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Wykaz skrotow

AD - albumina/ glukoza/ chlorek sodu
AmpR — opornos$¢ na ampicyline
cDNA — komplementarny DNA (ang. complementary DNA)

CRISPR — zgrupowane, regularnie poprzedzielane, krétkie palindromiczne sekwencje
powtdrzone oraz powigzane z nimi biatka (ang. Clustered Regularly — Interspaced Short

Palindromic Repeats and associated proteins)

DCO — podwdjny krzyzowy rekombinant (ang. double cross over recombinant)
DEPC — piroweglan dietylu

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
DNaza — deoksyrybonukleaza

dNTP — mieszanina trifosforanéw deoksynukleotydéw

HEX — heksachloro-fluoresceina

IPTG — izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd

KmR — opornos¢ na kanamycyne

MCS — sekwencja polilinkerowa (ang. multi cloning site)

ncRNA — kwas rybonukleinowy, ktéry nie koduje biatka lub peptydu (ang. noncoding
RNA)

OADC - kwas oleinowy/albumina/dekstroza/katalaza

0OD600 — gestosc optyczna zawiesiny komérek bateryjnych badana z wykorzystaniem fali

o dtugosci A=600 nm (ang. optical density)
PAN — Polska Akademia Nauk

PCR —fanicuchowa reakcja polimeryzacji (ang. polymerase chain reaction)



pz — liczba par zasad

gRT- PCR —ilosciowy PCR z odwrotng transkryptaza

RIN — numer integralnosci RNA (ang. RNA integrity number)

RNA — kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

RNA-Seq — sekwencjonowanie RNA

RNaza — rybonukleaza

rpm — obroty na minute (ang. revolutions per minute)

SCO — pojedynczy krzyzowy rekombinant (ang. single cross over recombinant)
SDS —siarczan dodecylu sodu

SDS-PAGE — elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych
SRNA — mate RNA (ang. small RNA)

TEMED — N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina

UV — promieniowanie ultrafioletowe

X-gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-B-galaktopiranozyd



1. Wstep

1.1. Rodzaje RNA w komodrce bakteryjne;j

Kwasy rybonukleinowe (RNA) sg polimerami kondensacyjnymi rybonukleotydéw
majgcymi zréznicowang wielkos$é, strukture i funkcje biologiczne. Podczas transkrypcji
informacyjny RNA jest syntetyzowany na matrycy DNA przez polimeraze RNA. Nastepnie
na matrycy RNA nastepuje synteza biatka w rybosomach w procesie translacji (Babitzke
i in., 2019; Shippy & Fadl, 2015; Sponer i in., 2018). Translacja to wieloetapowy proces
angazujgcy szereg enzymow, aminokwasy oraz czgsteczki RNA w tym tRNA, mRNA i rRNA
wchodzgce w sktad rybosomow. Duza liczba odkrytych do tej pory antybiotykéw wptywa
na zahamowanie translacji, co wskazuje na znaczenie tego procesu dla przezycia
komorek bakteryjnych ((Kavcic i in., 2020; Ravishankar i in., 2016). Ekspresja gendw jest
jednym z podstawowych proceséw zachodzacych we wszystkich komérkach. Sciezke, za
pomocg ktorej informacja z DNA jest kopiowana do RNA i ttumaczona na sekwencje
aminokwaséw w biatkach, okresla sie jako ,centralny dogmat biologii molekularnej”

(Buskilaiin., 2014; Felden & Augagneur, 2021).
W proces translacji zaangazowane sg trzy gtéwne typy RNA:
- informacyjny RNA (mRNA) stanowigcy matryce syntezy biatka,
- rybosomalny RNA (rRNA) budujgcy rybosomy,

- transferowy RNA (tRNA) odpowiadajacy za transport aminokwaséw do

rybosomow (Shippy & Fadl, 2015).

Wiekszos¢ czgsteczek RNA u bakterii to rybosomalny RNA (rRNA). Transferowy
RNA (tRNA) i inne niekodujgce lub regulatorowe mate czateczki RNA (sRNA) wystepujg

w komdrce w mniejszej ilosci (Rombouts & Nollmann, 2021).

U E. coli czgsteczki RNA, kodujace biatka, majg stosunkowo krétki, catkowity
okres péttrwania chemicznego. Okres pottrwania mRNA u Mycobacterium smegmatis
wynosi okoto 5 min. Nieco dtuzszy okres péftrwania — 9,5 min — okreslono dla
transkryptow Mycobacterium tuberculosis podczas logarytmicznej fazy wzrostu (Laalami
i in., 2014). Poszczegdlne transkrypty majg czas poéttrwania modulowany w zaleznosci
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od etapu wzrostu komorki i jej reakcji na stres. Na modulacje czasu péttrwania
transkryptu wptywajg czasteczki matego regulacyjnego RNA bedace regulatorami
potranskrypcyjnymi. Natomiast za degradacje RNA odpowiadajg enzymy o aktywnosci

rybonukleaz (Bandyra & Luisi, 2013).

W degradacji RNA uczestniczg takie same czasteczki RNA, ktére moga
katalizowac proces odtwarzania czgsteczek RNA (turn over). Wiele czgsteczek sRNA jest
zaangazowanych w hamowanie procesu translacji indukujgc interakcje substratu
z rybonukleaza. Niektore sRNA indukujg natomiast proces translacji poprzez odstoniecie

miejsca wigzgcego rybosom (Bandyra & Luisi, 2013).

Czes¢ czasteczek sRNA u bakterii transkrybowana jest z regionéw miedzy
genowych. U wielu organizméw transkrypty kodujgce tRNA sg dodatkowo zrédtem
matych regulatorowych RNA, tak zwanych matych RNA pochodzgcych z tRNA (Coskun
iin., 2021).

1.2. Funkcje matych RNA

Maty regulatorowy RNA sprawuje kontrole potranskrypcyjng w wielu szlakach
metabolicznych w komaérce bakterii (Salibaiin., 2017). Niekodujgce mate czgsteczki RNA
(sSRNA) wykryto u wszystkich dotychczas zbadanych gatunkéw bakterii (Bossi
& Figueroa-Bossi, 2016).

U E. coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus i innych gatunkdw,
wiekszos¢ sRNA to potranskrypcyjne regulatory gtdwnych proceséw biologicznych,
w tym roznych reakcji stresowych, adaptacji do zmian zwigzanych z dostepnoscia
roznych sktadnikdw odzywczych, quorum sensing, tworzenia biofilmu, ruchliwosci

i patogenezy (Bossi & Figueroa-Bossi, 2016; Sinha i in., 2018).

Bakterie sg zaprogramowane tak, aby odbieraé bodzce i skutecznie reagowaé na
zmiany w swoim S$rodowisku bytowania. Sita i charakter odpowiedzi sg czesto
podyktowane ztozonymi sieciami regulacyjnymi zakodowanymi w genomie
bakteryjnym. Sieci te przeksztatcajg bodice sSrodowiskowe, takie jak obecnosé
szkodliwych czynnikédw srodowiskowych lub zmiany w dostepnosci sktadnikéw

odzywczych, w precyzyjne, globalne zmiany w ekspresji gendéw. Dostosowanie sie do



zmiennych warunkéw zycia pozwala bakteriom uporac sie z zagrozeniami chemicznymi
i biologicznymi oraz efektywnie wykorzysta¢ dostepne w sSrodowisku zasoby
energetyczne. Bakteryjne sRNA sg szeroko rozpowszechnionymi i funkcjonalnie
zréznicowanymi regulatorami o wielkosci 50 - 250 nukleotydéw (Beisel & Storz, 2010;

Wagner & Romby, 2015).

Mykobakteryjne sRNA majg rézne rozmiary i struktury drugorzedowe. Tylko
niewielka cze$s¢ sRNA zostata funkcjonalnie scharakteryzowana. Niektére z nich s3
w duzej ilosci obecne w  zainfekowanych liniach komorkowych
i u zakazonych pacjentéw, sugerujgc udziat SRNA w interakcjach na styku patogen —

gospodarz (Coskuniin., 2021).

Najczestszy mechanizm regulacji gendw przez bakteryjne sRNA obejmuje
tworzenie krétkich, czesto niedoskonatych sparowan z docelowymi mRNA, formutujgc
w ten sposdb dupleks sSRNA-mRNA, ktory zaktdca wigzanie podjednostki 30S rybosomu
z miejscem wigzania rybosomu znajdujgcym sie w regionie inicjacji translacji mRNA
(Bossi & Figueroa-Bossi, 2016). Funkcje matego RNA u bakterii wymieniono w Tabeli

1.2.1.

Tabela 1.2.1. Funkcje sRNA u bakterii.

Funkcje sRNA u bakterii

Funkcja Opis
SRNA w systemie Nadajg odpornos¢ adaptacyjng przeciwko inwazyjnym
CRISPR Cas9 plazmidom, fagom, wirusom — crRNA, dziatajg przez

parowanie zasad i kierujg biatko Cas do docelowego DNA
lub RNA w celu degradacji (Barrangou, 2013; Barrangou
& Marraffini, 2014).

sRNA w regulacji biatek | GevB to konserwatywny sRNA posiadajacy duzg liczba
transportujacych celéw, na ktdre oddziatuje. Czasteczka ta obniza poziom
dwédch peryplazmatycznych biatek wigzgcych transportery

peptydowe: OppA i DppA (Urbanowski i in., 2000). U E. coli
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oraz Salmonella spp. zidentyfikowano dwa dodatkowe cele
tej czasteczki sRNA — transportery aminokwaséw oraz
enzymy uczestniczagce w metabolizmie aminokwasow

(Sharmaiiin., 2007, 2011).

SRNA w ruchliwosci i

biofilmie

W zaleznosci od dostepnosci sktadnikéw odzywczych
i innych czynnikdw srodowiskowych, niektére bakterie stajg
sie ruchliwe (produkujg wici) lub osiadte (tworzac
wielokomdrkowe spotecznosci — biofilmy). Ztozona sieé
transkrypcyjna wzajemnie reguluje te dwa typy bytowania
poprzez wptyw naich kluczowe regulatory. U enterobakterii
kilka czasteczek sRNA (w tym: OmrAB, Mca$, RprA, GcvB,
RydC) bezposrednio i posrednio zapobiega syntezie wici

(Boehm & Vogel, 2012).

sRNA w kontrolowaniu
ekspresji genéw

wirulencji

U patogennych bakterii réznorodnos¢ sRNA wigze sie
z funkcjami regulacyjnymi ich metabolizmu i adaptacjg do
warunkdéw stresowych. U Enterococcus faecalis i Listeria
monocytogenes sRNA  zawierajgcy  ryboprzetacznik
witaminy B12 reguluje ekspresje genéw poprzez
sekwestracje regulatora odpowiedzi (DebRoy i in., 2014).
Brak ww. regulacji ostabia zjadliwos¢ Listeria u myszy

(Melliniin., 2014).

SRNA w systemach

toksyna-antytoksyna

Toksyny sg stabilnymi biatkami, ktérych ekspresja jest
hamowana przez antytoksyny w postaci antysensownych
mRNA (klasa I); sg utrzymywane w stanie nieaktywnym
przez biatka antytoksyny (klasa Il) lub sg neutralizowane
przez bezposrednie wigzanie RNA dla antytoksyny (klasa Ill)
((Brantl & Jahn, 2015). TisB jest indukowang w systemie SOS
toksyng integrujacg z membrang cytoplazmatyczng, ktéra
zatrzymuje wzrost komdrek. W warunkach bezstresowych
jej translacja jest hamowana przez czgsteczki SRNA — IstR1

(Darfeuille i in., 2007).
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Funkcje sRNA u mykobakterii

Funkcja Opis
Odpowiedz Poziom sRNA zmienia sie w odpowiedzi na rézne warunki
wewnatrzgenowych stresu $Srodowiskowego. Wykazano, ze brak sktadnikow

SRNA na stres

odzywczych (gtodzenie) czy wejscie w faze stacjonarnego
wzrostu zwiekszajg ekspresje licznych sRNA (Arnvig i in.,

2011).

sRNA a stres

oksydacyjny

SRNA takie jak: ncRv10243, ncRv10609A i ncRv13660c -
wykazujg zwiekszong ekspresje w odpowiedzi na H;0,,
ktory imituje stres oksydacyjny napotykany wewnatrz
makrofagéw gospodarza. Wymienione sRNA mogg by¢
indukowane we wczesnych stadiach infekcji i moga
odgrywa¢ role w pierwszych etapach adaptacji

w komoérkach gospodarza (Hartkoorn i in., 2012).

Niedotlenienie

(hipoksja)

Gtéwnym regulatorem odpowiedzi na stres zwigzany
z niedoborem tlenu u M. tuberculosis jest regulon DosR.
Podczas przejscia z wyktadniczej fazy wzrostu do fazy
stacjonarnej nastepuje nagromadzenie wielu
wewnatrzgenowych sRNA. Przejscie to wigze sie
z niedoborem sktadnikéw odzywczych i tlenu. Czgsteczki
SRNA sg akumulowane w komodrce podczas infekcji, co
sugeruje ich role w procesie adaptacji w organizmie
gospodarza (przyktadem takiego sRNA jest ncRv11733)
(Arnvigiin., 2011).

SRNA a stres kwasowy

M. tuberculosis ma zdolnos¢ hamowania dojrzewania
fagosomu. Odpornos$é na stres indukowany pH Srodowiska
odgrywa gtéwng role w  wewnatrzkomdérkowym
przezywaniu pratkdbw.  Wiele  czasteczek  sRNA
M. tuberculosis jest indukowanych przez niskie pH
Srodowiska (w tym czgsteczki ncRv10243) (Hartkoorn i in.,

2012).
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Ze wzgledu na rozwdj i doskonalenie metod sekwencjonowania (RNAseq),
w ostatnich latach zidentyfikowano duzg liczbe czgsteczek sRNA. Charakterystyka ich
funkcji w réznych sieciach regulacyjnych wymaga jednak dalszych badan (Oliva i in.,

2015).

1.3. Niekodujacy RNA (ncRNA) u Mykobakterii

Niekodujgcy RNA to dowolny transkrypt, ktéry nie koduje biatka lub peptydu.
U bakterii obejmuje grupe dobrze zbadanych, stabilnych RNA o zdefiniowanych
funkcjach komodrkowych, tj. rRNA (rybosomalny RNA), tRNA (transferowy RNA), 4,55
RNA (sktadnik czasteczki rozpoznajgcej sygnat SRP), RnpB (rybozym RNazy P)
i transferowo-informacyjny RNA (tmRNA). Ponadto wyrdzniamy regulatorowe RNA,
ktore obejmuja 5’ i 3’ regiony nie podlegajgce translacji (UTR) zwigzane z sekwencjami
kodujgcymi oraz transkrypty charakteryzujgce sie mozliwoscig parowania zasad z mRNA
lub wspdtpracujace z biatkami. Do tej ostatniej kategorii nalezg czasteczki okreslane jako

mate RNA (sRNA) (Arnvigiin., 2014).

1.4. Funkcja mikro RNA u bakterii

Jedng z grup sRNA sg czgsteczki transkrybowany z regionédw miedzy genowych.
Ta grupa sRNA jest nazywana transkodowanym RNA (Coskun i in., 2021).
Transkodowany RNA uwazany jest za najbardziej spokrewniony z eukariotycznymi mikro
RNA i siRNA. Podobnie jak u Eukariota ten rodzaj sSRNA jest w stanie regulowac translacje
i stabilno$¢ docelowych mRNA. Transkodowane bakteryjne czgsteczki SRNA sg zazwyczaj
transkrybowane jako pojedyncze transkrypty, o diugosci okoto 100 nukleotyddw.
Prokariotyczne sRNA pochodzgace z przetwarzania wiekszych RNA sg dtuzsze niz typowe
eukariotyczne mikroRNA i siRNA. W wiekszosci przypadkéw te czgsteczki sSRNA, wigza
sie z biatkiem opiekuriczym Hfq, ktore stabilizuje sRNA i utatwia jego parowanie zasad
z docelowym mRNA. Parowanie zasad miedzy prokariotycznymi transkodowanymi sRNA

i mMRNA zwykle prowadzi do degradacji mRNA, a takze blokowania translacji. Z drugiej
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strony, taczenie sRNA i mRNA moze réwniez skutkowaé stymulacjg procesu translacji

(Blochiin., 2017).

1.5. Dojrzewanie niekodujgcego RNA

1.5.1. rRNA

Wszystkie funkcjonalne rRNA w bakteriach gramoujemnych dojrzewajg z duzych
transkryptow policistronowych 30S rRNA. Zawierajg one sekwencje kodujgce dla 168,
23S i 5S rRNA, a takze co najmniej jeden tRNA i znaczng ilo$¢ sekwencji rozdzielajacych.
Odwrécone powtdrzenia prowadzg do powstania dwoéch duzych struktur petli
macierzystej zawierajgcych podjednostki 16S i 23S jako czes¢ duzych petli. Wstepne
ciecie przez RNaze lll, enzym specyficzny dla dwuniciowego RNA, w dwuniciowych
fragmentach uwalnia prekursory rRNA 17S (pre-16S), 25S (pre-23S) i 9S (pre-5S), a takze
wbudowane tRNA. Prekursor pre-16S, zawierajacy 115 dodatkowych nukleotydéw na
konicu 5, jest nastepnie przecinany endonukleolitycznie przez RNaze E, ktéra usuwa 60
nukleotydéow. W dalszej kolejnosci endonukleaza RNaza G usuwa pozostate 55
nukleotydéw, aby wygenerowac dojrzaty koniec 5' 16S rRNA. Dodatkowe 33 nukleotydy
pozostate na koncu 3’ rRNA sg usuwane przez endonukleaze YbeY lub kompleks RNazy
[l, RNazy PH, PNPazy i RNazy R. Z kolei, w Pre-5S nukleaza RNaza E usuwa po 3 nukleotydy
z kazdej strony dojrzatej sekwencji. Trzy dodatkowe nukleotydy na koricu 3’ pre-5S rRNA

sq usuwane przez 3' - 5’ egzonukleaze RNaze T (Mohanty & Kushner, 2018).

1.5.2. sRNA

Wszystkie sRNA zidentyfikowane do tej pory wymagajg wstepnego
przetwarzania przez RNaze E (Mohanty & Kushner, 2018). Jednakze nie mozna wykluczy¢
istnienia czasteczek sRNA, ktére nie podlegajg zadnym modyfikacjom, aby byly

funkcjonalne.
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1.5.3. tRNA

Dojrzewanie 3’ korica tRNA u bakterii jest skomplikowanym procesem.
Bakteryjne tRNA sg czesto kodowane przez operony policistronowe. Taki policistronowy
transkrypt tRNA moze zawiera¢ wiecej niz jeden tRNA lub dodatkowo rRNA i mRNA.
Niektére bakterie majg genetycznie zakodowane sekwencje CCA na 3’ koncu dla
wszystkich tRNA, podczas gdy inne kodujg CCA tylko dla niewielkiej cze$ci tRNA. W obu
przypadkach dodatkowe sekwencje obecne zaréwno na koncach 5 jak
i 3' tRNA sg usuwane podczas dojrzewania tRNA (Braun & Condon, 2014; Li i in., 2005).
Sekwencja CCA stanowi jednoniciowy motyw znajdujacy sie na 3' koncu wszystkich
dojrzatych tRNA, do ktérych przytaczony jest pokrewny aminokwas. U B. subtilis okoto
jedna trzecia gendw tRNA nie posiada motywu CCA. W tym przypadku CCA jest
syntetyzowany  po procesie  transkrypcji przez  enzym zwany  tRNA
nukleotydylotransferazg. Dodatkowe nukleotydy na 5' koncu sg usuwane przez
endorybonukleaze, RNaze P. Enzym ten jest rybozymem i sktada sie z dwdch
niezbednych podjednostek — katalitycznej podjednostki RNA i podjednostki biatkowej.
Dojrzewanie 3’ korica tRNA moze odbywac sie gtdwnie drogg egzonukleolityczng lub
endonukleolityczng, co ma zwigzek z obecnoscig lub brakiem motywu CCA

w prekursorowym tRNA (Braun & Condon, 2014).

U E. coli wiele transkryptow jest zakoriczonych w sposdb niezalezny od biatka
Rho, co generuje petle (stem loop) na 3'koricu tRNA. Przetwarzanie wiekszosci tych
transkryptow tRNA jest inicjowane przez RNaze E, ktdra albo usuwa niezalezne od Rho
terminatory transkrypcyjne, albo przecina czgsteczke w regionach intercystronowych.
Niezalezny od Rho terminator transkrypcji na pierwotnym transkrypcie leuX jest
usuwany egzonukleolitycznie przez PNPaze (Mohanty & Kushner, 2010; Shepherd
& Ibba, 2015). Wiele policistronowych transkryptow tRNA jest poczgtkowo przecinanych
przez RNaze P. U bakterii gramoujemnych istnieje tylko jedna rybonukleaza, RNaza P,
ktora generuje dojrzaty koniec 5 wszystkich czgsteczek tRNA (Mohanty & Kushner,
2018).

Dojrzewanie 3' korica tRNA moze by¢ przeprowadzone przez rozne egzonukleazy

3'->5’, w tym RNaze T, RNaze PH, RNaze D, RNaze BN i RNaze Il. PNPaza i RNaza Il moga
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rowniez usuwac dodatkowe nukleotydy z konca 3’ pre-tRNA, ale nie mogg zakonczy¢
ostatecznego procesu dojrzewania, aby odstoni¢ terminalng sekwencje CCA. Wiekszos$¢
pre-tRNA (79 z 86) u E. coli wykorzystuje kombinacje RNazy T i RNazy PH w procesie
dojrzewania 3 ' korica. Inaktywacja zaréwno RNazy T, jak i RNazy PH prowadzi do szybkiej
akumulacji 3’ niedojrzatych tRNA, ktére sg poliadenylowane przez enzym PAPI

i stanowig substrat dla degradosomu (Mohanty & Kushner, 2018).

Enzym PAP | dodaje krétkie powtdrzenia poli (A) do niedojrzatych tRNA. Jednak
wiekszos$¢ poliadenylowanych tRNA, zamiast ulega¢ degradacji jako wadliwy tRNA,
dojrzewa powoli dzieki aktywnosci egzonukleaz: RNaza D i RNaza BN lub Z. Enzym PAP |
pomaga regulowa¢ funkcjonalny poziom tRNA u E. coli. Jednak nadmiar
poliadenylowanych czasteczek hamuje aminoacylacje i synteze biatek, powodujac

szybka $mier¢ komorki (Mohanty & Kushner, 2018).

Mechanizm dojrzewania tRNA u M. tuberculosis nie zostat dotad szczegdtowo
opisany. Genom M. tuberculosis koduje RNaze P, ktéra bierze udziat w poczgtkowym
przetwarzaniu 5’ koica czgsteczek tRNA. Zestaw enzymdw do obrébki korica 3’ obejmuje
RNaze PH, RNaze Z, RNaze D oraz funkcjonalny i strukturalny ortolog RNazy T. Wiele
czgsteczek tRNA Mpycobacterium potrzebuje dosyntetyzowania motywu CCA na
3'-koncu. Prawdopodobnie sg one dodatkowo edytowane przez polimeraze poli(A) lub

PNPaze (Coskuniin., 2021).

1.6. Kontrola jakosci transkryptéw tRNA

Monitorowanie integralnosci strukturalnej tRNA i natychmiastowe usuwanie
niefunkcjonalnych transkryptéw z puli tRNA komodrki zapewnia jej prawidtowe
funkcjonowanie. Eliminacja uszkodzonych czgsteczek tRNA jest zwykle inicjowana przez
dodanie specyficznej jednoniciowej sekwencji RNA, ktdra stuzy jako znacznik degradacji
i czyni tRNA dostepnym dla degradujgcych egzonukleaz. U bakterii sg to krétkie trakty
poli(A) dodane przez polimeraze poli(A). Te powtdrzenia sg zwykle rozpoznawane przez

RNaze Il, ktéra ostatecznie przekazuje wadliwy tRNA do degradacji z udziatem

16



fosforylazy polinukleotydowej (PNPaza), ktérej aktywnosc egzonukleazy 3'-5' katalizuje

rozkfad transkryptu (Ptocinski i in., 2019; Wellner, Czech, i in., 2018).

Znacznikiem dla procesu degradacji moze by¢ tez synteza dodatkowej sekwencji
CCA na 3’ koncu tRNA przez tRNA nukleotydyloransferaze (CCA adding enzyme). Motyw
CCACCA jest rozpoznawany jako znacznik degradacji a czgsteczki tRNA zawierajgce taka

sekwencje nie podlegajg dalszej obrébce przez egzonukleazy (Wellner, Betat, i in., 2018).

1.7. Polimeraza poli(A)

Poliadenylacja jest procesem enzymatycznym przeprowadzanym przez
polimeraze poli(A) (PAPI) w celu dodania reszt adeninowych do 3’ korica RNA.
Powtdrzenia poli(A) na koncu 3° mRNA byty uwazane przez dtugi czas za
charakterystyczng ceche eukariotycznych mRNA, wptywajac na stabilizacje
eukariotycznych  mRNA i ich translacje (Hajnsdorf & Kaberdin, 2018; Mohanty
& Kushner, 2010). Poliadenylacja jest uniwersalng modyfikacjg potranskrypcyjng, ktora
wptywa na aktywnosé¢ i los RNA (Régnier & Hajnsdorf, 2013). Po raz pierwszy
prokariotyczna polimeraza poli(A) zostata odkryta u E. coli w 1962 roku. Od tego czasu
procesowi poliadenylacji u bakterii poswiecano bardzo mato uwagi. W przeciwienstwie
do Eukariota, prawdopodobnie tylko niewielka cze$é¢ bakteryjnych mRNA jest
poliadenylowana w danym momencie. Przyjeto zatozenie, ze poliadenylacja
u Prokariorta umozliwia szybszy rozpad nieprawidtowych transkryptéw mRNA (Mohanty
& Kushner, 2019). Enzym PAP | E. coli do swe]j aktywnos$ci wymaga dwuwartosciowych
jonéw metali (Mg?* lub Mn?*) i wykorzystuje ATP jako substrat do dodawania reszt
adenozyny na koricu 3’ czgsteczek RNA. Wewnagtrzkomoérkowy poziom PAP | u E. coli jest
zwykle niski, poniewaz jego nadprodukcja jest szkodliwa dla wzrostu komérek (Yehudai-

Resheff & Schuster, 2000).

Szacuje sie, ze az 15-25% catkowitego RNA u B. subtilis jest poliadenylowany.
Natomiast, u E. coli mniej niz 2% catkowitego RNA podlega poliadenylacji (Mohanty

& Kushner, 2010).
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U E. coli wszystkie typy RNA, do ktdrych zalicza sie mRNA, dojrzaty
i prekursorowy tRNA i rRNA, a takze maty regulacyjny, niekodujgcy RNA (sRNA)
i wirusowy RNA, ulegaja poliadenylacji przez polimeraze poli(A) (PAP 1) (Régnier
& Hajnsdorf, 2013). W badaniach in vitro zaobserwowano, ze PAP | moze dobudowywac
wszystkie rybonukleotydy, ale z mniejszg efektywnoscig niz rATP. Natomiast in vivo
enzym ten syntetyzuje wytgcznie homopolimerowe powtdrzenia poli(A) (Mohanty

& Kushner, 2010).

W genomie E. coli zidentyfikowano geny kodujace trzy dodatkowe biatka-
PNPaze, RNaze PH i transferaze nukleotydylowg tRNA, ktére wraz biatkiem PAP | nalezg
do tej samej nadrodziny nukleotydylotransferaz (Mohanty & Kushner, 2010). Przed
identyfikacjg funkcji biologicznej produktu genu pcnB u E. coli zauwazono, ze ma on
wysokie podobienstwo sekwencji z nukleotydylotransferazag tRNA, enzymem

katalizujgcym dodawanie reszt A i C do czgsteczek tRNA (Hajnsdorf & Kaberdin, 2018).

1.8. Nukleotydylotransferaza tRNA

Enzymy dodajgce motyw CCA wystepujg u wszystkich zywych organizméw.
Mozna je podzieli¢ na dwie strukturalnie rézne klasy polimeraz 3. Enzymy Archea nalezg
do klasy |, a ich eukariotyczne i bakteryjne odpowiedniki reprezentujg enzymy klasy II.
Oba typy enzymoéw rdznig sie ogdlng strukturg i mechanizmem selekcji nukleotyddw
(Wellner, Betat, i in., 2018). U E. coli nukleotydylotransferaza tRNA skfada sie z dwdéch
domen: N-koncowej domeny o aktywnosci nukleotydylotransferazy
i niescharakteryzowanej C-koncowej domeny HD. Motyw HD definiuje nadrodzine

fosfohydrolaz zaleznych od metali (Yakuniniin., 2004).

U E. coli sekwencja CCA jest zakodowana we wszystkich genach tRNA.
W zwigzku z tym enzym dodajgcy CCA nie jest wymagany do dojrzewania tRNA.
Przyczynia sie natomiast do odzyskiwania uszkodzonych koricow CCA (Wellner, Czech,

iin., 2018).

Nukleotydylotransferaza tRNA dodaje trzy nukleotydy w kolejnosci C, Ci A do
tRNA, wykorzystujgc rCTP i rATP jako substraty (Yakuniniin., 2004).

18



Enzym dodajgcy sekwencje CCA dziata jak ,,imadto molekularne” na zwigzany
substrat tRNA. Niestabilna czgsteczka tRNA (spowodowana niedopasowaniem lub
brakiem modyfikacji zasad) jest ,,zgniatana” przez enzym i ponownie fatdowana w taki
sposob, ze dodany koniec CCA jest zintegrowany z akceptorowym ramieniem helisy.
Dzieki temu enzym moze dodac drugi motyw CCA (Kuhn i in., 2015). Enzym tRNA
nukleotydylotransferaza dosyntetyzowujac sekwencje CCA uczestniczy w kontroli
jakosci tRNA dzieki naprawie wadliwych transkryptdéw lub ich degradacji poprzez synteze

podwojonej sekwencji CCA (Wellner, Czech, i in., 2018).

1.9. Ezgonukleazy

Aktywnos¢ egzorybonukleolityczna odgrywa istotng role zaréwno w komaérkach
eukariotycznych jak i prokariotycznych. Na ilos¢ poszczegdlnych czgsteczek RNA
w komodrce wptywa nie tylko zdolnosé do ich syntezy, ale takze szybkos$¢ degradacji.
Egzorybonukleazy sg zaangazowane w wielu szlakach rozpadu RNA, tym samym

w utrzymaniu prawidtowego poziomu transkryptéw w komérce (Zuo i in., 2007).

Egzonukleazy 3'->5' odgrywajg regulacyjng role w rozpadzie RNA. Podczas
syntezy transkryptdw powstajg nieprawidtowe czgsteczki RNA, ktére muszg zostac
usuniete. Przetwarzanie 3’ korica RNA jest jednym z etapdw procesu dojrzewania
zarowno mRNA jak i niekodujgcych czasteczek RNA (lbrahim i in., 2008). Wszystkie
stabilne RNA s3 syntetyzowane jako prekursory. Dojrzewanie stabilnych RNA czesto
wigze sie z poczatkowym cieciem przez endorybonukleazy, a nastepnie przycinaniem
egzonukleolitycznym. U E. coli zidentyfikowano siedem odrebnych egzorybonukleaz,

w tym RNaza D, RNaza PH, RNaza Il i RNaza T (Zuo i in., 2007).

Czasteczka RNA jest unikalnym substratem enzymatycznym, poniewaz kazdy
transkrypt jest inny, jednak musi byé rozpoznawany przez ten sam zestaw enzymow.
Poziom ekspresji genow dla niespecyficznych egzorybonukleaz musi by¢ regulowany,
aby zapobiec niekontrolowanemu rozpadowi wszystkich czgsteczek RNA. Specyficzne
enzymy natomiast rozpoznajg strukture wtérng lub charakterystyczne motywy

sekwencji na odpowiednich substratach RNA. Substraty dla 3' egzonukleaz obejmuja
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poliadenylowane czgsteczki RNA oraz wysoce ustrukturyzowane RNA, takie jak: tRNA
i rRNA. W niektérych przypadkach egzonukleaza moze dziata¢ samodzielnie w celu
obrébki substratu, ale w wiekszosci przypadkéow do jej aktywnosci niezbedna jest
obecnos$¢ helikaza, czy kofaktora. W komdrkach prokariotycznych aktywnosc
egzonukleaz 3' jest rdwnie wazna dla rozpadu mRNA (lbrahim i in., 2008). Kompleks
zwany degradosomem jest integralng czescig procesu degradacji RNA (TEJADA-ARRANZ
i in., 2020). Degradosom sktada sie z endonukleazy (RNazy E), helikazy (RhIB), enolazy
i egzoenzymu 3' (fosforylazy polinukleotydowej, PNPazy) (Ibrahimiin., 2008).

1.9.1. RNaza PH

Enzym RNaza PH (Rycina 1.9.1.) nalezy do rodziny egzonukleaz fosforolitycznych
i jest zaangazowany w dojrzewanie matych stabilnych czgsteczek RNA. U Eukariota
homologi RNazy PH tworzg heksameryczny rdzen egzosomu, ktéry odgrywa wazng role
w degradacji mRNA i dojrzewaniu RNA. RNaze PH zidentyfikowano réwniez w genomie
B. subtilis, a szczepy pozbawione tego enzymu charakteryzuje nagromadzenie
prekursorowych tRNA z zakodowanym motywem CCA. Prekursory takie zawierajg od
jednego do czterech nukleotydédw wiecej w poréwnaniu do dojrzatych czgsteczek.
Swiadczy to o szczegdlnej roli RNazy PH w usuwaniu ostatnich kilku nukleotydéw
obecnych na 3’ konicach prekursorowych tRNA. Zaobserwowano, ze mutanty
pozbawione RNazy PH nadal sg w stanie wytwarzaé duze iloSci dojrzatych czasteczek
tRNA zawierajgcych sekwencje CCA, co sugeruje obecnos¢ w komadrkach bakterii innego
enzymu o podobnej aktywnosci (Braun & Condon, 2014). Takim enzymem u bakterii
moze by¢é fosforylaza polinukleotydowa (PNPaza) stanowigca komponent

degradosomu, przetwarzajgca tRNA przez fosforolize (Yang, 2011).
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Rycina 1.9.1. RNaza PH Archea i Eukariota. Forme funkcjonalng biatka tworzy heksameryczny pierscien

(Yang, 2011).

1.9.2. RNaza T

RNaza T (Rycina 1.9.2) rdzni sie od innych egzonukleaz 3' tym, ze ma zdolnos$¢
rozpoznawania bardzo krétkich (1-2 nukleotydowych) jednoniciowych regionéw. Dzieki
swej aktywnosci, RNazaT moze by¢ enzymem przetwarzajgcym dla kilku matych
stabilnych RNA u E. coli (Ibrahimiin., 2008). Enzym ten wystepuje w formie homodimeru
zaréwno w warunkach in vitro jak i in vivo a tworzenie dimeru wydaje sie by¢ niezbedne
do jego prawidtowego funkcjonowania (Zuo i in., 2007). RNaza T jest niezbedna do
generowania dojrzatych 3’ koicédw 5S i 23S rRNA. Enzym bierze réwniez udziat w “turn
over” tRNA, ktéry polega na usuwaniu i odtworzeniu korica CCA czgsteczki tRNA.
W proces dojrzewania tRNA zaangazowany jest takze konserwatywny enzym dodajacy
terminalng sekwencje CCA, transferaza nukleotydylowa tRNA. Ortologi RNazy
T zidentyfikowano tylko u niewielkiej grupy bakterii, nalezgcych do grupy

y Proteobacterii (Zuo i in., 2007).

RNaza T nalezy do grupy DEDD, ktérej nazwa nawigzuje do wystepowania
czterech konserwatywnych reszt asparaginianu i glutaminianu (Lovett, 2004). Podobnie
jak wszystkie egzonukleazy DEDD, RNaza T jest egzonukleazg specyficzng dla
pojedynczej nicii wymaga do swojej aktywnosci dwuwartosciowych jonéw metali, takich
jak Mg?* lub Mn?*. RNaza T moze sie wigza¢ do sekwencji 10 nukleotyddw, jednak jej

specyficznos¢ substratowa jest definiowana gtéwnie przez ostatnie 4 reszty. RNaza T
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okazuje sie by¢ jedynym enzymem zdolnym do skutecznego usuwania niepotrzebnych
nukleotydéw w poblizu struktury dwuniciowej bez rozwijania podwdjnej helisy.
Dziatanie RNazy T znacznie zwalnia, gdy enzym zbliza sie do dupleksu, jednak moze

trawi¢ RNA do pierwszej pary zasad i generowac dwuniciowy RNA (Zuo i in., 2007).

Ponadto, zaobserwowano ze wyfgcznie RNaza T jest enzymem, skutecznie
usuwajgcym nukleotyd adeninowy z sekwencji CCA, pozostawiajagc tRNA z
niekompletnym i niefunkcjonalnym koricem 3'-CC, ktéry jest nastepnie naprawiany

przez enzym dodajgcy motyw CCA (Wellner, Czech, i in., 2018).

E. coliRNase T P. aeruginosa RNase T

Rycina 1.9.2. Struktura krystaliczna RNazy T E. coli i P. aeruginosa (Zuo i in., 2007).

1.9.3. Rola RNazy T w kontroli jakosci RNA

Czasteczki tRNA z koricem CC, generowanym przez RNaze T sg niefunkcjonalne,
ale mogg by¢ przywracane przez enzym dodajgcy sekwencje CCA. Wkitad RNazy T
w kontrole jakosci tRNA opiera sie na jej specyficznosci substratowej. Nieefektywne
usuwanie reszt C zapewnia, ze tRNA oznaczone CCACCA nie sg dalej przetwarzane na
dojrzate transkrypty, ktdre ponownie wchodzg do funkcjonalnej puli tRNA. Z uwagi na
skuteczne usuwanie 3’-koncowej reszty A przez RNaze T, sekwencja CCACCA moze by¢

przeksztatcona w CCACC. Ten niefunkcjonalny tRNA nie ulega natychmiastowe;j
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degradacji i nie jest rozpoznawany przez syntetaze aminoacylo-tRNA, a pozostajac
nienatadowany i stanowi obojetny transkrypt tRNA. Nie dochodzi do akumulacji
czgsteczek w komoérce, z uwagi na obecnos¢ drugiego systemu nadzoru jakosci tRNA,
jakim jest polimeraza poli(A), ktéra najprawdopodobniej wykorzystuje wspomniang
czasteczke tRNA jako substrat do syntezy ogona poli(A). W konsekwencji koniec 3’ jest
wystarczajgco dtugi, aby zostat rozpoznany i ulegt degradacji przez RNazy R. Dodawanie
A, CCA lub CCACCA i degradacja nieustannie konkurujg ze sobg, przebiegajgc rownolegle

na puli substratéw tRNA w komérce (Wellner, Czech, i in., 2018).

1.9.4. RNazaZ

Enzym RNaza Z (Rycina 1.9.4.1. ) nalezy do rodziny metalo-B-laktamaz zaleznych
od cynku. U B. subtilis przecina endonukleolitycznie prekursory tRNA, ktére pozbawione
sg motywu CCA. Enzym zazwyczaj tnie prekursorowy tRNA bezposrednio za
nukleotydem dyskryminacyjnym (niesparowanym) na koricu 3’ trzonu akceptorowego

(Rycina 1.9.4).

CCA

Cm

Rycina 1.9.4. Nukleotyd dyskryminacyjny oznaczony jako N na schemacie czasteczki tRNA.

Aktywno$¢ RNazy Z jest dodatkowo stymulowana przez obecnos$é reszty
uracylowej wystepujgcej bezposrednio za miejscem ciecia tRNA. Podobnie jak pozostate
rybonukleazy z rodziny B-laktamaz, RNaza Z ma aktywnos¢ endo i egzonukleazy (Braun

& Condon, 2014). U E. coli, sekwencja CCA wystepuje na wszystkich prekursorach tRNA
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zatem egzonukleolityczne ciecie generuje dojrzate tRNA. Funkcja Rnazy Z wydaje sie
z tego powodu zbedna u E. coli. Homologiem Rnazy Z u E. coli jest RNaza BN. Delecja
genu kodujgcego RNaze BN nie ma znaczgcego wptywu na wzrost komorek (Dutta i in.,

2012).

Rycina 1.9.4.1. Ogdlna struktura RNazy Z (Yang, 2011).

1.9.5. RNaza D

Egzonukleaza — RNaza D (Rycina 1.9.5.), jest jedng z siedmiu samodzielnych
egzorybonukleaz, ktére zostaly zidentyfikowane u E. coli. Enzym uczestniczy w
dojrzewaniu tRNA, 5S rRNA i kilku innych matych strukturalnych RNA. Szczepy E. coli
pozbawione funkcjonalnej RNazy D hodowane na podtozach mikrobiologicznych nie
wykazujg ostabionego wzrostu w poréwnaniu do szczepu kontrolnego. Jednakze enzym
ten jest niezbedny do prawidtowego wzrostu bakterii po usunieciu z komorki
pozostatych nukleaz: RNazy II, BN, T i PH. Moze sugerowac to role RNazy D jako enzymu
zapasowego, zastepujgcego funkcje pozostatych brakujgcych nukleaz. W warunkach in
vitro RNaza D jest aktywna wobec substratow podobnych do tRNA, nie wykazujac
aktywnosci wobec homopolimeréw RNA. Najbardziej preferowanymi substratami dla
RNazy D sg czgsteczki tRNA zawierajgce dodatkowe reszty na koncu 3’ lub czgsteczki
pozbawione w catosci sekwencji CCA lub jej czesci. RNaza D jest egzorybonukleaza
hydrolityczng dziatajgcg w kierunku od 3’ do 5’ korica. Enzym nalezy do nadrodziny

DEDD. Nadrodzina DEDD zawiera zaréwno egzonukleazy DNA, jak i RNA. Bliskie
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homologi RNazy D E. coli zidentyfikowano w wielu genomach bakteryjnych, w tym u

Proteobacteria (a, § i y podziatach) oraz pratkéw (Zuo i in., 2005).

RND

Rycina 1.9.5. Struktura RNazy D E. coli (Zuo i in., 2005).
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2. Cel pracy

Gtéwnym celem niniejszej pracy byta identyfikacja oraz charakterystyka
enzymow uczestniczagcych w procesie dojrzewania 3’ konica czgsteczek tRNA

u mykobakterii.
Cel ten zrealizowano poprzez nastepujace cele czgstkowe:

1. Konstrukcje mutantéw M. tuberculosis oraz M. smegmatis z obnizonym
poziomem biatka Rv3907c oraz Rv2783c z zastosowaniem technologii
CRISPR/Cas9.

2. Globalng analize transkryptomiczng mutantéw CRISPR/Cas9 z obnizonym
poziomem ekspresji gendw rv3907c oraz rv2783c.

3. Konstrukcje mutantéw M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnej kopii genéw
kodujgcych odpowiednio: RNaze PH, RNaze T, Rnaze D, RNaze Z1 i RNaze Z2 oraz
mutantéw wielokrotnych (pozbawionych dwdch, trzech i czterech egzonukleaz
rodziny DnaQ).

4. Konstrukcje mutantéw M. tuberculosis z obnizonym poziomem ekspresji RNaz
PH i T przy uzyciu systemu CRISPR Cas9.

5. Globalng analize transkryptoméw wybranych mutantéw M. smegmatis
pozbawionych funkcjonalnych egzonukleaz nadrodziny DnaQ.

6. Zbadanie aktywnosci enzymatycznej egzonukleaz DnaQ wobec wybranych

substratow RNA i DNA.
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3.

Materiaty

3.1. Szczepy bakteryjne

3.2.

Tabela 3.1.1 Wykaz szczepow bakteryjnych wykorzystywanych w pracy:

Nazwa szczepu Zrédto

M. smegmatis mc?155 IBM PAN t6dz
M. tuberculosis H37Rv IBM PAN t6dz
E. coliTop 10 Invitrogen

E. coli BL21 (DE 3) Invitrogen

E. coli BL21 (DE 3) pLysS Invitrogen
E.coli Rosetta Invitrogen

Tabela 3.1.2. Wykaz gendéw kodujacych biatka nadrodziny DnaQ:

Nazwa genu Nazwa genu Produkt Nazwa
M. smegmatis M. tuberculosis skrétowa
msmeg_4901 rv1340 Rybonukleaza PH | rnPH
msmeg_4245 rv2179c Rybonukleaza T rnT
msmeg_1776 - Rybonukleaza Z1 | rnZ1
msmeg_4568 rv2407 Rybonukleaza 22 | rnZ2
msmeg_2778 rv2681 Rybonukleaza D rnD

Podczas realizacji badan wykorzystywano ptynne i state

drobnoustrojow.

Podtoze LB ptynne, pH 7

NaCl (Sigma) - 1%

Trypton (BioShop) -

Podtoza mikrobiologiczne

1%

Ekstrakt drozdzowy (Difco) - 0,5%

Podfoze LB state, pH7
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e NaCl (Sigma) - 1%
e Trypton (BioShop) - 1%
e Ekstrakt drozdzowy (Difco) - 0,5%

Agar (Bioshop) — 2%
7H9 — podtoze ptynne Middlebrook, pH 7

e 7H9 (Difco) - 0,47%
e Tween 80 (Sigma) — 0,05 %
e OADC (Becton Dickinson) - 10%

7H10 — podtoze state Middlebrook, pH 7

e 7H10 (Difco) - 1,9%
e Glicerol (Sigma) - 0,5%
e OADC (Becton Dickinson) - 10%

Podtoze minimalne z glicerolem

e 7H9 (Difco)
e Glicerol-0,1%

Podtoze minimalne z cholesterolem

e 7H9 (Difco)
e Cholesterol —0,01%
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3.3. Substancje dodawane do podtoz

Antybiotyki E. coli Mycobacterium
Ampicylina 100 pg/mL -
Higromycyna B 200 pg/ml 50 pg/mi
Kanamycyna 50 pg/mL 25 pg/mL
Anhydrotetracyklina - 100 ng/mL
Gentamycyna 10 pg/mL -
Chloramfenikol 34 pg/mL -

Inne substancje

e X-gal 40 pg/mL
e IPTG 12 pg/ml

e Sacharoza 2%

3.4. Syntetyczne oligonukleotydy DNA wykorzystane w pracy

Tabela. 3.4. Lista oligonukleotydéw wykorzystanych do amplifikacji DNA

Oligonukleotydy wykorzystane do amplifikacji fragmentéw DNA w celu
przygotowania mutantow delecyjnych

Nazwa Sekwencja nukleotydowa 5’3’ Wykorzystanie

RNaseDGR1-Scal-s cagtactCATGGCGCCGAGCGCCGAGCAGT Delecja genu
TCG rnDys

RNaseDGR2-Hindlll-r

caagcttGTCGGCGCTGACGCAGAGTTC

RnaseDGR3-Hindlll-s

caagcttGCAGGGCAAGACCGAATGGGC

RnaseDGR4-Kpnl-r

cggtaccGACGAAGTCGGGCAGACGCTC

Ms4901GR1Scal-2s

cagtacTACCAGGACGCGTTCGCCG

Ms4901GR2Hindlll-2r

caagcttAGGTGAAGCCGCGGGTGATC

Ms4901GR3Hindlll-s

caagcttTGCGATGTGCTGCAGGCCG

Ms4901GR4Kpnl-r

cggtacCGACGACGACGATCCGGCAC

Delecja genu
rnPH s

Ms4245GR1Scal-s

cagtactGATCGCCGAACTCGCCAGC

Ms4245GR2Hindlll-r

caagcttCGACGCCGATCGAGATCAGG

Ms4245GR3Hindlll-s

caagcttATCGAGCTGTGGGCCTGGGT

Ms4245GR4Kpnl-r

cggtaccGCAGCAACATCGCCACCCTG

Delecja genu
rnTws

Ms1776GR1-BamHlI-s

cggatccTGTTCGTCAGCATCGTGGTGGG
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Ms1776GR2-Hindlll-r caagcttAACCCTCGTTGTCCCAGCGCA Delecja genu
Ms1776GR3-Hindlll-s | caagcttGCGCCGGCTCGATCATTCC rnZ1 s
Ms1776GR4-Pstl-nat-r | AAGCGCAAGGCCCTGCAGTG

Ms4568GR1-Notl-s cgcggccGCACAGGCAGGTCATGATGGGG Delecja genu
Ms4568GR2-Hindlll CaagcttGACGAGGAACGTCTGCCCGCCT rnZ2 ;s
Ms4568GR3-Hindlll-s | CaagcttGACGATCGCCTTCCGTGTCGAG
Ms4568GR4-Scal-nat-r | GCGTTGGCGCAGCAGTACTTCC

Oligonukleotydy wykorzystane do potwierdzenia genotypu mutantéw metoda
hybrydyzacji Southern blot

Msmeg_Z1-probe-s GACACCCGGTTGTGCGACGC Sonda dla
Msmeg_Z1-probe-r CGTGGTAAACCTCGGCCGCC potwierdzenia
mutantéw
rnZ1ws
Msmeg_Z2-probe-s GACACTCGACGCCCTGGCCA Sonda dla
Msmeg_Z2-probe-r TCGCCACTGGTCCTCGGTGC potwierdzenia
mutantéw
rnZ2ws
Msmeg4901-Bglll-s cagatctGTGTCCAGACGAGAAGACGGGC Sonda dla
Msmeg4901-Xbal-r ctctagattAGCTTCCGAACGCCTTTTTCG potwierdzenia
mutantéw
rnPH s
Msmeg4245-BamHI-s | cggatccATGCGGTACTTCTACGACACCGAG Sonda dla
Msmeg4245-Xbal-r ctctagattATGGTAACTGCCGGTAAAGCGC potwierdzenia
mutantow rn Ty
pHIS-RnaseD-Ncol-s gccatggatACCCAAGGGGATACCGAACCTGC Sonda dla
potwierdzenia
pHIS-RnaseD-Hindlll- | caagctTCAGTTCTCGGCCAGCGCGA mutantéw
r rnDys
Oligonukleotydy wykorzystane do amplifikacji genéw do komplementaciji
mutantéw
MsTlike-prom- CTCTAGAGCTACACGAAACGACCCCGCA Komplementacj
Xbal-s a genu rnTys
MsTlike-prom- CAAGCTTCACCCGTTCATGGTAACTGCCG
Hindlll-r
MsRNaseZ1- CTCTAGAACAACAGGATCAGCGCGGG Komplementacj
prom-Xbal-s a genu rnZlys
MsRNaseZ1- CAAGCTTCTACGACGAGCGGTGTCCAACG

prom-Hindlll-r

Oligonukleotydy wykorzystane do potwierdzenia integracji rekombinowanych

wektorow pMV306

MV306-F GTGGATAACCGTATTACCGC Potwierdzenie integracji
wektora pMV306Km z genem
Tws | pMV306Km z genem Z1 s

MV306-R AAGGCCCAGTCTTTCGACTGAG Potwierdzenie integracji
wektora pMV306Km z genem
Timsi pMV306Km z genem Z1

Oligonukleotydy wykorzystane do amplifikacji genéw do nadprodukcji biatek -
Sekwencja oligonukleotydow 5’3’

Rv1340Bglll-s | cagatctgGTGTCCAAGCGAGAAGACGGCC \
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Rv1340Hindlll-r

CaagcttTCAGGTGCCAAACGCCTTCGG

Nadprodukcja
biatka RNazy
PH

pHIS-RnaseD- gccatggatACCCAAGGGGATACCGAACCTGC Nadprodukcja

Ncol-s biatka RNazy D
pHIS-RnaseD- caagctTCAGTTCTCGGCCAGCGCGA

Hindlll-r

MsRNaseZ2- cggatccgATGATCGAGGTCACCCTGCTCGG Nadprodukcja

BamHlI-s biatka RNazy 722
MsRNaseZ2- CaagctTCACCCGGCTGGCTTGACGC

Hindlll-r

Oligonukleotydy wykorzystywane do przygotowania mutantéw w systemie
CRISPR Cas9 - Sekwencja oligonukleotydéw 5’3’

RvCasRNasePH-84-f

£88aAGCGGCTGTGGGTGGCCGACG

RvCasRNasePH-84-r

aaacCGTCGGCCACCCACAGCCGCT

Konstrukcja
szczepu
M. tuberculosis
z obnizonym

poziomem
biatka PH
RvCasRNaseTlike-84-f | gggaATCCTCGATGAATTCGGTGTC Konstrukcja
RvCasRNaseTlike-84-r | aaacGACACCGAATTCATCGAGGAT szczepu

M. tuberculosis
z obnizonym

poziomem
biatka T

MtbCasMtrA84-for gggaAGCCTTCCCCCCGCAGCACGATGG Konstrukcja
MtbCasMtrA84-rev 2aacCCATCGTGCTGCGGGGGGAAGGCT szczepu

M. tuberculosis
z obnizonym

poziomem

biatka CCA
MtbCasPNP-for gggaGCTCCTCGACGTCGACCGTGAGGGG Konstrukcja
MtbCasPNP-rev 2aacCCCCTCACGGTCGACGTCGAGGAGC szczepu

M. tuberculosis
z obnizonym
poziomem
biatka PNP

Oligonukleotydy uzyte do analizy ekspresji genow metod3a PCR w czasie
rzeczywistym (qRT-PCR) — Sekwencja oligonukleotydéw 5’3’

RvsigA-F CCTACGCTACGTGGTGGATTCG Amplifikacja genu sigA o
RvsigA-R TGGATTTCCAGCACCTTCTCCG konstytutywnej ekspresji

w komoérkach

M. tuberculosis
MssigA-F CCAAGGGCTACAAGTTCTCG Amplifikacja genu siaA o
MssigA-R TGGATCTCCAGCACCTTCTC konstytutywnej ekspresji

w komérkach

M. smegmatis
RvpcnART-s GGTAGACCAGCTGCGAGATGTCGT Oligonukleotydy
RvpcnART-r TGCTGCACGACATCGGCAAG wykorzystywane do oceny
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poziomu ekspresji genu
pcnA u M. tuberculosis

Ms-pcnA-RT-s ATCTTGGCGCCCACCACCTC

Ms-pcnA-RT-r TCGAGGACGACGGTCCGGA

Oligonukleotydy
wykorzystywane do oceny
poziomu ekspresji genu
pcnA u M. smegmatis

Tabela. 3.4.1. Lista oligonukleotyddéw wykorzystanych do hybrydyzacji typu Northern

blot.

Nazwa Sekwencja nukleotydowa 5’ >3’

RvtRNA-Asn-GTT AACGCTCTGCCAATTGAGCTACAG

Rv-MstRNA-ProGGG GAACCTGCGACCACTTGACCC

5s GTATCATCGGCGCTGGCAGG

Tabela. 3.4.2. Lista oligonukleotydéw wykorzystanych do badania oddziatywan biatek

z sekwencjami RNA i DNA.

CCCGUCAUCACCCAC

Nazwa ‘ Sekwencja nukleotydowa 5'->3’ | Schemat czasteczki
tRNA_O [HEX]GGGUGAUGGCGGUUCGAU

CCCGUCAUCACCCA
tRNA_C [HEX]GGGUGAUGGCGGUUCGAU
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tRNA_CC

[HEX]GGGUGAUGGCGGUUCGAU
CCCGUCAUCACCCACC

Stem loop [HEX]GGCCCTCTTTAGGGCCACC
DNA ACC 1o
7 e
© &
\/%/ I £
€ @
‘%)\v
g _
5
C,
-/
(@)
Stem-loop [HEX]GGCCCTCTTTAGGGCCAAG
DNA-10 GGTTTAA »
e *fe"ofiﬂ’ IF :
EMSA2c- [Cyanine5]UUCAGCUCGGCAUAA
RNA CGCGCCGCCAGUAGCcuucc
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EMSA1 [HEX]GGAAGGCTACTGGCGGCGC
GTTATGCCGAGCTGAA 20

tRNA_7AU | [HEX]GGGUGAUGGCGGUUCGAU
CCCGUCAUCACCCACCAUAUAUU

tRNA_6A [HEX]JGGGUGAUGGCGGUUCGAU
CCCGUCAUCACCCACCAAAAAA

3.5. Wektory plazmidowe

pJET 1.2/bunt — uniwersalny wektor stuzgcy do klonowania produktéw amplifikacji
(PCR). Zawiera geny: rep, odpowiedzialny za replikacje plazmidu; bla — warunkuje
oporno$¢ na ampicyline (AmpR) oraz samobdjczy gen eco47IR — koduje endonukleaze

Eco47IR, w obrebie niego wystepuje sekwencja polilinkerowa (MCS — multi cloning site).

p2NIL — wektor niereplikujgcy sie u mykobakterii, rekombinacyjny. Zawiera obszar oriE,
ktdry umozliwia replikacje w komadrkach E. coli, gen aph — kodujacy fosfotransferaze
aminoglikozydowg (warunkuje oporno$¢ na kanamycyne), miejsce wielokrotnego

klonowania MCS oraz sekwencje nukleotydowg rozpoznawang przez enzym Pacl.
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pGOAL17 - wektor zawierajgcy obszar oriE pozwalajacy na replikacje w komorkach E. coli
oraz gen bla kodujacy B-laktamaze — nadaje oporno$¢ na ampicyline. Na kasecie
markerowej znajduje sie gen sacB (samobodjczy) kodujgcy lewanosacharaze oraz gen lacZ

— B-galaktozydaze. B-galaktozydaza rozktada bezbarwny X-gal do niebieskiej pochodne;.

pLJR965 —wektor wykorzystywany do wyciszania ekspresji docelowego genu
u M. tuberculosis metodg CRISPR/Cas9, niosgcy gen KanR warunkujgcy opornos¢ na
kanamycyne, sth1- kodujacy inaktywowane biatko Cas9 (dCas9), tetR- kodujacy biatko

represora tetracykliny oraz int-kodujacy integraze.

pLJR962 — wektor wykorzystywany do wyciszania ekspresji docelowego genu
u M. smegmatis metodg CRISPR/Cas9, niosgcy gen KanR warunkujacy opornos¢ na
kanamycyne, sth1- kodujacy inaktywowane biatko Cas9 (dCas9), tetR- kodujacy biatko

represora tetracykliny oraz int, kodujacy integraze.

pHIS-parallell — wektor ekspresyjny, posiadajgcy indukowalny za pomocg IPTG
promotor PT7, umozliwiajgcy nadprodukcje rekombinowanych biatek w fuzji z etykieta
histydynowg (6xHis) w komdrkach E. coli oraz gen AmpR warunkujgcy oporno$é na

ampicyline.

pET28a — wektor ekspresyjny, ktéry umozliwia nadprodukcje rekombinowanego biatka
w fuzji z histydynowg etykietg (His), noszacy gen lacl kodujacy biatko represorowe; aph,
warunkujgcy opornos¢ na kanamycyne. Ekspresja wklonowanego w miejsce MCS genu

odbywa sie z promotora PT7 indukowanego IPTG.

pMV306Km — wektor integracyjny zawierajacy system miejscowo-specyficznej

rekombinacji mykobakteriofaga L5.
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3.6. Wektory plazmidowe skonstruowane w IBM PAN t6dZ w ramach realizacji
pracy doktorskiej

Tabela 3.6.1. Wektory plazmidowe do konstrukcji mutantéw M. smegmatis

Nazwa | Charakterystyka

pEL1 Fragment 3’ oraz sekwencje ponizej genu rnTms o wielkosci 1373 pz,

wklonowany do wektora pJET 1.2/blunt, Amp®

pEL2 Fragment 5’ oraz sekwencje powyzej genu rnTys o wielkosci 1707 pz,

wklonowany do wektora pJET 1.2/blunt, AmpR

pEL3 Fragment 3’ oraz sekwencje ponizej genu rnTys o wielkosci 1373 pz,

wklonowany do wektora p2NIL, KanR

pEL4 Wektor p2NIL noszacy delecje genu rnTws wraz z regionami flankujgcymi,
Kan®
pEL5 Wektor pEL4 niosgcy kasete markerowg ograniczong sekwencjami

rozpoznawalnymi przez enzym Pacl z wektora pGOAL17, Kan®R

pEL6 Fragment 3’ oraz sekwencje ponizej genu rnPHwms o wielkosci 1265 pz,

wklonowany do wektora pJET 1.2/blunt, AmpR

pEL7 Fragment 5’ oraz sekwencje powyzej genu rnPHwus o wielkosci 1458 pz,

wklonowany do wektora pJET 1.2/blunt, Amp®

pEL8 Fragment 3’ oraz sekwencje ponizej genu PHwms o wielkosci 1265 pz,

wklonowany do wektora P2NIL, KanFf

pEL9 Wektor p2NIL noszacy delecje genu PHwms wraz z regionami flankujgcymi,

KanR

pEL10 Wektor pEL9 niosgcy kasete gentamycynowa

pEL11 Wektor pEL10 niosgcy kasete markerowg z wektora pGOAL17, ograniczong

sekwencjami rozpoznawalnymi przez enzym Pacl, KanR

pEL12 Fragment 3’ oraz sekwencja ponizej genu rnDys o wielkosci 1572 pz,

wklonowany do wektora pJET 1.2/blunt, AmpR

pEL13 Fragment 5’ oraz sekwencja powyzej genu rnDuys o wielkosci 1657 pz,

wklonowany do wektora pJET 1.2/blunt, Amp®
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pEL14 Fragment 3’ oraz sekwencja ponizej genu rnDys o wielkosci 1572 pz,
wklonowany do wektora p2NIL, KanR

pEL15 Wektor p2NIL noszacy delecje genu rnDys wraz z regionami flankujgcymi,
KanR

pEL16 Wektor pEL15 niosgcy kasete markerowg z wektora pGOAL17, ograniczong
sekwencjami rozpoznawalnymi przez enzym Pacl, KanR

pEL17 Fragment 3’ oraz sekwencje ponizej genu rnZlyms o wielkosci 1550 pz,
wklonowany do wektora pJET 1.2/blunt, AmpR

pEL18 Fragment 3’ oraz sekwencje ponizej genu rnZlys o wielkosci 1550 pz,
wklonowany do wektora pJET 1.2/blunt, AmpR

pEL19 Fragment 3’ oraz sekwencje ponizej genu rnZlys o wielkosci 1661 pz,
wklonowany do wektora p2NIL, Kan®

pEL20 Wektor p2NIL noszacy delecje genu rnZiys wraz z regionami flankujgcymi,
KanF

pEL21 Wektor pEL20 niosgcy kasete markerowg z wektora pGOAL17, ograniczong
sekwencjami rozpoznawalnymi przez enzym Pacl, Kan®

pEL22 Fragment 3’wraz z sekwencjg ponizej genu rnZ2ys o wielkosci 1752 pz,
wklonowany do wektora pJET 1.2/blunt, Amp®

pEL23 Fragment 5 oraz sekwencja powyzej genu rnZ2yus o wielkosci 1307 pz,
wklonowany do wektora pJET 1.2/blunt, AmpR

pEL24 Fragment 3’ oraz sekwencja ponizej genu rnZ2yms o wielkosci 1752 pz,
wklonowany do wektora P2NIL, KanR

pEL25 Wektor p2NIL niosgcy delecje genu rnZ2us wraz z regionami flankujgcymi 3’
i 5, Kan®

pEL26 Wektor pEL25 niosgcy kasete markerowg z wektora pGOAL17, ograniczong
sekwencjami rozpoznawalnymi przez enzym Pacl, KanR

pEL27 Wektor noszacy fragment DNA kodujacy gen rnTus o wielkoSci 767 pz
wklonowany do wektora pJET 1.2/blunt, Amp®

pEL28 Gen rnTus o wielkosci 767 pz wklonowany do wektora pMV306 Kan®

pEL29 Gen Z1ys o wielkosci 1180 pz wklonowany do wektora pJET 1.2/blunt, AmpR

pEL30 Gen Z1ys o wielkosci 1180 pz wklonowany do wektora pMV306 Kan®
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3.6.2. Wektory plazmidowe do wyciszenia ekspresji gendw M.tuberculosis z

wykorzystaniem systemu CRISPR Cas9

pEL31

Wektor pJET 1.2/blunt noszacy fragment medium PAM 84,6x NNAGCAT dla

wyciszenia ekspresji genu Ty AmpR

pEL32

Wektor pLJR962 niosgcy sekwencje medium PAM 84,6x NNAGCAT T mwp Kan®

pEL33

Wektor pJET 1.2/blunt noszacy fragment medium PAM 84,6x NNAGCAT dla

wyciszenia ekspresji genu PHui, , AmpR

pEL34

Wektor pLIR962 niosagcy sekwencje medium PAM 84,6x NNAGCAT PHui, Kan®

pEL35

Wektor pJE 1.2/blunt noszacy fragment medium PAM 84,6x NNAGCAT dla

wyciszenia ekspresji genu ccam 0 wielkos$ci 700 pz , AmpR

PEL36

Wektor pLJR962 niosgcy sekwencje medium PAM 84,6x NNAGCAT dla ccams

KanR

pEL37

Wektor pJET 1.2/blunt noszacy fragment medium PAM 84,6x NNAGCAT dla

wyciszenia ekspresji genu gpsivm 0 wielkosci 700 pz, AmpR

pPEL38

wektor pLJR962 niosgcy sekwencje medium PAM 84,6x NNAGCAT dla gps/ mtb

KanR

3.6.3.

Wektory uzyte do konstrukcji mutantédw E. coli nadprodukujacych

rekombinowane biatka

PEL39 | wektor pJET 1.2/ blunt z fragmentem DNA kodujacym gen PHwmip 0 wielkosci
780 pz, AmpR

pEL40 | wektor ekspresyjny pHIS z wklonowanym genem PHui, 0 wielkosci 780 pz

pEL41 | wektor pJET 1.2/ blunt z fragmentem DNA kodujgcym gen rnDy;s o wielkosci
1248 pz, Amp®

pEL42 | wektor ekpresyjny pHIS z wklonowanym genem rnDys o wielkos$ci 1248 pz

pEL43 | wektor pJET 1.2/ blunt z fragmentem DNA kodujgcym gen rnZ2yus o wielkosci
861 pz, AmpR

pEL44 | wektor ekspresyjny pHIS z wklonowanym genem rnZ2us o wielkosci 861 pz

3.7. Enzymy
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- amplifikacia DNA

Polimeraza DNA AccuPrime Pfx (Invitrogen)
Polimeraza DNA KAPA Taq (KAPA BIOSYSTEMS)

- taczenie fragmentéw DNA

Ligaza T4 (Fermentas)

-usuwanie zanieczyszczenn DNA z probek RNA

TURBO DNA-free™ Kit (Ambion)

-usuwanie zanieczyszczen RNA z prébek DNA

RNaza (Sigma-Aldrich)

enzymy restrykcyjne FastDigest™ (Fermentas) do trawienia DNA

BamHI - Bacillus amyloliquefaciens H
Bglll - Bacillus globigii

Esp3l (BsmBl) - Bacillus stearothermophilus
Hindlll - Haemophilus influenzae Rd
Kpnl - Klebsiella pneumoniae OK8
Ncol — Nocardia coralina

Notl - Nocardia otitidis-caviarum
Pacl - Pseudomonas alcaligenes

Pstl - Providencia stuartii

Scal - Streptomyces caespitosus
Smal - Serratia marcescens

Xbal - Xanthomonas badrii

3.8. Mieszaniny reakcyjne
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Amplifikacja DNA

Amplifikacje DNA przeprowadzano w objetosci 50 pl z wykorzystaniem polimerazy
DNA oraz buforu 10x stezonego, dotaczonego do zestawu. Reakcje rozpoczynata
denaturacja w temperaturze 95°C przez 2 minuty. Nastepnie reakcja byfta prowadzona

przez 35 cykli:

e Denaturacja —w temperaturze 95°C przez 30 sekund

e Przytgczanie starteréw — w temperaturze zaleznej od uzytych oligonukleotydéw
przez 45 sekund

e Elongacja —w temperaturze 68°C lub 72°C (w zaleznosci od polimerazy) przez 60

sekund (na kazde 1000 pz)

Nastepnie prowadzono ostatnig elongacje w temperaturze 68°C przez 15 minut. Po tym

etapie prébki schtadzano do temperatury 4°C.

taczenie fragmentow DNA przy uzyciu ligazy T4

taczenie fragmentdw DNA prowadzono w objetosci 20 ul, w temperaturze 16°C przez
16 godzin. Do wektora plazmidowego i odpowiedniej wstawki dodawano ligaze DNA T4,

bufor 10x stezony i uzupetniano woda.

Trawienie enzymami restrykcyjnymi

Trawienie DNA endonukleazami prowadzono w buforze dostarczonym przez
producenta restryktaz, w koricowej objetosci 20 ul, w temperaturze 37°C, przez 30

minut.

Mieszanina do syntezy cDNA

Synteze cDNA prowadzono z wykorzystaniem zestawu SuperScriptlll firmy One-Step
firmy Thermo Fisher Scientific w objetosci 20 pl, zgodnie z protokotem producenta.
W skfad mieszaniny reakcyjnej oprécz RNA wchodzit heksanukleotyd starterowy, bufor
reakcyjny, First-Strand Reaction Mix 2 x stezony oraz SuperScriptlll/RNase OUT Enzyme
Mix.

Mieszanina do reakcji gqRT-PCR
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Reakcje ilosciowej amplifikacji w czasie rzeczywistym prowadzono z wykorzystaniem
zestawu PowerUp SYBR Green Master Mix. Do 10 ng cDNA dodawano polimeraze,
odpowiednie oligonukleotydy, SYBR Green master mix. Reakcje prowadzono w objetosci

20 pl. W razie potrzeby uzupetniano woda.

Mieszanina do testowania aktywnosci biatek

Mieszanine do testowania aktywnosci biatek przygotowywano w objetosci 20 pl. Sktad
buforu oraz stezenie biatka dobierano eksperymentalnie. Do reakcji dodawano

znakowane fluorescencyjnie substraty RNA lub DNA w ilo$ci 125 nM.
3.9. Bufory i roztwory

e Bufory do elektroforezy pionowej i poziomej

Bufor TAE do elektroforezy w zelu agarozowym 50xstezony, pH=8

2 M Trizma

0,5M EDTA

Bufor TGB do elektroforezy biatek w zelu poliakrylamidowym 5xstezony

0,025 M Trizma
0,192 M Glicyna
0,1% SDS
e Bufory obcigzajgce

Bufor do obcigzania probek DNA 6xstezony

30% Glicerol
0,25% Btekit bromofenolowy

Bufor do obciazania probek biatkowych 4xstezony

40% Glicerol
0,4% Btekit bromofenolowy

8% SDS
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400 mM DTT
200 mM Tris-HCl pH=6,8
e Bufory do oczyszczania biatek

Bufor wiazacy i ptuczacy

50 mM TrisHCI lub HEPES pH 7.5
150 mM Nacl

40 mM imidazol

0,1 mM PMSF

2mM B-mercaptoethanol

10% glicerol

Bufor do lizy osadu

bufor wigzacy z dodatkiem:
Inhibitor proteaz koktajl 1000x
TritonX-100

DENERASE

Bufor do elucji

50 mM TrisHCI lub HEPES pH 7.5
150 mM NacCl

300 mM imidazol

0,1 mM PMSF

2mM B-mercaptoethanol

10% glicerol

e Bufory do hybrydyzacji metoda Southern blot
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Bufor do depurynagji

35% HCl

Bufor do denaturacji

1,5 M NaCl

0,5 M NaOH

Bufor do neutralizacji, pH=7,5

1,5 M NacCl
0,5 M Tris-HCl pH=7,5

Bufor hybrydyzacyjny

0,5 M Nacl
4% odczynnik blokujgcy

Bufor SSC (20x stezony), pH 7

cytrynian sodu - 0,3 M
NaCl-3 M

Bufor przemywajacy |

mocznik -2 M

SDS-0,1%

NaH2PO4 pH 7 - 50 mM
NaCl - 150 mM

MgCl; - 1 mM

odczynnik blokujacy - 0,2%

Bufor przemywajacy Il (20x stezony), pH 10

NaCl-2 M
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Tris-HCI-1 M

Bufor przemywajacy |l (roboczy)

bufor przemywajacy Il (1x stezony)
MgCl2 - 0,2 mM
e Bufory do hybrydyzacji metodg Western blot

Roztwor wyjsciowy 10xstezony, pH=8,3

1,92 M Glicyna
250 mM Tris-HCL

Bufor do transferu

Roztwor wyjsciowy rozciericzony w 20% metanolu

Bufor blokujacy

10% mleko w buforze TBS

Bufor do rozcieniczania przeciwciat

10% mleko w buforze TBS-T
Bufor TBS

200 mM NacCl

50 mM Tris-HCl pH=7,4
Bufor TBS-T

200 mM NacCl

50 mM Tris-HCl pH=7,4

0,05% Tween 20

Mysia surowica odpornosciowej skierowanej przeciwko biatku PAPI oraz PNP
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Surowice uzyskata dr hab. Bozena Dziadek, prof. nadzw. Ut, w Katedrze Mikrobiologii

Molekularnej Uniwersytetu tédzkiego.

Roztwdr krdliczych przeciwciat znakowanych peroksydaza chrzanowa skierowanych

przeciwko immunoglobulinom mysim

Przeciwciata komercyjne (Dako)

Roztwér ECL do wywotania reakcji chemiluminescenciji

Mieszanina komercyjnych odczynnikow w proporcji 1:1 Pierce ECL Western Blotting

Substerate
3.10. Markery wielkosci

e Markery do okreslania wielko$ci 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
e 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

3.11. Zele do elektroforezy

Zel agarozowy do elektroforezy poziomej

1 % agaroza (BioShop) w buforze TAE

Zel poliakrylamidowy do pionowej elektroforezy biatek

e Zel rozdzielajacy
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30% akrylamid (BioRad) - 12%
Tris-HCI pH 8,8 (Serva) - 0,36 M
SDS (Sigma) - 0,1%
APS (Sigma) - 0,1%
TEMED (Sigma) - 0,1%
H.O

o Zel zatezajacy
30% akrylamid (BioRad) - 5%
Tris-HCl pH 6,8 (Serva) - 0,1 M
SDS (Sigma) - 0,1%
APS (Sima) - 0,1%
TEMED (Sigma) - 0,1%
H20

Zel poliakrylamidowy do pionowej elektroforezy kwasdw nukleinowych

40% akrylamid (BioRad) — 15%
Mocznik - 15%

Bufor TBE

TEMED (Sigma) - 0,1%

APS (Sima) - 0,1%

H.0

3.12. Pozostate odczynniki

e [B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich)
e Bibuta chromatograficzna (Whatman)

e Bromek etydyny (Sigma-Aldrich)
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Chloroform (Sigma)

CH3COOK - octan potasu (Sigma)

Ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich)

DMSO (BioShop)

DNAzol (Invitrogen)

Etanol (Polmos)

Fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF) (Sigma-Aldrich)
Glicerol (Sigma)

Imidazol (Sigma-Aldrich)

Instant Blue (Expedeon)

IPTG (Sigma-Aldrich)

Kanamycyna (BioShop)

Klisze rentgenowskie Pierce CL-Xposure (Thermo Scientific)
Kolumna HiPrep™ 16/60 Sephracyl™S — 200 HR (Cytiva)
Kulki cyrkoniowe 0,1 mm (BioSpec Products)

Kulki krzemionkowe 0,1 mm (MP Biomedicals)

Kulki magnetyczne (Omega BIO-TEK)

Kuwety do elektroporacji (Sigma-Aldrich)

Membrana nylonowa Amersham Hybond-N (GE Healthcare)
Mocznik (Sigma-Aldrich)

Nadsiarczan amonu (APS) (Sigma-Aldrich)

RNaza (Sigma-Aldrich)

TEMED (Sigma-Aldrich)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

TRIzol (Invitrogen)

Tween 20 (Sigma-Aldrich)

Tween 80 (Sigma-Aldrich)

Tyloxapol (Sigma-Aldrich)

Woda DEPC (Ambion)

30% H,0; (Sigma-Aldrich)
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3.13. Zestawy komercyjne wykorzystane w badaniach

e Do izolacji plazmidowego DNA - Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega)

e Do elucji DNA z zelu agarozowego - QIAEX |l Gel Extraction Kit (Qiagen)

e Do hybrydyzacji typu Southern - Direct Nucleic Acid Labelling and Detection
System (Amersham Biosciences)

e Do gRT-PCR - Power Up SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems)
e Do rybodeplecji - riboPOOL, siTOOLs Biotech GmbH, Planegg/Martinsried,

Germany

e Do przygotowania bibliotek RNA-Seq - KAPA Stranded RNA-Seq Library
Preparation Kit (KAPA BIOSYSTEMS), TrueSeq Small RNA Library (llumina), VAHTS
mRNA-seq Library Prep Kit for [llumina (Vazyme Biotech)

e Do sprawdzenia jakosci RNA — Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent)

e Do analizy bibliotek - Agilent DNA 1000 Kit (Agilent) oraz Agilent DNA High
Sensitivity KIT (Agilent)

o Do wywotywania Western blot - Pierce ECL Western Blotting Substrate

3.14. Aparatura

e Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent)

e Gene Pulster (BioRad)

e Homogenizator - FastPrep-24 MP (Biomedicals)

e Sekwenator - NextSeq 500 (lllumina)

e Skaner fluorescencyjny - Typhoon 8600 Imager Scanner (GE Healthcare)

e Spektofotometr/Fluorymetr - DS-11 FX (DeNovix)

e Sprzet do wywotywania filmow rentgenowskich - Medical X-ray Processor
(Kodak)

e System AKTA (GE Healthcare)

e Termocykler 96-dotkowy - Applied (Biosystems)
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e QuantStudio Real Time PCR (Thermo Fisher Scientific)

e UV -Stratalinker 1800 firmy (Stratagene)

e Wirdwka do probowek typu Eppendorf - MiniSpin (Eppendorf)
e Wirdéwka do probowek typu Falcon — 5804 (Eppendorf)

e Woytrzgsarka (Infors Orbitron)

4. Metody

4.1 Hodowle bakteryjne

Szczepy Escherichia colihodowano w temperaturze 37 °C w podtozu LB. Hodowle
ptynne inkubowano przez 16 do 24 godzin na wytrzgsarce o ruchu obrotowym (140
rpom), w szklanych probdéwkach lub kolbach. Hodowle na podtozu statym (z dodatkiem

2% agaru) prowadzono na szalkach Petriego.

Szczep Mycobacterium smegmatis mc?155 inkubowano w temperaturze 37°C
w podtozu Middlebrook 7H9 z dodatkiem OADC oraz 0,05% Tween 80. Hodowle ptynne
inkubowano przez 16 do 24 godzin (logartymiczna faza hodowli) lub okoto 120 godzin
(faza stacjonarna) na  wytrzgsarce o ruchu obrotowym (140 rpm),
w szklanych kolbach. Hodowle na podtozu statym Middlebrook 7H10 suplementowanym

10% OADC i 0,5 %glicerolem prowadzono na szalkach Petriego.

Szczep Mycobacterium tuberculosis H37Rv hodowano w temperaturze 37°C
w podtozu Middlebrook 7H9 z dodatkiem OADC oraz 0,05% Tween 80 w butelkach
hodowlanych od 5-14 dni. Hodowle na podtozu statym Middlebrook 7H10, OADC

i glicerolem prowadzono na szalkach Petriego przez 3 tygodnie.

Do pozywki dodawano antybiotyki lub inne substancje w zaleznosci od

prowadzonych eksperymentéw.
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4.2. 1zolacja plazmidowego DNA z komoérek E. coli

Plazmidowy DNA izolowano z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw Wizard Plus

SV Minipreps DNA Purification System (Promega), zgodnie z zaleceniami producenta.

4.3. 1zolacja chromosomalnego DNA

Chromosomalny DNA izolowano z wykorzystaniem metody mechanicznej

dezintegracji komorek.

Materiat M. smegmatis lub M. tuberculosis pobrano ezg do probwki typu
Eppendorf z 200 pl buforu TE oraz kulkami cyrkoniowymi o $rednicy 0,1 mm. Nastepnie
komorki rozbito mechanicznie przy pomocy urzgdenia FastPrep®-24 (MP Biomedicals) -
2 razy po 45 sekund (6 m/s) i przeprowadzono lize komérek z wykorzystaniem DNA-zolu.
W celu oczyszczenia chromosomalnego DNA do zawiesiny dodano 200 ul mieszaniny
chloroform:alkohol izoamylowy (24 : 1). DNA precypitowano trzema objetosciami 96%
etanolu z dodatkiem 0,1 objetosci préobki 5MAcK. Preparaty DNA trawiono RNazg aby

pozby¢ sie czgsteczek RNA.

4.4. Izolacja catkowitego RNA z komérek M. smegmatis oraz M. tuberculosis

RNA izolowano z osadéw komérkowych, ktore zawieszano w 300 pl wody DEPC.
Do zawiesiny dodawano 900 pl odczynnika TRIzol, nastepnie przenoszono do probdowek
Lysing Matrix (MP Biomedicals) z krzemionkowymi kuleczkami o $rednicy 0,1 mm.
Probéwki homogenizowano dwukrotnie 45 sekund (6 m/s) na urzgdzeniu FastPrep®-24
(MP Biomedicals). Po osadzeniu sie kuleczek na dnie probéwki, pobierano supernatant,
ktory przenoszono do probowki typu Eppendorf i wirowano przez 8 minut
w temperaturze 4°C, przy predkosci 12 000 g. Po wirowaniu, supernatant przenoszono
do nowej probdéwki i inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
do lizatu dodawano 250 ul chloroformu i mieszano przez 2 minuty. Prébki inkubowano
przez 10 minut na lodzie i wirowano przez 15 minut w temperaturze 4 °C, przy predkosci
12000 g. Do probdwki przenoszono okoto 2/3 gornej fazy wodnej, ktorg nastepnie
precypitowano 1 objetoscig izopropanolu, 1/10 objetosci 3 M octanu sodu o pH 5,7 oraz

1 ul odczynnika GlycoBlue (Invitrogen). Precypitacje prowadzono w temperaturze -80°C
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przez noc. Po inkubacji probki wirowano przez 30 minut w temperaturze 4 °C, przy
predkosci 20 000 g, kolejno supernatant zlewano a osad przemywano 500 pl 70%
schtodzonego etanolu. Prébki ponownie wirowano przez 30 minut w temperaturze 4°C,
przy predkosci 20 000 g, nastepnie supernatant zlewano, natomiast osad suszono
w temperaturze pokojowej przez okoto 15 minut i zawieszano w 50 pl wody DEPC.

Uzyskany catkowity RNA przechowywano w temperaturze -80°C.

Preparaty RNA trawiono DNazg Turbo (Invitrogen), zgodnie z wytycznymi

producenta.

4.5. Amplifikacja DNA przy pomocy reakcji PCR

Reakcje amplifikacji DNA wykonano z uzyciem polimerazy AccuPrime Pfx lub
KAPA Tagq, oligonukleotydowych sekwencji (Materiaty 3.4.) oraz buforu zalecanego przez
producenta, w objetosci 50 ul i umieszczano w termocyklerze. Amplifikacja obejmowata

denaturacje dwuniciowego DNA oraz 35 powtarzajgcych sie cykli:
. denaturacja (90 sekund, 95°C)

. przyfaczanie oligonukleotyddéw (45 sekund, temperatura zalezna od temperatury

miekniecia syntetycznych oligonukleotydéw)
J wydtuzanie taricucha (60 sekund na kazde 1000 pz, temperatura 68 lub 72°C)

Koncowym etapem reakcji byta elongacja (15 minut w temperaturze odpowiedniej dla

uzywanej polimerazy).

4.6. Trawienie enzymami restrykcyjnymi

DNA trawiono z wykorzystaniem odpowiednich enzyméw restrykcyjnych oraz

buforu FastDigest przez 30 minut w temperaturze 37°C.

4.7. Elektoforeza pozioma w zelu agarozowym

Elektoforeze w zelu agarozowym prowadzono w celu rozdzielenia czgsteczek

DNA wzgledem markera wielkosci. Rozdziat zachodzit w buforze 1 x TAE przy
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odpowiednim napieciu (5 V na 1 centymetr odlegtosci miedzy elektrodami). Produkty

rozdziatu wizualizowano w swietle UV o dtugosci fali 260 nm.

4.8. Elucja DNA z zeli agarozowych

Elucje rozdzielonych fragmentow DNA z zelu agarozowego wykonywano
z wykorzystaniem zestawu QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen) zgodnie

z zaleceniem producenta.

4.9. Precypitacja DNA

Precypitacje DNA prowadzono z uzyciem 3 objetosci 95% etanolu i 0,1 objetosci
5M octanu potasu. Mieszanine inkubowano przez 1 godzine w temperaturze - 70 °C
i wirowano przez 10 minut w temperaturze 4 °C predkosci 12 000 g. Otrzymany osad
przemywano 70% etanolem i wirowano w takich samych warunkach. Wysuszony osad

DNA zawieszano w wodzie.
4.10. taczenie fragmentow DNA

taczenie fragmentéw DNA wykonywano z zastosowaniem enzymu ligazy T4
przez 16 godzin w temperaturze 16 °C lub przez 2 godziny w temperaturze 22 °C.
4.11. Pomiar stezenia DNA i RNA

Stezenie oraz czystos¢ DNA i RNA mierzono z wykorzystaniem sprzetu DS-11 FX
firmy DeNovix.
4.12. Sekwencjonowanie fragmentéw DNA

Produkty amplifikacji DNA sprawdzano poprzez sekwencjonowanie metodg

Sangera na urzadzeniu Genetic Analyzer 3500, obstugiwanym przez dr Matgorzate

Koryckg — Machate.

4.13. Przygotowanie komorek kompetentnych E. coli z zastosowaniem chlorku
rubidu
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Szczep E. coli Top 10 hodowano w temperaturze 37°C do ODe0o=0,5
(wspotczynnik gestosci optycznej) w objetosci 100 ml podtoza LB Po inkubacji hodowle
inkubowano w taini lodowej przez 30 minut, wirowano 10 minut
w temperaturze 4°C, przy predkosci 3 900 g. Osad komodrek inkubowano w buforze |
(Materiaty 3.9.) przez 2 godziny, nastepnie wirowano i osad zawieszono w buforze Il
(Materiaty 3.9.) i porcjowano po 100ul do jatowych probdwek typu Eppendorf. Komérki

kompetentne przechowywano w temperaturze -80°C

4.14. Transformacja metodg szoku cieplnego

Komorki kompetentne po rozmrozeniu inkubowano z DNA plazmidowym przez
30 minut w fazni lodowej. Nastepnie komaorki inkubowano w temperaturze 42°C przez
90 sekund i schtadzano przez 2 minuty na lodzie. Do komdrek dodawano 0,5 ml podtoza
LB i inkubowano w temperaturze 37°C, na wytrzgsarce przez 1 godzine. Po inkubacji

mieszanine wysiewano na podtoze LB z odpowiednimi czynnikami selekcyjnymi.

4.15. Przygotowanie komdérek kompetentnych M. smegmatis

Hodowle M. smegmatis w objetosci 100 ml prowadzono do wartosci OD600=0,6
— 0,8 (wspdtczynnik gestosci optycznej). Po 1,5 godzinnej inkubacji w fazni lodowej,
hodowle wirowano przez 10 minut w temperaturze 4°C, przy predkosci 3 900 g. Osad 3-
krotnie zawieszano w jatowym 10% glicerolu, zmniejszajgc jego objetos¢ od 90ml, 45ml
do 20ml. Nastepnie komorki zawieszano w 1 ml 10% glicerolu i porcjowano po 100 pl do

probéwek typu Eppendorf.

4.16. Przygotowanie komorek kompetentnych M. tuberculosis

Hodowle M. tuberculosis prowadzono w objetos$ci 10 ml do wartosci 0D600=0,8
— 1 (wspodtczynnik gestosci optycznej). Do hodowli dodano jatowg glicyne (koncowe
stezenie 1,5%) i inkubowano 24 godziny w temperaturze 37°C. Po inkubacji hodowle
wirowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej, przy predkosci 3 900 g. Osad
trzykrotne ptukano w jatowym 10% glicerolu w objetosci odpowiednio 5ml; 2,5mli 1ml.

Ostatecznie osad zawieszano w 400 ul i porcjowano po 200 pl.
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4.17. Elektrotransformacja komaorek M. smegmatis oraz M. tuberculosis

Wprowadzajgc plazmidowy DNA do wnetrza komérek zastosowano technike
elektroporacji, polegajgca na destabilizacji oston komdérkowych pod wptywem impulsu
pragdu elektrycznego. Komoérki kompetentne wraz z obcym DNA przenoszono do
zmrozonych kuwet i przeprowadzano elektrotransformacje (napiecie 2,5 kV, opér 1000
Q, pojemnosc¢ elektryczna 25 WF). Nastepnie komorki przenoszono do probéwki typu
falcon z podtozem hodowlanym (Middlebrook 7H9 OADC/ Tween 80)

i inkubowano 24 godziny w temperaturze 37°C na wytrzgsarce.

4.18. Konstrukcja plazmidow do nadekspresji rekombinowanych biatek

Po amplifikacji fragmentu DNA, zawierajgcego badane geny kodujgce RNaze PH,
D i Z2 na matrycy chromosomalnego DNA M. smegmatis mc?, produkty PCR klonowano
do wektora pJET 1.2, sekwencjonowano metodg Sangera a nastepnie trawiono
z wykorzystaniem odpowiednich endonukleaz (BamHl i Hindlll — Rnaza Z2, Bglll i Hindlll
—RNaza PH, Ncol i Hindlll — Rnaza D) i klonowano do wektora ekspresyjnego pHIS (Rycina
4.18). Uzyskane rekombinowane plazmidy transformowano do komérek E. coli Top10

a nastepnie E. coli BL21 (DE3), E. coli BL21 (DE3) pLysS i E. coli Rosetta.

GxHis

amplifikacja genu

mPH/rZ2/rnD pH gapga ;a zHeI

' b

blunt-end
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2975 pz gcodll pEL40/pEL42/

pEL44

bla (Ap) — — — —
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Rycina 4.18. Schemat konstrukcji plazmidéw do nadprodukcji biatek w komérkach E. coli.
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4.19. Nadprodukcja i oczyszczanie rekombinowanych biatek z komaérek E. coli

Hodowle E. coli niosgcych plazmidy ekspresyjne, prowadzono w 37°C do
0OD600=0,6 - 0,8. Ekspresje biatek indukowano IPTG (izopropylo-B-D-1-
tiogalaktopiranozyd). Parametry takie jak: stezenie induktora, temperatura i czas
indukcji zostaty zoptymalizowane poprzez prébng indukcje. Hodowle na duzg skale

prowadzono w kolbach w objetosci 500 ml.

Biatka oczyszczono metodg chromatografii powinowactwa, na kolumnach ze
ztozem niklowym lub kobaltowym. Do rozmrozonego osadu komodrek dodano 10 ml
buforu lizujgcego z dodatkiem PMSF w stezeniu 0,1 mM i B-merkaptoetanolu
w stezeniu 2 mM. Zawiesine sonikowano sondg ultradzwiekowg i wirowano w 4°C przez
50 minut, przy predkosci 19 000 g. Po kalibracji kolumny buforem, naktadano na nig
supernatant. Kolumne ptukano buforem ptuczagcym a biatko eluowano 10ml buforu do
elucji (10 probowek po 1 ml). Prébki poszczegdlnych frakcji analizowano na zelu SDS-

PAGE.

4.20. Doczyszczanie biatek z wykorzystaniem systemu AKTA start

Po analizie frakcji biatka zebranych podczas elucji poszczegélne prébki tgczono
i zatezano na koncentratorach do biatek do objetosci 500 ul. Przygotowany w ten sposéb
preparat nanoszono na kolumne HiPrep™ 16/60 Sephracyl™S — 200 HR do filtracji
zelowej zainstalowanej w systemie AKTA start. Doczyszczone frakcje biatka zebrano

i skoncentrowano.

4.21. Oznaczanie stezenia biatka

Stezenie biatka oznaczano z zastosowaniem odczynnika Bradford Reagent oraz
sprzetu DS-11 FX firmy DeNovix. Do kuwety dodawano 1 ml odczynnika i po 10 ul
wzorcowych roztworéw BSA oraz badanych biatek. Po 10 minutach inkubaciji,
dokonywano pomiaru absorbancji roztworéw, przy dtugosci fali 595 nm wobec préoby

Slepej, ktorg stanowit sam odczynnik.
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4.22. Jednokierunkowa elektroforeza pionowa biatek w zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE)

Do rozdziatu biatek wzgledem ich masy czasteczkowej wykorzystano
elektroforeze w zelu poliakrylamidowym. Przed natozeniem prébek na zel mieszano je
z buforem obcigzajgcym i denaturowano w temperaturze 95 °C przez 10 minut. Rozdziat
prowadzono w buforze TGB przy napieciu pragdu 140 V. Po zakoriczonym rozdziale zel

barwiono barwnikiem Instant Blue i poréwnywano wielko$¢ biatka z markerem.

4.23. Konstrukcja wektoréw do rekombinacji homologicznej

Konstrukcja wektoréw do rekombinacji homologicznej polegata na wklonowaniu
do wektora p2NIL fragmentow DNA otaczajgcych badany gen z wewnetrzng delecjg oraz
kasetg markerowg pochodzgcg z pGOAL17. Uzyskany wektor nidst geny markerowe: aph
— warunkujgcy opornosé¢ na kanamycyne, sacB — warunkujacy wrazliwos¢ na sacharoze
oraz lacZ — nadajagcy komoérkom zdolno$¢ do rozktadu X-galu. Geny markerowe
pozwalaty na odrdznienie szczepow SCO (pojedynczych krzyzowych rekombinantéw)

i DCO (podwdjnych krzyzowych rekombinantéw) od szczepu dzikiego.

4.24. Otrzymywanie mutantéw SCO i DCO

Przygotowane wektory plazmidowe do rekombinacji homologicznej
wprowadzono do komérek kompetentnych M. smegmatis. Mutanty SCO uzyskane
w wyniku pojedynczej rekombinacji homologicznej nabywajg cech kodowanych przez
geny obecne na plazmidzie. W wyniku podwaéjnej rekombinacji homologicznej uzyskuje
sie mutanty DCO. DNA plazmidowy niosgcy geny markerowe zostaje utracony,

jednoczesnie dochodzi do delecji ,,dzikiej” lub zmutowanej kopii genu (Rycina 4.24).
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Rycina 4.24. Schemat otrzymywania mutantéw SCO i DCO.

4.25. Poszukiwanie mutantéw SCO i DCO

W celu typowania mutantéw SCO i DCO wykorzystano podtoza zawierajace

odpowiednie czynniki selekcyjne (sacharoze, X-gal) (Rycina 4.25).
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Rycina 4.25. Schemat poszukiwania mutantéw SCO i DCO.
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4.26. Hybrydyzacja metoda Southern blot

Genotyp zaréwno mutantéw SCO jak i DCO potwierdzano metodg Southern blot.
Transfer trawionego DNA z zelu wykonano na nylonowg membrane przeprowadzono
zgodnie z protokotem opisanym przez Sambrook i wsp. w 1989r. Etap znakowania sondy,
prehybrydyzacji, hybrydyzacji oraz detekcji sygnatu wykonano wykorzystujgc zestaw
odczynnikdéw ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection System (Amersham

Biosciences) zgodnie z instrukcjg producenta.

4.27. Analiza wzrostu szczepdw M. smegmatis pomiar gestosci optycznej (ODsoo)

Krzywa wzrostu szczepow bakterii w podtozu bogatym i minimalnym wyznaczano
poprzez czasowe (co 3 godz.) pomiary gestosci optycznej hodowli. Hodowle
w logarytmicznej fazie wzrostu (ODeoo 0,8) rozciericzano do jednakowej gestosci

a nastepnie wykonywano pomiary gestosci optycznej w 6, 9, 24 i 48 godzinie hodowli.

4.28. Globalna analiza transkryptomu szczepdw M. smegmatis oraz
M. tuberculosis

W celu globalnej analizy transkryptomu badanych szczepow jakos¢
wyizolowanego RNA sprawdzono z wykorzystaniem zestawu Agilent RNA oraz aparatu
Agilent 2100 Bioanalyzer. RNA oczyszczono wykorzystujgc kulki magnetyczne Mag —
Bind TotalPure NGS (Omega). Catkowity RNA zawiera duzg pule rRNA, ktérego ilosé
zmniejszono wykonujgc rybodeplecje prébek z wykorzystaniem zestawu Pan-
Actinobacterial riboPOOL. Biblioteki RNA przygotowano przy uzyciu KAPA Stranded
RNA-Seq Library Preparation Kit (KAPA BIOSYSTEMS), TrueSeq Small RNA Library
Preparation (lllumina) lub VAHTS mRNA-seq Library Prep Kit for Illumina (Vazyme
biotech). Jako$¢ oraz ilos¢ bibliotek okreslano z wykorzystaniem komercyjnego zestawu
Agilent DNA 1000 Kit (Agilent). Uzyskane biblioteki zostaty zsekwencjonowane przez
dr Marcina Stomke, w ramach wspodtpracy z laboratorium BioBank Katedry Biofizyki
Molekularnej Uniwersytetu tddzkiego, z wykorzystaniem urzgdzenia NextSeq 500 firmy

llumina. Analiza bioinformatyczna wynikédw sekwencjonowania RNA zostata wykonana
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przez dr Przemystawa Ptocinskiego z Instytutu Biologii Medycznej PAN oraz autorke

niniejszej pracy.

4.29. Analiza RNA z wykorzystaniem hybrydyzacji Northern blot

Hybrydyzacje typu Northern zastosowano do okreslenia ilosci poszczegdlnych
czgsteczek tRNA dla szczepu dzikiego oraz mutanta M. smegmatis oraz M. tuberculosis
z obnizonym poziomem biatka PAPI. Catkowity RNA w ilosci 2 — 5 pg naniesiono na 1,2%
zel agarozowy lub 12% zel poliakrylamidowy. Nastepnie wykonano transfer

rozdzielonych probek RNA na membrane nylonowa.

W przypadku zeli agarozowych zastosowano transfer kapilarny w buforze 20
x SSC, zas zeli akrylamidowych w buforze 0,5 x TBE, wedtug protokotu opisanego przez
Jansen i wsp. 2012. Po utrwaleniu membrany w $wietle UV (260 nm) prowadzono
hybrydyzacje sondami oligonukleotydowymi znakowanymi y-32P-ATP. Po ptukaniu
membrany, sygnat transferowano przez 1 godzine na ekran do obrazowania. W celu
wizualizacji wynikéw, ekran skanowano przy uzyciu aparatu Typhoon 8600 Imager

Scanner.

4.30. Immunodetekcja biatek za pomocg Western blot

Biatka rozdzielane w zelach SDS-PAGE przenoszono na membrane PVDF przez 16
godzin w buforze do transferu, w temperaturze 4°C, przy natezeniu pradu 50 mA. Po
transferze, membrane blokowano w buforze blokujgcym i inkubowano na kotysce
laboratoryjnej przez 1,5 godziny w temperaturze pokojowej. Po inkubacji bufor
blokujacy zlewano, a do kuwety dodawano 10 ml roztworu z przeciwciatami
pierwszorzedowymi. Membrane inkubowano przez kolejne 1,5 godziny na kotysce
laboratoryjnej. Kolejno, przeciwciata niezwigzane z biatkiem odptukiwano poprzez
szesciokrotne ptukanie membrany buforem TBS-T. Nastepnie membrane inkubowano
z 10 ml przeciwciat drugorzedowych rozcierniczonych w buforzeTBS, przez 1,5 godziny.
Po inkubacji przeciwciata odptukiwano poprzez szesciokrotne ptukanie membrany po
5 minut. Na membrane nanoszono substrat dla peroksydazy, z ktdrym inkubowano przez

2 minuty. Po tym czasie membrane umieszczano w kasecie rentgenowskiej, nastepnie
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w ciemni na membrane naktadano klisze rentgenowska. Ekspozycje prowadzono od 30

sekund do kilku minut, po czym klisze wywotywano w Medical X-ray Processor (Kodak).

4.31. Konstrukcja mutantow CRISPR-Cas9

W celu przygotowania mutantéw z obnizonym poziomem ekspresji biatka
CCAwmtb/msm Oraz PNPazy wykorzystano sekwencje oligonukleotydowe komplementarne
do badanych genéw w sgsiedztwie sekwencji PAM (Protospacer Adjacent Motif), ktére
poddano tgczeniu (annealing). Przygotowane w ten sposdb sekwencje
oligonukleotydowe klonowano do plazmidu pLJR962 lub pLIR965 (odpowiednio dla
M. smegmatis lub M. tuberculosis), trawionego wczesniej enzymem BsmBI. Mieszanine
ligacyjng transformowano do komodrek kompetentnych E. coli Topl0 a otrzymane
plazmidy poddawano sekwencjonowaniu metodg Sangera celem sprawdzenia
obecnosci klonowanych sekwencji oligonukleotydowych dla badanych gendw.
Nastepnie rekombinowane plazmidy transformowano do komdrek kompetentnych
M. smegmatis lub M. tuberculosis. Z wybranych elektrotransformantéw wyizolowano
chromosomalny DNA, w celu potwierdzenia integracji plazmidéw z chromosomalnym
DNA z wykorzystaniem sekwencji starterowych (Materiaty 3.4.). Rycina 4.31 przedstawia

sposdb zastosowania systemu CRISPR-Cas9.

dCas9
transcriptional
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Rycina 4.31. Obnizanie poziomu ekspresji genéw za pomocg systemu CRISPRi/dCas9.
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4.32. llosciowy PCR w czasie rzeczywistym

Metodg ilosciowego PCR (qRT-PCR) analizowano poziom transkryptéw genu
pcnAmis, Wykorzystujgc probki RNA izolowanego z mutantéw z obnizonym poziomem
biatka PAPI (PAPIcrispr/Ccas9)- RNA poddano odwrotnej transkrypcji
z wykorzystaniem oligonukleotydéw komplementarnych do genu z uzyciem zestawu
SuperScript Il FirstStrand Synthesis SuperMix (Invitrogen). Reakcje ilosSciowego PCR
W czasie rzeczywistym przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu PowerUp SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems) na urzadzeniu Quant Studio 5 (Applied
Biosystems). Reakcje przeprowadzono zgodnie z protokotem: poczatkowej denaturacji
w 50°C i 95°C przez 2 minuty, 45 cykli denaturacji (95°C, 15 s), przytaczania starteréw
(65°C, 15 s) oraz wydtuzania transkryptu (72°C, 60 s). Dla kazdej reakcji PCR wykonywano

analize krzywej topnienia, aby sprawdzi¢ jednorodnos$¢é powstatych produktéw PCR.

4.33. Analiza wynikéw qRT-PCR metoda komparatywna

Metoda komparatywna (Livak & Schmittgen, 2001) pozwala na obliczenie
wzglednych rdznic poziomu ekspresji analizowanego genu miedzy szczepami badanymi,
a szczepem kontrolnym. Poziom badanego transkryptu odnoszono do poziomu ekspresji
genu referencyjnego sigA. Po przeprowadzonej analizie wyznaczano cykle progowe (Ct
— ang. copy treshold) reakcji amplifikacji gendw badanych oraz referencyjnego
w szczepie kontrolnym oraz szczepach badanych. Dla wszystkich szczepéw bakteryjnych
wyznaczano roéznice pomiedzy wartosciami Ct genu analizowanego i genu

referencyjnego (ACt):
ACt (szczep badany) = Ct genu analizowanego — Ct genu referencyjnego
ACt (szczep dziki) = Ct genu analizowanego — Ct genu referencyjnego

Nastepnie dla kazdego szczepu badanego obliczano wartos¢ podwadjnej delty

(AACH):

AACt = ACt (szczep badany) - ACt (szczep dziki)
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Wzgledny poziom ekspresji analizowanego genu miedzy szczepami badanymi,

a szczepem kontrolnym wyznaczano ze wzoru:
R =2-AACt

Wartos¢ parametru R réwna 1 informuje, ze poziom ekspresji genu w szczepie
badanym i szczepie kontrolnym jest taki sam. Wartos¢ ponizej 1 oznacza, ze poziom
ekspresji w szczepie dzikim jest wyiszy niz w szczepie badanym, i na odwrét

w przypadku, gdy warto$é R jest wieksza od 1.

4.34. Przygotowywanie lizatow biatkowych z hodowli komdérkowych M. smegmatis
i M. tuberculosis

Odpowiednio do danego eksperymentu przygotowane hodowle szczepéw
wirowano przez 5 minut w temperaturze 4°C, przy predkosci 14 100 g. Zlewano
supernatant a osad zawieszano w 200 ul buforu TE. Nastepnie zawiesine przenoszono
do probowki Eppendorf, do ktérej dodawano 2 — 3 krople kulek cyrkoniowych. Osady
homogenizowano przez 45 sekund, przy uzyciu urzgdzenia FastPrep®-24 (MP
Biomedicals). Do zawiesiny dodawano SDS do koricowego stezenia 2%. Nastepnie probki
inkubowano przez 15 minut w temperaturze 55°C i wirowano przez 10 minut
w temperaturze 4°C, przy predkosci 3 900 g. Supernatant przenoszono do nowych

probéwek Eppendorf i przechowywano w temperaturze -20°C.
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4.35. Konstrukcja plazmidéw do komplementacji
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Rycina 4.35. Schemat konstrukcji rekombinowanych plazmidéw do komplementaciji.

Aby uzyska¢ wektory integracyjne do komplementacji mutantéw pozbawionych
funkcjonalnych gendéw kodujgcych rnT oraz rnZl M. smegmatis, przeprowadzano
niezalezng amplifikacje genéw na matrycy chromosomalnego DNA M. smegmatis,
z uzyciem odpowiednich sekwencji oligonukleotydowych zamieszczonych w tabeli 4.3.
Uzyskane produkty amplifikacji dla poszczegdlnych gendw klonowano w wektorze pJET
1.2, a po weryfikacji ich sekwencji (sekwencjonowanie metodg Sangera) przeklonowano
do wektora pMV306Km (w miejsca Xbal/Hindlll). Uzyskane na bazie pMV306Km
plazmidy komplementacyjne niosgce badane geny nazwano pEL28 i pEL30 (Rycina

4.35.).

Plazmidy komplementacyjne wprowadzano poprzez elektrotransformacje do
komodrek kompetentnych mutantéw DCO mykobakterii pozbawionych funkcjonalnych
genow. W wyniku transformacji doszto do integracji plazmidu w miejsce attB
wystepujgce w DNA chromosomalnym oraz nabycia cech kodowanych przez geny
wprowadzone do komérki. Mutanty nabyty zdolnos¢ do ekspresji gendw, ktére utracity
w procesie podwadjnej rekombinacji homologicznej. Selekcja mutantéw posiadajgcych
integrowany wektor byta mozliwa dzieki ekspresji genu nadajgcego oporno$é na

kanamycyne.
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5. Wyniki

5.1 Identyfikacja enzymu o aktywnosci nukleotydylotransferazy tRNA w proteomie
mykobakterii metodami in silico

Kazda funkcjonalna czgsteczka tRNA zdolna do aminoacylacji odpowiednim
aminokwasem musi zawieraé terminalng sekwencje CCA. Analizy baz danych wskazuja,
ze u mykobakterii sposréd 45 zidentyfikowanych rodzajow tRNA tylko 23 geny koduja
tRNA wraz z terminalng sekwencjg CCA (Tabela S1). Wydaje sie wiec, ze proteom
mykobakterii musi posiadaé enzym o aktywnosci nukleotydylotransferazy tRNA (TNT)
znany réwniez jako enzym dodajacy sekwencje CCA (CCA adding enzyme). Analiza
annotowanych gendw u mykobakterii nie pozwolita jednak na identyfikacje genu
kodujgcego enzym TNT. Z drugiej strony zaréwno u M. tuberculosis jakii u M. smegmatis
zidentyfikowano gen (rv3907c/msmeg_6926) kodujacy inny enzym nalezacy do tej
samej klasy polimeraz (nadrodzina  polimeraz i nukleotydylotransferaz klasy Il)- poli(A)
polimeraze PAPI. Enzymy nalezgce do obu klas nie mogg by¢ tatwo rozrdéznione przy
zastosowaniu klasycznych analiz poréwnawczych. Potencjalny produkt genu rv3907c
M.  tuberculosis  wykazywat podobny poziom homologii (okoto  30%)
z nukleotydylotransferazg tRNA identyfikowang u E. coli, B. subtilis, H. sapiens czy tez
poliadenylazg z E. coli. Bardziej szczegétowa analiza sekwencji aminokwasowe;j
enzymow nalezgcych do ww. klasy pozwolita jednak na identyfikacje pewnych
wskaznikowych, konserwatywnych sekwencji pozwalajacych na klasyfikacje danego
enzymu do poliadenylaz lub nukleotydylotransferaz (G. Martin i Keller, 2004). Poli(A)
polimerazy posiadajg tzw. flexible loop ([LIV]-[LIV]-G-[RK]-[RK]-F-x-[LIV]-h-[HLQ]-[LIV]),
ktéry nie wystepuje u nukleotydylotransferaz, natomiast enzymy zdolne do syntezy
terminalnej adeniny oraz sekwencji CCA odrdznia motyw znajdujacy sie w domenie
wigzacej RNA (A-adding, sRxxxExxxhh; CCA-adding, ERxxxExxxhh). Szczegétowa analiza
sekwencji aminokwasowej produktu genu rv3907c u pratka gruzlicy jasno wskazata na
obecno$é motywu charakterystycznego dla enzyméw dodajgcych sekwencje CCA i brak
motywu charakterystycznego dla polimeraz poli(A) (Rycina 5.1.). Analiza sekwenciji
aminokwasowej Rv3907c¢ pozwolita takze zidentyfikowa¢ w strukturze enzymu

N-terminalng domene  charakterystyczng dla  nadrodziny [  polimeraz
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i nukleotydylotransferaz klasy Il, centralng domene wigzacg RNA oraz C-terminalng

domene HD charakterystyczng dla enzymdw o aktywnosci fosfatazy lub fosfodiesterazy.
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Rycina 5.1. Analiza dopasowania enzymoéw dodajgcych CCA. Analiza dopasowania regionéw otaczajacych
elastyczna petle w enzymach dodajgcych CCA z zaznaczeniem nukleotydylotransferazy tRNA i polimerazy
poli(A) reprezentujgce domene nadrodziny B polimerazy klasy Il (niebieska ramka). Rv3907c zostat
poréwnany do CCA tRNA nukleotydylotransferazy B. subtilis, E. coli i Homo sapiens — mitochondrialnej
izoformy 1. Analiza dopasowania miejsc wigzacych RNA (czerwona ramka). Motyw konserwatywny
enzymu dodajacego CCA (ERxxxExxxhh), gdzie x oznacza dowolng, a h oznacza reszte hydrofobows.

Analiza domeny HD M. tuberculosis i enzymu dodajgcego CCA E. coli, egzorybonukleazy YhaM B. subtilis

i S. aureus z wykorzystaniem oprogramowania Vector NTI 11.5.

Biorgc pod uwage szczegdtowa analize sekwencji aminokwasowej Rv3907c,
a takze obecnos$¢ w genomie mykobakterii gendw tRNA, ktdére nie kodujg terminalnych
sekwencji CCA, zatozono, ze produkt genu rv3907c jest odpowiedzialny za synteze
terminalnej sekwencji CCA czasteczek tRNA u mykobakterii. Ponadto wyniki badan
naszego zespotu, nie bedace czescig niniejszej rozprawy doktorskiej, wykazaty
niezbedno$é genu rv3907c dla przezycia pratkdw oraz potwierdzity in vitro aktywnos¢
enzymatyczng  Rv3907c tRNA  nukleotydylotransferazy. tez

jako Dlatego
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w dalsze]j czesci pracy gen rv3907c bedzie okreslany jako gen cca, a jego produkt jako

nukleotydylotransferaza tRNA (CCAmw).

5.2 Identyfikacja roli biatka CCAmsn w komdrkach mykobakterii

W celu analizy funkcjonalnej genu cca, ktéry jest niezbedny dla przezycia
pratkéw, skonstruowano rekombinowane szczepy M. smegmatis oraz M. tuberculosis
charakteryzujace sie obnizonym poziomem biatka CCAmwp oraz CCAmsm W obecnosci
induktora (aTc). Przygotowane szczepy z indukowang deplecjg badanych biatek zostaty
wykorzystane do analiz wzrostu w warunkach laboratoryjnych, przezywalnosci
w obecnosci czynnikow mutagennych, a takze dokonano globalnej oceny ich

transkryptomu.

Na bazie wektorow pLJIR965 i pLIR962 przygotowano rekombinowane plazmidy
pozwalajgce na wyciszenie ekspresji genu cca. Do tego celu wykorzystano odpowiednie
oligonukleotydy (Tabela 3.4.), komplementarne do badanego genu w sgsiedztwie
sekwencji PAM, ktére poddano reakcji hybrydyzacji. Uzyskane dwuniciowe sekwencje
faczono z DNA plazmidu pLIR962 dla szczepu M. smegmatis oraz pLIR965 dla szczepu
M. tuberculosis, liniowanego poprzez trawienie enzymem BsmBl. Prawidtowosc
konstrukcji rekombinowanch plazmidéw weryfikowano poprzez sekwencjonowanie
metodg Sangera w celu sprawdzenia poprawnosci klonowanej sekwencji a nastepnie
wprowadzano do komodrek M. smegmatis mc? 155 lub M. tuberculosis H37Rv.
Z uzyskanych transformantéw izolowano DNA chromosomalny i potwierdzano
integracje plazmidéw z chromosomalnym DNA badanych szczepdw z wykorzystaniem
metody PCR.

W rekombinowanych szczepach M. smegmatis oraz M. tuberculosis rosngcych w
obecnosci chemicznego induktora, anhydrotetracykliny (100 ng aTc), oceniano poziom
biatka CCAmi/msm metodg immunodetekcji Western blot z zastosowaniem kroliczej

surowicy odpornosciowej anty-CCAmt (Rycina5.2.1).
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M. smegmatis TH9/OADC / +/-aTc-12 544,
Ms Cas-9 MsCas-9 CCA

0 20 50 75 100 0 20 50 75 100 aTcng/ml

< PNPaza
81kDa

<« CCAy.
58kDa

M. tuberculosis 7H9/OADC / +/-aTc—7 dni
B Mtb Cas-9 CCA Mtb Cas-9

0O 20 50 75 100 0 20 50 75 100 aTcng/ml
<« PNPaza
80kDa

< CCAuw
53kDa

Rycina 5.2.1. Immunodetekcja biatka CCA w komérkach M. smegmatis. (A) Analiza Western blot lizatéw
komorkowych szczepu kontrolnego M. smegmatis ccacass (B) Analiza Western blot lizatéw komérkowych
szczepu kontrolnego M. tuberculosis ccacesss. Dla detekcji biatka zastosowano krdliczg surowice
odpornosciowg anty-PNPaza (przeciwciata kontrolne) oraz anty-CCA. Obnizenie poziomu biatka CCCwitb/ms

indukowano poprzez dodanie anhydrotetracykliny (aTc) we wskazanych stezeniach (20 — 100 ng/ml).

Poziom transkryptéw dla genu cca wyznaczano w szczepach M. smegmatis oraz
M. tuberculosis zawierajacych wektor kontrolny (pLJR 962/pLIJR 965) oraz w szczepach,
do ktérych wprowadzono rekombinowane plazmidy (CRISPR-Cas9-cca) w celu
zablokowania ekspresji badanego genu. Wszystkie szczepy hodowano na podtozu
7H9/OADC z dodatkiem anhydrotetracykliny w stezeniu 100 ng/ml. Z komorek
bakteryjnych znajdujacych sie w logarytmicznej fazie wzrostu izolowano catkowity RNA,
ktory przepisywano na cDNA z wykorzystaniem reakcji odwrotnej transkrypcji. Reakcje

ilosciowego PCR prowadzono wobec genu referencyjnego sigA.
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Rycina 5.2.2. Ocena poziomu transkryptéw dla genu ccami/ms metodq gPCR. Ocena poziomu
transkryptéw cca u szczepdw kontrolnych CRISPR/Cas9 oraz mutantdw -ccacess M. smegmatis (A) oraz

M. tuberculosis (B) hodowanych z dodatkiem anhydrotetracykliny.

Zaobserwowano znaczgco obnizony poziom transkryptéw dla biatka CCA
u mutantdéw M. smegmatis oraz M. tuberculosis ccacess, W stosunku do szczepdw

niosgcych kontrolny wektor pLIR962 lub pLJR965 (Rycina 5.2.2).

Efekt zahamowania wzrostu zaobserwowano takze dla szczepu M. tuberculosis

z obnizonym poziomem CCAwmi: rosngcym na podtozu, bogatym, mineralnym, w niskim
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pH a takze w warunkach hipoksji (dr E. Btaszczyk-praca doktorska). Powyzsze wyniki
jednoznacznie wykazaty, ze uzyskane rekombinowane szczepy mykobakterii
charakteryzujg sie indukowanym w obecnosci aTc zahamowaniem ekspresji genu cca
oraz syntezy biatka CCAwmi/msm co prowadzi do silnego zahamowania ich wzrostu

w warunkach in vitro.

5.3 Globalna analiza transkryptomiczna mykobakterii z obnizonym poziomem
ekspresji genu ccamip

Catkowity RNA izolowany z komodrek szczepu kontrolnego M. tuberculosis oraz
z obnizong ekspresjg cca poddawano analizie jakosci z uzyciem Cheap Agilent RNA 6000
Nano przy uzyciu aparatu BioAnalyzer. Dobrej jakosci preparaty RNA, o ocenie
integralnosci powyzej 8 (RIN- RNA Integrity Number) poddano globalnemu

sekwencjonowaniu RNASeq (we wspdtpracy z mgr Marcinem Stomka; BioBank, Ut).

Analiza danych uzyskanych z sekwencjonowania transkryptomu szczepu dzikiego
i mutanta CCAwmibcaso Wykazata akumulacje u mutanta 18 rodzajéw tRNA (z 45 wszystkich
rodzajow identyfikowanych u M. tuberculosis). Dojrzate czgsteczki tRNA posiadajg
dtugosé¢ okoto 80 nukleotyddw i sg eliminowane w procesie przygotowywania biblioteki
RNA. Obserwowana akumulacja dotyczyta wiec dtuzszych, niedojrzatych czgsteczek
tRNA, ktére akumulowaty sie wytgcznie w szczepach z uposledzong ekspresjg genu cca.
Szczegdtowa analiza akumulowanych transkryptow tRNA wskazywata na brak obrdbki
zaréwno ich 5" jak i 3" korica co mozna ttumaczyc¢ scisle okreslong kolejnoscia dojrzewania
tRNA u bakterii (Rycina 5.3.1). Ponadto niedojrzate czgsteczki tRNA, ktdre nagromadzity
sie po obnizeniu poziomu ekspresji CCAmb, byty silnie poliadenylowane. Ogony poli(A)
obserwowane na 3’ koncu transkryptu charakteryzowaty sie rding dtugoscia
i niejednorodnoscig zwigzang z insercjg przypadkowych nukleotyddw, innych niz

adeninowe.

Cas9 PAP
.6 2FC
—_immature tRNA
WT
— mature (RNA il

A S S S I
Rv2340¢ tRNA-ASI? Rv2341 Rv2342 ———

Rv2343¢

Rycina 5.3.1. Akumulacja niedojrzatych czasteczek tRNA-Asn u mutanta PAPI CRISPR/Cas9.
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W celu analizy dojrzatych czgsteczek tRNA, catkowity RNA izolowany z komdrek
pratkéw uzyto do przygotowania bibliotek dedykowanych dla matych czasteczek RNA
(TrueSeq Small RNA Library, llumina). Uzyskane biblioteki poddano analizie jakosci
a nastepnie sekwencjonowano w systemie lllumina. Ocene ekspresji gendéw zawezono
do niekodujgcych RNA, z wytgczeniem rRNA. Analiza takich bibliotek ujawnita 20 zmian
przy poréwnywaniu szczepu z obnizonym poziomem biatka CCAmw ze szczepem
kontrolnym niosgcym kontrolny wektor Cas9 (Log2FC =|1,583]|; p>0.05). Wsrdd tych
zmian 6 byto zwigzanych z tRNA z widocznym zmniejszeniem ilo$ci dojrzatego tRNA-Met
(MetV, CAT) i akumulacjg tRNA-Ser (SerX, CGA), tRNA-Tyr (TyrT, GTA) i tRNA-Arg (ArgV,
CCG), tRNA-Ser (SerU, TGA), tRNA-Val (ValT, CAC) (Ryc. 5.3.2).

— 3+ oM
o
(=)}
S 2
— CCA-addition
a required
o 19 &T(TGT) q
ATGC)
c L G(GCC) L ] YES
1] arcy @ @6(ccO) NO
~ 0- ° (CGG) .A[GGC)
L(TAG) F(GAA)
(8] . cloca) ,E(TGG)‘)(Z;T;G)H(CAT) o e Codon usage[%]
CT) e WI(CCA
i TR ™ oo S o 1
0 17 .S(TGA)R[ITt{ﬁg,.-WA“ Lican) W@HCAG) H68ere) ® 5
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Rycina 5.3.2. Analiza poziomu czasteczek tRNA w szczepie ccamcass. Zréznicowana ekspresja wszystkich
rodzajow tRNA w oparciu o sekwencjonowanie matego RNA.

llosciowaq analize wybranych tRNA w komérkach szczepu z obnizonym poziomem
CCAwitb i szczepie kontrolnym przeprowadzono takze z wykorzystaniem techniki
hybrydyzacji typu Northern Blot. Catkowity RNA rozdzielano w Zzelu agarozowym,
a nastepnie po transferze na membrany nylonowe hybrydyzowano z odpowiednimi

sondami rozpoznajgcymi badane czgsteczki tRNA (Ryc. 5.3.3).

71
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tRNA-Pro(GGG) tRNA-Asn(GTT) 5SrRNA

Rycina 5.3.3. Ocena ilosciowa wybranych tRNA w komodrkach mykobakterii. Detekcja tRNA zostata

przeprowadzona z wykorzystaniem hybrydyzacji Northern blot dla tRNA-Pro, tRNA-Asn, 5s rRNA.

Analiza wybranych czgsteczek tRNA potwierdzita zmiane poziomu dla wybranych
tRNA obserwowang podczas analizy danych uzyskanych z sekwencjonowania RNA

(RNASeq) u mykobakterii z obnizonym poziomem ekspresji cca.

Akumulacja niedojrzatych czgsteczek tRNA oraz deplecja lub akumulacja tRNA
o spodziewanym zakresie dtugosci w komodrkach z obnizonym poziomem CCAwmb
wskazywaty na zalezne od obecnosci biatka CCAmwn zahamowanie procesu dojrzewania
tRNA. Ze wzgledu na spodziewang aktywno$é enzymu CCAmw, tRNA identyfikowane
w procesie sekwencjonowania matych bibliotek RNA, analizowano pod katem obecnosci
terminalnej sekwencji CCA. Przeprowadzone analizy jednoznacznie wykazaty zwiekszong
obecnos$¢ czasteczek tRNA pozbawionych terminalnej sekwencji CCA w komorkach

z ograniczong iloscig biatka CCAwmi (Rycina 5.3.3.).
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Rycina 5.3.4. Analiza obecnosci terminalnej sekwencji CCA po obnizeniu ekspresji ccams. Kwantyfikacja
rodzajow tRNA na podstawie sekwencjonowania matego RNA szczepu kontrolnego Cas9 (A) i szczepu
z obnizonym poziomem ccamw (B). Sekwencje (reads) zawierajagce CCA, CC i C okreslono ilosciowo
i wykreslono (lewa 0$) wraz z wartosciami Log2 CPM (prawa o$) dla kazdego wybranego tRNA i dla tmRNA.
Wartosci CPM s3g przedstawiane jako pomaranczowe kropki. Wartos¢ p < 0,05 uznano za istotng

statystycznie.

Standardowo, podczas analizy transkryptomodw bakteryjnych nie obserwuje sie
duzych ilosci poliadenylowanych transkryptéw. Jednakze analiza transkryptoméw dla
szczepu M. tuberculosis charakteryzujgcego sie obnizonym poziomem enzymu CCAwmu
pozwolita nie tylko zaobserwowa¢ akumulacje niedojrzatych czgsteczek tRNA, ale takze
zjawisko bardzo wydajnej poliadenylacji dotyczacej nie tylko czgsteczek tRNA (Rycina
5.3.5). Enzymem, ktory oprécz polimerazy poli(A), moze by¢ odpowiedzialny za proces
poliadenylacji w komoérkach bakteryjnych jest PNPaza (nukleotydylotransferaza
polinukleotydowa) kodowana przez gps1. W celu zbadania czy za obserwowane zjawisko
poliadenylacji transkryptéw przy niedoborach enzymu CCAmw u mykobakterii
odpowiada PNPaza, przygotowano z wykorzystaniem techniki CRISPR-Cas9, szczep
o obnizonej ekspresji réwnoczesnie dwdch gendw, cca oraz gpsl. Catkowity RNA
z uzyskanego szczepu, oraz przygotowany wczesniej w naszym laboratorium szczep
CRISPR-gps1 (Ptocinski i wsp. 2019), zostaty poddane sekwencjonowaniu, wykazujac,
ze zjawisko poliadenylacji transkryptéw obserwowane jest wytgcznie dla szczepu

o obnizonym poziomie enzymu CCAmz:b, ale tylko w obecnosci niezaburzonej ekspresiji
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genu gpsl. Powyzsze analizy jednoznacznie wykazaty, ze za obserwowane zjawisko

poliadenylacji przy niedoborach CCAm:» odpowiada enzym PNPaza.

mmm polyadenylation = addition of terminal (C)CA

Cas9 (NN n ]
total RNASEQ = . — =
[ - 1
1

PAP Cas9 precursors with < 1
total RNASEQ uncut 3' and 5' ends

accumulated and polyadenylated

. "
:

Cas9 precursors with
small RNA SEQ precut 3" and uncut 5' ends

fairly abundant

L}

PAP Cas9 wild type precurscrs ¥

small RNA SEQ almost absent

genomic

tRNA-Asn AsnT

Rycina 5.3.5. Poliadenylacja czasteczek tRNA in vivo zwigzana z obnizeniem ekspresji CCAwmtb.
Reprezentatywne sekcje sekwencjonowania zwizualizowane za pomocg Integrative Genomic Viewer
przedstawiono w panelach poziomych dla catkowitego RNASEQ i matego RNASEQ, dla szczepu kontrolnego
niosgcego kontrolny plazmid Cas9 oraz dla szczepu ccacsss. Mapa typu i rozktadu odczytu
transkryptomicznego dopasowana do sekwencji genomowej w poblizu regionu kodujacego tRNA-

Asn(GTT) jako przyktad akumulacji poliadenylowanych nieprzetworzonych form tRNA.

Zaleznos¢ pomiedzy deplecjg biatka CCA a poliadenylacjg transkryptéw
analizowano takze dla komorek M. smegmatis z obnizong ekspresjg genu cca. W tej
analizie dodatkowo przeprowadzono wzbogacanie frakcji poliadenylowanych
z wykorzystaniem kulek pokrytych oligo-dT. Przeprowadzone analizy pozwolity na
uwidocznienie niewielkiej frakcji poliadenylowanych RNA w komérkach kontrolnych oraz
bardzo intensywng poliadenylacje w komdrkach bakterii z obnizonym poziomem CCAumsm

(Rycina 5.3.6.).
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Rycina 5.3.6. Zmiana (Log2) dla wzbogacenia czgsteczek tRNA w bibliotekach cDNA wytworzonych z RNA
wstepnie wyselekcjonowanego na kulkach oligo-poli-dT z kontrolnego szczepu
M. smegmatis niosgcego wektor Cas9 i Msmeg_6926 (cca) szczep Cas9 z obnizong ekspresjg CCAmsm (A).
Sekwencjonowanie pokazujace przyktadowa poliadenylacje transkryptéow kodujacych tRNA-Thr i tRNA-
Met z dodatkowymi resztami adeniny pokazanymi na zielono (B). Wyniki sekwencjonowania

zmodyfikowano w Integrative Genomic Viewer (IGV).

Wzbogacenie poliadenylowanej frakcji RNA na kulkach oligo-poli-dT pozwolito na
detekcje niewielkiej liczby poliadenylowanych transkryptéw w szczepie kontrolnym
z fizjologicznym poziomem biatka CCAumsm. W szczepie mutancie z obnizonym poziomem
CCAwvi» obserwowano akumulacje poliadenylowanych transkryptow, ktére nie

ograniczaty sie do niedojrzatych czgsteczek tRNA. Obfitg poliadenylacje transkryptow
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obserwowano takze dla takich niekodujgcych RNA jak mcr3, MTS1338, rnpB, oraz dla
regiondw miedzygenowych wystepujgcych ponizej gendéw rvi534 and rv3198c.
Przeprowadzone analizy transkryptomiczne dla szczepu z obnizonym poziomem
CCAwmitb/msm jednoznacznie wykazaty zaburzenie procesu dojrzewania tRNA objawiajgce
sie akumulacje defektywnych, pozbawionych terminalnej sekwencji CCA czasteczek

tRNA ulegajacych procesowi poliadenylacji zaleznej od PNPazy.

5.4. Poszukiwanie enzymow o aktywnosci egzonukleolitycznej/

endonukleolitycznej zaangazowanych w dojrzewanie 3’ korica tRNA
u mykobakterii

U bakterii enzymami zaangazowanymi w dojrzewanie 3’ konca tRNA s3
egzonukleazy z nadrodziny DnaQ. Nadrodzina ta jest strukturalnie konserwowang grupa
egzonukleaz 3'-5', ktére katalizujg wycinanie monofosforandéw nukleozydéw na koricach
DNA lub RNA w kierunku 3'-5'. Nadrodzina DnaQ jest réwniez nazywana nadrodzing
DEDD, od czterech konserwatywnych reszt aminokwasowych obecnych w miejscu
katalitycznym. Nadrodzina DnaQ sktada sie z enzymdéw przetwarzajgcych DNA i RNA,
takich jak domeny korekcyjne polimeraz DNA, inne egzonukleazy DNA, RNaza D, RNaza
T, oligorybonukleaza i egzonukleazy RNA. Analiza bioinformatyczna (KEGG) pozwolita na
identyfikacje w proteomie M. tuberculosis czterech (Rvi340 — RNazaPH; Rv2179c —
RNaza T; Rv2407 — RNaza Z; Rv2681 — RNaza D) a w proteomie M. smegmatis pieciu
(Msmeg_4568 — RNza Z1; Msmeg_1776 — RNaza Z2; Msmeg_4901 — RNaza PH;
Msmeg 2778 — RNaza D; Msmeg_4245 — RNaza T) RNaz z nadrodziny DEDD. Dane
literaturowe dostepne dla innych gatunkéw drobnoustrojow oraz globalna mutageneza
transpozonowa M. tuberculosis wskazujg, ze geny kodujgce ww. biatka nie sg niezbedne
u M. tuberculosis i innych gatunkdw bakterii. Dlatego tez w celu zbadania roli ww. biatek
u mykobakterii postanowiono skonstruowaé pojedyncze i wielokrotne mutanty
M. smegmatis pozbawione funkcjonalnych egzonukleaz z nadrodziny DnaQ. Do
konstrukcji mutantéw wykorzystano proces wymiany gendw z zastosowaniem
homologicznej rekombinacji (Metody 4.22 — 24). Skonstruowano rekombinowane

plazmidy niezdolne do replikacji w komdrkach mykobakterii noszace geny zawierajace
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wewnetrzne delecje a nastepnie wprowadzono je do komdrek M. smegmatis i poprzez
odpowiednig selekcje, identyfikowano mutanty pozbawione funkcjonalnych gendéw
kodujgcych rnPH, rnT, rnZ1, rnZ2, rnD. Mutanty pozbawione funkcjonalnej kopii genu
kodujgcego jeden z badanych enzymdéw byty nastepnie wykorzystane w procesie
rekombinacji dla pozyskania mutantéw wielokrotnych pozbawionych réwnoczesnie
wiecej niz jednego z badanych gendw. Genotyp wszystkich konstruowanych mutantéw
byt na kazdym etapie weryfikowany poprzez metode amplifikacji DNA in vitro oraz
hybrydyzacje typu Southern (Rycina 5.4.1 — 5.4.5). Konstruowane plazmidy

zamieszczono w Tabeli 3.6.1.
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Rycina 5.4.1. Analiza genotypu mutantow M. smegmatis z wykorzystaniem hybrydyzacji typu Southern
blot. (A) Schemat przedstawiajacy locus dla genu rnT. Na schemacie zaznaczono miejsca restrykcyjne
wykorzystane w procesie trawienia chromosomalnego DNA, wewnetrzng delecje, oraz sonde genetyczna,
(B) Analiza potencjalnych mutantéw M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnego genu dla RNazy T.
Chromosomalny DNA trawiono enzymem Pstl. Strzatkami zaznaczono sygnat wskazujacy na obecnos¢
funkcjonalnego genu (wt) oraz genu z wewnetrzng delecjg (ArnT — pomarariczowy prostokat). Linia 1 —
szczep typu ,,dzikiego”, 2 — SCO, 3 — mutant DCO, 4- mutant DCO typu ,,dzikiego”, 5 — mutant DCO. (C)
Analiza potencjalnych mutantow M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnego genu dla RNazy PH oraz
RNazy T. Chromosomalny DNA trawiono enzymem Pstl. Linia 1 — szczep typu ,,dzikiego”, 2 — SCO, 3 -5 —
mutant rnPHT DCO.
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Rycina 5.4.2. Analiza genotypu mutantow M. smegmatis z wykorzystaniem hybrydyzacji typu Southern
blot. (A) Schemat przedstawiajgcy locus dla genu rnZ1. Na schemacie zaznaczono miejsca restrykcyjne
wykorzystane w procesie trawienia chromosomalnego DNA, wewnetrzng delecje, oraz sonde genetyczna.
(B) Analiza potencjalnych mutantéw M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnego genu dla RNazy Z1.
Chromosomalny DNA trawiono enzymem Pvull. Strzatkami zaznaczono sygnat wskazujgcy na obecnosé
funkcjonalnego genu (wt) oraz genu z wewnetrzng delecjg (ArnZ1 — pomaranczowy prostokat). Linia 1-—
szczep typu ,,dzikiego”, 2 — SCO, 3 — ArnZ1 DCO1, 4 — ArnZ1 DCO2, 5 — ArnZ1 DCO3, 6 — ArnZ1 DCO4, 7 —
szczep typu ,,dzikiego”, 8 —SCO, 9 —ArnPHZ1 DCO1, 10— ArnPHZ1 DCO2, 11 - ArnPHZ1 DCO3, 12 - ArnPHZ1
DCO4, 13 -SCO, 14 — ArnPHTZ1 DCOL1.
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Rycina 5.4.3. Analiza genotypu mutantow M. smegmatis z wykorzystaniem hybrydyzacji typu Southern
blot. (A) Schemat przedstawiajgcy locus dla genu rnZ2. Na schemacie zaznaczono miejsca restrykcyjne
wykorzystane w procesie trawienia chromosomalnego DNA, wewnetrzng delecje, oraz sonde genetyczna.
(B) Analiza potencjalnych mutantéw M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnego genu dla RNazy Z2.
Chromosomalny DNA trawiono enzymem Smal. Strzatkami zaznaczono sygnat wskazujgcy na obecnosc
funkcjonalnego genu (wt) oraz genu z wewnetrzng delecjg (ArnZ2 — pomararnczowy prostokat). Linia 1 —
szczep typu ,,dzikiego”, 2 —ArnZ2 DCO1, 3 — ArnZ2 DCO2, 4 - SCO, 5 - ArnPHTZ2 DCO1, 6 —SCO, 7 - SCO, 8
—szczep typu ,,dzikiego”, 9 — ArnZ1Z2 DCO1, 10 — ArnZ1Z2 DCO2, 11 — SCO, 12 — szczep typu dzikiego.
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Rycina 5.4.4. Analiza genotypu mutantow M. smegmatis z wykorzystaniem hybrydyzacji typu Southern
blot. (A) Schemat przedstawiajgcy locus dla genu rnPH. Na schemacie zaznaczono miejsca restrykcyjne
wykorzystane w procesie trawienia chromosomalnego DNA, wewnetrzng delecje, oraz sonde genetyczna
(A). Analiza potencjalnych mutantéw M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnego genu dla RNazy PH.
Chromosomalny DNA trawiono enzymem Notl. Strzatkami zaznaczono sygnat wskazujgcy na obecnosé
funkcjonalnego genu (wt) oraz genu z wewnetrzng delecjg (ArnPH — pomaranczowy prostokat). Linia 1 —

marker wielkosci 1 kb; 2 — szczep typu ,,dzikiego”;3 i 4- SCO; 5 — ArnPH DCO.
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Rycina 5.4.5. Analiza genotypu mutantow M. smegmatis z wykorzystaniem hybrydyzacji typu Southern
blot. (A) Schemat przedstawiajgcy locus dla genu rnD. Na schemacie zaznaczono miejsca restrykcyjne
wykorzystane w procesie trawienia chromosomalnego DNA, wewnetrzng delecje, oraz sonde genetyczna.
(B) Analiza potencjalnych mutantéw M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnego genu dla RNazy D.
Chromosomalny DNA trawiono enzymem Pstl. Strzatkami zaznaczono sygnat wskazujacy na obecnosc
funkcjonalnego genu (wt) oraz genu z wewnetrzng delecjg (ArnD — pomaranczowy prostokat). Linia 1 —
szczep typu ,,dzikiego”, 2 —SCO, 3 — ArnPHTD DCO1, 4 — szczep typu ,,dzikiego”, 5 —SCO, 6 — ArnPHD DCO1,
7 — ArnPHD DCO2, 8 — ArnPHD DCO3, 9 — szczep typu ,,dzikiego”, 10 — SCO, 11 — ArnTD DCO1, 12- ArnTD
DCO2.

Aby zweryfikowaé, czy brak funkcjonalnych genéw kodujgcych poszczegélne
RNazy wptywa na wzrost M. smegmatis dokonano analizy kinetyki wzrostu mutantéw
oraz szczepu kontrolnego poprzez pomiar gestosci optycznej hodowli. Analizy wzrostu
przeprowadzono na podtozu bogatym (7H9/OADC) oraz podftozu minimalnym z

dodatkiem glicerolu lub cholesterolu jako jedynego Zzrédta wegla.
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Z przeprowadzonych analiz kinetyki wzrostu pojedynczych mutantéw wynika, ze
wyfacznie mutant pozbawiony zdolnosci do syntezy funkcjonalnej RNazy T
(Amsmeg_4245) wykazywat ostabiony wzrost na wszystkich rodzajach zastosowanych
podtdéz. Ponadto mutanty wielokrotne (ArnPHT, ArnTD, ArnPHTZ1), pozbawione
funkcjonalnej kopii genu kodujgcego RNaze T, charakteryzowaty sie réwniez ostabionym
wzrostem zaréwno na podtozu bogatym jak i minimalnym (Rycina 5.4.6 —5.4.8). Z drugiej
strony, nie zaobserwowano ostabienia wzrostu dla mutanta wielokrotnego ArnPHTZ122,
ktory byt rowniez pozbawiony funkcjonalnego genu msmeg_4245. Jedynym mutantem,
ktory posiadat funkcjonalny gen dla RNazy T i charakteryzowat sie ostabionym wzrostem,
ale wytacznie na podfozu minimalnym z glicerolem lub cholesterolem, byt podwdjny
mutant pozbawiony obu funkcjonalnych gendw dla RNaz Z1 i Z2 (Rycina 5.4.7 i 5.4.8).
W celu weryfikacji zaleznosci pomiedzy brakiem funkcjonalnego genu dla RNazy T lub
RNazy Z1/Z2 a ostabionym wzrostem, przygotowano szczepy skomplementowane
funkcjonalnymi genami rnT i rnZl, bedacymi pod kontrola wfasnej sekwencji
promotorowej. W tym celu skonstruowano plazmidy integracyjne noszgce wspomniane

geny wraz z sekwencja promotorowg i wprowadzono do mutantow ArnT i ArnZ1Z2.
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Rycina 5.4.6. Kinetyka wzrostu szczepu dzikiego oraz mutantéw pozbawionych funkcjonalnych
gendw kodujacych egzonukleazy z nadrodziny DnaQ na podtozu 7H9/OADC. Panel (A) przedstawia wzrost
pojedynczych mutantéw (pozbawione odpowiednio RNazy D, RNazy T, RNazy Z1, RNazy Z2, RNazy PH);
panel (B) wzrost podwdjnych mutantéw (pozbawionych RNazyZ1 oraz Z2; RNazy T oraz D, RNazy PH oraz
D, RNazy PH oraz T; RNazy PH oraz Z1; RNazy Z1 oraz D; panel (C) wzrost wielokrotnych mutantéw
pozbawionych jednoczesnie trzech funkcjonalnych genéw (RNazy PH, RNazy T i RNazy Z1; a takze RNazy
PH, RNazy T i RNazy T, oraz czterech genéw (RNazy PH, RNazy T, RNaz Z1 i Z2). Analizy statystyczne

przeprowadzono za pomocg testu t-studenta, wykazano istotnos¢ statystyczng na poziomie *p< 0,05.
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Rycina 5.4.7. Kinetyka wzrostu szczepu dzikiego oraz mutantéw pozbawionych funkcjonalnych gendéw
kodujacych egzonukleazy z nadrodziny DnaQ na podtozu minimalnym z glicerolem. Panel (A) przedstawia
wzrost pojedynczych mutantéw (pozbawione odpowiednio RNazy D, RNazy T, RNazy Z1, RNazy Z2, RNazy
PH); panel (B) wzrost podwdjnych mutantéw (pozbawionych RNazyZ1 oraz Z2; RNazy T oraz D, RNazy PH
oraz D, RNazy PH oraz T; RNazy PH oraz Z1; RNazy Z1 oraz D; panel (C) wzrost wielokrotnych mutantéw
pozbawionych jednoczesnie trzech funkcjonalnych genéw (RNazy PH, RNazy T i RNazy Z1; a takze RNazy
PH, RNazy T i RNazy T; oraz czterech genéw (RNazy PH, RNazy T, RNaz Z1 i Z2). Analizy statystyczne

przeprowadzono za pomocg testu t-studenta, wykazano istotnos¢ statystyczng na poziomie *p< 0,05.
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Rycina 5.4.8. Kinetyka wzrostu szczepu dzikiego oraz mutantow pozbawionych funkcjonalnych genow
kodujgcych egzonukleazy z nadrodziny DnaQ na podtozu minimalnym z cholesterolem. Panel (A)
przedstawia wzrost pojedynczych mutantéow (pozbawione odpowiednio RNazy D, RNazy T, RNazy Z1,
RNazy Z2, RNazy PH); panel (B) wzrost podwdjnych mutantéw (pozbawionych RNazyZ1 oraz Z2; RNazy T
oraz D, RNazy PH oraz D, RNazy PH oraz T; RNazy PH oraz Z1; RNazy Z1 oraz D; panel (C) wzrost
wielokrotnych mutantéw pozbawionych jednoczesnie trzech funkcjonalnych genéw (RNazy PH, RNazy T i
RNazy Z1; a takze RNazy PH, RNazy T i RNazy T, oraz czterech genéw (RNazy PH, RNazy T, RNaz 71 i 72).
Analizy statystyczne przeprowadzono za pomoca testu t-studenta, wykazano istotnosé statystyczng na

poziomie *p< 0,05.
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Rycina 5.4.9. Analiza kinetyki wzrostu mutantéw ArnT i ArnZ1Z2 oraz mutantéw komplementowanych
natywnym genem rnT (ArnT-attB::rnT) lub rnZ1 (ArnZ1Z2-attB::rnT). Analizy statystyczne przeprowadzono

za pomocg testu t-studenta, wykazano istotnosc¢ statystyczng na poziomie *p< 0,05.

Komplementacja mutantéw ArnT oraz ArnZ1 funkcjonalnymi odpowiednikami
genéw spowodowata catkowite (ArnT-attB::rnT) lub czeSciowe (ArnZ1Z2-attB::rnZ1)

przywrdécenie fenotypu szczepu dzikiego (Rycina 5.4.9).

5.5. Ocena aktywnosci badanych enzymow M. smegmatis z nadrodziny DnaQ

Do nadprodukcji rekombinowanych biatek RNaz z nadrodziny DnaQ, stosowano
wektory pozwalajgce na ich indukowang ekspresje w komadrkach E. coli. W tym celu dla
biatek RNazy PH, RNazy D oraz RNazy Z2 wykorzystano wektor ekspresyjny pHIS.
Szczegdtowe etapy konstrukcji wektoréw ekspresyjnych przedstawiono w rozdziale
Metody 4.18. Ze wzgledu na konieczno$¢ przystosowania optymalnych kodondéw dla
aminokwasow (codon usage) dla E.coli do nadprodukcji biatek RNaza Z1 oraz RNaza T

wykorzystywano rekombinowany plazmid pET28 przygotowany przez firme GeneScript.

Nadprodukcje badanych biatek w systemach ekspresji E. coli oraz ich oczyszczanie

metodg chromatografii powinowactwa przeprowadzano w sposéb opisany
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w rozdziale (Metody 4.19). W hodowlach prowadzonych w matej skali dopracowywano
parametry indukcji biatka a nastepnie przeprowadzono wtasciwg nadprodukcje
w objetosci 1 L podtoza LB. Rekombinowane biatka zawierajgce fuzyjng, N-terminalng
sekwencje 6-His oczyszczano na ztozu HisPur Ni-NTA. Poszczegdlne frakcje wyptukiwano
ze ztoza podczas oczyszczania i analizowano w elektroforezie SDS-PAGE. RNaze PH
oczyszczono z wykorzystaniem plazmidu pEL40 w komdrkach E. coli BL21, indukcje
prowadzono przez 24 godziny w temperaturze 18°C, w obecnosci 0,4 mM IPTG.
Oczyszczanie przeprowadzono w buforze HEPES przy pH 7 (Rycina 5.5.1). RNaze D
oczyszczono z wykorzystaniem plazmidu pEL42 w komdrkach E. coli BL21 plysS, indukcje
prowadzono przez 3,5 godziny w temperaturze 18°C, w obecnosci 0,4 mM IPTG.
Oczyszczanie przeprowadzono w buforze Tris przy pH 7 (Rycina 5.5.2). RNaze Z2
oczyszczono z wykorzystaniem plazmidu pEL44 w komdrkach E. coli Rosetta, indukcje
prowadzono przez 2 godziny w 22°C, w obecnosci 0,2 mM IPTG. Oczyszczanie
prowadzono w buforze HEPES przy pH 8 (Rycina 5.5.3). RNaze T oraz Z1 oczyszczono
z wykorzystaniem wektora pET28 (GenScript) w komodrkach E. coli plys a biatka
indukowano przez 24 godziny, w temperaturze 20 °C, do oczyszczania uzyto w bufor Tris

przy pH8 (Rycina 5.5.4 i Rycina 5.5.5).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

40kDa

30kDa

20kDa

Rycina 5.5.1 Analiza SDS-PAGE frakcji zebranych podczas oczyszczania biatka RnPH. Teoretyczna masa
czgsteczkowa biatka wynosi 27 kDa, masa metki histydynowej 3 kDa; 1 - wzorzec mas czasteczkowych, 2 —

osad bakteryjny po lizie, 3 -9 — frakcje po elucji ze ztoza buforem z imidazolem.
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Rycina 5.5.2. Analiza SDS-PAGE frakcji zebranych podczas oczyszczania biatka RnD. Teoretyczna masa
czasteczkowa biatka wynosi 45 kDa, masa metki histydynowej 3 kDa; 1 — wzorzec mas czgsteczkowych, 2

— osad bakteryjny po lizie, 3-8 — frakcje po elucji ze ztoza buforem z imidazolem.
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Rycina 5.5.3 Analiza SDS-PAGE frakcji zebranych podczas oczyszczania biatka RnZ2. Teoretyczna masa

czasteczkowa biatka wynosi 30 kDa, masa metki histydynowej 3 kDa; 1 — wzorzec mas czgsteczkowych, 2-

6 — frakcje po elucji ze ztoza buforem z imidazolem.

50kDa
40kDa

30kDa

Rycina 5.5.4. Analiza SDS-PAGE frakcji zebranych podczas oczyszczania biatka RNazy Z1. Teoretyczna masa
czgsteczkowa biatka wynosi 34 kDA, 3 kDa masa metki histydynowej; 1 — wzorzec mas czasteczkowych, 2

— osad bakteryjny po lizie, 3-10 — frakcje po elucji ze ztoza buforem z imidazolem.
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Rycina 5.5.5. Analiza SDS-PAGE frakcji zebranych podczas oczyszczania biatka RNazy T. Teoretyczna masa
czasteczkowa biatka wynosi 20 kDa, masa metki histydynowej 3 kDa; 1 — wzorzec mas czgsteczkowych, 2-

10 — frakcje po elucji ze ztoza buforem z imidazolem.

Nastepnie uzyskane preparaty biatkowe poddano oczyszczaniu przez system
AKTA Start. Przyktad preparatu biatka oczyszczonego z wykorzystaniem systemu AKTA

Start zaprezentowano na Rycinie 5.5.6.

1 2 3 4 5 6

Rycina 5.5.6. Analiza SDS-PAGE Rnazy D przed i po oczyszczaniu z wykorzystaniem systemu AKTA Start. 1-
wzorzec mas czgsteczkowych, 2- RNaza D po oczyszczaniu metodg chromatografii powinowactwa, 3 — 6

frakcje biatka zebrane po oczyszczaniu na kolumnie do filtracji zelowej.

W ten sposob przygotowane biatka wykorzystano do przeprowadzenia testow
aktywnosci enzymatycznej z zastosowaniem szeregu matryc oligonukleotydowych RNA i
DNA. W zelu poliakrylamidowym z 7 M mocznikiem rozdzielano mieszanine reakcyjna
zawierajacg badane biatka inkubowane z matrycami oligonukleotydowymi RNA lub DNA
(Tabela 3.4.2). Optymalne warunki reakcji takie jak: stezenie biatka, sktad buforu,
temperature i czas inkubacji wyznaczano indywidualnie dla kazdego enzymu. Dla
rekombinowanego biatka RNazy D przeprowadzono reakcje w obecnosci substratéw

RNA, w tym stanowigcych fragment 3’ czgsteczki tRNA (tRNA_C, tRNA_CC), RNA inny niz
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tRNA (EMSA1) oraz DNA (stem_loop DNA). We wszystkich przypadkach obserwowano
degradacje uzytego substratu w obecnosci 5 UM RNazy D. W przypadku substratu
tRNACC zbadano takze nizsze stezenia enzymu obserwujgc degradacje juz w obecnosci

0,5 uM RNazy D (Rycina 5.5.6).

Matryca Model 2D

Stem loop

1 2 34 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 DNA 10
c C c C C @3)
57— |
50 —» — Stem loop
39— DNAACC & rpp
36— (. — (@-3) e
» - -
27 - — EMSA 1 Lo
(6-7) !
16— - — -
tRNA_C
(8-9)
a .- - -
- - tRNA_CC
(10-15) © ez,

Rycina 5.5.6. Rozdziat elektroforetyczny fragmentow oligonukleotydowych uzyskanych po inkubacji
matrycy RNA lub DNA z RNazg D. 1 marker wielkosci; 2-3 stem loop DNA 10; 4-5 stem loop DNA ACC; 6-7
EMSA1; 9-8 tRNA_C; 10-15 tRNA_CC, W reakcjach rozdzielanych w sciezkach 3, 5, 7, 9 uzyto 5 uM RNazy
D, a w reakcjach rozdzielanych w Sciezkach 11 (0,5 uM), 12 (0,1 uM), 13 (0,2 uM) RNazy D, 14 (0,5 uM), 15
(1 uM) RNazy D. Reakcje kontrolne prowadzone bez obecnosci badanego enzymu oznaczono literg C.

W kolejnym badaniu przeprowadzono reakcje z wykorzystaniem matrycy tRNA
posiadajgcej na 3’ koncu 6 nukleotydéw adeninowych (3’tRNA_6A) i biatka RNazy D w
zakresie stezen od 0,05 do 1 uM. Wraz ze wzrastajgcym stezeniem biatka obserwowano
stopniowg degradacje jednoniciowej sekwencji 6A a nastepnie catej czgsteczki RNA

(Rycina 5.5.7).
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Rycina 5.5.7. Rozdzial elektroforetyczny fragmentéw oligonukleotydowych uzyskanych po inkubacji
matrycy RNA z RNaza D. W reakcjach rozdzielanych w $ciezkach 1 uzyto 1 M RNazy D, 2 (0,5 uM), 3 (0,2
uM), 4 (0,1 uM), 5 (0,05 uM) RNazy D.

W nastepnej kolejnosci zbadano aktywnos¢ RNazy T w stosunku do substratow
tRNA charakteryzujgcych sie obecnoscia na 3’ korcu dodatkowych nukleotydow
odpowiednio: tRNA (tRNA_0) tRNA wydtuzony o 1 (C), 2 nukleotydy (CC), 6 nukleotydow
6A lub sekwencje 7 nukleotydéw (AAUAUAU). Jako kontrole zastosowano czgsteczke
RNA (EMSA1). Z przeprowadzonych reakcji wykazano aktywno$é RNazy T w stosunku do
jednoniciowych fragmentéw RNA znajdujacych sie na 3’ koncu badanych czgsteczek
tRNA-like. Nie zaobserwowano degradacji dwuniciowych form RNA oraz ciecia w obrebie

krotkich jednoniciowych fragmentéw wewnatrz struktury (Rycina 5.5.8).
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Rycina 5.5.8. (A) Rozdziat elektroforetyczny fragmentéw oligonukleotydowych uzyskanych po inkubacji
matrycy RNA lub DNA z RNaza T. 1-2 tRNA_O, 3-4 tRNA_CC, 5-6 tRNA_C, 7-8 tRNA_6A, 9-10 tRNA_7AU,
11-12 EMSA 1, 13-14 stem loop DNA. W reakcjach rozdzielanych w $ciezkach 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 uzyto 10
MM RNazy T. (B) Rozdziat elektroforetyczny fragmentéw oligonukleotydowych uzyskanych po inkubacji
matrycy RNA (EMSA 2c RNA) z RNazg T. W reakcji rozdzielanej w Sciezce 2 uzyto 1 uM RNazy T. Reakcje

kontrolne prowadzone bez obecnosci badanego enzymu oznaczono literg C.
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Aktywnos$¢ RNazy PH badano w stosunku do szeregu matryc tRNA-like, w tym
matrycy pozbawionej jednoniciowego fragmentu na koncu 3’ (tRNA_0) oraz matrycy
posiadajgcej na koncu 3’ dodatkowy nukleotyd cytozynowy (C), 6-nukleotydowg
sekwencje adeninowg (6A) lub 7-nukleotydowa sekwencje AU. Zaobserwowano, ze
w stezeniu powyzej 0,05 uM RNaza PH usuwa jednoniciowg sekwencje 6A lub 7AU RNA
na koncu 3’ czgsteczki tRNA-like a dodatkowo rozcina czgsteczke RNA na dwa fragmenty,
prawdopodobnie w miejscu jednoniciowe] petli. Czgsteczki tRNA_O oraz tRNA_C nie
ulegaty skréceniu w reakcji z badang RNazg. Zaobserwowano natomiast przeciecie

badanych matryc na dwa fragmenty (Rycina 5.5.9).
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Rycina 5.5.9. Rozdziat elektroforetyczny fragmentéw oligonukleotydowych uzyskanych po inkubacji
matrycy z Rnazg PH. 1-6 tRNA_7AU, 7-12 tRNA_6A, 13-14 tRNA_C, 15-16 tRNA_O. W reakcjach
rozdzielanych w $ciezkach 1i 7 uzyto 1 uM, 2i 8 (0,5 uM), 3i9 (0,2 uM), 4i 10 (0,12 uM) 5i 11 (0,05 uM)
RNazy PH. W $ciezkach 13 i 15 zastosowano 1 pM RNazy PH. Reakcje kontrolne prowadzone bez obecnosci

badanego enzymu oznaczono literg C.

Aktywnos¢ enzymu RNazy PH badano takze w stosunku do innych matryc RNA
oraz DNA. W obecnosci RNazy PH nawet w stezeniu 10 puM, w obecnosci
dwuwartosciowych jonédw Mg lub Mn nie zaobserwowano degradacji oligonukleotydéw

RNA i DNA zdolnych do tworzenia drugorzedowych struktur (Rycina 5.5.10).
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Rycina 5.5.10. Rozdziat elektroforetyczny fragmentéw oligonukleotydowych uzyskanych po inkubacji
matrycy DNA z RNazg PH. Sciezki 1; 3-6 oraz 11 — 14 EMSA 1, w éciezkach 2; 7-10 oraz 15-18 stem loop
DNA 10. W sciezkach 3 —10 uzyto buforu z jonami manganu, w $ciezkach 11 — 18 z jonami magnezu.
W ww. Sciezkach wykorzystano 10; 5; 2,5 i 1 pM RNazy PH. Reakcje kontrolne prowadzone bez obecnosci

badanego enzymu oznaczono literg C.

Aktywnos¢ RNazy Z1 badano w stosunku do tych samych matryc tRNA-like jakie
wykorzystano dla RNazy PH: w tym matrycy tRNA_0, 3’ tRNA C, 3’tRNA 6A i 3'tRNA 7AU
oraz matryce DNA (EMSA 1). Zaobserwowano, ze w stezeniu 1 uM RNaza Z1, podobnie
jak RNaza PH, usuwa jednoniciowg sekwencje 6A i 7AU na koncu 3’ czgsteczki tRNA-like
i prawdopodobnie rozcina te czasteczke na dwa fragmenty w miejscu jednoniciowe;j
sekwencji. W przypadku matrycy DNA zaobserwowano takze ciecie w obrebie

jednoniciowej sekwencji (Rycina 5.5.11i 5.5.12).
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Rycina 5.5.11. Rozdziat elektroforetyczny fragmentow oligonukleotydowych uzyskanych po inkubacji
matrycy RNA i DNA z RNazg Z1. Sciezka 1-2 tRNA_O, 3-4 tRNA_C, 5-6 tRNA_CC, 7-8 tRNA_AU, 9-10
tRNA_6A, 11-12 EMSA 1. W reakcjach rozdzielanych w $ciezkach 2, 4, 6, 8, 10, 12 uzyto 1 uM RNazy Z1.

Reakcje kontrolne prowadzone bez obecnosci badanego enzymu oznaczono literg C.
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Rycina 5.5.12 (A) Rozdziat elektroforetyczny fragmentéw oligonukleotydowych uzyskanych po inkubacji
matrycy RNA (Sciezki 1-6 tRNA_7AU) z RNazg Z1. W reakcji rozdzielanej w Sciezce 2 uzyto 1 uM, 3 (0,5 uM),
4 (0,2 uM), 5 (0,1 uM), 6 (0,05 uM) RNazy Z1. (B) Rozdziat elektroforetyczny fragmentow
oligonukleotydowych uzyskanych po inkubacji matrycy RNA (Sciezki 1-5 tRNA_6A) z RNazg Z1. W reakgji
rozdzielanej w Sciezce 2 uzyto 1 uM RNazy Z1, 3 (0,5 uM), 4 (0,2 uM), 5 (0,1 uM) RNazy Z1. (C) Rozdziat
elektroforetyczny fragmentow oligonukleotydowych uzyskanych po inkubacji matrycy RNA (Sciezki 1-5
tRNA_0) z RNazg Z1. W reakcji rozdzielanej w $ciezce 2 uzyto 1 uM RNazy Z1, 3 (0,5 uM), 4 (0,2 uM), 5 (0,1
KUM), 6 (0,05 uM) RNazy Z1. Reakcje kontrolne prowadzone bez obecnosci badanego enzymu oznaczono

literg C.

Aktywnos¢ RNazy Z1 w stosunku do matryc tRNA-like sprawdzano takie
w mniejszych stezeniach. Ciecie czgsteczki zawierajgcej taricuch 7AU oraz czgsteczki

tRNA_0 zaobserwowano przy stezeniu 0,5 uM, czasteczki zawierajacej taricuch 6A (0,1

uM).
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Rycina 5.5.13 Rozdziat elektroforetyczny fragmentéw oligonukleotydowych uzyskanych po inkubacji
matryc RNA i DNA z RNaza Z2. Sciezki 1-2 (tRNA_0), 3-4 (tRNA_C), 5-6 (tRNA_CC), 7-8 (tRNA_7AU), 9-10
(tRNA_6A), 11-12 (EMSA 1). W reakcjach rozdzielanych w $ciezkach 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 zastosowano 1

UM RNazy Z2. Reakcje kontrolne prowadzone bez obecnosci badanego enzymu oznaczono literg C.

Aktywnos¢ RNazy Z2 testowano z uzyciem szeregu matryc RNA i nie

zaobserwowano aktywnosci nukleolitycznej tego biatka (Rycina 5.5.13).

Przeprowadzone badania aktywnosci enzymatycznej rekombinowanych biatek
wskazujg, ze czgsteczki tRNA na koricu 3’ mogg by¢ procesowane przez RNaze T, RNaze
PH oraz RNaze D. Jednakze tylko RNaza T wykazuje aktywnos¢ wytgcznie w stosunku do
jednoniciowego fragmentu RNA znajdujgcego sie na koncu 3’ substratéw tRNA-like.
Enzym ten nie wykazywat aktywnosci w stosunku do innych badanych czgsteczek RNA
i DNA co moze wskazywaé na jego kluczowg role przy dojrzewaniu 3’-konica tRNA
u mykobakterii. RNaza PH cze$ciowo wykazuje podobng aktywnos¢ jak RNaza T,
degradujac jednoniciowe fragmenty RNA na koncu 3’ czgsteczek tRNA-like, jednakze
enzym ten dodatkowo rozcina badane substraty w miejscu jednoniciowej petli. RNaza
PH nie wykazywata aktywnosci w stosunku do innych substratéw RNA oraz DNA, uzytych
w naszych doswiadczeniach, niz tRNA-like. Natomiast zaobserwowano aktywnosc
katalityczng w stosunku do wszystkich uzytych substratéow RNA i DNA RNazy D, nawet
przy bardzo niskim stezeniu biatka (0,05 uM ). RNaza Z1 posiada aktywnosé endo i
egzonukleazy RNA. Rycina 5.5.14 przedstawia dziatanie nukleaz z nadrodziny DnaQ w

oparciu o wyzej przedstawione wyniki.
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Rycina 5.5.14. Model czgsteczki tRNA uwzgledniajgcy dziatanie nukleaz z nadrodziny DnaQ.

5.6. Analiza transkryptomiczna mutantéw nukleaz z nadrodziny DnaQ

W celu sprawdzenia globalnej odpowiedzi transkrypcyjnej pratkéw na brak
badanych egzonukleaz wykonano sekwencjonowanie bibliotek RNA z wykorzystaniem
zestawu KAPA Stranded RNA-Seq Library Preparation Kit. Analiza transkryptomiczna
mutantéw M. smegmatis pozbawionych dwéch funkcjonalnych nukleaz z rodziny DnaQ
(RNazy PH i RNazy T) oraz mutanta pozbawionego jednocze$nie czterech gendw
kodujgcych RNaze PH, RNaze T, RNaze Z1 oraz RNaze D wykazata szereg zmian
w stosunku do szczepu kontrolnego, ktéry stanowit M. smegmatis mc? 155. Najwieksza
liczbe zmian zaobserwowano poréwnujgc mutanta ArnPHTZ1D w stosunku do szczepu
dzikiego, w ktorym 256 gendw ulegto nadekspresji a w 380 genach ekspresja obnizyta
sie u mutanta. Sposrdod gendw o zmienionym poziomie ekspresji u badanych mutantéw

w porownaniu do szczepu kontrolnego az 250 stanowi wspdlny zbidr (Rycina 5.6.1).
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Rycina 5.6.1. Globalna analiza transkryptomoéw mutantéw M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnych
gendéw wybrany RNaz. (A) Liczba genéw o zmienionej ekspresji u badanych mutantéw (DEG). (B) Diagram
Venna obrazujgcy geny o zmienionej ekspresji u badanych mutantéw. (C) Mapa ciepta obrazujgca
zrdoznicowang ekspresje miedzy transkryptomami badanych mutantéw w indywidualnych powtérzeniach.
Dane sg wysrodkowane przez odjecie sredniego poziomu ekspresji dla kazdego genu. Macierz odlegtosci

wynosi 1- r, gdzie r jest wspotczynnikiem korelacji Pearsona.

Nastepnie zbadano jaki wptyw na transkryptom M. tuberculosis ma obnizenie
poziomu ekspresji RNazy PH lub RNazy T. W tym celu z wykorzystaniem systemu
CRISPR/Cas9 przygotowano mutanty warunkowe M. tuberculosis z obnizonym
poziomem RNazy PH oraz RNazy T z uzyciem odpowiednich sekwencji

oligonukleotydowych i wektora pLJR965 (Tabela. 3.4.).
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Deplecja RNazy PH lub T nie wptywata znaczgco na kinetyke wzrostu badanych
mutantéw, stad obserwowane zmiany w transkryptomie powinny by¢
odzwierciedleniem bezposredniej aktywnosci badanych enzymow
w komodrce. Sekwencjonowaniu poddano catkowity RNA izolowany z mutantéw
rnTmibcaso oraz rnPHwmiwcass a uzyskane dane poréwnano do szczepu kontrolnego
noszgcego wektor pLJR 965 (wektor CRISPR-Cas9 dla M. tuberculosis). Przeprowadzona
analiza wykazata znaczace zmiany ilosciowe transkryptéow dla wielu genéw. Szczep
rnPHwmicass charakteryzowat sie obnizong ekspresjg 361 gendw oraz nadprodukcjg 261
gendw. Szczep rnTmiwcass charakteryzowat sie obnizong ekspresjg 462 gendw oraz
nadprodukcjg 331 gendw. U obu mutantéw zaobserwowano nadekspresje sktadnika
biatkowego rybonukleazy P (rv3923c). Dodatkowo zaobserwowano wysoki spadek ilosci
transkryptow kodujgcych maty regulatorowy RNA (MTB000077), ktdérego poziom
zalezny jest od DosR (Moores i in., 2017), oraz biatko rybosomalne 50S (rv2058c).
U badanych mutantéw (w poréwnaniu do szczepu kontrolnego) obnizeniu ulega takze
poziom transkryptéw kodujgcych przypuszczalne antytoksyny MazE9 oraz MazE2
(Tabela 5.6.3). Podczas analizy poszczegdlnych odczytéw korzystajgc z programu
Integrative Genomic Viewer nie zaobserwowano akumulacji niedojrzatych transkryptow
tRNA o wielkosci pozwalajgcej na ich detekcje w ramach bibliotek przygotowanych dla

catkowitego RNA.
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Rycina 5.6.2. Globalna analiza transkryptomdéw mutantéw M. tuberculosis z obnizonym poziome RNazy T/
RNazy PH. (A) Liczba gendéw o zmienionej ekspresji u badanych mutantéw (DEG). (B) Diagram Venna
obrazujgcy geny o zmienionej ekspresji u badanych mutantéw. (C) Mapa ciepta obrazujgca zréznicowang
ekspresje miedzy transkryptomami badanych mutantéw w indywidualnych powtdrzeniach. Dane sg
wysrodkowane przez odjecie Sredniego poziomu ekspresji dla kazdego genu. Macierz odlegtosci wynosi

1- r, gdzie r jest wspotczynnikiem korelacji Pearsona.
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Tabela 5.6.3. Wybrane geny o zmienionej ekspresji u mutantow rnPHwmtbcaso i rnT mtbcaso

- wybrano najwieksze rdznice.

gen produkt roznica ArnPH  rdznica ArnT
Rv3923c biatkowy komponent rybonukleazy P 2,11 1,50
RnpA
MTB000026 rybonukleaza P RNA -2,57 -2,73
Rv2801A prawdopodobna antytoksyna MazE9 -2,83 -1,59
Rv0660c prawdopodobna antytoksyna MazE2 -3,08 -2,52
MTB000077 domniemany maty regulatorowy RNA -6,72 -6,07
Rv2058c¢ 50S biatko rybosomalne L28 RpmB2 -7,08 -4,76

Catkowity RNA wyizolowany z mutantéw z obnizonym poziomem RNazy PH i RNazy
T, uzyto takze do przygotowania bibliotek matego RNA pozwalajgcych
na sekwencjonowanie czgsteczek RNA o zakresie wielkosci od 20 do 300 nukleotydéw w
tym czagsteczek tRNA. Analiza transkryptoméw badanych mutantéw w poréwnaniu do
szczepu kontrolnego pozwolita na identyfikacje 34 genéw o zwiekszonej i 25
o zmniejszonej ekspresji wsréd badanych matych RNA. Analizujgc ekspresje tRNA
zaobserwowano silng nadprodukcje 21 rodzajow tRNA w mutancie rnPH mtbcaso oraz 16
w mutancie rnTwutbcaso (Tabela 5.6.6 — 5.6.7). Bardziej szczegétowa analiza transkryptéw
z wykorzystaniem programu Integrative Genomics Viewer wykazata, ze wiele z rodzajow
tRNA u obu mutantéw ulega znaczacej akumulacji [tRNA-Tyr (GTA), tRNA-Arg (CCG),
tRNA-Pro (TGG), tRNA-Gly (TCC)], lecz w postaci niekompletnych transkryptow,
obejmujacych wytgcznie cze$é 5’ genu. W szczepie kontrolnym fragment 5’ transkryptéw
byt réwniez silniej reprezentowany, widoczne byty jednak takze odczyty dla czesci 3’

analizowanych tRNA (Rycina 5.6.4).
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Ryc 5.6.4. Akumulacja produktow dojrzewania tRNA u mutantow rnPH mitbcas9 i rnT pmitbcas9 (A) tRNA-Tyr

(GTA) (B) tRNA-Arg (CCG) (C) tRNA-Pro (TGG), tRNA-Gly (TCC).
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Analiza sekwencji odczytéw uzyskanych podczas sekwencjonowania dla
poszczegdlnych tRNA u badanych mutantéw wskazuje, ze transkrypty te ulegaja cieciu
w obrebie sekwencji antykodonu, czyli w potowie czgsteczki tRNA (Rycina 5.6.5).
O nieprawidtowym procesie dojrzewania czasteczek tRNA w przypadku mutanta
rnPHmcass Swiadczyé moze takze brak metylacji transkryptéw kodujgcych tRNA-GIn

(TTG) oraz tRNA-GIlu (CTC) (Rycina 5.6.8).
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Rycina 5.6.5. Przecinanie czgsteczek (A) tRNA-Tyr (GTA) i (B) tRNA -Pro (TGG) w obrebie sekwencji

antykodonu (pomaranczowa kreska).

Tabela 5.6.6. Analiza transkryptomiczna mutanta rnPH mwcass - Wybrane najwieksze

roznice.

gen
MTB000005
MTB000029
MTB000050
MTB000018
MTB000017
MTB000031
MTB000047
MTB000048
MTB000049
MTB000036
MTB000013

MTB000038
MTB000004
MTB000034
MTB000037
MTB000035
MTB000045
MTB000027
MTB000025

produkt

tyrT tRNA-Tyr (GTA)
asnT tRNA-Asn (GTT)
serU tRNA-Ser (TGA)
argV tRNA-Arg (CCG)
leuX tRNA-Leu (TAA)
glyV tRNA-Gly (TCC)
serX tRNA-Ser (CGA)
argU tRNA-Arg (ACG)
serT tRNA-Ser (GCT)
glyT tRNA-Gly (GCC)
pheU tRNA-Phe
(GAA)

valU tRNA-Val (GAC)
glyU tRNA-Gly (CCC)
lysU tRNA-Lys (CTT)
cysU tRNA-Cys (GCA)
valT tRNA-Val (CAC)
proY tRNA-Pro (CGG)
valV tRNA-Val (TAC)
leuU tRNA-Leu (GAG)
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roznica ArnPH
5,309488839
4,383472583
4,119547381
3,470749981
2,839559892
2,374869787
2,245937985
2,17925783
2,165912859
2,118986135
2,109122723

2,082968202
2,019910224
1,932272096

1,74668713
1,609465172
1,594337177
1,580334732
1,520566585



MTB000022 | leuW tRNA-Leu (TAG)
MTB000024 | proT tRNA-Pro (GGG)

1,455062131
1,414880768

Tabela 5.6.7. Analiza transkryptomiczna mutanta rnTuewcass - Wybrane najwieksze
roznice.

gen produkt réznica ArnT

MTB000029 | asnT tRNA-Asn (GTT) 5,081816832
MTB000005 | tyrT tRNA-Tyr (GTA) 4,036101324
MTB000050 | serU tRNA-Ser (TGA) 3,849027926
MTB000017 | leuX tRNA-Leu (TAA) 3,349638444
MTB000004 | glyU tRNA-Gly (CCC) 2,40517797

MTB000018 | argV tRNA-Arg (CCG) 2,363244878
MTB000036 | glyT tRNA-Gly (GCC) 2,220071723
MTB000031 | glyV tRNA-Gly (TCC) 1,928116408
MTB000048 | argU tRNA-Arg (ACG) 1,893422255
MTB000037 | cysU tRNA-Cys (GCA) 1,648568309
MTB000027 | valV tRNA-Val (TAC) 1,608729517
MTB000047 | serX tRNA-Ser (CGA) 1,564339798
MTB000045 | proY tRNA-Pro (CGG) 1,552649065
MTB000013 | pheU tRNA-Phe (GAA) 1,548216902
MTB000034 | lysU tRNA-Lys (CTT) 1,523730218
MTB000016 | gInT tRNA-GIn (TTG) -1,736951812
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Rycina 5.6.8. Obraz transkryptéow kodujgcych (A) tRNA-GIn (TTG) — brak metylacji 57 nukleotydu u
mutanta rnPH- CRISPR oraz (B) tRNA-Asn (GTT) — brak metylacji 58 nukleotydu u mutanta rnPHmtbcas9 i

rnTmtbCas9

Przeprowadzone analizy transkryptomiczne mutantéw o obnizonej ekspresji RNaz T
oraz PH potwierdzajg ich role w procesie dojrzewania 3’-konica czgsteczek tRNA oraz

obrazujg na poziomie molekularnym zmiany zachodzgce w tym procesie.

110



6. Dyskusja

Nukleotydylotransferaza tRNA jest enzymem niezbednym u wszystkich bakterii
posiadajgcych przynajmniej jeden rodzaj tRNA pozbawiony terminalnej sekwencji CCA
na poziomie genu. Zaobserwowano, ze u E. coli, pomimo, ze wszystkie rodzaje tRNA
kodujg terminalng sekwencje CCA, inaktywacja tego enzymu prowadzi do znacznych
defektéw wzrostu bakterii (Zhu & Deutscher, 1987). Pratki gruzlicy posiadajg 45 genow
kodujgcych tRNA, 32 z tych gendw nie zawiera sekwencji CCA. U M. tuberculosis jedynym
znanym przedstawicielem nadrodziny nukleotydylotransferaz, obejmujacej polimerazy
poli(A) i nukleotydylotransferazy tRNA jest biatko Rv3907c (Martin & Keller, 1996).
Biatko Rv3907c opisano w bazach danych jako polimeraza poli(A) (PAPI). Jednakze
szczegbtowa analiza sekwencji aminokwasowej Rv3907c jasno wskazuje, ze biatko to
powinno zostac zakwalifikowane jako nukleotydylotransferaza tRNA odpowiedzialna za
synteze terminalnej sekwencji CCA w czagsteczkach tRNA. Gen rv3907c zostat
zaklasyfikowany w globalnych analizach mutagenezy transpozonowej (TRASH) jako
niezbedny w warunkach in vitro. Badania naszego zespotu z zastosowaniem metod
homologicznej rekombinacji potwierdzity te obserwacje dla pratkdw gruiZlicy oraz
wykazaty niezbednosc¢ jego ortologa rowniez w saprofitycznym szczepie M. smegmatis.
Przeprowadzone badania, pokazujg, ze gen rv3907c M. tuberculosis jest funkcjonalny
w komodrkach M. smegmatis, pozbawionych jego ortologa. Dodatkowo wykazano, ze
mutacja w domenie HD (HD/AA) wptywa na przezywalnos¢ M. smegmatis inaktywujac
niezbedng dla wzrostu funkcjonalno$¢ badanego enzymu (Btaszczyk i wsp., praca
w recenzji). Ponadto nasze badania z oczyszczonym enzymem Rv3907c pozwolity
zaobserwowac aktywnosc nukleotydylotransferazy tRNA badanego biatka w warunkach
in vitro. Pytanie, na ktére chcieliSmy odpowiedzie¢ w ramach realizacji pracy doktorskiej
dotyczyto aktywnosci biatka Rv3907c w komérkach pratkéw. Ze wzgledu na niezbednos¢
biatka dla przezycia mykobakterii oraz brak skutecznych systemoéw kontrolujgcych
poziom ekspresji u pratkdw postanowilismy wykorzysta¢ adaptowany do mykobakterii
system CRISPR-Cas9 (Rock i in., 2017), ktéry wczesniej z powodzeniem
wykorzystywaliSmy do obnizenia ekspresji innych biatek M. tuberculosis (Korycka-
Machata i in., 2020, 2022). System ten pozwalana na indukowang inhibicje procesu

transkrypcji danego genu obnizajgc ilos¢ dostepnego mRNA oraz biosynteze biatka.
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W badaniach opisanych w pracy doktorskiej indukcja anhydrotetracykling (aTc)
powodowata ponad 90% spadek ilosci mRNA oraz biatka, co przektadato sie na
zahamowanie wzrostu M. tuberculosis zarbwno na bogatych jak i ubogich podtozach,
a takze w Srodowisku kwasnym oraz z obnizonym poziomem tlenu. Globalna analiza
transkryptomiczna przeprowadzona dla mutantéw z deplecja badanego enzymu
jednoznacznie wskazata na indukowane zaburzenia w dojrzewaniu i/lub syntezie
réoznych rodzajow tRNA oraz akumulacji niedojrzatych czasteczek tRNA wydtuzonych
zaréwno na korcu 5’ jak i 3’. Transkrypty tRNA wydtuzone od konca 5’ sugeruja, ze
proces dojrzewania tRNA u pratkéw jest $cisle uporzgdkowany, a obrébka 5’ korca
wymaga wczesniejszej obrobki korica 3’. Bezposrednim dowodem in vivo na aktywnos¢
badanego enzymu byt spadek ilosciowy w liczbie czasteczek tRNA zawierajgcych
terminalng sekwencje CCA w pordéwnaniu do szczepu dzikiego. Réznic tych nie
obserwowano dla sekwencji C, gdyz ten nukleotyd jest zazwyczaj kodowany w DNA,
natomiast obecnos¢ sekwencji CC i CCA byta w znacznym stopniu zalezna od obecnosci
badanego enzymu. Oczywiscie, analizujgc transkryptom szczepu mutanta ccamibcass hie
spodziewaliSmy sie efektu catkowitej eliminacji dojrzatych tRNA, gdyz juz niewielki
deficyt w pojedynczych rodzajach funkcjonalnych tRNA wyrazat sie istotnym
zahamowaniem wzrostu. Obserwowany efekt zahamowania dojrzewania czgsteczek
tRNA byt przez nas przewidywany biorgc pod uwage obserwowang aktywnos¢ enzymu
w warunkach in vitro. Znacznie bardziej niespodziewang obserwacjg byta bardzo istotna
akumulacja poliadenylowanych transkryptéw, w tym réwniez transkryptow tRNA,
w mutancie z obnizonym poziomem ccamwcaso. Globalne badania poliadenylacji
transkryptow u bakterii s3 w duzej mierze niejednoznaczne (Adilakshmi i in., 2000).
W standardowej bibliotece bakteryjnych transkryptoméw RNASeq poliadenylacja jest
praktycznie niewidoczna i moze by¢ obserwowana wylgcznie po selekcji
poliadenylowanych odczytéw (reads) z potagczonych wspdlnie ogromnych ilosci danych

z réznych sekwencjonowan.

U bakterii, w odrdznieniu od organizmow eukariotycznych, poliadenylacja
transkryptow jest sygnatem do rozpadu RNA (Mohanty & Kushner, 2019). W naszych
analizach moglisSmy wyraznie zauwazy¢, ze wsréd odczytéw silnie poliadenylowanych sg

odczyty kodujgce przedwczesne, nieprzetworzone czgsteczki tRNA, ktore byty silnie
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akumulowane w warunkach deplecji CCAmw. Opierajac sie na heterogennosci
znacznikéw poliadenylacji, doszlismy do wniosku, ze te addycje o dftugosci kilku
nukleotyddw mogty w rzeczywistosci by¢ wytwarzane przez inny enzym, a nie CCAmtb,
W znacznej mierze usuniety z komérki. Enzymem zdolnym do syntezy sekwencji poli(A)
w czgsteczkach RNA jest PNPaza, kolejny niezbedny enzym biorgcy udziat zaréwno
w dojrzewaniu, jak i degradacji RNA (Ptocinski i in., 2019). Zaktadamy, ze niedobdr
CCAmib wptywa na dojrzewanie konncow 3' tRNA, ktére sg nastepnie znakowane do
rozpadu lub dalej przetwarzane przez PNPaze jako sktadnik degradosomu RNA (Ptocinski
i in., 2019). Rola PNPazy w poliadenylacji licznych RNA zostata potwierdzona poprzez
jednoczesne wyciszenie obu gendéw. Deplecja PNPazy w mutancie zubozonym w CCAwmis
hamowata poliadenylacje transkryptéw RNA jednoznacznie wskazujac, ze enzym ten
odpowiada za obserwowane przez nas zjawisko. W fizjologicznym stezeniu Pi fosforylaza
polinukleotydowa (PNPaza), jako sktadnik degradosomu RNA, bierze udziat w degradacji
RNA. Z drugiej strony raportowano, ze PNPaza syntetyzuje dtugie, wysoce
heteropolimeryczne ogony w warunkach in vivo. Ponadto izolacja RNA, odwrotna
transkrypcja, klonowanie i sekwencjonowanie pozwolity zidentyfikowa¢ ogony poli(A)
w E. coli z niedoborem polimerazy poli(A) (Mohanty & Kushner, 2000). Wskazywano
takze, ze fosforylaza polinukleotydowa moze przejg¢ funkcje eubakteryjnej
poliadenylazy (Rott i in., 2003; Yehudai-Resheff i in., 2001). Nie mozemy réwniez
wykluczyé, ze akumulacja poliadenylowanych sekwencji RNA moze by¢ zaangazowana
w gromadzenie energii podobnie jak obserwujemy to u eukariontéw. Niefunkcjonalne
transkrypty, mogly potencjalnie zosta¢ zachowane w komdrce do dalszego
przetwarzania w przysztych, sprzyjajgcych warunkach. Poniewaz poziomy sktadnikow
degradosomu RNA pozostaty w duzej mierze niezmienione w szczepie z obnizonym
poziomem CCAwmw, Wydaje sie, Ze nastgpito raczej przeksztatcenie PNPazy w polimeraze,
a nie w nukleaze jako komponentu degradosomu. Takie mechanizmy mogg by¢

korzystne dla przezycia patogendw wewnatrzkomaérkowych, takich jak M. tuberculosis.

Transferowe RNA (tRNA) sg niezbednymi sktadnikami biorgcymi udziat w syntezie
biatek komérkowych. W warunkach stresowych, niektére tRNA ulegajg przecieciu,
tworzgc czgsteczki dziatajgce jako regulatory ekspresji gendéw (Asadi-Atoi i in., 2019).

Wszystkie transkrypty tRNA muszg ulec rozlegtej obrébce potranskrypcyjnej na koricach
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5’ i 3’, aby uzyska¢ petng funkcjonalnos¢. Dojrzewanie koncow 5’ pre-tRNA odbywa sie
przy udziale RNazy P, natomiast w dojrzewaniu 3’ koAcéw zaangazowany jest szereg
réznych rybonukleaz (Mohanty i in., 2022). U E. coli, gdzie wszystkie tRNA posiadajag
terminalng sekwencje CCA w obrebie kodujgcych je gendéw, obréobka 3’ korica ma za
zadanie usuniecie dodatkowych nukleotyddw oraz ekspozycje sekwencji CCA dla
syntetazy aminoacylo tRNA. Obecny w komdrkach E. coli enzym o aktywnosci tRNA
nukleotydylotransferazy moze naprawié uszkodzong terminalng sekwencje CCA lub
dosyntetyzowaé dodatkowg sekwencje CCA do uszkodzonych tRNA, ktére w dalszej
kolejnosci ulegajg degradacji (Wellner, Czech, i in., 2018). Enzymami odpowiedzialnymi
za ,,uwolnienie” terminalnej sekwencji CCA w czasteczkach tRNA u E. coli sg RNaza PH,
T, RNaza R, RNaza D i RNaza Il. U B. subtilis, gdzie tylko czes¢ czasteczek tRNA posiada
terminalna sekwencje CCA w obrebie kodujgcych je genéw w obrébke 3’ korica tRNA
zaangazowane sg RNazy PH, RNaza R, Yham w przypadku tRNA zawierajgcych kodowang
sekwencje CCA, oraz RNaza Z odcinajgca podczas dojrzewania tRNA sekwencje od korica
3’ bezposrednio za nukleotydem (discriminatory nucleotide) do ktérego ma by¢
dosyntetyzowana sekwencja CCA poprzez nukleotydylotransferaze tRNA (Bechhofer &
Deutscher, 2019; Perwez & Kushner, 2006). Liczba enzymdw zaangazowana w obrdébke
3’-konica tRNA oraz zazwyczaj niewielki efekt fenotypowy obserwowany u mutantow
pozbawionych poszczegdlnych enzymoéw wskazuje, ze proces dojrzewania 3’-korica
tRNA moze by¢ prowadzony przez wiecej niz jeden enzym (Braun & Condon, 2014; Zuo
i in., 2005). Ponadto w dojrzewanie 3’-korica, w przypadku braku dostepnosci
dedykowanych do tego celu egzonukleaz, mogg by¢ rdwniez zaangazowane takie
enzymy jak PNPaza, RNazall, RNaza BN (Braun & Condon, 2014; Pellegrini i in., 2003).
W proteomie mykobakterii identyfikujemy cztery (M. tuberculosis) lub piec
(M. smegmatis) enzymow potencjalnie zaangazowanych w obrébke nukleolityczng 3’-
korica tRNA posiadajgcego lub nieposiadajgcego sekwencje CCA. Uzyskane przez nas
rekombinowane biatka oraz ocena ich aktywnosci in vitro, wskazywaty RNaze T jako
potencjalny enzym, ktory w sposdb specyficzny moze usuwaé nadmiarowe nukleotydy
na koncu 3’ czagsteczek tRNA. Ponadto, aktywnos¢ egzonukleazy w stosunku do 3’-korica
tRNA wykazywata takze RNaza PH, oraz RNaza 71, ale dodatkowo enzymy te posiadaty
aktywnos¢ endonukleazy w obrebie jednoniciowej sekwencji RNA. O kluczowym

znaczeniu RNazy T dla dojrzewania tRNA u mykobakterii moze swiadczy¢ takze fakt, ze
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byta to jedyna badana RNaza, ktdrej brak spowodowat zauwazalny efekt fenotypowy
w postaci zahamowania wzrostu M. smegmatis. Efektu zahamowania wzrostu nie
obserwowano u mutantéw pozbawionych innych badanych RNaz tak dfugo jak
w komérkach znajdowat sie funkcjonalny gen kodujagcy RNaze T. Niewielki efekt
fenotypowy obserwowano tylko w przypadku rownoczesnej inaktywacji obu RNaz Z co
moze wynika¢ z zaangazowania tych enzymoéw w dojrzewanie innych niz w przypadku
RNazy T czgsteczek tRNA, ktorych geny nie kodujg terminalnej sekwencji CCA. Mozna
wiec zatozyé, ze u mykobakterii gtéwnymi, lecz nie niezbednymi, egzonukleazami
uczestniczgcymi w procesie dojrzewania tRNA sg RNaza T oraz RNaza Z, a przygotowane
przez nie konce kontroluje, naprawia, lub uzupetnia o sekwencje CCA,
nukleotydylotransferaza tRNA. Silna deplecja enzymu CCAmw» u mykobakterii
spowodowata akumulacje niedojrzatych czgsteczek tRNA o dtugosci pozwalajacej naich
detekcje w standardowych bibliotekach RNA. Zjawiska takiego nie zaobserwowalismy
natomiast po catkowitej inaktywacji (delecja gendw, M. smegmatis) badz deplecji
(CRISPR-Cas9, M. tuberculosis) badanych RNaz. Mozna wiec zaktada¢, ze RNaza T oraz
RNaza PH uczestniczg dopiero w koricowych etapach obroébki transkryptow tRNA
i usuwaja niewielkg liczbe nukleotydéw na 3’-koncu tRNA, ktére nie sg wydajnie
usuwane przez enzymy dziatajgce na wczesdniejszych etapach procesu dojrzewania tRNA.
Ponadto, akumulacja niedojrzatych tRNA w mutancie ccamibeaso sugeruje, ze albo enzym
ten jest zaangazowany réwniez na wczesniejszych etapach procesu dojrzewania tRNA,
badz tez akumulacja niedojrzatych tRNA pozbawionych terminalnej sekwencji CCA
spowalnia wczesne etapy dojrzewania tRNA. Za tym pierwszym mechanizmem mogtaby
Swiadczy¢ obserwowana w naszym laboratorium, w warunkach in vitro, aktywnos¢
enzymu CCAumw jako egzonukleazy w stosunku do tRNA o wydtuzonym 3’-koncu
(Btaszczyk i wsp., praca w recenzji). Szczegdétowa analiza transkryptow uzyskanych
w procesie sekwencjonowania bibliotek matych RNA badanych mutantéw pozwolita na
potwierdzenie in vivo aktywnosci enzymu CCAwmw jako enzymu syntetyzujgcego
terminalng sekwencje CCA w czgsteczkach tRNA. Ocena liczby transkryptow z sekwencjg
CCA oraz bez tej sekwencji u mutantéw i szczepu kontrolnego jasno wskazata na role
badanego enzymu. W przypadku deplecji RNaz PH i T zaobserwowano nadprodukcje
wielu rodzajow tRNA w komérkach pratkdw gruzlicy a szczegdtowa analiza transkryptow

wykazata, ze sg one zazwyczaj niekompletne i zawierajg wytgcznie fragment 5’, do
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momentu petli antykodonu. Taki niepetny transkrypt mogtby powstaé w wyniku
zatrzymania procesu transkrypcji, lub co bardziej prawdopodobne w tym przypadku,
ciecia w obrebie petli antykodonu i degradacji niefunkcjonalnych czgsteczek tRNA.
Nalezy réwniez zauwazyé, ze u mutantdw rnTmiwcass | rNPH mibcaso Cze€sto zanikaja
transkrypty dla obszaru ponizej genu tRNA, ktdére sg wyraznie widoczne w szczepie
kontrolnym, ale znaczenie tego zjawiska trudno wyjasni¢ na podstawie naszych
dotychczasowych analiz. W warunkach deplecji RNazy PH lub T mozna byto réwniez
zaobserwowac brak charakterystycznej dla czgsteczek tRNA metylacji nukleotydu 57/58
powstajgcej podczas obrébki posttranskrypcyjnej. Enzymem zaangazowanym w proces
metylacji u E. coli s metylotransferazy tRNA. U Saccharomyces cerevisiae dynamiczne
modyfikacje tRNA umozliwiajg regulacje ekspresji gendw podczas translacji w celu
zapewnienia lepszej adaptacji do warunkéw steresowych (Galvaniniin., 2020). Ponadto
warunki niedotlenienia indukujg modyfikacje w trzecim nukleotydzie kodonu tRNA Thr
M. bovis, regulujgc w ten sposdb translacje (Chionhiin., 2016). Zahamowanie procesu
metylacji tych czasteczek moze wynika¢ z zahamowania procesu dojrzewania tRNA
u mutantéw z obnizonym poziomem enzymu RNazy PH. Analiza transkryptéw tRNA
w mutantach rnTwiwcaso / rnPH mibcaso Nie pozwolita na identyfikacje ilosciowej réznicy
w liczbie transkryptéw zawierajgcych terminalng sekwencje CCA w pordédwnaniu do
szczepu kontrolnego. Wskazuje to, ze podobnie jak u B. subtilis (Pellegrini i in., 2003),
obrébka 3’-kofca tRNA wymagajacych posttranskrypcyjnej syntezy terminalnej

sekwencji CCA nie jest prowadzona przez RNaze PH lub T a przez endonukleaze Z.

Niezwykle interesujgcg obserwacjg podczas analizy danych transkryptomicznych
byta intensywna akumulacja poliadenylowanych transkryptéw u mutanta z obnizonym
poziomem enzymu CCAwmts/msm. Konstrukcja podwdjnego mutanta pozwalajgcego na
rownoczesng deplecje enzymu CCA i PNPazy wskazata jednoznacznie, ze za proces ten
odpowiada sktadnik degradosomu — PNPaza. Biorgc pod uwage role poliadenylacji
u Prokariota, bedacej sygnatem dla degradacji niefunkcjonalnych transkryptéw mozna
byto zatozy¢, ze niefunkcjonalne tRNA, pozbawione terminalnej sekwencji CCA ulegajg
poliadenylacji przez PNPaze i dalszej degradacji. Mozna bytoby zatem spodziewad sieg, ze
mutanty z obnizonym poziomem (lub inaktywacjg) RNaz T czy PH bedg réwniez, chocby

w mniejszym zakresie, akumulowac poliadenylowane czgsteczki tRNA. Takiej akumulacji
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jednak nie zauwazono zarébwno u mutantéw M. tuberculosis, jak
i M. smegmatis. Moze to sugerowac, ze poliadenylacji ulegajg tylko te czasteczki tRNA,
ktdre sg substratem dla nukleotydylotransferazy tRNA a jednoczesnie sg pozbawione
tego enzymu. Obserwacje te mogga wynika¢ ze wspodtzawodnictwa PNPazy oraz
nukleotydylotransferazy tRNA o wigzanie tRNA, a w przypadku deplecji tego ostatniego
moze dochodzi¢ do nieograniczonej poliadenylacji tych transkryptéow. Wiecej informacji
o tym procesie mozna bytoby uzyska¢ po badaniu transkryptomu u mutanta

pozbawionego RNaz Z i/lub nukleotydylotransferazy tRNA.
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. Whnioski

Rv3907c jest enzymem o aktywnosci nukleotydolotransferazy tRNA
zaangazowanym w niezbedny proces syntezy terminalnej sekwencji CCA
w czgsteczkach tRNA u mykobakterii.

Zahamowanie mozliwosci syntezy terminalnej sekwencji CCA w czasteczkach
tRNA u mykobakterii prowadzi do ich poliadenylacji zaleznej od obecnosci
PNPazy.

Gtéwna, lecz nie niezbedng egzonukleazg uczestniczgcg w procesie dojrzewania

3’ konca-tRNA u pratkdéw jest RNaza T.
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8. Streszczenie

Ponad potowa tRNA syntetyzowanych przez Mycobacterium tuberculosis wymaga
dodania terminalnej sekwencji cytozyna-cytozyna-adenina (CCA), niezbednej dla
funkcjonalno$ci aminoacylo-tRNA. Proteom mykobakterii musi zatem posiada¢ enzym o
aktywnosci nukleotydylotransferazy tRNA (enzym dodajgcy sekwencje CCA).
Dojrzewanie 3’ konca tRNA u bakterii odbywa sie miedzy innymi przy udziale
egzonukleaz z nadrodziny DnaQ. Nadrodzina DnaQ obejmuje enzymy przetwarzajace
DNA i RNA, takie jak domeny korekcyjne polimeraz DNA, inne egzonukleazy DNA, RNaza
D, RNaza T, oligorybonukleaza i egzonukleazy RNA. W proteomie M. tuberculosis
zidentyfikowano cztery (Rv1340 — RNazaPH; Rv2179c — RNaza T; Rv2407 — RNaza Z;
Rv2681 — RNaza D) a w proteomie M. smegmatis pie¢ (Msmeg_4568 — RNza Z1;
Msmeg_1776 — RNaza Z2; Msmeg_4901 — RNaza PH; Msmeg_2778 — RNaza D;
Msmeg_4245 — RNaza T) RNaz z nadrodziny DEDD.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta identyfikacja oraz charakterystyka enzymow

uczestniczgcych w procesie dojrzewania 3’ konca czgsteczek tRNA u mykobakterii.

Pierwszy etap pracy obejmowat identyfikacje enzymu o aktywnosci
nukleotydyloytransferazy tRNA w proteomie mykobakterii. Przeprowadzona analiza
bioinformatyczna wskazywata, ze enzymem o takiej aktywnosci powinien by¢ produkt
genu rv3907c. Aby zweryfikowaé eksperymentalnie postawiong hipoteze
skonstruowano rekombinowane szczepy M. smegmatis oraz M. tuberculosis
charakteryzujgce sie obnizonym poziomem potencjalnych enzyméw CCAmw oraz
CCAumsm. Analiza RNA Seq wykazata akumulacje 18 rodzajow tRNA (z 45 wszystkich
rodzajow identyfikowanych u M. tuberculosis). Wiele z czgsteczek tRNA u szczepow
mutantow charakteryzowato sie takze brakiem terminalnej sekwencji CCA. Ponadto
niedojrzate czasteczki tRNA, ktére nagromadzity sie po obnizeniu poziomu ekspresji
CCAwmib, byty silnie poliadenylowane. Enzymem, ktéry oprécz polimerazy poli(A), moze
by¢ odpowiedzialny za proces poliadenylacji w komérkach bakteryjnych jest PNPaza
(nukleotydylotransferaza polirybonukleotydowa) kodowana przez gps1. W celu zbadania
czy za zjawisko poliadenylacji transkryptéw przy niedoborach enzymu CCAwmtb

u mykobakterii odpowiada PNPaza przygotowano szczep o obnizonej ekspresji
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réwnoczes$nie dwoch gendw, ccamincass Oraz gpslmincass. Analizy sekwencjonowania
(RNAseq), wykazaty, ze zjawisko poliadenylacji transkryptéw obserwowane jest
wyfacznie dla szczepu o obnizonym poziomie enzymu CCAmw, ale tylko w obecnosci
niezaburzonej ekspresji genu gpsl. Tak wiec jednoznacznie wykazano, ze za
obserwowane zjawisko poliadenylacji przy niedoborach CCAmip odpowiada enzym

PNPaza.

Kolejnym etapem pracy byto poznanie funkcji egzonukleaz zaangazowanych
w dojrzewanie 3’ konca tRNA u mykobakterii. W tym celu skonstruowano szereg
pojedynczych i wielokrotnych mutantéw M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnych
gendéw kodujacych rnPH, rnT, rnZ1, rnZ2, rnD, oraz oczyszczono rekombinowane biatka
w systemie heterologicznym E. coli. Ocena aktywnosci badanych enzymoéw
M. smegmatis pozwolita na wnioskowanie, ze u mykobakterii gtéwng, lecz nie
niezbedng, egzonukleazg uczestniczacg w procesie dojrzewania 3’ korica tRNA jest
RNaza T. Analiza transkryptomiczna wykazata, ze w przypadku deplecji RNaz PH i T
dochodzi do nadprodukcji wielu rodzajow tRNA w komodrkach pratkdw gruzlicy a
szczegbtowa analiza transkryptéw ujawnita, ze sg one zazwyczaj niekompletne

i zawierajg wytgcznie fragment 5’ ciety w obszarze petli antykodonu.

Uzyskane wyniki jednoznacznie dowodzg, ze Rv3907c petni u mykobakterii
niezbedng funkcje nukleotydylotransferazy tRNA i moze by¢ rozpatrywany jako
atrakcyjne miejsce docelowe dla nowych tuberkulostatykéw. Wykazano takze, ze
PNPaza bedaca istotnym komponentem degradosomu u mykobakterii jest réowniez
odpowiedzialna za poliadenylacje transkryptéw, przynajmniej w warunkach niedoboru
enzymu CCAm. Konstrukcja i analiza mutantéw pozbawionych wybranych egzonukleaz
z nadrodziny DnaQ wskazata na istotng role RNazy T w procesie dojrzewania tRNA
u mykobakterii i pozwolita zaobserwowac zjawisko nukleolitycznego ciecia tRNA

w obszarze petli antykodonu w warunkach niedoboru tego enzymu.
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9. Abstract

More than half of the tRNAs synthesized by Mycobacterium tuberculosis require the
addition of a terminal cytosine-cytosine-adenine (CCA) sequence, necessary for tRNA to
be aminoacylated. The mycobacterial proteome must therefore possess an enzyme with
tRNA nucleotidyl transferase activity (CCA-adding enzyme). The maturation of the 3' end
of tRNA in bacteria takes place with the participation of exonucleases from the DnaQ
superfamily. The DnaQ superfamily consists of DNA and RNA processing enzymes such
as the proofreading domains of DNA polymerases, other DNA exonucleases, RNase D,
RNase T, oligoribonuclease and RNA exonucleases. Four have been identified in the M.
tuberculosis proteome (Rv1340 — RNazaPH; Rv2179c — RNaza T; Rv2407 — RNaza Z;
Rv2681 — RNaza D) and five in the M. smegmatis proteome (Msmeg_4568 — RNza Z1;
Msmeg_1776 — RNaza Z2; Msmeg_4901 — RNaza PH; Msmeg_2778 — RNaza D;

Msmeg_4245 — RNaza T) RNases from DEDD superfamily.

The aim of this doctoral thesis was to identify and characterize the enzymes involved

in the maturation of the 3' end of tRNA molecules in mycobacteria.

The first stage of the work involved the identification of an enzyme with tRNA
nucleotidyl transferase activity in the mycobacterial proteome. The performed
bioinformatic analysis indicated that the product of the rv3907c gene should be an
enzyme with such activity. In order to experimentally verify the hypothesis, recombinant
strains of M. smegmatis and M. tuberculosis were constructed, characterized by
a reduced protein level of the potential enzymes CCAmi and CCAvsm. RNA Seq analysis
showed the accumulation of 18 tRNA species (out of all 45 identified in M. tuberculosis).
Many of the tRNA molecules in the mutant strains also lacked the terminal CCA
sequence. In addition, immature tRNAs that accumulated after downregulation
of CCAwmw, expression were highly polyadenylated. The enzyme that, apart from poly(A)
polymerase, may be responsible for the polyadenylation process in bacterial cells
is PNPase (polyribonucleotide nucleotidyl transferase) encoded by gpsl. In order
to investigate whether PNPase is responsible for the phenomenon of polyadenylation
of transcripts in CCAmw enzyme deficiency in mycobacteria, a strain with reduced

expression of two genes simultaneously, ccamibcass and gpslmibcass, Was prepared.
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Sequencing analyzes (RNAseq) showed that the phenomenon of polyadenylation
of transcripts is observed only in the strain with a reduced level of the CCAvw, enzyme,
but only in the presence of undisturbed expression of the gps1 gene. Thus, it has been
unequivocally demonstrated that the PNPase is responsible for the observed

phenomenon of polyadenylation in CCAmw, deficiencies.

The next stage of the work was to learn the function of exonucleases involved in the
maturation of the 3' end of tRNA in mycobacteria. For this purpose, a series of
M. smegmatis single and multiple mutants lacking functional genes encoding rnPH, rnT,
rnZ1, rnZ2, rnD were constructed and recombinant proteins were purified in an E. coli
heterologous system. Evaluation of the activity of the tested enzymes M. smegmatis
allowed to conclude that in mycobacteria the main, but not essential, exonuclease
involved in the 3' end maturation of tRNA is RNase T. Transcriptomic analysis showed
that in the case of depletion of RNase PH and T, many types of tRNAs are overproduced
in Mycobacterium tuberculosis cells, and detailed analysis of the transcripts showed that

they are usually incomplete and contain only the 5' fragment, until the anticodon loop.

The obtained results clearly prove that Rv3907c performs the necessary function of
tRNA nucleotidyl transferase in mycobacteria and can be considered as an attractive
target for new antituberculosis drugs. It has also been shown that PNPase, which is an
essential component of the degradosome in mycobacteria, is also responsible for the
polyadenylation of transcripts, at least under conditions of CCAmw enzyme deficiency.
The construction and analysis of mutants lacking selected exonucleases from the DnaQ
superfamily indicated the important role of RNase T in the process of tRNA maturation
in mycobacteria and allowed to observe the phenomenon of nucleolytic cleavage of

tRNA in the area of the anticodon loop in the absence of this enzyme.
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Tabela S1. Opisane czgsteczki tRNA kodowane przez M. tuberculosis.

gene name amino acid decoding  [sequence type CCA addition
MTB000001 |ileT tRNA-lle (GAT) gggcctatagctcaggeggttagagegcttcgetgataacgaagaggtcggaggttcgagtectectaggeccacga | required
MTB000002 |alaT tRNA-Ala (TGC) ggggccttagetcagttggtagageactgectttgcaaggcaggggtcaggggttcgagteccctaggetecacaa | required
MTB000003 |[leuT tRNA-Leu (CAG) gggcgagtggeggaatggeagacgegetggettcaggtgecagtgtecttcgggacgtgggggttcaagteececttegeccaccg ] required
MTB000004 [glyU tRNA-Gly (CCC) gccgatgtagttcaatggeagaacatcagettcccaagetgaatacgegggttcgatteecgteateggeteeg | required
MTB000005  [tyrT tRNA-Tyr (GTA) ggcaggttgcccgageggecaatgggageggactgtaaatecgtcgegaaagcetacgeaggttcgaatectgeacctgecacca 1l not required
MTB000006 |thrT tRNA-Thr (GGT) geccecttagetcagteggeagagegtttccatggtaaggaaaaggtcaacggttcgattecgttagggggct cgg 1 required
MTB000007 |metT tRNA-Met (CAT) ggcgatgtagctcagtcggttagagegaacgactcataategttaggtcgecggttcgagtecggecategetacaa | required
MTB000008  [trpT tRNA-Trp (CCA) aggggcgtagctcaactggeagageageggtctccaaaaccgeaggttgeaggttcaagtectgtegeecctgetg | required
MTB000009 |[thrV tRNA-Thr (TGT) gectecttagetcagtggtagageactegecttgtaagegageggtegtcagttcaatectgacagggggctcaa | required
MTB000010 |[lysT tRNA-Lys (TTT) gccectatagetcagttggtagagetacggacttttaatccgeaggteccaggttcgagtectggtgggggcacaa | required
MTB000011 |[gluT tRNA-Glu (TTC) geecccttegtctagacggectaggacgecgecctttcaaggeggtaacgegggttcgaatecegtagggggtacet | required
MTB000012 |aspT tRNA-Asp (GTC) ggccctgtggegeagttggttagegegeegeectgtcacggeggaggtegegggttcgagteecgteagggtegeca | not required
MTB000013 [pheU [tRNA-Phe (GAA) ggccaggtagctcagtcggtatgagegtccgectgaaaageggaaggteggeggttcgateecgeecctggecacca | not required
MTB000014 |argT tRNA-Arg (CCT) geccctegtagetcaggggatagageacggcetctectaaageeggtgtegeaggttcgaatectgeegggggeacte | required
MTB000015 |alaV tRNA-Ala (CGC) ggggctatggegeagttggtagegegactegttcgeatcgagtaggtcaggggttcgaatececttagetccacca | not required
MTB000016  [gInT tRNA-GIn (TTG) tccgtegtggtgtaateggeageacctetgattttggttcagatagttcaggttcgagtcctggegacggagett | required
MTB000017 |[leuX tRNA-Leu (TAA) gcceccatageccaattggeagaggeageggacttaaaatecgtcaagtgteggttcgagtccgactgggggea cgg | required
MTB000018 |argV tRNA-Arg (CCG) gcecccgtagetcaggggatagagegtetgectccggageagaaggeegeaggttcgaatectgecgggggea caa | required
MTB000022 leuw tRNA-Leu (TAG) gegggcgtgatgaaattggcaaacatgeeggttttaggtgecggtgctc ttgagggttcgagtccctccgeecgeacte 1 required
MTB000023 leuv tRNA-Leu (CAA) gecctegtatcccaactggeagaggaaacggactcaaaacccgtccagtgtgggttcgaatcccaccgagggeacca | not required
MTB000024  [proT tRNA-Pro (GGG) cgggctgtggegeagtttggtagegeacttgactgggggtcaagtggtcgeaggttcaaatectgtcageccgactt 1 required
MTB000025 leuU tRNA-Leu (GAG) gtccgagtggeggaatggeagacgegetagettgaggtgetagtgecctactaatgggegtgggggttcaagteececcteggacacaa 1 required
MTB000027 |valV tRNA-Val (TAC) gggcgegtagetcageggtagagetctggttttacacaccageggtcggeggttcgatecegtecgegeccaccg | required
MTB000028 [metV  |[tRNA-Met (CAT) ggggcggtagetcagttggttagagecgeggactcataatecgttggtegegggttcgageccegeecgeeccacat | required
MTB000029 |asnT tRNA-Asn (GTT) tcccctgtagetcaattggecagagegttcggetgttaaccgaagggttggaggttcgagtectecegggggageag | required
MTB000030 |proU tRNA-Pro (TGG) cggggtgtagegeagettggtagegeateegetttgggageggaaggecgeaggttcaaatectgtcaccecgacca | not required
MTB000031 |[glyV tRNA-Gly (TCC) gcgggcgtagetcaatggtagagecectagtcttccaaactagegacgegggttegattecegtegeecgetegg | required
MTB000032 [argW  [tRNA-Arg (TCT) gectcegtagetcaggtggatagageaagggecttctaatecctaggtegeacgttcgagtegtgecgggggcactg | required
MTB000033  |hisT tRNA-His (GTG) gtgagtgtagttcagttggtagagcaccaggttgtgatcctgggtgtcgegggttcgagteccgtcactcacccca 1 not required
MTB000034  |[lysU tRNA-Lys (CTT) gegecgttagetcagttggtagageagetgactcttaatcagegggtceggggttcgaaaccetgacggegeacag | required
MTB000035 |valT tRNA-Val (CAC) ggtccegtggctcagtgggagagegtecgettcacacgeggaaggtegetggttcgatcccageegggaccacta | required
MTB000036  [glyT tRNA-Gly (GCC) gcggatgtagegeagttggtagegeatcaccttgecaaggtgagggtegegggttcgaatecegteateegetcga | required
MTB000037 [cysU tRNA-Cys (GCA) ggtggagtggccgagtggtgaggcaacggectgeaaagecgtgeacacgggttcgatteeegtctecacctceca | not required
MTB000038 |valu tRNA-Val (GAC) gegegattagetcagegggagagegcettcectgacacggaagaggtcactggttcaatcccagtategegeacea | not required
MTB000039  [gluU tRNA-Glu (CTC) ggccccgtegtctageggectaggacgecgecctctcacggeggtagegtgggttcgaateccateggggetacaa | required
MTB000040 [gInU tRNA-GIn (CTG) tggggtatggtgtaattggcaacacagcetgattctggttcagecattctaggttcgagtectggtaccecageac | required
MTB000041 |alaU tRNA-Ala (GGC) ggggctatggegeagetggtagegeaccacactggeagtgtgggggtcaggggttcgagtecccttagetecacte | required
MTB000043 [metU  [tRNA-fMet (CAT) cgcggggtggageageteggtagetegetgggetcataacccagaggtegeaggttcgaatectgteccegetacca | not required
MTB000044 [thrU tRNA-Thr (CGT) geegecttagetcagteggtagagegattcactcgtaatgaataggtcaggagttcgattctectaggeggetcca | not required
MTB000045 [proY tRNA-Pro (CGG) cggggtgtggegeagettggtagegegcttegttcgggacgaagaggeegtgggttcaaatecegecaccecgaceg | required
MTB000046 |[serV tRNA-Ser (GGA) ggaggattcgectagtggectatggegetegectggaacgegggttgggttaacageectegegggttcaaateecgeatectecgeca 1l not required
MTB000047  [serX tRNA-Ser (CGA) ggtggcgtgtccgageggectaaggageacgectcgaaagegtgtgacggetaacaccgtecgagggttcaaateectecgecaccgeca 1l not required
MTB000048 |argU tRNA-Arg (ACG) gegeecgtagetcaacggatagageatctgactacggatcagaaggttgggagttcgaatctcttcgggegegetc | required
MTB000049 |serT tRNA-Ser (GCT) ggaggegtgecagageggecgaatggggctcactgetaatgagttgtcccccttcaaggggaccggaggttcaaatectctegectecgeag 1l required
MTB000050 |serU tRNA-Ser (TGA) ggtggegtggeagageggectaatgeactcegecttgaaagegagagacggcetaacaccgtccgggggttcaaatcectecgecacegetg 1l required
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