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B. Wykaz stosowanych skrétow

AIDS - Zesp6t nabytego niedoboru odpornosci (ang. acquired immunodeficiency
syndrome)

ATS - Amerykanskie Towarzystwo Chordb Klatki Piersiowej (ang. American Thoracic
Society)

CFU - Liczba jednostek tworzacych kolonie (ang. colony forming unit)
DCO - Podwdjne krzyzowe rekombinanty (ang. double cross over recombinants)

DNA - Kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

HIV - Ludzki wirus niedoboru odpornosci, ludzki wirus uposledzenia odpornosci (ang.
human immunodeficiency virus)

HK — Kinaza histydynowa (ang. histidine kinase)

IPTG - Izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd

MIC - Minimalne stezenie hamujace (ang. minimal inhibitory concentration)
MDR -TB - Gruzlica wielolekooporna (ang. multidrug-resistant)

MOTT - Pratki inne niz Mycobacterium tuberculosis (ang. mycobacteria other than
tuberculosis)

MTBC - Mycobacterium tuberculosis complex

NTM — Pratki nie gruzlicze (ang. nontuberculous mycobacteria)

OPNG - o-nitrofenylo-p-D-galaktopiranozyd

PRM - Czerwien pirogalolowa (ang. acidified pyrogallol red)

RR-TB — Gruzlica oporna na ryfampicyne (ang. rifampicin resistant tuberculosis)

RR — Regulator odpowiedzi (ang. response regulator)

SNP - Polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)
SCID- Ciezkie ztozone niedobory odpornosci (ang. severe combined immunodeficiency)
SCO - pojedyncze krzyzowe rekombinanty (ang. single cross over recombinants)

SSR - system miejscowo-specyficznej rekombinacji (ang. site specific recombination)

TCSs — Dwukomponentowe systemy transdukcji sygnatu (ang. two-component
transduction systems)

WHO -Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

XDR — TB - Gruzlica wielolekooporna o rozszerzonej lekoopornosci (ang. extensively drug-
resistant)



1. Wstep

1.1. Charakterystyka rodzaju Mycobacterium

Zgodnie z klasyfikacja mykobakterie nalezg do krdlestwa Procaryota, klasy
Shizomycetes, rzedu Actinomycetales, rodziny Mycobacteriaceae i rodzaju
Mycobacterium. Pratki Mycobacterium mozna podzieli¢ na wolnorosnace
oraz szybkorosngce. Bakterie z rodzaju Mycobacterium charakteryzujg sie tlenowym
metabolizmem oraz pateczkowatym ksztattem. Ich srednica wynosi 0,2-0,4 um natomiast
dtugosé¢ 2-10 um. Ponad 60% sktadu Sciany komdrkowej pratkéw stanowia lipidy. Ten
specyficzny sktad sciany komérkowej zapewnia tym bakteriom wysokg odpornos¢ na
czynniki zewnetrzne m.in. wysuszenie, wysoka i niskg temperature oraz pH [Bagienska i

wsp., 2010; Pfyffer, 2007].

Pratki sg zdolne do przezywania wewnatrzkomoérkowego, wewnatrz makrofagéw —
komodrek odpornosciowych gospodarza. Najprawdopodobniej ta charakterystyczna cecha
umozliwia im niezwykle skuteczng infekcje organizmu gospodarza. Wsrdéd rodzaju
Mycobacterium mozna wyrézni¢ gatunki chorobotwdrcze jak i saprofityczne. Istnieje
coraz wiecej doniesien o mozliwosci zakazenia przez pratki saprofityczne np. u oséb
z uposledzong odpornoscig — sg to tzw. zakazenia oportunistyczne [Gangadharam i wsp.,
1998]. Ze wzgledu na rodzaj choroby, ktérg mogg wywotaé pratki mozna podzieli¢ je na
dwie grupy: Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) - pratki wywotujgce klasyczng
postaé gruzlicy oraz pratki niegruzlicze (NTM - ang. nontuberculous mycobacteria) -

bedace przyczyng mykobakterioz.

1.2. Epidemiologia bakterii z rodzaju Mycobacterium

Wedtug danych WHO (Swiatowa Organizacja Zdrowia) szacuje sie, ze 10,4 miliona
ludzi zachorowato na gruzlice w 2016 roku. Gruzlica jest dziesigta wiodgcg przyczyna

Smierci na Swiecie i wiodgcg przyczyng $mierci spowodowang czynnikiem zakaznym,



w rankingu przewyzszajacg HIV/AIDS. Szacuje sie, ze w 2016 roku z powodu gruzlicy
zmarto 1,3 miliona o0séb HIV-negatywnych oraz 0,37 miliona oséb HIV-pozytywnych.
Najwieksze wyzwanie stanowig przypadki gruzlicy lekooporne;. W 2016 roku
zdiagnozowano 600 000 nowych przypadkéw gruzlicy opornej na ryfampicyne (RR-TB),
najbardziej skutecznego leku pierwszego rzutu, z czego 490 000 stanowity przypadki
gruzlicy wielolekoopornej (MDR-TB). Te niepokojgce statystyki przyczynity sie do
zaplanowania przez WHO na lata 2016-2035 strategii ,End TB” majgcej na celu

zakonczenie globalnej epidemii gruzlicy [WHO Report, 2018].

Zagrozenie dla zdrowia publicznego stanowig rowniez inni przedstawiciele rodzaju
Mycobacterium, nalezacy do grupy patogendw oportunistycznych, okreslani jako pratki
NTM lub MOTT (inne niz Mycobacterium tuberculosis, ang. mycobacteria other than
tuberculosis). W ciggu ostatnich dwudziestu lat , na catym $wiecie wzrasta liczba zakazen
tymi pratkami, a wedtug Amerykanskiego Towarzystwa Choréb Klatki Piersiowej (ang.
American Thoracic Society, ATS), czesto$¢ wystepowania zakazen spowodowanych
przez MOTT waha sie od 1,0 do 1,8 przypadkédw na 100000 oséb [Hernandez —
Gardufio i Elwood 2010, Gryffit i wsp., 2007]. Najczesciej izolowanymi szczepami MOTT od
pacjentdw na catym S$wiecie s3: Mycobacterium avium complex (47% wszystkich
przypadkéw), Mycobacterium gordonae (11%), Mycobacterium xenopi (8%),
Mpycobacterium fortuitum complex (7%), Mycobacterium kansasii (4%) i Mycobacterium

abscessus (3%) [Antczak i wsp,. 2017; Hoefsloot i wsp., 2013].

Pomimo ogromnego postepu w leczeniu gruzlicy poczynionego w ciggu ostatnich
50 lat, stanowi ona nadal jeden z najpowazniejszych problemoéow wspodtczesnego swiata,
niezbedne jest zrozumienie mechanizmow, ktére odpowiadajg za sukces Mycobacterium

tuberculosis jako wewnatrzkomoérkowego patogenu.
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1.3. Dwukomponentowe systemy transdukcji sygnatu  (TCSs)

u Mycobacterium

1.3.1. Wprowadzenie

Sukces Mycobacterium tuberculosis jako patogenu zwigzany jest ze zdolnoscig
adaptacyjng tych bakterii do réznorodnych warunkéw bytowania w organizmie cztowieka
na roznych etapach infekcji, dzieki szybkiej i adekwatnej odpowiedzi na sygnaty
docierajgce z otoczenia. Aby szybko i efektywnie reagowac na zmieniajgce sie warunki
srodowiskowe, pratki wykorzystuja dwukomponentowe systemy transdukcji sygnatu
(TCSs). Zidentyfikowano ponad 4000 TCSs w 145 zsekwencjonowanych genomach
bakteryjnych [Ulrich i wsp., 2005]. Pierwszym scharakteryzowanym dwukomponentowym
systemem transdukcji sygnatu u M. tuberculosis byt system MtrA-MtrB. U M. tuberculosis
opisano dotychczas 12 par TCSs (SenX3/RegX3, TcrA/HK1,HK2, PhoP/PhoR, NarS/NarL,
PrrA/PrrB, MprA/MprB, KdpD/KdpE, TrcR/TrcS, DosS-DosT/DosR, MtrA/MtrB, TcrY/TcrX,
PdtaS/PdtaR). Oprocz zidentyfikowanych, klasycznych dwukomponentowych systeméw
transdukcji sygnatu, genom M. tuberculosis posiada rowniez informacje o tzw. ,,sierocych”
elementach TCSs, dla ktérych biatka partnerskie sg wcigz poszukiwane [Zhou i wsp., 2015;
Zahrt i wsp., 2000; Marszalek i wsp., 2014] . Typowy TCSs jest zbudowany z dwdch biatek:
kinazy histydynowej (HK) i regulatora odpowiedzi (RR).

1.3.2. Charakterystyka kinaz histydynowych (HK)

Histydynowe kinazy nazywane inaczej sensorowymi kinazami, s zazwyczaj
biatkami btonowymi zbudowanymi z domeny sensorowej (odbierajgcej sygnat) i domeny
transmisyjnej o aktywnosci kinazy [Wolanin i wsp., 2002]. Za specyfike systemu
odpowiada domena sensorowa, ktdra jest wrazliwa na zmiany srodowiska. Histydynowe
kinazy reagujg na szereg bodicow: stezenie fosforandw, temperature, Swiatto,
dostepnosc tlenu, pH, potencjat redoks. Domena o aktywnosci kinazy jest w duzej mierze
konserwatywna i stanowi zaréwno miejsce autofosforylacji, jak i interakcji z biatkiem
regulatorowym. Histydynowe kinazy dziatajg jako dimery, w ktérych jeden monomer

katalizuje fosforylacje reszty histydynowej w drugim monomerze. C-terminalna domena
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transmisyjna  histydynowej kinazy odpowiada za interakcje pomiedzy dwoma
monomerami HK oraz interakcje kinazy z regulatorem odpowiedzi RR w ten sposdb
kontrolujgc specyfike interakcji pomiedzy tymi biatkami. Niektére histydynowe kinazy
majg takze aktywno$¢ fosfataz i mogg posredniczy¢ zaréwno w fosforylacji jak

i defosforylacji ich partnerskich regulatoréw odpowiedzi [Parish, 2014].

1.3.3. Charakterystyka regulatoréw odpowiedzi (RR)

Regulatory odpowiedzi sg cytoplazmatycznymi biatkami partnerskimi sensorowych
kinaz, odpowiedzialnymi za otrzymywanie sygnatu w postaci reszty fosforanowej,
a nastepnie wywolywanie zmian w ekspresji genéw. RR posiadajg dwudomenowg
strukture. Zawieraja domene regulatorowg posiadajgca konserwowang reszte
asparaginianowg i domene efektorowg, ktdra najczesciej posiada motyw wigzgcy DNA.
Domeny efektorowe sg wykorzystywane do grupowania RR na podrodziny w zaleznosci
od domeny wigzacej DNA. Regulatory odpowiedzi sg zwykle fosforylowane przez ich
partnerskie kinazy histydynowe, cho¢ niektdre z nich mogg réwniez aktywnie katalizowac

fosfotransfer in vitro [Jung iwsp., 2012].

1.3.4. Mechanizm dziatania TCSs

Podsumowujac, TCSs wykrywajg bodzce srodowiskowe (m.in. jony, temperature,
pH, ci$nienie tlenu, potencjat redoks oraz kontakt z komodrkami gospodarza) przez
autofosforylacje konserwatywnej reszty histydynowej biatka sensorowego. Biatko
sensorowe przenosi nastepnie grupe fosforanowa na reszte kwasu asparaginowego
regulatora transkrypcji. Aktywowane biatka regulatorowe indukujg zmiany w ekspresji
genow, co wptywa na takie procesy jak: wirulencja, koniugacja, tworzenie biofilmodw,
regulacja licznych szlakdw metabolicznych, transport jondw i substancji odzywczych,

ruchliwosc¢ i inne procesy komérkowe (Rycina 1.1.) [Haydel i wsp., 2004].
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Rycina 1.1. Schemat dziatania dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu

u bakterii [Zmodyfikowano z: West i Stock, 2001].

Uwaza sie, ze dwukomponentowe systemy transdukcji sygnatu odgrywajg
szczegblnie wazing role w zdolnosci bakterii do wirulencji. Ostabienie wirulencji
zaobserwowano po inaktywacji genéw regulatorowych TCSs w komdrkach Salmonella
enterica, Shigella flexneri, Vibrio cholerae, Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus pneumoniae i Staphylococcus aureus. Ponadto istniejg doniesienia, ze brak
funkcjonalnego regulatora odpowiedzi DevR skutkuje atenuacjg pratkdw gruzlicy.
Funkcjonalna analiza gendw mprAB oraz senX3—-regX3 M. tuberculosis wykazata, ze geny
te sg niezbedne dla wirulencji. Zwigzek pomiedzy TCSs a opornoscig wielolekowg u M.

tuberculosis nie zostat jednak jak do tej pory zbadany [Zhou i wsp., 2015].

1.3.5. Charakterystyka TCS u mykobakterii

System  SenX3-RegX3  (Rv0490/Rv0491) byt jednym z  pierwszych
zidentyfikowanych mykobakteryjnych TCSs. SenX3 pefni role sensorowej kinazy
fosforylujgcej regulator odpowiedzi RegX3. System ten odgrywa istotng role w wirulencji
M. tuberculosis [Rifat i wsp., 2014]. U Mycobacterium smegmatis wykazano, ze SenX3-
RegX3 kontroluje ekspresje gendw odpowiedzialnych za pozyskiwanie fosforanéw. System

ten jest niezbedny dla optymalnego wzrostu bakterii w warunkach deficytu fosforandw.
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Jest rowniez niezbedny do przezycia pratkdw, w komdrkach ludzkiej linii komdrkowej
monocytarno-makrofagowej THP-1, aktywowanych mysich makrofagach oraz ptucach

ssakéw [James i wsp., 2012].

TcrA/HK1,HK2 (Rv0602c/ Rv0600c, Rv0601c) to tréjsktadnikowy system transdukc;ji
sygnatu. Dwie kinazy histydynowe, HK1 i HK2, same w sobie sg niefunkcjonalne,
ale wzajemnie sie uzupetniajg, przez co s3 w stanie fosforylowac regulator odpowiedzi
TcrA. Obecnie niewiele wiadomo o funkcji tego systemu transdukcji sygnatu. Istniejg
jedynie doniesienia, ze gen rv0601c jest regulowany negatywnie w warunkach niedoboru

tlenu [Shrivastava i wsp., 2009].

System PhoP/PhoR (Rv0757/Rv0758) jest jednym z najlepiej zbadanych
mykobakteryjnych dwukomponentowych systemow transdukcji sygnatu. Wykazano,
ze system ten odgrywa kluczowg role w wirulencji pratkdw. Komorki zmutowanego
szczepu pozbawionego funkcjonalnych genéw Rv0757, Rv0758 cechujg sie istotnie
odmienng morfologig kolonii w poréwnaniu do komodrek szczepu ,dzikiego”. Ten TCSs
odgrywa rowniez istotng role w procesie syntezy lipidéow u pratkdow [Gonzalo i wsp.,

2006).

Geny rv0844c/rv0845 M. tuberculosis kodujg regulator odpowiedzi NarlL i kinaze
histydynowg NarS. Ten dwusktadnikowy system zaangazowany jest w regulacje
metabolizmu zwigzkéw azotu [Malhotra i wsp., 2015]. Istniejg doniesienia 0 wzajemnym

oddziatywaniu biatka NarL z innym systemem transdukcji sygnatu DosS-DosT/DosR.

System PrrAB (Rv0903c/Rv0902c) sktada sie z regulatora odpowiedzi PrrA
i sensorowej kinazy. Biatko PrrA jest cztonkiem rodziny OmpR i zawiera charakterystyczng
domene wigzgcq DNA (ang. winged helix-turn-helix, uskrzydlona helisa-petla-helisa)
[Nowak i wsp., 2006]. System ten jest jednym z czterech konserwatywnych systemdw
dwusktadnikowych we wszystkich gatunkach pratkow, co podkresla jego fundamentalne
znaczenie dla tych bakterii. Geny prrA i prrB ulegajg ekspresji podczas
wewnatrzkomdrkowego wzrostu w ludzkich makrofagach, sg réwniez niezbedne we
wczesne] fazie wewnatrzkomdorkowego namnazania pratkdw w mysich makrofagach.
Dane te sugerujg, ze system ten odgrywa istotng role w rozwoju infekcji [Haydel i wsp.,

2012].

14



Dwukomponentowy system transdukcji sygnatu MprA/MprB (Rv0981/Rv0982)
sktada sie z sensorowe] kinazy MprB oraz biatka regulatorowego MprA. Regulator
odpowiedzi MprA reguluje ekspresje gendw kodujacych czynniki sigma SigB oraz Sigk.
Dowiedziono, ze system ten petni istotng role w odpowiedzi pratkdw na czynniki stresowe
dotyczace w szczegdlnosci otoczki komodrkowej [Bretl i wsp., 2012]. MprAB odgrywa
rowniez istotng role podczas zakazenia M. tuberculosis. Wykazano, ze zdolnos¢ do
syntezy biatka MprA przez pratki jest niezbedna do wywotania infekcji u myszy [Zahrt i
wsp., 2001].

W systemie KdpD/KdpE (Rv1028c/Rv1027c) biatko KdpD petni role sensorowej
kinazy, natomiast biatko KdpE regulatora odpowiedzi. Ten TCSs odgrywa istotng role
w regulacji transportu jondw potasu (K*). Jony K* petnig waing role w zjadliwosci
drobnoustrojéw [Singh i wsp., 2006]. Badania wykazaty, ze delecja gendw systemu kdpDE
powoduje wzrost wirulencji pratkéw u myszy z obnizong odpornoscig. System
dwusktadnikowy KdpD/KdpE zostat zidentyfikowany zatem jako regulator wirulencji

odpowiedzialny za wewngatrzkomoérkowe przezycie pratkéw [Freeman i wsp., 2013].

System TrcR/TrcS (Rv1033c/Rv1032c) sktada sie z sensorowej kinazy TrcS
oraz biatka regulatorowego TrcR. Bodzce indukujgce autofosforylacje TrcS nadal pozostajg
nieznane. Wykazano, ze ekspresja gendw trcR oraz trcS nastepuje podczas wzrostu
bakterii w warunkach hodowli tlenowej oraz na niskim poziomie we wczesnych etapach
infekcji. Ekspresji gendw trcR oraz trcS nie obserwuje sie jednak w pdzniejszych stadiach
zakazenia [Haydel i wsp., 2002]. Inne badania wykazaty natomiast, ze mutanty
z niefunkcjonalnym genem trcS byty w petni wirulentne zaréwno w mysich makrofagach,
jak i u zakazonych myszy podczas ostrej fazy infekcji. Sugeruje to, ze system TrcR/TrcS nie
jest zaangazowany w adaptacje pratkow do Srodowiska wewnagtrzkomdrkowego ani

w patogeneze [Ewann i wsp., 2002].

Trojsktadnikowy system transdukcji sygnatu DosS-DosT/DosR, (Rv3132c-Rv2027c¢/
Rv3133) sktada sie z dwéch kinaz histydynowych DosS i DosT oraz biatka regulatorowego
DosR. Interakcja pomiedzy biatkami DosS/DosR reguluje wejscie komérek M. tuberculosis
w faze latentng. DosT, natomiast za posrednictwem DosR, uczestniczy w kontrolowaniu

stanu spoczynku (ang. dormancy) [Sivaramakrishnan i wsp., 2013]. Biatko DosT reaguje na
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bodzce srodowiskowe jakimi sg brak tlenu, stezenie tlenku azotu lub tlenku wegla [Sousa i

wsp., 2007].

W systemie MtrAB (Rv3246c/Rv3245c) biatko MtrB petni role sensorowej kinazy
przekazujacej reszte fosforanowg na regulator odpowiedzi MtrA. Wykazano, ze biatko
MtrA jest niezbedne do wzrostu komérek M. tuberculosis [Robertson i wsp., 2007;
Rajagopalan i wsp. 2010]. Uwaza sie, ze TCSs MtrAB uczestniczy w regulacji syntezy Sciany
komodrkowej, podziale komdérkowym oraz ma wptyw na morfologie komdrek mykobakterii

[Nguyen i wsp., 2010; Plocinska i wsp., 2012; Plocinska i wsp., 2014; Gorla i wsp., 2018].

W sktad systemu TcrY/TcrX, (Rv3764c/ Rv3765c) wchodzi sensorowa kinaza TcrY
i regulator odpowiedzi TcrX. Dotychczas, niewiele wiadomo na temat funkcji tego uktadu.
Badania, przeprowadzone na myszach z uposledzong odpornoscia, wykazaty, ze brak
funkcjonalnych biatek TcrY/TcrX skutkuje zwiekszeniem zjadliwosci szczepu [Bhattacharya

i wsp., 2011].

1.4. Niekanoniczne systemy transdukcji sygnatu u mykobakterii

1.4.1. Sieroce kinazy i biatka regulatorowe

Oprécz 12 opisanych dotychczas dwukomponentowych systemow transdukcji
sygnatu, w proteomie mykobakterii znajdujg sie biatka, dla ktérych funkcjonalni partnerzy
nie zostali dotychczas opisani. Biatka te wykazujg bliskie pokrewienstwo filogenetyczne do
innych biatek nalezagcych do TCSs i zostaly nazwane tzw. ,sierocymi” biatkami.
W przypadku gendéw kodujgcych biatka ,sieroce”, nie wystepujg one w operonie wraz
z genami kodujgcymi ich biatka partnerskie [Bretl i wsp., 2011]. Do ,sierocych” biatek
TCSs M. tuberculosis nalezg potencjalne regulatory odpowiedzi : Rv0195, Rv0260c,
Rv0818, Rv2884 oraz Rv3143.

Biatko Rv0195 nalezy do rodziny LuxR. W warunkach beztlenowych brak
funkcjonalnego biatka Rv0195 skutkuje zmiang ekspresji okoto 180 gendéw regulowanych
niezaleznie od DosR. Delecja genu rv0195 wptywa znaczagco na zmniejszenie

przezywalnosci komérek pratkdw w warunkach hipoksji oraz stresu oksydacyjnego. Dane
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literaturowe wskazujg rowniez na potencjalng role biatka w przystosowywaniu sie bakterii
do stanu spoczynku, ponownym przejsciu do stanu aktywnego oraz w wirulencji [Fang i

wsp., 2013].

Biatko Rv0260c posiada motyw regulatora transkrypcji charakterystyczny dla
regulatora odpowiedzi. Biatko to posiada homologie do biatka HemD, ktére odpowiada za
synteze uroporfirynogenu. Ponadto gen rv0260 znajduje sie w poblizu genu kodujgcego
biatko CbiX, ktdre bierze udziat w biosyntezie kobalaminy. Gen kodujacy biatko Rv0260c
podlega indukcji podczas gtodu azotowego jednak jego doktadna funkcja nie jest obecnie

znana [Williams i wsp., 2015].

Badania dotyczgce biatka Rv0818 (GInR) wykazaty, iz petni ono istotng funkcje
w regulacji ekspresji genow kodujgcych biatka zaangazowane w metabolizm azotu [Malm i
wsp., 2009]. U pratkéw gruzlicy biatko to jest niezbedne w procesie infekcji warunkujgc
wewnatrzkomérkowe przezycie pratkow. Wptywa ono bowiem na regulacje gendw
odpowiedzialnych za m.in. metabolizm azotandw i azotynéw jak réwniez ornityny

i asparaginy [Jenkins i wsp., 2013] .

Biatko Rv2884, homolog biatka GInR (Rv0818) jest prawdopodobne regulatorem
transkrypcji. Funkcja tego biatka nie jest dotychczas poznana. Badania z wykorzystaniem
mikromacierzy dla regulonu SigF wykazaty, ze gen rv2884 jest najsilniej indukowany przez
ten czynnik transkrypcyjny. Wskazuje to na istnienie zaleznosci pomiedzy szlakami
metabolicznymi u M. tuberculosis, w ktérych jeden regulator (SigF) reguluje ekspresje

drugiego (GInR) [Hartkoorn i wsp., 2012].

Niewiele wiadomo o biatku regulatorowym Rv3143. Nadprodukcje biatka Rv3143
obserwowano u wysoce wirulentnych szczepdw pratkdw gruzlicy z rodziny Beijing, co
moze wskazywac na potencjalng role biatka Rv3143 w ksztattowaniu zjadliwo$ci szczepow

M. tuberculosis [Rose i wsp., 2013].

1.4.2. Biatka regulatorowe bez domeny wigzgcej DNA
Regulatory odpowiedzi mozna podzielié na co najmniej trzy klasy, w oparciu

o cechy domen efektorowych: regulatory z domeng efektorowg wigzgcg DNA, regulatory
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z enzymatyczng domeng efektorowg i jednodomenowe regulatory odpowiedzi.
Wyrdzniamy takze regulatory odpowiedzi z innymi typami domen efektorowych, w tym

domeny efektorowe wigzgce RNA.

Regulatory odpowiedzi z domeng efektorowg wigzacg DNA wystepuja najczesciej

u bakterii. Wykazujg one bezposredni wptyw na transkrypcje.

Kolejng klasg regulatoréw odpowiedzi sg3 RR z enzymatycznymi domenami
efektorowymi. Te regulatory odpowiedzi mogg uczestniczyé w transdukcji sygnatu

i generowac wtdrne czasteczki przekaznikowe [Galperin, 2010].

Stosunkowo niewielka liczba regulatoréw odpowiedzi, to jednodomenowe biatka.
Zawierajg one jedynie domene regulatorowa. Mechanizm dziatania tej klasy RR opiera sie
na interakcji biatko-biatko. Domena regulatorowa ulega zmianie konformacyjnej,
poniewaz wchodzi w interakcje z autofosforylowang kinaza histydynowa i w konsekwencji
regulator odpowiedzi moze inicjowaé¢ dalsze reakcje wzdtuz kaskady sygnalizacyjnej

[Sarkar i wsp,. 2010].

Ze wszystkich domen wigzgcych RNA opisanych w literaturze w ciggu ostatnich
kilku lat, tylko jedna ANTAR jest powszechnie spotykana w regulatorach odpowiedzi.
W regulatorach transkrypcji typu AmiR i NasT ta domena inicjuje transkrypcje przez
zapobieganie terminacji transkrypcji przez terminatory Rho - niezalezne. Domena wigzaca
RNA - ANTAR wystepuje w biatku PdtaR (Rv1626), bedgcym partnerem kinazy
histydynowe] PdtaS [Galperin, 2006].

1.4.3. Dwukomponentowy system transdukcji sygnatu PdtaS/PdtaR
Dwukomponentowy system transdukcji sygnatu PdtaS/PdtaR jest przyktadem

systemu z biatkiem regulatorowym bez domeny wigzgcej DNA.

Gen rv3220c koduje kinaze histydynowg PdtaS M. tuberculosis. Gen ten posiada
1506 pz i umiejscowiony jest w pozycji 3596029 na chromosomie. Biatko posiada mase
czasteczkowg 54012.5 Da, punkt izoelektryczny réwny 5.5788 i sktada sie z 501
aminokwaséw. Homologami biatka PdtaS M. tuberculosis sg biatka: Mb3246¢c (M. bovis),
MLO803 (M. leprae), MMAR_1337 (M. marinum) oraz MSMEG_1918 (M. smegmatis).
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W bezposrednim otoczeniu genu rv3220c znajdujg sie m.in. geny kodujgce: regulator
transkrypcji (whiB1 - rv3219), konserwatywne biatko membranowe (rv3217c), biatko
zaangazowane w metabolizm lipidéw (TB7.3 - rv3221c), czynnik anty-sigma (pshA -

rv3221A) oraz geny o dotychczas nieznanej funkcji (rv3218, rv3222c), (Rycina 1.2.).
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Rycina 1.2. Schemat przedstawiajgcy lokalizacje genu rv3220c w genomie M. tuberculos

[z bazy TB Database].

Gen msmeg_1918 koduje kinaze histydynowg PdtaS M. smegmatis. Gen ten
posiada 1500 pz i umiejscowiony jest w pozycji 1998476 chromosomu. Biatko posiada
mase czgsteczkowg 53695.1 Da, punkt izoelektryczny réwny 5.7293 oraz sktada sie z 499
aminokwaséw. W bezposrednim otoczeniu genu msmeg_1918 znajdujg sie m.in. geny
kodujgce: regulator transkrypcji (whiB — msmeg_1919), kinaze diacyloglicerolowa
(msmeg_1920), czynnik anty-sigma (msmeg_1915), polimeraze RNA zawierajgcg czynnik
sigma 70 (msmeg_1914), oraz geny o dotychczas nieznanej funkcji (msmeg_1917,

msmeg_1916) ,(Rycina 1.3.).
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Rycina 1.3. Schemat przedstawiajacy lokalizacje genu msmeg 1918 w genomie

M. smegmatis [z bazy TB Database].

Gen rv1626 koduje regulator odpowiedzi PdtaR M. tuberculosis. Gen ten posiada
618 pz i umiejscowiony jest w pozycji 1828180 chromosomu. Biatko posiada mase
czgsteczkowg 22669.2 Da, punkt izoelektryczny réwny 4.7423 i sktada sie z 205
aminokwaséw. Homologami biatka PdtaR M. tuberculosis sg biatka: Mb1652 (M. bovis),
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ML1286 (M. leprae), MSMEG_3246 (M. smegmatis). W bezposrednim otoczeniu genu
rvl626¢ znajdujg sie m.in. geny kodujgce: zakotwiczong w bfonie cyklaze adenylylowg
(rvi625c), konserwatywne biatko membranowe (rv1624c), podjednostke | oksydazy
ubiquinolu cytochromu D (cydA - rv1623c), niespecyficzne biatko transportujgce lipidy
(rv1627c), DNA polimeraze pierwsza (polA - rv1629) oraz gen o dotychczas nieznanej
funkcji (rv1628c), (Rycina 1.4.).
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Rycina 1.4. Schemat przedstawiajgcy lokalizacje genu rv1626 w genomie M. tuberculosis

[z bazy TB Database].

Gen msmeg_3246 koduje regulator odpowiedzi PdtaR M. smegmatis. Gen ten
posiada 627 pz i umiejscowiony jest w pozycji 3328852 chromosomu. Biatko posiada
mase czasteczkowg 23173.5 Da, punkt izoelektryczny réwny 4.6277 oraz sktada sie z 208
aminokwaséw. W bezposrednim otoczeniu msmeg 3246 znajdujg sie m.in. geny
kodujace: biatko wigzgce DNA indukowane gtodzeniem (msmeg _3242), transportery ABC
uczestniczace w transporcie aminokwaséw o rozgatezionych tancuchach (msmeg_3247,
msmeg_3248, msmeg_3249) oraz geny o dotychczas nieznanej funkcji (msmeg 3244,

msmeg 3241), (Rycina 1.5.).

3327k 3328k 3329 3330k 3331k 3332k
MSMEG_3244 MSMEG_3246 MSMEG_3247 MSMEG_3245
L L I
MSMEG_3243

Rycina 1.5. Schemat przedstawiajacy lokalizacje genu msmeg_3246 w genomie M.

smegmatis [z bazy TB Database].
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Biatko PdtaS (Rycina 1.6.) jest zbudowane =z domen biatkowych
charakterystycznych dla histydynowych kinaz jak réwniez domeny PAS, ktéra réwniez
odpowiedzialna jest za odbiér sygnatu ze sSrodowiska. Biatko PdtaS jest zdolne do
autofosforylacji w obecnosci Mg?*/ATP, a nastepnie przenoszenia grupy fosforylowej do
regulatora odpowiedzi PdtaR. Zaréwno biatko PdtaS jak i PdtaR sg konserwatywne dla
wszystkich gatunkéw mykobakterii i wykazujg silng ekspresje po 18 godzinach
wewnatrzkomdrkowego wzrostu, ktéra obniza sie po 110 godzinach, co sugeruje, ze
biatka te sg wazne we wczesnych etapach infekcji M. tuberculosis [Ghosh i wsp., 2013].
Ponadto biatko Rv1626 nie jest biatkiem niezbednym dla przezycia pratkéw, a tym samym

mozliwe jest jego usuniecie z komarki.

Na podstawie badan krystalograficznych wykazano, ze PdtaR dziata na poziomie
antyterminacji transkrypcji. Zaobserwowano takze, ze Rv1626 wykazuje wysokie
podobienstwo strukturalne do znanego czynnika antyterminacji transkrypcji, biatka AmiR
z Pseudomonas aeruginos zawierajgcego domene ANTAR (domena wigzgca RNA -
regulator antyterminacji transkrypcji). Autorzy zwrdcili réwniez uwage na wystepujacy
w sgsiedztwie genu pdtaR gen kodujgcy tRNAY, co jest szczegdlnie istotne ze wzgledu na
to, ze tRNA odgrywa kluczowa role w antyterminacji, jak réowniez moze posiadac

aktywnos¢ antyterminacyjng wzgledem samego siebie [Morth i wsp., 2005].

Parish i wspdétpracownicy skonstruowali rekombinowane szczepy M. tuberculosis
defektywne w syntezie funkcjonalnego biatka PdtaS i badali ich wirulencje na modelu
mysim z upos$ledzonym systemem odpornosciowym (SCID- severe combined
immunodeficiency). Myszy zakazone prgtkami ze zmutowanym genem (delecja rv3220c)
nie wykazywaty istotnych zmian w przezywalnosci, w poréwnaniu do zwierzat

infekowanych szczepem typu dzikiego [Parish i wsp., 2003].

Biatko PdtaR (Rycina 1.6.) jest obecnie badane pod katem mozliwosci
wykorzystania go w charakterze antygenu w szczepionkach przeciwgruzliczych nowej
generacji. Badania przeprowadzone na myszach C57BL/6 szczepionych biatkiem PdtaR
podawanym wraz z adiuwantem DDA wykazaty istotne dziatanie immunogenne

w odpowiedzi swoistej na podany antygen [Rubio-Reyes i wsp., 2017].
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Biatko PdtaS Biatko PdtaR

Rycina 1.6. Modele struktur biatek PdtaS oraz PdtaR Mycobacterium tuberculosis [z bazy

Protein Data Bank in Europe].

1.5. Lekoopornos¢ gruzlicy

1.5.1. Wprowadzenie

Gruzlica lekooporna jest $miertelng chorobg zakazng, ktdéra stanowi globalne
zagrozenie. Wptywa nie tylko na pacjentéw i ich rodziny, ale takze stanowi ogromne
obcigzenie dla catego sektora zdrowia publicznego, ktéremu wkréotce moze zaczgé

brakowad zasobéw potrzebnych do powstrzymania tej choroby [Jagielski i wsp., 2010a].

Szczepy gruzlicy lekoopornej mozemy podzielié¢ na 4 kategorie, dla ktérych istotnie rézni

sie wskaznik skutecznosci leczenia:

1. Gruzlica oporna na jeden lek np. gruzlica oporna na ryfampicyne (ang. rifampicin
resistant - RR),

2. Gruzlica wielolekooporna (ang. multidrug-resistant — MDR) definiowana jako
gruzlica, w ktérej pratki oporne sg na co najmniej izoniazyd i ryfampicyne
(kluczowe leki w terapii gruzlicy),

3. Grutzlica wielolekooporna o rozszerzonej lekoopornosci (ang. extensively drug-
resistant — XDR) definiowana jako podgrupa MDR-TB z dodatkowg opornoscig na
fluorochinolony (co najmniej jeden) i leki podawane w zastrzykach (co najmniej

jeden — np. amikacyna, kanamycyna, kapreomycyna),
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4. Gruzlica catkowicie lekooporna (ang. totally drug resistance — TDR) czyli gruzlica
w ktérej pratki oporne sg na leki | wyboru oraz wszystkie lub czes¢ lekéw I

wyboru [Jagielski i wsp., 2010b].

1.5.2. Epidemiologia gruilicy lekooporne;j

Szacuje sie, ze w 2016 roku 490 000 o0s6b zachorowato na gruzlice
wielolekooporng (MDR-TB), a 190 000 zmarto z jej powodu. Do 2015 roku 105 krajow
zgtosito co najmniej jeden przypadek gruzlicy wielolekoopornej o rozszerzonej
lekoopornosci (XDR-TB). Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia, ponad potowa

przypadkéw MDR-TB na $wiecie przypada na trzy kraje: Indie, Chiny i Rosje.

WHO szacuje, ze w 2014 roku 41% osdb zostato zdiagnozowanych z gruzlica MDR.
Dlatego na kolejne lata, zaplanowano program ,END TB” o globalnym zasiegu, majacy na
celu poprawe alarmujgcych statystyk dotyczacych diagnostyki i leczenia gruzlicy [WHO
Report, 2018].

Do priorytetow globalnego programu ,,END TB” naleza:

e Zapobieganie rozprzestrzeniania sie lekoopornosci przez zachowanie wysokich
standardéw leczenia gruzlicy wrazliwej na farmaceutyki.

e Rozszerzona, szybka diagnostyka (testy molekularne) i wykrywanie
lekoopornych przypadkdéw gruzlicy.

e Zapewnienie natychmiastowego dostepu do efektywnej terapii i witasciwej
opieki nad pacjentem.

e Zapobieganie transmisji patogenu.

e Zwiekszenie finansowania w zakresie diagnostyki i leczenia gruzlicy.

1.6. Leczenie gruilicy

1.6.1. Leki przeciwgruzlicze
Leki przeciwgruzlicze dzielg sie na pie¢ grup. Grupa pierwsza to tzw. leki

pierwszego wyboru, o najwiekszej skutecznosci. Leki nalezgce do grup od drugiej do pigtej
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to leki drugiego i trzeciego wyboru cechujace sie mniejszg skutecznoscig i wyzszg
toksycznoscig, niz te z grupy pierwszej. W Tabeli 1.1. przedstawiono klasyfikacje lekéw

przeciwpratkowych wraz z przyktadami.

Tabela 1.1. Klasyfikacja lekow przeciwpratkowych [Jagielski, 2017].

Grupa Opis Przyktady

Izoniazyd (INH)
Leki pierwszego . Ryfampicyna (RMP)
[ Leki doustne | rzutu . .
wyboru Pirazynamid (PZA)
Etambutol (EMB)

Streptomycyna (SM)

) . Parenteralne leki Kanamycyna (Km)
Leki drugiego Il . .
przeciwpratkowe (PLP) Amikacyna (Am)
wyboru
Kapreomycyna (Cm)
Ofloksacyna (Ofx)
Leki drugiego Lewofloksacyna (Lfx
ek 1] Fluorochinolony (FQ) yna (Lfx)
wyboru Moksyfloksacyna (Mfx)
Gatyfloksacyna (Gfx)
Etionamid (Eto)
. . Protionamid (Pto)
Leki drugiego .
\% Leki doustne Il rzutu Cykloseryna (Cs)
wyboru
Teryzydon (Trd)
Kwas p-aminosalicylowy (PAS)
Klofazymina (Cfz)
Leki Trzeciego . Leki o niepotwierdzonej Klarytromycyna (Clr)
wyboru skutecznosci Linezolid (Lzd)

Tioacetazon (Thz)

1.6.2. Leczenie gruilicy

W leczeniu gruzlicy lekowrazliwej stosuje sie standardowo 6-miesieczny okres
leczenia, ktéry dzieli sie na dwie fazy. Faza intensywna trwa dwa miesigce, podczas
ktorych choremu podawane sg cztery podstawowe leki przeciwpratkowe (izoniazyd,
ryfampicyne, pirazynamid, etambutol). Nastepnie leczenie wchodzi w faze podtrzymujaca
podczas ktérej podawane sg dwa leki (izoniazyd, ryfampicyna). Dwufazowos¢ leczenia ma

na celu eliminacje pratkéw o réznej aktywnosci metabolicznej [Ahuja i wsp., 2012].
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Tabela 1.2. Schemat leczenia w przypadku gruzlicy lekoopornej.

Opornos¢ pratkow

Brak

Izoniazyd
t streptomycyna
Izoniazyd
+ pirazynamid
Izoniazyd
+ etambutol

Ryfampicyna

Ryfampicyna
+ etambutol
* streptomycyna
Ryfampicyna
+ pirazynamid
t streptomycyna
Izoniazyd
+ etambutol
+ pirazynamid
* streptomycyna

Izoniazyd
+ ryfampicyna

Stosowane leki

Izoniazyd + ryfampicyna + pirazynamid +
etambutol lub streptomycyna
Ryfampicyna + pirazynamid + etambutol +
fluorochinolony (opcjonalnie)

Ryfampicyna + etambutol + fluorochinolony

Ryfampicyna + pirazynamid + fluorochinolony

Izoniazyd + pirazynamid + etambutol +
fluorochinolony + parenteralne leki
przeciwpratkowe (opcjonalnie)

Izoniazyd + pirazynamid + fluorochinolony +
parenteralne leki przeciwpratkowe

Izoniazyd + etambutol + fluorochinolony +
parenteralne leki przeciwpratkowe

Ryfampicyna + fluorochinolony + leki doustne
Il rzutu + parenteralne leki przeciwpratkowe

Pirazynamid + fluorochinolony +
parenteralne leki przeciwpratkowe +
etionamid lub protionamid + cykloseryna lub
kwas p-aminosalicylowy

Minimalny czas
leczenia [miesigce]

6

6-9

9-12

9-12

12-18

18

18

18

20-26

Leczenie przypadkéw gruzlicy lekoopornej wymaga precyzyjnego doboru
stosowanych lekéw (Tabela 1.2). Terapia wymaga czesto stosowania lekdw drugiego
rzutu, a te obarczone sg gorszg skutecznoscig i wyzszg toksycznoscig. Leczenie tej
jednostki chorobowej jest zdecydowanie dtuzsze, a szanse na wyleczenia mniejsze niz
w przypadku gruzlicy lekowrazliwej. Dla przyktadu odsetek wyleczern w przypadku gruzlicy
lekowrazliwej wynosi - 80%, wielolekoopornej (MDR) — 30%, natomiast wielolekoopornej

o rozszerzonej lekoopornosci (XDR) - 19% [Van Der Werf i wsp., 2014].
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Na skutecznos¢ leczenia ma wptyw: wtasciwy dobor lekéw i ich dawkowanie,
odpowiednio dfugi czas przyjmowania terapeutykéw jak rdéwniez okresowe

monitorowanie skutecznosci leczenia.

1.7. Antybiotyki aminoglikozydowe w leczeniu gruilicy

Antybiotyki aminoglikozydowe, w leczeniu gruzlicy, nalezg do lekéw drugiego
rzutu podawanych pozajelitowo (parenteralnie). Wykazujg one dziatanie bakteriobdjcze
w gtébwnej mierze na pozakomérkowe populacje pratkdw. Aminoglikozydami

wykorzystywanymi w leczeniu gruzlicy i mykobakterioz s3:

e Streptomycyna — pierwszy lek przeciwpratkowy, otrzymywana z wykorzystaniem
szczepu Streptomyces griseus,
e Kanamycyna - otrzymywana z wykorzystaniem szczepu Streptomyces
kanamyceticus,
e Amikacyna — syntetyczna pochodna kanamycyny [Jagielski T i wsp., 2014].
Mechanizm dziatania antybiotykow aminoglikozydowych opiera sie na
zahamowaniu syntezy biatek bakteryjnych poprzez wigzanie sie do matej podjednostki
rybosomu (30S) — biatek oraz czgsteczki 16S rRNA wchodzacych w jej sktad [Konopska
i wsp., 2007]. Oporno$é pratkdw na antybiotyki aminoglikozydowe jest najczesciej
spowodowana zmianami w strukturze rybosomu. Mutacje w genie rrs kodujgcym 16S
rRNA moga skutkowac nabyciem zwiekszonej opornosci pratkédw na streptomycyne,
amikacyne lub kanamycyne. Natomiast mutacja w genie rpsL kodujgcym biatko S12
wchodzgcym w sktad matej jednostki rybsomu moze powodowaé zwiekszong opornosé

mykobakterii na streptomycyne [Jagielski, 2017].

Inna strategia nabywania przez pratki opornosci na antybiotyki aminoglikozydowe
opiera sie na inaktywacji lekéw poprzez modyfikacje chemiczne z wykorzystaniem

acetylotransferazy aminoglikozydowej Eis.
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1.8. Mechanizmy lekoopornosci pratkow

1.8.1. Wprowadzenie

Podstawowym mechanizmem, powodujagcym nabywanie lekoopornosci przez
pratki gruzlicy, jest wystepowanie mutacji w genach kodujacych: cele dla lekow lub
enzymy aktywujace leki (Tabela 1.3.). Mutacje te obejmuja: polimorfizm pojedynczego
nukleotydu (ang. Single  Nucleotide = Polymorphism - SNP), insercje lub delecje.
W przeciwienstwie do innych bakterii oporno$¢ nie jest uzyskiwana za pomocg
horyzontalnego transferu gendw warunkowanego przez ruchome elementy genetyczne

[Gillespie, 2002].
Lekoopornos¢ gruzlicy mozna podzieli¢ na dwa typy:

1. Lekoopornos¢ pierwotna — wystepuje naturalnie u wszystkich lub prawie
wszystkich przedstawicieli gatunku. Przyktadem jest wysoka opornos¢ pratkéw
gruzlicy na wiekszos¢ antybiotykéw B-laktamowych.

2. Lekoopornos¢ wtdérna — pratki nabierajg opornosci na lek lub leki poprzez
mutacje [Palomino i wsp., 2014] - to wifasnie ta kategoria lekoopornosci jest

kluczowa dla powstawania szczepdéw wielolekoopornych.

Pratki nabywajg opornos¢ na leki przez spontaniczne mutacje z szacowanym

prawdopodobieistwem:

e 1 bakteria na 102 pratkéw dla ryfampicyny.
e 1 bakteria na 10° pratkdéw dla izoniazydu, streptomycyny i etambutolu [Dookie
i wsp., 2018].
Ostatnie badania wskazujg jednak, ze czestos¢ mutacji powodujgcych opornos$é na
leki zmienia sie w zaleznosci od linii, do ktorej nalezy szczep. Przyktadem na to jest linia
pratkdow gruzlicy Beijing, ktéra wykazuje zwiekszone wskazniki mutacji w warunkach in

vitro [Merker i wsp., 2013].
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Tabela 1.3. Geny zaangazowane w nabywanie opornosci na leki u M. tuberculosis

[Nguyen, 2016].

Antybiotyk

lzoniazyd

Ryfampicyna

Pirazynamid

Etambutol

Streptomycyna

Amikacyna/kanamycyna

Kapreomycyna

Ktionamid

Cykloseryna

Fluorochinolony

Kwas p-aminosalicylowy

Mutacje  opornosciowe

Geny

katG (katalaza-peroksydaza)
inhA (reduktaza enoilo-ACP)
ndh (dehydrogenaza NADH)
ahpC (reduktaza wodoronadtlenkéw alkilowych)
rpoB (podjednostka B polimerazy RNA)
pncA (pirazynamidaza)
rspA (biatko rybosomalne S1)
embCAB (arabinozylotransferazy)
embR (regulator transkrypcji embCAB)
rpsL (biatko rybosomalne S12)
rrs (16S rRNA)
gidB (metylotransferaza 16S rRNA)
rrs (16S rRNA)
eis (acetylotransferaza aminoglikozydowa)
tlyA (2’-O-metylotransferaza rRNA)
rrs (16S rRNA)
ethA (monooksygenaza flawoproteinowa)
ethR (represor transkrypcji ethA)
inhA (reduktaza enoilo-ACP)
ndh (dehydrogenaza NADH)
alrA (racemaza alaninowa)
cycA (biatko symportowe D-seryny)
ddl (ligaza D-alanylo-D-alaninowa)
gyrA (podjednostka a gyrazy DNA)
gyrB (podjednostka B gyrazy DNA)
thyA (syntaza tymidylanowa)
dfrA (reduktaza dihydrafolianowa)
folC (syntaza dihydrofolianowa)

wystepujg  niezaleznie od siebie, tak wiec

prawdopodobieistwo powstania zmutowanych komdrek pratkéw opornych na kilka

lekéow jest sumg prawdopodobienstwa wystgpienia tych mutacji niezaleznie. Zatem,

prawdopodobieAstwo wystgpienia spontanicznych mutacji wywotujgce zaréwno

opornos$¢ na izoniazyd i ryfampicyne wynosi 1 na 10% [Sharma i wsp., 2006].
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Za nabycie przez pratki lekoopornosci nabytej czesto odpowiada proces selekcji.
W procesie tym zostaje zmieniona proporcja komorek opornych do wrazliwych na dany
lek. Powodem narastajgce] ilosci komérek opornych czesto jest niewtasciwa terapia.
Monoterapia, zbyt mate dawki lekéw lub zta ich jakos$¢ czy tez przerwanie leczenia
w nieodpowiednim momencie, to wszystko sprawia, ze leki mogg niedostatecznie
hamowad wzrost pratkdéw, a co za tym idzie, oporne bakterie zaczng wypiera¢ wrazliwe.
W leczeniu gruzlicy stosuje sie kombinacje rézinych terapeutykéw, co przy btednym
stosowaniu moze prowadzi¢ do wielolekoopornosci [Mitchison i wsp., 2012; Nguyen,

2016].

Pratki rozwinety wiele mechanizméw molekularnych, ktére pozwalajg na
neutralizacje cytotoksycznosci wiekszosci substancji chemicznych, w tym antybiotykdw.
Te mechanizmy ograniczajg stosowanie istniejgcych antybiotykdéw, a takze utrudniajg
rozwdj nowych lekéw. Przyczynia sie to do nabywania przez pratki opornosci

wielolekowej [Morris i wsp., 2005].

1.8.2. Przepuszczalno$¢ sciany komorkowej

Sciana komérkowa pratkéw, ze wzgledu na swojg budowe, cechuje sie niska
przepuszczalnoscig. Ta cecha, czyni z niej naturalng, skuteczng bariere dla lekéw.
Znaczenie sciany komdrkowej dla opornosci pratkdw potwierdzity wyniki mutagenezy
transpozonowej [Philalay i wsp., 2004]. Insercje w genach biorgcych udziat w biosyntezie
mykolandéw, takich jak kasB lub operon virS-mymA (rv3082 do rv3089) doprowadzity do
zwiekszenia wrazliwosci pratkdw na ryfampicyne, izoniazyd, pirazynamid [Gao i wsp.
2003]. Ponadto, delecja w genie fbpA (biatko wigzace fibronektyne) powoduje obnizenie
poziomu komdrkowego mykolanu trechalozy i w konsekwencji zwieksza wrazliwos¢

pratkdw na wiele antybiotykdw [Nguyen i wsp., 2005].

Aby pobiera¢ sktadniki odzywcze i mate czgsteczki, mykobakterie wykorzystujg
poryny, ktdre sg zakotwiczone w zewnetrznych warstwach $ciany komérkowej. Poryny
utatwiajg wnikanie antybiotykédw przez sSciane komdrkowa, wptywajgc tym samym na

opornos¢ pratkdw na leki. Wykazano, ze delecja w genach mspA lub mspC M. smegmatis
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skutkuje zwiekszeniem opornosci na antybiotyki hydrofilowe i hydrofobwe, w tym:

ryfampicyne, wankomycyne i erytromycyne [Stephan i wsp., 2004].

Podczas gdy sciana komérkowa mykobakterii spowalnia penetracje antybiotykéw,
wyspecjalizowane mechanizmy pomagajg w detoksykacji czgsteczek leku, ktérym udato

sie wnikng¢ do cytoplazmy.

1.8.3. Modyfikacja miejsca wigzania leku

Jedng ze strategii, ktdrg stosujg bakterie w celu unikniecia dziatania antybiotykdw,
jest modyfikacja struktury miejsc wigzania antybiotykéw. Mechanizm ten jest stosowany
przez M. tuberculosis do nabywania opornosci na antybiotyki peptydowe takie jak:
kapreomycyna i wiomycyna, ktére sg powszechnie stosowane w leczeniu gruzlicy MDR.
Badania wykazaty, ze mutacja w genie tlyA, kodujgcym 2'-O-metylotransferaze powoduje
zwiekszenie opornosci komérek szczepdw M. smegmatis oraz M. tuberculosis na
kapreomycyne i wiomycyne. Biatko TIyA metyluje zaréwno 16S oraz 23S rybosomalne
RNA, czynigc rybosomy podatnymi na wigzanie kapreomycyny i wiomycyny [Johansen i

wsp., 2006].

1.8.4. Mimikra molekularna

Mimikra molekularna jest mechanizmem stosowanym przez pratki gruzlicy w celu
neutralizacji fluorochinolonéw, syntetycznych antybiotykdéw, ktére wykorzystywane sg
w leczeniu gruzlicy lekoopornej. Fluorochinolony sg chemioterapeutykami, ktdre zabijaja
komorki bakteryjne poprzez hamowanie replikacji, transkrypcji i naprawy DNA. Ich
mechanizm dziatania opiera sie na inhibicji gyrazy DNA. Nabyta opornos¢ na
fluorochinolony jest zwigzana z wystepowaniem mutacji w genach kodujacych gyraze
DNA - gyrA i gyrB. Natomiast naturalng opornos¢ pratkdw na te grupe antybiotykéw
przypisuje sie biatku MfpA (ang. pentapeptide repeat protein). Biatko to tworzy strukture,
ktora wykazuje podobienstwo, pod wzgledem rozmiaru, ksztattu i fadunku
elektrostatycznego, do DNA w formie B, dzieki czemu moze wigzac sie z gyrazg DNA, aby

chronié jg przed fluorochinolonami [Ferber, 2005; Hegde i wsp., 2005].
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1.8.5. Modyfikacja leku

Mykobakterie mogg réwniez inaktywowac leki poprzez modyfikacje chemiczne,
takie jak acetylacja. Aminoglikozydy sg antybiotykami o szerokim spektrum dziatania,
ktore stanowig wazny element w leczeniu gruzlicy. Pierwotng opornosé¢ M. tuberculosis na
aminoglikozydy zapewnia acetylotransferaza Eis. Biatko to petni rowniez istotng funkcje
podczas wewnatrzkomdrkowego przezywania mykobakterii w makrofagach, poprzez
zahamowanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza na zakazenie pratkami (autofagie,
proces zapalny, apoptoze) [Zaunbrecher i wsp., 2009]. Badania biochemiczne in vitro
wykazaty, ze acetylotransferaza Eis acetyluje wiele aminowych grup aminoglikozydéw,
tym samym inaktywujgc antybiotyki. Ponadto wykazano, ze Eis acetyluje nie tylko
aminoglikozydy, ale takie kapreomycyne, cykliczny antybiotyk peptydowy obecnie
powszechnie stosowany w leczeniu gruzlicy MDR. Fakt, iz acetylotransferaza Eis chroni
pratki zaréwno przed systemem odpornosciowym gospodarza jak i antybiotykami stanowi

grozng koewolucje wirulencji i opornosci na antybiotyki [Chen i wsp., 2011].

1.8.6. Degradacja leku

Kolejng metodg, ktérg pratki wykorzystujg do zwalczania dziatania antybiotykdw,
jest degradacja ich za pomocg hydrolaz. Mechanizm ten jest wykorzystywany przez
mykobakterie do degradacji antybiotykdéw B-laktamowych, ktére praktycznie nie wykazujg
wptywu na pratki. U mykobakterii wystepujg B-laktamazy, enzymy hydrolityczne, ktore
hydrolizujg pierscien B-laktamowy lekéw. Genom M. tuberculosis zawiera geny kodujgce
co najmniej cztery B-laktamazy, z ktérych BlaC przypisuje sie najwieksze znaczenie.
Powolna penetracja antybiotykéw B-laktamowych przez niskoprzepuszczalng s$ciane
komodrkowg pratkdow w potgczeniu z aktywnoscig B-laktamazy zapewnia mykobakteriom

skuteczng ochrone przed B-laktamami [Chambers i wsp., 1995; Tremblay i wsp., 2010].

1.8.7. Pompy opornosci wielolekowej (ang. efflux pumps)
Powszechnie stosowang metodg unikania dziatania antybiotykéw przez patogeny
bakteryjne jest usuniecie ich z cytoplazmy przez system efflux [Machado i wsp., 2012].

Stwierdzono, ze co najmniej 18 pomp efflux u mykobakterii nadaje im niskopoziomowg
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opornos¢ na antybiotyki. Przyktadami takich transporteréw s3: transporter IniBAC
(opornos¢¢ na izoniazyd i etambutol) oraz transporter Tap (wypompowywanie
aminoglikozyddéw, tetracykliny i kwasu p-aminosalicylowego z komdrek mykobakterii).
Zwiekszenie ekspresji gendow kodujgcych pompy efflux, ktére usuwajg okreslone leki
z cytoplazmy komérki na zewnatrz przyczynia sie do powstawania opornosci na te leki na

znacznie wyzszym poziomie [Viveirosa i wsp., 2012].

1.8.8. Aktywno$¢ bakteriobdjcza lekdw a stres oksydacyjny u pratkéw

Dla wielu gatunkéw bakterii, w tym pratkédw, wykazano korelacje miedzy
opornosciag komodrek bakteryjnych na antybiotyki a stresem oksydacyjnym. Zwigzek
pomiedzy opornoscig na antybiotyki i stresem oksydacyjnym u mykobakterii zostat po raz
pierwszy potwierdzony w badaniach, ktére wykazaty aktywacje prolekdw izoniazydu
i etionamidu przez biatka stresu oksydacyjnego, takie jak KatG i AhpC [Scorpio i wsp.,
1996]. Wykazano, ze ekspresja reagujgcego na stres czynnika sigma F (SigF) jest
indukowana przez antybiotyki. Ponadto, obecnos¢ mykotioli uzywanych przez pratki do
obrony przed toksycznym dziataniem tlenu jest wymagana dla opornosci na antybiotyki
[Vilcheze i wsp., 2008]. Wyniki badan nad systemami powigzanymi z wielolekopornoscia
pratkdéw Lsr2 oraz WhiB7 wykazaty ponadto wzajemne powigzania pomiedzy homeostazg

redoks a opornoscig na antybiotyki [Burian i wsp., 2012].

1.8.9. Tolerancja fenotypowa

Tolerancja fenotypowa jest zwigzana ze zmianami metabolicznymi Ilub
fizjologicznymi, ktdre nie sg bezposrednio zwigzane z genami opornosci na antybiotyki. Ta
epigenetyczna tolerancja na leki odnosi sie do tworzenia, pod wptywem okreslonych
warunkéw srodowiskowych, subpopulacji komodrek przetrwatych (ang. persisters)
o mniejszej aktywnosci metabolizmu. Komodrki te sg genetycznie identyczne z ich
podatnymi na leki odpowiednikami. Mogg one zmieni¢ sie z powrotem w komorki
aktywnie dzielgce sie - podatne na antybiotyki, gdy warunki srodowiskowe ponownie

bedg korzystne dla wzrostu bakterii [Lewis, 2008].
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Podczas utajonej infekcji komérki M. tuberculosis wchodza w stan podobny do
udpienia charakteryzujgcy sie ograniczeniem ich metabolizmu, co prowadzi do
zwiekszonej tolerancji na antybiotyki [Gengenbacher i wsp., 2012]. Komorki M.
tuberculosis wyizolowane bezposrednio od pacjentdéw z utajong lub nawracajgca gruzlica
wykazywaty zwiekszong tolerancje na ryfampicyne, izoniazyd i etambutol. Analizy
transkryptomiczne tych komorek wykazaty, ze tolerancja leku jest spowodowana raczej

niskim poziomem metabolizmu niz mutacjami opornosciowymi [Garton i wsp., 2008].

1.9. Zalezno$¢ miedzy regulacja transkrypcji mykobakterii a opornoscig na

antybiotyki.

Obecne leczenie gruzlicy staje sie coraz bardziej dtugotrwate i nieskuteczne
z powodu pojawienia sie opornych na leki zmutowanych szczepdw Mycobacterium
tuberculosis. W adaptacji do niekorzystnych warunkdw srodowiska, a tym samym do
nabywania m.in. opornosci na antybiotyki stuzg dwukomponentowe systemy transdukcji
sygnatu. W poprzednich rozdziatach przytoczono dane literaturowe $wiadczgce o tym,
ze dwukomponentowy system transdukcji sygnatu PdtaS/PdtaR dziata na poziomie
antytermincji transkrypcji. W swietle tych danych, zasadne jest zatem pytanie o zaleznosé

pomiedzy regulacjg transkrypcji a opornoscig na leki u pratkéw.

Mycobacterium tuberculosis, czynnik etiologiczny gruzlicy, jest naturalnie oporny
na wiekszos¢ klinicznie dostepnych antybiotykdéw. Pierwotne systemy opornosci obejmujg
niskg przepuszczalnos$é otoczki komérkowej, pompy opornosci wielolekowej, systemy
modyfikujgce leki lub enzymy modyfikujgce miejsca docelowe lekéw oraz modulacje
ekspresji gendw. Zmiany w profilu transkrypcji majgce na celu dostosowanie fizjologii
pratkdw do warunkéw sSrodowiska nalezg do gtdwnych mechanizméw adaptacyjnych

umozliwiajgcych mykobakteriom zwiekszong tolerancje na antybiotyki.

Wykazano, ze biatka z rodziny WhiB odgrywajg kluczowg role w aktywacji
transkrypcji u bakterii [Burian i wsp., 2012]. Biatko WhiB7, jest regulatorem transkrypcji
genow, ktére przyczyniajg sie do pierwotnej opornosci na antybiotyki u mykobakterii.

Podczas antybiotykoterapii whiB7 odgrywa istotng role w aktywacji transkrypcji
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systemOw opornosci  na  antybiotyki:  tetracykliny, makrolidy, linkozamidy
i aminoglikozydy. Transkrypcja genu whiB7 jest indukowana przez antybiotyki, jak rowniez
przez warunki stresowe, takie jak szok cieplny, niedobdr zelaza i wejscie do fazy
stacjonarnej [Morris i wsp., 2005]. Istotnym jest fakt, iz indukcja genu whiB7 nastepuje
w komérkach M. tuberculosis wkrétce po infekcji gospodarza oraz w aktywowanych

mysich makrofagach.

Z wykorzystaniem mikromacierzy DNA monitorowano zmiany ekspresji genéw
w odpowiedzi na izoniazyd. Szereg z nich umozliwia pragtkom wiekszg tolerancje na ten
antybiotyk. Wykazano, ze pod wptywem izoniazydu u pratkéw nastepuje nadekspresja
genu efpA, ktéry koduje pompe efflux umozliwiajgca mykobakteriom aktywne
wypompowywanie lekow. Ponadto, w komodrkach pratkdéw, ktére nabyty opornosé na
izoniazyd wykryto obnizony poziom biatka KatG — katalazy-peroksydazy, ktéra jest

niezbedna do aktywacji izoniazydu [Karakousis i wsp., 2008].

Kapreomycyna to cykliczny peptyd, ktéry hamuje biosynteze biatek pratkdéw przez
wigzanie do 16S rRNA i 23S rRNA. Obecnos¢ tego antybiotyku indukuje u mykobakterii
ekspresje gendw kodujacych: biatka rybosomalne 30S i 50S, metylotransferaze Rv1988
oraz acetylotransferaze Eis, ktére zwiekszajg przezywalnos¢ M. tuberculosis

w makrofagach [Fu i wsp., 2007].

Kanamycyna jest lekiem drugiej linii stosowanym w leczeniu pacjentéw z gruzlicg
MDR. Antybiotyk ten dziata poprzez wigzanie sie z podjednostkg 30S rybosomoéw,
co zaktdca translacje, a w konsekwencji synteze biatek. Zidentyfikowano zwiekszong
ekspresje 98 gendw oraz obnizong ekspresje 198 gendw M. tuberculosis w obecnosci
kanamycyny. Geny regulowane pozytywnie kodujg biatka zaliczane do réznych kategorii
funkcjonalnych takich jak: metabolizm s$ciany komérkowej, procesy komdrkowe,
wirulencja. Natomiast geny regulowane negatywnie byly zaangazowane w metabolizm

lipidéw [Habib i wsp., 2017].

Fluorochinolony sg stosowane w leczeniu gruzlicy jako leki drugiej linii.
Zapobiegajg podziatowi komodrek poprzez zahamowanie aktywnosci gyrazy DNA, ktéra
nalezy do rodziny topoizomeraz typu ll, zapobiegajgc w ten sposdb replikacji bakteryjnego

DNA. Ponadto inhibicja gyrazy DNA powoduje pojawienie sie dwuniciowych peknieé DNA,
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co wywotuje odpowiedz SOS w komdrkach bakterii. Z wykorzystaniem mikromacierzy
oraz qRT-PCR zbadano wptyw hamujgcych stezen cyprofloksacyny (FQ) na komorki
pratkdw gruzlicy. Analiza mikromacierzy wykazata zwiekszong ekspresje 16 gendw
zaangazowanych w ochrone, naprawe i rekombinacje DNA, w tym recA (zaangazowanego
w odpowiedz SOS). Metodg gRT-PCR wykazano natomiast wzrost ekspresji gendw lexA

i dnaE2, dwdch innych sktadnikéw odpowiedzi SOS [O’Sullivan i wsp., 2008].
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2. Cel Pracy

Gtéwnym celem niniejszej pracy byto zbadanie udziatu histydynowej

kinazy PdtaS oraz biatka regulatorowego PdtaR w regulacji wybranych

procesow metabolicznych mykobakterii.

Cel ten zrealizowano poprzez nastepujace cele czgstkowe:

1.

Konstrukcje ukierunkowanych mutantédw M. smegmatis oraz M. tuberculosis
pozbawionych funkcjonalnego genu pdtas.

Globalng analize transkryptoméw M. smegmatis oraz M. tuberculosis
pozbawionych funkcjonalnego genu pdtas.

Globalng analize metaboliczng z wykorzystaniem technologii mikromacierzy
fenotypowych dla szczepu ApdtaS M. smegmatis.

Weryfikacje danych otrzymanych z badan przesiewowych dotyczgcych zwiekszonej
wrazliwosci szczepu ApdtaS M. smegmatis na antybiotyki aminoglikozydowe
oraz zwiekszonej opornosci na tetracykline, poprzez okreslenie wartosci MIC
(minimalne stezenie hamujgce wzrost) z wykorzystaniem mikroptytkowego testu
Alamar blue.

Badajagc mechanizmy molekularne zwigzane z obserwowanymi zmianami
w lekoopornosci szczepu ApdtaS M. smegmatis, poddano analizie ilosciowej
i jakosciowej sktad rybosomoéw, jako miejsca docelowego badanych klas

antybiotykow.
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3. Materiaty

3.1. Szczepy bakteryjne

Szczepy bakteryjne wykorzystywane w trakcie badan przedstawiono w Tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Wykaz szczepdw wykorzystywanych w pracy.

Gatunek Nazwa szczepu Zrédto
Escherichia coli Top 10 Invitrogen
Escherichia coli BL21 (DE3) Invitrogen

Mycobacterium smegmatis mc?155 IBM PAN todz
Mycobacterium tuberculosis H37Rv IBM PAN todz

3.2. Podtoza mikrobiologiczne

W przeprowadzonych badaniach wykorzystywano podtoza ptynne i state.
W przypadku podtéz LB wersje statg uzyskiwano poprzez dodatek 2% agaru (BioShop).

Wszystkie podfoza sterylizowano w temperaturze 121°C w czasie 20 minut.

e Podtoze LB, pH7
NaCl (Sigma) - 1%
Trypton (BioShop) - 1%
Ekstrakt drozdzowy (Difco) - 0,5%
e 7H9 - podtoze ptynne Middlebrook, pH 7
7H9 (Difco) - 0,47%
Tween 80 (Sigma) — 0,05 %
OADC (Becton Dickinson) - 10%
e 7H10 - podtoze state Middlebrook, pH 7
7H10 (Difco) - 1,9%
Glicerol (Sigma) - 0,5%
OADC (Becton Dickinson) - 10%
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3.3. Substancje dodawane do podtéz

e Antybiotyki wykorzystane w badaniach przedstawiono w Tabeli 3.2.

Tabela 3.2. Antybiotyki wykorzystane w badaniach.

Antybiotyk Dawka

Ampicylina (Sigma) 100 pg/ml dla E. coli

200 pg/ml dla E. coli
Higromycyna B (BioShop)
50 ug/ml dla M. smegmatis

50 ug/ml dla E. coli

Kanamycyna (Sigma)
25 ug/ml dla M. smegmatis

Tetracyklina-HCI (BioShop) 25 ng/ml dla M. smegmatis

e Inne substancje dodawane do podtéz
X-gal (Sigma) - 40 pg/ml
IPTG (Sigma) - 12 pg/ml
Sacharoza (BioShop) - 2%

Acetamid (Sigma) - 0,2%

3.4. Wektory plazmidowe

e pJET1.2/blunt AmpR [Thermo Scientific] — komercyjny, wysokokopijny wektor
plazmidowy uzywany do klonowania produktéw PCR. Wektor ten zawiera: gen rep
odpowiadajgcy za replikacje, gen bla nadajacy oporno$¢ na ampicyline
oraz samobdjczy gen eco47IR kodujacy endonukleaze Eco47IR, ktdry zawiera

sekwencje polilinkerowg utatwiajgcg pozytywna selekcje klonéw.
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Rycina 3.1. Schemat budowy wektora plazmidowego pJET1.2/blunt.

e p2NIL KanR [Parish i Stoker, 2000] - Wektor ten zawiera miejsce inicjacji replikacji
dla E. coli (oriE) oraz gen aph nadajacy opornos¢ na kanamycyne. Na wektorze
znajduje sie pojedyncze miejsce dla enzymu Pacl, wykorzystywane do klonowania

kasety markerowej pochodzacej z wektora pGOAL17.

MCS Pacl
/

p2NIL

oriE 4753 pz ORI 1

p

aph (Km"®)
Rycina 3.2. Schemat budowy wektora plazmidowego p2NIL.

e pGOAL17 AmpR [Parish i Stoker, 2000] — Wektor ten zawiera: miejsce inicjacji
replikacji dla E. coli (oriE), gen bla nadajgcy opornos¢ na ampicyline oraz kasete
markerowg, w ktérej sktad wchodzg geny sacB oraz lacZ. Gen sacB koduje
lewanosacharaze, ktdra przeksztatca sacharoze do toksycznego dla mykobakterii
lewanu, natomiast gen lacZ koduje B-galaktozydaze, ktéra ma zdolno$é rozktadu

bezbarwnego X-galu do niebieskiej pochodnej.

pGOAL17

suicide cassette

Pacl (sacB, facZ)  pag|

pGOAL17

8855 pz

bla

(Amp"®) oriE

Rycina 3.3. Schemat budowy wektora plazmidowego pGOAL17.
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e pMV306H HygR [Med-Immune Inc] — jest wektorem integracyjnym, zbudowanym
z miejsca inicjacji replikacji E. coli (oriE) jak rowniez systemu miejscowo-specyficznej
rekombinacji (ang. Site specific recombination - SSR) pochodzacego
z mykobakteriofaga L5. System SSR obejmuje gen int, ktéry koduje integraze
oraz sekwencje pochodzenia fagowego attP, ktéra dzieki aktywnosci integrazy
pozwala wprowadzi¢ plazmid w miejsce attB na chromosomie mykobakterii. Wektor

ten zawiera réwniez gen opornosci na higromycyne hph.

oriE

/

hph & pMV306Hyg
(Hyg®) 4075 pz

int attP

Rycina 3.4. Schemat budowy wektora plazmidowego pMV306H.

e pMV306K Kan®R [Med-Immune Inc] — wektor ten jest pochodnym pMV306H. Zamiast

genu opornosci na higromycyne hph zawiera on gen opornosci na kanamycyne aph.

oriE

pMV306Km

3996 pz

int

attP

Rycina 3.5. Schemat budowy wektora plazmidowego pMV306K.

e pKWOS8Lx HygR [Williams i wsp., 2010] - posiada miejsce inicjacji replikacji dla E. coli
(oriE) jak rowniez miejsce inicjacji replikacji dla Mykobakterii (oriM). Ten wektor
plazmidowy niesie rowniez promotor tetracyklinowy (tetRO8), geny luxA i IluxB

kodujace lucyferaze oraz gen opornosci na higromycyne hph.
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Rycina 3.6. Schemat budowy wektora plazmidowego pKWO08Lx.

e pKWOS8Lx-Int [Williams i wsp., 2010] - plazmid integracyjny bedacy pochodnym
plazmidu pKWO8Lx. Zamiast miejsca inicjacji replikacji oriM posiada geny pochodzgce

z mykobakteriofaga L5 (attP, int ).

hph pKWO08Lx-Int
(Hyg") 8535 pz

int

Rycina 3.7. Schemat budowy wektora plazmidowego pKWO08Lx-Int.

o PpGEX-6P-2 [Amersham Biosciences] — posiada miejsce inicjacji replikacji oripBR322. Niesie
gen kodujacy transferaze glutationu (GST-Taq) znajdujgcy sie pod kontrolg promotora tac
(indukowany IPTG). Wektor ten zawiera réwniez gen laclg, ktéry koduje biatko

represorowe oraz gen opornosci na ampicyline.

ject*l]  PGEX-6P-2

4985 pz

bla
- (Amp")
oripBR322

Rycina 3.8. Schemat budowy wektora plazmidowego pGEX-6P-2.
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e pJAM2 ([Triccas i wsp., 1998] - posiada miejsce inicjacji replikacji dla E. coli (oriE)
i miejsce inicjacji replikacji dla Mykobakterii (oriM). Ten wektor plazmidowy niesie

rowniez promotor acetamidowy Pami oraz gen aph nadajgcy opornos$é na kanamycyne.

oriE P

/

anT‘ pJAM2
(Km") 9400 pz

oriM

Rycina 3.9. Schemat budowy wektora plazmidowego pJAM?2.

W Tabeli 3.3. zamieszczono liste wektoréw plazmidowych wykorzystanych w pracy
badawczej.

Tabela 3.3. Wektory plazmidowe wykorzystane w pracy badawcze;.

Nazwa wektora ) .,
. Opis Zrédto
plazmidowego

komercyjne wektory plazmidowe

Wektor uzywany do klonowania produktéw L
pJET 1.2/blunt Thermo Scientific
PCR, AmpR

Wektor rekombinacyjny, nie replikujgcy

p2NIL Parish i Stoker; 2000
w pratkach, Kan®
Wektor zawierajgcy kasete markerowgPacl
pGOAL17 alacy Kasete 2 Parish i Stoker; 2000
z genami sacB oraz lacZ, Amp®
pMV306H Mykobakteryjny wektor integracyjny, Hyg® Med-Immune Inc
pMV306K Mykobakteryjny wektor integracyjny, Kan® Med-Immune Inc
Mykobakteryjny wektor replikacyjny niosgc
pKWO8Lx y . yiny P yiny acy Williams i wsp. 2010
indukowalny promotor Piet, HygR?
Mykobakteryjny wektor integracyjny niosgc
pKWO8Lx-Int y . yiny gracyiny acy Williams i wsp. 2010
indukowalny promotor Piet, HygR?
Wektor posiadajgcy indukowalny promotor . .
pJAM2 . Triccas i wsp. 1998
acetamidowy, KmR
Wektor posiadajgcy indukowalny promotor tac Amersham
pGEX-6P-2 .
oraz GST-Tag, AmpR Biosciences
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pKD1

pKD2

pKD3

pKD4

pKD5

pKL5

pKD10

pMK220

pMK221

pMK222

pMK223

pMK224

pKD11

Wektory plazmidowe skonstruowane w IBM PAN tédz

Fragment 3’ (448 pz) oraz sekwencje ponizej
genu pdtaSwus o wielkos$ci 807 pz, wklonowany
do wektora pJET 1.2/blunt, AmpR®
Fragment 5’ (79 pz) oraz sekwencje powyzej
genu pdtaSus o wielkosci 1136 pz, wklonowany
do wektora pJET 1.2/blunt, AmpR
Fragment 3’ (448 pz) oraz sekwencje ponizej
genu pdtaSwus o wielkosci 807 pz, wklonowany
do wektora P2NIL, Kan®
A pdtaSyis wraz z regionami flankujgcymi
wklonowany do wektora P2NIL, Kan®
Wektor pKD4 niosacy kasete markerowg
ograniczong sekwencjami rozpoznawalnymi
przez enzym Pacl z wektora pGOAL17, Kan®
Gen pdtaSwus wklonowany do wektora
replikacyjnego pKWO08Lx zawierajgcego
promotor Pet, HygR
Gen pdtaSwvs pod kontrolg promotora Piet
wklonowany do wektora integracyjnego
pKWO8Lx-Int, HygR
Fragment 5’ (109 pz) oraz sekwencje powyzej
genu pdtaSwmi 0 wielkosci 1791 pz,
wklonowany do wektora pJET 1.2/blunt, AmpR
Fragment 3’ (943 pz) oraz sekwencje ponizej
genu pdtaSmiwm 0 wielkosci 612 pz, wklonowany
do wektora pJET 1.2/blunt, Amp®
Fragment 5’ (109 pz) oraz sekwencje powyzej
genu pdtaSwmi 0 wielkosci 1791 pz,
wklonowany do wektora P2NIL, Kan®
A pdtaSms wraz z regionami flankujgcymi
wklonowany do wektora P2NIL, Kan®
Wektor pMK223 niosgcy kasete markerowg
Pacl z wektora pGOAL17, Kan®
Gen kodujacy 16S rRNA wklonowany do
wektora pJET 1.2/blunt, Amp®

Praca doktorska

Praca doktorska

Praca doktorska

Praca doktorska

Praca doktorska

IBM PAN t4dz

Praca doktorska

IBM PAN t6dz

IBM PAN t6dz

IBM PAN t6dz

IBM PAN t6dz

IBM PAN t4dz

Praca doktorska
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pKD12

pAB303

pKD6

pKD7

pKD8

Gen kodujgcy 23S-5S rRNA wklonowany do
wektora pJET 1.2/blunt, AmpR

Gen lacZ wklonowany do wektora pMV306,
Kan®R
Wektor pJAM2 zdolny do ekspresji M.
tuberculosis pdtaS (znacznik 6-His-tag), Kan®
Wektor pGEX-6P-2 zdolny do ekspresji M.
tuberculosis pdta$ (znacznik GST-tag), Amp®
Wektor pGEX-6P-2 zdolny do ekspresji M.

tuberculosis pdtaR (znacznik GST-tag), AmpR

3.5. Syntetyczne oligonukleotydy

W  Tabeli

3.4. zamieszczono wykaz syntetycznych

wykorzystanych w niniejszej pracy doktorskiej.

Praca doktorska

IBM PAN t6dz

Praca doktorska

Praca doktorska

Praca doktorska

oligonukleotydow

Tabela 3.4. Syntetyczne oligonukleotydy wykorzystane w pracy doktorskie;j.

Nazwa oligonukleotydu Sekwencja (5’>3’)

Zastosowanie

Oligonukleotydy wykorzystane podczas konstrukcji szczepéw mutantéow

Msmegl1918GR1Scal-F

CAGTACTGATCACCGACTGGCAGCTG
GC

Msmeg1918GR2HindlIlI-R CAAGCTTCGACCACCGCGTGCAGATG
Msmeg1918GR3HindllI-F CAAGCTTGCCAACCACATCCGCGACTC
Msmeg1918GR4KpnlI-R CGGTACCGCGCGCCCGATTAGGAGTT
Rv3220cPdtaSGR1-Kpnlnat-F ACGGTACCAATCTCAAGGCCTGG
Rv3220cPdtaSGR2Hindlll-R ~ CAAGCTTACGACAAGTCGGCAAGGAG

CTG
Rv3220cPdtaSGR3Hindlll-F  CAAGCTTCGGGAAATCCATCATCGGG
TTAAGA
Rv3220cPdtaSGR4Scal-R CAGTACTTTGTGTTCGTGTCCAACTCC
AGTC
MspdtaS-probe-F CCTGCAGACCGTCGCCGC

knock-out genowy
pdtaSs

knock-out genowy
pdtaSmis

hybrydyzacja typu
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MspdtaS-probe-R

RvpdtaS-probe-F
RvpdtaS-probe-R

CGGCCGTCACGAGCGTCC

GGCTCGCCGGACGTCCAA
TCTGCAGGCCCAGGCTGTCC

Oligonukleotydy uzyte do amplifikacji genow

MsmPdtaSKWO08_F

MsmPdtaSKWO08_R
16S_F pJET Kpnl
16S_R_pJET_Xbal

23S_5S_F_plJET

23S 5S R_pJET
RvpdtaS-jam2Bam-F
RvpdtaS-jam2Xba-R

RvpdtaS-jam2Bam-F

RvpdtaS-GEXstop-Not-R

Rv1626-BamHI-F

Rv1626-stop-EcoRl

CTACTCTCATCGTGGAATCCTGACAGG
ATCCAGAGGAGCCTGAGTTCGCCCCT
CGGTGATCTGCT
TCTAGGGTCCCAATTAATTAGCTAAAG
CTTCTACTGCGC GCCCCGGCTG
TAGGTACCCTCTGACCTGGGGATTTG
TATCTAGAGTTTCCCCATTCGGACATC
C
GTAAGTTCCGACCTGCACGA
GGGTGATTCCTAATTTGTGTTCG
CGGATCCATGTCCACACTCGGTGATCT
GCTCG
CTCTAGACAGCATCAACCGTCCCCGGC

CGGATCCATGTCCACACTCGGTGATCT
GCTCG
GCGGCCGCTACAGCATCAACCGTCCC
CGGC

CGGATCCATGACCGACCGGCCACACG
ATT

Southern Blotting -
M.smegmatis
hybrydyzacja typu
Southern Blotting -
M.tuberculosis

Amplifikacja pdtaS

Konstrukcja
wektoréow
stosowanych do
normalizacji danych
qRT-PCR
Uzyte do
wklonowania genu
pdtaSuw do wektora
pJAM?2

Uzyte do
wklonowania genu
pdtaSuw do wektora
pPGEX-6P-2

Uzyte do
wklonowania genu

GGAATTCCTACGACTCCTCGCCGCGGC | pdtaRm: do wektora

A

PGEX-6P-2

Oligonukleotydy uzyte do hybrydyzacji typu Northern blot

23S ITS
mature 16S
16S ITS

mature 5S

CCGTGGAGTGTGGTTGCGAG
CCACCGGCTTCGGGTGTTACC
AGCCGGCGCCACTACAGCGCT

GCGGTGTCCTACTTTTCCACC

sondy
oligonukleotydowe
komplementarne do
elementdéw operonu
rrn
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Oligonukleotydy uzyte do reakcji odwrotnej transkrypcji

16SRT_RC CAGGAATTCCAGTCTCCCCT
23SRT_RC CACCAGGCACTGTCCCTGAA synteza cDNA
5SRT_RC TTCGGCGGTGTCCTACTTTT

Oligonukleotydy uzyte do analizy ekspresji genéw metodg PCR w czasie rzeczywistym

(qRT-PCR)

16S_F_SYBR CCGGAATTACTGGGCGTAAA

== transkrypt 16S rRNA
16S_R_SYBR AGTACTCTAGTCTGCCCGTATC
23S_F_SYBR CGATACGGTTTGTGTAGGATAGG

- transkrypt 23S rRNA
23S_R_SYBR GGATATACGGTCCGAGGTTAGA
5S_F_SYBR GTTACGGCGGTCCATAGC

== transkrypt 55 rRNA
5S_R_SYBR ACCCGGAAGGGTAGTATCAT

3.6. Enzymy

Enzymy uzyte w reakcji PCR

» Polimeraza DNA AccuPrime Pfx (Invitrogen) - 5 U/l

» Polimeraza DNA KAPA Taq (KAPA BIOSYSTEMS) - 5 U/ul
Enzymy uzyte do proceséw tgczenia fragmentéw DNA

» Ligaza T4 (Fermentas) - 20 U/ul

» Polimeraza DNA T4 (Invitrogen) - 5 U/ul
Enzymy uzyte do trawienia DNA

» TURBO DNA-free™ Kit (Ambion) - 5 U/ul
Enzymy uzyte do trawienia RNA

» RNaza (Sigma-Aldrich) - 1 U/l
Enzymy restrykcyjne FastDigest™(Fermentas) : BamHI, EcoRI, Hindlll, Kpnl, Ncol, Notl,
Pacl, Scal, Xbal
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3.7. Mieszaniny reakcyjne

e Mieszanina do amplifikacji DNA (PCR)
DNA —20-100 ng
bufor 10x stezony - 5 pl
DMSO (Sigma) - 2 pl
dNTP mix 2,5 mM (Fermentas) - 1 pl
starter przedni 10 uM - 1 pl
starter wsteczny 10 uM - 1 pl
polimeraza DNA-1U
H,0 do koricowej objetosci - 50 ul
e Mieszanina do taczenia fragmentoéw DNA z wykorzystaniem ligazy DNA T4
wektor plazmidowy - od 20 do 100 ng
DNA wstawki - od 1 do 5 objetosci plazmidu
bufor 10x stezony - 2 pl
ligaza DNAT4-1U
H.0 do o koncowej objetosci - 20 pl
e Mieszanina do trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi
DNA-1pg
bufor 10x stezony - 2 ul
enzym -1U
H,0 do objetosci koricowej - 20 ul
e Mieszanina do syntezy cDNA
RNA-1pg
heksanukleotyd starterowy - 1 pl
bufor reakcyjny - 1 pl
H,O DEPC do objetosci koricowej - 8 ul
2xFirst-Strand Reaction Mix - 10 pl
SuperScript™Ill/RNase OUT™ Enzyme Mix - 2 pl



e Mieszanina do qRT-PCR
cDNA -50 ng
Maxima™ SYBR Green gPCR Master Mix - 12,5 pl
Oligonukleotydy (10 uM) -po 0,75 ul
H,0O DEPC do objetosci koricowej - 25 pl

3.8. Buforyiroztwory

3.8.1. Bufory uzyte do przygotowania komoérek kompetentnych Escherichia coli

Bufor |, pH 8 Bufor Il, pH 7
CHsCOOK - 30 mM NaMOPS - 10 mM
MnCl; - 50 mM CaCl; - 75 mM
RbCl - 100 mM RbCl - 10 mM
CaCl; - 10 mMm glicerol - 15%

Glicerol - 15%

3.8.2. Buforyiroztwory uzyte do hybrydyzacji metoda Southern Blot
e Bufor depurynujacy

HClI-0,25 M

e Bufor denaturujacy
NaCl-1,5M
NaOH-0,5 M

e Bufor neutralizujacy, pH 7,5
NaCl-1,5M

Tris-HCI-0,5M
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Bufor SSC (20x stezony), pH 7

cytrynian sodu - 0,3 M

NaCl-3 M

Bufor hybrydyzacyjny

NaCl-0,5M

odczynnik blokujacy - 4%

Bufor przemywajacy |

mocznik - 2 M

SDS-0,1%

NaH2POspH 7 - 50 mM

NaCl - 150 mM

MgCl; -1 mM

odczynnik blokujacy - 0,2%

Bufor przemywaijacy Il (20x stezony), pH 10

NaCl-2 M

Tris-HCI -1 M

Bufor przemywajacy I

bufor przemywaijacy Il (1x stezony)

MgCl>- 0,2 mM
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3.8.3. Bufor do badania aktywnosci B- galaktozydazy
e Bufor PM2

Na;HPO4x 12H,0 - 70 mM
NaH2PO4x H20 - 30 mM
MgS0O4 -1 mM

MnSO4 - 0,2 mM

B-merkaptoetanol - 100 mM

3.8.4. Bufory do elektroforezy
e Bufor TAE (50x stezony) - elektroforeza DNA w zelach agarozowych, pH 8

Tris-base -2 M
EDTA pH 8 - 50 mM
pH doprowadzono przy uzyciu kwasu octowego
e Bufor TGB (10x stezony) - elektroforeza biatek w zelach poliakrylamidowych
Tris-base - 250 mM
glicyna-2,5M
SDS - 1%
e Bufor NBC - elektroforeza RNA w zelu agarozowym, pH 7,5
kwas borowy - 50 mM
octan sodu - 1 mM

NaOH -5 mM

3.8.5. Bufory do oczyszczania biatek
e Bufory do oczyszczania biatek w fuzji ze znacznikiem His, pH 7,5

Wiazacy i ptuczacy Do elugji

Imidazol - 10 mM Imidazol -1 M

NaCl- 0,5 M NaCl- 0,5M

Tris-HCl pH=7,5-20 mM Tris-HCI pH=7,5-20 mM
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Bufory do oczyszczania biatek w fuzji ze znacznikiem GST

Wiazacy i ptuczacy (PBS), pH 7,3 Do elugji
NaCl-0,14 M zredukowany glutation - 7,5 mM
KCl-2,7 mM Tris-HCl pH 8 - 50 mM

NaHPOs - 10 mM
KH2PO4- 1,8 mM

3.8.6. Inne bufory i roztwory

Mieszanina do izolacji chromosomalnego DNA
chloroform:alkohol izoamylowy w stosunku 24:1
Bufor TE

Tris-HCl pH 8 - 10 mM

EDTA (Serva) pH 8 - 1 mM

50 mM Bufor PB, pH 7

KH2PO4 x H20 — 0,0289 M

Na;HPOs x 7H,0-0,0211 M

pH doprowadzono przy uzyciu 1 M KOH
Bufor do lizy wykorzystany w analizie rybosomu bakteryjnego
HEPES pH 7,5 - 20 mM

KCI - 200 mM

MgCl;- 5 mM

Triton X-100 - 1%

DTT-2mM

DNaza -5 U/ml

Bufor do fosforylacji

Tris-HCI pH 7,5 - 50 mM

KCl - 50 mM

DTT-1mM
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3.9. Zele uzyte w procesie elektroforezy

3.9.1. Zel agarozowy do elektroforezy

1 % agaroza (BioShop) w buforze TAE

1% Et-Br (Serva)

3.9.2. Zel poliakrylamidowy do pionowej elektroforezy biatek
o Zel rozdzielajacy o Zel zatezajacy
30% akrylamid (BioRad) - 12% 30% akrylamid (BioRad) - 5%

Tris-HCl pH 8,8 (Serva) - 0,36 M Tris-HCl pH 6,8 (Serva) - 0,1 M

SDS (Sigma) - 0,1% SDS (Sigma) - 0,1%

APS (Sigma) - 0,1% APS (Sima) - 0,1%

TEMED (Sigma) - 0,1% TEMED (Sigma) - 0,1%

H,0 H20

3.10. Barwniki obcigzajace

e Bufor obcigzajgcy do DNA (6xstezony)
Glicerol -30%
Btekit bromofenolowy - 0,25%
e Bufor obcigzajacy do biatek (4xstezony), pH 6,8
Glicerol - 40%
Btekit bromofenolowy - 0,4%
SDS - 8%
DTT -400 mM

Tris-HCl - 200 mM
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3.11. Markery wielkosci

Markery do okreslania wielkosci DNA
» GeneRuler™ 1 kb (Thermo Scientific) zawiera fragmenty DNA o wielkoSciach:
250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000,
10000 pz
» GeneRuler™ 100 pz (Thermo Scientific) zawiera fragmenty DNA o wielkosciach:
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 pz
Markery do okreslania wielkosci biatek
» PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific) zawiera
rekombinowane biatka o wielkosciach : 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 70, 100, 150,
250 kDa
» PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) zawiera
rekombinowane biatka o wielkosciach : 10, 15, 25, 35, 40, 55, 70, 100, 130,
180 kDa

3.12. Zestawy komercyjne wykorzystane w pracy

Do izolacji plazmidowego DNA - Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
firmy Promega

Do elucji DNA z zelu agarozowego - QIAEX Il Gel Extraction Kit firmy Qiagen

Do oczyszczania produktéw reakcji PCR - GenelET PCR Purification Kit firmy Thermo
Scientific

Do hybrydyzacji typu Southern - Direct Nucleic Acid Labelling and Detection System
firmy Amersham Biosciences

Do immunoenzymatycznego testu wnikania streptomycyny do komoérek - Green
Spring Streptomycin ELISA firmy Antibodies-online

Do odwrotnej transkrypcji - SuperScript Il FirstStrand Synthesis SuperMix firmy
Invitrogen

Do gRT - PCR - Maxima SYBR green qPCR master mix firmy Life Technologies

Do rybodeplecji - Ribo-Zero rRNA Removal Kit firmy Illumina
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Do przygotowania bibliotek w analizie RNA-Seq - KAPA Stranded RNA-Seq Library

Preparation Kit firmy KAPA BIOSYSTEMS
Do analizy bibliotek - Agilent DNA 1000 Kit firmy Agilent

Do oznaczania molarnosci bibliotek - NEBNext Library Quant Kit for lllumina firmy New

England Biolabs

Do oznaczania stezenia biatka - BCA Protein Assay Reagent Kit firmy Thermo Scientific

3.13. Pozostate odczynniki i materiaty

DNA-zol (Invitrogen)

Ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich)

Tween 80 (Sigma-Aldrich)

TRIzol (Invitrogen)

Woda DEPC (Ambion)

DETA-NO (Sigma-Aldrich)

Menadion (Sigma-Aldrich)

Etanol (Polmos)

Izopropanol (MERCK)

Chloroform (Sigma)

CH3COOK - octan potasu (Sigma)

Glicerol (Sigma)

Instant Blue (Expedeon)

30 % H,0; (Sigma-Aldrich)

Kulki cyrkoniowe 0,1 mm (BioSpec Products)

Kulki krzemionkowe 0,1 mm (MP Biomedicals)

Kulki magnetyczne AMPure XP (Beckman Coulter)
Mieszanina nukleotydéw dNTP Mix (Thermo Scientific)
Alamar Blue (Sigma)

Filtry strzykawkowe o srednicy pordw 0,22 um (TPP)

Bibuta chromatograficzna (Whatman)
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e Membrana nylonowa Amersham Hybond-N (GE Healthcare)
e Klisze rentgenowskie Pierce CL-Xposure (Thermo Scientific)
e Kaseta rentgenowska (Carl Roth)

e Butelki hodowlane 25cm? (Corning)

e 96-dotkowe ptytki polistyrenowe (Nunc)

e Kuwety do elektroporacji (Sigma-Aldrich)

3.14. Aparatura

e Wirdwka do probowek typu Eppendorf - MiniSpin firmy Eppendorf

e Wirdwka do probowek typu Falcon — 5804 firmy Eppendorf

e Spektofotometr/Fluorymetr - DS-11 FX firmy DeNovix

e Spektofotometr do ptytek 96-dotkowych - Benchmark Plus firmy BIO-RAD

e Termocykler 96-dotkowy - Applied firmy Biosystems

e Homogenizator - FastPrep-24 MP firmy Biomedicals

o Sekwenator - NextSeq 500 firmy Illumina

e Urzadzenie do real-time PCR - 7900HT firmy Applied Biosystems

e Zautomatyzowany inkubator - OmniLog firmy BIOLOG

e Skaner fluorescencyjny - Typhoon 8600 Imager Scanner firmy GE Healthcare

o Urzadzenie do wywotywania filméw rentgenowskich - Medical X-ray Processor firmy
Kodak

e Whytrzasarka firmy Infors Orbitron

e Urzadzenie do elektroporacji firmy BioRad

e Aparat UV -Stratalinker 1800 firmy Stratagene

e Urzadzenie Agilent 2100 Bioanalyzer firmy Agilent

e Ultrawiréwka ThermoSorvallWX90 firma Thermo Scientific

e Skaner fluorescencyjny Typhoon 8600 Imager Scanner firmy GE Healthcare

o Urzadzenie do wyznaczania gestosci mikroorganizméw DENSILAMETR Il firmy Erba
Lachema

e System AKTA firmy GE Healthcare
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4. Metody

4.1. Hodowle bakteryjne

Wykorzystane w badaniach szczepy E. coli hodowano w temperaturze 37°C.
Hodowle ptynng prowadzono standardowo przez 16 do 24 godzin w probdwkach
lub kolbach, na wytrzasarce o ruchu obrotowym (Infors Orbitron, 140 rpm) z pozywka LB.
Hodowle na podtozu statym prowadzono na szalkach Petriego z pozywka LB zestalong

agarem.

Wykorzystany w badaniach szczep Mycobacterium smegmatis mc?*155 hodowano
w temperaturze 37°C. Hodowle ptynng prowadzono standardowo przez 16 do 24 godzin
w probdwkach lub kolbach, na wytrzasarce o ruchu obrotowym (Infors Orbitron, 140 rpm)
z pozywka Middlebrook 7H9 uzupetniong o OADC (kwas oleinowy / albumina / dekstroza
/ katalaza) oraz 0,05% Tween 80. Hodowle na podfozu statym prowadzono na szalkach
Petriego z wykorzystaniem podtoza Middlebrook 7H10 z dodatkiem OADC i glicerolu
0,5%.

Wykorzystany w badaniach szczep Mycobacterium tuberculosis H37Rv hodowano
w temperaturze 37°C. Hodowle ptynng prowadzono standardowo przez 2-3 tygodnie
w butelkach hodowlanych wypetnionych pozywka Middlebrook 7H9/OADC/Tween 80.
Hodowle na podtozu statym prowadzono na szalkach Petriego z wykorzystaniem podtfoza

Middlebrook 7H10 z dodatkiem OADC i glicerolu.

Selekcje mikroorganizméw uzyskiwano poprzez dodatek do podtéz odpowiednich

antybiotykdow oraz/lub innych substancji, w zaleznos$ci od prowadzonych badan.

4.2. I1zolacja plazmidowego DNA z komérek E. coli

Izolacje plazmidowego DNA wykonano z wykorzystaniem komercyjnego zestawu
odczynnikow Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), zgodnie

z zaleceniami producenta.
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4.3. I1zolacja chromosomalnego DNA z komoérek M. smegmatis

Izolacje chromosomalnego DNA przeprowadzono z wykorzystaniem metody

mechanicznej dezintegracji komérek. Procedura obejmowata:

zawieszenie biomasy bakteryjnej w buforze TE,

rozbicie komérek bakteryjnych z wykorzystaniem cyrkoniowych kulek o srednicy
0,1 mm,

lize uszkodzonych komérek z wykorzystaniem DNA-zolu,

oczyszczenie izolowanego DNA mieszanimg chloroformu:alkoholu izoamylowego,
precypitacje DNA z wykorzystaniem etanolu,

Trawienie RNA, ktére zanieczyszcza koncowy produkt, z uzyciem RNA-zy.

4.4. Amplifikacja DNA przy pomocy reakcji PCR

DNA amplifikowano z wykorzystaniem polimerazy DNA (AccuPrime Pfx lub KAPA

Taq) i zalecanego przez producenta buforu, w koricowej objetosci wynoszacej 50 pl.

Reakcje PCR prowadzono w termocyklerze. Procedura amplifikacji obejmowata wstepng

denaturacja dwuniciowego DNA (temperatura 95°C), po ktérej nastepowato 35

powtarzajacych sie cykli, ktére obejmowaty:

denaturacje trwajaca 30 sekund (temperatura 95°C),

przytaczanie oligonukleotydéw trwajgce 45 sekund (temperatura zalezna od
temperatury miekniecia syntetycznych oligonukleotydow),

wydtuzanie tancucha trwajace 60 sekund na kazde 1000 pz (temperatura 68°C

lub 72°C - w zaleznosci od uzytej polimerazy)

Korncowym etapem byta elongacja przez 15 minut w temperaturze zaleznej od

polimerazy, a nastepnie schtodzenie prébek do 4°C.
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4.5. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

DNA trawiono przy uzyciu odpowiednich enzymoéw  restrykcyjnych
z wykorzystaniem buforu zgodnie z zaleceniami producenta (Fermentas) w objetosci

koricowej 20 pl. Reakcje prowadzono w temperaturze 37°C przez 30 minut.

4.6. Elektroforeza pozioma w zelu agarozowym

Elektroforeza pozioma z wykorzystaniem zelu agarozowego stuzyfa jako narzedzie
do rozdziatu preparatow DNA. Rozdziat nastepowat w oparciu o rdznice wielkosci
czgsteczek DNA. Elektroforeze prowadzono w buforze TAE przy napieciu 5V na kazdy
centymetr odlegtosci miedzy elektrodami w temperaturze pokojowej. Rozdzielone
fragmenty kwaséw deoksyrybonukleinowych wizualizowano dzieki obecnosci w zelu

bromku etydyny, w $wietle UV przy dtugosci fali 305 nm.

4.7. Elucja DNA z zelu agarozowego

Elucje DNA z zelu agarozowego przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego

zestawu QIAEX Il Gel Extraction Kit, postepujgc wedtug zalecen producenta.

4.8. Precypitacja DNA

Precypitacje DNA wykonywano z wykorzystaniem dwdch metod:

e zawieszajgc DNA w zimnym 96% etanolu (3 objetosci prébki DNA) z dodatkiem
5 M octanu potasu (0,1 objetosci), a nastepnie inkubujgc tak powstatg mieszanine
przez 1 godzine w -70°C,

e zawieszajgc DNA w izopropanolu (o objetosci probki DNA) z dodatkiem 5 M octanu
potasu (0,1 objetosci), a nastepnie inkubujgc tak powstatg mieszanine przez 10

minut w temperaturze pokojowe;j.
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Nastepnie, tak przygotowane prébki wirowano przez 10 minut w temperaturze 4°C
i predkosci 14000 rpm, ponownie ptukano etanolem po czym wirowano i wysuszony osad

DNA zawieszano w 12 pl dejonizowanej wody.

4.9. taczenie fragmentow DNA
Fragmenty DNA tgczono z wykorzystaniem ligazy DNA T4 uzywajac buforu

dotgczonego przez producenta, w objetosci koncowej 20 ul, temperaturze 22°C i czasie 1

godziny.

4.10. Oczyszczanie produktéw PCR
Produkty reakcji PCR oczyszczano z wykorzystaniem komercyjnie dostepnego

zestawu odczynnikdw GenelET PCR Purification Kit firmy Thermo Scientific postepujac

wedtug instrukcji zamieszczonej przez producenta.

4.11. Pomiar stezenia DNA i RNA

Pomiar stezenia DNA oraz RNA wykonywano z wykorzystaniem aparatu DS-11 FX

firmy DeNovix uzyskujgc wyniki w jednostce ng/pl.

4.12. Sekwencjonowanie fragmentéw DNA

Poprawno$¢  uzyskanych  sekwencji DNA  sprawdzano  wykorzystujgc
sekwencjonowanie metodg Sangera na urzadzeniu Genetic Analyzer 3500 (Applied
Biosystems), we wspotpracy z dr Matgorzatg Koryckg-Machatg z Instytutu Biologii
Medycznej PAN.
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4.13. Transformacja szczepow E. coli

Komérki kompetentne E. coli oraz procedure ich transformacji z uzyciem chlorku
rubidu prowadzono zgodnie z protokotem opisanym w Sambrook i wsp. w 1998 roku

[Sambrook i wsp. 1998].

4.14. Elektrotransformacja komérek M. smegmatis oraz M. tuberculosis

W celu przeprowadzenia transformacji obcego DNA do komdérek Mycobacterium
smegmatis wykorzystywano metode elektroporacji. Technika ta polega na zwiekszeniu
przepuszczalnosci oston komodrkowych dla obcego materiatu genetycznego poprzez
destabilizacje oston komédrkowych spowodowang impulsem elektrycznym. Procedure
przeprowadzono zgodnie z protokotem opisanym przez Parish i Stocker w 2001r. Pierwszy
etap pracy obejmowat przygotowanie komodrek kompetentnych M. smegmatis oraz M.
tuberculosis. Komoérki kompetentne M. tuberculosis przygotowywano w temperaturze
37°C, natomiast M. smegmtis analogicznie w schtodzonych warunkach. Kolejny etap pracy
obejmowat transformacje komdrek kompetentnych metodg elektroporacji. Do
przygotowanych komérek kompetentnych dodano plazmidowy DNA,
elektrotransformacje prowadzono w kuwecie z wykorzystaniem aparatu do elektroporacji
(napiecie 2,5 kV, opdér 1000 Q, pojemnosc elektryczna 25 uF). Po elektroporacji komorki
umieszczano w 5 ml podtoza ptynnego Middlebrook 7H9/OADC i inkubowano 24 godziny
w 37°C. Po inkubacji komérki wysiano na podtoze Middlebrook 7H10/0ADC,
z odpowiednimi czynnikami selekcyjnymi i inkubowano od 4 do 6 tygodni w 37°C (M.

tuberculosis) lub 3-5 dni (M. smegmatis) [Parish i Stocker, 2001].

4.15. Konstrukcja wektorow do nadekspresji rekombinowanych biatek

Konstrukcja wektoréw do nadekspresji rekombinowanych biatek wymagata
amplifikacji badanych genéw pdtaS oraz pdtaR na matrycy chromosomalnego DNA M.

tuberculosis H37Rv. Otrzymane produkty PCR zostaty wklonowane do wektordw
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ekspresyjnych posiadajgcych promotor indukowalny IPTG pGEX-6P-2 (GST-tag)
lub dodatkiem acetamidu pJAM2 (6-His-tag). Uzyskane wektory plazmidowe pKD7, pKD8

i pKD6 wtransformowano odpowiednio do komorek E. coli BL21 i M. smegmatis mc?155.

4.16. Nadekspresja i oczyszczanie rekombinowanych biatek z komoérek E.
coli BL21

Hodowle rekombinowanych szczepédw E. coli niosgcych plazmidy umozliwiajgce
ekspresje biatek PdtaS i PdtaR prowadzono w 37°C do uzyskania gestosci optycznej
hodowli pomiedzy ODe00=0,6, a ODs00=0,8. Nastepnie, ekspresje biatek indukowano IPTG
(izopropylo-B-D-1-tiogalaktopiranozyd) (400 mM). Po catonocnej inkubacji w 20°C
uzyskang biomase komodrek zwirowano i zamrozono w -20°C. Biatka PdtaS i PdtaR
oczyszczono z frakcji rozpuszczalnej, wedtug procedury opisanej przez Kuron i wsp.
w 2014 roku, metodg chromatografii powinowactwa z zastosowaniem kolumn
zawierajgcych agaroze glutationowa (Pierce) dla biatek znakowanych S-transferazg
glutationowg (GST). Sktad buforéw do oczyszczania biatek zamieszczono w rozdziale
Materiaty 3.8.5. Uzyskane preparaty biatek zatezano przy uzyciu koncentratoréw Amicon
Ultra 4-ml z btong polieterosulfonowg (Merc). Stezenie biatek oznaczano
z wykorzystaniem metody z kwasem bicinchoninowym (BCA). Metode BCA wykonywano
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu firmy Bio-Rad, zgodnie z zaleceniami

producenta [Kuron i wsp., 2014].

4.17. Nadekspresja i oczyszczanie rekombinowanych biatek z komarek
M. smegmatis mc?155

Biatko PdtaS zostato réwniez oczyszczone z komdrek M. smegmatis hodowanych
w podtozu 7H9/OADC z dodatkiem kanamycyny w temperaturze 37°C. Hodowle
prowadzono do uzyskania gestosci optycznej pomiedzy ODgpo=0,8, a ODeoo=1. Nastepnie,
ekspresje biatka indukowano dodajgc acetamid (0,004%), hodowle inkubowano w 37°C
przez noc. Uzyskang biomase komodrek zwirowano, zawieszono w buforze wigzacym.

Nastepnie komodrki sonikowano (sonda ultradzwiekowa firmy Bioblok) i zwirowano
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w celu oddzielenia frakcji rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych (16000 rpm, 4°C, 40
minut). Biatko PdtaS oczyszczono z frakcji rozpuszczalnej, metodg chromatografii
powinowactwa z zastosowaniem kolumny zawierajgcej ztoze Ni-NTA (Qiagen) dla biatek
z etykietg His. Sktad buforéw do oczyszczania biatek zamieszczono w rozdziale Materiaty
3.8.5. Uzyskany preparat rekominowanego biatka zatezano przy uzyciu koncentratoréw

Amicon Ultra (Merc), a stezenie okreslano metodg BCA.

4.18. Elektroforeza pionowa biatek w zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujacych (SDS — PAGE)

Elektroforeza pionowa w zelu poliakrylamidowym byta wykorzystywana do
rozdziatu biatek. Zele SDS-PAGE przygotowywano zgodnie z procedurg opisana
w rozdziale Materiaty 3.9.1. Do badanych préb dodawano barwnik obcigzajacy 4xSB
(Materiaty 3.10.), denaturowano 5 minut w 98°C, po czym prébki nanoszono na zel
poliakrylamidowy. Elektroforeze prowadzono z wykorzystaniem buforu TGB przy napieciu
pradu 140 V. Wizualizacje biatek w Zzelu uzyskiwano poprzez barwienie komercyjnym

odczynnikiem Instant BlueTM firmy Expedeon.

4.19. Autofosforylacja biatka i fosfotransfer

Autofosforylacje biatka PdtaS (2,5 uM) prowadzono w buforze do fosforylacji
(Materiaty 3.8.6) z dodatkiem 20 mM MgCl> (Mg?*) oraz 10 mM CaCl, (Ca?*). Reakcje
autofosforylacji inicjowano przez dodatek 3?P-ATP, a nastepnie inkubowano przez 5, 10
i 30 minut w 37°C. Do reakcji fosfotransferu wykorzystano biatko PdtaS preinkubowane
przez 10 minut. Do mieszaniny dodawano biatko PdtaR (4 uM) i inkubowano w 37°C przez
5, 10 i 15 minut. Nastepnie biatka rozdzielano w 12% zelu poliakrylamidowym (SDS-
PAGE). Zel transferowano na ekran do obrazowania radioizotopéw przez 24 godziny.
Fosforylacje biatek wizualizowano z wykorzystaniem aparatu Typhoon 8600 Imager

Scanner (GE Healthcare).
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4.20. Konstrukcja wektora do rekombinacji homologicznej

Konstrukcja wektora do rekombinacji homologicznej obejmowata wklonowanie
badanego genu z wewnetrzng delecja wraz z fragmentem DNA otaczajgcym gen
oraz kasety markerowej pochodzgcej z wektora pGOAL17, do wektora plazmidowego
p2NIL. Uzyskany wektor do rekombinacji homologicznej niést zatem geny markerowe:
aph nadajagcy komoérkom opornosci na kanamycyne, sacB warunkujgcy wrazliwosc¢
komodrek na sacharoze oraz lacZ odpowiedzialny za nadawanie komérkom zdolnosci do
rozktadu X-galu. Obecno$é¢ genéw markerowych pozwala na przeprowadzenie selekgji
otrzymanych rekombinowanych szczepéw na etapie powstawania mutantéw SCO
(pojedyncych  krzyzowych rekombinantéw) i DCO (podwdjnych  krzyzowych

rekombinantéw).

4.21. Otrzymywanie mutantow SCO i DCO

Uzyskane wektory plazmidowe do rekombinacji homologicznej zostaty
elektroporowane odpowiednio do komdrek kompetentnych M. smegmatis
lub M. tuberculosis. W wyniku pojedynczej rekombinacji homologicznej zachodzi
integracja plazmidowego DNA do chromosomu komoérek mykobakterii w sasiedztwie
sekwencji homologicznych. Uzyskane w ten sposéb mutanty SCO nabywajg cech
kodowanych przez geny obecne na plazmidzie. Obecnos¢ gendw aph, lacZ oraz sacB
umozliwia selekcje mutantow SCO, w genomie ktérych znajduje sie zardwno ,dzika”

oraz zmutowana kopia badanego genu.

W wyniku podwdjnej rekombinacji homologicznej uzyskuje sie mutanty DCO.
W procesie tym utracony zostaje plazmidowy DNA niosgcy geny markerowe
oraz jednoczesnie dochodzi do delecji ,dzikiej” lub zmutowanej kopii badanego genu.
Mutanty te w swoim genomie posiadajg zatem jedynie ,dzikg” lub zmutowang kopie
badanego genu. Schemat otrzymywania mutantow SCO i DCO przedstawiono na Rycinie

4.1.
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pGOAL17

suicide cassette
(sacB, lacZ)

Pacl

aph (Km®)

wektor do rekombinac;ji

}

Selekcja mutantéw SCO i DCO

dzika kopia genu sacB, lacz KmR  zZmutowana kopia genu
SCO
dzika kopia genu / \ zmutowana kopia genu
_— = —_— T —
DCO typu dzikiego mutant DCO

Rycina 4.1. Schemat otrzymywania mutantéw SCO i DCO.

4.22. Poszukiwanie mutantow SCO i DCO

W celu selekcji mutantéw SCO i DCO wykorzystano metode opartg o cechy nabyte
lub utracone poprzez komérki mykobakterii podczas homologicznej rekombinacji. W tym
celu wykorzystano podtoza state zawierajgce odpowiednie czynniki selekcyjne
(kanamycyne, X-gal, sacharoze). Schemat przedstawiajgcy poszczegdlne etapy selekgcji

mutantow SCO i DCO przedstawiono na Rycinie 4.2.
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Gotowy wektor do rekombinacji homologicznej wprowadzony metoda
elektroporacji do komérek kompetentnych Mykobakterii

!

/_—\ Pojedyncza rekombinacja
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7H10/0ADC+ Km + X-gal

Niebieskie kolonie KmR®

4 by

7H10/0ADC+ Km + X-gal 7H10/0OADC+ X-gal + Sacharoza

Niebieskie kolonie KmR, Sach®

1 Potwierdzenie genotypu technikami PCR

SCO oraz Southern Blot

/ \ Podwojna rekombinacja
homologiczna
7H10/0ADC

!

szereg rozcienczen: 10°, 10, 102, 103, 10*

oD

7H10/0ADC+ X-gal + Sacharoza
Biate kolonie Y,

7H10/0ADC+ X-gal 7H10/O0ADC+Km + X-gal
Biate kolonie Km*, Sach®

l' Potwierdzenie genotypu technikami PCR

DCO oraz Southern Blot

Rycina 4.2. Schemat poszukiwania mutantéw SCO i DCO.

4.23. Konstrukcja  wektorow integracyjnych  wykorzystywanych
do komplementacji mutantéw SCO

Konstrukcja wektora integracyjnego wykorzystanego do komplementacji
mutantow SCO wymagata amplifikacji technikg PCR sekwencji badanego genu,

a nastepnie wklonowanie go do wektora niosgcego silny chemicznie indukowany
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promotor (pKWO08Lx). Kolejnym etapem byto przeklonowanie genu wraz z promotorem
do wektora integracyjnego (pKWO8Lx-Int), ktdéry posiada zdolno$¢ integracji
z genomowym DNA komodrek mykobakterii. Ponadto wektor ten zawiera gen markerowy
utatwiajgcy proces selekcji uzyskanych mutantéw. Komplementacje komodrek
mykobakterii rekombinowanym genem otrzymuje sie w wyniku elektrotransformacji
komérek mutantéw SCO przygotowanym wektorem integracyjnym. Komorki
mykobakterii, ktére wintegrowaly wektor do swojego genomu, nabywajg cech
kodowanych przez geny obecne na plazmidzie. Umozliwia to poszukiwanie mutantéw SCO
z wintegrowanym do chromosomu rekombinowanym wektorem. Kolejny etap obejmuje
dalszg rearanzacje materiatu genetycznego uzyskanych komplementowanych mutantéw

SCO i w konsekwencji otrzymanie warunkowych mutantéw DCO.

4.24. Hybrydyzacja metoda Southern Blot

Genotyp mutantéw SCO oraz DCO otrzymanych na drodze rekombinacji
homologicznej potwierdzano metodg hybrydyzacji typu Southern Blot. Transfer
potrawionego DNA z zelu na nylonowg membrane zachodzacy przy udziale sity kapilarnej
tworzgcej sie podczas nasigkania materiatu ssgcego buforem SSC, przeprowadzono
zgodnie z protokotem opisanym przez Sambrook i wsp. w 1989r. Etap znakowania sondy,
prehybrydyzacji, hybrydyzacji oraz detekcji sygnatu wykonano wykorzystujgc zestaw
odczynnikéw ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection System (Amersham

Biosciences) zgodnie z instrukcjg producenta.

4.25. Analiza cech fenotypowych komdrek szczepow Mycobacterium
smegmatis z wykorzystaniem macierzy fenotypowych firmy BIOLOG

System BIOLOG pozwala na charakterystyke cech fenotypowych szczepéw
bakterii poprzez analize ich metabolizmu. Metoda ta polega na wykorzystaniu
komercyjnych 96-dotkowych ptytek optaszczonych antybiotykami lub innymi zwigzkami
chemicznymi. Na ptytki te nanosi sie zawiesine komérek bakterii, a nastepnie monitoruje

sie ich wzrost. Charakterystyka cech fenotypowych szczepdw jest okreslana na podstawie

66



kinetyki wzrostu komérek bakterii w réznych warunkach. Badanie cech fenotypowych
komorek szczepdw Mycobacterium smegmatis z wykorzystaniem macierzy fenotypowych
firmy BIOLOG przeprowadzita dr Anna Zaczek, w Katedrze Biochemii i Biologii Komorki,
Uniwersytetu Rzeszowskiego. Procedura przygotowania ptytek macierzy fenotypowych
zostatfa opisana przez Dadura i wsp. w 2017r. Do analizy wykorzystano komercyjne ptytki
PM11-PM20 zawierajgce 240 réznych zwigzkéw chemicznych, ktére zaszczepiono dodajac
po 100 pl zawiesiny komdrek bakteryjnych. Zawiesine bakteryjng uzyskiwano poprzez
zawieszenie kolonii bakteryjnych w buforze (IF0a-BIOLOG) do transmitancji 81%,
a nasepnie dodanie wskaznika redoks w postaci fioletu tetrazoliowego (wedtug protokotu
PM BIOLOG). Szybkos¢ redukcji fioletu tetrazoliowego do purpurowego formazanu jest
proporcjonalna do intensywnosci oddychania bakterii. Oprogramowanie BIOLOG
umozliwia rejestrowanie intensywnosci koloru purpurowego jako wartos¢ i wykreslenie
krzywe] wzrostu dla szczepédw w obecnosci danej substancji chemicznej [Dadura i wsp.,

2017].

4.26. Analiza wrazliwosci komdrek mykobakterii na wybrane antybiotyki
z wykorzystaniem testu kropkowego

Analize wrazliwosci na antybiotyki komérek M. smegmatis z wykorzystaniem testu
kropkowego przeprowadzono wedtug procedury opisanej przez Dadura i wsp. w 2017r.
Komérki M. smegmatis w fazie logarytmicznego wzrostu rozcienczono podtozem
Middlebrook 7H9/0ADC do gestosci optycznej ODgoo=0,5. Nastepnie, wykonywano szereg
rozcieficzen w postepie geometrycznym. 10 pl zawiesiny komodrek z rozciericzenr : 10°,
10%, 102, 103 oraz 10* nakroplono na podtoze state Middlebrook 7H10/0OADC
zawierajgce roine stezenia badanych antybiotykéw: apramycyna 0,1 — 0,7 ug/ml,
sisomycyna 0,5 — 2,0 ug/ml, streptomycyna 0,3 — 2,0 ug/ml, dihydrostreptomycyna 0,2 —
1,0 pg/ml, kanamycyna 1,0 — 2,5ug/ml, tetracyklina 0,1 — 1,0 pg/ml. Ptytki ze szczepami

M. smegmatis inkubowano w 37°C przez 3 - 5 dni i fotografowano [Dadura i wsp., 2017].
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4.27. Analiza przezywalnosci komorek mykobakterii - CFU

Przezywalnos¢ komoérek mykobakterii, hodowanych w podtozu ptynnym
zawierajgcym wybrane zwigzki, wykonywano przy uzyciu metody tworzenia jednostek
koloniotwodrczych CFU (ang. colony forming unit). Komérki M. smegmatis lub M.
tuberculosis z logarytmicznej fazy wzrostu rozcieiczono podiozem Middlebrook
7H9/0ADC/Tween-80 do ODgoo rownego 0,1. Nastepnie, do hodowli dodawano zwigzki.
W przypadku M. smegmatis byly to: menadion - 150 uM, DETA/NO - 1000 uM,
apramycyna - 0,55 pg/ml, sisomycyna - 2,3 pg/ml, streptomycyna - 0,5 pg/ml,
dihydrostreptomycyna - 0,5 pg/ml, kanamycyna - 2 ug/ml, tetracyklina - 0,1 pg/ml.
Natomiast w przypadku M. tuberculosis: menadion - 10 uM, DETA/NO - 25 uM. Hodowle
szczepow M. smegmatis prowadzono przez 24 godziny w 37 °C, natomiast M.
tuberculosis prowadzono przez 11 dni. Z fazy logarytmicznego wzrostu jak i fazy
stacjonarnej eksperymentdw pobrano komorki, wykonano 10-krotne seryjne
rozcienczenia i wysiano na podtoze state Middlebrook 7H10/OADC. Ptytki inkubowano
w 37 ° C przez 3 - 5 dni (M. smegmatis) lub 14-21 dni (M. tuberculosis), a po inkubacji

kolonie zliczono.

4.28. Okreslenie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) wzrost badanych

szczepow w obecnosci wybranych antybiotykow

W celu okreslenia wartosci MIC dla testowanych antybiotykdw, zastosowano
mikroptytkowy test Alamar blue (test MABA) opisany przez Franzblauma i wsp. w 1998
roku z niewielkimi modyfikacjami [Franzblaum i wsp., 1998]. Test wykonano na ptytkach
96 dotkowych, na ktérych przygotowano rozcienczenia antybiotykdw w pozywce
bakteryjnej (7H9/OADC). Nastepnie do rozciericzenn antybiotykow dodano po 100 ul
zawiesiny bakterii (rozciericzonej 100 krotnie ze zmetnienia réwnego 0,5 w skali
McFarlanda). Po 48 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C do ptytek dodano 25 ul
roztworu Alamar blue (Invitrogen), po czym ptytki inkubowano przez kolejne 24 godziny.
Zmiana koloru z niebieskiego na rézowy sSwiadczy o redukcji wskaznika redoks
(resazuryny) przez komérki bakteryjne. Do testu MABA uzyto antybiotyki o nastepujgcym
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zakresie stezen: kanamycyna (0,09375 — 12 pg/ml), streptomycyna (0,0078125 — 10
ug/ml), dihydrostreptomycyna (0,0078125 — 10 ug/ml), apramycyna (0,0078125 — 10
ug/ml), sisomycyna (0,125 — 16 pg/ml), tetracyklina (0,03125 — 4 ug/ml), izoniazyd (3,9 —
500 upg/ml), ryfampicyna (0,0078125 — 10 pg/ml), etambutol (0,125 — 16 pg/ml),
ofloksacyna (0,0078125 — 1 ug/ml), etionamid (3,123 — 400 pg/ml), kapreomycyna (0,78 —
100 pg/ml) [Wiegandetal i wsp., 2008; Daura i wsp., 2017]. Analize wrazliwosci szczepéw
M. smegmatis na izoniazyd w obecnosci inhibitorow pomp opornosci wielolekowe;j
wykonano analogicznie, jednakze zawiesina bakterii dodawana do szeregu rozcienczen
izoniazydu (3,9 — 500 pg/ml) zawierata dodatkowo: reserpine (30 pg) lub walinomycyne (1
pg) lub werapamil (15 ug).

4.29. Analiza wnikania streptomycyny do komorek Mycobacterium
smegmatis

Analize wnikania streptomycyny do komdrek Mycobacterium smegmatis
przeprowadzono we wspotpracy z dr hab. Bozeng Dziadek, prof. Ut z Zakfadu
Parazytologii Uniwersytetu tédzkiego, wedtug procedury opisanej przez Dadura i wsp.
w 2017r. Do 20 ml zawiesiny komoérek (wyhodowanych w podtozu Middlebrook
7H9/0ADC z dodatkiem Tween-80 do ODeoo réwnego 0,5) dodano streptomycyne (0,7
pg/ml) i inkubowano przez 60 i 180 minut. Po inkubacji z antybiotykiem pratki wirowano,
przemywano podtozem a nastepnie dwukrotnie rozbijano kulkami cyrkoniowymi
z wykorzystaniem urzadzenia firmy MP Biomedicals z adapterem Quick prep (45 s, 6,0
m/s). Wnikanie streptomycyny do komodrek mykobakterii monitorowano przy uzyciu
komercyjnego zestawu immunoenzymatycznego Green Spring Streptomycin ELISA test

Kit (Antibodies-online) [Daura i wsp., 2017].

4.30. Test aktywnosci oddechowej z wykorzystaniem mikroptytkowego
testu Alamar Blue

Test redukcji resazuryny przez komarki mykobakterii (mikroptytkowy test Alamar
Blue) wykorzystano w badaniach aktywnosci oddechowej komdrek M. smegmatis.

Procedure przeprowadzono wedtug protokotu opisanego przez Dadura i wsp. w 2017r.
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Do studzienek 96 dotkowej ptaskodennej ptytki dodano po 200 pl zawiesiny bakterii
o gestosci 1 x 10° komérek/ml oraz po 25 pl odczynnika Alamar Blue. Catos$¢ inkubowano
w temperaturze 37°C w komorze wilgotnej przez 11 godzin. W odpowiednich punktach
czasowych eksperymentu (0, 7, 11 godzina) dokonano pomiaru gestosci optycznej,
przy dtugosci fali 570 nm i 600 nm, z wykorzystaniem spektofotometru Benchmark Plus

Microplate firmy BioRad) [Daura i wsp., 2017].

4.31. Test aktywnosci oddechowej z wykorzystaniem chlorku 2,3,5-
trifenylotetrazoliowego (TTC)

Test redukcji chlorku 2,3,5-trifenylotetrazoliowego (TTC), do czerwonego
formazanu, wykorzystano w badaniach aktywnosci oddechowej komdrek M. smegmatis.
Procedure przeprowadzono wedtug protokotu opisanego przez Dadura i wsp. w 2017r.
Do studzienek 96 dotkowej ptaskodennej ptytki dodano po 200 pl zawiesiny bakterii
o gestosci 1 x 10° komdrek/ml oraz roztwdr TTC uzyskujac koricowe stezenie zwigzku
wynoszgce 0,625 mg/ml. Ptytke inkubowano w temperaturze 37 °C przez 7 godzin.
W odpowiednich punktach czasowych eksperymentu (0, 2, 7 godzina) dokonano pomiaru
gestosci optycznej, przy dtugosci fali 480 nm, z wykorzystaniem spektrofotometru

Benchmark Plus Microplate firmy BioRad [Daura i wsp., 2017].

4.32. I1zolacja RNA z komadrek M. smegmatis oraz M. tuberculosis

Catkowity RNA zostat wyizolowany z komérek badanych szczepéw M. smegmatis
oraz M. tuberculosis zgodnie z protokotem opisanym przez Pawelczyk i wsp. w 2011r.
Komorki z fazy logarytmicznego wzrostu (15 ml hodowli) zwirowano , a nastepnie osad
komodrek zawieszono w 300 pl wody DEPC i 900 pl Trizol LS (Invitrogen) i rozbito
dwukrotnie kulkami krzemionkowymi 0,1 mm (MP Biomedicals) stosujac aparat MP
Disruptor z adapterem Quick prep adapter (MP Biomedicals). Koncowym etapem byto
usuniecie zanieczyszczert DNA. W tym celu zastosowano DNAze | (Invitrogen), procedure

wykonano zgodnie z instrukcjg producenta [Pawelczyk i wsp., 2011].
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4.33. Globalna analiza transkryptomu

Globalng analize transkryptomu (RNA-Seq) przeprowadzono dla szczepdéw
M. smegmatis oraz M. tuberculosis. Pierwszym etapem procedury byto oczyszczenie
badanych préb RNA z wykorzystaniem kulek magnetycznych AMPure XP (Beckman
Coulter). W tym celu do prébek RNA dodano dwukrotng objetos¢ kulek magnetycznych
i po 15 minutach inkubacji (temperatura pokojowa) kulki oddzielano na separatorze
magnetycznym, a supernatant usunieto . Nastepnie kulki ptukano dwukrotnie 200 ul 70%
etanolu. Kulki ze zwigzanym RNA suszono w temperaturze pokojowej, zawieszono w 13,5
pl wody DEPC i po 2 minutach inkubacji oddzielono supernatant zawierajgcy oczyszczone
RNA. Nastepnie usunieto rRNA z badanych préb RNA z wykorzystaniem komercyjnego
zestawu Ribo-Zero rRNA Removal Kit (lllumina) zgodnie z zaleceniami producenta.
Nastepnym etapem procedury byto przygotowanie bibliotek RNA z uzyciem komercyjnego
zestawu KAPA Stranded RNA-Seq Library Preparation Kit (KAPA BIOSYSTEMS), zgodnie
z zaleceniami producenta. W kolejnym kroku, z wykorzystaniem odpowiednich
oligonukleotydéw, bibliotekom przyporzagdkowano 6-nukleotydowe indeksy. Jakos¢
oraz ilos¢ bibliotek okreslano z wykorzystaniem komercyjnego zestawu Agilent DNA 1000
Kit (Agilent) oraz aparatu Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent). Molarnos¢ bibliotek
sprawdzano natomiast z wykorzystaniem komercyjnego zestawu NEBNext Library Quant
Kit for Illumina (New England Biolabs). Uzyskane biblioteki zostaty zsekwencjonowane
z wykorzystaniem urzgdzenia NextSeq 500 firmy llumia w ramach wspédtpracy z Katedrg
Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu tddzkiego przez dr Dominika Strapagiela. Analiza
bioinformatyczna wynikédw sekwencjonowania RNA zostata wykonana przez dr

Przemystawa Ptocinskiego w Instytucie Biologii Medycznej PAN.

4.34. Analiza RNA z wykorzystaniem hybrydyzacji Northern

Hybrydyzacje typu Northern (ang. northern blot) zastosowano do iloSciowej oceny
czagsteczek dojrzatych oraz prekursorowych rybosomalnego RNA w badanych szczepach
M. smegmatis wedtug protokotu opisanego przez Dadura i wsp. w 2017r. 2 ug
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catkowitego RNA rozdzielono w 1,2% denaturujagcym zelu agarozowym zawierajgcym
formaldehyd (0.9%), wykorzystujgc bufor NBC (Materiaty 3.8.4) [Szczesny i wsp., 2010].
Nastepnie przeniesiono RNA z zelu na membrane nylonowg Hybond+ wykorzystujgc
transfer kapilarny, prowadzony przez noc w buforze 20xSSC (Materiaty 3.8.2).
Membrane utrwalono w swietle UV o dtugosci fali 260 nm i hybrydyzowano z sondami
oligonukleotydowymi o dtugosci 20-25 pz znakowanymi y-32P-ATP, komplementarnymi
do testowanego transkryptu. Po ptukaniu membrany w celu usuniecia niespecyficznie
zwigzanych elementdéw, sygnat transferowano przez 1 godzine na ekran do obrazowania.
W celu wizualizacji wynikéw, ekran skanowano przy uzyciu aparatu Typhoon 8600 Imager

Scanner firmy GE Healthcare [Daura i wsp., 2017].

4.35. llosciowy PCR w czasie rzeczywistym (qRT - PCR)

Metoda ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym (qRT - PCR) analizowano poziomy
transkryptow gendéw 16S, 23S i 5S wykorzystujgc prébki RNA, ktére wykorzystano
uprzednio do hybrydyzacji typu Northern. 1 pg catkowitego RNA poddano odwrotnej
transkrypcji, stosujgc oligonukleotydy komplementarne do badanych genéw i komercyjny
zestaw SuperScript Il FirstStrand Synthesis SuperMix (Invitrogen). Analize poziomu
ekspresji genéw 16S, 23S i 55 metodg qRT-PCR przeprowadzono zgodnie z protokotem
opisanym przez Pawelczyk i wsp. 2011r stosujgc odczynnik Maxima SYBR green gPCR
master mix (Life Technologies) zgodnie z instrukcjg producenta. Reakcje gRT-PCR
prowadzono w urzgdzeniu 7900HT real time PCR system (Applied Biosystems) wedtug
protokotu sktadajgcego sie z: poczatkowej denaturacji w 95°C przez 10 minut, 40 cykli
denaturacji (95°C, 15 s), przytaczania starterow (56°C, 30 s) oraz wydtuzania transkryptu
(72°C, 30 s). Dla kazdej reakcji PCR wykonywano analize krzywej topnienia, aby sprawdzi¢
jednorodno$é¢ powstatych produktéw PCR. Uzyskane wyniki odnoszono do krzywej
standardowej poziomu ekspresji gendw kodujgcych 16S, 23S i 55 [Pawelczyk i wsp., 2011 ;

Gagala i wsp., 2014]
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4.36. Analiza rybosoméw M. smegmatis

Analize rybosoméw M. smegmatis wykonano wedtug protokotu opisanego przez
Dadura i wsp. w 2017r. Komoérki badanych szczepdw Mycobacterium smegmatis, w fazie
logarytmicznego wzrostu, hodowane w podtozu Middlebrook 7H9/OADC z dodatkiem
Tweenu-80 o objetosci 250 ml, zwirowano (4500 rpm, 4°C, 20 minut) a osad zawieszano
w buforze do lizy (Materiaty 3.8.6.). Komérki rozbijano dwukrotnie (45s, 6m/s) z 5-
minutowymi przerwami na lodzie przy uzyciu kulek krzemionkowych 0,1 mm (MP
Biomedicals), stosujgc aparat MP Disruptor z adapterem Quick prep adapter (MP
Biomedicals). Lizat komérkowy oczyszczono przez odwirowanie (14 000 rpm, 20 minut)
i przepuszczenie przez filtr strzykawkowy (0,22 um - Millipore). Tak oczyszczony lizat
naktadano na sSwiezo przygotowany gradient sacharozy 7 - 47% [Esposito i wsp., 2010].
Catos¢ wirowano przy predkosci 39,000 rpm przez 2 godziny z wykorzystaniem wiréwki
ThermoSorvallWX90 z i rotoru TH641. Gradienty zbierano z wykorzystaniem systemu
AKTA Purifier (GE Healthcare) wyposazonego w monitor UV, ktdry rejestrowat spektra dla

rybosomu badanych préb [Daura i wsp., 2017].

4.37. Analiza proteomiczna rybosomow M. smegmatis

W celu proteomicznej analizy rybosoméw M. smegmatis frakcje zawierajgce
podjednostki rybosomu precypitowano PRM (czerwien pirogalolowa ang. acidified
pyrogallol red), a nastepnie rozdzielono w 12 % zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE).
Frakcje rownolegle analizowano za pomocg spektrometrii mas (MS / MS). Analize MS
przeprowadzono w ramach komercyjnej ustugi w Srodowiskowym Laboratorium
Spektrometrii Mas, Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie z wykorzystaniem
aparatu Orbitrap Velos (Life Technologies), zgodnie z procedurg opisang przez Plocinski
i wsp. w 2014r. Badane preparaty biatkowe zredukowano za pomocg DTT, alkilowano przy
uzyciu jodoacetamidu i poddano trawieniu trypsyng. Przygotowane w ten sposdb probki
natozono na wstepng kolumne RP-18, a nastepnie przeniesiono na kolumne nano-HPLC

RP-18. System HPLC byt bezposrednio podtgczony do systemu Orbitrap Velos. Otrzymane
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wyniki zostaty nastepnie przetworzone z wykorzystaniem oprogramowania MaxQuant

[Plocinski i wsp., 2014].

4.38. Badanie aktywnosci B- galaktozydazy

W badaniach aktywnosci B- galaktozydazy wykorzystano szczepy M. smegmatis,
zawierajgce plazmid integracyjny niosgcy gen JlacZ pod kontrola promotora
acetamidowego. Komoérki z fazy logarytmicznego wzrostu (1 ml), hodowane w podtozu
7H9/0ADC/Tween-80 z dodatkiem antybiotykow (streptomycyng 0,7 ug/ml,
dihydrostreptomycyng 0,5 pg/ml, tetracykling 0.1 pg/ml), rozbito dwukrotnie kulkami
cyrkoniowymi 0,1 mm (2x45 s, 6.0 m/s), stosujac aparat MP Disruptor z adapterem Quick
prep firmy MP Biomedicals, zwirowano (5 min, 14000 rpm, temperatura pokojowa),
a supernatant wykorzystano do analizy aktywnosci B- galaktozydazy zgodnie z protokotem
opisanym przez Karimova i wsp. w 2000 r. Do supernatantu dodano bufor PM2 (Materiaty
3.8.3), a reakcje zainicjowano przez dodatek 0,4% o-nitrofenylo-B-D-galaktopiranozydu
(ONPG) i inkubowano w 28°C przez 20 min. Reakcje stopowano przez dodatek weglanu
sodu do koricowego stezenia 0,5 M, a absorbancje mierzono przy dtugosci fali réwnej 420
nm. Aktywnos¢ enzymatyczng préb obliczono w odniesieniu do ODeoo kazdej badanej

hodowli [Karimova i wsp., 2000].

4.39. Badanie aktywnosci katalazy

Badane szczepy M. smegmatis hodowano do fazy logarytmicznego wzrostu,
a nastepnie po 5 ml hodowli z kazdej badanej préby zwirowano (4500 rpm, 4°C, 20
minut). Powstaty osad zawieszono w 1 ml buforu PB, dodano kulki cyrkoniowe 0,1 mm
(BioSpec Products) i rozbito stosujgc aparat MP Disruptor z adapterem Quick prep
adapter firmy MP Biomedicals (2 x 45 s, 6.0 m/s). Préby nastepnie zwirowano (25000 g,
4°C, 30 minut), a powstaty lizat przeniesiono do nowej probéwki. Stezenie biatka
w badanych lizatach oznaczono z wykorzystaniem urzgdzenia DS-11 FX firmy DeNovix.

Zmieszano 330 pl lizatu, 330 pl buforu PB oraz 330 pl H20; (roztwér 10 mM) i mierzono
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absorbancje préb, w czasie 0, 1 i 2 minut, przy dfugosci fali 240 nm z wykorzystaniem

urzadzenia DS-11 FX firmy DeNovix. Aktywno$¢ katalazy obliczano ze wzoru:

(A0—-A60) x Vt
€240xdxVsxCtx0,001

U/mg =

Gdzie:

(Ao-Aeo) — réznica pomiedzy poczatkows i koricowq absorbancjg préby

Vt — koricowa objetos¢ reakciji

€240 — molowy wspédtczynnik absorpcji dla H,0; przy OD24o (34.9 mol/cm)
d — dtugosc sciezki optycznej dla kuwety (1cm)

Vs — objetos¢ probki w ml

Ct — stezenie biatka w prébie mg/ml.

4.40. Analiza statystyczna

Analize statystyczng wynikow przeprowadzono z wykorzystaniem programu Sigma

Plot 12.0
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5. Wyniki

5.1. PdtaS jako kinaza histydynowa jest zdolne do fosforylacji biatka
partnerskiego PdtaR

5.1.1. Charakterystyka biatek dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu
PdtaS/PdtaR

Kinaza histydynowa PdtaS zbudowana jest z 501 aminokwaséw, jej masa
czasteczkowa wynosi 54012,5 Da, a punkt izoelektryczny 5,5788. Homologiem biatka
PdtaS M. tuberculosis jest m.in. biatko MSMEG_1918 (M. smegmatis). Analizy in silico
pozwolity na identyfikacje w biatku PdtaS domen: H_kinase N, HisKA 2, HWE_HK,
HATPase_c, HATPase_c_2, PAS_4. Domena H_kinase_N ma okoto 150 aminokwaséw
dtugosci. Domeny nalezace do tej rodziny sg opisywane gtéwnie jako kinazy histydynowe
zaangazowane w transdukcje sygnatu. Domena PAS_4 to domena sygnatowa. Jest zdolna
do wykrywania tlenu, potencjatu redoks, swiatta i innych bodZzcéw srodowiskowych.
Jednym ze sposobdéw, w jaki biatka prokariotyczne PAS odbierajg bodzce srodowiskowe,
jest wykrywanie zmian w systemie transportu elektrondéw. Stuzy to jako system
wczesnego ostrzegania przed obnizeniem poziomu energii komdrkowej. HisKA 2 jest
domeng dimeryzacji i fosfoakceptora podrodziny kinaz histydynowych. Domena HWE_HK
nalezy do kinaz systemu dwusktadnikowego. Posiada wysoce konserwowang histydyne
i motyw WxE w C-koncowej domenie ATPazy. Domeny HATPase c oraz HATPase_c_2
znajdujg sie w biatkach wigzgcych ATP, np: kinazach histydynowych, gyrazie DNA B,

topoizomerazie, biatku szoku termicznego HSP90 [GenomeNet database; Pfam database].

Regulator odpowiedzi PdtaR (Rv1626) zbudowany jest z 205 aminokwaséw, jego
masa czasteczkowa wynosi 22669,2 Da, a punkt izoelektryczny réwny 4,7423.
Homologiem  biatka PdtaR M. tuberculosis jest m.in. biatko MSMEG_3246 (M.
smegmatis). W biatku PdtaR identyfikuje sie domeny: Response_reg, ANTAR, RE_Xaml.
Domena Response_reg jest odpowiedzialna za odbidr sygnatu od sensorowego partnera
w bakteryjnych systemach dwusktadnikowych. Domena RE_Xaml nalezy do restrykcyjnych

endonukleaz, rozpoznaje sekwencje GTCGAC, ale miejsce ciecia pozostaje dotad
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niepoznane. Domena ANTAR ma zdolno$¢ wigzania RNA. Znajduje sie w takich biatkach
regulatorowych jak AmiR i NasR petnigc role antyterminatora transkrypcji [GenomeNet

Database; Pfam database; Ramesh i wsp., 2012].

5.1.2. Przygotowanie wektorow ekspresyjnych zdolnych do nadprodukcji
rekombinowanego biatka Pdta$ i PdtaR

Do uzyskania nadprodukcji rekombinowanych biatek wykorzystano wektory
pozwalajgce na indukowang ekspresje biatek w komdrkach E. coli lub M. smegmatis.
Rekombinowane biatka PdtaSww oraz PdtaRmw w fuzji z GST uzyskiwano z wykorzystaniem
wektora pGEX-6P-2 w komdrkach E. coli BL21, natomiast biatko PdtaSmw w fuzji z 6-His
uzyskiwano z wykorzystaniem wektora pJAM2 w komdrkach M. smegmatis. Procedure
szczegdtowo opisano w rozdziale Metody 4.15. Przygotowanie wektoréw obejmowato
amplifikacje gendéw pdtaSmi oraz pdtaRmm na matrycy genomowego DNA M. tuberculosis
wykorzystujgc odpowiednie oligonukleotydy (Tabela 3.4.). Produkt powstaty po
amplifikacji klonowano do wektora pJET 1.2 (weryfikacja poprzez sekwencjonowanie),
a nastepnie wycieto z uzyciem odpowiednich endonukleaz. Gen pdtaSww wycieto
endonukleazami i przeklonowano do odpowiednich wektoréw: BamHI i Xbal (do pJAM?2)
lub BamHI i Notl (do pGEX-6P-2), natomiast gen pdtaRm:wm» wycieto z wykorzystaniem
BamHI i EcoRI (do pGEX-6P-2). Powstate konstrukty nazwano nastepujgco: pKD6 (pJAM?2
niosgcy gen pdtaSmis), pKD7 (pGEX-6P-2 niosacy gen pdtaSmis), pKD8 (pGEX-6P-2 niosacy
gen pdtaRvw). Skonstruowany plazmid pKD6 wprowadzano do komérek M. smegmatis

mc? 155, natomiast plazmidy pKD7 oraz pKD8 do komérek E. coli BL21.

5.1.3. Nadprodukcja i oczyszczanie rekombinowanych biatek PdtaS i PdtaR
Nadprodukcje oraz oczyszczanie biatek PdtaSwmip-GST, PdtaSmi-HIS, PdtaRmuw-GST
z wykorzystaniem kolumnowe] chromatografii powinowactwa opisano w rozdziatach
Metody 4.16. oraz 4.17. Rekombinowane biatka w fuzji z S-transferazg glutationowg
(GST) oczyszczano metody chromatografii powinowactwa z wykorzystaniem kolumn
zawierajgcych agaroze glutationowg (Pierce). Natomiast, rekombinowane biatko
ze znacznikiem HIS oczyszczono z wykorzystaniem kolumn zawierajgcych ztoze Ni-NTA.

Frakcje zawierajgce roztwory biatek, pobierane na rdéinych etapach oczyszczania,
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rozdzielono w zelu poliakrylamidowym z wykorzystaniem elektroforezy pionowej SDS-

PAGE (Rycina 5.1.).

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

- & i ' “ <«— PdtaS-HIS
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o QL R
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Rycina 5.1. Analiza SDS-PAGE frakcji po oczyszczaniu biatek (A) PdtaSwiw-HIS, (B) PdtaSmib-
GST, (C) PdtaRmw-GST. (1) Marker wielkosci biatek, (2) Catkowite biatko w biomasie, (3)
Supernatant przed natozeniem na kolumne, (4) Supernatant po kolumnie, (5) Frakcja po

ptukaniu kolumny, (6 — 15) Elucje

W wyniku oczyszczania i zatezania biatek otrzymano preparaty biatkowe
o nastepujgcych stezeniach: PdtaSwi,-HIS (1 mg/ml), PdtaSwmw-GST (0,73 mg/ml), PdtaRmib-
GST (7,3 mg/ml). Zatezanie biatek i okreSlanie ich stezenia metodg BCA opisano
w rozdziale Metody 4.17.

5.1.4. Autofosforylacja kinazy histydynowej PdtaS i fosfotransfer do regulatora
odpowiedzi PdtaR

Zgodnie z danymi literaturowymi, biatko PdtaS jest elementem
dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu PdtaS/PdtaR. Biatko PdtaS jest zdolne
do autofosforylacji i przekazania reszty fosforanowej do regulatora odpowiedzi PdtaR
[Ghosh i wsp., 2013]. Aby zweryfikowaé¢ te dane oraz zbadaé¢ czy uzyskano
rekombinowane biatko w formie aktywnej wykonano test autofosforylacji biatka PdtaS

i fosfotransferu do biatka PdtaR (Rycina 5.2). Procedure wykonano wedtug instrukcji
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opisanej w rozdziale Metody 4.20. Wynik eksperymentu potwierdzit zdolnos¢ biatka PdtaS

do autofosforylacji i przekazania reszty fosforanowej do biatka regulatorowego PdtaR.

PdtaS-GST +
PdtaS-GST PdtaR-GST
1 2 3 4 5 6 7 8
- 0 5 10 30 5 10 15 min

<€— PdtaS-GST

PdtaS-GST—> - -
<— PdtaR-GST

Rycina 5.2. Autofosforylacja i fosfotransfer biatka PdtaS. (1-5) Autofosforylacja biatka
PdtaS-GST (2,5 uM) w buforze PB i obecnosci jondw wapnia i magnezu. Reakcje
inicjowano przez dodatek 32P-ATP. (6-8) Reakcja fosfotransferu z wykorzystaniem 2,5 uM
biatka PdtaS-GST w buforze PB i obecnosci jonéw wapnia i magnezu. Autofosforylacje
biatka PdtaS-GST inicjowano przez dodatek 3?P-ATP, inkubowano i uzyto do reakcji

fosfotransferu z 4 uM PdtaR-GST.

5.2. Funkcjonalny gen pdtaS nie jest niezbedny do wzrostu i przezycia

komorek M. smegmatis oraz M. tuberculosis

5.2.1. Konstrukcja wektorow plazmidowych uzytych podczas rekombinacji
homologicznej

Gen pdtaS (rv3220c) zostat opisany przez Parish i wsp. w 2003 roku jako gen,
ktory nie jest niezbedny do przezycia M. tuberculosis [Parish i wsp., 2003]. Aby ocenic¢ role
sensorowej kinazy PdtaS u mykobakterii, wykorzystujgc dwuetapowy protokét
do rekombinacji homologicznej, skonstruowano rekombinowane szczepy M. smegmatis
oraz M. tuberculosis z delecjg w genie pdtaS. Procedure opisano w rozdziale Metody 4.20

oraz 4.23.
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Wektory p2NIL uzyte do rekombinacji homologicznej niosty sekwencje powyzej
genu 5’pdtaS (Ms1136 pz, Mtb1797 pz) i pierwsze 79 albo 109 pz (odpowiednio dla Ms
oraz Mtb,) genu pdtaS potaczone z sekwencje ponizej genu 3’pdtaS (Ms807 pz, Mtb612
pz), poprzedzone przez 448 pz lub 943 pz (odpowiednio dla Ms i Mtb,) korcowego
regionu genu pdtaS. Powstaty gen ApdtaS kodowat krétki, niefunkcjonalny peptyd.
Koncowym etapem byto wklonowanie do powstatych rekombinowanych wektoréw p2NIL
kasety markerowej Pacl pochodzacej z wektora pGOAL17, uzyskujagc w ten sposdb
wektory uzyte w procesie rekombinacji homologicznej (pKD5, pMK224, niosgce gen
ApdtaSys albo  ApdtaSwims). Listy skonstruowanych podczas pracy plazmidéw

oraz wykorzystanych syntetycznych oligonukleotydéw znajdujg sie w Tabelach 3.3, 3.4.

Konstrukcja wektora komplementacyjnego obejmowata amplifikacje metodg PCR
genu pdtas (stosujgc oligonukleotydy wymienione w Tabeli 3.4) i wklonowanie w miejsce
BamHI-Hindlll do wektora pKWO08Lx ponizej promotora P:t. Nastepnie gen i promotor Piet
wycieto z powstatego wektora (pKL5) za pomocg enzymoéw restrykcyjnych Hindlll i Xbal

i wklonowano do wektora integracyjnego pKWO08Lx-Int, generujac plazmid pKD10.

5.2.2. Pozbawienie komérek M. smegmatis i M. tuberculosis funkcjonalnego genu pdtaS
Dwuetapowg rekombinacje homologiczng przeprowadzono wedtug protokotu
opisanego przez Parish i wsp. w 2000 roku [Parish i wsp., 2000]. Dokfadny opis wykonanej

procedury zamieszczono w rozdziale Metody 4.21. oraz 4.22.

Plazmidowy DNA pKD10 oraz pMK224 zintegrowano z genomem bakteryjnym
odpowiednio M. smegmatis i M. tuberculosis. W pierwszym etapie otrzymano pojedyncze
krzyzowe rekombinanty SCO niosgce zardwno gen pdtaS typu dzikiego jak i ApdtaS
z wewnetrzng delecjg (zweryfikowane metodg PCR i Southern blot). Nastepnie, zgodnie
z protokotem poszukiwano podwdjnych krzyzowych rekombinantéw (DCO). Genotyp
szczepu ApdtaS M. tuberculosis potwierdzono metodami PCR oraz hybrydyzacji typu
Southern (Rycina 5.3).

80



Xho | Pvull

12 3 4 5

<= pdta$ (1506 pz) <pdtas (2317 pz)

<= /pdtas (721 pz
pdtas (721 pz) <=/pdtas (1532 pz)

Rycina 5.3. Potwierdzenie genotypu mutanta ApdtaS M. tuberculosis. (A) Schemat
przedstawiajgcy fragment DNA trawiony restrykcyjnie (2317 pz) i wielkos¢ wewnetrznej
delecji w zmutowanym genie (785 pz). (B) PCR potwierdzajacy delecje w obrebie genu
pdtaS. M - marker wielkosci DNA, 1-pMK223 plazmid, 2- szczep typu ,dzikiego”, 3-SCO, 4-
DCO1. (C) Hybrydyzacja typu Southern potwierdzajgca delecje w obrebie genu pdtaS. 1-
DCO1, 2- DCO2, 3-DCO3, 4- SCO, 5- szczep typu ,dzikiego”.

Liczne préby skonstruowania zmutowanego szczepu ApdtaS M. smegmatis
zakonczyty sie niepowodzeniem, dlatego skonstruowano mutanta warunkowego SCO
z wintegrowanym w miejsce attB genomu wektorem pKWO08Lx-Int niosgcym funkcjonalng
kopie genu pdtaS, znajdujgcag sie pod kontrolg tetracyklinowego promotora (pKD10).
Szczep ten poddano nastepnie rekombinacji homologicznej w celu wygenerowania
szczepu DCO pozbawionego natywnego genu pdtaS. Uzyskany rekombinowany szczep
ApdtaS-pdtaS M. smegmatis zawierat jedyng komplementacyjng kopie genu pdtaS
znajdujagcg sie w obrebie plazmidu pKD10 zintegrowang w miejscu attB

chromosomalnego DNA. Nastepnie z wykorzystaniem miejscowo-specyficznej
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rekombinacji plazmid pKD10 zastgpiono ,pustym” wektorem pMV306K, ktdry ostatecznie
utracono przez hodowanie bakterii bez presji antybiotykowej. Genotyp zmutowanego
szczepu ApdtaS M. smegmatis zostat potwierdzony metodg PCR oraz metoda hybrydyzacji
typu Southern (Rycina 5.4). Sondy do hybrydyzacji z genem pdtaS uzyskano wykorzystujgc
metode PCR, a nastepnie znakujgc otrzymany produkt z wykorzystaniem komercyjnego
zestawu DIG-labeling system. Syntetyczne oligonukleotydy zastosowane do amplifikacji

DNA oraz do zsyntetyzowania sond hybrydyzacyjnych zostaty zamieszczone w Tabeli 3.3.

Smal BamHI

A 614 - SONDA

1500

2226

<« pdta$ (1500 pz)

Apdtas (886 pz
« Apdtas (886 pz) « pdtas (2226 pz)

<«Apdtas (1612 pz)

Rycina 5.4. Potwierdzenie genotypu mutanta ApdtaS M. smegmatis. (A) Schemat
przedstawiajgcy fragment DNA trawiony restrykcyjnie (2226 pz) i wielkos¢ wewnetrznej
delecji w zmutowanym genie (614 pz). (B) PCR potwierdzajacy delecje w obrebie genu
pdtaS. M — marker wielkosci DNA, 1- szczep typu ,dzikiego”, 2- pKD4 plazmid, 3-SCO, 4-
DCO1, 5-DCO2. (C) Hybrydyzacja typu Southern potwierdzajgca delecje w obrebie genu
pdtaS. 1-DCO1, 2- DCO2, 3- szczep typu ,dzikiego”, M- marker wielkosci DNA.
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5.2.3. Analiza tempa wzrostu i przezywalnosSci szczepéw M. smegmatis
oraz M. tuberculosis pozbawionych funkcjonalnego genu pdtaS

Aby zweryfikowac¢ czy brak funkcjonalnego genu pdtaS wptywa na kinetyke
wzrostu lub przezywalnos¢ komdérek M. smegmatis i M. tuberculosis, dokonano analizy
tempa wzrostu przez pomiar gestosci optycznej hodowli oraz analizy przezywalnosci
komoérek metodg CFU, hodowanych w standardowym podtozu Middlebrook 7H9/OADC.
Doktadny opis wykonanej procedury zamieszczono w rozdziale Metody 4.27. Analizy
przezywalnosci jak rowniez kinetyki wzrostu, dla komdérek zmutowanego szczepu ApdtaS
M. smegmatis lub ApdtaS M. tuberculosis nie wykazaty istotnych statystycznie réznic
w poréwnaniu do komodrek szczepu kontrolnego mc?155 M. smegmatis lub H37Rv M.
tuberculosis (Rycina 5.5). Eksperyment przeprowadzono w trzech biologicznych

powtdrzeniach a istotno$é statystyczng uzyskanych wynikdw analizowano testem

t-Studenta.
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Rycina 5.5. Analiza fenotypowa szczepow M. smegmatis oraz M. tuberculosis. Analiza
kinetyki wzrostu komorek szczepdw M. smegmatis (A) i M. tuberculosis (B) pozbawionych
funkcjonalnego genu pdtaS hodowanych w podtfozu Middlebrook 7H9/OADC. Analiza

przezywalnosci (CFU) komodrek szczepdw M. smegmatis (C) i M. tuberculosis (D)
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pozbawionych funkcjonalnego genu pdtaS. Hodowle bakterii posiano na podtoze state

Middlebrook 7H10/0OADC.

5.3. Analiza przezywalnosci szczepow ApdtaS M. smegmatis oraz ApdtaS M.

tuberculosis w obecnosci reaktywnych form tlenu i azotu

Aby pozna¢ role biatka PdtaS w komdrkach pratkéw, zmutowane szczepy ApdtaS
M. smegmatis oraz ApdtaS M. tuberculosis poddano dziataniu menadionu lub DETA-NO.
Zwigzki te generuja wolne rodniki. Wrazliwo$¢ szczepu dzikiego oraz mutantéw ApdtaS na
reaktywne formy tlenu oceniono na podstawie przezywalnosci w bogatym podtozu
w obecnosci menadionu (150 uM dla M. smegmatis oraz 10 uM dla M. tuberculosis),
syntetycznej prowitaminy rozpuszczalnej w ttuszczach. Wrazliwos¢ szczepu dzikiego
oraz mutantéw ApdtaS na reaktywne formy azotu oceniono na podstawie przezywalnosci
w podtozu bogatym w obecnosci DETA/NO (1000 uM dla M. smegmatis oraz 25 uM dla
M. tuberculosis). Obecnos¢ wolnych rodnikéw pozwalata na czesciowe odwzorowanie
warunkéw panujacych w komadrkach fagocytarnych podczas zakazenia. Aby zweryfikowad
czy zmutowane szczepy pozbawione funkcjonalnego genu pdtaS wykazujg odmienng
przezywalnos¢ w obecnosci wolnych rodnikéw, dokonano oznaczenia liczby
drobnoustrojow na szalkach Petriego (CFU). Komoérki szczepow hodowano w podfozu
Middlebrook 7H9/0OADC z dodatkiem menadionu lub DETA-NO. Doktadny opis wykonanej

procedury zamieszczono w rozdziale Metody 4.27.

Analiza przezywalnosci (CFU/ml) komédrek M. smegmatis oraz M. tuberculosis,
pozbawionych zdolnosci do syntezy funkcjonalnego biatka PdtaS, hodowanych
w obecnosci DETA/NO lub menadionu nie wykazata istotnych statystycznie rdznic
w przezywalnosci komérek w pordwnaniu do szczepdw kontrolnych mc? 155 M.
smegmatis lub H37Rv M. tuberculosis (Rycina 5.6.). Eksperyment przeprowadzono
w trzech biologicznych powtdrzeniach, a istotnos$¢ statystyczng uzyskanych wynikéw

analizowano testem t-Studenta.
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Rycina 5.6. Analiza przezywalnosci (CFU/ml) komodrek mykobakterii hodowanych
w obecnosci reaktywnych form tlenu lub azotu. Analiza przezywalnosci ApdtaS M.
smegmatis hodowanych w obecnosci menadionu (A) lub DETA-NO (C). Analiza
przezywalnosci ApdtaS M. tuberculosis hodowanych w obecnosci menadionu (B)

lub DETA-NO (D).

5.4. Charakterystyka komoérek ApdtaS z wykorzystaniem macierzy

fenotypowych

Aby okresli¢ wptyw braku funkcjonalnego genu pdtaS na komorki pratkow
wykorzystano analizie macierzy fenotypowych firmy BIOLOG. Wykorzystanie tej metody
przesiewowej umozliwia szybkie testowanie aktywnosci metabolicznej bakterii
w obecnosci wielu zwigzkéw chemicznych (antybiotykéw, detergentdow, utleniaczy,
zwigzkéw toksycznych). W badaniach wykorzystano 10 komercyjnych ptytek PM (PM11-
20) zawierajacych 240 zwigzkéw chemicznych, kazdy w 4 stezeniach. Doktadny opis

wykonanej procedury zamieszczono w rozdziale Metody 4.25.
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Weryfikacja otrzymanych wynikéw opierata sie na poréwnaniu wartosci AUC (pola
powierzchni pod krzywa aktywnosci metabolicznej) otrzymanej dla zmutowanego szczepu
ApdtaS M. smegmatis z wynikami otrzymanymi dla szczepu typu ,dzikiego”. Za wyniki
istotne statystycznie, Swiadczgce o zmienionej aktywnosci metabolicznej zmutowanego
szczepu, przyjeto dane w przypadku ktérych réznica AUC pomiedzy szczepami wynosita
ponad 8500. W wyniku analizy danych otrzymanych z macierzy fenotypowych
zaobserwowano istotne zmiany w aktywnosci metabolicznej zmutowanego szczepu.
Najwieksze réznice AUC zaobserwowano w przypadku antybiotykdw aminoglikozydowych
ukierunkowanych na podjednostke 30S rybosomu, inhibitorow taricucha oddechowego
oraz transport elektrondéw. Rdéznice te przedstawiono w Tabeli 5.1. Komplet wynikéw
uzyskanych z zastosowaniem macierzy fenotypowych jest dostepny w postaci
»Supplementary Materials” (Table S2) na stronie

https.//www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5676007/.

Szczep pozbawiony funkcjonalnego genu ApdtaS M. smegmatis charakteryzowat

sie zwiekszong aktywnosciag metaboliczng w obecnosci:

e antybiotyku aminoglikozydowego: dihydrostreptomycyny (> 22000),
e inhibitoréw tancucha oddechowego oraz transportu elektronéw, takich jak:
kolistyna i fiolet tetrazoliowy (> 14000),

e innych lekdéw, takich jak: tetracyklina (> 21000), ryfampicyna (> 16000).

Szczep pozbawiony funkcjonalnego genu ApdtaS M. smegmatis charakteryzowat

sie zmniejszong aktywnos$cig metaboliczng w obecnosci:

e szeregu innych antybiotykéw aminoglikozydowych takich jak: tobramycyna
(> -21000), sisomycyna, apramycyna (> -13000), neomycyna (> -12000),
streptomycyna (> -10000), amikacyna (> -9000 ) i gentamycyna (> -8500),

e inhibitoréw tancucha oddechowego oraz transportu elektrondw, takich jak:
pentachlorofenol (> -20000), menadion i heksachlorofen (> -10000) sangwinaryna
(>-15000) i chlorowodorek guanidyny (>-14000),

e innych lekow, takich jak: etionamid (> -10000)
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Co istotne, amikacyna, kanamycyna, streptomycyna, tetracyklina, ryfampicyna,

etionamid sg stosowane obecnie jako leki przeciwgruzlicze, a ich zmieniona skutecznosé

przez profil ekspresji pdtaS moze bezposrednio wptywad na skutecznos¢ leczenia.

Tabela 5.1. Najwieksze réznice AUC, otrzymane dla zmutowanego szczepu ApdtaS M.

smegmatis, uzyskane w wyniku analizy macierzy fenotypowych firmy BIOLOG.

Ptytka

PM12B
PM18C
PM14A
PM15B
PM12B
PM20B
PM11C
PM16A
PM17A
PM20B
PM15B
PM11C
PM11C
PM11C
PM19
PM12B
PM12B

PM19

Zwigzek

Tobramycyna
Pentachlorofenol
Sangwinaryna
Chlorowodorek guanidyny
Sisomicia
Apramycyna
Neomycyna
Streptomycina
Etionamid
Heksachlorofen
Menadion
Amikacina
Gentamycyna
Kolistyna
Fiolet tetrazoliowy
Ryfampicyna
Tetracycklina

Dihydrostreptomycyna

Mechanizm dziatania

Antybiotyk aminoglikozydowy
Inhibitor taricucha oddechowego
Transport elektronéw
Transport elektronéw
Antybiotyk aminoglikozydowy
Antybiotyk aminoglikozydowy
Antybiotyk aminoglikozydowy
Antybiotyk aminoglikozydowy
Lek przeciwgruzliczy
Transport elektrondéw
Inhibitor taricucha oddechowego
Antybiotyk aminoglikozydowy
Antybiotyk aminoglikozydowy
Transport elektrondéw
Inhibitor faricucha oddechowego
Antybiotyk ansamycynowy
Antybiotyk tetracyklinowy

Antybiotyk aminoglikozydowy

Rdéznica AUC

-21543,5
-20225,5
-15483,8
-14717
-13559,8
-13379
-12469,3
-11043
-10796,8
-10475,3
-10417
-9401,25
-8937,25
14569
14817,75
16356,25
21061

22550
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5.5. Analiza wrazliwosci szczepu M. smegmatis pozbawionego
funkcjonalnego genu pdtaS na antybiotyki ukierunkowane na

podjednostke 30S rybosomu bakteryjnego

5.5.1. Analiza wrazliwosci komérek mykobakterii na wybrane antybiotyki
z wykorzystaniem testu kropkowego (ang. spot assay) na podtozu statym

Analiza macierzy fenotypowych dla mutanta ApdtaS M. smegmatis wykazata
szereg zmian w aktywnosci metabolicznej badanego szczepu, hodowanego w obecnosci
antybiotykéw ukierunkowanych na podjednostke 30S rybosomu bakteryjnego,
w porownaniu do szczepu kontrolnego. Wyniki uzyskane za pomocg macierzy
fenotypowych weryfikowano wykorzystujgc test kropkowy. W eksperymencie tym
seryjne rozcienczenia badanych szczepdw nakrapiane sg na podtoze state zawierajgce
znane stezenia testowanych antybiotykéw. Doktadny opis wykonanej procedury
zamieszczono w rozdziale Metody 4.26. Do doswiadczen wybrano antybiotyki
aminoglikozydowe charakteryzujgce sie wysoka stabilnoscia w podtozu statym jak
rowniez dobrze scharakteryzowanym sposobem dziatania, byly to: apramycyna,

sisomycyna, streptomycyna, dihydrostreptomycyna i kanamycyna.

Wyniki testu kropkowego wykazaty zwiekszong wrazliwos¢ komodrek szczepu
ApdtaS M. smegmatis na wszystkie testowane antybiotyki (apramycyna, sisomycyna,
streptomycyna, dihydrostreptomycyna i kanamycyna), a wiec potwierdzajg dane
otrzymane w analizie macierzy fenotypowych, dla wszystkich testowanych antybiotykdw
z wyjatkiem dihydrostreptomycyny. Macierze fenotypowe wykazaty zwiekszong
aktywnos¢ metaboliczng zmutowanego szczepu ApdtaS M. smegmatis w obecnosci
dihydrostreptomycyny, natomiast test kropkowy zwiekszong wrazliwo$¢ zmutowanego
szczepu na ten antybiotyk. Test kropkowy powtdrzono co najmniej trzykrotnie dla
kazdego zwigzku. Prezentowane dane to przyktad jednego z trzech niezaleznych

eksperymentow. Otrzymane w tescie kropkowym wyniki zamieszczono na Rycinie 5.7.
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Rycina 5.7. Analiza wrazliwosci badanych szczepéw na antybiotyki aminoglikozydowe
z wykorzysteniem testu kropkowego. 1 - szczep typu ,dzikiego” mc?155 M. smegmatis, 2
- ApdtaS M. smegmatis, 3 - ApdtaS-pdtaS M. smegmatis. Zaprezentowano fotografie

ptytek jednego z trzech niezaleznych eksperymentéw.
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5.5.2. Analiza przezywalnosci komodrek M. smegmatis hodowanych w obecnosci
antybiotykow ukierunkowanych na podjednostke 30S rybosomu bakteryjnego

W celu zweryfikowania wynikow otrzymanych w analizie macierzy fenotypowych
i tescie kropkowym, wykonano analize przezywalnosci szczepu ApdtaS M. smegmatis
w obecnosci antybiotykéw aminoglikozydowych, okreslajgc ilos¢ jednostek tworzgcych
kolonie na mililitr (CFU/ml) hodowli bakterii z dodatkiem badanych antybiotykow
(apramycyna, sisomycyna, streptomycyna, dihydrostreptomycyna, kanamycyna,
tetracyklina). Stezenia stosowanych antybiotykow wybrano na podstawie wynikéw
uzyskanych w tescie kropkowym. Doktadny opis wykonanej procedury zamieszczono

w rozdziale Metody 4.27.

W wyniku analizy przezywalnosci komoérek M. smegmatis wykazano istotne
zmniejszenie ilosci jednostek koloniotwdrczych w przypadku szczepu ApdtaS M.
smegmatis, hodowanego w podtozu ptynnym z dodatkiem testowanych antybiotykéw
aminoglikozydowych (apramycyna, sisomycyna, streptomycyna, dihydrostreptomycyna,
kanamycyna), w pordéwnaniu do szczepéw kontrolnych mc?155 M. smegmatis
oraz ApdtaS-pdtaS M. smegmatis. W fazie stacjonarnej wzrostu wykazano zmniejszenie
przezywalnosci komorek szczepu ApdtaS M. smegmatis o okoto 60% w przypadku hodowli
komorek z dodatkiem kanamycyny (2,0 pg/ml) lub streptomycyny (0,5 pg/ml). Natomiast,
dodatek apramycyny (0,55 pg/ml), dihydrostreptomycyny (0,5 pg/ml) lub sisomycyny (2,3
ug/ml) spowodowat zmniejszenie przezywalnosci ApdtaS o odpowiednio 75%, 80% lub
90% w pordwnaniu do przezywalnosci szczepdéw kontrolnych. Odwrotny efekt
zaobserwowano w przypadku badania wrazliwosci na tetracykline. Przezywalno$é szczepu
ApdtaS M. smegmatis, hodowanego w podfozu ptynnym z dodatkiem tetracykliny (0,1
ug/ml), byta wieksza o okoto 65% w poréwnaniu do przezywalnosci szczepu kontrolnego.
Wszystkie obserwowane fenotypy byty w petni odwracalne, gdy do zmutowanego szczepu
ApdtaS M. smegmatis wprowadzono komplementacyjng kopie genu pdtaS. Prezentowane
dane stanowig $rednig z trzech powtdrzen eksperymentu. Istotno$¢ statystyczng
uzyskanych wynikéw weryfikowano 2z wykorzystaniem testu t-Studenta. Wyniki

przedstawiona na Rycinie 5.8.
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Rycina 5.8. Analiza przezywalnosci komérek M. smegmatis hodowanych w obecnosci
antybiotykow ukierunkowanych na podjednostke 30S rybosomu bakteryjnego:
apramycyne 0,55 pg/ml, sisomycyne 2,3 ug/ml, streptomycyne 0,5 pg/ml,
dihydrostreptomycyne 0,5 pg/ml, kanamycyne 2 pg/ml tetracykline 0,1 pg/ml. Wszystkie
réznice oznaczone symbolem * sg istotne statystycznie, co zweryfikowano testem

t-Studenta p < 0,01.
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5.5.3. Okreslenie minimalnego stezenia hamujacego (MIC) wzrost szczepow
w obecnosci wybranych  antybiotykow ukierunkowanych na podjednostke 30S
rybosomu bakteryjnego

Kolejnym testem weryfikujgcym zmieniong wrazliwo$¢ zmutowanego szczepu
ApdtaS M. smegmatis na antybiotyki ukierunkowane na podjednostke 30S rybosomu
bakteryjnego byto okreslenie minimalnego stezenie hamujgcego (MIC) z wykorzystaniem
mikroptytkowego testu Alamar Blue. Metoda ta polega na zmianie koloru wskaznika
redoks (Alamar Blue) z niebieskiego na rézowy spowodowanej przez metabolizm bakterii
[Leonard i wsp., 2008]. Doktadny opis wykonanej procedury zamieszczono w rozdziale

Metody 4.28. Uzyskane wartos$ci MIC przedstawiono w Tabeli 5.2.

Tabela 5.2. Minimalne stezenia hamujgce wzrost badanych szczepdw M. smegmatis

w obecnosci antybiotykdw oddziatywujgcych na podjednostke 30S rybosomu

bakteryjnego.
MIC (ug/ml)

Antybiotyki mc? 155 ApdtaS Apdtas - pdtaS
Kanamycyna 1,5 0,75 1,5
Streptomycyna 0,625 0,312 0,625

Dihydrostreptomycyna 0,312 0,156 0,312
Apramycyna 1,25 1,25 1,25
Sisomycyna 2 2 2
Tetracyklina 0,25 0,5 0,25

Wyniki analizy dotyczacej okreslenia minimalnego stezenia hamujgcego wzrost
potwierdzity zwiekszong wrazliwos¢ zmutowanego szczepu ApdtaS na kanamycyne,
streptomycyne i dihydrostreptomycyne oraz zwiekszong opornosé mutanta ApdtaS na
tetracykline. Wartosci MIC kanamycyny, streptomycyny i dihydrostreptomycyny dla
szczepu ApdtaS M. smegmatis wynosity odpowiednio: 0,75 pg/ml, 0,312 ug/ml i 0,156
pg/ml, natomiast dla szczepdw kontrolnych mc?155 M. smegmatis oraz ApdtaS-pdtaS M.

smegmatis ich wartosci byty dwukrotnie wyzsze i wynosity odpowiednio: 1,5 pug/ml, 0,625
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pug/ml i 0,312 pg/ml. Uzyskany MIC w przypadku tetracykliny wynosit 0,5 pg/ml dla

szczepu ApdtaS M. smegmatis oraz 0,25 pg/ml dla szczepdw kontrolnych.

Pomimo uzyskanych réznic w tescie kropkowym i analizie przezywalnosci (CFU),
wartosci MIC w przypadku apramycyny i sisomycyny dla szczepu ApdtaS M. smegmatis
nie roznity sie od wartoéci MIC uzyskanej dla komdrek szczepédw kontrolnych mc?155
M. smegmatis oraz ApdtaS-pdtaS M. smegmatis. Wartos¢ MIC apramycyny dla wszystkich
badanych szczepédw wynosita 1,25 pg/ml, natomiast sisomycyny 2 pg/ml. Wszystkie

prezentowane wyniki MIC pochodzg z trzech niezaleznych powtérzen.

5.6. Analiza funkcjonowania tancucha oddechowego M. smegmatis

5.6.1. Test aktywnosci oddechowej z wykorzystaniem mikroptytkowego testu
w obecnosci Alamar Blue

Dane uzyskane z mikromierzy fenotypowych wykazujg zmiane wrazliwosci
komodrek rekombinowanego szczepu ApdtaS M. smegmatis na inhibitory tancucha
oddechowego w poréwnaniu do komérek szczepu kontrolnego mc?155 M. smegmatis.
Aby zweryfikowaé te wyniki wykonano test redukcji wskaznika redoks Alamar blue przez

komorki M. smegmatis (Rycina 5.9).

2,1 -

1,8 4
1,5 1 I
1,2 1
0,9 -
0,6 -
0,3 -
0o +—mEmTy . .
0 7 11

Czas [godziny]
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Absorbancja 570/600 nm

Rycina 5.9. Redukcja Alamar blue w czasie przez komérki ApdtaS oraz szczepu dzikiego
mc?155 M. smegmatis.
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Stosowany w tej metodzie komercyjny odczynnik zawiera resazuryne,
powszechnie stosowany wskaznik redoks oddychania komodrkowego. W tescie tym
resazuryna pefni role akceptora elektronéw w faricuchu oddechowym. W wyniku
eksperymentu dowiedziono, ze komorki szczepu ApdtaS M. smegmatis nie wykazaty
istotnych zmian w zdolnosci redukcji resazuryny, w poréwnaniu do komérek szczepu
dzikiego mc?155 M. smegmatis. Doktadny opis przeprowadzonej analizy zamieszczono
w rozdziale Metody 4.30. Uzyskane dane stanowig warto$¢ srednig z trzech biologicznych
powtdrzen eksperymentu, a istotno$é statystyczng uzyskanych wynikéw analizowano

testem t-Studenta.

5.6.2. Test aktywnosci oddechowej z wykorzystaniem chlorku 2,3,5-
trifenylotetrazoliowego (TTC)

Kolejng metodg weryfikujgcg dane uzyskane z macierzy fenotypowych, wykazujgce
zmiane wrazliwosci komédrek rekombinowanego szczepu ApdtaS M. smegmatis na
inhibitory taincucha oddechowego, byt test redukcji TTC przez komérki M. smegmatis

(Rycina 5.10.).
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Rycina 5.10. Redukcja TTC przez komdrki ApdtaS oraz mc?155 M. smegmatis. \Wszystkie
roznice oznaczone symbolem * (p < 0.001) s3 istotne statystycznie, co zweryfikowano

testem t-Studenta.

Metoda ta polega na redukcji bezbarwnego TTC, bedgcego wskaznikiem redoks
oddychania komérkowego do czerwonego TPF (1,3,5-trifenyloformazanu). W tescie tym
TTC petni role akceptora elektrondow w tanicuchu oddechowym. Doktadny opis

94



przeprowadzonej analizy zamieszczono w rozdziale Metody 4.31. Wykazano, ze szczep
ApdtaS M. smegmatis wykazywat istotnie zmniejszong zdolno$é do redukcji TTC, o okoto
9% i 17% odpowiednio w 2 i 6 godzinie eksperymentu, w porédwnaniu do zdolnosci
redukcji TTC przez szczep typu dzikiego. Uzyskane dane stanowig wartos¢ srednig z trzech
niezaleznych powtdrzen, a istotnos¢ statystyczng uzyskanych wynikéw analizowano

testem t-Studenta.

5.6.3. Analiza wnikania streptomycyny do komérek Mycobacterium smegmatis

Z wykorzystaniem klasycznych metod mikrobiologicznych (Wyniki 5.5) wykazano,
ze komoérki ApdtaS M. smegmatis charakteryzujg sie zwiekszong wrazliwoscia na
antybiotyki aminoglikozydowe. Taki efekt moze by¢ potencjalnie zwigzany ze zmiang
skutecznosci wnikania aminoglikozydéw do zmutowanych komoérek. Dane literaturowe
wskazujg, ze wnikanie aminoglikozydéw do komodrek bakteryjnych jest zaleine od
wydajnosci przeptywu elektronéw przez tancuch oddechowy [Taber i wsp., 1987]. Test
redukcji TTC wykazat niewielkie, ale istotne statystycznie zmiany w funkcjonowaniu

tancucha oddechowego komérek szczepu ApdtaS M. smegmatis.

Aby oceni¢ czy komorki szczepu ApdtaS M. smegmatis charakteryzujg sie
zdolnoscia do zwiekszonego wychwytu antybiotykow aminoglikozydowych zbadano
wewnatrzkomérkowe  stezenie  streptomycyny. Komoérki  bakteryjne w fazie
logarytmicznego wzrostu eksponowano na obecnos¢ streptomycyny w stezeniu 0,7
ug/ml. Kontrole stanowity komorki inkubowane bez antybiotyku. Lizaty komdrkowe
otrzymane po rozbiciu komdrek wykorzystano do pomiaru stezenia streptomycyny za
pomocg komercyjnego testu immunoenzymatycznego ELISA. Doktadny opis

przeprowadzonej analizy zamieszczono w rozdziale Metody 4.29.

Pomimo iz, stezenia streptomycyny w przypadku komdrek szczepu ApdtaS M.
smegmatis byly wyisze w porédwnaniu do komérek szczepu kontrolnego mc?155 M.
smegmatis, rdznica ta okazata sie nieistotna statystycznie. W 60 minucie eksperymentu
stezenie streptomycyny w komdrkach mc?155 M. smegmatis oraz ApdtaS M. smegmatis
wynosito odpowiednio: 45,35 (+ 15,83) i 54,22 (* 5,18) ng/ml, natomiast w 180 minucie
103,89 (+ 19,94) i 125,45 (+ 11,45) ng/ml. Dowodzi to, ze zwiekszona wrazliwos$¢ komaorek
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szczepu ApdtaS M. smegmatis na aminoglikozydy nie jest spowodowana podwyzszonym
stezeniem wewnatrzkomérkowym antybiotyku (Rycina 5.11.). Prezentowane dane
stanowig wartos¢ srednig z trzech niezaleznych eksperymentdw, a istotno$é statystyczng

uzyskanych wynikéw analizowano testem t-Studenta.
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Rycina 5.11. Test wnikania streptomycyny (SM) do komérek M. smegmatis.

5.7. Analiza poziomu ekspresji rRNA w komoérkach mutanta ApdtaS M.

smegmatis

W warunkach optymalnego wzrostu w wyniku transkrypcji rRNA u bakterii
powstaje pojedynczy, policystronowy transkrypt, co zapewnia prawidiowe fatdowanie
struktury drugorzedowej oraz dojrzewanie transkrybowanego pre-rRNA. Korncowo
powstajg dojrzate czgsteczki 16S, 23S i 5S rRNA. Regiony kodujgce dojrzate czgsteczki
rRNA s3 rozdzielone zatem przez wewnetrzne sekwencje transkrybowane (ITS). Operon
rrn zawiera regiony, ktore wymagajg wigzania czynnikéw antyterminacyjnych. Czynniki
antyterminacyjne zapobiegajg zatrzymaniu polimerazy RNA lub przedwczesnemu
roztgczeniu podczas transkrypcji operonu rrn [Beuth i wsp., 2005]. Natomiast, brak
antyterminacji moze nie tylko wptywac¢ na wytwarzanie krdtszych czasteczek pre-rRNA,
ale moze réwniez prowadzi¢ do nieprawidtowego ich dojrzewania. Ponadto, zgodnie
z danymi literaturowymi zmiany w rRNA mogg przetozy¢ sie na zmiane wrazliwosci

komorek bakteryjnych na aminoglikozydy [Arnvig i wsp., 2004].
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5.7.1. Analiza RNA z wykorzystaniem hybrydyzacji typu Northern

Zgodnie z danymi literaturowymi PdtaR, partner PdtaS, bierze udziat
w antyterminacji transkrypcji. Jako, ze proces antyterminacji jest istotny dla poprawnosci
procesu transkrypcji operonu rrn, zasadne byto przeanalizowanie profili RNA komodrek
szczepu ApdtaS M. smegmatis oraz komérek szczepu typu ,dzikiego” mc?155 M.
smegmatis. Analize rRNA i pre-rRNA przeprowadzono z wykorzystaniem hybrydyzacji typu
Northern. W metodzie tej wykorzystano radioaktywnie znakowane, specyficzne sondy
oligonukleotydowe, zdolne do hybrydyzacji do dojrzatych 16S lub 5S lub prekursorowych
czasteczek 16S i 23S (komplementarne do odpowiednich regionéw ITS). Doktadny opis

przeprowadzonej analizy zamieszczono w rozdziale Metody 4.34.
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BAC BA
ApdtaS mc?155 ApdtaS mc?155
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- 16S ITS
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- - 165
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Faza logarytmicznego wzrostu Faza stacjonarna

Rycina 5.12. Schemat operonu rrn M. smegmatis z zaznaczonymi miejscami hybrydyzacji
typu Northern oraz analiza Northern blot do monitorowania poziomu dojrzatych 16S i 5S

i prekursorowych p16S i p23S. 1-16S dojrzate; 2-16S ITS; 3-23S ITS; 4-5S dojrzate.

Z wykorzystaniem hybrydyzacji typu Northern, nie zaobserwowano znaczgcych
zmian w proporcjach pomiedzy poszczegdlnymi czgsteczkami rRNA oraz pre-rRNA
pomiedzy badanymi szczepami (ApdtaS M. smegmatis oraz mc?155 M. smegmatis).
Prezentowane dane to przyktady z trzech niezaleznych eksperymentéw . Otrzymane

w analizie Northern blot wyniki zamieszczono na Rycinie 5.12.
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5.7.2. Analiza poziomu transkryptéw metod3 ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym
(gRT - PCR)

Aby zweryfikowa¢ wyniki otrzymane w wyniku analizy RNA z wykorzystaniem
hybrydyzacji typu Northern, oceniono poziom transkryptéw 16S, 23S i 55 w ApdtaS
oraz mc?’155 M. smegmatis za pomoca QRT-PCR. W eksperymencie wykorzystano
catkowity RNA pochodzacy z komdrek w logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu.
Analize poziomu ekspresji genéw 16S, 23S i 55 metoda qRT-PCR przeprowadzono
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu odczynnikow Maxima SYBR green qPCR master
mix firmy Life Technologies, a uzyskane wyniki odnoszono do krzywej standardowej
poziomu ekspresji genéw kodujgcych 16S, 23S i 5S. Dokfadny opis przeprowadzonej
analizy zamieszczono w rozdziale Metody 4.35. Nie wykazano istotnych statystycznie
zmian w poziomach transkryptow 16S, 23S i 55 pomiedzy komodrkami ApdtaS M.
smegmatis, a komoérkami typu ,dzikiego”, zaréwno w fazie logarytmicznego wzrostu jak
i fazie stacjonarnej. Otrzymane w analizie gRT-PCR wyniki zamieszczono na Rycinie 5.13.
Prezentowane dane to wartosci srednie i odchylenia standardowe z trzech niezaleznych
eksperymentéw. Wyniki otrzymane w analizie Northern blot jak i qRT-PCR nie wykazaty
zmian w rRNA szczepu ApdtaS M. smegmatis, a tym samym nie wyjasniajg przyczyny

zwiekszonej wrazliwosci komérek ApdtaS na antybiotyki aminoglikozydowe.
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Rycina 5.13. Analiza poziomow transkryptéw 16S, 23S i 55 metodg qRT-PCR.
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5.8. Okreslenie stosunku ilosSciowego 30S:50S u Apdtas i szczepu dzikiego

M. smegmatis

Jako iz, mechanizm dziatania antybiotykdw aminoglikozydowych opiera sie na
zahamowaniu syntezy biatek bakteryjnych poprzez wigzanie sie do matej podjednostki
rybosomu (30S), a szczep ApdtaS M. smegmatis wykazuje zwiekszong wrazliwos¢ na te
klase antybiotykéw, zdecydowano sie na przeprowadzenie analizy rybosomu

bakteryjnego badanych szczepéw.

5.8.1. Analiza rybosoméw bakteryjnych M. smegmatis - rozdziat rybosomoéw
w gradiencie sacharozy

Aby zweryfikowaé, czy brak funkcjonalnego genu pdtaS powoduje zmiany
iloSciowe i jakosciowe podjednostek rybosomalnych, w pierwszym etapie pracy
wyizolowano rybosomy z komdrek ApdtaS oraz mc’155 M. smegmatis przez
ultrawirowanie lizatéw komoérkowych w gradiencie sacharozy. Opis przeprowadzonej
procedury zamieszczono w rozdziale Metody 4.36. Zgodnie z danymi literaturowymi,
zwykle ilos¢ matej podjednostki rybosomu 30S w komodrce jest zblizona do ilosci
podjednostki 50S [Shasmal i wsp., 2012]. Pomimo tego podjednostka 50S emituje wiecej
sygnatu w Swietle UV 260 lub 280 nm (do wykrywania kwaséw nukleinowych lub biatka)
niz jednostka 30S. Potwierdzity to dane otrzymane z analizy gradientu sacharozy

otrzymane dla szczepu M. smegmatis typu ,dzikiego”.

Poréwnujgc profile rybosomdéw otrzymane dla szczepu ApdtaS M. smegmatis
oraz szczepu M. smegmatis typu ,dzikiego” zaobserwowano zmiane stosunku ilosciowego
30S do 50S z nieproporcjonalng akumulacjg matej podjednostki w zmutowanym szczepie
pozbawionym funkcjonalnego genu pdtaS. Otrzymane wyniki po rozdziale rybosomow

w gradiencie sacharozy zamieszczono na Rycinie 5.14.
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Rycina 5.14. Analiza rybosomoéw bakteryjnych M. smegmatis - rozdziat rybosomoéw
w gradiencie sacharozy. Strzatki wskazujg réznice w poziomach podjednostki 30S

pomiedzy szczepami.

5.8.2. Analiza proteomiczna rybosomoéw M. smegmatis

Wyizolowane w gradiencie sacharozy frakcje, odpowiadajace poszczegdlnym
podjednostkom rybosomalnym poddano analizie proteomicznej. Opis przeprowadzonej
procedury zamieszczono w rozdziale Metody 4.37. Pierwszym etapem analizy byt rozdziat
frakcji z wykorzystaniem elektroforezy SDS-PAGE. Wykryto wizualng rdznice, w postaci
pojedynczego prazka biatkowego, pomiedzy profilami rybosomu komérek szczepu ApdtaS
M. smegmatis oraz komoérek szczepu ,dzikiego”. Prazek biatkowy nadreprezentowany
w podjednostce 30S szczepu ApdtaS M. smegmatis, wycieto z zelu SDS-PAGE
i zidentyfikowano za pomocg spektrometrii masowej jako czynnik wydtuzania translacji

TUF (Rycina 5.15.).

mc? 155 Apdtas
mc? 155 Apdtas
: . 30S 308‘

. N 50kDa

o r — ! - e -
40kDa
S— -— = .
—— - Identyfikacja MS — MSMEG_1401 (TUF) 43736 Da

M 30S 50S 70S polisomy 30S 50S 70S polisomy

Rycina 5.15. Rozdziat SDS-PAGE frakcji zawierajgacych podjednostki rybosomalne.

M -marker wielkosci biatek PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific).
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Frakcje zawierajgce podjednostki rybosomalne poddano réwniez catkowitej
analizie proteomicznej za pomocy spektrometrii masowej. ldentyfikacje biatek
przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania MaxQuant (Rycina 5.16). W wyniku
analizy wykazano 4 biatka w podjednostce 30S komdrek mutanta, ktérych ilos¢ byta
istotnie zmieniona w stosunku do ilosci tego biatka w komaérkach szczepu typu ,,dzikiego”.
Wsrdd nich znajdowaty sie 3 biatka, ktérych ilos¢ w podjednostce 30S szczepu ApdtaS M.
smegmatis byfa istotnie zwiekszona niz w szczepie typu ,dzikiego”, byty to: biatko TUF
nadreprezentowane okoto pieciokrotnie, czynnik wydtuzania translacji TSF
nadreprezentowany okoto dwukrotnie oraz czynnik recyklingu rybosomoéw FRR
nadreprezentowany okoto dwukrotnie. Wykryto rowniez pojedyncze biatko, ktdrego ilosé
w podjednostce 30S szczepu ApdtaS M. smegmatis byta istotnie zmniejszona niz
w szczepie typu ,dzikiego”. Biatko to zidentyfikowano jako czynnik inicjacji translacji IF-3,
a jego ilos¢ byta okoto dwukrotnie nizsza w podjednostce 30S zmutowanego szczepu

ApdtaS M. smegmatis w poréwnaniu do kontroli.
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Rycina 5.16. Identyfikacja biatek wchodzgcych w sktad podjednostki 30S rybosomu,
z wykorzystaniem spektrometrii masowej i oprogramowania MaxQuant.

5.8.3. Badanie aktywnosci B- galaktozydazy
Obserwowane zmiany w sktadzie rybosomu w zmutowanym szczepie ApdtaS M.

smegmatis mogg potencjalnie wptywaé na zmiane szybkosci translacji w tym szczepie.
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Aby to zweryfikowac przeprowadzono test wydajnosci translacji. Do komérek badanych
szczepdw (ApdtaS M. smegmatis oraz mc?155 M. smegmatis) wtransformowano plazmid
zawierajgcy gen kodujacy enzym B-galaktozydaze, ktérej aktywnosé mozna monitorowac
z wykorzystaniem testu kolorymetrycznego. Opis przeprowadzonej procedury

zamieszczono w rozdziale Metody 4.38.

Komorki zmutowanego szczepu ApdtaS M. smegmatis, hodowane w podfozu bez
dodatku antybiotyku, wykazywaty istotnie zmniejszong aktywnos$¢ B-galaktozydazy (15,9
+ 0,64) w poréwnaniu do komérek szczepu kontrolnego mc?155 M. smegmatis (19.15 +
1.37). Gdy bakterie hodowano w obecnosci tetracykliny 0.1 pg/ml, zaobserwowano
istotny wzrost aktywnosci B-galaktozydazy w komdrkach zmutowanego szczepu ApdtaS
M. smegmatis (12,34 + 0,96) w pordwnaniu do komoérek kontrolnych (9,02 + 0,67).
Natomiast, gdy bakterie hodowano w obecnosci aminoglikozydéw (streptomycyny 0,7
pug/ml lub dihydrostreptomycyny 0,5 pg/ml) nie zaobserwowano istotnej statystycznie
roznicy pomiedzy aktywnoscig B-galaktozydazy w komédrkach szczepu zmutowanego
i kontrolnego. Otrzymane w analizie wyniki zamieszczono na Rycinie 5.17. Prezentowane
dane to wartosci Srednie i odchylenia standardowe z trzech niezaleznych eksperymentow,

a istotnos¢ statystyczng uzyskanych wynikéw analizowano testem t-Studenta.

p<0,001

. 25 *
§ 20{g p<0,001
> 15 - I
=]
E 10 7 o
EE 5 i T jj
£ fnefl
QS D L] L] L] L] - - L L L] L]
‘UI-' K\
2 R R PO
c 61/ Qb ((}x x Qz\ % x x
£ d ¥ e P&
< & N & <\\(’ v

LAY

&

Rycina 5.17. Test aktywnosci B-galaktozydazy do pomiaru szybkosci translacji.
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5.9. Brak biatka PdtaS, a globalna odpowiedz transkrypcyjna

5.9.1. Globalna analiza transkrypcyjna mutanta ApdtaS M. smegmatis oraz ApdtaS M.
tuberculosis

Rola biatka PdtaS w komodrkach pratkdw oraz czynniki sSrodowiskowe, ktére
odbiera to biatko, pozostajg dotychczas niedostatecznie poznane. Analiza mikromacierzy
fenotypowych zmutowanego szczepu ApdtaS M. smegmatis wykazata znaczace zmiany
we wrazliwosci badanego szczepu na antybiotyki ukierunkowane na podjednostke 30S
rybosomu oraz inhibitory taricucha oddechowego. Dane otrzymane z systemu BIOLOG
potwierdzono doswiadczalnie. Aby jednak doktadniej pozna¢ udziat histydynowej kinazy
PdtaS w regulacji proceséw metabolicznych mykobakterii, zdecydowano sie na poddanie
szczepow ApdtaS M. smegmatis oraz ApdtaS M. tuberculosis globalnej analizie
transkryptomu. Dzieki tej metodzie pordwnano globalny profil ekspresji genéw szczepu
ApdtaS M. smegmatis lub ApdtaS M. tuberculosis do profilu komérek szczepéw
kontrolnych mc?155 M. smegmatis lub H37Rv M. tuberculosis. Istotne statystycznie
roznice w poziomie transkryptéw mogg sugerowac potencjalny udziat biatka PdtaS
w procesach, w ktérych uczestniczg dane geny, ktére ulegty zmienionej ekspresji. Opis

przeprowadzonej procedury zamieszczono w rozdziale Metody 4.33.

Poréwnujgc RNA izolowany z komdrek kontrolnego szczepu mc?155 M. smegmatis
z RNA izolowanym z komdérek szczepu ApdtaS M. smegmatis, zaobserwowano istotne
zmiany w ilosci transkryptow ponad 500 gendw. Geny pogrupowano ze wzgledu na ich
funkcje, wsrdd nich na najwiekszg uwage zastugujg geny kodujace: transportery ABC,
pompy opornosci wielolekowej, biatka uczestniczagce w farmakokinetyce antybiotykdw,
biatka odpowiedzialne za wirulencje/detoksyfikacje, biatka wchodzace w sktad rybosomu.
Wyniki dla wybranych genéw zamieszczono w Tabeli 5.3, natomiast petne dane uzyskane

w analizie RNAseq w postaci suplementu Tabela S1.
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Tabela 5.3. Globalna analiza transkryptomiczna mutanta ApdtaS M. smegmatis - wybrane

najwieksze rdznice.

Funkcja Gen Réznica
MSMEG_0555 +5,6
MSMEG_0114 +4,6
MMSMEG_2926 -4,3
MSMEG_4387 +6,8
MSMEG_5403 +4,4
Transportery ABC -
MSMEG_1374 -5
MSMEG_1372 -6
MSMEG_2924 -7,2
MSMEG_2925 -7,8
MSMEG_6766 -10,4
MSMEG_3563 -3,4
Farmakokinetyka antybiotykéw MSMEG_0225 +4
MSMEG_5688 +3
MSMEG_0817 -4,6
Wirulencja/detoksyfikacja MSMEG_0225 4
MSMEG_6213 -7
MSMEG_0051 +5,8
MSMEG_0763 -3,2
MSMEG_0225 +4
o . MSMEG_2619 +5
Pompy opornosci wielolekowej -
MSMEG_3563 +3,9
MSMEG_5559 -4,8
MSMEG_3536 -5
Biatka rybosomalne wchodzgce w sktad
MSMEG_6897 +4

podjednostki 30S

Poréwnujgc transkryptomy kontrolnego szczepu H37Rv M. tuberculosis
z transkryptomami szczepu ApdtaS M. tuberculosis zaobserwowano istotne zmiany
w ilosci transkryptéw ponad 50 gendw. Geny pogrupowano ze wzgledu na ich funkcje,
wséréd nich na najwiekszg uwage zastuguja geny kodujgce: biatka zwigzane
z metabolizmem azotu, pompy opornosci wielolekowej, biatka uczestniczace

w farmakokinetyce antybiotykdw, biatka odpowiedzialne za wirulencje/detoksyfikacje.
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Wyniki dla wybranych genéw zamieszczono w Tabeli 5.4 natomiast petne dane uzyskane

w analizie RNAseq w postaci suplementu Tabela S2.

Tabela 5.4. Globalna analiza transkryptomiczna mutanta ApdtaS M. tuberculosis -

wybrane najwieksze réznice.

Funkcja Gen Réznica
. Rv1736c 3,6
Metabolizm azotu

Rv1737c 3,2

Rv3173c -3
Farmakokinetyka antybiotykow Rv0158 -3,2
Rv3855 -4,2
Rv3135 -4,2
. . _— Rv2009 -3,8

Wirulencja/detoksyfikacja

Rv2010 -3,6

Rv1560 -3

Pompy opornosci wielolekowej Rv2846¢ -3

5.9.2. Analiza wrazliwosci zmutowanego szczepu ApdtaS M. smegmatis na wybrane
tuberculostatyki — MIC

Dane uzyskane z globalnej analizy transkryptoméw dla komodrek szczepdw ApdtaS
M. smegmatis oraz ApdtaS M. tuberculosis wykazaty szereg zmian w ekspresji gendw,
ktére mogg by¢é zaangazowane w mechanizmy opornosci na antybiotyki. Aby
zweryfikowaé te dane, z wykorzystaniem mikroptytkowego testu Alamar blue, okreslono
minimalne stezenie hamujace wzrost szczepdw (mc? 155 M. smegmatis, ApdtaS M.
smegmatis, ApdtaS-pdtaS M. smegmatis) dla wybranych tuberkulostatykdw. Doktadny
opis wykonanej procedury zamieszczono w rozdziale Metody 4.28. Do testu wybrano
nastepujace zwigzki: izoniazyd, ryfampicyne, etambutol, streptomycyne, ofloksacyne,
kanamycyne, etionamid, kapreomycyne. Uzyskane wartosci MIC przedstawiono w Tabeli

5.5.

Wartosci MIC w przypadku ryfampicyny, etambutolu, ofloksacyny oraz etionamiu

dla komérek zmutowanego szczepu ApdtaS M. smegmatis nie rdznity sie od wartosci MIC
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uzyskanej dla komérek szczepdw kontrolnych, (mc?155 M. smegmatis, ApdtaS-pdtaS M.

smegmatis).

Minimalne stezenia hamujgce kanamycyny i streptomycyny sg dwukrotnie nizsze
dla komoérek szczepu ApdtaS M. smegmatis w porownaniu do komodrek szczepdw
kontrolnych. Mechanizm zwiekszonej wrazliwosci zmutowanego szczepu na
aminoglikozydy wyjasniono w rozdziale Wyniki 5.8.

Minimalne stezenia hamujgce izoniazydu i kapreomycyny sg osmiokrotnie wyzsze
dla szczepu ApdtaS M. smegmatis w poréwnaniu do szczepédw kontrolnych. Mechanizm
dziatania kapreomycyny opiera sie na hamowaniu syntezy biatek poprzez wigzanie sie do
jednostki rybosomalnej 70S, ktéra sktada sie z podjednostki 30S i 50S. Wynik otrzymany
dla kapreomycyny mozna zatem ttumaczy¢ zaburzonym stosunkiem ilosciowym 30S do
50S z nieproporcjonalng akumulacja matej podjednostki w mutancie ApdtaS
M. smegmatis. lzoniazyd natomiast hamuje synteze kwaséw mykolowych u pratkdw,
a zwiekszong opornosc na ten lek u ApdtaS M. smegmatis prébowano wyjasnié¢ w dalszej

czesci pracy.

Tabela 5.5. Minimalne stezenia hamujgce wzrost badanych szczepéw M. smegmatis przez

badane tuberkulostatyki.

MIC (pg/ml)
Antybiotyki mc? 155 ApdtaS Apdtas - pdtaS
Izoniazyd 7,8 62,5 7,8
Ryfampicyna 5 5 5
Etambutol 0,25 0,25 0,25
Streptomycyna 0,625 0,312 0,625
Ofloksacyna 0,25 0,25 0,25
Kanamycyna 1,5 0,75 1,5
Etionamid 100 100 100
Kapreomycyna 3,125 25 3,125
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5.9.3. Analiza wrazliwosci szczepow M. smegmatis na izoniazyd w obecnosci

inhibitorow pomp opornosci wielolekowej — MIC

Z wykorzystaniem mikroptytkowego testu Alamar blue okreslono minimalne
stezenie hamujgce (MIC) wzrost badanych szczepdw (mc? 155 M. smegmatis, ApdtaS M.
smegmatis, ApdtaS-pdtaS M. smegmatis) przez izoniazyd w obecnosci inhibitoréw pomp
opornosci wielolekowej. Doktadny opis wykonanej procedury zamieszczono w rozdziale
Metody 4.28. Wybrano nastepujace inhibitory pomp opornosci wielolekowej: rezerpine,
walinomycyne i werapamil. Rezerpina jest inhibitorem pomp, ktéry hamuje dziatanie
biatek rodziny RND (ang. resistance-nodulation-cell division) oraz MFS (ang. major
facilitator superfamily). Werapamil hamuje aktywno$é transporteréw wigzacych ATP
(ABC) i pomp MDR (ang. multidrug resistance pumps). Natomiast walinomycyna jest
inhibitorem pomp MSF oraz transporteréw wigzgcych ATP (ABC). Uzyskane wartosci MIC

przedstawiono w Tabeli 5.6.

Wartosci MIC w przypadku izoniazydu w obecnosci: rezerpiny, walinomycyny lub
werapamilu, dla komérek ApdtaS M. smegmatis nie rdéznity sie od wartosci MIC
uzyskanych dla komoérek tego szczepu hodowanego z dodatkiem samego izoniazydu.
Zatem zwiekszona opornos¢ ApdtaS na izoniazyd nie jest zwigzana z mechanizmami
aktywnego wypompowywania leku z komérki przez pompy opornosci wielolekowe] na

ktore dziatajg badane inhibitory pomp (rezerpina, walinomycyna i werapamil).

Tabela 5.6. Minimalne stezenia hamujgce wzrost badanych szczepdw M. smegmatis przez

izoniazyd w obecnosci inhibitoréw pomp opornosci wielolekowe;.

MIC (pg/ml)
Antybiotyki mc? 155 ApdtaS Apdtas - pdtaS
Izoniazyd 7,8 62,5 7,8
Izoniazyd + Rezerpina 7,8 62,5 7,8
Izoniazyd+ Walinomycyna 7,8 62,5 7,8
Izoniazyd + Werapamil 7,8 62,5 7,8
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5.9.4. Oznaczenie aktywnosci katalazy w komoérkach szczepu ApdtaS M. smegmatis
Izoniazyd jest prolekiem, ktéry musi by¢ aktywowany przez katalaze bakteryjna
(KatG). Mechanizm dziatania tego leku opiera sie na wptywaniu na aktywnosc
dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADH) czego wynikiem jest tworzenie
nieaktywnego analogu NADH. Zaburza to szereg procesow zyciowych pratka, w tym

hamuje synteze kwaséw mykolowych, sktadnikéw ich sciany komérkowe;.

Aby zweryfikowaé, czy zwiekszona oporno$é zmutowanego szczepu jest zwigzana
z zaburzong aktywacja izoniazydu w komoérce, przeprowadzono test aktywnosci katalazy
dla komodrek szczepdw ApdtaS M. smegmatis oraz komorek szczepu typu ,dzikiego”
mc?155 M. smegmatis. Spadek mierzonej absorbancji przy dtugosci fali 240 nm, byt
zalezny od aktywnosci katalazy. Nastepnie z réznicy absorbancji wyliczono aktywnos¢
katalazy dla komodrek badanych szczepéw. Doktadny opis wykonanej procedury
zamieszczono w rozdziale Metody 4.39. Aktywnos$¢ katalazy dla komédrek szczepu ApdtaS
M. smegmatis, wynosita 0,43 U/mg i byta trzykrotnie nizsza niz w przypadku komorek
szczepu kontrolnego mc?155 M. smegmatis, dla ktérego wynosita 1,3 U/mg. Eksperyment
przeprowadzono w trzech powtérzeniach dla kazdego szczepu, a istotnos¢ statystyczna

uzyskanych wynikéw analizowano testem t-Studenta (p < 0.001).

Uzyskana zaleznos¢ moze byé wyttumaczeniem zwiekszonej opornosci komorek
zmutowanego szczepu ApdtaS M. smegmatis na izoniazyd, poniewaz nizsza aktywnos¢

katalazy wptywa na nizszy stopien aktywacji proleku jakim jest izoniazyd.

5.9.5. Analiza obecnosci mutacji warunkujacych opornosé na izoniazyd w szczepie
ApdtaS M. smegmatis

Jednym z mechanizméw, powodujgcym nabywanie lekoopornosci przez pratki, jest
wystepowanie mutacji w genach kodujacych: cele dla lekéw lub enzymy aktywujace leki.
W niniejszej pracy doktorskiej, wykazano, ze komérki szczepu ApdtaS M. smegmatis
charakteryzujg sie zwiekszong opornoscig na izoniazyd. Globalna analiza transkryptomu
komodrek mutanta ApdtaS M. smegmatis ujawnita szereg znaczgcych zmian w poziomie
transkryptow gendéw zwigzanych z niespecyficzng opornoscig na antybiotyki m.in. genow

kodujgcych pompy opornosci wielolekowej. Jednak wartosci MIC dla izoniazydu uzyskane

108



dla komoérek mutanta byly identyczne jak wartosci MIC dla izoniazydu w obecnosci
badanych inhibitoréw pomp opornosci wielolekowej. Ponadto wykazano, ze w szczepie
ApdtaS M. smegmatis aktywnos¢ katalazy, aktywatora izoniazydu, byta trzykrotnie nizsza
niz w przypadku komdrek szczepu kontrolnego mc?155 M. smegmatis. Nabycie opornosci
na izoniazyd moze by¢ zwigzane z akumulacja mutacji w genach kodujgcych biatka
docelowe lub enzymy aktywujgce prolek w tym w genie katG. Zasadne jest zatem pytanie
czy zmieniona aktywnos¢ katalazy w komodrkach szczepu ApdtaS M. smegmatis zwigzana
jest z obecnoscig mutacji w genie katG, ktdrego produkt odpowiedzialny jest za aktywacje
izoniazydu, jak réwniez czy wystepuja mutacje w innych genach kodujgcych produkty
odpowiedzialne za nabywanie opornosci na izoniazyd. Analiza sekwencji transkryptow
uzyskanych podczas globalnego sekwencjonowania RNA wykazata brak akumulacji
mutacji w genach takich jak katG (katalaza-peroksydaza), inhA (reduktaza enoilo-ACP),
ndh (dehydrogenaza NADH), ahpC (reduktaza wodoronadtlenkéw alkilowych) opisanych
w literaturze jako najczesciej akumulujgce mutacje zwigzane z opornoscig na izoniazyd
u szczepow klinicznych pratkédw gruzlicy. Uzyskane wyniki wskazujg, ze zwiekszona
opornos¢ szczepu ApdtaS M. smegmatis na izoniazyd nie wynika z akumulacji mutacji

w genach zwigzanych z nabywaniem opornosci na izoniazyd.
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6. Dyskusja

Mycobacterium tuberculosis jest czynnikiem etiologicznym gruzlicy - choroby, na
ktorg co roku umiera wiele milionéw ludzi na catym S$wiecie. W ostatnich Ilatach
obserwuje sie intensywny wzrost liczby szczepdéw wielolekoopornych, przeciwko ktérym
wspodfczesna medycyna bywa bezradna. Sukces M. tuberculosis jako patogenu zwigzany
jest ze zdolnoscig tych bakterii do adaptacji do réznorodnych warunkéw bytowania
w organizmie cztowieka na roéinych etapach infekcji, dzieki szybkiej i adekwatnej
odpowiedzi na sygnaty docierajace z otoczenia. Aby szybko i efektywnie przystosowywac
sie do zmieniajgcych sie warunkéw otoczenia, komorki mykobakterii wykorzystujg
dwusktadnikowe systemy regulacyjne (TCSs). Biatko PdtaS, bedace przedmiotem badan
niniejszej pracy, wchodzi w sktad dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu
(TCSs) PdtaR/PdtaS. Funkcjg sensorowej kinazy PdtaS jest autofosforylacja i przekazanie

reszty fosforanowej do biatka regulatorowego PdtaR.

Celem pracy doktorskiej byto zbadanie udziatu histydynowej kinazy PdtaS
oraz biatka regulatorowego PdtaR w regulacji wybranych proceséw metabolicznych
mykobakterii. Aby zbadaé, jakie procesy metaboliczne modgtby potencjalnie regulowad
system PdtaS/R w komodrkach pratkdbw, w toku niniejszej pracy doktorskiej
skonstruowano zmutowane szczepy M. tuberculosis oraz M. smegmatis pozbawione

zdolnosci do syntezy funkcjonalnego biatka PdtasS.

Aby rozpoczgé poszukiwania zmian fenotypowych, zwigzanych z brakiem
funkcjonalnej kinazy PdtaS w komdrkach mykobakterii, wykorzystano mikromacierze
fenotypowe firmy BIOLOG oraz szybkorosnacy, niepatogenny szczep M. smegmatis.
Podobne podejscie badawcze jest powszechnie stosowane w badaniach mykobakterii.
Wykorzystano je m.in. w celu scharakteryzowania sktadnika pompy opornosci
wielolekowej - MSMEG_2631 (Mmp) [Khatri i wsp. 2013]. Wyniki macierzy fenotypowych
dla mutanta pozbawionego funkcjonalnego biatka PdtaS wykazaty zmniejszong aktywnos¢
metaboliczng komérek zmutowanego szczepu w obecnosci: szerokiego zakresu

aminoglikozydow (tobramycyny, sisomycyny, apramycyny, neomycyny, streptomycyny,
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amikacyny, gentamycyny), inhibitoréow faincucha oddechowego oraz transportu
elektronédw  (pentachlorofenolu, = menadionu,  heksachlorofenu,  sangwinaryny
i chlorowodorku guanidyny), etionamidu. Wykazano réwnoczesnie, ze mutant ApdtaS
M.smegmatis charakteryzuje sie zwiekszong aktywnos$cig metaboliczng w obecnosci:
dihydrostreptomycyny, inhibitoréw taricucha oddechowego oraz transportu elektrondéw
(kolistyna i fiolet tetrazoliowy), tetracykliny i ryfampicyny. Macierze fenotypowe to
metoda przesiewowa, a wyniki uzyskane z ich zastosowaniem wymagajg weryfikacji
z zastosowaniem innych eksperymentéw. Dlatego tez, kolejnym etapem pracy byta
weryfikacja zmienionej aktywnosci metabolicznej rekombinowanego szczepu ApdtaS M.
smegmatis w obecnosci aminoglikozydéw oraz tetracykliny. Do weryfikacji danych
otrzymanych z macierzy fenotypowych wykorzystano klasyczne metody mikrobiologiczne,
takie jak: test kropkowy na podtozu statym zawierajgcym wybrane stezenia antybiotykow,
analize przezywalnosci (CFU/ml) oraz okreslenie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC).
W wyniku testu kropkowego oraz analizy przezywalnosci rekombinowanego szczepu
ApdtaS M. smegmatis wykazano, ze zmutowany szczep charakteryzowat sie zwiekszong
wrazliwoscia na kanamycyne, apramycyne, sisomycyne, streptomycyne
oraz dihydrostreptomycyne. Analiza przezywalnosci wykazata dodatkowo, ze zmutowany
szczep cechuje sie zwiekszong opornoscig na tetracykline. Ponadto, wykorzystujac
mikroptytkowy test Alamar Blue okre$lono, ze wartos¢ MIC dla szczepu ApdtaS M.
smegmatis byta znaczgco niizsza w obecnosci kanamycyny, streptomycyny
i dihydrostreptomycyny, i wyzsza w obecnosci tetracykliny, w poréwnaniu do szczepu
kontrolnego. W przypadku apramycyny i sisomycyny nie zaobserwowano rdznicy wartosci
MIC miedzy badanymi szczepami. Dla wszystkich antybiotykdw 2z wyjatkiem
dihydrostreptomycyny, wyniki uzyskane z macierzy fenotypowych byty zgodne z wynikami
otrzymanymi za pomocg klasycznych metod mikrobiologicznych (test kropkowy, CFU/ml,
MIC). Mikromacierze fenotypowe wykazaty, ze aktywno$¢ metaboliczna zmutowanego
szczepu ApdtaS M. smegmatis jest zwiekszona w poréwnaniu do szczepu kontrolnego,
natomiast klasyczne metody mikrobiologiczne wykazaty zwiekszong wrazliwosé
zmutowanego szczepu na dihydrostreptomycyne. Rozbieznosci pomiedzy wynikami
z mikromacierzy fenotypowych oraz klasycznych metod mikrobiologicznych, mozna
ttumaczyé znacznym zrdznicowaniem aktywnosci metabolicznej w poszczegdinych

powtdrzeniach w systemie BIOLOG dla dihydrostreptomycyny. Podsumowujgc, komorki
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mutanta ApdtaS M. smegmatis charakteryzowaty sie zwiekszong wrazliwoscig na
aminoglikozydy i zwiekszong opornoscig na tetracykline, antybiotyki oddziatywujgce na
podjednostke 30S rybosomu bakteryjnego [Wilson, 2014]. Kontynuowano zatem badania
nad mechanizmem nadwrazliwosci komérek szczepu ApdtaS M. smegmatis na antybiotyki
aminoglikozydowe. Dotychczas poznano szereg mechanizméw, ktére mogg powodowad
nabywanie opornosci/wrazliwosci bakterii na aminoglikozydy i tetracykliny. Wsréd nich sg
mutacje lub modyfikacje rRNA, jakosciowe i ilosciowe rearanzacje rybosomu, mechanizm
whnikania lub wypompowywania leku z komdrki i enzymatyczna inaktywacja
antybiotykéw. W toku niniejszej pracy doktorskiej testowano zatem najbardziej

prawdopodobne hipotezy ttumaczgce obserwowane fenotypy.

Biorgc pod uwage fakt, ze PdtaR jest antyterminatorem transkrypcji, a synteza
i dojrzewanie rybosomalnego RNA s3g regulowane przez antyterminacje, postanowiono
zweryfikowad hipoteze zaktadajgcg, ze szczep ApdtaS ma zaburzony proces antyterminacji
rRNA, co wptywa na zmiane jego wrazliwosci na antybiotyki wigzgce podjednostke 30S.
Antyterminacja w operonach rrn wystepuje wséréd wielu gatunkéw bakterii. Sekwencje
antyterminacyjne boxA, boxB, boxC wystepujg rowniez u M. tuberculosis i zlokalizowane
s ponizej miejsca startu transkrypcji, jak rowniez w ITS [Beuth i wsp. 2005]. Wiekszos¢
gatunkéw bakterii zawiera wiele operondw rrn w swoich genomach. M. tuberculosis
posiada tylko jeden operon rrn, natomiast, M. smegmatis posiada dwa operony rrn
i moze kierowac¢ ekspresjg kazdego z nich za pomocg co najmniej 3 réznych promotorow
[Gonzalez-y-Merchand i wsp. 1996, Kaczanowska i wsp. 2007]. W niniejszej pracy
zastosowano hybrydyzacje typu Northern oraz qRT-PCR w celu zbadania poziomdw
ekspresji prekursorowych i dojrzatych czgsteczek rRNA w zmutowanych komérkach
szczepu ApdtaS M. smegmatis, jak rowniez w komédrkach M. smegmatis typu ,dzikiego”.
Za pomoca analizy Northern i qRT-PCR nie wykazano znaczacych zmian w poziomie
ekspresji rRNA zmutowanego szczepu. Powyisze wyniki wskazujg zatem, ze
antyterminacja rrn nie jest najprawdopodobniej zalezna od biatka PdtaS, a za
obserwowang zwiekszong wrazliwos¢ na antybiotyki aminoglikozydowe odpowiada inny

mechanizm.

Biorgc pod uwage, ze miejscem docelowym antybiotykdéw aminoglikozydowych

jest podjednostka 30S rybosomu bakteryjnego, nastepny etap badan obejmowat analize
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rybosomow oraz biatek rybosomalnych mutanta ApdtaS M. smegmatis, oraz szczepu
kontrolnego. Zbadano zatem stosunek podjednostek rybosomalnych 30S/50S
w komérkach mutanta i szczepu typu ,dzikiego”, i wykazano nadprodukcje podjednostki
rybosomalnej 30S w komodrkach ApdtaS M. smegmatis. Nastepnie frakcje zawierajgce
podjednostki rybosomalne zostaty rozdzielone za pomocay elektroforezy SDS-PAGE i
analizowane z wykorzystaniem spektometrii mas. Metody te pozwolity na wykazanie,
ze sktad podjednostek rybosomalnych mutanta ApdtaS M. smegmatis jest znaczgco
zmieniony. Zidentyfikowano trzy biatka, ktorych ilos¢ byta istotnie zwiekszona
w podjednostce 30S zmutowanego szczepu, byty to: dwa czynniki wydtuzania translacji
TUF i TSF oraz czynnik recyklingu rybosomdéw RRF. Zwiekszona ilos¢ czynnikéw wydtuzania
translacji oraz czynnika recyklingu rybosoméw w podjednostce 30S moze sugerowac, ze
recykling rybosoméw moze zachodzié wydajniej u szczepu mutanta ApdtaS M. smegmatis,
niz u szczepu typu ,dzikiego”. Natomiast, zwiekszona ilos¢ wspotczynnikéw wydtuzania
translacji TUF i TSF w rybosomach moze sugerowaé, ze szybkos¢ translacji w komadrkach
zmutowanego szczepu ApdtaS M. smegmatis jest zmieniona, poniewaz obydwa te biatka
sg potrzebne do skutecznej wymiany nukleotydéw guaninowych podczas wydtuzania
taricucha peptydowego [Jonak i wsp. 1998]. Analiza spektometrii mas wykazata réwniez,
ze czynnik inicjacji translacji IF-3 wystepuje w mniejszej ilosci w podjednostce 30S
mutanta ApdtaS M. smegmatis. Funkcjg biatka IF-3 u E. coli jest stabilizacja poddanej
recyklingowi podjednostki 30S, co zapobiega ponownemu pofgczeniu w 70S [Hirokawa
i wsp. 2005]. Wykazano, Ze na interakcje pomiedzy podjednostkg 30S i IF-3
u M. tuberculosis wptywajg: kanamycyna oraz streptomycyna, zaktdcajgc tym samym
inicjacje translacji [Chulluncuy i wsp. 2016]. Obnizona ilo$¢ biatka IF-3 w rybosomach
mutanta moze wskazywaé¢ na to, ze podjednostki rybosomalne 30S pozostajg

w konformacji, co sprzyja hamowaniu translacji przez aminoglikozydy.

Obserwowane zmiany w sktadzie rybosomu mutanta ApdtaS M. smegmatis mogg
potencjalnie prowadzi¢ do zmiany szybkosci translacji. Aby to zweryfikowaé,
przeprowadzono test wydajnosci translacji. Z wykorzystaniem testu aktywnosci B-
galaktozydazy wykazano, ze wydajnos¢ translacji w mutancie ApdtaS M. smegmatis jest
obnizona. Kiedy analogiczne doswiadczenia przeprowadzono dla szczepédw hodowanych

z dodatkiem antybiotykéw aminoglikozydowych, wykazano zmniejszenie wydajnosci
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translacji zaréwno u komérek mutantéow, jak i typu ,dzikiego”, jednak bez istotnych
statystycznie réznic pomiedzy szczepami. Natomiast, dodatek tetracykliny do hodowli
powodowat zmniejszenie wydajnosci translacji badanych szczepdéw. Zahamowanie
wydajnosci translacji byto skuteczniejsze w przypadku szczepu typu ,dzikiego”, niz
mutanta ApdtaS M. smegmatis. Powyzsze wyniki wskazuja, ze brak funkcjonalnego biatka
PdtaS wptywa na zmniejszenie wydajnosci translacji oraz, ze proces translacji
w komoérkach ApdtaS M. smegmatis jest mniej wrazliwy na obecnos¢ tetracykliny.
Obserwowany efekt wynika prawdopodobnie z modyfikacji w sktadzie rybosomu mutanta
ApdtaS M. smegmatis. Najprawdopodobniej wigzanie tetracyklin i aminoglikozydéw do
zmodyfikowanych rybosomdéw mutanta ApdtaS M. smegmatis przebiega w sposéb
odmienny, niz w przypadku szczepu ,dzikiego”. Ponadto, zmodyfikowany sktad
rybosomow mutanta moze réwniez czesciowo wptywac na ich funkcje, czynigc pratki

bardziej wrazliwymi na niektore antybiotyki skierowane przeciwko podjednostce 30S.

Badania przesiewowe z wykorzystaniem mikromacierzy fenotypowych ujawnity, ze
szczep ApdtaS M. smegmatis charakteryzuje sie réwniez zmieniong aktywnoscig
metaboliczng w obecnosci  inhibitoréw tancucha oddechowego oraz transportu
elektronéw. Potwierdzajg to dostepne dane literaturowe opisujagce globalng analize
transkryptoméw komodrek M. tuberculosis hodowanych w rdéznych warunkach
srodowiskowych i sugeruje zwigzek pomiedzy ekspresjg biatka PdtaS a dostepnoscig
tlenu. Badania Rustad i wsp. oraz Vilcheze i wsp. wskazuja, ze ilos¢ transkryptow pdtaS
byta istotnie nizsza podczas hipoksji i produkcji NAD* w zmutowanym szczepie
pozbawionym funkcjonalnego operonu nadABC [Rustad i wsp. 2008; Vilcheze i wsp.
2010]. Natomiast badania Sherrid i wsp. wskazujg, ze ilo$¢ transkryptédw pdtaS wzrasta
ponad 6-krotnie w ciggu pierwszych 4 godzin reaeracji [Sherrid i wsp. 2010]. Dane
literaturowe wskazujg, ze wnikanie aminoglikozydéw do komérek bakteryjnych wymaga
protonowej sity napedowej (PMF). PMF jest generowana przez dehydrogenaze NADH
(kompleks 1) i dehydrogenaze bursztynianowg (kompleks Il), podczas przeptywu
elektronéw przez faricuch oddechowy [Simon i wsp. 2008]. Zmutowany szczep ApdtaS
M. smegmatis  charakteryzuje sie zwiekszong wrazliwoscig na  antybiotyki
aminoglikozydowe. Zasadne jest zatem pytanie: czy biatko PdtaS moze wptywaé na

poziom PMF, a tym samym na transport aminoglikozydéw przez btone komodrkowg?
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Wydajnos¢ aktywnosci oddechowej mutanta okres$lono za pomocag testéw redukgji
Alamar blue oraz TTC. Natomiast, test wnikania streptomycyny przeprowadzono w celu
zbadania transportu aminoglikozydéw w komdrkach mutanta. Nie wykazano istotnych
zmian w zdolnosci redukcji resazuryny, jako akceptora elektronéw w tancuchu
oddechowym przez szczep ApdtaS M. smegmatis, w poréwnaniu do szczepu typu
»dzikiego”. Test redukcji TTC wykazat niewielki, ale statystycznie istotny spadek tempa
redukcji chlorku 2,3,5-trifenylotetrazoliowego przez zmutowane komoérki w porédwnaniu
do kontroli. Wyniki otrzymane w tescie redukcji TTC jak i z macierzy fenotypowych
potwierdzaja, ze biatko PdtaS wptywa na funkcjonowanie faricucha oddechowego. Zatem
brak funkcjonalnego biatka PdtaS powinien potencjalnie wptyng¢ na zmniejszenie
poziomu PMF, a co za tym idzie wnikanie aminoglikozydéw do komérki. Hipoteza ta
jednak nie zastata potwierdzona, bowiem analiza wnikania streptomycyny do komérek,
wykonana z wykorzystaniem komercyjnego testu immunoenzymatycznego ELISA, nie
wykazata istotnych réznic w wewngtrzkomoérkowym stezeniu streptomycyny pomiedzy

szczepem ApdtaS M. smegmatis a szczepem typu ,dzikiego”.

W trakcie przebiegu infekcji M. tuberculosis musi radzi¢ sobie z réznymi
czynnikami  stresowymi  generowanymi przez gospodarza, w szczegdblnosci
z antybakteryjnymi wiasciwosciami makrofagéw. Makrofagi wytwarzaja
przeciwdrobnoustrojowe reaktywne formy tlenu i azotu (ROS i RNS) poprzez oksydaze
NADPH i indukowalng syntetaze tlenku azotu. Badania wptywu ROS i RNS na pratki
gruzlicy to jedne z podstawowych badan wykonywanych pod katem wirulencji pratkdéw
gruzlicy. Przyktadami sg badania wykazujgce zwiekszong wrazliwo$é szczepu AdlaT M.
tuberculosis na reaktywne formy azotu [Shi i wsp. 2006] oraz badania wykazujace
zwiekszong wrazliwo$é mutanta AahpC M. tuberculosis na reaktywne formy tlenu [Master
i wsp. 2002]. W toku niniejszej pracy doktorskiej zweryfikowano zatem czy biatko PdtaS
jest istotnym czynnikiem wptywajagcym na przezywalno$¢ pratkéw w obecnosci
reaktywnych form tlenu lub azotu. Jako generator wolnych rodnikéw tlenowych
wykorzystano menadion, natomiast wolnych rodnikéw azotowych DETA/NO. Analiza
przezywalnosci (CFU/ml) komérek M. smegmatis oraz M. tuberculosis, pozbawionych
zdolnosci do syntezy funkcjonalnego biatka PdtaS, hodowanych w obecnosci DETA/NO lub

menadionu nie wykazata istotnych statystycznie rdinic w przezywalnosci komodrek
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w poréwnaniu do szczepédw kontrolnych mc? 155 M. smegmatis lub H37Rv M.
tuberculosis. Powyzsze dane sugerujg, ze brak funkcjonalnego biatka PdtaS nie wptywa
istotnie na proces przezywalnosci pratkdw w obecnosci reaktywnych form tlenu lub
azotu. Powyisze obserwacje mogg ttumaczy¢ opisany w literaturze brak rdéznic
w przezywalnosci szczepu dzikiego oraz mutanta ApdtaS M. tuberculosis podczas infekgcji

myszy [Parish i wsp., 2003].

Kontynuujgc poszukiwania funkcji biatka PdtaS w komérkach mykobakterii,
przeprowadzono globalng analize transkrypcyjng mutantéw ApdtaS M. smegmatis
oraz ApdtaS M. tuberculosis. Analiza uzyskanych wynikéw wykazata, ze najwieksze zmiany
w poziomie transkryptow ApdtaS M. smegmatis odnotowano dla gendw kodujgcych:
transportery ABC, pompy opornosci wielolekowej, biatka  uczestniczace
w farmakokinetyce antybiotykow, biatka odpowiedzialne za wirulencje/detoksyfikacje
oraz biatka wchodzace w skfad rybosomu. Natomiast analogiczne zmiany dla ApdtaS M.
tuberculosis odnotowano w przypadku transkryptéw gendéw kodujacych: biatka zwigzane
z metabolizmem azotu, pompy opornosci wielolekowej, biatka uczestniczace

w farmakokinetyce antybiotykéw, biatka odpowiedzialne za wirulencje/detoksyfikacje.

Dane uzyskane z globalnej analizy transkryptoméw dla komdérek mutantéw ApdtaS
M. smegmatis oraz ApdtaS M. tuberculosis sugeruja, ze brak funkcjonalnego biatka PdtaS
moze wpltywa¢ na zmiane wrazliwosci badanych szczepdw na antybiotyki. Aby
zweryfikowac te hipoteze, okreslono minimalne stezenie hamujace wzrost szczepu
ApdtaS M. smegmatis dla wybranych tuberkulostatykéw. Do testu wybrano nastepujgce
zwigzki wykorzystywane w terapii gruzlicy i mykobakterioz: izoniazyd, ryfampicyne,
etambutol, ofloksacyne, etionamid, kapreomycyne. Wykazano, ze minimalne stezenia
hamujace dla izoniazydu i kapreomycyny byty osmiokrotnie wyzsze w przypadku szczepu
ApdtaS M. smegmatis w poréwnaniu do szczepow kontrolnych. Zgodnie z doniesieniami
literaturowymi, mechanizm dziatania kapreomycyny polega na hamowaniu syntezy biatek
poprzez wigzanie sie do jednostki rybosomalnej 70S, ktéra sktada sie z podjednostek 30S i
50S [Stanley i wsp. 2010]. Za zwiekszong opornos$¢ zmutowanego szczepu ApdtaS M.
smegmatis na kapreomycyne odpowiada wiec najprawdopodobniej zaburzony stosunek
ilosciowy podjednostki 30S do 50S z nieproporcjonalng akumulacjg matej podjednostki,

opisany w toku niniejszej pracy. Natomiast, mechanizm dziatania izoniazydu opiera sie na
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hamowaniu syntezy kwaséw mykolowych u pratkéw, a mechanizm zwigzany ze
zwiekszong opornoscia na ten lek u ApdtaS M. smegmatis analizowano badajgc
funkcjonowanie pomp opornosci wielolekowej, aktywnosc¢ katalazy oraz przeprowadzajac

analize mutacji zwigzanych z nabywaniem opornosci na izoniazyd.

Globalna analiza transkryptomdéw wykazata szereg zmian w poziomie transkryptow
gendéw kodujgcych pompy opornosci wielolekowej dla szczepu w ApdtaS M. smegmatis.
Aby zweryfikowaé, czy na zwiekszong opornos¢ zmutowanego szczepu na antybiotyki
moze mieé¢ wptyw odmienne funkcjonowanie pomp opornosci wielolekowej, okreslono
minimalne stezenia hamujgce wzrost zmutowanego szczepu przez izoniazyd w obecnosci
inhibitorow pomp opornosci wielolekowe] (rezerpina, walinomycyna i werapamil).
Uzyskane wartosci MIC dowodzg, ze zwiekszona opornos$é¢ ApdtaS na izoniazyd nie jest
zwigzana z mechanizmami aktywnego wypompowywania leku z komorki przez pompy

opornosci wielolekowej, na ktére dziatajg badane inhibitory pomp.

Kolejnym krokiem, majacym na celu weryfikacje przyczyn zwiekszonej opornosci
szczepu ApdtaS M. smegmatis na izoniazyd, byta analiza najczesciej spotykanych
w szczepach klinicznych mutacji zwigzanych z nabywaniem opornosci na izoniazyd. W tym
celu wykonano analize sekwencji transkryptow uzyskanych podczas globalnego
sekwencjonowania RNA i wykazano, Ze zwiekszona oporno$é szczepu ApdtaS M.
smegmatis na izoniazyd nie wynika z akumulacji mutacji w genach zwigzanych
z nabywaniem opornosci na ten lek, takich jak: katG (katalaza-peroksydaza), inhA
(reduktaza enoilo-ACP), ndh (dehydrogenaza NADH), ahpC (reduktaza wodoronadtlenkéw
alkilowych).

Nastepnym etapem weryfikacji zwiekszonej opornosci mutanta ApdtaS
M. smegmatis na izoniazyd byt test aktywnosci katalazy w komérkach zmutowanego
szczepu. Katalaza (KatG) jest enzymem aktywujgcym izoniazyd w komodrce bakteryjne;j.
Wykazano, ze aktywnos¢ katalazy w komoédrkach zmutowanego szczepu ApdtaS M.
smegmatis, byta trzykrotnie nizsza, niz w przypadku komérek szczepu kontrolnego. Nizsza
aktywnos¢ katalazy w komérkach mutanta wpltywa na nizszy stopien aktywacji proleku,
jakim jest izoniazyd, co stanowi potencjalne wyjasnienie przyczyny zwiekszonej opornosci

mutanta ApdtaS M. smegmatis na izoniazyd.
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Podsumowujgc, kluczowag cechg odpowiedzialng za zmieniong wrazliwos¢
zmutowanego szczepu ApdtaS M. smegmatis na antybiotyki oddziatujgce na
podjednostke 30S rybosomu, jest sktad rybosomu i/lub zwigzane z nim zmiany
konformacyjne. Natomiast mechanizmem odpowiedzialnym za zwiekszong opornosé
mutanta ApdtaS M. smegmatis na izoniazyd jest zmniejszona aktywnos¢ katalazy
w zmutowanym szczepie. Przedstawione mechanizmy mogtyby zosta¢c w przysztosci
wykorzystane w czasie terapii gruzlicy poprzez zwiekszenie podatnosci pratkéw na
antybiotyki w wyniku jednoczesnego zastosowania inhibitorow PdtaS. Jest to szczegdlnie
istotne, poniewaz streptomycyna, kanamycyna, izonizyd i kapreomycyna sg lekami

stosowanymi w leczeniu lekoopornej gruzlicy.
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7.

Whioski

e Brak funkcjonalnej kinaza histydynowej PdtaS u mykobakterii zaburza skfad
podjednostki 30S rybosoméw wptywajagc na wrazliwos¢ pratkdw na

aminoglikozydy oraz tetracykline.

e Inaktywacja genu pdtaS M. smegmatis powoduje zwiekszenie opornosci na
izoniazyd poprzez obnizenie aktywnosci katalazy niezbednej do aktywacji proleku

w komorkach pratkow.

Powyzsze wnioski wyciggnieto na podstawie nastepujgcych obserwacji:

1. Biatko PdtaS jest zdolne do autofosforylacji i przekazania reszty fosforanowej do

biatka PdtaR.

2. Biatko PdtaS nie jest niezbedne dla wzrostu mykobakterii w standardowych

podtozach mikrobiologicznych.

3. Obecnos¢ reaktywnych form azotu lub tlenu w podtozu nie wptywa na
przezywalnos¢ komérek zmutowanych szczepdw M. tuberculosis oraz M. smegmatis

pozbawionych funkcjonalnego biatka PdtasS.

4. Komérki zmutowanego szczepu M. smegmatis pozbawione funkcjonalnego
biatka PdtaS charakteryzujg sie zmieniong wrazliwoscig na antybiotyki oddziatywujace

na podjednostke 30S rybosomu bakteryjnego.

5. Wykazano zmiane stosunku ilosciowego podjednostki 30S do 50S
z nieproporcjonalng akumulacjg matej podjednostki w komodrkach zmutowanego

szczepu M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnego biatka PdtasS.

6. Komorki zmutowanego szczepu M. smegmatis pozbawione funkcjonalnego

biatka PdtaS charakteryzujg sie zwiekszong opornoscig na izoniazyd.

7. Wykazano istotnie zmniejszong aktywno$¢ katalazy w zmutowanych komérkach

M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnego biatka PdtaS
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8. Streszczenie

Biatko PdtaS jest elementem dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu
(TCS) PdtaR/PdtaS. Funkcjg sensorowej kinazy PdtaS jest autofosforylacja i przekazanie
reszty fosforanowej do biatka regulatorowego PdtaR. Skuteczne dziatanie TCSs
u Mycobacterium tuberculosis jest kluczowe dla efektywnego i szybkiego reagowania na
zmieniajgce sie warunki srodowiska. Ta zdolno$¢ pratkéw wydaje sie by¢ kluczowa dla

przetrwania tych bakterii podczas infekgji.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie udziatu histydynowej kinazy PdtaS oraz biatka

regulatorowego PdtaR w regulacji wybranych proceséw metabolicznych mykobakterii.

Pierwszy etap pracy obejmowat konstrukcje metodg knock-out zmutowanych
szczepdw M. tuberculosis oraz M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnego biatka PdtasS.
Skonstruowany szczep ApdtaS M. smegmatis zostat nastepnie poddany analizie cech
fenotypowych, wykorzystujgc technologie mikromacierzy fenotypowych. Zaobserwowano
zmieniong aktywnos¢ metaboliczng komodrek szczepu ApdtaS w obecnosci antybiotykdw
aminoglikozydowych, tetracykliny oraz inhibitoréw oddychania, oraz transportu
elektronéw bftonowych. Zmieniong wrazliwos¢ zmutowanego szczepu potwierdzono
z wykorzystaniem klasycznych metod mikrobiologicznych: test kropkowy na podtozu
statym zawierajgcym wybrane stezenia antybiotykdéw, analize przezywalnosci (CFU/ml)

oraz okreslenie minimalnego stezenia hamujacego (MIC).

Nastepnie potwierdzono wptyw braku funkcjonalnego genu pdtaS na
funkcjonowanie taricucha oddechowego. Wykazano niewielkie, ale istotne statystycznie
zmniejszenie redukcji bezbarwnego TTC do czerwonego TPF (1,3,5-tri phenylformazan)
przez szczep ApdtaS M. smegmatis. Natomiast test wnikania streptomycyny do komadrek

zmutowanego szczepu nie wykazat istotnych statystycznie réznic.

Kolejnym etapem byta analiza poziomu ekspresji rRNA w komédrkach mutanta
ApdtaS M. smegmatis z wykorzystaniem hybrydyzacji typu Northern oraz gRT-PCR.

Obydwie metody nie wykazaty znaczgcych zmian w poziomie ekspresji rRNA.
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Rozdziat rybosoméw w gradiencie sacharozy wykazat zmiane stosunku ilosciowego
30S do 50S z nieproporcjonalng akumulacjg matej podjednostki w mutancie pozbawionym
funkcjonalnego genu pdtaS M. smegmatis. Z wykorzystaniem spektrometrii mas
zaobserwowano réznice ilosciowe w sktadzie biatek rybosomalnych mutanta w stosunku
do szczepu kontrolnego. Nastepnie wykonano test wydajnosci translacji, aby
zweryfikowac, czy zmiany w skfadzie rybosomu mutanta mogg potencjalnie prowadzi¢ do
zmiany szybkosci translacji. Wykazano, ze wydajnosc¢ translacji okreslona poprzez pomiar

aktywnosci B-galaktozydazy byta obnizona w mutancie ApdtaS M. smegmatis.

Dane uzyskane z globalnej analizy transkryptoméw dla  komodrek
rekombinowanych szczepdw ApdtaS M. smegmatis oraz ApdtaS M. tuberculosis sugeruja,
ze brak funkcjonalnego biatka PdtaS moze wptywaé na zmiane wrazliwosci badanych
szczepdw na antybiotyki. Aby zweryfikowaé te wyniki, okreslono minimalne stezenie
hamujgce wzrost zmutowanego szczepu ApdtaS M. smegmatis dla wybranych
tuberkulostatykdw i wykazano zwiekszong opornos¢ zmutowanego szczepu na izoniazyd.
Nastepnie, wykazano, ze aktywnos$¢ katalazy w komérkach zmutowanego szczepu ApdtaS
M. smegmatis, byta trzykrotnie nizsza, niz w przypadku komdrek szczepu kontrolnego.
Stanowi to wyjasnienie przyczyny zwiekszonej opornosci zmutowanego szczepu ApdtaS

M. smegmatis na izoniazyd.

Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze brak funkcjonalnego biatka PdtaS
wptywa na funkcjonowanie faricucha oddechowego i sktad rybosomdw powodujgc istotne
zmiany w opornosci na antybiotyki ukierunkowane na rybosom, ktdre s stosowane
w leczeniu zakazen pratkami. Ponadto brak funkcjonalnego biatka PdtaS powoduje
zmniejszenie aktywnosci katalazy w komérkach pratkdow, co skutkuje zwiekszeniem

opornosci na izoniazyd.
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9. Abstract

PdtaS protein of Mycobacterium tuberculosis is part of a two component signal
transduction system PdtaR/PdtaS. It acts as the sensor kinase. PdtaS can self-
phosphorylate and subsequently transfer the phosphoryl group to a response regulator
PdtaR (Rv1626). Effective action of TCSs in Mycobacterium tuberculosis is essential for the
effective and rapid response to changing environmental conditions. This ability of
mycobacteria to adapt to the environment seems to be crucial for the pathogenicity of

tubercle bacilli.

The aim of the project is to identify the role of PdtaS histidine kinase and PdtaR
response regulator of Mycobacterium tuberculosis in the regulation of some metabolic

processes of mycobacteria.

Using two step recombination protocol by Parish and Stocker the M. smegmatis
and M. tuberculosis defined mutant strains lacking a functional pdtaS gene were
constructed. The resulting ApdtaS M. smegmatis strain was tested using Phenotype
Microarray screening system. Changed metabolic activity of ApdtaS M. smegmatis strain
cells in the presence of aminoglycoside antibiotics, tetracycline and respiratory inhibitors
and membrane electron transport was observed. The antibiotic sensitivity profiles were
confirmed by classical microbiological methods: spot dilution assay on a solid medium
containing selected concentrations of antibiotics, survival analysis (CFU / ml) and minimal

inhibitory concentration (MIC).

Next, the effect of the lack of the functional pdtaS gene on the functioning of the
respiratory chain was confirmed. It showed a slight but statistically significant decrease in
the reduction of a colorless TTC to a red TPF (1,3,5-tri phenylformazan) by the ApdtaS M.
smegmatis strain. In contrast, the uptake of streptomycin into the cells of the mutated

strain did not show any statistically significant differences.

The next step was the analysis of rRNA expression level in M. smegmatis ApdtaS
mutant cells using Northern Blotting analysis and qRT-PCR. Both methods did not show

any significant changes in the rRNA expression level.
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The sucrose gradient for ribosome separation showed a change in the 30S to 50S
quantitative ratio with a disproportionate accumulation of a small subunit in a mutant
without the functional gene ApdtaS M. smegmatis. Quantitative differences in the
composition of ribosomal proteins of the mutant in relation to the control strain were
observed using mass spectrometry. Then a translation efficiency test was performed to
verify whether changes in the composition of the mutant ribosome could potentially lead
to a change in the translation rate. It was shown that the translation efficiency measured

as B-galactosidase activity was reduced in the mutant ApdtaS M. smegmatis.

Data obtained from the global analysis of transcriptomes for mutant cells of M.
smegmatis ApdtaS and M. tuberculosis ApdtaS strains suggest that the lack of functional
PdtaS protein may affect the change of sensitivity of the tested strains to antibiotics. To
verify these results, the minimal concentration inhibiting the growth of the M. smegmatis
ApdtaS mutant strain was determined for selected tuberculostatics. Increased resistance
of the mutated strain to isoniazid was demonstrated. Then, it was shown that the
catalase activity in the cells of the M. smegmatis ApdtaS mutant strain was three times
lower than in the cells of the control strain. This explains the cause of the increased

resistance of the ApdtaS M. smegmatis mutant strain to isoniazid.

The obtained results show that the lack of functional PdtaS protein affects the
functioning of the respiratory chain and the composition of ribosomes causing significant
changes in resistance to ribosome-targeted antibiotics used in the treatment of
mycobacterial infections. Moreover, the lack of functional PdtaS protein causes a
decrease in the activity of catalase in mycobacteria cells, which increases isoniazid

resistance.
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