzano jeszcze dwukrotnie zawieszajac osad po
ostatnim wirowaniu w objetosci 10 ml. Zawiesiny komoérek wykorzystywano do
zaszczepiania 100 ml podtoza Sautona pozbawionego zrodia azotu, do uzyskania wartoSci
wspotczynnika gestosci optycznej ODgpp=0,2. Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C
przez 16 godzin, z wytrzasaniem, po czym wykorzystywano do analizy cech fenotypowych

z uzyciem systemu BIOLOG.
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Badanie kinetyki wzrostu w obecnosci roéznych zwigzkéw systemem BIOLOG
przeprowadzita dr Anna Zaczek, w Katedrze Biochemii i Biologii Komérki Uniwersytetu
Rzeszowskiego. Komercyjne 96-dotkowe plytki z naniesionymi hodowlami badanych
szczepéw M. smegmatis inkubowano w temperaturze 30°C przez 72 godziny, w urzadzeniu
BIOLOG Omnilog rejestrujagcym dane dotyczace kinetyki wzrostu bakterii co 15 minut. Dla
kazdej studzienki uzyskiwano krzywa aktywno$ci metabolicznej i odczytywano warto$ci
powierzchni pola pod wykresem, ktére nastepnie analizowano w programie Microsoft Excel.

Uzyskane dane pochodzily z dwdch niezaleznych eksperymentow.

4.28. Konstrukcja plazmidow do nadprodukcji rekombinowanych bialek

Przygotowanie wektorow do nadprodukcji rekombinowanych bialek Msmeg 0432
i Rv0260c wymagato amplifikacji genu msmeg 0432 oraz rv0260c na matrycy
chromosomalnego DNA M. smegmatis i M. tuberculosis. Produkt PCR zawierajacy
sekwencja kodujaca biatko Msmeg 0432 klonowano do wektora ekspresyjnego pMAL-C4E,
umozliwiajacego indukowana ekspresje rekombinowanego biatka w fuzji z MBP, bedacym
znacznikiem  ulatwiajagcym  oczyszczanie  biatka. Rekombinowanym  plazmidem
transformowano komorki Arctic Express (D3) E. coli, natomiast selekcja mutantow byta
mozliwa dzigki obecno$ci na wektorze genu warunkujacego opornos¢ na ampicyline.

Amplifikacja genu rv0260c wymagata uzycia specjalnych starterow, umozliwiajacych
bezposrednie wklonowanie genu do wektora ekspresyjnego. Produkt PCR zawierajacy
sekwencje kodujaca biatko Rv0260c klonowano do wektora pSUMO, pozwalajacego na
indukowang ekspresje rekominowanego biatka w fuzji z etykieta SUMO. Przygotowanym
wektorem transformowano komorki BL21 (DE3) pLysS E. coli, a selekcji mutantow

dokonywano na podtozu z kanamycyna.

4.29. Nadprodukcja, izolacja i oczyszczanie rekombinowanych bialek
Warunki indukcji

Do przeprowadzenia zaplanowanych testoOw oraz zaszczepienia zwierzat w celu
otrzymania przeciwcial, konieczne bylo uzyskanie preparatow rekombinowanych bialek
MBP-Msmeg_0432, His-Msmeg_5784 i SUMO-Rv0260c. Do oczyszczenia biatka
Msmeg_5784 wykorzystano szczep E. coli BL21 (DE3) pLysS zawierajacy plazmid pET28-3,
pozwalajacy na indukowang ekspresj¢ tego biatka w fuzji z etykieta His. Szczep ten zostat

przygotowany przez dr Renate Ptocinska, w Instytucie Biologii Medycznej PAN.
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Nadprodukcje biatka MBP-Msmeg 0432 przeprowadzano w komorkach szczepu
E. coli Arctic Express (D3), natomiast nadprodukcje biatek His-Msmeg 5784
I SUMO-Rv0260c w E. coli BL21 (DE3) pLysS. Parametry indukcji takie jak temperatura,
stezenie induktora i czas indukcji zostaly zoptymalizowane na drodze do$wiadczalne;j,
w hodowlach na matlg skal¢ o objetosci 20 ml. Do izolacji biatka na duza skale namnazano
hodowle w objetosci 500 ml.

Nadekspresja gendow kodujacych rekombinowane biatka byta prowadzona w poditozu
LB wzbogaconym suplementami z dodatkiem odpowiednich antybiotykow: ampicyling
w przypadku biatka MBP-Msmeg 0432 oraz kanamycyng i chloramfenikolem w przypadku
biatek His-Msmeg_5784 i SUMO-Rv0260c. Hodowle na duzg skal¢ zaszczepiano nocng
hodowlg w stosunku 1:100 i prowadzono w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem, do czasu
osiggnigcia warto$ci wspotczynnika gestosci optycznej ODgnp=0,6-0,8. Nastepnie, hodowle
szczepu E. coli BL21 (DE3) schtadzano do temperatury 20°C, a hodowle szczepu E. coli
Arctic Express (D3) do 6°C, po czym do ukladow dodawano réznych ilosci 1 M IPTG,
bedacego induktorem nadekspresji. Nadprodukcje biatka MBP-Msmeg_ 0432 prowadzono
w obecnosci IPTG o koncowym stezeniu w hodowli 0,4 mM, biatka His-Msmeg_5784 przy
stezeniu 1 mM, natomiast bialkka SUMO-Rv0260c przy stezeniu 0,2 mM. Indukowane
hodowle inkubowano przez noc z wytrzgsaniem, w temperaturach odpowiednio 20°C i 6°C.
Po nocy, hodowle wirowano przez 20 minut w temperaturze 4°C, przy predkosci 4500 rpm,
usuwano supernatanty, a osady komoérek przechowywano w temperaturze -70°C.

Oczyszczanie rekombinowanych biatek przeprowadzano z osadu komorek z 1 litra hodowli.

Izolacja i oczyszczanie bialek

Rekombinowane biatka w fuzji ze znacznikiem MBP oczyszczano metoda
chromatografii powinowactwa, na kolumnach ze ztozem amylozowym (BioLabs), natomiast
biatka w fuzji z etykieta His lub SUMO przy uzyciu zloza niklowego HisPur Ni-NTA
(Thermo Scientific).

Izolacje preparatow rekombinowanych biatek rozpoczynano od dezintegracji
komorek. Rozmrozony w tazni lodowej osad komorek zawieszano w 10 ml buforu wigzacego,
do ktérego dodawano PMSF i lizozym, do uzyskania koncowego stezenia odpowiednio 1 mM
1 100 pg/ml. Zawiesing komodrek poddawano 10 cyklom (po 10 sekund) sonikacji sonda
ultradzwigkowa (Bioblok) z uzyciem stopniowanej mikrokoncéwki (LaboPlus). Ekstrakt
komoérkowy wirowano przez 40 minut w temperaturze 4°C, przy predkosci 16000 rpm,

po czym supernatant przepuszczano przez filtr strzykawkowy o $rednicy porow 0,45 pm.
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Kolumne kalibrowano 25 ml buforu wigzacego, a nastgpnie na ztoze nakladano
przefiltrowany supernatant, zbierajac frakcje niezwigzanych ze zlozem biatek. Kolumne
ptukano 100 ml buforu ptuczacego, zachowujac przesacz a rekombinowane biatko eluowano
buforem do elucji, zbierajac 10 frakcji po 1 ml. Probki frakcji z roznych etapéw oczyszczania
oraz czysto$¢ rekombinowanego biatka analizowano przy uzyciu pionowej elektroforezy

SDS-PAGE.

Doczyszczanie bialek

Aby pozby¢ si¢ zanieczyszczen obecnych w preparatach bialek, uzyskane
w pierwszym etapie oczyszczania frakcje biatek tgczono, nastepnie rozcienczano w buforze
do rozcienczen, tak aby stezenie koncowe NaCl w buforze, w ktérym znajdowato si¢ biatko
bylo rowne 50 mM. Przygotowang w ten sposdb mieszaning nanoszono na kolumne HiTrap
SP FF, =zainstalowang w systemie AKTA start (GE Healthcare). Doczyszczanie
przeprowadzano technikg chromatografii jonowymiennej, przy uzyciu buforéw A i B, wedtug
metody IEX step 1 ml HiTrap zaprogramowanej w urzadzeniu, ktére samo wykonywato
proces doczyszczania i elucji biatlek w gradiencie NaCl. Frakcje oczyszczonych bialek

zbierano w ilosci 3 ml i analizowano przy uzyciu pionowej elektroforezy SDS-PAGE.

Wymiana buforu bialka

W celu pozbycia si¢ imidazolu z buforu, w ktorym po oczyszczaniu znajdowaty sie¢
niektore biatka, przy uzyciu kolumny Sephadex G-25 dokonywano wymiany buforu.
Kolumng kalibrowano 25 ml buforu do kolumny Sephadex G-25, na skalibrowang kolumne
naktadano 2,5 ml frakcji biatka (przesacz zbierano), ktore nastepnie eluowano 3,5 ml buforu

do kolumny Sephadex G-25.

Zatezanie bialek

Wybrane frakcje bialek uzyskane w wyniku oczyszczania zat¢zano na koncentratorach

do bialek Vivaspin® 6, 10 kDa MWCO (GE Healthcare), wedtug zalecen producenta.

4.30. Oznaczanie st¢zenia bialka

Stezenia biatek wyznaczano przy uzyciu odczynnika Bradford Reagent (BioShop).
Do 1 ml odczynnika dodawano po 10 pl wzorcowych roztworow BSA oraz badanych biatek.
Po 10 minutach inkubacji, przy uzyciu spektrofotometru dokonywano pomiaru absorbancji

roztworow, przy dtugosci fali 595 nm wobec proby Slepej, ktorg stanowil sam odczynnik.
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Warto$ci stezen obliczano na podstawie rownania krzywej wykreslonej dla wzorcow BSA

w programie Microsoft Excel.

4.31. Jednokierunkowa elektroforeza pionowa bialek w zelu poliakrylamidowym w

warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

Do rozdzialu biatek o r6znej masie czasteczkowej stosowano elektroforeze w zelu
poliakrylamidowym. Probki do elektroforezy przygotowywano poprzez dodanie do nich
buforu do obcigzania (4xstezonego) i denaturacje przez 5 minut w temperaturze 98°C.
Przygotowane probki naktadano na zel poliakrylamidowy wobec markera wielko$ci biatek,
a rozdziat elektroforetyczny prowadzono w temperaturze pokojowej, w buforze TGB przy
napieciu pradu 140 V, do czasu catkowitego usunigcia barwnika z zelu. Po zakonczonym
rozdziale zel plukano w wodzie destylowanej i barwiono barwnikiem do zeli biatkowych

Instant Blue (Expedeon).

4.32. Immunodetekcja metoda western blot

Analize western blot rozpoczynano rozdziatem elektroforetycznym biatek (Metody
4.31) pomijajac etap barwienia zelu. W kolejnym etapie dokonywano elektrotransferu biatek
z zelu na membrange PVDF. W aparacie do elektrotransferu od strony elektrody dodatniej
uktadano w nastgpujacym porzadku: gabke, 3 bibuly Whatman w rozmiarze zelu, zel
poliakrylamidowy, nasagczong metanolem membran¢ w rozmiarze zelu, 3 bibuly Whatman
oraz gabke, upewniajac si¢, ze pomigdzy zelem a membrang nie powstaly pecherzyki
powietrza. Elektrotransfer prowadzono przez noc w buforze do transferu, w temperaturze
4°C, przy natezeniu pradu 50 mA.

Po zakonczonym transferze, membrang przenoszono do czystej kuwety, do ktorej
nastepnie wlewano bufor blokujacy i inkubowano na kotysce laboratoryjnej przez 1,5 godziny
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie bufor blokujacy wylewano, natomiast do kuwety
dodawano 10 ml rozcienczonych przeciwcial pierwszorzedowych, z ktorymi inkubowano
membrang przez kolejne 1,5 godziny na kotysce laboratoryjnej, w temperaturze pokojowe;.
W kolejnym etapie przeciwciala niezwigzane z biatkiem odplukano poprzez szesciokrotne
ptukanie membrany buforem TBS-T, kazde po 5 minut. Nastgpnie do kuwety dodawano
10 ml rozcienczonych przeciwciat drugorzedowych, z ktorymi inkubowano membrane na
kotysce laboratoryjnej, przez 1,5 godziny, w temperaturze pokojowej. Po inkubacji
niezwigzane przeciwciata odplukiwano buforem TBS-T poprzez szes$ciokrotne ptukanie

membrany przez 5 minut. Na odsagczong membrang nanoszono substrat dla peroksydazy,
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z ktorym inkubowano membran¢ przez 2 minuty. Po tym czasie membran¢ wkladano do
przezroczystej foli, umieszczano w kasecie rentgenowskiej, nastepnie w ciemno$ci na
membrang naktadano klisz¢ rentgenowska. Ekspozycj¢ prowadzono przez 1 minute, po ktorej

klisz¢ wywotywano w automatycznej wywotywarce Medical X-ray Processor (Kodak).

4.33. Badanie oddzialywan miedzy bialkami metoda Pull-down

Do analizy oddzialywan miedzy biatkami wykorzystano technike opartg
o chromatografi¢ powinowactwa, w ktorej do kulek magnetycznych immobilizuje si¢ biatko
wykazujace do nich powinowactwo. W kolejnym etapie dodawane jest drugie biatko,
nieposiadajgce powinowactwa do kulek magnetycznych. O oddziatywaniu czasteczek
Swiadczy obecnos¢ w eluatach obu badanych biatek.

Do analizy przygotowywano po 5 nM bialek zawieszonych w buforze do wigzania
w objetosci 500 ul, zachowujac 16 pl. Do probowek typu Eppendorf dodawano ilo$¢ kulek
magnetycznych HisPur Ni-NTA (Thermo Scientific) zdolng do zwigzania cato$ci biatka
wykazujacego powinowactwo do ztoza. Kulki magnetyczne trzykrotnie ptukano 1 ml buforu
do ptukania, po czym do ztoza dodawano 484 ul rekombinowanego bialka z etykieta His,
zawieszonego w buforze do wigzania. Po 1 godzinie inkubacji na rotorze, w temperaturze
4°C, na separatorze magnetycznym zbierano frakcje niezwigzanego biatka. Nastepnie, zloze
ptukano 1 ml buforu do ptukania i dodawano 484 ul rekombinowanego biatka partnerskiego,
niewykazujacego powinowactwa do kulek magnetycznych, zachowujac 16pul. Po 1 godzinnej
inkubacji na rotorze w temperaturze 4°C, na separatorze magnetycznym usuwano frakcje
niezwigzanego biatka, po czym zloze plukano szesciokrotnie 1ml buforu do phukania.
W ostatnim etapie dokonywano elucji biatek w 70 pul buforu do elucji (bufor do oczyszczania
bialtek z metka His). Kontrolg eksperymentu stanowito oddziatywanie biatka
immobilizowanego do kulek magnetycznych z BSA. Frakcje z réznych etapow analizy
rozdzielano elektroforetycznie w 12% zelu poliakrylamidowym, w warunkach denaturujacych
(SDS-PAGE).

4.34. Przygotowanie ekstraktow bialkowych z hodowli komérkowych mykobakterii

Hodowle szczepéw prowadzono w warunkach okreslonych dla danego eksperymentu
1 w odpowiednich punktach pomiarowych wirowano przez 10 minut w temperaturze 4°C,
przy predkosci 14500 rpm. Osad komorek zawieszano w 200 ul buforu TE, zawiesing
przenoszono do nowej probowki typu Eppendorf, do ktorej nastgpnie dodawano 2 krople

kulek cyrkoniowych o $rednicy 0,1 mm. Komoérki homogenizowano przez 45 sekund, przy
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uzyciu urzadzenia Mini Beadbeater-8 (BioSpec Products), po czym do zawiesiny dodawano
10% SDS, do uzyskania koncowego stezenia 2%. Probki inkubowano przez 15 minut
w temperaturze 55°C a nastgpnie wirowano przez 10 minut w temperaturze 4°C, przy
predkosci 14500 rpm. Supernatant stanowiacy ekstrakt rozpuszczalnych biatek przenoszono

do nowych probowek typu Eppendorf i przechowywano w temperaturze -20°C.

4.35. Analiza oddzialywan bialek z DNA metodg EMSA (Electrophoretic Mobility Shift
Assay)

Technika EMSA jest metodg polegajaca na uzyskaniu kompleksow biatek z DNA oraz
ich elektroforetycznym rozdziale zwazywszy na fakt, ze kompleksy biatek z DNA migruja
w zelu wolniej niz niezwigzany DNA. Analiz¢ t¢ wykonano wykorzystujac komercyjny
zestaw LightShift™™  Chemiluminescent EMSA Kit (Thermo Scientific), zgodnie
z wytycznymi producenta. Do testu uzywano znakowane heksachlorofluoresceing fragmenty
DNA amplifikowane przy uzyciu specjalnych starterow. Rozdzial czasteczek prowadzono
w 2% zelu agarazowym w 0,25xstezonym buforze TBE, przy napigciu pradu 70 V
i w temperaturze 4°C, przez 2 godziny. Wizualizacji kompleksoéw bialek z DNA dokonywano
z wykorzystaniem urzadzenia Typhoon 8600 Imager Scanner (GE Healthcare).

4.36. Monitorowanie wzrostu szczepow Mycobacterium — pomiar gestosci optycznej

(ODggo) oraz okreslenie liczby zywych komérek (CFU — ang. colony forming unit)

Hodowle szczepu dzikiego oraz badanych mutantéw M. smegmatis prowadzono
w podtozu Middlebrook 7H9/OADC w objetosci 20 ml, z wytrzgsaniem, w temperaturze
37°C, do uzyskania warto$ci wspotczynnika gestosci optycznej ODgpo=0,6 — 0,8. Hodowle te
stuzyty do zaszczepiania nowych porcji poditoza, 0 wspdlczynniku gestosci optycznej
ODg0o=0,1. Przygotowane w ten sposob nowe hodowle prowadzono w temperaturze 37°C
z wytrzasaniem, przez okres czasu przewidziany w danym eksperymencie. Wzrost komorek
monitorowano poprzez pomiar wspolczynnika gestoSci optycznej ODgoy, natomiast
w niektorych przypadkach z hodowli pobierano 1 ml, wykonywano szereg rozcienczen
i wysiewano po 100 pl na podioze state Middlebrook 7H10/OADC. Ptytki te inkubowano
w temperaturze 37°C, przez okoto 72 godziny.

Hodowle szczepu dzikiego oraz badanych mutantéw M. tuberculosis prowadzono
w podiozu Middlebrook 7H9/OADC w objetosci 10 ml, w temperaturze 37°C, do uzyskania
warto$ci wspotczynnika gestosci optycznej ODgp=0,6 — 0,8. Hodowlami tymi zaszczepiano

nowe porcje podiloza, do wuzyskania wspdlczynnika gestosci optycznej ODgno=0,1.
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Przygotowane hodowle prowadzono w temperaturze 37°C przez czas okre§lony w danym
eksperymencie. Dalsze etapy polegajace na ocenie wzrostu komorek oraz przezywalnosci
szczepodw M. tuberculosis przeprowadzano w sposob analogiczny, jak w przypadku szczepow

M. smegmatis, z wydluzonym czasem inkubacji ptytek do 3 tygodni.

4.37. Analiza wrazliwosci mykobakterii na DETA-NO i menadion za pomoca techniki

CFU

Hodowle szczepu dzikiego i badanych szczepow mutantow M. tuberculosis
prowadzono w podtozu Middlebrook 7H9/OADC w objetosci 10 ml, w temperaturze 37°C,
do uzyskania warto$ci wspotczynnika gestosci optycznej ODgpp=0,6 — 0,8. Hodowle te stuzyty
do zaszczepienia nowych porcji podtoza Middlebrook 7H9/OADC w objetosci 10 ml,
do uzyskania warto$ci wspolczynnika gestosci optycznej ODgpo=0,1. Do przygotowanych
hodowli dodawano badane zwigzki w odpowiednim stgzeniu, natomiast kontrole
eksperymentu stanowity hodowle badanych szczepow w podtozu Middlebrook 7H9/OADC.
Hodowle inkubowano w temperaturze 37°C przez 11 dni, monitorujac wzrost 1 przezywalnos¢

bakterii tak jak opisano w rodziale Metody 4.36.

4.38. Analiza wrazliwosci mykobakterii na wybrane antybiotyki oraz inne zwiazki

testem kropkowym na podlozu stalym

Hodowle szczepu dzikiego oraz szczepow mutantow M. tuberculosis prowadzono
w podtozu ptynnym Middlebrook 7H9/OADC w objetosci 10 ml, w temperaturze 37°C,
do uzyskania wartosci wspotczynnika gestosci optycznej ODgoo=0,6 — 0,8. Nastepnie hodowle
rozcienczano w poditozu do uzyskania wartosci wspotczynnika gestosci optycznej ODgpp=0,5
po czym wykonywano szereg rozcienczen i nanoszono po 5 pl na podtoze state Middlebrook
7H10/0OADC zawierajace badane zwigzki w odpowiednich stezeniach. Kontrolg
eksperymentu stanowilo samo podtoze Middlebrook 7H10/OADC. Ptytki inkubowano

w temperaturze 37°C przez okoto 3 tygodnie.

4.39. Analiza wrazliwosci mykobakterii na wybrane antybiotyki oraz inne zwiazki

metoda Microplate Alamar Blue Assay

Oceny wrazliwosci szczepu dzikiego i badanych mutantow M. tuberculosis na
antybiotyki oraz inne substancje dokonywano na 96-dotkowych ptytkach, w ktorych
wykonywano szereg rozcienczen badanego zwigzku. Metoda Microplate Alamar Blue Assay

opiera si¢ na analizie kolorymetrycznej hodowli po dodaniu niebiesko zabarwionej
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rezazuryny przyjmujac, ze zywe komorki sg zdolne do redukcji tego zwigzku do rézowej
rezorufiny.

Hodowle szczepow M. tuberculosis prowadzono w podtozu Middlebrook 7H9/OADC
w objetosci 10 ml, w temperaturze 37°C, do uzyskania warto$ci wspotczynnika gestosci
optycznej ODgpo=0,6 — 0,8. Hodowle te rozcienczano w podtozu Middlebrook 7H9/OADC-S,
do wuzyskania gestosci komorek 1 w skali McFarland, a nastepnie rozcienczano
dziesigciokrotnie w tym samym podtozu. Tak przygotowana zawiesing komorek naktadano po
100 pl na 96-dotkowa ptytke, zawierajacg po 100 ul podtoza Middlebrook 7H9/OADC-S
z roznymi stezeniami badanych inhibitoréw. Kontrole testu stanowilo samo podtoze
Middlebrook 7H9/OADC-S, podloze z dodatkiem badanych zwigzkow oraz hodowle
badanych szczepow bez dodatku czynnika hamujacego. Plytke z mikrohodowlami
inkubowano przez 7 dni w temperaturze 37°C, a po tym czasie do kazdego dotka dodawano
po 30 pul 0,02% rezazuryny. Sprawdzano takze jalowo$¢ samego odczynnika. Po 48 godzinnej

inkubacji w ciemno$ci w temperaturze 37°C, analizie poddawano kolor hodowli.

4.40. Analiza statystyczna

Istotnos$¢ statystyczng uzyskanych wynikéw okreslano za pomocg programu Sigma Plot 14.0.
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5. Wyniki

5.1. Przygotowanie modeli genetycznych pozwalajacych na analize niezbednos$ci genéw

rv0195, rv0260c i msmeg_0432 w komérkach mykobakterii

Weryfikacje¢ niezbgdnosci genéw w komodrkach mykobakterii mozna badaé
z zastosowaniem metody opartej o rekombinacj¢ homologiczng. Technika ta pozwala na
uzyskanie mutantéw typu SCO noszacych gen natywny oraz gen niefunkcjonalny,
wprowadzony na drodze rekombinacji. Mutanty SCO moga podlega¢ kolejnej rekombinacji,
w wyniku ktorej otrzymuje si¢ mutanty DCO. Nosza one wytacznie gen funkcjonalny (typu
dzikiego - wtDCO) lub inaktywowany (typu zmutowanego - mutDCO). Uzyskanie mutanta
mutDCO, bez wprowadzenia dodatkowej, funkcjonalnej kopii genu jest mozliwe jedynie,
kiedy badany gen nie jest wymagany do wzrostu komorek pratkow.

W ninigjszej pracy analizie niezbedno$ci poddano geny rv0195 i rv0260c
w komorkach M. tuberculosis oraz gen msmeg_0432 w komoérkach M. smegmatis, bedacy

homologiem genu rv0260c u szybko rosngcych pratkow.

5.1.1. Konstrukcja wektorow do rekombinacji homologicznej

Konstrukcje wektorow do rekombinacji homologicznej rozpoczynano amplifikacja
fragmentow gendéw rv0195, rv0260c i msmeg_0432 oraz sekwencji je flankujacych na
matrycy chromosomalnego DNA M. tuberculosis (geny rv0195 i rv0260c) i M. smegmatis
(gen msmeg_0432), przy uzyciu oligonukleotydow przedstawionych w rozdziale
Materiaty 3.2., w Tabeli 3.2. Wielkosci amplifikowanych fragmentow przedstawiono w

Tabeli 5.1.
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Tabela 5.1. Wicelkosci wewnetrznych delecji oraz fragmentéw gendéw wykorzystanych do
konstrukcji wektorow do rekombinacji homologicznej wraz z enzymami rozpoznajacymi

sekwencje 1 nazwami plazmidow posrednich.

Klonowana sekwencja Wielkos§¢ Enzymy wykorzystane Nazwa plazmidu po Wielkos¢
fragmentu do klonowania ligacji fragmentu z wewnetrznej delecji
wektorem pJET 1.2

Fragment 5° genu msmeg_0432 z 1560 pz Scal i HindllI pMAlL
sekwencja ,,powyzej” genu
460 pz
Fragment 3” genu msmeg_0432 z 1396 pz HindlIl'i Kpnl pMA2
sekwencja ,,ponizej” genu
Fragment 5° genu rv0260c z 1616 pz Scal i HindllI pMA9
sekwencja ,,powyzej” genu
568 pz
Fragment 3’ genu rv0260c z 1254 pz HindlIl'i Kpnl pMA10
sekwencja ,,ponizej” genu
Fragment 5 genu rv0195 z 911 pz Kpnl i Hindlll pMAL7
sekwencja ,,powyzej” genu
325 pz

Fragment 3’ genu rv0195 z 1270 pz HindlIIl i Scal pMA18

sekwencja ,,ponizej” genu

Produkty PCR poddawano niezaleznej ligacji z wektorem pJET 2.1,
a uzyskane plazmidy weryfikowano restrykcyjnie poprzez trawienia odpowiednimi
endonukleazami  oraz  sekwencjonowanie DNA  metoda Sangera. Uzyskanym
rekombinowanym wektorom nadawano nazwy przedstawione w Tabeli 5.1.

Przy wuzyciu odpowiednich enzymow restrykcyjnych (Tabela 5.1.) fragmenty
5’ badanych genow wycinano z plazmidow pMA1l, pMA9, pMA17 i wprowadzano do
wektora p2NIL uzyskujac rekombinowane plazmidy pMA3, pMA1l i pMA19. W kolejnym
etapie wprowadzano do nich fragmenty 3’ badanych genéw, ktore wycinano z plazmidow
pMA2, pMA10 i pMA18, za pomoca odpowiednich restryktaz (Tabela 5.1.). Uzyskane
wektory pMA4, pMA12 i pMA20 charakteryzowaly si¢ obecnoscia niefunkcjonalnych genow
z wewnetrzng delecjg oraz fragmentow je ,,oskrzydlajacych”.

W ostatnim etapie, przy uzyciu endonuklazy Pacl z wektora pGOAL17 wycinano
kaset¢ markerowa niosacg geny sacB oraz lacZ i klonowano w unikalne miejsce Pacl
plazmidow pMA4, pMA12 i pMAZ20. Tak przygotowane wektory do homologicznej
rekombinacji, niosace fragmenty DNA flankujace inaktywowane geny msmeg_0432, rv0260c
i rv0195 wraz z kaseta markerowa nazwano pMAS, pMA13 i pMA21.
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Wieloetapowy przebieg konstrukcji wektorow do homologicznej rekombinacji

przedstawiono w rozdziale Metody 4.17. na Rycinie 4.1.

5.1.2. Konstrukcja ukierunkowanych mutantéw

Uzyskane plazmidy rekombinacyjne nie posiadaja miejsca inicjacji replikacji
u mykobakterii, zatem wprowadzone do komorek pratkow ulegaja degradacji badz integracji
do chromosomalnego DNA w procesie rekombinacji, w obrgbie homologicznej sekwencji.
Tak uzyskane rekombinowane szczepy charakteryzuja si¢ oporno$cia na kanamycyne,
zdolnos$cig do rozktadu X-gal oraz wrazliwo$cia na 2% sacharozg.

Uzyskane  rekombinowane  szczepy SCO o  pozadanym  fenotypie
(msmeg_0432/Amsmeg 0432 M. smegmatis oraz rv0260c/Arv0260c i rv0195/Arv0195
M. tuberculosis) weryfikowano na poziomie genetycznym poprzez reakcje PCR na matrycy
izolowanego DNA, z wykorzystaniem oligonukleotydow rozpoznajacych sekwencje 5° 1 3’
badanych genoéw (Tabela 3.2.). Jako kontrole przeprowadzano reakcje amplifikacji na
matrycy wektora do rekombinacji homologicznej oraz chromosomalnego DNA szczepu
dzikiego, z uzyciem tych samych oligonukleotydéw. Uzyskane wyniki wskazujace na
obecno$¢ zardwno genu typu dzikiego jak i zawierajacego wewnetrzng delecje potwierdzilty
zaj$cie homologicznej rekombinacji w komoérkach uzyskanych szczepow.

Uzyskane mutanty SCO namnazano na podtozu statym, po czym prowadzono selekcje
w Kierunku mutantow, u ktorych w wyniku rekombinacji doszto do utraty sekwencji plazmidu
1 pozostawienia dzikiej lub niefunkcjonalnej kopii badanych genow. Mutanty takie
charakteryzowaly si¢ wrazliwoscig na kanamycyne, opornoscig na 2% sacharoze oraz
brakiem zdolnosci do rozktadu X-gal. Genotypy uzyskanych rekombinantow byty
weryfikowane poprzez amplifikacj¢ badanych gendow oraz hybrydyzacje typu Southern blot
(Metody 4.21.).

W tym celu, chromosomalny DNA izolowany z uzyskanych transformantdéw, trawiono
restrykcyjnie z wykorzystaniem odpowiednich endonukleaz (Amsmeg_0432 M. smegmatis /
Smal i EcoRV; Arv0260c i Arv0195 M. tuberculosis / BamHI i Sall oraz BamHI i Smal),
rozdzielano w zelu agarozowym, poddawano transferowi na membran¢ nylonowg oraz
hybrydyzowano z sondami genetycznymi uzyskanymi w wyniku amplifikacji 5° fragmentow
badanych genow. Jako kontrole zastosowano chromosomalny DNA szczepow dzikich
M. smegmatis lub M. tuberculosis. Wyniki analizy potwierdzity genotypy mutantéw DCO
Amsmeg_0432 M. smegmatis oraz Arv0260c i Arv0195 M. tuberculosis, pozwalajac

stwierdzi¢, ze inaktywacja badanych gendéw nie jest letalna dla mykobakterii (Rycina 5.1.).
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Sciezka 1: M. smegmatis Amsmeg_0432
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Sciezka 1: M. tuberculosis Arv0260c
< 2709 pz rv0260c Sciezka 2-3: M. tuberculosis rv0260c/Arv0260c {SCO mutant)
€ 2141 pz Arv0260c Sciezka 4: M. tuberculosis H37Rv (DCO mutant)
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Sciezka 1: M. tuberculosis Arv0195
<1047 pz rv0195 Sciezka 2: M. tuberculosis rv0195/Arv0195 (SCO mutant)
& 722 pz Arv0195 Sciezka 3: M. tuberculosis H37Rv (DCO mutant)

Rycina 5.1. Potwierdzenie genotypow uzyskanych mutantow M. smegmatis (A)
i M. tuberculosis (B, C). Gorna cz¢$¢ paneli (A), (B) i (C) przedstawia graficzny schemat
trawienia restrykcyjnego genomowego DNA wyizolowanego z badanych szczepow oraz
wielko$ci wewnetrznych delecji. Dolna cze$¢ paneli (A), (B) 1 (C) przestawia wyniki analizy

Southern blot z uzyciem trawionego chromosomalnego DNA.

Do dalszych badan wlaczono takze szczep Amsmeg_5784 M. smegmatis pozbawiony
zdolnosci do syntezy bialka regulatorowego Msmeg 5784, ktory zostat skonstruowany przez
dr Renate Plocinska w Instytucie Biologii Medycznej PAN, wedlug protokotu

wykorzystywanego w niniejszej pracy.
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5.1.3. Konstrukcja wektorow integracyjnych do komplementacji mutantéw typu DCO

Konstrukcja wektorow do komplementacji uzyskanych mutantéw byla procesem
wieloetapowym, opisanym szczegoétowo w rozdziale Metody 4.20. oraz zobrazowanym na
Rycinie 4.4. Uzyskane wektory transformowano do mutantow DCO drogg elektroporacji a ich
integracje potwierdzano w reakcji PCR.

Aby uzyska¢ wektory integracyjne do komplementacji mutantéw Amsmeg_0432
I Amsmeg_5784 M. smegmatis oraz Arv0260c M. tuberculosis, przeprowadzano niezalezng
amplifikacje genow msmeg 0432 i rv0260c na matrycy chromosomalnego DNA
M. smegmatis i M. tuberculosis, z uzyciem odpowiednich oligonukleotydow starterowych
(Tabela 3.2.). Uzyskane produkty amplifikacji dla poszczegdlnych gendéw klonowano
w wektorze pJET 1.2, a po weryfikacji ich sekwencji (sekwencjonowanie metoda Sangera)
przeklonowano do wektora pMV261 (Bgll/HindIIl w miejsca BamHI/HindIIl) ponizej
sekwencji promotora Phspso. W kolejnym etapie sekwencj¢ genu wraz z sekwencja promotora
przenoszono (Xbal-Hindlll) do wektora integracyjnego pMV306Km. Uzyskane na bazie
pMV306Km plazmidy komplementacyjne niosagce badane geny msmeg_0432 i rv0260c pod
kontrola promotora Ppsps0 NazZwWano pMAS8 i pMA16.

Konstrukcje wektora do komplementacji mutanta Arv0195 M. tuberculosis
rozpoczynano amplifikacjg genu rv0195 wraz z sekwencja potencjalnego promotora, na
matrycy genomowego DNA M. tuberculosis, z wykorzystaniem odpowiednich
oligonukleotydow (Tabela 3.2.). Produkt PCR klonowano w wektorze pJET 1.2,
weryfikowano poprzez sekwencjonowanie i przenoszono z wykorzystaniem endonukleaz
Xbal 1 HindIIl do wektora pMV306Km. Uzyskany plazmid komplementacyjny zawierajacy
gen rv0195 pod kontrolg wiasnej sekwencji promotorowej nazwano pMA23.

Otrzymane plazmidy komplementacyjne wprowadzano poprzez elektrotransformacje
do komorek kompetentnych mutantéw DCO mykobakterii pozbawionych funkcjonalnych
genow. W wyniku transformacji dochodzito do integracji plazmidu w miejsce attB obecne
w DNA chromosomalnym oraz nabycia cech kodowanych przez geny wprowadzone do
komorki. W efekcie, mutanty byly zdolne do ekspresji gendéw, ktore utracity w procesie
podwojnej rekombinacji homologicznej. Selekcja mutantow posiadajacych integrowany
wektor byta mozliwa dzigki ekspresji genu nadajacego oporno$¢ na kanamycyne.

Wektor integracyjny pMA8 wprowadzano do komoérek kompetentnych mutanta DCO
Amsmeg_0432 i Amsmeg_5784 M. smegmatis, wektor pMA16 do mutanta DCO Arv0260c
M. tuberculosis, natomiast wektor pMA23 do mutanta DCO Arv0195 M. tuberculosis.
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Selekcji mutantow dokonano na podtozu statym Middlebrook 7H10/OADC z kanamycyna,
natomiast uzyskany genotyp potwierdzono w reakcji PCR na matrycy genomowego DNA
(Rycina 5.2., Rycina 5.3., Rycina 5.4.), z wykorzystaniem odpowiednich oligonukleotydoéw
(Tabela 3.2.).

kb1 2 3 4 5 6

2000 bp >
1500 bp =

1000 bp =

Rycina 5.2. Analiza elektroforetyczna produktow PCR uzyskanych na matrycy
chromosomalnego DNA  wyizolowanego ze szczepéw  (1-3)  Amsmeg_0432-
attB::pnspmsmeg_0432 i (4-5) Amsmeg_5784-attB::phspmsmeg_0432 oraz (6) wektora
integracyjnego pMAS8, z wykorzystaniem oligonukleotydow potwierdzajacych integracje
wektora pMV306Km.

1kb 1 2 3 4 5 6
2000 bp >
1500 bp =

1000 bp =

Rycina 5.3. Analiza elektroforetyczna produktow PCR uzyskanych na matrycy
chromosomalnego DNA wyizolowanego ze szczepu (1-5) Arv0260c-attB::pnsprv0260C oraz
(6) wektora integracyjnego pMAL6, z wykorzystaniem oligonukleotydow potwierdzajacych
integracj¢ wektora pMV306Km.

1kb 1 2 3 4

2000 bp >
1500 bp >

1000 bp >

Rycina 5.4. Analiza elektroforetyczna produktow PCR uzyskanych na matrycy
chromosomalnego DNA wyizolowanego ze szczepu (1-3) Arv0195-attB::pno195rv0195 oraz
(4) wektora integracyjnego pMA23, z wykorzystaniem oligonukleotydow potwierdzajacych
integracje wektora pMV306Km.
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5.2. Przygotowanie systemow ekspresyjnych do nadprodukeji i oczyszczania

rekombinowanych bialek Msmeg_0432 i Rv0260c

5.2.1. Przygotowanie wektorow ekspresyjnych zdolnych do nadprodukcji
rekombinowanych bialek Msmeg 0432 i Rv0260c

Do nadprodukcji rekombinowanych biatek stosowano wektory pozwalajace na
indukowang ekspresje biatek w komoérkach E. coli. Rekombinowane biatko Msmeg 0432
w fuzji z MBP uzyskiwano przy uzyciu wektora pMAL-C4E, natomiast do nadprodukcji
biatka Rv0260c ze znacznikiem SUMO wykorzystywano plazmid pSUMO. Etapy konstrukcji

wektoréw ekspresyjnych przedstawiono na Rycinie 5.5.

malE lacZa

Vs
lacld [
i PMAL-c4E L
Amplifikacja genu msmeg_0432 6647 bp
! / bla (AmpR)
—_— > ORI
o <= N
1 ORI M13
| P,.:na’E lacZa
bla (Ap") /
pJET1.2/blunt '=='°‘
e ccod71F e E— 1 pMA25 |
. msmeg_0432 A ! bla (Amp)
g ‘ ORI’ g

rep (pMB1)

ORI M13
SUMO-tag
FV \
| psumo |

|
| | 5608 bp | |
lact '} !/ oRIf1

ORI pBR322 aph (KmR)

!

SUMO-tag

Prr
Amplifikacja genu rv0260c e \
"> —p | pwaz .
= - fact Y ! orif

ORI pBR322 aph (KmR)

Rycina 5.5. Schemat konstrukcji wektorow do nadprodukcji biatek MBP-Msmeg_0432
i SUMO-Rv0260c w komorkach E. coli.
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Przygotowanie wektoréw do ekspresji biatek wymagato niezaleznej amplifikacji genu
msmeg_0432 oraz rv0260c na matrycy genomowego DNA M. smegmatis i M. tuberculosis,
przy uzyciu odpowiednich oligonukleotydow (Tabela 3.2.). Produkt amplifikacji genu
msmeg_0432 klonowano w wektorze pJET 1.2, sekwencjonowano a nastepnie przeklonowano
do wektora ekspresyjnego z uzyciem endonukleaz Kpnl i HindIIl. Konstrukt pMAL-c4E
niosacy gen msmeg_0432 nazwano pMA25.

Amplifikowang sekwencje genu rv0260c klonowano bezposrednio do wektora
pSUMO trawionego endonukleazami BamHI i Bsal, sekwencjonowano a uzyskany
rekombinowany plazmid ekspresyjny nazwano pMA26.

Skonstruowany plazmid pMA25 wprowadzano do opornych na gentamycyng komoérek
E. coli Arctic Express (D3), natomiast pMA26 do opornych na chloramfenikol komorek
E. coli BL21 (DE3) pLysS. Obecno$¢ wektora w komorkach potwierdzano elektroforetycznie.
Uzyskane szczepy ekspresyjne oraz obecny w laboratorium szczep E. coli BL21 (DE3)
pLysS, pozwalajacy na indukowang ekspresje rekombinowanego biatka Msmeg 5784 w fuzji
ze znacznikiem histydynowym (skonstruowany w oparciu o wektor pET28-a)

wykorzystywano do nadprodukcji rekombinowanych biatek.

5.2.2. Nadprodukcja i oczyszczanie rekombinowanych bialek Msmeg 0432,
Msmeg_5784 i Rv0260c

Nadprodukcje biatek MBP-Msmeg_0432, His-Msmeg_5784 i SUMO-Rv0260c
w systemach ekspresji E. coli, dezintegracj¢ komorek oraz oczyszczanie bialek metoda
chromatografii powinowactwa przeprowadzano w sposob opisany w rozdziale Metody 4.29.
Parametry indukcji nadekspresji genow kodujacych biatka optymalizowano indywidualnie na
drodze doswiadczalnej, w hodowlach na matg skale. Rekombinowane biatko Msmeg 0432
w fuzji z MBP oczyszczano metoda chromatografii powinowactwa z uzyciem zloza
amylozowego, natomiast bialka Msmeg 5784 1 Rv0260c oczyszczano na zilozu HisPur
Ni-NTA, ze wzgledu na obecnos¢ w ich strukturze etykiety histydynowej. Frakcje pobierane
na poszczegdlnych etapach oczyszczania analizowano w elektroforezie SDS-PAGE (Rycina
5.6., Rycina 5.7., Rycina 5.8.).
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150 kDa > MBP Msmeg 0432
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Rycina 5.6. Analiza SDS-PAGE frakcji zebranych podczas oczyszczania biatka
MBP-Msmeg 0432 w 12% zelu poliakrylamidowym: (1) wzorzec mas czasteczkowych, (2)
rozpuszczalna frakcja lizatu komérkowego po sonikacji, (3) frakcja biatek niezwigzanych do

zloza, (4) frakcja pochodzaca z plukania ztoza, (5-14) frakcje po elucji ze ztoza.

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13
40kDa-> | . :

30 kDa -

Rycina 5.7. Analiza SDS-PAGE frakcji zebranych podczas oczyszczania biatka
His-Msmeg 5784 w 12% zelu poliakrylamidowym: (1) wzorzec mas czgsteczkowych, (2)

rozpuszczalna frakcja lizatu komoérkowego po sonikacji, (3-13) frakcje po elucji ze ztoza.

1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14
0-Rv0260c

70 kDa >
50 kDa -
40 kDa -

Rycina 5.8. Analiza SDS-PAGE frakcji zebranych podczas oczyszczania biatka
SUMO-Rv0260c w 12% zelu poliakrylamidowym: (1) wzorzec mas czasteczkowych, (2)
rozpuszczalna frakcja lizatu komoérkowego po sonikacji, (3) frakcja bialek niezwigzanych do

ztoza, (4) frakcja pochodzaca z ptukania ztoza, (5-14) frakcje po elucji ze ztoza.

Ze wzgledu na niezadawalajaca jako$¢ preparatow rekombinowanych biatek
MBP-Msmeg_0432 oraz SUMO-Rv0260c, eluaty po oczyszczaniu na odpowiednich ztozach
rozcienczano 1 doczyszczano z uzyciem systemu AKTA start, wedtug procedury opisanej
w rozdziale Metody 4.29. Eluaty z drugiego etapu oczyszczania analizowano metodg
elektroforezy SDS-PAGE (Rycina 5.9., Rycina 5.10.).
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1 2 3 4 5 6
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Rycina 5.9. Analiza SDS-PAGE frakcji zebranych podczas doczyszczania biatka
MBP-Msmeg 0432 w 12% zelu poliakrylamidowym: (1) wzorzec mas czgsteczkowych, (2-6)

frakcje po elucji ze ztoza.

1 2 3 4 5
70 kDa - SUMO-Rv0260c

50 kD -
a- -.-“

Rycina 5.10. Analiza SDS-PAGE frakcji zebranych podczas doczyszczania biatka
SUMO-Rv0260c w 12% zelu poliakrylamidowym: (1) wzorzec mas czgsteczkowych, (2-5)

frakcje po elucji ze ztoza.

Wybrane eluaty biatek MBP-Msmeg 0432 i SUMO-Rv0260c oczyszczonych
w dwoch etapach oraz frakcje biatka His-Msmeg 5784 po wymianie buforu (kolumna
Sephadex G-25) zatezano na koncentratorach do biatek Vivaspin® 6, 10 kDa MWCO (GE
Healthcare). Nastepnie oznaczano stezenia uzyskanych preparatow metodg Bradforda
(Metody 4.30.). Z jednego oczyszczania uzyskiwano okoto 3 mg rekombinowanego biatka
MBP-Msmeg 0432, okoto 2 mg bialkka SUMO-Rv0260c oraz okoto 4 mg bialka
His-Msmeg_5784.

Zastosowane systemy ekspresyjne pozwolity na wydajng nadprodukcje
rekombinowanych biatek 1 ich efektywne oczyszczanie z wykorzystaniem chromatografii
powinowactwa. Biatko SUMO-Rv0260c  postuzylo do zaszczepienia zwierzat
laboratoryjnych, w celu uzyskania surowicy odporno$ciowej skierowanej przeciwko biatku
SUMO-Rv0260c. Preparaty biatek MBP-Msmeg_0432 oraz His-Msmeg_5784 wykorzystano
do badania oddziatywan mig¢dzy biatkami metoda Pull-down oraz do analizy oddzialywan

biatek z DNA technika EMSA.

5.3. Analiza uzyskanych poliklonalnych przeciwcial skierowanych przeciwko bialku

SUMO-Rv0260c

Rekombinowane biatko SUMO-Rv0260c wykorzystano jako antygen do immunizacji

myszy. Surowice zawierajaca poliklonalne przeciwciata anty-SUMO-Rv0260c uzyskano we
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wspolpracy z Katedra Immunologii 1 Parazytologii Uniwersytetu Lodzkiego. W celu
sprawdzenia swoisto$ci otrzymanej surowicy przeprowadzano immunodetekcje metoda
western blot (Metody 4.32.) z wykorzystaniem biatka SUMO-Rv0260c oraz poliklonalnych
przeciwcial rozcienczonych w roéznych proporcjach. Wyniki analizy przedstawiono na

Rycinie 5.11.
1:500  1:2000 1:5000 1:10000

. — [ ‘ <SUMO-Rv0260c

Rycina 5.11. Analiza western blot oczyszczonego rekombinowanego biatka SUMO-Rv0260c
(0,6 ng) z uzyciem mysich poliklonalnych przeciwciat anty-SUMO-Rv0260c rozcienczonych

w roéznych proporcjach.

Immunodetekcja technika western blot potwierdzila, Zze uzyskane przeciwciata
swoiscie rozpoznaja rekombinowane bialkko SUMO-Rv0260c. Badanie pozwolilo takze
okresli¢ optymalne rozcienczenie przeciwcial (1:2000), ktore w dalszej cze$ci pracy

wykorzystywano do oceny poziomu biatka Rv0260c w badanych szczepach.

5.4. Analiza mutanta Amsmeg 0432 M. smegmatis z wykorzystaniem macierzy

fenotypowych

Wstepng charakterystyke szczepu Amsmeg_0432 M. smegmatis przeprowadzano
z uzyciem macierzy fenotypowych w systemie BIOLOG we wspolpracy z dr Anng Zaczek
(Uniwersytet Rzeszowski). Przygotowane w odpowiedni sposob hodowle szczepu dzikiego
oraz szczepu mutanta nanoszono na 96-studzienkowe, komercyjne ptytki zawierajace rdzne
zwigzki stanowigce zrodla wegla i azotu badz zwigzki potencjalnie hamujgce wzrost bakterii
(Metody 4.27). Analizy fenotypowej dokonywano w oparciu o poréwnanie Kinetyki
aktywnosci metabolicznej w testowanych warunkach porownujac pola powierzchni pod
wykresami (AUC) dla badanego mutanta i szczepu kontrolnego. Ze wzglgdu na obszerne
obliczenia, wyniki analizy przedstawiono w Pliku 5.1. na ptycie CD zalaczonej do pracy.

Szczep dziki oraz szczep Amsmeg_0432 hodowany w podtozu ptynnym Middlebrook
7H9/OADC testowano w ponad 1900 warunkach wzrostu. Komorki hodowano migdzy
innymi w obecnosci antybiotykow, organicznych i nieorganicznych zrodet wegla i azotu oraz

innych zwigzkoéw wplywajacych na $ciane komoérkowa, procesy osmotyczne, synteze kwasow
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nukleinowych 1 wiele innych. Poszczegélne studzienki na plytce roznity si¢ stezeniami
substancji, ich kombinacja lub warto$cia pH komercyjnego podtoza z badanymi zwigzkami.

W wielu warunkach wzrostu zaobserwowano zmieniong aktywno$¢ metaboliczng
mutanta Amsmeg_0432, w stosunku do szczepu dzikiego. Komorki tego szczepu wykazywaty
mniejszg wrazliwo$s¢ migdzy innymi na chloroksylenol, wankomycyng, plumbaginge czy
amikacyng¢. Co ciekawe, mutant charakteryzowat si¢ szybszym tempem wzrostu w obecnosci
aminokwasow przy wartosci pH podtoza réwniej 9,5 oraz 4,5. Z kolei stabszy wzrost mutanta
Amsmeg_0432 obserwowano w obecno$ci miedzy innymi 8-hydroksychinoliny, chlorku
cynku, chlorku kadmu, patuliny i hydroksyloaminy.

Hodowle szczepu dzikiego oraz mutanta Amsmeg_0432, w ktorych przed analiza
indukowano gtéd azotowy wykorzystano do testu na plytkach zawierajacych zwiazki azotu.
Badanie pozwolito oceni¢ zdolno$¢ szczepu do asymilacji azotu pochodzacego
z aminokwasow, peptydow, pirymidyn, nukleozydéw oraz innych nieorganicznych
i organicznych zwigzkéw azotowych. Z przeprowadzonej analizy wynika, ze mutant
Amsmeg_0432 wykazuje mniejsza aktywnos$¢ metaboliczng w stosunku do szczepu dzikiego,
w obecnos$ci takich Zrédel azotu jak guanozyna (ré6znica AUC >9500), azotyn (>8500),
cytozyna (>8000), kwas y-aminomastowy (>7500), glukuronamid (>7000) oraz azotan
(>6500).

5.5. Globalna analiza transkryptomiczna mutanta Amsmeg 0432 oraz Amsmeg 5784

M. smegmatis w warunkach glodu azotowego

Dane literaturowe (Jenkins i wsp., 2013) wskazuja, ze u M. smegmatis ekspresja genu
msmeg_0432 jest indukowana w warunkach glodu azotowego i1 podlega bezposredniej
regulacji przez biatko Msmeg 5784, bedace glownym regulatorem metabolizmu azotu
u mykobakterii. Analiza mikromacierzy fenotypowych przeprowadzona dla mutanta
Amsmeg_0432 wykazata, ze badany szczep -charakteryzuje si¢ slabsza aktywnoscia
metaboliczng w obecnosci niektérych zrddet azotu, w pordwnaniu do szczepu kontrolnego.
Aby poznaé znaczenie potencjalnego biatka regulatorowego Msmeg 0432 w metabolizmie
zwigzkow azotowych u M. smegmatis, okreslono globalny profil ekspresji gendw u szczepu
dzikiego oraz mutantéw Amsmeg_0432 i Amsmeg_5784, w warunkach glodu azotowego oraz
wysokiej zawarto$ci azotu.

Szczep dziki oraz mutanty Amsmeg_0432 i Amsmeg_5784 hodowano w podiozu
ptynnym Sautona z jedynym zrédlem azotu w postaci 1 mM lub 30 mM siarczanu amonu. Po

dwoéch godzinach od czasu catkowitego wykorzystania jonow amonowych w hodowlach
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zawierajacych poczatkowo 1 mM siarczanu amonu, wszystkie hodowle wirowano a osady
wykorzystywano do izolacji RNA. Uzyskane preparaty RNA stuzyly do przygotowania
bibliotek, ktore nastgpnie sekwencjonowano na platformie NextSeq 500 (lllumina).
Poszczegolne etapy prowadzace do uzyskania profili ekspresji gendw badanych szczepow
wraz z bioinformatyczng analizag opisano w rozdziale Metody 4.22. Wszystkie wyniki
sekwencjonowania zestawiono w Pliku 5.2. na ptycie CD zalaczonej do pracy. Czes¢

wynikow przedstawiono w Tabeli 5.2.

Tabela 5.2. Profil ekspresji wybranych gendéw szczepu Amsmeg 0432 M. smegmatis
hodowanego w warunkach gltodu azotowego w pordéwnaniu ze szczepem kontrolnym,
z uwzglednieniem funkcji genéw oraz miejsc wystepowania motywu palindromowego

w obrebie sekwencji kodujacych geny.

Gen WT | Log2 FC FDR |Pozycja sekwencji regulatorowej Funkcja
ctCAC(18N)GTGag box

MSMEG 0427 | 0O 2,24E-08 -109 do -81 i -93 do -65 nirB; reduktaza azotynu
MSMEG 0428 | 0 3,11E-09 nirD; reduktaza azotynu
MSMEG 0433 | 0 6,05E-09 -93 do -65 biatko transportujace azotan/azotyn
MSMEG 1392 | 0 197E-02 brak dehydrogenaza alkoholowa
MSMEG 1711 | 0 150 2/42E-02 brak bialko wigzace ATP
MSMEG 2079 | 0 |I800| 6,20E-03 -74 do -46 dehydrogenaza alkoholowa
MSMEG 2184 [ 0O 1,56 3,58E-02 -220 do -192 permeaza aminokwasowa
MSMEG 3992 | 0 4,38E-02 transporter membranowy
MSMEG 3993 [ 0O 3,71E-02 racemaza asparaginianu/glutaminianu; izomeraza maleinianowa
MSMEG_3994 [ 0O 2,81E-02 krotki fancuch dehydrogenazy
MSMEG 3996 [ 0 242E-02 -148 do -120 i-56 do -28 hydA; hydantoinaza
MSMEG 4008 | 0 1,90E-02 -1196 do -1168 * oksydoreduktaza
MSMEG 4010 [ O 1,98E-02 gliokslaza
MSMEG 4011 | 0 6,27E-03 permeaza pirymidynowa RutG
MSMEG_4012 | 0 4,57E-03 hydA,; hydantoinaza
MSMEG 4013 [ 0 3,78E-03 oksydoreduktaza
MSMEG 4014 | 0 6,18E-04 amidohydrolaza
MSMEG 4206 [ O 2,64E-02 -94 do -66 pseudogen / reduktaza azotanowa / reduktaza siarczynu
MSMEG_5360 0 8,70E-05 -129 do -101 transporter mréwczanu/azotanu
MSMEG 5765 | 0 6,94E-08 -94 do -66 hemoglobina bakteryjna

* sekwencja regulatorowa obecna w regionie mi¢dzygenowym gendw MSMEG 4008 - MSMEG 4007
FDR (ang. false discovery rate) - czgstos¢ falszywych odkry¢

Log2FC (ang. fold change) - logarytm ilorazu poziomu ekspresji

WT - szczep dziki

Porownujac profile ekspresji gendw szczepu dzikiego i Amsmeg_0432 w warunkach
dostgpnosci azotu, nie obserwowano znaczacych réznic w poziomach transkryptow.

W warunkach gltodu azotowego w szczepie mutancie odnotowano natomiast obnizony poziom
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siedmiu transkryptow odpowiadajgcym czterem pojedynczym ramkom odczytu oraz trzem
operonom (Tabela 5.2.). W szczepie dzikim ekspresja tych samych transkryptow byla
specyficznie indukowana w warunkach glodu azotowego, podczas gdy w warunkach
dostgpnosci azotu pozostawata na niskim poziomie. Biatka kodowane przez geny o obnizone;j
ekspresji w szczepie Amsmeg 0432 sg zaangazowane w szlaki metabolizmu azotanow,
azotynow, pochodnych nukleotydow oraz magazynowanie azotu. Jeden z genoéw koduje
bakteryjng hemoglobing. Analiza MEME regioné6w promotorowych genoéw potencjalnie
wchodzacych w sktad regulonu Msmeg 0432 ujawnita obecno$¢ czgsciowo zdegradowanego
motywu  palindromowego  (c-t-C-A-C-a/c-(16N)-t/g-G-T-G-a-g)  znajdujacego  si¢
w sgsiedztwie motywu rozpoznawanego przez biatko Msmeg 5784 (Rycina 5.12.).
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Figura 5.12. Schemat regionéw promotorowych gendéw przypuszczalnego regulonu
Msmeg 0432 wskazujacy potencjalne motywy DNA dla regulacji zaleznej od biatka
Msmeg 0432 1 Msmeg 5784, zidentyfikowany na podstawie wynikow globalnej analizy
transkryptomu. (A) Sekwencje zawierajgce przewidywane motywy regulatorowe genow
kontrolowanych przez biatko Msmeg 0432 w warunkach gltodu azotowego. Analizie poddano
sekwencje promotorowe wybranych genoéw lub pierwszego genu w operonie. Kolorem

niebieskim zaznaczone s3 kodony startu natomiast pojedyncze czerwone litery oznaczaja
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przewidywane miejsca inicjacji transkrypcji. (B) Analiza MEME przeprowadzona dla
transkryptow o poziomie ekspresji wyzszym niz wartos¢ -1,5 log2FC (niepelny motyw biatka
Msmeg 0432) i wyzszym niz warto$¢ +2 10g2FC (pelny motyw biatka Msmeg 0432 oraz
motyw biatka Msmeg 5784 zwiazany z regulacjg przez biatko Msmeg 0432) w mutancie
Amsmeg_0432 M. smegmatis podczas glodu azotowego. (C) Pordéwnanie sekwencji
aminokwasowej domen wigzacych DNA dla bialek Msmeg 5784/Rv0818 1 MtrA
M. smegmatis i M. tuberculosis.

Obnizenie ekspresji wyzej opisanych siedmiu transkryptoéw oraz innych genow
zaangazowanych w metabolizm zwigzkéw azotowych obserwowano w szczepie
Amsmeg_5784 hodowanym w warunkach gtodu azotowego. Zgodnie z danymi literaturowymi
(Jenkins i wsp., 2013) u mutanta Amsmeg_5784 obserwowano zmiany ekspresji duzej liczby
genow zarowno w warunkach glodu azotowego jak i przy wysokiej zawartosci azotu.
Ograniczenie dostgpu azotu powodowato u mutanta zmiany w ekspresji 527 gendéw oraz
633 gendéw w warunkach bogatych w azot. Co wigcej, inaktywacja genu msmeg_5784
skutkowata obnizeniem ekspresji genu msmeg_0432 czynigc mutanta Amsmeg_5784
naturalnym mutantem Amsmeg_0432. W obecnosci zrodta azotu u mutanta Amsmeg_5784
obserwowano ekspresj¢ genu msmeg_0432 na poziomie -2,33 log2FC (logarytm ilorazu
ekspresji), podczas gdy w warunkach ubogich w azot poziom transkryptéow dla tego genu

wynosit -9,37 log2FC.

5.5.1. Weryfikacja wynikow sekwencjonowania RNA metoda qRT-PCR

Walidacji wynikéw uzyskanych w globalnej analizie transkryptomu dokonano
technika qRT-PCR. W badaniu oceniano poziom o$miu transkryptow umozliwiajacych
charakterystyke¢ badanych szczepéw hodowanych w warunkach glodu azotowego oraz
dostgpnosci azotu. Do analizy wybrano cztery geny, ktorych ekspresja byla znaczaco
obnizona u szczepow mutantow Amsmeg_0432 i Amsmeg_5784 M. smegmatis w warunkach
glodu azotowego (msmeg_0427 — NirB, reduktaza azotynu; msmeg_0433 — transporter
azotanu/azotynu; msmeg_5360 — transporter mroéwczanu/azotanu; msmeg_5765 —
hemoglobina bakteryjna), dwa geny, ktorych ekspresja byla znaczaco nizsza u mutanta
Amsmeg_5784 w porownaniu do mutanta Amsmeg_ 0432, w odpowiedzi na brak azotu
(msmeg_2425 — transporter jondw amonowych; msmeg_2982 — transporter mocznika) oraz
dwa geny niezwigzane z metabolizmem zwigzkéw azotowych (msmeg_1813 — AccD5

karboksytransferaza; msmeg_1367 — podjednostka § polimerazy RNA).
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Do analizy gRT-PCR wykorzystywano RNA szczepu dzikiego oraz szczepow
mutantow Amsmeg_0432 i Amsmeg_5784 hodowanych w warunkach bogatych i ubogich
w azot, na podstawie ktorych okre§lano profile ekspresji genow. Ponadto, przygotowano
RNA szczepoéw komplementowanych Amsmeg_0432-attB:: nspmsmeg_0432 i Amsmeg_5784-
attB::pnspmsmeg_0432 M. smegmatis poddawanych dziataniu takich samych warunkéw
(Metody 4.22.).

Preparaty RNA uzywano do syntezy cDNA, stanowigcych matryce w analizie
gRT-PCR. Oceny ekspresji genéw dokonywano za pomocag komercyjnego zestawu Maxima
SYBR green gPCR master mix (Thermo Scientific) z odpowiednimi oligonukleotydami
(Tabela 3.2.), na urzadzeniu 7900HT real time PCR system (Applied Biosystems).
Przygotowanie ¢cDNA oraz doktadne warunki analizy opisano w rozdziale Metody 4.23.
Doswiadczenie wykonywano w trzech powtoérzeniach, wykorzystujac matryce cDNA
uzyskane z preparatow RNA wyizolowanych z trzech niezaleznych hodowli.

Poziomy badanych transkryptow wyznaczano w odniesieniu do poziomu ekspresji
genu referencyjnego sigA (kodujacego u mykobakterii czynnik ¢'°) stosujac tzw. metode
komparatywna (AAC;) (Livak i Schmittgen, 2001). Wyniki analizy przedstawiono na
Rycinie 5.13.
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Rycina 5.13. Profile ekspresji wybranych gendéw w szczepie kontrolnym oraz mutantach
Amsmeg 0432, Amsmeg 5784, Amsmeg 0432-attB::nsymsmeg_0432 i Amsmeg_5784-

attB::pnspmsmeg_0432 M. smegmatis hodowanych w warunkach gtodu azotowego (A, B) oraz
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dostgpnosci azotu (C, D) okreslone metoda qRT-PCR. W badaniu oceniono ekspresj¢ genow
msmeg_0427, msmeg_0433, msmeg_5360, msmeg 5765 (A, C) oraz msmeg_2425,
msmeg_2982, msmeg_1813 i msmeg_1367 (B, D). Istotnos¢ statystyczng okreslono stosujac
test t-Studenta (* p < 0,01).

Przeprowadzone badania potwierdzily wyniki uzyskane w globalnej analizie
transkryptomu. W preparatach RNA pochodzacych ze szczepow Amsmeg 0432
I Amsmeg_5784 hodowanych w warunkach gltodu azotowego obserwowano znaczgco nizszy
poziom transkryptoéw msmeg_0427, msmeg_0433, msmeg_5360 i msmeg_5765, w stosunku
do szczepu dzikiego. Co wigcej, poziom badanych transkryptéow u Amsmeg 5784
komplementowanego funkcjonalnym genem msmeg_0432 (Amsmeg_5784-
attB::pnspmsmeg_0432) byt zblizony do tego, ktéry uzyskano dla Amsmeg_5784. Profil
ekspresji genow Amsmeg_0432-attB::phspmsmeg_0432 byt natomiast podobny (poza jednym
genem) do profilu uzyskanego dla szczepu dzikiego (Rycina 5.13. A). W warunkach
dostepnosci azotu nie obserwowano znaczacych rdéznic w poziomie ekspresji genow
msmeg_0427, msmeg_0433, msmeg 5360 i msmeg 5765 pomiedzy wszystkimi
analizowanymi szczepami (Rycina 5.13. C).

Analiza gRT-PCR potwierdzita znaczaco nizsza ekspresje genow msmeg_2425
i msmeg_2982 u mutanta Amsmeg_5784, w poréwnaniu do mutanta Amsmeg_0432 zaréwno
w warunkach ubogich, jak i obfitych w azot. Zgodnie z oczekiwaniami, w badanych
warunkach nie obserwowano znaczacych r6znic w ekspresji genéw msmeg_1813

i msmeg_1367 (Rycina 5.13. B, D).

5.6. Badanie oddzialywania bialek Msmeg_0432 i Msmeg_5784 z DNA technika EMSA

Sekwencjonowanie RNA szczepéw mutantow Amsmeg_0432 i Amsmeg_5784
M. smegmatis hodowanych w warunkach gtodu azotowego oraz analiza qRT-PCR wykazaty,
ze w odpowiedzi na wykorzystanie dostepnego azotu biatko Msmeg 0432 reguluje ekspresje
kilku gendw zaangazowanych w metabolizm zwigzkow azotowych (Wyniki 5.5.). Aby
zweryfikowa¢ czy biatko to bezposrednio wigze si¢ do sekwencji regulatorowych
zidentyfikowanych gendéw przeprowadzono analiz¢ oddziatywania rekombinowanego biatka
MBP-Msmeg_0432 z promotorami wybranych genéw. W badaniach wykorzystano takze
rekombinowane biatko His-Msmeg 5784, bezposredni regulator biatka Msmeg 0432

1 potencjalny wspotregulator.
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Oddziatywania biatek MBP-Msmeg_0432 i His-Msmeg_ 5784 z DNA badano metoda
EMSA, szczegétowo opisang w rozdziale Metody 4.35. Do analizy wybrano sekwencje
promotorowe gendéw msmeg_0427, msmeg_0433, msmeg_4008, msmeg_ 5360 oraz
msmeg_5765, ktore do testu amplifikowano przy uzyciu odpowiednich sekwencji
starterowych (Tabela 3.3.). Znakowane heksachlorofluoresceing krotkie fragmenty DNA
w ilosci 30 nM inkubowano z 2 puM biatkka MBP-Msmeg 0432, 4 uM biatka His-
Msmeg 5784 lub mieszaning obu bialek, w takich samych st¢zeniach, jakie uzywano do
reakcji z pojedynczymi biatkami. Rozdzielone elektroforetycznie kompleksy biatek z DNA
wizualizowano za pomoca fluorescencyjnego skanera Typhoon 8600 Imager Scanner (GE

Healthcare). Wyniki przeprowadzonej analizy przedstawiono na Rycinie 5.14.

Pmsmeg_0427 Pmsmeg_0433 Pmsmeg_4008
Kompleksy DNA-biatko - ) = - ~e -
Wolny DNA - | s . - P- -
MBP — Msmeg_0432 - 4+ = 4 ~ 4 = + = + = +
His — Msmeg_5784 = = o = = ok = = o
Pmsmeg_5360 Pmsmeg_5765
Kompleksy DNA-biatko - : “ . ..

Wolny DNA > [ W B8

MBP — Msmeg_0432 - + - o+ - o+ - o+
His — Msmeg_5784 - - 4+ 4+ - - + o+

Rycina 5.14. Elektroforetyczny rozdzial produktow reakcji biatka MPB-Msmeg_0432
(2 uM), His-Msmeg 5784 (4 uM) oraz mieszaniny bialek z sekwencjami promotorowymi

genow msmeg_0427, msmeg_0433, msmeg_4008, msmeg_5360 i msmeg_5765 (30 nM).

Rekombinowane biatko MBP-Msmeg 0432 w stezeniu 2 uM wigzato si¢ do
promotorow genow msmeg_0427, msmeg_0433 oraz msmeg_5765, natomiast nie
rozpoznawato sekwencji regulatorowych genow msmeg_4008 i msmeg_5360. Co ciekawe,

wigzanie tych dwdch fragmentow DNA byto mozliwe, kiedy sondy inkubowano z mieszaning
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biateck MBP-Msmeg_0432 oraz His-Msmeg 5784, co moze $wiadczy¢ o ich wspotregulacji.
W Zadnej z reakcji z udzialem samego biatka His-Msmeg 5784 w stezeniu 4 pM nie
obserwowano kompleksu biatka z badanymi sekwencjami promotorowymi.

Aby sprawdzi¢ czy wigzanie biatka MBP-Msmeg 0432 z DNA jest specyficzne
przeprowadzono test kompetycji z uzyciem sekwencji regulatorowej genu msmeg_0427,
z ktorg biatko najsilniej oddziatywato. W tym celu, do standardowej reakcji biatka ze
znakowanym DNA dodawano nieznakowang sekwencj¢ promotora, w ilosci 100-krotnie
wiekszej wzgledem wyznakowanej sondy. Elektroforetyczng analize uzyskanych w tescie

produktéw przedstawiono na Rycinie 5.15.

Pmsmeg_0427
Kompleksy DNA-biatko > - —
Wolny DNA -
MBP — Msmeg_0432 -+ o+
Znakowany DNA + + +
Nieznakowany DNA - - +

Rycina 5.15. Elektroforetyczny rozdziat produktow reakcji biatka MBP-Msmeg 0432 (2 uM)

ze znakowang (30 nM) i1 nieznakowang (300 nM) sekwencjg promotora genu msmeg_0427.

Inkubacja biatka MBP-Msmeg 0432 ze znakowang sonda skutkowata zwigzaniem
DNA i utworzeniem kompleksu, podczas gdy dodatek nieznakowanej sekwencji
regulatorowej powodowal ostabienie wiazania. Swiadczyta o tym obecno$é niezwiazanego
znakowanego DNA oraz znaczaco stabszy kompleks DNA-biatko w reakcji z kompetytorem.
Obserwacje te potwierdzity specyficznos¢ wigzania biatka MBP-Msmeg_0432 z badanym

promotorem.

5.7. Badanie oddzialywania bialek Msmeg_0432 i Msmeg_ 5784 metoda Pull-down

Analiz¢ oddzialywania badanych biatek wykonano technikg opartag o chromatografie
powinowactwa, w ktorej jedno z biatek jest immobilizowane do kulek magnetycznych,
podczas gdy biatko partnerskie nie wykazuje powinowactwa do zloza. Interakcje migdzy

biatkami stwierdza si¢ na podstawie obecnosci obu biatek w eluatach po wielokrotnym
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ptukaniu ztoza magnetycznego. Poszczegdlne etapy badania oddziatywan biatek
Msmeg_0432 i Msmeg_5784 opisano w rozdziale Metody 4.33.

W  przeprowadzonym do$wiadczeniu czasteczka immobilizowang do kulek
magnetycznych byto rekombinowane biatko His-Msmeg 5784. W ukladzie badanym ztoze
inkubowano z biatkiem MBP-Msmeg 0432, natomiast w uktadzie kontrolnym z BSA.
Frakcje z rdéznych etapow analizy rozdzielano elektroforetycznie w 12% zZelu
poliakrylamidowym, w warunkach denaturujacych (Metody 4.31.). Wyniki rozdziatu

przedstawiono na Rycinie 5.16.

His — Msmeg_5784 His — Msmeg_5784

kDa + BSA + MBP — Msmeg_0432
M L W E M L W E
250 -
150 -
100 - — . wese & MBP—Msmeg_0432 (83 kDa)
—

P‘ BSA (66 kDa)
50 - . -
40 - e —
30 - . . v ' His — Msmeg_5784 (31 kDa)
20 - - -

Rycina 5.16. Analiza SDS-PAGE frakcji zebranych podczas badania oddziatywania biatek
MBP-Msmeg_0432 i His-Msmeg_ 5784 w 12% zelu poliakrylamidowym: (M) wzorzec mas
czasteczkowych, (L) frakcja biatka immobilizowanego do ztoza oraz biatka partnerskiego,

(W) frakcja pochodzaca z ptukania ztoza, (E) frakcje po elucji ze ztoza.

W uktadzie badanym, w uzyskanym eluacie obecne byly niewielkie ilosci biatka
MBP-Msmeg 0432 w stosunku do biatka His-Msmeg 5784. Obserwacje te pozwalajg
wnioskowa¢, ze badane biatka wykazuja stabe oddziatywanie. W eluacie pochodzacym
z uktadu kontrolnego nie obserwowano BSA, co $§wiadczylo o braku interakcji tego biatka

z bialkiem His-Msmeg 5784 oraz jego catkowitym odplukaniem ze ztoza.
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5.8. Analiza wzrostu i przezywalno$ci mutantow Amsmeg 0432 | Amsmeg 5784

M. smegmatis w obecnosci azotanu i azotynu sodu

Wyniki analizy mikromacierzy fenotypowych oraz sekwencjonowania transkryptomu
wskazywaly na udzial biatka Msmeg 0432 w metabolizmie azotanéw 1 azotyndw.
Postanowiono zatem oceni¢ wzrost szczepu dzikiego oraz szczepOw mutantow
Amsmeg_0432, Amsmeg 5784 1 Amsmeg_0432-attB::pnspmsmeg_0432 M. smegmatis na
podtozu statym YNB zawierajacym azotan sodu jako jedyne zrodio azotu, o koncowym
stezeniu 10 mM (Metody 4.24.). Kontrole eksperymentu stanowito podtoze YNB pozbawione
zrodta azotu oraz podloze bogate Middlebrook 7H10/OADC. Wzrost szczepoOw na

testowanych podtozach przedstawiono na Rycinie 5.17.

Middlebrook 7H10/OADC YNB bez zrédta azotu YNB z azotanem sodu

msmeg _0432— N\ smeg_042 )
04 msmeg0432

Rycina 5.17. Wzrost szczepu dzikiego, szczepow mutantow Amsmeg_0432 i Amsmeg_5784
oraz szczepu komplementowanego Amsmeg_0432-attB:: nspmsmeg_0432 M. smegmatis na
podtozu bogatym Middlebrook 7H10/OADC, YNB pozbawionym zrédta azotu oraz YNB

z azotanem sodu (10 mM).

Szczepy mutanty Amsmeg_0432 i Amsmeg_5784 nie wykazywaly wzrostu na podtozu
YNB z azotanem sodu, natomiast szczep Amsmeg_0432 komplementowany funkcjonalnym
genem msmeg_0432 wykazywal wzrost w obecnosci badanego zrodia azotu, podobnie jak
szczep dziki. Na podtozu bogatym Middlebrook 7H10/OADC obserwowano wzrost kazdego
z analizowanych szczepow.

W kolejnych analizach oceniano wzrost i przezywalnos¢ badanych szczepéw w
podtozu ptynnym Sautona zawierajacym azotan sodu (10 mM) oraz azotyn sodu (5 mM) jako
jedyne zrodto azotu. Do do$wiadczenia wlaczono takze szczep Amsmeg_5784-
attB::pnspmsmeg_0432, ktory stanowit dodatkowa kontrole. Analiz¢ w podiozu ptynnym

poprzedzata 16 godzinna indukcja glodu azotowego w podiozu plynnym Sautona
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pozbawionym zrodla azotu. Miata ona na celu wyczerpanie wewnatrzkomoérkowej puli
zwigzkow azotu. Kinetyke wzrostu w obecno$ci azotanu i azotynu sodu okreslono poprzez
pomiar gestosci optycznej ODggo, natomiast liczbe zywych komodrek oceniono technikag CFU

(Metody 4.25.). Uzyskane wyniki przedstawiono na Rycinie 5.18.

A Azotan sodu B Azotan sodu
10,0 mc? 155
b0 P — 1,00E+10 Amsmeg_0432-msmeg_0432
g 10 e - * g 1,00E+09
n\gn 01 !—iﬂ-—l—-H{‘!'—."_!—ﬁ * I-ol- 1,00E+08 Amsmeg_0432
’ Amsmeg_ 5784
o g’ 1,00E+07 Amsmeg_5784-msmeq_0432
0,0 — ; ; ; ; — - 1,00E+06
0 3 6 9 12 24 36 48 60
Czas [h] Czas[h]
C Azotyn sodu D Azotyn sodu
10,0 1,00E+10 mc* 155
! E ! Amsmeg_0432-msmeg_0432
00 -
¥ o1 i 5 £ 1,00E+09
8 T w 1,00E+08 Amsmeg_0432
2 01 * :’D Amsmeg 5784
(=] ! 3 1,00E+07 Amsmeg_5784-msmeg_0432
0,0 . — 1,00E+06
0 3 6 9 12 24 36 48 60
Czas [h] Czas[h]
—&— mc2 155
Amsmeg_0432 Amsmeg_0432-msmeg_0432
—&— Amsmeg_5784 —8— Amsmeg_5784-msmeg_0432

Rycina 5.18. Kinetyka wzrostu oraz przezywalno$¢ szczepu dzikiego, szczepoéw mutantow
Amsmeg_0432 i Amsmeg_5784 oraz szczepdw komplementowanych Amsmeg_0432-
attB::phnspmsmeg_0432 i Amsmeg_5784-attB::phspmsmeg_0432 M. smegmatis w podiozu
Sautona zawierajacym (A, B) azotan sodu (10 mM) i (C, D) azotyn sodu (5 mM) jako zZrédto
azotu. Analizy wzrostu w wyznaczonych punktach czasowych dokonywano przez pomiar
gestosci optycznej ODggo hodowli. Przezywalno$¢ szczepéw w 24 godzinie oceniano poprzez
okreslenie liczby jednostek koloniotworczych (CFU). Istotno$¢ statystyczng okreslono

stosujac test t-Studenta (* p < 0,01).

Analiza kinetyki wzrostu wykazata, ze szczepy Amsmeg 0432 i Amsmeg_ 5784
charakteryzuja si¢ znaczaco spowolnionym tempem wzrostu w obecnosci azotanu i azotynu
sodu, w poréownaniu do szczepu dzikiego. Bioragc pod uwage wyniki globalnej analizy
transkryptomu mozna wnioskowaé, ze mutanty te utracity zdolnos¢ do asymilacji badanych
zwigzkow. Komplementacja mutanta Amsmeg_0432 funkcjonalnym genem msmeg_0432
spowodowata przywrocenie fenotypu szczepu dzikiego. Co ciekawe, wzrost mutanta
Amsmeg_5784  (charakteryzujacego si¢ obnizong ekspresja genu msmeg_0432)
komplementowanego genem msmeg_0432 byt podobny do wzrostu mutanta Amsmeg_5784.
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Obserwacje te moga Sswiadczy¢ o tym, ze obecnos¢ w komorce biatka Msmeg 0432 nie
kompensuje braku funkcjonalnego regulatora Msmeg 5784 i ze obecno$¢ obu badanych
biatek regulatorowych jest niezbedna dla ekspresji gendow, ktorych produkty odpowiadaja za
asymilacje¢ azotandéw i azotynow.

Wyniki przezywalnosci badanych szczepow byly zgodne z kinetyka wzrostu.
Po 24 godzinach hodowli w obecnosci azotanu i1 azotynu sodu przezywalno$¢ szczepu
Amsmeg_0432 byta nizsza o 95% (azotan) i 87% (azotyn) w stosunku do szczepu dzikiego.
Podobnie w przypadku mutanta Amsmeg 5784, liczba zywych komoérek byta obnizona
0 96,5% (azotan) i 88,5% (azotyn).

5.9. Ocena zdolnosci szczepow Amsmeg 0432 | Amsmeg 5784 M. smegmatis do konwersji

azotanow do azotynow oraz azotynow do amoniaku

Aby oceni¢, czy znaczace obnizenie przezywalnosci mutantow Amsmeg_0432
i Amsmeg_5784 M. smegmatis w obecnosci azotanu sodu byto spowodowane utraceniem
zdolnos$ci szczepow do konwersji azotandow do azotyndéw, w supernatantach pochodzacych
z hodowli w podlozu Sautona zawierajgcym azotan sodu (10 mM) okre§lano stgzenia
azotynow. Prébki do oznaczen pobierano w okreslonych punktach czasowych z hodowli,
w ktorych analizowano kinetyke wzrostu oraz przezywalno$¢ szczepow (Wyniki 5.8.).
Przygotowanie supernatantdw oraz iloSciowa ocen¢ azotyndw przy uzyciu komercyjnego
zestawu Griess Reagent System (Promega) opisano w rozdziale Metody 4.26. Do badania
wlaczono szczep dziki oraz mutanty Amsmeg 0432, Amsmeg_5784, Amsmeg_0432-
attB::pnspmsmeg 0432 i Amsmeg_5784-attB::phspmsmeg_0432. Uzyskane wyniki zobrazowano
na Rycinie 5.19.

80
—&— mc2 155

0 A 0432
= msmeg_
2 40 -
(=2
= —&— Amsmeg_5784
2 50 -
0 Amsmeg_0432-msmeg_0432
c
> 40
‘6’ —8— Amsmeg_5784-msmeg_0432
N 30 -
()
e 20 -
B
o 10
]
n

0 \

-10 -

Czas [h]

Rycina 5.19. Stezenia azotynow w supernatantach pochodzacych z hodowli szczepu dzikiego,

szczepdw mutantow Amsmeg_0432 i Amsmeg_5784 oraz szczepow komplementowanych
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Amsmeg_0432-attB::prspmsmeg_0432 i Amsmeg_5784-attB:: nspmsmeg_0432 M. smegmatis
w podtozu Sautona zawierajacym azotan sodu (10 mM) jako zrédto azotu. Oznaczenia stgzen
azotynéw dokonano na 96-dotkowych ptytkach przy uzyciu komercyjnego zestawu Griess
Reagent System (Promega). Przedstawiono jeden reprezentatywny z trzech wykonanych

eksperymentow.

Analiza stezen azotynéw w hodowlach w podtozu Sautona z azotanem sodu wykazata,
ze szczep Amsmeg_0432 jest zdolny do redukcji azotanow, jednak nie asymiluje produktu tej
konwersji. W przeciwienstwie do szczepu dzikiego, nie obserwowano wzrostu mutanta w
obecnosci badanego zrddlta azotu, pomimo tego, ze odnotowano wzrastajace stezenie
azotynow. Komplementacja mutanta Amsmeg_0432 funkcjonalnym genem msmeg_0432
spowodowata przywrdcenie zdolnosci asymilacji azotynow. Mutant Amsmeg_5784 nie
przeksztatcal azotanéw, ponadto komplementacja tego mutanta genem msmeg_0432 nie
powodowata przywrocenia zdolno$ci konwers;ji.

Na podstawie wynikéw analizy mozna wnioskowaé, ze u mutanta Amsmeg_0432
szlaki zaangazowane w asymilacj¢ azotandw 1 azotyndéw sa czeSciowo aktywne. Uzyskany
profil ekspresji gendw mutanta w warunkach glodu azotowego oraz badania opublikowane
dla Streptomyces (Amin i wsp., 2012) wskazuja, ze za przezywalno$¢ bakterii w obecnosci
azotanéw 1 azotynow jako jedynych zrodet azotu moga odpowiada¢ produkty gendéw nirB
i nirD, ktorych ekspresja u mutanta Amsmeg_0432 jest znaczaco obnizona. Obserwacje
dotyczace mutanta Amsmeg_5784 komplementowanego genem msmeg_0432 sugerujg, ze
ekspresja enzymoOw zaangazowanych w konwersje azotandw jest mozliwa kiedy oba
regulatory sg w komorce aktywne.

W celu sprawdzenia czy azotyny ulegaja dalszym przeksztalceniom, we wszystkich
supernatantach, w ktorych oznaczano stezenia azotynéw oceniono obecno$¢ jonow
amonowych, produktow konwersji azotynow. Do tego celu wykorzystano komercyjny zestaw
Ammonium Test (Merck) pozwalajacy na analize¢ metodg kolorymetryczng (Metody 4.26.).
Wyniki badania dla supernatantow z 0 i 72 godziny hodowli przedstawiono na Rycinie 5.20.

Amsmeg_0432 Amsmeg 5784
mc?155 Amsmeg_0432 DAmsmeg_5784  -msmeg 0432 -msmeg_0432

T - —

l

\
3 " \ “ 1
72 0

—
Czas [h] 0 72 0 72 0 72 0 72
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Rycina 5.20. Ocena obecnos$ci jondw amonowych w supernatantach pochodzacych z hodowli
szczepu dzikiego, mutantow Amsmeg_0432 1 Amsmeg 5784 oraz szczepow
komplementowanych Amsmeg_0432-attB::pnspmsmeg_0432 i Amsmeg_5784-
attB::phspmsmeg_0432 M. smegmatis w podtozu Sautona zawierajacym azotan sodu (10 mM)
jako zrédlo azotu. Analiz¢ wykonano przy uzyciu komercyjnego zestawu Ammonium Test
(Merck) w mikroskali. Kolor zielony jest efektem powstania pochodnej indofenolu i wskazuje
na obecno$ci jondw amonowych w podtozu hodowlanym. Na zdjeciu przedstawiono

reprezentatywne proby badane.

Przeprowadzona analiza wykazata obecnos¢ jonow amonowych w supernatantach
pochodzacych z 72 godziny hodowli szczepu dzikiego i1 szczepu komplementowanego
Amsmeg_0432-attB::ynspmsmeg_0432. W probkach z pozostatych punktéow czasowych, dla
wszystkich badanych szczepdéw nie odnotowano zawarto$ci jondw amonowych w podiozu.
Obserwacje te wydaja sie potwierdza¢, ze mutant Amsmeg_0432 utracit zdolno$¢ asymilacji
azotandbw 1 azotynow na skutek znaczaco obnizonej ekspresji gendéw nirB i nirD,

zaangazowanych w przemiany azotynéw do amoniaku.

5.10. Analiza wzrostu i przezywalnosci mutantow Amsmeg 0432 | Amsmeg 5784

M. smegmatis w podlozu Sautona z ré6znymi zZrédlami azotu

Biorgc pod uwage wyniki sekwencjonowania transkryptomu oraz cechy fenotypowe
szczepow Amsmeg_0432 i Amsmeg_5784 M. smegmatis w obecnosci azotanéw i azotynow
postanowiono oceni¢ zdolno$¢ badanych szczepéw do asymilacji réznych zrodet azotu.
Badanie poprzedzata indukcja glodu azotowego prowadzona w podtozu ptynnym Sautona bez
obecnosci zrodta azotu. Analizg wykonywano poprzez pomiar gestosci optycznej ODggo Oraz
okreslenie liczby zywych komorek technika CFU, w hodowlach w podtozu ptynnym Sautona
zawierajacym rozne zrodta azotu (Metody 4.25.).

Wigkszos¢ testowanych zrédet azotu takich jak mocznik (pH=4,5), kwas moczowy,
histydyna (pH=9,5), leucyna (pH=9,5), prolina (pH=9,5), metionina (pH=9,5), acetamid,
allantoina i glutaminian potasu zostatlo wybrane sposrod zwigzkow wskazanych w analizach
wykorzystaniem macierzy fenotypowych. Dodatkowo sprawdzono aktywno$¢ metaboliczng
szczepOw w obecnosci hydantoiny 1 siarczanu amonu. Kazde zrodlo testowano w stgzeniu
10 mM, za wyjatkiem acetamidu, ktorego stezenie koncowe w hodowli wynosito 5 mM.
Wzrost i przezywalno$¢ badanych szczepdéw w obecno$ci badanych zwigzkow przedstawiono

na Rycinach 5.21. i 5.22.
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Rycina 5.21. Kinetyka wzrostu szczepu dzikiego oraz szczepéw mutantow Amsmeg_0432
I Amsmeg_5784 M. smegmatis na (A) podtozu Middlebrook 7H9/OADC, (B) w podtozu
Sautona pozbawionym zrodta azotu oraz w podtozu Sautona zawierajacym nastepujace zrodta
azotu: (C) mocznik, (D) kwas moczowy, (E) histydyna (pH=9,5), (F) leucyna (pH=9,5),
(G) siarczan amonu, (H) allantoina, (1) hydantoina, (J) prolina (pH=9,5),
(K) metionina (pH=9,5), (L) glutaminian potasu i (M) acetamid. Koncowe st¢zenie zwigzkow
w hodowli wynosito 10 mM, za wyjatkiem acetamidu (5 mM). Analizy wzrostu dokonywano
przez pomiar gestosci optycznej ODgoo hodowli w wyznaczonych punktach czasowych.

Istotno$¢ statystyczng okre$lono stosujgc test t-Studenta (* p < 0,01).
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Rycina 5.22. Analiza przezywalnoSci szczepu dzikiego oraz szczepéw mutantow
Amsmeg_0432 i Amsmeg_5784 M. smegmatis na (A) podtozu Middlebrook 7H9/OADC,
(B) w podtozu Sautona pozbawionym zrodta azotu oraz w podlozu Sautona zawierajgcym
nastepujace zrodta azotu: (C) mocznik, (D) kwas moczowy, (E) histydyna (pH=9,5),
(F) leucyna (pH=9,5), (G) siarczan amonu, (H) allantoina, (I) hydantoina, (J) prolina
(pH=9,5), (K) metionina (pH=9,5), (L) glutaminian potasu i (M) acetamid. Koncowe stezenie
zwigzkéw w hodowli wynositlo 10 mM, za wyjatkiem acetamidu (5 mM). Przezywalnos¢
szczepOw w 24 godzinie oceniano poprzez okreslenie liczby jednostek koloniotwoérczych

(CFU). Analizy statystycznej dokonano za pomoca testu t-Studenta (* p < 0,01).

Analiza przezywalno$ci nie wykazata znaczacych réznic pomigdzy szczepem dzikim
a szczepem Amsmeg_0432. W przypadku szczepu mutanta Amsmeg_5784 obserwowano
znaczace obnizenie przezywalnosci w obecnosci kwasu moczowego (96,6%), histydyny
(40,2%), leucyny (83,5%), glutaminianu potasu (95,1%) i acetamidu (88,5%), w stosunku do
szczepu dzikiego. Najgorzej asymilowanym zrédtem azotu przez wszystkie badane szczepy
byt mocznik, metionina (pH=9,5) i hydantoina. Dla wigkszo$ci badanych zwigzkow, wyniki
uzyskane dla szczepu Amsmeg 0432 byly zgodne z analiza fenotypowa BIOLOG za
wyjatkiem mocznika (pH=4,5), allantoiny i proliny (pH=9,5). Wartosci gestosci optycznej

ODgoo odpowiadaly poziomom przezywalnos$ci szczepéw w badanych warunkach.

5.11. Wstepna charakterystyka fenotypowa szczepu Arv0260c M. tuberculosis

5.11.1. Ocena poziomu bialka Rv0260c w szczepie dzikim oraz szczepach mutantach

Arv0260c i Arv0260c-attB::pnsprv0260c M. tuberculosis

Bialko Rv0260c obecne w komorkach M. tuberculosis jest homologiem biatka
Msmeg 0432 wystepujacego U M. smegmatis. Funkcja biatka Rv0260c w fizjologii pratkéw
gruzlicy jest nieznana, jednak wiadomo, ze ekspresja genu rv0260c jest indukowana
w warunkach glodu azotowego (Williams i wsp., 2015).

W  celu okreslenia poziomu biatka Rv0260c w komorkach mykobakterii
przeprowadzono analize western blot (Metody 4.32.), z wykorzystaniem lizatow
komorkowych (Metody 4.34.) szczepu dzikiego oraz szczepow mutantow Arv0260c
I Arv0260c-attB::phsprv0260c M. tuberculosis, hodowanych w podtozu ptynnym Middlebrook
7THI9/OADC, w temperaturze 37°C, do uzyskania warto$ci wspotczynnika gestosci optycznej

ODgpo=0,8 — 1. W badaniu zastosowano mysie poliklonalne przeciwciata skierowane
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przeciwko biatku SUMO-Rv0260c, ktore analizowano na wczes$niejszych etapach pracy.

Wyniki do§wiadczenia przedstawiono na Rycinie 5.23.

Rycina 5.23. Analiza western blot lizatow komérkowych (1) szczepu dzikiego oraz szczepow
mutantéw (2) Arv0260c i (3) Arv0260c-attB::ynsprv0260c M. tuberculosis z uzyciem mysich
poliklonalnych przeciwcial skierowanych przeciwko biatku SUMO-Rv0260c w proporcji
1:2000.

Analiza poziomu biatka Rv0260c w komorkach mykobakterii technikga western blot,
nie umozliwita detekcji biatka w ekstrakcie biatkowym pochodzacym ze szczepu dzikiego
M. tuberculosis. Obserwacje te mogg $wiadczy¢ o tym, ze w badanych warunkach naturalny
poziom biatka w komoérce jest bardzo niski, a do indukcji biatka moze dochodzi¢
w specyficznych warunkach. Badanie potwierdzilo natomiast wysoki poziom badanego biatka
w mutancie Arv0260c komplementowanym funkcjonalnym genem rv0260c, ulegajacym
ekspresji pod kontrola silnego promotora Phspso. W lizacie komorkowym mutanta Arv0260c

nie obserwowano obecnosci biatka Rv0260c.

5.11.2. Analiza Kkinetyki wzrostu i przezywalnosci szczepu Arv0260c M. tuberculosis

w obecnosci reaktywnych form tlenu i azotu

Ogoblng charakterystyke szczepu mutanta Arv0260c M. tuberculosis (odpowiednik
mutanta Amsmeg_0432 M. smegmatis) rozpoczeto od analizy wzrostu i przezywalno$ci w
podtozu bogatym Middlebrook 7H9/OADC z dodatkiem menadionu (10 uM) i DETA-NO
(25 uM), zwigzkéw generujagcych wolne rodniki (Metody 4.37.). W prowadzonych
hodowlach induktorem stresu oksydacyjnego byl menadion, podczas gdy zrodtem
reaktywnych form azotu byt DETA-NO. Dziatanie wolnych rodnikéw zaburzajacych procesy
komorkowe oceniano przez pomiar gegstosci optycznej ODggo oraz okreslenie liczby zywych

komorek w 1 ml badanych prob (CFU). Wyniki analizy przedstawiono na Rycinie 5.24.
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Rycina 5.24. Kinetyka wzrostu (gorny panel) i przezywalnosci (dolny panel) szczepu
dzikiego oraz szczepu mutanta Arv0260c M. tuberculosis w podtozu Middlebrook
7H9/OADC, w obecnosci zwiazkéw generujacych reaktywne formy tlenu 1 azotu: menadionu
(10 uM) i DETA-NO (25 puM). Analizy wzrostu dokonywano przez pomiar gestosci
optycznej ODgoo W Wyznaczonych punktach czasowych natomiast przezywalno$¢ szczepow
oceniano poprzez okreslenie liczby jednostek koloniotworczych (CFU) w 3 i 11 dniu hodowli.

Istotno$¢ statystyczng okreslono stosujgc test t-Studenta (* p < 0,01).

Tempo wzrostu mutanta Arv0260c w podtozu bogatym Middlebrook 7H9/OADC oraz
w obecnosci menadionu 1 DETA-NO nie roznilo si¢ od wzrostu szczepu dzikiego w badanych
warunkach. Analiza przezywalno$ci byla zgodna z kinetyka wzrostu badanych szczepow w
podtozu bez dodatku zwigzkéw oraz z DETA-NO, jednakze w obecno$ci menadionu,
w logarytmicznej fazie wzrostu obserwowano znaczgco wyzszg przezywalno$¢ szczepu
Arv0260c, w stosunku do szczepu dzikiego.

W kolejnym etapie analizy postanowiono poréwnaé przezywalno$¢ badanych
szczepdw w obecno$ci menadionu z przezywalnoscia w podilozu bez dodatku zwigzku
przyjmujac, ze zywotnos¢ szczepow w hodowlach bez menadionu stanowi 100%. Uzyskane

wyniki przedstawiono na Rycinie 5.25.
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Rycina 5.25. Przezywalno$¢ szczepu dzikiego i szczepu Arv0260c M. tuberculosis
w obecno$ci menadionu, w odniesieniu do przezywalnosci tych szczepow w podtozu bez
dodatku zwiazku. Procentowa przezywalno$¢ wyznaczono na podstawie wynikow
uzyskanych metodg CFU. Istotno$¢ statystyczng okreSlono stosujac test t-Studenta
(* p <0,05).

Przeprowadzona analiza wykazala, ze przezywalnos¢ komorek szczepu dzikiego
hodowanego z dodatkiem menadionu jest obnizona o 28,9% (w logarytmicznej fazie wzrostu)
i 30,3% (w fazie stacjonarnej), wzgledem przezywalnosci tego szczepu w podlozu bez
zwigzku. Co ciekawe, w obecno$ci wolnych rodnikow mutant Arv0260c charakteryzowat si¢
wyzsza o 40,5% (w fazie logarytmicznej) 1 38,7% (w fazie stacjonarnej) zywotnos$cig
w stosunku do tej, ktorg obserwowano w podlozu niezawierajgcym induktora stresu

oksydacyjnego.

5.11.3. Porownanie wrazliwosci szczepu Arv0260c M. tuberculosis oraz szczepu

kontrolnego na wybrane tuberkulostatyki oraz inne zwiazki

5.11.3.1. Ocena wrazliwosci szczepu Arv0260c M. tuberculosis na podlozu stalym testem
kropkowym

Wrazliwo$¢ szczepu dzikiego oraz mutanta Arv0260c M. tuberculosis na wybrane
antybiotyki oraz inne czynniki badano mi¢dzy innymi na podtozu statym, poprzez naniesienie
odpowiednio przygotowanych hodowli na ptytki z podtozem Middlebrook 7H10/OADC
zawierajacym testowane zwigzki w réznych stezeniach (Metody 4.38.). Analizy dokonywano
poréwnujac wzrost mutanta do wzrostu szczepu dzikiego w badanych warunkach. Uzyskane

wyniki przedstawiono na Rycinie 5.26.

121



Wyniki

7H10/0ADC
10° 10102 10 10™

«— H37Rv
«— Arv0260c
Kanamycyna
0,1 pg/ml 0,2 pg/ml 1 pg/ml 5 ng/ml 10 pg/ml
Streptomycyna

0,1 pg/ml 0,2 pg/ml 0,3 pg/ml 0,5 pg/ml 1 pg/ml

Dihydrostreptomycyna
0,1 pg/ml

Wankomycyna
0,5 pg/ml 1 pg/ml 1,5 pg/ml 1,75 pg/ml
Paromomycyna
0,5 pg/ml 1 pg/ml 5 pg/ml
I1zoniazyd
0,01 pg/ml 0,05 pg/ml 0,1 ng/ml 0,15 pg/ml 0,2 png/ml

Oksacylina
25 pg/ml

100 pg/ml

03M

=~ 0

Rycina 5.26. Wzrost szczepu dzikiego oraz mutanta Arv0260c M. tuberculosis na podtozu
statym Middlebrook 7H10/OADC (kontrola) oraz Middlebrook 7H10/OADC zawierajacym
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badane zwigzki w wybranych st¢zeniach. Przy pierwszym panelu zaznaczono rozcienczenia
nanoszonych hodowli (dotyczy wszystkich plytek). Goérna cze¢s¢ ptytek przedstawia wzrost

szczepu dzikiego natomiast dolna czgs$¢ wzrost mutanta Arv0260c.

Przeprowadzona analiza wykazala, ze mutant Arv0260c charakteryzuje si¢ zwigkszona
wrazliwos$cig na streptomycyng 1 dihydrostreptomycyne obecng w podtozu stalym w stezeniu
1 pg/ml. Podobne obserwacje dotycza izoniazydu zastosowanego w stezeniu 0,15 pug/ml
10,2 pg/ml. Zmniejszong wrazliwo$¢ mutanta w stosunku do szczepu dzikiego obserwowano
natomiast na ptytkach z chlorkiem miedzi (II) oraz chlorkiem sodu wystepujacych w podtozu
w stezeniu 10 pg/ml i 0,3 M. W przypadku kanamycyny, paromomycyny i oksacyliny nie

odnotowano roéznic we wzroscie badanych szczepow.

5.11.3.2. Ocena wrazliwos$ci szczepu Arv0260c M. tuberculosis w podlozu plynnym
metoda Microplate Alamar Blue Assay (MABA)

Analiza wrazliwosci technika MABA pozwala na fenotypowa charakterystyke
szczepow w podlozu pltynnym =z dodatkiem badanych czynnikéw. O aktywnosci
metabolicznej zywych komorek $wiadczy rézowy kolor mikrohodowli po dodaniu rezazuryny
o granatowym zabarwieniu. Metoda ta pozwala wyznaczy¢ minimalne stezenie zwigzku
hamujace wzrost drobnoustrojow (MIC), przy ktorym w hodowlach nie obserwuje si¢ zmiany
koloru odczynnika. Niestety, ze wzgledu na niespecyficzne reakcje niektérych substancji badz
ich rozpuszczalnikow z rezazuryna, nie jest mozliwe sprawdzenie aktywno$ci metabolicznej
szczepdw w kazdych warunkach.

Do badania metodg MABA wybrano czg$¢ zwigzkoéw testowanych na podtozu statym,
ale takze inne chemioterapeutyki. Procz szczepu dzikiego i szczepu mutanta Arv0260c do
analizy  wlaczono takze szczep  komplementowany  Arv0260c-attB::psrv0260c
M. tuberculosis. Wykonanie eksperymentu opisano w rozdziale Metody 4.39. natomiast
przyktadowe zdjecie plytki przedstawiajagce wynik testu przedstawiono na Rycinie 5.27.
Wartosci MIC badanych zwigzkdéw uzyskane dla poszczegolnych szczepdéw zebrano

w Tabeli 5.3.
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i e
K A ‘ kapreomycyna

7H9-S B | Y ~v‘— Y 20 pg/ml
CAP C ' a 10 pg/ml
1 D .’ & 5 pg/ml

2 E ’ é 2,5 pg/ml

3 F i" 3 1,25 pg/ml

0,63 pg/ml

0,32 pg/ml

Rycina 5.27. Ocena wrazliwosci: (1) szczepu dzikiego oraz mutantow (2) Arv0260c
1 (3) Arv0260c-attB::phsprv0260c M. tuberculosis w obecnosci roznych stgzen kapreomycyny;
K — kontrola rezazuryny; 7H9-S — kontrola podtoza; CAP — kontrola antybiotyku.

Tabela 5.3. Wartosci MIC testowanych zwiagzkéw wyznaczone dla szczepu dzikiego oraz

mutantéw Arv0260c i Arv0260c-attB::phsprv0260c M. tuberculosis metoda MABA w trzech

niezaleznych eksperymentach.

Zwiazek Wartos¢ MIC Wartos¢ MIC Wartos¢ MIC
H37Rv Arv0260c Arv0260c-attB:: psprv0260c
8-hydroksychinolina 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml
Chlorek miedzi (1) 12,5 pg/ml 12,5 pg/ml 12,5 pg/ml
Dihydrostreptomycyna 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml
Etambutol 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml

Izoniazyd 0,06 pg/ml 0,06 pg/ml 0,06 pg/ml
Kanamycyna 2,5 pg/ml 2,5 pg/ml 2,5 pg/ml
Kapreomycyna 2,5 pg/ml 2,5 pg/ml 2,5 pg/ml
Ofloksacyna 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml

Rifampicyna 0,001 pg/ml 0,001 pg/ml 0,001 pg/ml
Streptomycyna 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml
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Z przeprowadzonej analizy wynika, ze mutant Arv0260c hodowany w obecnosci
8-hydroksychinoliny, etambutolu, kanamycyny, kapreomycyny, ofloksacyny i rifampicyny
charakteryzuje si¢ podobnym wzrostem jak szczep dziki. Badanie metoda MABA nie
potwierdzito takze roznic we wrazliwosci badanych szczepow na izoniazyd, streptomycyne,
dihydrostreptomycyne oraz chlorek miedzi (II), ktore obserwowano w testach na podiozu
statym. Odmienno$¢ uzyskanych wynikéw w obu testach moze by¢ konsekwencja réznej
dostepnosci badanych zwigzkéw oraz sktadnikéw odzywczych dla drobnoustrojow na
podiozu statym 1 plynnym. Nalezy réwniez pamigtac, ze test MABA oparty jest o rdznice
w aktywnosci bojczej badanych zwigzkéw, natomiast na podlozach staltych uwidaczniajg si¢

rowniez réznice w aktywnosci bakteriostatycznej.

5.12. Wstepna charakterystyka fenotypowa szczepu Arv0195 M. tuberculosis

5.12.1. Analiza Kinetyki wzrostu i przezywalnosci szczepu Arv0195 M. tuberculosis

w obecnosci reaktywnych form tlenu i azotu

Dotychczasowe badania wskazujg na udziat biatka Rv0195 w adaptacji do warunkow
beztlenowych oraz zjadliwos$ci pratkow gruzlicy (Fang i wsp., 2013). Skonstruowanego na
potrzeby niniejszej pracy mutanta Arv0195 M. tuberculosis (brak odpowiednika u
M. smegmatis) charakteryzowano w taki sam sposob jak mutanta Arv0260c. Badania
rozpoczg¢to od oceny kinetyki wzrostu 1 przezywalnos$ci szczepu w podlozu bogatym
Middlebrook 7H9/OADC w obecnosci menadionu (10 uM) 1 DETA-NO (25 uM) (Metody
4.37.). Wzrost komodrek okreslano przez pomiar gestosci optycznej ODggp natomiast liczbe
zywych komorek w 1 ml badanych préb wyznaczano technika CFU. Uzyskane wyniki

przedstawiono na Rycinie 5.28.
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Middlebrook 7H3/OADC Middlebrook 7H9/0OADC
Middlebrook 7H9/0ADC + menadion + DETA-NO
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Rycina 5.28. Kinetyka wzrostu (gérny panel) i przezywalnosci (dolny panel) szczepu
dzikiego oraz szczepu mutanta Arv0195 M. tuberculosis w podtozu Middlebrook 7H9/OADC,

w obecno$ci zwigzkow generujacych reaktywne formy tlenu i azotu: menadionu (10 uM)

i DETA-NO (25 pM). Analizy wzrostu dokonywano przez pomiar gestosci optycznej ODggo
w wyznaczonych punktach czasowych natomiast przezywalno$¢ szczepow 0ceniano poprzez
okreslenie liczby jednostek koloniotworczych (CFU) w 3 1 11 dniu hodowli. Istotno$¢

statystyczng okreslono stosujac test t-Studenta (* p < 0,01).

Przeprowadzona analiza nie wykazata roznic we wzro$cie szczepu dzikiego 1 mutanta
Arv0195 M. tuberculosis zaréwno w podlozu bogatym Middlebrook 7H9/OADC, jak
i w obecnosci reaktywnych form tlenu i azotu. Przezywalno$¢ szczepow w hodowlach
z menadionem i DETA-NO byta zgodna z kinetyka wzrostu. Roznice odnotowano natomiast
w podlozu bogatym bez dodatku zwigzkow. W stacjonarnej fazie wzrostu mutant Arv0195
charakteryzowal si¢ znaczaco nizszg przezywalnoscig w stosunku do szczepu dzikiego.
Obserwacje te mogg §wiadczy¢ o tym, ze biatko Rv0195 bierze udziat w adaptacji pratkow do

warunkow tej fazy wzrostu.
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5.12.2. Porownanie wrazliwo$ci szczepu Arv0195 M. tuberculosis oraz szczepu

kontrolnego na wybrane tuberkulostatyki oraz inne zwiazki
5.12.2.1. Ocena wrazliwos$ci szczepu Arv0195 M. tuberculosis na podlozu stalym testem
kropkowym

Aby okresli¢ wrazliwo$¢ szczepu Arv0195 M. tuberculosis na wybrane czynniki
hamujace wzrost drobnoustrojow, przeprowadzono analize metoda kropkowa, na podtozu
statym Middlebrook 7H10/OADC zawierajacym testowane zwigzki (Metody 4.38.). Wyniki

do$wiadczenia przedstawiono na Rycinie 5.29.
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7H10/0ADC

10° 10102 10 10*

«— H37Rv
«— Arv0195

Kanamycyna
0,1 pg/ml

1 pg/ml

Streptomycyna

0,1 pg/ml 1 pg/ml

Dihydrostreptomycyna
0,1 pg/ml 0,2 pg/ml 0,3 pg/ml 1 pg/ml

Wankomycyna
0,5 pg/ml 1 pg/ml 1,5 pg/ml 1,75 pg/ml

Paromomycyna
0,5 pg/ml 1 pg/ml 5 pg/ml

I1zoniazyd
0,01 pg/ml 0,05 pg/ml 0,1 pg/ml 0,15 pg/ml 0,2 png/ml

Oksacylina
25 pg/ml

Sees

CuCl,
10 pg/ml

Rycina 5.29. Wzrost szczepu dzikiego oraz mutanta Arv0195 M. tuberculosis na podtozu
statym Middlebrook 7H10/OADC (kontrola) oraz Middlebrook 7H10/OADC zawierajacym
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badane zwigzki w wybranych st¢zeniach. Przy pierwszym panelu zaznaczono rozcienczenia
nanoszonych hodowli (dotyczy wszystkich plytek). Goérna cze¢s¢ ptytek przedstawia wzrost

szczepu dzikiego natomiast dolna cze$¢ wzrost mutanta Arv0195.

Analiza wrazliwo$ci wykazala, ze na podtozu statym mutant Arv0195 cechuje si¢
zwickszong wrazliwoscig na niektore antybiotyki aminoglikozydowe: streptomycyne oraz
dihydrostreptomycyne, zastosowane w stezeniu 1 pg/ml. Taki sam efekt odnotowano
w obecnosci izoniazydu o koncowym st¢zeniu w podtozu 0,15 pg/ml i 0,2 pg/ml. Réznic
migdzy szczepami nie obserwowano natomiast na podlozu zawierajacym kanamycyne,

wankomycyne, paromomycyng, oksacyling, chlorek miedzi (II) oraz chlorek sodu.

5.12.2.2. Ocena wrazliwosci szczepu Arv0195 M. tuberculosis w podlozu plynnym metoda
MABA

Wrazliwo$¢ mutanta Arv0195 na wybrane zwiagzki w hodowlach ptynnych w podtozu
Middlebrook 7H9/OADC oceniono metoda MABA (Metody 4.39.). Do badan wiaczono
szczep Arv0195 komplementowany funkcjonalnym genem rv0195 pod kontrolg wiasnej,
potencjalnej sekwencji promotorowej. Okreslone dla badanych szczepéw wartosci MIC

testowanych inhibitoréw przedstawiono w Tabeli 5.4.

Tabela 5.4. Wartosci MIC testowanych zwiagzkéw wyznaczone dla szczepu dzikiego oraz
mutantow Arv0195 i Arv0195-attB::pn0105r'v0195 M. tuberculosis metoda MABA w trzech

niezaleznych eksperymentach.

Zwiazek Wartosé¢ MIC Wartosé MIC Wartos¢ MIC
H37Rv Arv0195 Arv0195-attB::5n0105rv0195
8-hydroksychinolina 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml
Chlorek miedzi (1) 12,5 pg/ml 12,5 pg/ml 12,5 pg/ml
Dihydrostreptomycyna 0,5 ng/ml 0,5 ug/ml 0,5 ug/ml
Etambutol 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml

Izoniazyd 0,06 pg/ml 0,06 pg/ml 0,06 pg/ml
Kanamycyna 2,5 pg/ml 2,5 pg/ml 2,5 ng/ml
Kapreomycyna 2,5 pg/ml 2,5 pg/ml 2,5 pg/ml
Ofloksacyna 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml
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Rifampicyna

0,001 pg/ml

0,001 pg/ml

0,001 pg/ml

Streptomycyna

0,5 pg/ml

0,5 pg/ml

0,5 pg/ml

Analiza wrazliwo$ci metoda MABA nie wykazata r6znic we wzroscie badanych

szczepdw w obecno$ci wszystkich testowanych substancji: 8-hydroksychinoliny, chlorku

miedzi (I), dihydrostreptomycyny, etambutolu, izoniazydu, kanamycyny, kapreomycyny,

ofloksacyny, rifampicyny

i streptomycyny. W przypadku

dihydrostreptomycyny,

streptomycyny oraz izoniazydu, podobnie jak dla mutanta Arv0260, nie potwierdzono

zwigkszonej wrazliwosci szczepu Arv0195, ktéra obserwowano badajac wzrost na podtozach

statych.
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6. Dyskusja

Sukces M. tuberculosis jako patogenu jest zwigzany ze zdolnoScig bakterii do
adaptacji do zmieniajagcych si¢ warunkow Srodowiska napotykanych na réznych etapach
infekcji. Za szybka reakcje na czynniki zewnetrzne, ale takze za utrzymanie niektorych
procesdw zyciowych komorki u mykobakterii odpowiadaja dwusktadnikowe systemy
transdukcji sygnalu. Tworzg je kinazy histydynowe zakotwiczone w blonie komorkowe;,
ktore aktywowane bodzcem oddziatuyja z  wewnatrzkomérkowymi  czynnikami
transkrypcyjnymi, regulujacymi transkrypcje genéw w odpowiedzi na sygnat (Stock i wsp.,
2000). Wsrod scharakteryzowanych u M. tuberculosis dwukomponentowych systemow
znajduja si¢ biatka regulatorowe o mato poznanej roli, dla ktorych partnerskie kinazy oraz
sygnaly aktywujace nie zostaly do tej pory zidentyfikowane. Sg to miedzy innymi biatka
poddane analizie w niniejszej pracy doktorskiej: Rv0195 i Rv0260c. Gtéwnym celem badan
byto okreslenie funkcji wybranych ,,sierocych” regulatorow u mykobakterii. W cze$ci badan
wykorzystano model szybko rosnacych pratkoéw M. smegmatis, w genomie ktorych obecne
jest biatko Msmeg 0432 bedace homologiem biatka Rv0260c.

Badanie funkcji bialek regulatorowych postanowiono wykonac poprzez konstrukcje
rekombinowanych szczepoéw pozbawionych zdolnosci do ich syntezy oraz ich porownaniem
ze szczepami typu dzikiego. Konstrukcje ukierunkowanych mutantéw oparto o proces
homologicznej rekombinacji uzyskujac szczepy Arv0195 i Arv0260c M. tuberculosis oraz
Amsmeg_0432 M. smegmatis, pozbawione funkcjonalnych, badanych genow. Uzyskanie tego
typu mutantow wykazato, ze w warunkach hodowli laboratoryjnej, nie sg one niezbedne dla
wzrostu mykobakterii.

W trakcie realizacji pracy doktorskiej ukazatl si¢ artykut wskazujacy na rol¢ biatka
Rv0195 w przezywaniu bakterii w warunkach beztlenowych. W pracy tej zidentyfikowano
ponad 180 genow regulowanych przez czynnik transkrypcyjny Rv0195 w odpowiedzi na
zuzycie tlenu oraz potwierdzono ostabienie zjadliwosci szczepu pozbawionego
funkcjonalnego biatka, zarowno w komoérkach THP-1 jak i u myszy C57BL/6 (Fang i wsp.,
2013). Biorac pod uwage doniesienia literaturowe, w celu glgbszej analizy mutanta Arv0195
postanowiono oceni¢ wzrost i przezywalnos$¢ szczepu w obecnosci menadionu i DETA-NO,
zwigzkow generujacych reaktywne formy tlenu 1 azotu, napotykane przez pratki
w Srodowisku wewnatrzkomorkowym. Przeprowadzone analizy nie wykazaly rdéznic
w Kinetyce wzrostu oraz zywotno$ci miedzy mutantem Arv0195 a szczepem dzikim

hodowanym w tych samych warunkach. Warto jednak podkresli¢, ze badane warunki nie
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odzwierciedlajg ztozonej odpowiedzi makrofagéw na infekcje. Zaobserwowano natomiast, ze
w stacjonarnej fazie wzrostu, w podtozu bogatym bez dodatku menadionu i DETA-NO
mutant charakteryzowal si¢ znaczaco nizsza przezywalnoscia w stosunku do szczepu
dzikiego. Uwage zwrocit takze spowolniony wzrost koloni mutanta Arv0195 na podiozu
statym. Fang i wsp. (2013) nie obserwowali ostabienia przezywalnos$ci mutanta w warunkach
tlenowych, jednakze podobnie jak my, odnotowali pojawianie si¢ koloni mutanta
z tygodniowym opdznieniem. Uzyskany fenotyp moze §wiadczy¢ o roli regulatora Rv0195
nie tylko w warunkach hipoks;ji, ale takze w obecnosci tlenu. Nasze obserwacje wskazuja na
udziat badanego biatka w adaptacji do warunkéw fazy stacjonarnej, w ktorej dochodzi do
spowolnienia metabolizmu, wyczerpywania sktadnikow odzywczych i gromadzenia si¢
produktow przemiany materii do poziomu szkodliwego dla bakterii.

W kolejnych etapach pracy sprawdzono wrazliwo$é mutanta Arv0195 M. tuberculosis
na wybrane tuberkulostatyki oraz inne czynniki hamujace wzrost drobnoustrojow
wykorzystujac do tego celu dwie metody, test kropkowy i MABA. Pierwsza z technik
pozwala na analize szczepéw na podlozu statym zawierajacym testowane zwiazki, z kolei
druga umozliwia oceng ich wzrostu w hodowli ptynnej. Badania metoda kropkowa wykazaty
wickszg w stosunku do szczepu dzikiego wrazliwo$¢ mutanta Arv0195 na izoniazyd,
streptomycyne oraz dihydrostreptomycyng, jednak uzyskanych wynikéw nie potwierdzono
stosujac test MABA. Obserwowana rozbiezno$¢ moze wynika¢ z roznej dostgpnosci
zwigzkéw odzywczych i badanych na obu rodzajach podioza, ale takze z charakteru
zastosowanych metod. Analizy na podtozu statym pozwalaja na ocen¢ bakteriostatycznego
i bakteriobdjczego dziatania substancji, natomiast w podtozu ptynnym w tesScie MABA
obserwowana jest jedynie bakteriobdjcza aktywnos$¢ zwigzku. Za uzyskany fenotyp mutanta
Arv0195 na podiozu statym z antybiotykami aminoglikozydowymi moze odpowiadac
zaburzona regulacja genu rpsl (rv3442c) bedacego elementem regulonu biatka Rv0195, ktory
scharakteryzowano metoda ChIP-Seq w globalnych analizach
(http://tuberculosis.bu.edu/tbdb_sysbio/Resources.html). U E. coli gen ten koduje biatko S9
wchodzace w sktad podjednostki 30S rybosomu i prawdopodobnie odpowiada za utrzymanie
prawidtowej ramki odczytu podczas translacji (Aseev i wsp., 2016). Antybiotyki
aminoglikozydowe takie jak streptomycyna, czy jej pochodna dihydrostreptomycyna hamuja
w komorce synteze bialek poprzez wigzanie podjednostki 30S rybosomu, zakltocajac
mechanizmy kontroli translacji, w efekcie czego dochodzi do jej przedwczesnego
zakonczenia lub btgdnych odczytow informacji genetycznej (Mingeot-Leclercq i wsp., 1999).

Dodatkowe zaktocenie tego procesu w postaci niedoboru biatka S9, moze zatem nasila¢
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dziatanie antybiotyku. W regulonie biatka Rv0195 znajduja si¢ takze geny, ktérych produkty
mogg mie¢ znaczenie w zwigkszonej wrazliwos$ci szczepu na izoniazyd, leku hamujacego
synteze kwasow mykolowych, wchodzacych w sktad §ciany komorkowej pratkow (Unissa i
wsp., 2016). Przyktadem jest gen rv2724c kodujacy hipotetyczng dehydrogenaze acylo-CoA
zaangazowang w degradacje¢ lipidow oraz gen rv0191, ktory prawdopodobnie koduje biatko
zaangazowane w transport lekow przez btong komoérkows. Jednak ze wzgledu na brak
bezposrednich dowoddow, mechanizmy molekularne odpowiadajace za zmiany wrazliwosci
mutanta Arv0195 na niektore tuberkulostatyki wciagz pozostajg niewyja$nione.

Analogiczne badania przeprowadzono dla mutanta Arv0260c M. tuberculosis. Analiza
wrazliwos$ci szczepu na podlozu statym wykazata, ze charakteryzuje si¢ on zwigkszong
wrazliwo$cig na te same antybiotyki co mutant Arv0195. Obserwacje te moga $wiadczy¢
o podobne;j funkcji badanych regulatorow u M. tuberculosis. Warto zaznaczy¢, ze oba biatka
stanowig czynniki transkrypcyjne zaangazowane w odpowiedz komoérki na czynniki
srodowiskowe. Co prawda, dane literaturowe wskazuja na udzial regulatora Rv0195
w wirulencji oraz przezywalnosci pratkow w warunkach beztlenowych, natomiast biatko
Rv0260c jest zaangazowane w metabolizm zwigzkéw azotowych (Fang i wsp., 2013;
Williams i wsp., 2015). Nie wykluczone jest jednak, ze oba czynniki regulujg takze procesy
Zwigzane z antybiotykooporno$cia. Moze ona wynika¢ z zaburzonych poziomow
transkryptow dla bialek o specyficznych funkcjach badZz innych, zaangazowanych
w utrzymanie prawidlowej struktury komorki.

Ze wzgledu na doniesienia literaturowe dotyczace zaawansowanej charakterystyki
biatka Rv0195, postanowiono nie kontynuowa¢ badan z udzialem mutanta Arv0195
i w dalszych analizach skupiono si¢ na okresleniu funkcji regulatora Rv0260c
w metabolizmie zwigzkéw azotowych.

Zwazywszy na fakt, ze zarbwno u M. tuberculosis jak i M. smegmatis ekspresja genu
rv0260c/msmeg_432 jest indukowana w warunkach ograniczonego dostepu azotu przez
globalny regulator metabolizmu azotu jakim jest biatko Rv0818/Msmeg 5784, poza
szczepem dzikim oraz mutantem Amsmeg_0432 w doswiadczeniach wykorzystano obecny
w laboratorium szczep Amsmeg_5784 M. smegmatis, w charakterze dodatkowej kontroli
(Jenkins i wsp., 2013; Williams i wsp., 2015). Badania rozpoczgto od analizy fenotypowej
z uzyciem macierzy w systemie BIOLOG oraz okresSlenia globalnego profilu
transkrypcyjnego (RNA-Seq) badanych szczepow hodowanych w warunkach glodu
azotowego, ktore wykazaly udziat bialka Msmeg 0432 w szlakach asymilacji azotandéw

1 azotynow. Przeprowadzone doswiadczenia pozwolily zidentyfikowac grupg genow, ktorych
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ekspresja podlega regulacji przez biatkko Msmeg 0432 w odpowiedzi na zuzycie azotu.
Zgodnie z opublikowanymi analizami in silico dotyczacymi homologicznego biatka
u S. coelicolor, biatko Msmeg 0432 wplywa na ekspresje genow nirB (msmeg_0427) i nirD
(msmeg_0428) kodujacych kompleks reduktazy azotynow, genu narK (msmeg_0433)
kodujacego transporter dla azotanu/azotynu oraz pseudogenu nasA (msmeg_4206) (Amin i
wsp., 2012). Ponadto zidentyfikowano geny msmeg_5360 i msmeg_5765 kodujace transporter
mrowczanu/azotynu oraz hemoglobing bakteryjng. Zaburzenie poziomu regulatora
Msmeg_0432 w komorce, w mniejszym stopniu wptyneto rowniez na geny kodujgce czynniki
biorgce udziat w transporcie 1 recyklingu nukleotydéw oraz asymilacji hydantoiny.
W zwiazku z tymi obserwacjami oceniono wzrost i przezywalnos¢ szczepu Amsmeg_0432
M. smegmatis w obecnosci hydantoiny i allantoiny jako jedynych Zrédel azotu, jednakze
szczep laboratoryjny M. smegmatis nie byt zdolny do wydajnej asymilacji hydantoiny.
W analizach fenotypowych sprawdzono takze zdolno$¢ badanych szczepoéw do przyswajania
azotu z azotanu, azotynu i szeregu innych zwigzkéw. Szczep Amsmeg_0432 byt catkowicie
niezdolny do wzrostu w podtozu zawierajagcym azotan lub azotyn jako zrodlo azotu, czynigc
gen msmeg_0432 warunkowo niezbednym do przezycia komorki. Efektem obserwowanego
fenotypu jest prawdopodobnie niezdolno$¢ szczepu mutanta do konwersji azotynu do
amoniaku, przy niewystarczajacej ekspresji genow nirB 1 nirD (reduktazy azotynow)
obserwowanej na poziomie RNA. Badania potwierdzily, ze mutant Amsmeg_0432 podobnie
jak szczep dziki, przeksztalca azotany do azotynéw, jednak nie jest zdolny do asymilacji
produktu tej konwersji. Wysoce prawdopodobne jest takze zaangazowanie biatka
Msmeg 0432 w metabolizm nukleotydéw. Analiza fenotypowa systemem BIOLOG wykazata
obnizong aktywno$¢ metaboliczng mutanta w hodowlach, w ktérych jedynym zrodltem azotu
byta guanozyna i kwas y-aminomastowy. W warunkach obfitych w jony amonowe, mutant
Amsmeg_0432 nie wykazywal Zadnych zmian we wzro$cie, przezywalnosci oraz profilu
transkrypcyjnym.

Biatko Rv0260c/Msmeg 0432 pierwotnie opisano jako bifunkcjonalne, zawierajace
w swojej budowie domeng¢ C-terminalng odpowiedzialng za wigzanie si¢ z DNA oraz
N-terminalng HemD o wlasciwosciach syntazy uroporfirynogenowej III. Badania na
homologicznym biatku u S. coelicolor wykazaly, ze domena HemD regulatora jest
nieaktywna (Amin i wsp., 2012). U M. tuberculosis i M. smegmatis zidentyfikowano inne
paralogi HemD, biatka Rv0511 i Msmeg 0954, ktoére moga petni¢ role aktywnego enzymu.
Co ciekawe, analiza transkryptomu wykazata, ze Msmeg 0432 z wysokim powinowactwem

reguluje ekspresj¢ skroconej bakteryjnej hemoglobiny trHbN kodowanej przez gen
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msmeg_5765. Badania na M. tuberculosis, M. smegmatis i M. bovis potwierdzajg, ze trHbN
oraz inna skrocona hemoglobina trHbO biorg udziat w adaptacji do stresu nitrozacyjnego
1 przyczyniaja si¢ do przezycia mykobakterii w makrofagach. Wykazuja one aktywno$¢
dioksygenaz tlenku azotu i chronig oddychanie tlenowe przed dziataniem rodnikéw (Ouellet i
wsp., 2002; Pawaria i wsp., 2008; Savard i wsp., 2011; Joseph i wsp., 2012). Bioragc pod
uwage dane transkryptomiczne pokazujace zalezno$¢ ekspresji trHbN od biatka
Msmeg 0432, mozna stwierdzi¢, ze Msmeg 0432 jest waznym czynnikiem modulujacym
odpowiedz komorki na stres nitrozacyjny. Reaktywne formy azotu stanowig istotny element
interakcji M. tuberculosis z makrofagami, zatem niewykluczony jest takze udziat regulatora
w wewnatrzkomorkowym przezyciu pratkow gruzlicy. Przeprowadzona w niniejszej pracy
analiza przezywalno$ci mutanta Arv0260c M. tuberculosis w obecnosci zwigzku DETA-NO,
generujacego reaktywne formy azotu nie wykazata wplywu rodnikow na zywotno$¢ patogenu.
Interesujace wydaja si¢ jednak obserwacje dotyczace przezywalnosci mutanta Arv0260c
w obecnosci menadionu, z ktorych wynika, ze komodrka pozbawiona funkcjonalnego biatka
jest mniej wrazliwa na reaktywne formy tlenu. Przeprowadzone badania wskazuja zatem na
zaangazowanie regulatora w odpowiedz zar6wno na stres nitrozacyjny jak i oksydacyjny.
Ocena znaczenia biatka Rv0260c w patogenezie M. tuberculosis oraz adaptacji do warunkéw
stresowych wymaga dodatkowych badan, ktéore wybiegaja poza plan pracy doktorskie;j.
Analizy transkrypcyjne szczepu mutanta Arv0260c hodowanego w obecno$ci menadionu oraz
bakterii izolowanych z komorek makrofagow po infekcji moglyby wyjasni¢ molekularne
mechanizmy odpowiadajagce za obserwowane fenotypy oraz potwierdzi¢ potencjalny wpltyw
regulatora na zjadliwos$¢ pratkow.

Obserwowane zmiany transkrypcyjne wynikajace z aktywnosci biatkka Msmeg 0432
jako aktywatora transkrypcji byly jeszcze bardziej nasilone w komoérkach M. smegmatis
pozbawionych funkcjonalnego globalnego regulatora metabolizmu azotu Msmeg_5784.
Wprowadzenie do komorki mutanta Amsmeg_5784 funkcjonalnego genu msmeg_0432 pod
silnym promotorem nie przywrocito ekspresji regulonu kontrolowanego przez biatko
Msmeg 0432, co wskazuje, ze za obserwowane zjawiska odpowiedzialna byla
wspotregulacja, a nie oddzielna aktywnos$¢ regulatorow Msmeg 0432 i Msmeg 5784. Taki
mechanizm zostal zasugerowany w badaniach na S. coelicolor (Amin i wsp., 2012).
Przeprowadzone w niniejszej pracy badania pozwolity uzyska¢ dowody wspierajace tg
hipotezg. Na podstawie analizy sekwencji regiondéw promotorowych gendow regulowanych
przez biatko Msmeg 0432 zidentyfikowano motywy DNA rozpoznawane zarOwno przez

biatko Msmeg 0432 jak 1 Msmeg 5784, z miejscem startu transkrypcji znajdujacym si¢
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ponizej sekwencji rozpoznawanej przez regulator Msmeg 5784 (Rycina 5.12.). Badanie
oddzialywania rekombinowanych bialek MBP-Msmeg 0432 i His-Msmeg_5784
z sekwencjami wybranych promotorow regulonu Msmeg 0432 wykazato, ze wigzanie
niektérych fragmentow DNA przez bialkko Msmeg 0432 bylo mozliwe jedynie
w obecno$ci obu biatek. Analiza interakcji pomiedzy badanymi biatkami z wykorzystaniem
biatek rekombinowanych wykazata stabe oddzialywanie czynnikéw transkrypeyjnych, jednak
przyczyng uzyskanego wyniku moze by¢ stosunkowo duzy rozmiar etykiety MBP obecnej w
strukturze rekombinowanego biatka Msmeg 0432, uniemozliwiajacy utworzenie
heterodimeru. Zebrane dowody wskazuja na wspotregulacje, w ktorej biatko Msmeg 0432
jest posrednikiem w aktywacji transkrypcji zaleznej od biatka Msmeg_5784.

W trakcie analiz z udzialem mutanta Amsmeg_5784 zaobserwowano podobienstwo
domeny wiazacej DNA biatka Msmeg_5784/Rv0818 do domeny biatka MtrA u M. smegmatis
i M. tuberculosis. Motywy rozpoznawane przez czynniki transkrypcyjne sg niemal
identyczne, co moze wskazywa¢ na regulacje podobnego zestawu gendéw. Badania na
M. tuberculosis wykazaty, ze regulator MtrA biorgcy udzial w podziale komorki wigze si¢ do
sekwencji promotorowej genu nirB (reduktaza azotynow), regulowanego w warunkach gtodu
azotowego przez biatka Msmeg_0432 i Msmeg_5784 (Haydel i Clark-Curtiss, 2004; Minch i
wsp., 2015; Purushotham i wsp., 2015). Obserwacje te tylko w matym stopniu pokazuja
wcigz stabo poznang zlozono$¢ globalnej regulacji, wymagajacej wzajemnych oddzialywan
czynnikow transkrypcyjnych.

Dzigki szybkim procesom adaptacji pratki sg3 w stanie wylaczy¢ na lata swoj
metabolizm 1 przetrwaé¢ w uspieniu wewnatrz makrofagéw badz zmian ziarniniakowatych do
czasu reaktywacji pierwotnego zakazenia, wystepujacej najczes$ciej podczas oslabienia
odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Konieczne jest wigc poznanie procesOw
patogenezy podlegajacych czesto regulacji przez kinazy 1 biatka regulatorowe zaangazowane
w transdukcje sygnalu. Zastosowane w niniejszej pracy analizy pozwolily przyblizy¢ role
jednego z dwoch badanych ,,sierocych” biatek regulatorowych w szlakach metabolizmu
azotu, niezbednego dla wzrostu bakterii pierwiastka oraz skladnika bialek 1 kwaséw
nukleinowych. Badania wykazaty, ze u M. smegmatis regulator Msmeg 0432 wraz z biatkiem
Msmeg 5784 jest niezbedny do asymilacji azotanow i azotynow, ponadto kontroluje
ekspresje bakteryjnej hemoglobiny bioracej udziat w detoksyfikacji komorki z tlenku azotu.
Intrygujaca jest takze znaczaco wyzsza w stosunku do szczepu dzikiego przezywalnosé
mutanta Arv0260c M. tuberculosis w obecnos$ci reaktywnych form tlenu. Biorgc pod uwage

przedstawione analizy istniejg przestanki, aby podejrzewaé, ze regulator ten odgrywa rolg
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w adaptacji pratkow do wewnatrzkomorkowego $rodowiska, jednak potwierdzenie tej

hipotezy wymaga przeprowadzenia dodatkowych eksperymentow.
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Whioski

WhniosKi

1. Bialka Msmeg 0432, Rv0260c¢ oraz Rv0195 nie sa niezbedne dla wzrostu

mykobakterii w standardowych podlozach mikrobiologicznych.

2. Bialka Msmeg 0432 i Msmeg_ 5784 wspolreguluja zdolnos¢ do asymilacji azotu

pochodzacego z azotan6w i azotynéw u M. smegmatis gdyz:

v

v

Ekspresja gendéw nirB i nirD kodujacych reduktazy azotyndéw jest pod bezposrednig
kontrolg czynnikéw transkrypcyjnych Msmeg 0432 oraz Msmeg 5784

Mutant M. smegmatis pozbawiony zdolnosci syntezy funkcjonalnego biatka Msmeg 0432
i/lub Msmeg_5784 nie asymiluje azotanu i azotynu sodu jako zrodet azotu

Pozbawienie komorki M. smegmatis biatka Msmeg 0432 skutkuje zaburzeniem szlaku
konwersji azotynow do amoniaku

Obecnos¢ biatka Msmeg 5784 jest niezbgedna do wigzania sekwencji promotorowych
niektorych genow regulowanych przez biatko Msmeg 0432

Obecno$¢ biatkka Msmeg 0432 w komorkach M. smegmatis pozbawionych
funkcjonalnego regulatora Msmeg 5784 jest niewystarczajaca do regulacji gendow
bezposrednio kontrolowanych przez czynnik transkrypcyjny Msmeg_0432

W obrgbie sekwencji promotorowych gendéw stanowigcych regulon biatka Msmeg 0432
znajduja si¢ miejsca wigzania dla czynnikéw transkrypcyjnych Msmeg 0432
1 Msmeg 5784, z dobrze zachowanym regionem mi¢dzy motywami rozpoznawanymi

przez te regulatory

3. Produkty genéow msmeg_0432 u M. smegmatis i rv0260c u M. tuberculosis sa

potencjalnie zaangazowane w odpowiedz komoérki na stres nitrozacyjny i oksydacyjny

gdyz:

v

Bialko Msmeg 0432 bezposrednio reguluje transkrypcje skroconej bakteryjnej
hemoglobiny trHbN bioracej udzial w detoksyfikacji komorki M. smegmatis z tlenku
azotu

Obecnos¢ reaktywnych form tlenu w S$rodowisku istotnie wplywa na zmiany
w przezywalnosci mutanta M. tuberculosis pozbawionego zdolnosci syntezy

funkcjonalnego biatka Rv0260c
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8. Streszczenie

Terapia gruzlicy, choroby zabijajacej kazdego roku setki tysigcy ludzi na catym
Swiecie stanowi ogromny problem ze wzgledu na rosngca lekoopornos¢ bakterii na tradycyjne
chemioterapeutyki. Szybka adaptacja M. tuberculosis do warunkéw $rodowiska, utrzymanie
niektorych zyciowych funkcji oraz liczne procesy metaboliczne mykobakterii s3
kontrolowane przez dwukomponentowe systemy transdukcji sygnatlu, sktadajace si¢
z zakotwiczonej w blonie komodrkowej kinazy histydynowej oraz cytoplazmatycznego biatka
regulatorowego. Specyficzny sygnal ze $rodowiska prowadzi do autofosforylacji kinazy,
a nastgpnie przeniesienia reszty fosforanowej na wewnatrzkomorkowy regulator, ktory w
odpowiedzi na sygnat reguluje ekspresje okreslonych genow. W komorkach M. tuberculosis
obecne jest przynajmniej jedenascie dwuskladnikowych systemow oraz pigé ,,sierocych”
bialek regulatorowych, dla ktorych partnerskie kinazy nie zostaty dotad zidentyfikowane.
W niniejszej pracy analizie poddano dwa z takich regulatorow: biatko Rv0195 i Rv0260c
(Msmeg_0432 u M. smegmatis). Badania miaty na celu okresli¢ funkcj¢ badanych czynnikow
transkrypcyjnych u M. tuberculosis oraz oceni¢ niezbednos¢ genoéw je kodujacych w komorce
bakteryjnej. Do zaplanowanych eksperymentow wykorzystano szczepy M. tuberculosis
i M. smegmatis.

Oceny niezbednos$ci genow rv0195 i rv0260c w komorkach M. tuberculosis oraz genu
msmeg_432 w komorkach M. smegmatis dokonano przez probe konstrukceji ukierunkowanych
mutantow pozbawionych zdolnosci syntezy funkcjonalnych biatek. Zastosowanie techniki
oparte] o rekombinacj¢ homologiczng pozwolitlo uzyska¢ mutanty o pozadanym fenotypie
ostatecznie potwierdzajac, ze badane geny nie sg niezbedne do przezycia mykobakterii.

Mutanty Arv0195 i Arv0260c M. tuberculosis poddano wstepnej analizie polegajace;
na ocenie wzrostu i przezywalnosci szczepow w obecnosci reaktywnych form tlenu i azotu
generowanych przez menadion i DETA-NO. Badania te wykazaly, ze mutant Arv0195
hodowany z rodnikami nie wykazuje roznic w kinetyce wzrostu i zywotno$ci w stosunku do
szczepu dzikiego, jednakze hodowany bez zwigzkéw charakteryzuje si¢ ostabiong
przezywalno$cia w stacjonarnej fazie wzrostu oraz op6znionym tworzeniem si¢ kolonii na
podtozu statym. Mutant Arv0260c wykazal natomiast znaczaco wyzsza zywotnosé
W obecnos$ci menadionu, poréwnujgc badany parametr migdzy mutantem a szczepem dzikim
hodowanym w takich samych warunkach.

W kolejnych badaniach, dwiema metodami oceniono wrazliwos$¢ szczepow Arv0195

i Arv0260c M. tuberculosis na wybrane tuberkulostatyki oraz inne zwigzki. W testach na
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podiozu stalym oba mutanty wykazaty zwigkszong w stosunku do szczepu dzikiego
wrazliwo$¢ na streptomycyne, dihydrostreptomycyne i izoniazyd, jednak takich rdéznic nie
zaobserwowano badajac dziatanie antybiotykéw w hodowlach ptynnych.

Z wykorzystaniem metody immunodetekcji wykazano, ze w warunkach optymalnych
dla wzrostu pratkow gruzlicy biatko Rv0260c wystepuje w komoérkach w bardzo matych
ilosciach, ponizej progu detekcji.

Dalsze analizy dotyczace regulatora Rv0260c przeprowadzono na modelu
M. smegmatis, w genomie ktorego obecny jest gen kodujgcy biatko Msmeg 0432, homolog
czynnika transkrypcyjnego Rv0260c. Zaplanowane doswiadczenia miaty na celu poznanie
funkcji biatka w metabolizmie zwigzkoéw azotowych, uwzgledniajac rolg globalnego
regulatora metabolizmu azotu Msmeg_ 5784, bezposrednio kontrolujacego ekspresje genu
msmeg_0432. Zastosowane dla mutanta Amsmeg_0432 M. smegmatis analizy fenotypowe
systemem BIOLOG oraz profilowanie transkrypcyjne szczepéw Amsmeg_0432
I Amsmeg_5784 hodowanych w warunkach glodu azotowego wykazaly udzial bialka
Msmeg 0432 w asymilacji azotanow i azotynow oraz detoksyfikacji komorki z tlenku azotu.
W hodowlach w podtozu ptynnym potwierdzono, ze mutant Amsmeg_0432 nie jest zdolny do
wzrostu, kiedy jedynym Zrédlem azotu w srodowisku jest azotan lub azotyn sodu. Oceniajac
stezenie azotyndw i jondow amonowych w hodowlach z azotanem sodu dowiedziono, ze
mutant jest zdolny do redukcji azotanéw, natomiast zaburzeniu w komorce ulegly szlaki
konwersji azotynéw do amoniaku.

Globalna analiza transkryptomu pozwolita okresli¢ regulon biatka Msmeg 0432,
kontrolowany przez czynnik transkrypcyjny w odpowiedzi na zuzycie Srodowiskowego azotu.
Wykazano takze, ze biatko Msmeg 0432 wigze si¢ do sekwencji promotorowych
regulowanych gendéw w poblizu miejsca wigzania biatka Msmeg 5784 wskazujac na
wystepowanie mechanizmu wspoétregulacji. Badajac oddziatywania rekombinowanych biatek
MBP-Msmeg_0432 i His-Msmeg 5784 z sekwencjami promotorowymi wybranych genow,
stosujagc pojedyncze biatka lub ich mieszaning potwierdzono, ze obecnos¢ globalnego
regulatora jest wymagana do zwigzania przez bialko Msmeg 0432 niektorych sekwencji
promotorowych. Analiza oddziatywania potencjalnych wspotregulatorow wykazata natomiast
stabg interakcj¢ migdzy rekombinowanymi biatkami.

Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze biatko Msmeg 0432 jest niezbedne
w komorkach M. smegmatis do asymilacji azotu pochodzgcego z azotanéw i azotynow.
Biorac pod uwagg analizy z udzialem mutantow M. smegmatis i M. tuberculosis istnieje takze

duze prawdopodobienstwo udziatu regulatora w odpowiedzi komorki na stres nitrozacyjny
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oraz oksydacyjny, warunkow przypominajagcych wewnatrzkomérkowe srodowisko pratkéw

gruzlicy.
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9. Abstract

Tuberculosis, the infectious disease Killing hundreds of thousands of people each year,
has become a major worldwide problem because of the increasing drug resistance. Efficient
adaptation of M. tuberculosis to environmental conditions, maintenance of vital functions
along with multiple mycobacterial metabolic pathways are under the control of two
component signal transduction systems (TCSs). A typical TCS consists of a histidine kinase
anchored in cell membrane and a cytoplasmic regulatory protein. Environmental signals may
cause kinase autophosphorylation followed by the transfer of a phosphate residue onto
intracellular regulatory protein, which regulates the expression of specific genes in response
to the stimulus. M. tuberculosis posses at least eleven two component systems and five
“orphan” regulatory proteins with unidentified kinases. In the present study two of such kind
regulators were investigated: Rv0195 and Rv0260c (Msmeg_0432 in M. smegmatis). The
main aim of the experiments was to determine the function of the investigated transcriptional
factors in the physiology and pathogenesis of M. tuberculosis. The study was performed
exploiting M. tuberculosis and M. smegmatis as model organisms.

The analysis of studied here proteins was carried out using unmarked gene deletion
mutants, which were constructed based on two-step recombination protocol. Contructions of
such mutants confirmed that genes of interest are not essential for mycobacteria viability.

The growth kinetics and viability analysis of Arv0195 M. tuberculosis mutant in the
presence of oxygen and nitrogen radicals showed no difference in analyzed parameters when
comparing the mutant to the wild type strain. On the other hand, the viability of Arv0195 was
significantly affected during the stationary phase of growth in liquid medium without stress
inducers. Additionaly, the strain displayed delayed colony formation on solid medium. The
same experiments for Arv0260c strain revealed, that the mutant is significantly less sensitive
to oxygen radicals than the wild type strain.

The sensitivity of mutants to antitubercular agents was assayed using two independent
methods. Experiments on solid medium containing tested antibiotics demonstrated increased
sensitivity of both Arv0195 and Arv0260c M. tuberculosis mutants to streptomycin,
dihydrostreptomycin and isoniazid, however this effect was not observed when bacteria were
cultured in liquid medium in the presence of drugs.

Further characteristics of Rv0260c regulatory protein was performed using
M. smegmatis model, whose genome possess gene encoding Msmeg_0432 protein,

homologues of Rv0260c regulator. The purpose of this part of work was to determine the
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function of transcriptional factor in nitrogen metabolism including the role of global nitrogen
regulator Msmeg_5784, which directly controls the expression of msmeg_0432 gene.
BIOLOG Phenotype Microarray analysis and RNA sequencing of Amsmeg 0432 and
Amsmeg_5784 M. smegmatis mutants cultured under nitrogen-depletion conditions revealed,
that the Msmeg_0432 protein is involved in assimilation of nitrogen derived from nitrates and
nitrites. It was confirmed in liquid cultures containing sodium nitrate or sodium nitrite as
a sole nitrogen source. The Amsmeg_0432 mutant exhibited impaired growth in relation to the
wild type strain. Determination of concentration of nitrites and ammonium ions in cultures
with sodium nitrate showed, that the mutant is capable of reducing nitrates to nitrites,
however cannot convert nitrites to ammonia.

Global transcriptional analysis allowed to identify Msmeg_0432 regulon controlled in
response to the utilization environmental nitrogen. It was observed that Msmeg_0432 protein
binds to promoter sequences of regulated genes near the Msmeg_5784 protein binding site,
indicating occurrence of co-regulation mechanism. DNA-protein interaction studies with the
MBP-Msmeg_0432 and His-Msmeg_5784 recombinant proteins confirmed that the presence
of global regulatory protein is required for the binding of some promoter sequences by the
Msmeg_0432 transcriptional factor. The weak interactions between the investigated proteins
were also detected.

Obtained results confirmed that the msmeg_0432 gene is essential in M. smegmatis to
assimilate nitrogen derived from nitrates and nitrites. The analyzes of M. smegmatis and
M. tuberculosis mutants suggest that Rv0260c/Msmeg_0432 participate in cell response to

nitrosative and oxidative stress, conditions resembling intracellular environment.
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