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1. Wstep

1.1. Ogdlna charakterystyka rodzaju Mycobacterium

Rodzaj Mycobacterium (pratki), nalezgcy do rodziny Mycobacteriaceae, rzedu
Actinomycetales i klasy Schizomycetes obejmuje szeroki zakres ponad 190 gatunkdw
(Meehan i wsp., 2021).

Bakterie nalezace do rodzaju Mycobacterium mozemy podzieli¢ obecnie na trzy
podstawowe grupy. Pierwszg z nich stanowig gatunki nalezgce do Mycobacterium
tuberculosis complex. Sg to pratki zdolne do wywotania gruzlicy zaréwno u ludzi jak
i u zwierzat, do ktérych zaliczamy m.in. Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) —
gtéwny czynnik etiologiczny gruzlicy u ludzi, Mycobacterium bovis (M. bovis) — pratek
bydlecy czy Mycobacterium microti (Banuls i wsp., 2015). Do grupy drugiej, okreslanej
mianem pratkow niegruzliczych badz atypowych, wywotujgcych mykobakteriozy nalezg
m.in. Mycobacterium avium complex (Mycobacterium avium oraz Mycobacterium
intracellulare), Mycobacterium abscessus (M. abscessus) czy Mycobacterium marinum
(M. marinum) (Sharma i Upadhyay, 2020). Do trzeciej grypy zaliczamy pratki wywotujgce
trad — Mycobacterium leprae (M. leprae) (Chavarro-Portillo i wsp., 2019).

Pratki przynalezg ~do  grupy  bakterii  gramododatnich, tlenowych,
nieprzetrwalnikujgcych. Bakterie te nie wykazujg zdolnosci poruszania sie, nie posiadajg
wici i rzesek. Unikatowg cechg, wyrdzniajaca je sposrdd pozostatych rodzajéw bakterii jest
specyficzna budowa otoczki i Sciany komorkowej. W sktad Sciany pratkdw wchodzg m.in.
peptydoglikan, arabinogalaktan i kwasy mikolowe, ktérych obecno$¢ warunkuje ich
kwasooporno$¢ oraz stanowi swoistg bariere dla wielu zwigzkéw, w tym sSrodkow
dezynfekcyjnych czy lekdow (Alderwick i wsp., 2015; Kalscheuer i wsp., 2019; Kanabalan
i wsp., 2021).

Mykobakterie stanowig grupe mikroorganizmow o zréznicowanej morfologii. Do
grupy tej zaliczamy bakterie o ksztafcie prostych lub lekko zakrzywionych pateczek,
o szerokosci 0,2 — 0,6 um i dtugosci 1,0 — 10 um. W zaleznosci od gatunku rosng one
w formie szorstkich lub gtadkich kolonii o zrdéznicowanych barwach, od biatych po
pomaranczowo-rézowe (Percival i Williams, 2014).

W oparciu o cechy fenotypowe i filogenetyczne, dokonuje sie licznych podziatow
mykobakterii. Jeden z tych podziatdw dotyczy tempa ich wzrostu. Na tej podstawie

wyrozniono pratki szybko i wolno rosngce. Do grupy pratkdw wolno rosngcych, czyli



zdolnych do wytworzenia kolonii na podtozu statym i w optymalnych warunkach
temperaturowych w czasie dtuzszym niz 7 dni zaliczamy m.in. M. tuberculosis. Z kolei
przedstawicielami pratkow szybko rosngcych, wykazujgcych zdolnos¢ do tworzenia kolonii
w czasie krotszym niz 7 dni s M. abscessus oraz Mycolicibacterium smegmatis
(M. smegmatis) (Kim i wsp., 2013; Bachmann i wsp., 2020).

Kolejny podziat mykobakterii dotyczy jest zdolnosci do wytwarzania pigmentow
z grupy karotenoiddéw. Biorgc pod uwage powyzsze kryterium mozemy je podzieli¢ na:
pratki niefotochromagenne czyli takie, ktére nie wykazujg zdolnosci do produkcji
barwnikéw (M. avium, Mycobacterium xenopi), fotochromogenne — zdolne do wytwarzania
barwnika w obecnosci Swiatta (Mycobacterium kansasii, Mycobacterium simiae) oraz
pratki skotochromogenne, tgczgce w sobie wifasciwosci do wytwarzania barwnikow
zarowno w ciemnosci  jak i pod wptywem  Swiatta  (Mycobacterium
paragordonae,Mycobacterium scrofulaceum) (Percival i Williams, 2014; Forbes, 2017;

Sharma i Upadhyay, 2020).

1.2. Ogdlna charakterystyka rodzaju Mycolicibacterium

Rodzaj Mycolicibacterium nalezgcy do rodziny Mycobacteriaceae, rzedu
Actinomycetales i klasy  Schizomycetes  obejmuje  pratki  szybkorosngce,
niefotochromogenne, w wiekszosci saprofityczne, posiadajgce genom wielkosci od
3100 000 do 10 500 000 par zasad (Gupta i wsp., 2018Wedtug bazy danych LPSN (List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclatur, https://lpsn.dsmz.de/) obecnie, do tego
rodzaju zaliczamy 99 gatunkow, wsrdd ktorych znajduje sie m.in. M. smegmatis, gatunek
saprofityczny, szybkorosnacy, stanowigcy gtowny model badawczy, wykorzystany

W przygotowaniu niniejszej pracy.

Przeprowadzone analizy porownawcze M. smegmatis w odniesieniu do
M. tuberculosis wskazujg na rdznice w budowie zaréwno catych komorek, jak i ich
poszczegdlnych komponentéw. Roéznice te obejmuja: objetos¢ cytoplazmy, gestosé
rybosomow, liczbe rybosomdw, wykazujgc wyzsze wartosci w komorkach M. smegmatis.
Ponadto, zaobserwowano réznice dotyczce kwasoopornosci. W przypadku barwienia
metodg Ziehl-Neelsena, u M. smegmatis, w przeciwienstwie do M. tuberculosis dochodzi

do utraty kwasoopornosci. Zaobserwowana rdéznica moze wynika¢ z faktu, iz Sciana
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komodrkowa pratkdéw M. smegmatis ma nizszg zawartos¢ wegla i krotsze tancuchy kwasow
mikolowych, niz te wchodzgce w sktad sciany komorkowej M. tuberculosis (Gupta i wsp.,

2018; Yamada i wsp., 2018; Dahl i wsp., 2019).

1.3. Gruzlica na Swiecie

Gruzlica, ktérej czynnikiem etiologicznym jest M. tuberculosis, jest najgroiniejsza
bakteryjng chorobg zakazng. Pomimo znacznych postepow odnotowanych w diagnostyce
i leczeniu gruzlicy na przestrzeni ostatnich lat, choroba ta, ciggle stanowi powazne
zagrozenie dla zdrowia i zycia miliondw ludzi na catym swiecie (Chakaya i wsp., 2022).
Wedtug ostatniego raportu WHO (ang. World Health Organization) opublikowanego
w 2022 r. na gruzlice zachorowato okofo 10,6 miliona osdb, czyli o 4,5% wiecej niz w 2020
r. Szacunkowa liczba zgonéw z powodu gruzlicy wyniosta okoto 1,6 miliona oséb (wsrdd
0s6b HIV-negatywnych i HIV-pozytywnych), przekraczajgc poziom liczby zgonéw w latach

2019-2020 (Global tuberculosis report 2022).

Gruzlica wywotana przez szczepy wrazliwe na leki jest chorobg w petni uleczalng cho¢
terapia jest procesem dtugotrwatym (6 miesiecy) i wymagajgcym od pacjenta codziennego
przyjmowania  koktajlu czterech lekéw (rifampicyny, izoniazydu, etambutolu
i pyrazynamidu) przez okres dwodch miesiecy oraz dwodch lekdw (streptomycyny
i kanamycyny) przez kolejne 4 miesigce. Czas trwania terapii oraz skutki uboczne lekéw
powodujg czeste przypadki czasowego lub catkowitego zaniechania procesu leczenia co
moze prowadzi¢ nie tylko do braku skutecznej eradykacji pratkdw z organizmu danego
pacjenta ale takze do selekcji szczepdw opornych na leki. Gruzlica wielolekooporna (ang.
multi-drug resistant, MDR TB), ktdra stanowi rosngcy problem w epidemiologii wywotana
jest przez bakterie oporne na co najmniej dwa najsilniejsze leki przeciwgruzlicze
rifampicyne i izoniazyd. GruZlica o rozszerzonej opornosci (ang. extensivly drug resistant,
XDR TB) wywotana jest przez szczepy MDR oporne dodatkowo na fluorochinolony
i bedakiline lub linezolid. Rosngca liczba szczepdéw wielolekoopornych, dtugotrwate
leczenie trwajgce do dwdch lat z zastosowaniem kombinacji kilku lekdw wykazujgcych
powazne skutki uboczne, wymaga wprowadzenia zardwno nowych strategii
terapeutycznych jak i poszukiwania nowych lekdw, ktére umozliwig skuteczng walke
z wielolekoopornymi pratkami gruzlicy (Santucci i wsp., 2021; Bhandari i wsp., 2022).

Dodatkowo, negatywny wptyw zaréwno na leczenie, jak i diagnostyke gruzlicy wywarfa
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pandemia COVID-19. Sytuacja ta wymaga reorganizacji podjetych plandow leczenia gruzlicy

zaréwno w skali krajowej jak i globalnej.

1.4. Infekcja M. tuberculosis

Pratek gruzlicy jest wewngtrzkomdrkowym patogenem, a jego cykl zyciowy
uzalezniony jest od namnazania i przezycia w komérkach gospodarza. Gruzlica jest chorobg,
ktora prowadzi do licznych zmian ogdlnoustrojowych wynikajgcych z interakcji
zachodzgcych pomiedzy patogenem, a uktadem odpornosciowym gospodarza (Shariq
i wsp., 2023). Do zakazenia dochodzi przez przedostanie sie patogendéw do pecherzykow
ptucnych poprzez drogi oddechowe, bfony sluzowe, uszkodzone warstwy skéry czy ukfad
pokarmowy, na skutek kontaktu z osobg z czynng postacig gruzlicy. W przebiegu aktywnego
zakazenia gruzlica mozemy wyrdzni¢ kilka gtéwnych etapow: aerozolizacje, fagocytoze,
hamowanie dojrzewania fagosomu, odpowiedz Thl (pomocniczg), wytworzenie
ziarniniakdow, wystapienie objawdéw klinicznych i rozwdj aktywnej postaci choroby
z mozliwoscig jej przenoszenia (Bussi i Gutierrez, 2019; Maison, 2022). Zachodzgce zmiany
chorobowe dotyczg gtownie uktadu oddechowego, obejmujac ptuca, ale mogg rowniez
rozprzestrzeni¢ sie na skore, uktad nerwowy, wezty chionne, stawy

i kosci czy uktad moczowo-ptciowy (Rahlwes i wsp., 2022).

Oprocz aktywnej postaci gruzlicy wyrdzniamy rowniez forme utajong. Osoby,
u ktorych wystepuje postaé utajona nie przejawiajg zadnych objawdw chorobowych, nie
zakazajg i stanowig okoto 25% sSwiatowej populacji. Fundamentalne znaczenie
w ograniczeniu i wyeliminowaniu rozprzestrzeniania sie gruzlicy w skali globalnej ma szybka
i skuteczna diagnostyka oséb z forma aktywna i utajong choroby (Fehily i wsp., 2022; Kestler
i Tyler, 2022).

1.5. Adaptacje bakterii do srodowiska

Bakterie zasiedlajgc réznorodne nisze ekologiczne wyksztatcity szereg mechanizméw
umozliwiajacych im adaptacje do zmieniajgcych sie warunkéw Srodowiska, zarowno
wewnatrz zakazonego organizmu jak i podczas transmisji. Do mechanizmow obronnych,
wyksztatconych przez bakterie narazone na dziatanie czynnikdw stresowych o podtozu

fizycznym, chemicznym lub biologicznym zalicza sie zaréwno tymczasowe jak i trwate
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modyfikacje. Modyfikacje tymczasowe zachodzg pod wptywem zmian ekspresji gendw
zwigzanych ze zmianami fenotypowymi o charakterze krdtkoterminowym. Ewolucja
adaptacyjna dotyczy natomiast nabycia przez bakterie korzystnych mutacji, warunkujgcych
ich przetrwanie w nowych warunkach srodowiska na skutek dziatania silnej i trwatej selekcji

(Shi i wsp., 2022).

1.5.1. Mechanizmy adaptacji bakterii do zmieniajacych sie warunkéw srodowiska

Zaréwno bakterie gramododatnie jak i gramoujemne na skutek dziatania czynnikow
biotycznych i abiotycznych wyksztatcity szereg mechanizméow umozliwiajgcych im
dostosowanie sie do zmiennych warunkéw. Do mechanizméw tych zaliczamy m.in. zmiane
morfologii komorek z normalnej, charakterystycznej dla danej grupy bakterii na forme
nitkowatg (Khan i wsp., 2022), wyksztatcenie strategii ,,ang. bet-hedging” wptywajacej na
tworzenie sie form przetrwalnikujgcych (Morawska i wsp., 2022), wyksztatcenie plazmidow
niosgcych geny opornosci na antybiotyki (Billane i wsp., 2022; Maslova i wsp., 2022),
wytwarzanie peptydow przeciwbakteryjnych, ktére doprowadzajg do eliminacji gatunkéw
blisko spokrewnionych (Ghilarov i wsp., 2021), czy produkcje biopolimerow

magazynujgcych m.in. polihydroksymaslan (Miiller-Santos i wsp., 2021).

Wyksztatcenie mechanizméw umozliwiajacych przystosowanie sie do zmieniajgcych
warunkow srodowiska jest szczegdlnie istotne w przypadku mykobakterii, ktére zasiedlajag

réznorodne srodowiska bytowe.

W przypadku M. tuberculosis kluczowa role odgrywa zdolnos¢ patogenu do
przystosowania sie do warunkéw panujgcych w réznych fazach infekcji gospodarza oraz
wyksztatcenie  mechanizméw  umozliwiajgcych  kontrole nad jego uktadem
odpornosciowym, co warunkuje przezycie w organizmie gospodarza (Bonds i Sampson,
2018). Dodatkowg cechg umozliwiajagcg pratkom gruzlicy przetrwanie w organizmie
cztowieka jest aktywacja mechanizmu umozliwiajgcego przejscie w stan latencji,
charakteryzujgcy sie zmianami w obrebie oston komdrkowych, obnizonym poziomem

metabolizmu, i silnie ograniczonymi podziatami komérkowymi (Getahun i wsp., 2015).
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1.6. Regulacja ekspresji genow

Regulacja ekspresji gendw jest jednym z mechanizmoéw wptywajgcych na zdolnos¢
adaptacji bakterii do zmieniajgcych sie warunkéw srodowiska. Istnienie zréznicowanych
procesOw regulacyjnych umozliwia bakteriom szybka i ukierunkowang zmiane profilu
transkrypcyjnego, co w wielu przypadkach jest niezbedne do prawidtowego
funkcjonowania badz przezycia w niekorzystnych warunkach. Ekspresja gendw bedaca
ztozonym, wieloetapowym procesem pozwala na odczytanie informacji genetycznej,
a kazdy z jej etapdw moze podlega¢ dodatkowym regulacjom. Efektem tych zmian na
poziomie transkrypcji i translacji jest wyciszenie lub aktywacja ekspresji okreslonych gendéw
oraz biosynteza wyspecjalizowanych protein, co w efekcie umozliwia regulacje

metabolizmu komdrkowego (Bian i wsp., 2022; Jaworska i wsp., 2022).

Zdolnos$¢ do zmiany profilu transkrypcyjnego opiera sie na ztozonych sieciach
regulacyjnych, na ktére wptyw majg m.in. czynniki sigma, czynniki transkrypcyjne petnigce
role represorow lub aktywatordow transkrypcji, globalne regulatory transkrypcji jak rowniez
dwukomponentowe systemy transdukcji sygnatu (ang. two component transduction

systems (TCSs) (Miotto i wsp., 2022).

1.6.1. Czynniki sigma

Czynniki sigma (o) odgrywajace kluczowg role w inicjacji transkrypcji s3 matymi,
wymiennymi podjednostkami, ktére po potgczeniu z polimerazg RNA tworzg kompleks,
tzw. holoenzym (Opechowska i Bielecki, 2014). Jako kluczowe elementy regulacyjne
czynniki o sg czestym celem manipulacji genetycznych majgcych na celu zwiekszenie
tolerancji bakterii na warunki stresowe (Srivastava i wsp., 2020). Czynniki sigma wystepuja
u wszystkich bakterii, przyktadowo M. tuberculosis koduje 13 czynnikdw sigma, z czego
jeden — o” jest niezbedny do przezycia pratka. Pozostate 12 czynnikdw jest aktywowanych
w odpowiedzi na specyficzne sygnaty srodowiskowe. Do ich aktywacji dochodzi na skutek
roznych bodzcéw takich jak stres oksydacyjny, stres alkaliczny, obnizenie pH,
niedotlenienie czy niedobdr sktadnikéw odzywczych. Wykazano, iz sposréd czynnikow
sigma wystepujgcych u M. tuberculosis co najmniej piec jest zaangazowanych w interakcje

z lekami i bierze udziat w nabywaniu lekoopornosci (Chen i wsp., 2021; Miotto i wsp., 2022).
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1.6.2. Czynniki transkrypcyjne

Czynniki transkrypcyjne indukujgce proces transkrypcji tworzg odrebng klase biatek
i wykazujg zdolnos$¢ do oddziatywania bezposrednio z polimerazg badz generowanym
transkryptem rozpoznajac okreslone sekwencje DNA. Oddziatywanie to ma na celu
aktywacje lub hamowanie transkrypcji okreslonych gendw, w odpowiedzi na sygnaty
docierajgce ze sSrodowiska zewnetrznego komaérki (Lai i wsp., 2019). U podstaw tych odkry¢
lezato wyodrebnienie modelu operonu, ktéry obejmuje grupe funkcjonalnie powigzanych
genow bakteryjnych podlegajgcych wspdlnej transkrypcji i regulacji. Udowodniono
ponadto, iz na regulacje jednego operonu moze wywiera¢ wptyw kilka réznych czynnikéw
transkrypcyjnych. Geny wspoéttworzgce operon majg wspalny promotor, ktory generuje

jeden transkrypt (Busby, 2019).

1.7. Metabolizm azotu i wegla

Metabolizm azotu i wegla jest wspotzalezny u wszystkich organizmow.
Przyktadowo, cykl kwasu trikaroboksylowego (TCA), glikoliza i szlak pentozofosforanowy
(PPP), ktére oparte sg na przemianach wegla, prowadzg do syntetyzy aminokwasow
i nukleotyddéw. Okreslenie zaleznosci wystepujgcych w metabolizmie azotu i wegla, jest
szczegollnie istotne w przypadku bakterii patogennych, takich jak M. tuberculosis (Borah

Slater i wsp., 2023).

1.7.1. Metabolizm azotu u mykobakterii

Azot jest pierwiastkiem niezbednym do prawidtowego wzrostu bakterii oraz
waznym sktadnikiem makroczgsteczek biologicznych. W zwigzku z tym, odpowiedz komorki
w warunkach ograniczonego dostepu azotu ma kluczowe znaczenie dla przezycia bakterii
i obejmuje wzajemne oddziatywanie szlakdw sygnatowych i regulacje transkrypcji genow
zaangazowanych w metabolizm azotu (Jenkins i wsp., 2013). Aby uzyska¢ dostep do azotu,
w postaci innych, alternatywnych zrédet m.in. amoniaku, azotanéw, azotyndéw, réznych
aminokwasow czy organicznych zwigzkdw azotowych, bakterie wyksztatcity szereg
mechanizmow optymalizujgcych ich adaptacje do przezycia w warunkach gtodu azotowego

(Yaoiwsp., 2014, Shiiwsp., 2023).
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Regulacja metabolizmu azotu odbywa sie na dwdch poziomach. Jednym z nich
jest regulacja transkrypcji gendw zaangazowanych w metabolizm azotu, drugim zas,
potranslacyjna kontrola aktywnosci metabolicznej w szlaku asymilacji azotu (Han i wsp.,

2022).

Preferowanymi przez bakterie Zrédtami azotu sg amon (NHs*) oraz amoniak
(NH3s), ktore pozwalajg bakteriom na utrzymanie wysokiego tempa wzrostu w poréwnaniu
z innymi zrédtami azotu. Obydwa zwigzki sg wigczane do glutaminianu i glutaminy na
drodze dwéch, réznych mechanizmoéw asymilacji z wykorzystaniem dehydrogenazy
glutaminianowej lub syntetazy glutaminy/syntetazy glutaminianowej, co w efekcie pozwala
na wykorzystanie azotu w wewnatrzkomorkowych procesach metabolicznych
zachodzgcych w komaérkach bakteryjnych. Ponadto udowodniono, iz wiele bakterii moze
transportowac i metabolizowac alternatywne zrédta azotu w postaci azotyndéw, azotanéw,
peptydédw, aminokwasdw czy nukleotydow, ktore ulegajg  przeksztatceniu
w amon, co jest kluczowe w sytuacji, gdy w srodowisku komorki dochodzi do wyczerpania

sie podstawowych zrdodet azotu. (Petridis i wsp., 2015).

Transport amonu przez btone komoérkowg odbywa sie z udziatem biatek
transbtonowych nalezgcych do rodziny Amt/Mep. M. smegmatis koduje trzy paralogi genu
tj. amtA (msmeg_4635), amtB (msmeg_2425) i amtl (msmeg_6259), podczas gdy
M. tuberculosis koduje tylko jeden homolog amtB (rv2920c). Dodatkowo, w transport
zwigzkdédw azotowych u M. tuberculosis zaangazowane sg NarK, regulujgcy transport
aminokwasOw oraz transportery ABC odpowiedzialne za transport aminokwaséw (Xu
i wsp., 2022). Regulacja transkrypcyjna réznych transporteréw amonu u promieniowcéw
jest kontrolowana przez dwa regulatory metabolizmu azotu — GInR i AmtR (Petridis i wsp.,
2015). Z kolei u M. tuberculosis centralnymi biatkami regulatorowymi metabolizmu azotu

sg GInE, GInB/GInK, GInD oraz GInR (Xu i wsp., 2022).

W odpowiedz pratkdw M. smegmatis na warunki zwigzane z niedoborem azotu
zaangazowane jest okoto 400 gendéw o rdzinej ekspresji, oraz okoto 30 regulatoréw
transkrypcji, jak réwniez kilka, niekodujgcych RNA (Petridis i wsp., 2015). Z kolei kluczowe
badania zwigzane z metabolizmem azotu u M. tuberculosis pokazaty, iz waing role
w przezyciu pratkdw w komérkach makrofagdw gospodarza podczas infekcji petnig dwa
aminokwasy — L-asparaginian i L-asparagina. Oprdcz nich, pratki gruzlicy podczas wzrostu

wewnatrzkomorkowego s3 w stanie wykorzystywaé glutaminian, glutamine, waline,
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leucyne, alanine i glicyne. Dodatkowo wykazano iz M. tuberculosis w warunkach in vitro
moze wspoétmetabolizowa¢ dwa aminokwasy jednoczesnie (Borah i wsp., 2019; Agapova

i wsp., 2019).

1.7.2. Metabolizm wegla u mykobakterii

Pratek gruzlicy posiada zdolnos¢ do wspdtmetabolizowania wielu substratow
weglowych wewnatrz komdrek gospodarza, a centralny metabolizm wegla (ang. central
carbon metabolism (CCM)) u tych bakterii odgrywa kluczowg role w ich fizjologii
i patogennosci. Liczne badania potwierdzity obecnos¢ w komdrkach M. tuberculosis
enzyméw szlakow CMM w tym cyklu kwasu trikarboksylowego, glikolizy, szlaku
pentozofosforanowego oraz ich zdolnos¢ do wykorzystywania szeregu glikolitycznych
substratow weglowych, w tym cukréw i triglicerydéw takich jak glukoza, mannoza,
trehaloza czy pirogronian (Xu i wsp., 2022). Szereg badan wskazujg, iz do rozwiniecia
plastycznosci metabolicznej u M. tuberculosis doszto na skutek dziatania stresu
oksydacyjnego i azotowego ze strony ludzkiego uktadu odpornosciowego, co doprowadzito
do nabycia przez CCM  dwdch, rownorzednych  funkcji:  fizjologicznej
i patogennej (Cumming i Steyn, 2015). Cykl TCA generuje substraty do fosforylacji
oksydacyjnej, produkcji energii oraz dostarcza biosyntetyczne prekursory aminokwasow
i lipiddw. M. tuberculosis rozktada kwasy ttuszczowe za pomocg szlakow B-oksydacji, a
pochodne prekursoréw, takie jak acetylo-CoA, sg wykorzystywane do napedzania
centralnego metabolizmu i biosyntezy lipidéw. W tym celu wykorzystuje kwasy ttuszczowe
i cholesterol pochodzgce z komérek odpornosciowych gospodarza (Xu i wsp., 2022).
M. tuberculosis wykorzystuje rowniez dwa, alternatywne szlaki (cykl cytrynianu metylu
i szlak metylomalonylowy zalezny od witaminy B12) do metabolizowania propionylo-CoA
pochodzacego z metabolizmu steroli, kwaséw ttuszczowych o nieparzystych tancuchach

rozgatezionych i aminokwasow (Eoh i Rhee, 2014, Borah i wsp., 2021).

Mechanizmem niezbednym do przezycia pratkdw w komorkach gospodarza jest
proces glukoneogenezy. Udowodniono, iz inaktywacja tego procesu prowadzi do
zahamowania procesu infekcji, na skutek czego komorki pratkdw sg eliminowane
z organizmu gospodarza. Do zahamowanie wzrostu pratkéw M. tuberculosis dochodzi

rowniez na skutek zablokowania szlaku fosforylacji oksydacyjnej. Dzieje sie tak z powodu
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braku zdolnosci pratkow do przeprowadzania fermentacji co jest scisle zwigzane

z brakiem dehydorgenazy mleczanowej (Kalia i wsp., 2019).

1.8. Dwukomponentowe systemy transdukcji sygnatu jako czynniki adaptacyjne do
zmieniajacych sie warunkéw Srodowiska

Jednymi z powszechnie wystepujgcych mechanizméw umozliwiajacych organizmom
adaptacje do zmieniajacych sie warunkow srodowiska s3 dwukomponentowe systemy
transdukcji sygnatu wptywajgce na ekspresje okreslonych gendéw. Systemy te wystepuja
powszechnie u bakterii, s3 obecne réwniez u archeondéw i u niektérych organizmow
eukariotycznych takich jak drozdze czy grzyby. (Zschiedrich i wsp., 2016; Hirakawa i wsp.,
2020).

Dwukomponentowe systemy transdukcji sygnatu zaangazowane s3 w kontrole
licznych proceséw zachodzacych u bakterii, do ktorych zaliczamy: regulacje szlakow
metabolicznych, tworzenie biofilmu, wyksztatcenie mechanizmdw wirulencji, transport
jondw i substancji odzywczych, synteze antybiotykéw czy kontrole replikacji (Xie i wsp.,
2022). Systemy te umozliwiajg drobnoustrojom adaptacje do $rodowiska, w ktérym
czynnikami zmiennym mogg by¢: temperatura, pH, ciSnienie osmotyczne, stezenie jonow
metali, stezenie zwigzkéw odzywczych jak rowniez stres oksydacyjno-redukcyjny (Kohanski

i wsp., 2008; van Hoek i wsp., 2019; Gu i wsp., 2021).

Liczba TCSs wystepujacych u bakterii jest zrdznicowana. Analiza genomdw rdznych
gatunkdéw bakterii wykazata, iz mikroorganizmy te maja srednio 52 TCSs, chociaz niektére
z genomoOw zawierajg ponad 200 gendw zwigzanych z TCSs (Krell i wsp., 2010; Butcher
i Tabor, 2022). Wptyw na liczbe TCSs w danym gatunku bakterii ma m.in. srodowisko
bytowania drobnoustrojow. Bakterie zasiedlajgce zroznicowane Srodowiska kodujg wiecej
TCSs niz mikroorganizmy zyjace w srodowiskach jednorodnych. Biatka systemu
dwukomponentowego mogg by¢ transkrybowane niezaleznie Ilub kodowane

we wspdélnym dla danej pary operonie (Cook i Whitworth, 2007; Groisman, 2016).

W budowie TCSs, wystepujgcych u wiekszosci bakterii mozemy wyrdzni¢ dwa,
podstawowe komponenty: biatko sensorowe tj. kinaze histydynowa (HK) oraz jego
docelowe biatko regulatorowe (RR) czyli (Rycina 1.) (Krell i wsp., 2010; Wolanin i wsp.,

2002).
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Rycina 1. Schemat budowy dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu
(zmodyfikowano z: West i Stock, 2001; schemat wykonany w programie BioRender.com).

1.8.1. Kinaza histydynowa

Kinaza histydynowa, poprzez wykrywanie zmian sSrodowiskowych przekazuje
informacje do wnetrza komoérki. HK to zazwyczaj biatka transbtonowe, jednak spotyka sie
je rowniez w przestrzeni peryplazmatycznej, cytoplazmie czy w bfonie cytoplazmatyczne;j.
HK odgrywajag kluczowg role w procesach sygnalizacyjnych zachodzgacych w komadrkach
bakteryjnych poprzez kompleksowe dziatanie zwigzane z odbiorem okreslonych bodzcow,
przekazaniem sygnatu przez btone cytoplazmatyczng, przeprowadzeniem autofosforylacji
oraz transfosforylacji, a w przypadku niektérych HK réwniez defosforylacji pokrewnego
regulatora odpowiedzi (Raczkowska i wsp., 2020; Alvarez i Georgellis, 2022).

W budowie HK wyrézniamy trzy domeny: N-koicowg domene sensoryczng oraz
C-koncowg domene dimeryzacyjng i katalityczng (Kinoshita-Kikuta i wsp., 2022). Domena
dimeryzacyjna i katalityczna dziatajg jak dimery, w ktérych jeden monomer katalizuje
fosforylacje reszt histydyny w drugim monomerze (Parish, 2014).

W obecnosci bodzca tj. czynnika indukujgcego pochodzenia fizycznego lub

chemicznego, dochodzi do aktywacji kinazy poprzez wigzanie ATP, co w efekcie prowadzi
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do autofosforylacji konserwatywnej reszty histydyny wchodzgcej w sktad domeny
dimeryzacyjnej. Obie domeny, dimeryzacyjna i katalityczna stanowig miejsca integracji
z RR, odpowiadajgc za specyficznos¢ tych reakcji (Wolanin i wsp., 2002; Krell i wsp., 2010;
Parish, 2014).

Oprocz klasycznych wersji HK, ktorych dziatanie oparte jest na dwuetapowym
mechanizmie fosforyzacyjnym, wystepujg réwniez czterostopniowe mechanizmy

w niekonwencjonalnych oraz hybrydowych wersjach kinaz (Liu i wsp., 2019).

1.8.2. Biatko regulatorowe

Biatka regulatorowe to cytoplazmatyczne peptydy, ktére poprzez odbidr informaciji
przekazanej na drodze fosforylacji przez kinaze histydynowg wptywajg na zmiane profilu
ekspresji gendw niezbednych do skutecznej adaptacji do zmieniajacych sie warunkow
Srodowiska. Wiekszos¢ RR, szczegdlnie te wystepujgce w ludzkich patogenach, to biatka
wigzace DNA, ktorych fosfo-aktywacja przektada sie na zmieniony stan transkrypcji komorki
bakteryjnej i pdiniejsze odpowiedzi fenotypowe (Parish, 2014; Stupar i wsp., 2022).
W budowie RR wyrdzniamy dwie domeny: konserwatywng ewolucyjnie N-koricowa
domene regulatorowg oraz C-konncowg domene efektorowa, charakteryzujaca sie duzg

zmiennoscig budowy u réznych gatunkow bakterii (Raczkowska i wsp., 2020).

Na skutek fosforylacji reszty asparaginowej poprzez reakcje katalizowane przez
domene katalityczng HK dochodzi do zmiany konformacji domeny regulatorowej, co
skutkuje uwidocznieniem ulokowanego na domenie efektorowej motywu wigzania DNA
(Raczkowska i wsp., 2020). Domena efektorowa wykazuje zdolno$¢ do wigzania sie
z regionami promotorowymi DNA, wywotujgc zmiane w ekspresji docelowego genu, jak
i dodatkowo lub alternatywnie moze modyfikowaé aktywnos¢ biochemiczng docelowych

biatek (Groisman, 2016; Ibrahim i wsp., 2016; Raczkowska i wsp., 2020).

1.8.3. TCSs u réinych gatunkow bakterii

Dwukomponentowe systemy transdukcji sygnatu sg szeroko rozpowszechnione
wsrod licznych grup organizméw, ktérych podstawowa funkcja jest dostosowanie
odpowiedzi komorki na zmieniajgce sie warunki Srodowiska. Niektére TCSs odpowiadajg za
zmiany zachodzace w komdrkach zwigzane z ekspozycjg na dziatanie antybiotykdéw czy

warunkéw panujgcych wewnatrz organizmoéow zywicieli (Tierney i Rather, 2019).
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Przyktadowo, ludzki patogen bakteryjny, Staphylococcus aureus (S. aureus), koduje 16 TCSs,
a szczepy oporne na metycyline (MRSA, ang. methicyllin-resistant Staphylococcus aureus),
kodujg jeden dodatkowy TCS. Sposrdod wszystkich kodowanych systeméw, tylko jeden
WalR/WalK jest niezbedny to utrzymania funkcji zyciowych tych patogendw, a wchodzgce
w jego sktad biatko sensoryczne wigze sie zdomeng cytoplazmatyczng w celu zahamowania
autofosforylacji (Tiwari i wsp., 2017; Bleul i wsp., 2022). Dwusktadnikowy system
PhoP/PhoQ, wystepujacy w komodrkach Salmonella spp., w tym u Salmonella enterica jest
gtownym i niezbednym regulatorem wirulencji tych szczepéw, w ktérym RR hamuje
tworzenie kompleksu PhoP-DNA (Tiwari i wsp., 2017; Cabezudo i wsp., 2022). System
TorR/TorS reguluje ekspresje gendw kwasoopornosci w komorkach Escherichia coli,
zwiekszajgc ich zdolno$¢ do przetrwania w silnie zakwaszonym S$rodowisku uktadu
pokarmowego zywiciela, utatwiajagc im kolonizacje i utrzymanie wysokiego stopnia
patogennosci (Lii wsp., 2022). Z kolei TCS- GacS/GacA- wystepujgcy u patogennego szczepu
Acinetobacter baumannii kontroluje procesy zwigzane m.in. z metabolizmem wegla,
ruchliwoscig komorek czy zdolnoscia do wytwarzania biofilmu (Casella i wsp., 2023;

Cerqueira i wsp., 2014).

1.8.4. Dwukomponentowe systemy transdukcji sygnatu u mykobakterii

W genomie M. tuberculosis potwierdzono wystepowanie 12 sparowanych
systemow transdukcji sygnatu (Rycina 2.), 5 sierocych biatek regulatorowych i 2 sierocych
kinaz histydynowych. Systemy te odgrywajg istotng role w regulacji wielu procesow
zachodzgcych w komoérkach M. tuberculosis, w tym w procesie patogenezy tych

drobnoustrojéw (Stupar i wsp., 2022).
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Rycina 2. Charakterystyka TCSs wystepujgcych u mykobakterii.
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1.8.4.1. SenX3-RegX3

Dwukomponentowy system transdukcji sygnatu SenX3-RegX3, w budowie ktérego
wyrdzniamy kinaze SenX3 oraz biatko regulatorowe RegX3 u M. tuberculosis
i M. smegmatis reguluje ekspresje okoto 100 gendw, wptywajgc m.in. na odpowiedz
komorki w warunkach niedoboru fosforanu, degradacje kwaséw ttuszczowych, stres
kwasowy i oksydacyjny (Xu i wsp., 2021; Mahatha i wsp., 2022). Ponadto, stwierdzono jego
udziat w tworzeniu pecherzykéw btonowych (White i wsp., 2018) oraz wptyw na wirulencje
pratkow gruzlicy, ktéra w mutantach pozbawionych funkcjonalnego systemu SenX3-RegX3

ulega obnizeniu.

1.8.4.2. PhoP-PhoR

Dwukomponentowy system transdukcji sygnatu PhoP-PhoR odgrywa znaczaca role
w wirulencji M. tuberculosis, warunkujac jego zjadliwos¢ oraz bierze udziat w utrzymaniu
homeostazy oksydacyjnej w komérkach pratkéw. System ten sktada sie z transbtonowe;j
kinazy histydynowej PhoR i regulatora odpowiedzi PhoP, ktéry reguluje ekspresje ponad
150 genow (Xing i wsp., 2017; Feng i wsp., 2018). System ten wptywa na przezywalnosé
pratkdow w kwasnym srodowisku, reguluje metabolizm lipidow i oddychanie (Bretl i wsp.,

2011; Bansal i wsp., 2017).

1.8.4.3. NarL-NarS

Dwukomponentowy system transdukcji sygnatu NarL-NarS odpowiadajgcy za
regulacje metabolizmu azotandéw sktada sie z kinazy histydynowej NarS oraz regulatora
odpowiedzi NarL (Malhotra i wsp., 2015), ktéry reguluje ekspresje okoto 30 gendéw oraz

oddziatuje z DevR, bedgcym sktadnikiem innego TCS (Kundu, 2018).

1.8.4.4. PrrA-PrrB

Dwukomponentowy system transdukcji sygnatu PrrB-PrrA sktada sie z kinazy
histydynowej PrrB i regulatora odpowiedzi PrrA wptywa na regulacje gendéw w warunkach

ograniczonego dostepu azotu, odgrywa role we wczesnej adaptacji pragtkdéw do infekcji,
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reguluje odpowiedz komorki na skutek zmiany pH oraz stezenie jondéw Cl-. System ten, jest

niezbedny do przezycia komérek M. tuberculosis (Kundu, 2018; Giacalone i wsp., 2022).

1.8.8.5. MprA-MprB

Dwukomponentowy system transdukcji sygnatu MprA-MprB, w sktad ktérego
wchodzi kinaza histydynowa MprB i regulator odpowiedzi MprA bierze udziat w reakcji
komodrek pratkow na stres taki jak dziatania na komoérki detergentéw, zmiany pH na
zasadowe, co prowadzi do nieprawidtowego fatdowania biatek w przestrzeni
peryplazmatycznej (Bretl i wsp., 2014Regulator odpowiedzi MprA reguluje ekspresje okoto
200 gendw zaangazowanych m.in. w wirulencje, procesy oddechowe, metabolizm lipidow

czy detoksyfikacje (Stupar i wsp., 2022).

1.8.8.6. KdpD-KdpE

Dwukomponentowy system transdukcji sygnatu KdpD-KdpE, w budowie ktérego
wyrdzniamy kinaze KdpD oraz biatko regulatorowe KdpE, wystepuje u M. tuberculosis
i M. smegmatis, reguluje ekspresje gendw na skutek dziatania czynnikéw takich jak stres
osmotyczny, stres kwasowy, stres odzyweczy, stres temperaturowy, stezenie ATP, limitujgce
stezenie jondw K* czy zwiekszone stezenie jonéw Na* (Ali i wsp., 2017; Kundu, 2018).
System KdpD-KdpE prowadzi do ograniczenia wzrostu pragtkdw w obrebie makrofagéw

(Hamidieh i wsp., 2021).

1.8.8.7. TrcR-TrcS

Dwukomponentowy system transdukcji sygnatu TrcR-TrcS, w sktad ktérego wchodzi
kinaza histydynowa TrcS i regulator odpowiedzi TrcR najprawdopodobniej ulega ekspresji
we wczesnej fazie infekcji makrofagdw oraz w warunkach obnizonej zawartosci tlenu
w $rodowisku (Haydel i Clark-Curtiss, 2006; Hamidieh i wsp., 2021). Najnowsze badania
dotyczace systemu TrcR-TrcS wskazujg, iz czynnikiem stymulujgcym regulacje gendw przez
ten system jest najprawdopodobniej zmieniajgce sie stezenie CO,, co w efekcie moze
prowadzi¢ do regulacji metabolizmu M. tuberculosis lub wptywac¢ na funkcjonowanie

procesOw zwigzanych z ostonami komérkowymi pratkéw (Dechow i wsp., 2022).
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1.8.8.8. DosR-DosT (DosR-DosS)

W budowie dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu DosR-DosT
wyrdzniamy kinaze DosT wspotpracujgcg z kinazg DosS oraz regulator odpowiedzi DosR,
ktérego aktywacja zachodzi w warunkach niedotlenienia, zmiennego stezenia tlenku azotu
lub tlenku wegla. Regulator odpowiedzi DosR reguluje ekspresje okoto 50 gendw, ktére sg

niezbedne do przezycia pratkdw w fazie latencji (Kundu, 2018; Hamidieh i wsp., 2021).

1.8.8.9. PdtaR-Pdtas

W sktad dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu PdtaR-PdtaS, wchodzi
kinaza histydynowa PdtaS (Rv3220c) i regulator odpowiedzi PdtaR (Rv1626). System ten
wptywa na wydajnos¢ oddychania oksydacyjnego i modyfikuje synteze biatek, co przyczynia
sie do zmian wrazliwosci na antybiotyki aminoglikozydowe, ktérych dziatanie opiera sie na
inaktywacji procesow zachodzgcych na rybosomach (Dadura i wsp., 2017). Niedawne
badania naukowe wskazujg na udziat biatka PdtaS w detekcji cyklicznego monofosforanu
diguanozyny (c-di-GMP), poprzez jego wigzanie sie z c¢-di-GMP w stezeniach
submikromolarnych, nastepuje zaburzanie sygnalizacji dwuskfadnikowego systemu PdtaS-
PdtaR (Hariharan i wsp., 2021). Ponadto, udowodniono, iz inaktywacja genu pdtaS
w komérkach M. smegmatis prowadzi do zahamowania wzrostu mutanta

w pozywce z limitowang zawartoscig aminokwasow (Hariharan i wsp., 2021).

1.8.8.10. Rv0600c — Rv0601c — Rv0602c

W budowie dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu Rv0600c-Rv0601c-
Rv0602c, wyrézniamy dwie kinazy histydynowe: Rv0600c (HK1), Rv0601c (HK2) oraz
regulator odpowiedzi Rv602c (TcrA). System ten wystepuje wytgcznie w komarkach
M. tuberculosis, a do jego aktywacji dochodzi w warunkach niedoboru tlenu (Shrivastava

i wsp., 2009; Stupar i wsp., 2022).

1.8.8.11. TerX-TerY

W sktad dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu TcrX-TcrY, wchodzi

kinaza histydynowa TcrY i regulator odpowiedzi TcrX. Przeprowadzone badania wskazujg,
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iz system ten ulega ekspresji w warunkach niedoboru zelaza oraz stresu kwasowego, a jego
inaktywacja prowadzi do zmiany wirulencji szczepow M. tuberculosis (Hamidieh

i wsp., 2020; Stupar i wsp., 2023).

1.8.5. ,Sieroce” biatka regulatorowe

Dane literaturowe wskazujg, ze w regulacje procesdow zachodzgcych w komaérkach
pratkdw, oprécz sparowanych TCSs zaangazowane sg réwniez ,sieroce” kinazy i biatka

regulatorowe (Bretl i wsp., 2011; Kundu, 2018; Stupar i wsp., 2022).

1.8.5.1. Rv0195

Biatko regulatorowe Rv0195 wystepuje w komdrkach M. tuberculosis. Biatko to
wpltywa na przezywalnos¢ pratkéw gruzlicy w warunkach niedotlenienia i stresu
oksydacyjnego, a jego inaktywacja zmniejsza zjadliwo$é pratkdw na modelu ludzkich

monocytéw THP-1 (Fang i wsp., 2013; Hegde, 2020).

1.8.5.2. Rv0260c

Biatko regulatorowe Rv0260c (NnaR) wystepujace w komédrkach pratkow bierze
udziat w regulacji ekspresji gendw zaangazowanych w metabolizm azotynéw i azotandw.
Dodatkowo, wykazano iz NnaR u M. smegmatis Scisle wspotpracuje z biatkiem GInR, co
umozliwia komdérkom pratkéw dostosowanie sie do warunkdéw zwigzanych z niedoborem

azotu (Antczak i wsp., 2018).

1.8.5.3. Rv0818

Biatko regulatorowe Rv0818 (GInR) wykazuje rézne funkcje w obrebie rodzaju
Mycobacterium. Dotychczasowe badania wskazujg, iz GInR reguluje asymilacje azotyndow
i azotandw w komoérkach M. tuberculosis oraz w warunkach stresu azotowego aktywuje
geny zdolne do asymilacji réznych form azotu (JeRberger i wsp., 2013; Agapova i wsp.,

2019).

Biatko GInR, okreslane jako nietypowy i, sierocy” globalny regulator odpowiedzi
z rodziny OmpR/PhoB, kontroluje transkrypcje ponad 1000 gendw zaangazowanych

w metabolizm azotu, wegla i fosforanéw, dziatajgc zarowno jako aktywator jak i represor
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(Shi i wsp., 2023). Biatko GInR i jego homologi sg szeroko rozpowszechnione w komarkach
pratkow i innych aktynobakterii (Wang i wsp., 2015). Wystepujg m.in. u M. tuberculosis,
M. smegmatis, Streptomyces coelicolor, Saccharopolyspora erythraea czy Amycolatopsis
mediterranei (Shi i wsp., 2023). Przyktadem gendw regulowanych przez GInR u
S. coelicolor sg geny kodujace enzymy asymilacji amonu (g/nll, gdhA), redukcji azotynéw

(nirB) oraz rozktadu mocznika (ureA) (Pullan i wsp., 2011; Martin i wsp., 2021).

W budowie biatka GInR wyrdzniamy N-koricowa domene odbiorczg (GInR-REC)
oraz C-koricowg domene wigzacq DNA (GIR_DBD) (Shi i wsp., 2023). W komodrkach
M. smegmatis GInR reguluje ekspresje co najmniej 100 gendw zaangazowanych m.in.
w regulacje cyklu cytrynianu metylu poprzez hamowanie transkrypcji operonu prpDBC (Liu
i wsp., 2019), blokowanie aktywacji liazy izocytrynianowej, co pozwolito na wykazanie jego
udziatu w regulacji metabolizmu kwaséw ttuszczowych (Jenkins i wsp., 2013;
Qi i wsp., 2021). Ponadto GInR u M. smegmatis wptywa réwniez na metabolizm

cholesterolu poprzez regulacje represora transkrypcji KstR (Ma i wsp., 2022).

1.8.5.4. Rv2884

Biatko regulatorowe Rv2884 jak do tej pory, zostato stabo scharakteryzowane.
Prawdopodobnie, bierze ono udziat w adaptacji komdrek pratkow do warunkow

niedotlenienia (Gautam i wsp., 2019).

1.8.5.5. Rv3143

Biatko regulatorowe Rv3143 bedgce sktadnikiem kompleksu Nuo, reguluje jego
aktywnos¢, wptywa na funkcje | kompleksu faricucha oddechowego pratkdéw oraz zwieksza
wrazliwos¢ na antybiotyki poprzez regulacje przepuszczalnosci $ciany komorkowej
M. smegmatis. Komorki M. tuberculosis pozbawione funkcjonalnego biatka Rv3143
wykazujg uwrazliwienie na walinomycyne, ktéra zmniejsza potencjat elektrochemiczny
komorki oraz wptywa na nadekspresje genéw wymaganych do oddychania beztlenowego.
W komorkach pratkdéw, pozbawionych genu rv3145 dochodzi do aktywacji alternatywnych

mechanizmow oddechowych (Ptocinska i wsp., 2022).
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1.8.5.6. ,Sieroce” kinazy

W regulacje procesow zachodzacych w komédrkach pratkdw, oprécz sparowanych TCSs
oraz ,sierocych” regulatoréw odpowiedzi zaangazowane sg rowniez kinazy ,,sieroce” (Bretl
i wsp., 2011; Kundu, 2018; Stupar i wsp., 2022). Dotychczas zidentyfikowano dwie kinazy —
Rv3365c oraz Rv2998A. Jedynie kinaza histydynowa Rv3365c, wchodzgca w sktad operonu
Rv3361c-Rv3365c zostata scharakteryzowana. Kinaza ta, aktywuje domniemane biatko
regulatorowe — Rv3363c, ktore moze by¢ zdolne do wyczuwania zmian zachodzacych
w Srodowisku komarki. Udowodniono, iz delecja genu rv3365c prowadzi do zmniejszenia
zdolnosci  komdrek M. tuberculosis do zapobiegania apoptozie (Danelishvili
i wsp., 2012). Brak natomiast w literaturze informacji na temat drugiej, sierocej kinazy

Rv2998A.

1.9. Dwukomponentowy system transdukgcji sygnatu MnoSR

W sktad dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu MnoSR wystepujgcego
u M. smegmatis wchodzi kinaza histydynowa MnoS (MSMEG_6238) oraz regulator
odpowiedzi MnoR (MSMEG_6236). Analiza danych literaturowych potwierdzita, iz oba geny
tworzg wspdlny operon (mnoSR) i biorg udziat w regulacji metabolizmu metylotroficznego
u M. smegmatis. W obecnosci metanolu w pozywce hodowlanej oba biatka regulujg
ekspresje dehydrogenazy metanolowej (MNQ) zaleznej od N, N-dimetylo-p-nitrozoaniliny
(NDMA), ktora jest niezbedna do wzrostu M. smegmatis na metanolu. Zaobserwowano
rowniez, ze regulator odpowiedzi MnoR wykazuje specyficzne wigzanie z domniemanym
regionem promotora mno w warunkach in vitro co dodatkowo potwierdzito jego role
w regulacji ekspresji mno. Dane literaturowe wskazuja, iz system MnoSR jest zaangazowany
w regulacje ekspresji genu msmeg_6239, ktéry koduje przypuszczalng dehydrogenaze
1,3-propanadiolu biorgc udziat w regulacji metabolizmu alkoholi. Wykazano ponadto, ze
szczep M. smegmatis pozbawiony funkcjonalnego systemu MnoSR nie jest zdolny do
wzrostu w obecnosci metanolu i 1,3-propanadiolu stanowigcych jedyne Zrédta wegla
wykazujgc zdolnos¢ do wzrostu w obecnosci formaldehydu (w przeciwienstwie do
Paracoccus denitrificans), co pozwala stwierdzi¢, ze regulacja MnoSR ogranicza sie jedynie

do regulacji metabolizmu alkoholi (Dubey i Jain, 2019).
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W budowie kinazy histydynowej MnoS mozemy wyrdzni¢ zlokalizowang na jej
N-koricu domene GAF, domene kinazy histydynowej HisKA_ 3 zawierajgcg rdzen kinazy
i oraz domene ATPazy (HATPaza) odpowiedzialng za aktywnos¢ ATPazy biatka. Nazwa
domeny GAF pochodzi od cyklicznej fosfodiesterazy specyficznej dla GMP [cGMP], cyklazy
adenylowej i biatek FhIA. Domena ta jest zaangazowana w wykrywanie i reagowanie na
drugorzedowe czgsteczki przekaznikowe do ktérych nalezy m.in. cykliczny guanozyno-3’,5'-
monofosforan ([cGMP]), cykliczny adenozyno-3°,5 -monofosforan (cAMP) czy c-di-GMP.
Dodatkowo stwierdzono, ze budowa MnoS jest zblizona do budowy kinaz histydynowych,
DevS i Rv2027c wystepujgcych u M. tuberculosis — (Saini i wsp., 2004; Marchler-Bauer
i wsp., 2015). Przeprowadzone badania potwierdzity, iz MnoS wykazuje aktywnos¢
autofosforylacji i fosfotransferazy w warunkach in vitro. MnoR, w przeciwienstwie do MnoS
nie posiada zdolnosci do autofosforylacji, jednak po inkubacji z fosforylowanym MnoS, jest
w stanie przyja¢ od niego grupe fosforanowg, co prowadzi do defosforylacji MnoS
i fosforylacji MnoR, potwierdzajgc tym samym aktywnosc¢ fosfotransferazy miedzy tymi
dwoma biatkami. Miejscem fosforylacji w obrebie biatka MnoR jest konserwatywna reszta
asparaginianowa Asp60, co dodatkowo potwierdza interakcje wystepujace pomiedzy

biatkami MnoR i MnoS (Dubey i Jain, 2019).

1.10. MtrA-MtrB

W budowie dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu MtrA-MtrB
wyrdzniamy kinaze MtrB oraz wspoétpracujacy z nig regulator odpowiedzi MtrA. System
MtrA-MtrB jest niezbedny do przezycia M. tuberculosis. W komérkach pratkdw system
MtrA-MtrB bierze udziat w regulacji procesdw oddychania oraz wptywa na procesy podziatu

komérkowego (Kundu, 2018; Peterson i wsp., 2021).

Jak juz wspomniano, regulator odpowiedzi MtrA (u M. smegmatis MSMEG_1874; u
M. tuberculosis Rv3246c) wspdlnie z kinazg histydynowg MtrB (u M. smegmatis
MSMEG_1875; u M. tuberculosis Rv3245c) wchodzi w sktad jednego z TCSs wystepujacych
u mykobakterii (Malhotra i wsp., 2022; Stupar i wsp., 2022). Regulon MtrA obejmuje kilka
gendéw zaangazowanych w procesy podziatu komdrkowego (Sharma i wsp., 2015) oraz
metabolizm sciany komodrkowej. MtrB jest biatkiem zwigzanym z btong, z dwiema
potencjalnymi domenami transbtonowymi, tgcznikiem HAMP i domeng fosfoakceptorowa

His-kinazy A (Aravind i Ponting, 1999; Bilwes i in., 1999). Gen mtrB nie jest niezbedny do
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wzrostu prqgtkow M. smegmatis i M. tuberculosis (Zahrt i Diretic, 2000). Biatko MtrA pratka
gruzlicy wigze sie do regiondw promotorowych co najmniej 45 gendéw (Gorla
i wsp., 2018; Chatterjee i wsp., 2018), w tym hydrolazy ripA sciany komdrkowej (Ptocirska
i wsp., 2012), transferazy mykolowe] fbpB sciany komdrkowej (Rajagopalan i wsp., 2010)
oraz inicjatora replikacji dnaA (Fol i wsp., 2006). MtrA jest biatkiem niezbednym do wzrostu
M. tuberculosis. Delecja genu mtrA w komodrkach M. smegmatis powoduje wydtuzenie
komodrek, z obecnymi rozgatezieniami i wybrzuszeniami, co wskazuje na zaburzenia
dotyczace podziatu komdrkowego. Dodatkowo, zaobserwowano zwiekszong wrazliwosc¢
mutanta AmtrA M. smegmatis na ryfampicyne oraz zwiekszong opornos¢ na izoniazyd

(Gorla i wsp., 2018).

W budowie biatka MtrA wyrdézniamy N-koricowg domene regulatorowg oraz
C-koricowg domene helisa-skret-helisa (HTH) wykazujgcg zdolnos¢ do wigzania DNA

(Friedland i wsp., 2007).

Dowiedziono, iz wptyw na zdolnosci regulacyjne MtrA w docelowych regionach ma
zarowno acetylacja, do ktdrej dochodzi na drodze nieenzymatycznej acetylacji przez
fosforan acetylu, jak rowniez fosforylacja, co sugeruje wystepowanie alternatywnych

mechanizmow regulacji systemu MtrA-B (Singh i wsp., 2021).

W zwigzku ze wazrastajacg liczbg wielolekoopornych szczepdéw Mycobacterium
istnieje natychmiastowa potrzeba opracowania nowych preparatow
przeciwdrobnoustrojowych o innej budowie i unikalnym mechanizmie dziatania, niz
dotychczasowe tarcze dla obecnie stosowanych lekéw. Z tego wzgledu zablokowanie
dziatania dwusktadnikowego systemu MtrA-MtrB moze by¢ waznym uzupetnieniem
obecnie stosownego leczenia. Ze wzgledu na to, iz system MtrA-MrtB jest niezbedny do
przezycia pratkdw, a inaktywacja genu mtrA prowadzi do znacznego zahamowania wzrostu
pratkdw i zwiekszonej wrazliwosci na rifampicyne, system ten jest niezwykle atrakcyjnym
celem dla odkrywania nowych lekéw. Zidentyfikowanie zwigzkow aktywnych biologicznie
o dziataniu hamujgcym funkcje biatka MtrA, a takze poznanie mechanizméw ich dziatania
zaowocuje dalszym rozwojem nowatorskich lekow co w konsekwencji moze przyczynic sie

do skutecznej eliminacji gruzlicy (Peterson i wsp., 2021).

30



2. Cel badawczy

Wyszczegdlnione w ramach przygotowywanej pracy doktorskiej cele badawcze
obejmuja:
1. Ocena roli dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu

MSMEG_6236/MSMEG_6238 w globalnej regulacji metabolizmu u

M. smegmatis poprzez:

a. konstrukcje ukierunkowanych mutantow M. smegmatis pozbawionych
funkcjonalnych gendw: msmeg_6236, msmeg_6238 oraz obu tych gendw t;j.
msmeg_6236/msmeg_6238

b. analize tempa wzrostu skonstruowanych mutantéw w obecnosci
okreslonych Zzrddet azotu, wegla oraz ocena ich wrazliwos$¢ na wybrane
zwigzki m.in. antybiotyki

c. przeprowadzenie globalnej analizy transkryptomu uzyskanych mutantéw

w warunkach gtodzenia weglowego

2. Poznanie funkcji biatka MtrA (msmeg_1874) w regulacji metabolizmu azotu u M.
smegmatis poprzez:
a. analize oddziatywania biatka His-MtrA z sekwencjg promotorowga genu amtB
(msmeg_2425), ktérego produkt uczestniczy w transporcie amoniaku
b. analize tempa wzrostu mutantéw AmtrA oraz A(mtrA/gInR) w obecnosci
wybranych zrdodet azotu
c. wykonanie globalnej analizy transkryptomu mutantéw AmtrA oraz A(mtrA/

g/nR) w warunkach gtodzenia azotowego
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3. Materiaty

3.1. Szczepy bakteryjne

Tabela 1. Szczepy bakteryjne wykorzystane w pracy.

Nazwa szczepu

mc? 155

Gatunek

. smegmatis

Zrédto
Kolekcja szczepdw
Pracowni Genetyki i
Fizjologii Mycobacterium
IBM PAN

AginR

. smegmatis

Kolekcja szczepow
Pracowni Genetyki i
Fizjologii Mycobacterium
IBM PAN

AmtrA

. smegmatis

Kolekcja szczepow
Pracowni Genetyki i
Fizjologii Mycobacterium
IBM PAN

A(mtrA/ginR)

. smegmatis

Szczep skonstruowany w
ramach wykonanej pracy
doktorskiej

Amsmeg_6236

. smegmatis

Szczep skonstruowany w
ramach wykonanej pracy
doktorskiej

Amsmeg_6238

. smegmatis

Szczep skonstruowany w
ramach wykonanej pracy
doktorskiej

A(msmeg_6236/msmeg_6238)

. smegmatis

Szczep skonstruowany w
ramach wykonanej pracy
doktorskiej

TOP10F’

E. coli

Szczep komercyjny
(Invitrogen)

3.2. Podtoza mikrobiologiczne

W zaleznosci od rodzaju przeprowadzanego eksperymentu w pracy korzystano

z podtozy ptynnych lub statych, zestalonych 2% agarem (Tabela 2.).
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Tabela 2. Wykaz podtozy mikrobiologicznych wykorzystanych w pracy.

Sktadnik

Sktad
procentowy

lub objetos$¢ na

L

Luria-Bertani | Chlorek sodu (BioShop) 5g
ptynne Tryptone (BioShop) 10g 7
(LB Broth) Ekstrakt drozdzowy (BioShop) 5g
. . | Chlorek sodu (BioShop) 5g
Luria-Bertani
Tryptone (BioShop) 10g 7
state o
Ekstrakt drozdzowy (BioShop) 5g
(LB Agar)
Agar (BioShop) 2%
Middlebrook | Middlebrook 7H9 (Difco) 4,7 g 7
7H9 Broth Tween 80 (Sigma Aldrich) 0,05 %
Middlebrook | Middlebrook 7H9 (Difco) 4,78
7H9/OADC | Tween 80 (Sigma Aldrich) 0,05 % 7
Broth Middlebrook OADC Enrichment (Difco) 10 %
Middlebrook | Middlebrook 7H10 Agar (Difco) 19g
7H10/OADC | Glicerol (Sigma Aldrich) 0,5 % 7
Agar Middlebrook OADC Enrichment (Difco) 10 %
YNB Yeast Nitrogen Base (Bioshop) 1,74 ¢ 7
AD 10 %
Diwodorofosforan potasu (BioShop) 0,05 %
Siarczan magnezu (Sigma Aldrich) 0,05 %
Sauton Kwas cytrynowy (Sigma Aldrich) 0,2%
pozbawiony | Cytrynian zelaza (IIl) (Sigma Aldrich) 0,005 % 6,8-7.2
zrédet azotu | Siarczan cynku (Sigma Aldrich) 0,0001 %
Glicerol (Sigma Aldrich) 0,2 %
Tyloxapol (Sigma Aldrich) 0,015 %
Diwodorofosforan potasu (BioShop) 0,05 %
Sauton Siarczan magnezu (BioShop) 0,05 %
pozbawiony | Siarczan cynku (Sigma Aldrich) 0,0001 % 6,8-7,2
Zrédet wegla | Chlorek amonu (Sigma Aldrich) 0,16 %
Tyloxapol (Sigma Aldrich) 0,015 %
Trypton (BioShop) 1%
Ekstrakt drozdzowy (BioShop) 0,5%
LB do Wodorofosforan sodu (BioShop) 1,25 M
autoindukcji | Diwodorofosforan potasu (BioShop) 1,25 M
Chlorek amonu (Sigma Aldrich) 2,5M
Siarczan sodu (Sigma Aldrich) 0,25 M
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Glicerol (Sigma Aldrich)
Glukoza (Sigma Aldrich)
L-laktoza (Sigma Aldrich)

Siarczan magnezu x 7H,0 (BioShop)

Chlorek zelaza (lll) x 6H20 (BioShop)
Chlorek wapnia x 2H;0 (BioShop)
Chlorek manganu (Il) x 4H,0 (BioShop)
Siarczan cynku x 7H,0 (Sigma Aldrich)
Chlorek kobaltu (1) x 6H20 (BioShop)
Chlorek miedzi (I1) x 2H20 (BioShop)
Chlorek niklu (11) x 6H20 (Sigma Aldrich)
Manganian (VI) sodu x 2H;0 (BioShop)
Selenian sodu (Sigma Aldrich)

Kwas borowy (Sigma Aldrich)

25%
2,5%
10 %

1M

50 uM
20 mM
10 mM
10 mM
2mM
2 mM
2 mM
2 mM
2mM
2 mM

3.3. Czynniki selekcyjne dodawane do podtozy

Tabela 3. Wykaz substancji selekcyjnych dodawanych do podtozy.

Czynnik selekcyjny Bakteria Stezenie
Ampicylina (BioShop) E. coli 100 pg/ml
Gentamycyna (Sigma Aldrich) E. coli 10 pg/ml
Higromycyna (BioShop) E. coli 200 pg/mi
gromycy P M. smegmatis 50 pg/ml

, E. coli 50 pg/ml

Kanamycyna (BioShop) M. smegmatis 25 pg/ml

Sacharoza (BioShop) M. smegmatis 20 g/ml
X-gal (BioShop) M. smegmatis 40 pg/ml

3.4. Syntetyczne oligonukleotydy
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Tabela 4. Wykaz syntetycznych oligonukleotyddw wykorzystywanych w pracy badawczej.

Nazwa

oligonukleotydu

Sekwencja nukleotydowa (5°->3°)

Zastosowanie

Oligonukleotydy wykorzystane w reakcji amplifikacji analizowanych genéw

Ms6238GR1bScal-
s

Ms6238GR2Hindll
l-r

cagtactCGTTGACAAGGCCACCATGC

caagcttCATCGAGGATGAGGTGACGC

Amplifikacja 5° fragmentu
genu msmeg 6238

Ms6238GR3bHind
Il-s

caagcttGGCACGCAGGATCTGGTCGA

Amplifikacja 3" fragmentu

enu msmeg 6238
M5623?_|?_F:4b83m CggatcCGGTGGTCGCGGAGATGAAC & 9-
Ms6236GR1b-
o CagtactACGGCCCACCRAAACTCETG | po i o oo et
- enu msmeg 6236
Msf”z:;ﬁiz"’ CaagCtTCACGTTCCAGCAGCGA genu 9-

Ms6236GR3Hindll
I-s

Ms6236GR4BamH
l-r

caagcttTGACAGTGCGTTCGACTCCCG

cggatccGCGCACCGCGACTAGTTCGT

Amplifikacja 3" fragmentu
genu msmeg_6236

Oligonukleotydy wykorzystane w reakcji potwierdzenia genotypu uzyskanych
mutantéw metodg PCR i hybrydyzacji typu Southern Blotting

Ms6238Bglll-s

Ms6238Xbal-r

cagatctGTGGCCGAAGCGGCCCGCAC

ctctagaTTATCGTCTGTTCCCTTCGGTCCT
GG

Potwierdzenie genotypu
mutanta Amsmeg_6238
SCO/DCO

Ms6236BamHI-s

Ms6236Xbal-r

cggatccATGACCGTCACGACGCGCGAG

ctctagaTTAGATCAACCCGCGCTTGCTCG

Potwierdzenie genotypu
mutanta Amsmeg_6236
SCO/DCO

Ms6238Bglll-s

Ms6236Xbal-r

cagatctGTGGCCGAAGCGGCCCGCAC

ctctagaTTAGATCAACCCGCGCTTGCTCG

Potwierdzenie genotypu
podwdjnego mutanta
A(msmeg_6236/msmeg_
6238)
SCO/DCO

Msmeg_5784-
probe-F

Msmeg_5784-
probe-R

CGGATCCTTGGATCTACTGCTACTGACCG
TCGACC

CTCTAGACTCACTGACTGGTCAACCGCCC
C

Potwierdzenie genotypu
podwdjnego mutanta
A(mtrA/ginR)
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Oligonukleotydy wykorzystane w reakcji qRT-PCR do analizy ekspresji genéw

Msmeg_ 6236 _RT

AAGTCCGATCCGGCCGAGAGC

PCR-s Analiza ekspresji genu
Msmepgc—s_zr%—m CGCTGCTGGAACGTGAGGACG msmeg_6236
Msmeg_6238 RT ACCGGAACTGCGCCAGGTGC . "

PCR-s Analiza ekspresji genu
Msmegggf‘g—m CTCATCCTCGATGCCGACGGG msmeg_6238

MsmegSigA-F CCAAGGGCTACAAGTTCTCG Analiza ekspresji genu
MsmegSigA-R TGGATCTCCAGCACCTTCTC SIgA

MsaceARTPCR-s

MsaceARTPCR-r

GTCGTCGAGGAGCACACCCTGG

CTGCCAGCCGGACAGGTAGATGG

Analiza ekspresji genu
msmeg_0911

MswhiB4RTPCR-s

MswhiB4RTPCR-r

AGCACCGGGACTCCGAAGCG

CGATTGTCGAGCGCGTCCG

Analiza ekspresji genu
msmeg_6199

MsrelARTPCR-s

MsrelARTPCR-r

TGTCCAGCTTGGTCACACCGTCG

AGCTCGGCATGGACACCACCAC

Analiza ekspresji genu
msmeg_2965

Oligonukleotydy wykorzystane do badania oddziatywan biatek z sekwencjami DNA

z wykorzystaniem metody EMSA

Ms_2425s Cy5

Ms_2425-Prev

[Cyanine5]GAGTGTTTGCGGGGCGTTAC

TTTGTGTGAACCTCCTTGG

Amplifikacja sekwencji
fragmentu promotora
genu
msmeg_2425

Oligonukleo

tydy wykorzystane do potwierdzenia wektoréw ekspresyjnych

MV_306-F

MV_306-R

GTGGATAACCGTATTACCGC

AAGGCCCAGTCTTTCGACTGAG

Potwierdzenie integracji
wektora pMV306Km z
wklonowanymi genami
msmeg_ 6236,
msmeg_6238 i
msmeg_6236/6238 do
chromosomu
M. smegmatis
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3.5. Wektory plazmidowe

Tabela 5. Wykaz komercyjnych wektorow plazmidowych wykorzystanych w pracy.

Wektor Charakterystyka

pJET1.2/blunt
(Thermo Scientific)
MCS

ecod7IR

bla(Amp”) @ pJET 1.2/blunt

2974 pz

Placuvs

plazmid wykorzystywany do klonowania

produktow reakcji PCR

z wykorzystaniem polimerazy Taq,
zawiera gen bla warunkujgcy opornosé

na ampicyline (AmpR)

wielkos$¢ plazmidu: 2974 pz

rep (pMB1)
p2NIL plazmid rekombinacyjny, posiadajacy
(Parish i Stoker, 2000) miejsce replikacji dla E. coli — oriE, gen
MCS aph warunkujacy opornos¢ na
e kanamycyne  (KmR) oraz  miejsce
orif1 restrykcyjne  Pacl pozwalajagce na
wklonowanie kasety markerowej
z plazmidu pGOAL17
aph (Km?)
wielkos$¢ plazmidu: 4753 pz
plazmid posiadajgcy miejsce replikacji dla
E. coli — oriE, gen bla warunkujacy
PGOAL17 oporno$¢ na ampicyline (AmpR) oraz

(Parish i Stoker, 2000)

Pacl

bla (AmpF)

pGOAL17
B855 pz pGOAL17
suicide cassette

oriE (sacB, lacZ)

Pacl

kasete markerowg zawierajagcg gen

,samobdjczy” sacB, ktérego aktywacja

prowadzi do rozktadu sacharozy do
toksycznego dla mykobakterii lewanu
oraz gen lacZ odpowiedzialny za rozktad
X-galu do niebieskiego zwigzku; kaseta
markerowa zawiera miejsca restrykcyjne

Pacl

wielkos$¢ plazmidu: 8855 pz
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pJAM2
(Triccas, 1998)

F'ar‘ﬂi

plazmid integracyjny posiadajgcy miejsce

replikacji dla E. coli — oriE, dla

mykobakterii — ori myco, gen aph

warunkujgcy opornos¢ na kanamycyne

oriE (KmR), plazmid posiadajagcy réwniez
promotor dla acetamidazy
wielkos$¢ plazmidu: 9400 pz
ori
aph (Km*®)
pMV306Km
(Med-Immune Inc.)
mykobakteryjny plazmid integracyjny

aph (Km®) onE

pMV306Km

3996 pz

int

atiP

posiadajgcy gen kodujacy integraze faga
L5 oraz gen aph warunkujgcy opornosé
na kanamycyne (KmR)

wielkos¢ plazmidu: 3996 pz

pHis
(Sheffield i wsp., 1999)

miejsce TEV
6xHis

lacl
bla (AmpF)

pHis-parallel 1

5549 pz

rop

wektor ekspresyjny posiadajacy
indukowany promotor Pr; umozliwiajacy
oczyszczanie rekombinowanych biatek w

fuzji ze znacznikiem His

wielkos$¢ plazmidu: 5549 pz

38



Tabela 6. Wykaz wektoréw skonstruowanych w ramach realizowanych badan.

Wektor Charakterystyka

Wektor pJET1.2/blunt niosgcy fragment 5° genu msmeg 6238 o
pKS1 wielkosci 1010 pz, AmpR,  ograniczony  sekwencjami
rozpoznawanymi przez enzymy Scal i Hindlll

Wektor pJET1.2/blunt niosgcy fragment 3° genu msmeg 6238 o
pKS2 wielkosci 1101  pz, AmpR,  ograniczony  sekwencjami
rozpoznawanymi przez enzymy Hindlll i BamHI

Wektor pJET1.2/blunt niosgcy fragment 5° genu msmeg 6236 o
pKS3 wielkosci 1264 pz, AmpR,  ograniczony  sekwencjami
rozpoznawanymi przez enzymy Scal i Hindlll

Wektor pJET1.2/blunt niosgcy fragment 3° genu msmeg 6236 o
pKS4 wielkosci 1360 pz, AmpR,  ograniczony  sekwencjami
rozpoznawanymi przez enzymy Hindlll i BamHI

Wektor p2NIL niosgcy fragment genu msmeg 6238 o wielkosci

PKS5 1101 pz, Km®, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi przez
enzymy HindlIl i Scal
Wektor p2NIL niosacy fragment genu msmeg_6236 o wielkosci
pKS6 R . _ .
1360 pz, Km"® , ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi przez
enzymy HindlIl i Scal
pKS7 Wektor p2NIL niosgcy niefunkcjonalny gen msmeg_6238, KmR
pKS8 Wektor p2NIL niosacy niefunkcjonalny gen msmeg_6236, KmR
0KS9 Wektor p2NIL niosacy niefunkcjonalne geny msmeg_6236 oraz

msmeg_6238, KmR

Wektor p2NIL niosgcy niefunkcjonalny gen msmeg 6238 oraz
pKS10 kasete z wektora pGOAL17, ograniczong sekwencjami
rozpoznawanymi przez enzym Pacl, KmR,

Wektor p2NIL niosgcy niefunkcjonalny gen msmeg 6236 oraz
pKS11 kasete z wektora pGOAL17, ograniczong sekwencjami
rozpoznawanymi przez enzym Pacl, KmF,

Wektor p2NIL niosgcy niefunkcjonalne geny msmeg 6236 oraz
pKS12 msmeg_6238 oraz kasete z wektora pGOAL17, ograniczong
sekwencjami rozpoznawanymi przez enzym Pacl, KmR,

Wektor pJET1.2/blunt niosgcy gen msmeg_6236 o wielkosci 651 pz,

pKS13 AmpR, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi przez enzym
BamHI/Xbal
Wektor pJET1.2/blunt niosgcy gen msmeg 6238 o wielkosci
pKS14 1152 pz, AmpR, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi przez

enzym Bglll/Xbal
Wektor pJET1.2/blunt niosgcy gen msmeg_6236/6238 o wielkosci
pKS15 1799 pz, AmpR, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi przez
enzym Bglll/Xbal
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Wektor pJAM2 niosgcy gen msmeg_6236 o wielkosci 651 pz, KmR,
pKS16 ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi przez enzym

BamHI/Xbal

Wektor pJAM2 niosgcy gen msmeg_6238 o wielkosci 1152 pz, KmR,
pKS17 ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi przez enzym

BamHI/Xbal

Wektor pJAM2 niosgcy gen msmeg_6236/6238 o wielkosci 1799 pz,
pKS18 KmR, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi przez enzym

BamHI/Xbal

Wektor pMV306Km niosgcy gen msmeg_6236 o wielkosci 651 pz,
pKS19 KmR, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi przez enzym

Hindlll/Xbal

Wektor pMV306Km niosgcy gen msmeg_6238 o wielkosci 1152 pz,
pKS20 KmR, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi przez enzym

Hindlll/Xbal

Wektor pMV306Km niosgcy gen msmeg _6236/6238 o wielkosci
pKS21 1799 pz, KmR, ograniczony sekwencjami rozpoznawanymi przez

enzym Hindlll/Xbal

Wektor pHIS niosacy gen mtrA msmeg_1874, ograniczony
pKS22 L . .

sekwencjami rozpoznawanymi przez enzym Bglll/Hindll

3.6. Enzymy

Tabela 7. Wykaz enzymow restrykcyjnych wykorzystanych w ramach realizowanych badan.

Nazwa Pochodzenie baktervine Rozpoznawana sekwencja nukleotydowa
enzymu L 5’¢>3’ oraz miejsce ciecia nici DNA
. . . GJVGATCC
BamHI Bacillus amyloliquefaciens H CCTAGAG
, L AVGATCT
Bglll Bacillus globigii TCTAG /A
L. . GJVAATTC
EcoRI Escherichia coli RY 13 CTTAADG
. 0. AVAGCTT
Hindlll Haemophilus influenzae Rq TTCGADA
Konl GGTACJ C
P Klebsiella pneumoniae OK8 CMCATGG
. TTAATV TAA
Pacl Pseudomonas alcaligenes AAT PTAATT

. CAGJ CTG
Pwvull Proteus hauseri GTC M GAC
Scal Streptomyces caespitosus AGT ACT
promy P TCAPTGA
.. TVCTAGA
Xbal Xanthomonas badrii AGATCAT

40



Tabela 8. Wykaz pozostatych enzymdw wykorzystanych w ramach realizowanych badan.

Nazwa enzymu Zastosowanie Stezenie
Ligaza DNA T4 -
(Invitrogen) Proces ligacji DNA 20 U/ul
Pollmeraza_AccuPrlme Pfx Reakcja amplifikacji PCR 5 U/ul
(Invitrogen)
Pollmera'za Taq DNA Reakcja amplifikacji PCR 5U/ul
(Sigma)
TURBO DNA-free Kit Trawienie DNA 2 U/ul
(Ambion)
RNaza L
(ThermoFisher Scientific) Trawienie RNA 5 u/ul

3.7. Mieszaniny reakcyjne

Tabela 9. Wykaz mieszanin reakcyjnych wykorzystanych w ramach przeprowadzonych

badan.

Reakcja amplifikacji PCR

DNA

Bufor reakcyjny

DMSO 8%
Oligonukleotydy ,,sense” i
»reverse” (10 pmol)
Polimeraza DNA

H.0

1ug

2-5ul

2 ul

0,5 -1 pl kazdy
1U

do objetosci 20 — 50 ul w zaleznosci od reakgji

Ligacja

DNA

Wektor plazmidowy

Bufor reakcyjny 10x stezony
Ligaza DNA T4

H20

stezenie: 300 ng

stezenie: 100 ng

2 ul

0,5-1pul(1U)

do objetosci 10 — 20 ul w zalezno$ci od reakcji

Trawienie restrykcyjne

DNA

Bufor reakcyjny 10x stezony
Enzym restrykcyjny

H:0

stezenie: 1 pug
2 ul
1-2ul(1U)

do objetosci 10 — 20 ul w zaleznosci od reakgji




Synteza cDNA

RNA Stezenie: 1 ug
Bufor reakcyjny 1w
Starter heksanukleotydowy 1w
SuperScript 1 First-Strand 10 ul
Synthesis Super Mix kit H
SuperSpriptlll/RNase ouT
. 2 ul
Enzyme Mix
H20 DEPC do objetosci 20 ul

Reakcja qRT-PCR

cDNA 50 ng
PowerUp™SYBR™Green Master 5 i

Mix [2x]

Oligonukleotydy (10 pM) 0,3 ul kazdy

H0

do objetosci 10 ul

Bufor — NEB1

Glicerol 50%
BSA (10 mg/ml)

DNA znakowany Cy5

Biatko
H0

2 ul
2 ul
0,2 ul
35nM

0,1-10 pM
do objetosci 20 ul

3.8. Bufory i roztwory

Tabela 10. Wykaz buforéw i roztwordéw wykorzystanych do przeprowadzenia rozdziatéw

elektroforetycznych.

Elektroforeza agarozowa — Bufor TAE (bufor octanowy) 50x stezony

Trizma — base
EDTA

2M
0,5M

Elektroforeza agarozowa — Bufor

Trizma — base
EDTA

Kwas borowy

TBE 10x stezony

0,089 M
0,002 M

0,089 M
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Elektroforeza poliakrylamidowa — Bufor TGB 5x stezony

Trizma — base 0,025 M
Glicyna 0,192 M
SDS 0,1%

Tabela 11. Wykaz buforow i roztwordw obcigzajgcych wykorzystanych do obcigzania
probek.

Bufor do obcigzania prébek DNA 6x stezony

Glicerol 30%
Btekit bromofenolowy 0,25%
Glicerol 40%
Btekit bromofenolowy 0,4%
SDS 8%

DTT 400 mM
Tris-HCI (pH=6,8) 200 mM

Tabela 12. Wykaz buforéw wykorzystanych do oczyszczania biatek.

Bufor wigzacy Al do oczyszczania biatka MtrA

Triton X-100 0,5%
Imidazol 10 mM
NacCl 1M
Tris-HCI (pH=7,5) 50 mM
Glicerol 10%
Triton X-100 0,1%
Imidazol 10 mM
NacCl 1M
Tris-HCl (pH=7,5) 50 mM
Glicerol 10%
Imidazol 0,5M
NacCl 0,5M
Tris-HCl (pH=7,5) 50 mM
Glicerol 10%
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Tabela 13. Wykaz buforow wykorzystanych do przeprowadzenia hybrydyzacji metodg

Southern blot.

Reakcja hybrydyzacji typu Southern blot

Roztwor depurynujacy HCI 250 mM
] _ NaCl, 1,5M
Roztwdr denaturujacy NaOH 0,5M
Roztwoér neutralizujacy NaCl, 1,5M
(pH=7,5) Tris-HCl (pH=7,5) 0,5M
. Cytrynian sodu 0,3M
Bufor SSC 20x stezony NaCl 3 M
. NaCl 0,5M
Bufor hybrydyzacyjny Odczynnik blokujgcy 4%
Mocznik 2M
SDS 0,1%
Bufor przemywajacy | NaH2PO4 (pH=7) 50 mM
(ang. primary wash buffer) NacCl 150 mM
MgCl, 1 mM
Odczynnik blokujgcy 0,2%
Buf.or przemywajacy Il 20x NaCl M
stezony (pH=10) Trizma base 1M

(ang. secondary wash buffer)

Bufor przemywajacy i

Bufor przemywaijacy Il
20x stezony
MgCl,

Rozciericzony 1:20

0,2 mM

Tabela 14. Bufory wykorzystane do przygotowania komérek kompetentnych E. coli.

KOAc 30 mM
MnCl; 50 mM
RbCl 100 mM
CaCl 10 mM
Glicerol 15%
NaMOPS 10 mM
CaCl 75 mM
RbCl 10 mM
Glicerol 15%
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Tabela 15. Pozostate bufory i roztwory.

Bufor TE

Tris-HCI (pH=8) 10 mM

EDTA (pH=8) 1 mM
Chloroform:alkohol Stosunek 24:1
izoamylowy

3.9. Zele wykorzystane do rozdziatéw elektroforetycznych

Tabela 16. Zele wykorzystane do przeprowadzenia rozdziatéw elektroforetycznych
fragmentow DNA i biatek.

= . 7

Zele agarozowe do rozdziatu fragmentéw DNA
Agaroza w buforze TAE 1%
Bromek etydyny 0,5 pg/ml

Zele agarozowe do rozdziatu komplekséw DNA:biatko (EMSA)

Agaroza w buforze TBE 0,5x stezonym 2%

Zele poliakrylamidowe do rozdziatu biatek (SDS-PAGE)

Zel rozdzielajacy

Akrylamid 12%
Tris-HCI (pH=8,8) 0,36 M
SDS 0,1%
APS 1%
TEMED 0,1%
Zel zatezajacy

Akrylamid 5%
Tris-HCI (pH=6,8) 0,1M
SDS 0,1%
APS 1%
TEMED 0,1%

3.10. Markery wielkosci

Tabela 17. Markery wielkosci wykorzystane do okreslenia wielkosci fragmentéw DNA
i biatek.

Marker wielkosci DNA

Wielkos¢ fragmentéw DNA: 250, 500, 750, 1000, 1500,
GeneRuler™ 1kb 2000, 2500, 3000,
(ThermoFisher Scientific)

3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 pz
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GeneRuler™ 100 pz Wielkos¢ fragmentow DNA: 100, 200, 300, 400, 500,
(ThermofFisher Scientific) 600, 700, 800, 900, 1000 pz

Marker wielkosci biatek

Unstained Protein Ladder Wielko$¢ rekombinowanych biatek: 5, 10, 15, 20, 30,
(ThermoFisher Scientific) 40, 50, 70, 100, 150 250 kDa

3.11. Zestawy komercyjnych odczynnikow

Tabela 18. Zestawy komercyjne wykorzystane podczas prowadzonych analiz.

Nazwa i producent Zastosowanie

Wizard® Plus SV Minipreps DNA

Purification System (Promega) Zestaw do izolacji plazmidowego DNA

QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen) Zestaw do elucji fragmentéw DNA z zelu
agarozowego

QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen) Zestaw do oczyszczania produktow reakcji
PCR

ECL Direct Nucleic Acid Labeling and
Detection System Zestaw do hybrydyzacji typu Southern blot
(Amersham Biosciences)

SuperScript™ Il First-Strand Synthesis | Zestaw do odwrotnej transkrypcji
SuperMix (Invitrogen)

PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix Zestaw do qRT-PCR

(ThermoFisher Scientific)

Bradfort Reagent (Bioshop) Zestaw do pomiaru stezenia biatka
riboPOOL™ (siTOOLs Biotech GmbH) Zestaw do rybodeplecji

KAPA Stranded RNA-seq Library Zestaw do przygotowania bibliotek
Preparation Kit (KAPA BIOSYSTEMS) RNA-seq

Agilent DNA 1000 Kit (Agilent) Zestaw do analizy bibliotek

Zestaw do sprawdzenia jakosci preparatow

Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent) RNA
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3.12. Odczynniki chemiczne

Tabela 19. Odczynniki chemiczne wykorzystane podczas realizacji badan.

Odczynniki chemiczne

1,3-propanadiol (C3HgO2) (Sigma Aldrich)
Acetamid (C2HsNO) (Sigma Aldrich)

Agar (BioShop)

Agaroza (Sigma Aldrich)

Bromek etydyny (C21H20BrNs) (Sigma Aldrich)
Akrylamid (CsHsNO) (Sigma Aldrich)

Alantoina (C4HgN4O3) (Sigma Aldrich)

Alkohol izoamylowy (CsH120) (Sigma Aldrich)
Ampicylina (C16H19N304S) (Sigma Aldrich)
Apramycyna (C21H41Ns011) (Sigma Aldrich)
Azotan sodu (NaNOs3) (Sigma Aldrich)

Azotyn sodu (NaNO>) (Sigma Aldrich)

Chlorek amonu (NH4Cl) (Sigma Aldrich)

Chlorek kobaltu Il (CoCl,) (Sigma Aldrich)
Chlorek magnezu (MgCl,) (Sigma Aldrich)
Chlorek manganu (MnCl;) (Sigma Aldrich)
Chlorek miedzi (CuCly) (Sigma Aldrich)

Chlorek niklu (NiCly) (Sigma Aldrich)

Chlorek sodu (NaCl) (Sigma Aldrich)

Chlorek wapnia (CaCly) (Sigma Aldrich)

Chlorek zelaza (ll) (FeCls) (Sigma Aldrich)
Cytrynian sodu (Na3CsHsO7) (Sigma Aldrich)
Cytrynian zelaza (1) (CeHsFeOy) (Sigma Aldrich)
Dihydrostreptomycyna (C21H41N7012) (Sigma Aldrich)
Ditiotreitol (DTT, C4H1002S2) (Sigma Aldrich)
Diwodorofosforan potasu (DKH2PQO4) (Sigma Aldrich)
Dimetylosulfotlenek (DMSO, C;Hs0S) (BioShop)
DNazol (Invitrogen)

Dodecylo siarczan sodu (SDS, Ci2H25Na04S) (Sigma Aldrich)
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Ekstrakt drozdzowy (Sigma Aldrich)
Etambutol (C10H24N203) (Sigma Aldrich)
Etanol (C2He0) (Sigma Aldrich)

Galaktoza (CeH120s6) (Sigma Aldrich)
Glicerol (C3HgOs3) (Sigma Aldrich)

Glukoza (CeH1206) (Sigma Aldrich)
Hydantoina (C3HaN203) (Sigma Aldrich)
Imidazol (CsHaN2) (Sigma Aldrich)
Izoniazyd (CeH7N30) (Sigma Aldrich)
Izopropanol (CsHgO) (Merck)
Kanamycyna (CisH36N4O11) (BioShop)
Octan potasu (C2H30,) (Sigma Aldrich)
Ksyloza (CsH100s) (Sigma Aldrich)

Kwas borowy (H3BO3) (Sigma Aldrich)
Kwas cytrynowy (CsHgO5) (Sigma Aldrich)
Kwas glutaminowy (CsHoNOa) (Sigma Aldrich)
Kwas moczowy (CsHaN4Os3) (Sigma Aldrich)
Kwas solny (HCI) (Sigma Aldrich)

Laktoza (Ci2H22011) (Sigma Aldrich)
L-histydyna (CeHoN303) (Sigma Aldrich)
L-leucyna (CsH13NO>) (Sigma Aldrich)
L-Prolina (CsHsaNO,) (Sigma Aldrich)
Maltoza (C12H22011) (Sigma Aldrich)
Manganian sodu (NazMnOQa) (Sigma Aldrich)
Mannoza (CsH1206) (Sigma Aldrich)
Metanol (CH3OH) (Sigma Aldrich)
Metionina (CsH11NO,S) (Sigma Aldrich)
Mocznik (CH4N,0) (Sigma Aldrich)
Mrowczan sodu (HCOONa) (Sigma Aldrich)
Nadsiarczan amonu (APS, (NH4)2S,0s) (Sigma Aldrich)
Octan sodu (C;H3NaO3) (Sigma Aldrich)
Ofloksacyna (C1sH20FN304) (Sigma Aldrich)

Pirogronian sodu (CsH3zNaOs) (Sigma Aldrich)
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Rezazuryna (C12H7NQj4) (Sigma Aldrich)
Rifampicyna (CasHssN4O13)

RNaza (Sigma Aldrich)

Ryboza (CsH100s) (Sigma Aldrich)

Sacharoza (C12H22011) (Sigma Aldrich)

Selenin sodu (NaSeQ4) (Sigma Aldrich)

Seryna (C3sH7NOs) (Sigma Aldrich)

Siarczan amonu ((NH4)2S04) (Sigma Aldrich)
Siarczan cynku (ZnSQ,) (Sigma Aldrich)

Siarczan magnezu (MgSQ,) (Sigma Aldrich)
Sisomycyna (Ci19H37N507) (Sigma Aldrich)
Streptomycyna (C21H3gN70O12) (Sigma Aldrich)
Surowicza albumina wotowa (BSA) (Sigma Aldrich)
TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina, C¢H1sN2) (Sigma Aldrich)
Tetracyklina (C22H24N20s) (Sigma Aldrich)
Treonina (CsH9NO3) (Sigma Aldrich)

Tris (C4H11NO3) (Sigma Aldrich)

Tris-HCI (CsH11NO3HCI) (Sigma Aldrich)

TRIzol (Sigma Aldrich)

Trypton (Sigma Aldrich)

Tween 80 (CsaH124026) (Sigma Aldrich)

Tyloksapol (-[C15sH210(C2H40)m]n—) (Sigma Aldrich)
Wankomycyna (CesH75N9024Cl,) (Sigma Aldrich)
Wodorofosforan sodu (NazHPOQa) (Sigma Aldrich)
Wodorotlenek sodu (NaOH) (Sigma Aldrich)

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolilo B-D-galaktopiranozyd, C14H1sBrCINQOg) (Sigma Aldrich)

B-merkaptoetanol (HSCH,CH;OH) (Sigma Aldrich)
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3.13. Aparatura

Tabela 20. Sprzet laboratoryjny wykorzystany podczas prowadzonych analiz.

Sprzet laboratoryjny

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent)

Aparat do elektroporacji (BioRad GenePulser)

Densoksymetr DENSILAMETR Il (Erba Lachema)

Homogenizator FastPrep®-24 Instrument (MP Biomedicals)
Wywotywarka klisz rentgenowskich Medical X-ray Processor (Kodak)
Sekwenator NextSeq 500 (lllumina)

Spektrofotometr do ptytek 96-dotkowych Tecan Infinite (TK Biotech)
Spektrofotometr/Fluorymetria DS-11 FX (DeNovix)

System wizualizacji Azure400 (Azure Biosystems)

Termocykler Veriti™ 96-well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems™)
Termocykler QuantStudio™ 5 (Applied Biosystems by ThermoFisher Scientific)
UV Stratalinker 1800 (Stratagene)

Wiréwka do probdéwek typu Eppendorf MiniSpin® (Eppendorf)
Wiréwka do prébek typu Falcon 5804 (Eppendorf)

Woytrzasarka laboratoryjna (Infors Orbitron)

50



4. Metody
4.1. Hodowle bakteryjne
4.1.1. Hodowle komorek E. coli

Hodowle komodrek E. coli w zaleznosci od rodzaju eksperymentu prowadzono
w podfozu ptynnym LB (w szklanych probéwkach lub kolbach) lub na podtozu statym
zestalonym agarem (na szalkach Petriego, z dodatkiem 2 g agaru na 100 ml podtoza)
(Tabela 1., Tabela 2.). Hodowle prowadzono przez 24 godziny, w temperaturze 37°C,
hodowle ptynne dodatkowo wytrzgsajgc. W zaleznosci od etapu i rodzaju eksperymentu do
podtoza dodawano okreslone antybiotyki oraz inne substancje pozwalajgce m.in. na

selekcje uzyskiwanych klonéw (Tabela 3.).

4.1.2. Hodowle M. smegmatis

Hodowle M. smegmatis prowadzono na podtozu statym Middlebrook 7H10
z dodatkiem OADC w temperaturze 37°C oraz na podfozu ptynnym 7H9 z dodatkiem OADC
w zaleznosci od rodzaju eksperymentu przez okres 2 do 4 dni w temperaturze 37°C
z wytrzgsaniem (Tabela 1., Tabela 2.). Dodatkowo, w zaleznosci od etapu eksperymentu do
podtoza dodawano okreslone antybiotyki oraz inne substancje pozwalajgce m.in. na

selekcje uzyskiwanych klonéw (Tabela 3.).

4.2. lzolacja plazmidowego DNA

Izolacje plazmidowego DNA przeprowadzano wg protokotu obejmujgcego etap lizy
komodrek, zwigzania plazmidowego DNA na kolumnie, jego przemywania i elucji,
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu do izolacji Wizard® Plus SV Minipreps DNA

Purification System (Promega) i protokotu producenta (Tabela 5., Tabela 6., Tabela 18.).

4.3. Izolacja chromosomalnego DNA

Izolacje chromosomalnego DNA z komdrek M. smegmatis (mutanty SCO, mutanty
DCO) przeprowadzano poprzez mechaniczng dezintegracje komorek. Komorki
M. smegmatis pobierano eza w warunkach sterylnych z podfoza statego i zawieszano

w 200 pl buforu TE z dodatkiem kulek cyrkoniowych (Srednica 0,1 mm). Tak przygotowane
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komorki rozbijano dwukrotnie z wykorzystaniem homogenizatora — FastPrep®-24
Instrument (MP Biomedicals) przez 45 sekund, nastepnie prowadzono 5 minutowg
inkubacje w tazni wodnej, po czym przeprowadzano lize komdrek dodajac do zawiesiny 200
pl DNAzolu. W kolejnym etapie do zawiesiny dodawano 200 pl mieszaniny
chloroform:alkohol izoamylowy w stosunku 24:1, dokfadnie mieszano, inkubowano
10 minut na lodzie, a nastepnie wirowano przy predkosci 49000 x g w temperaturze 4°C
przez 10 minut. Po zwirowaniu przenoszono gorng, wodng warstwe (ok. 400 pl) do nowej
probéwki typu Eppendorf, dodawano 1 ml 96% alkoholu etylowego (96% EtOH) oraz
0,05 objetosci 5 M octanu sodu (5 M Ack) w celu precypitacji DNA. Prébki inkubowano
10 minut na lodzie, a nastepnie wirowano przy predkosci 49000 x g, w temperaturze 4°C
przez 10 minut. Po zwirowaniu usuwano supernatant, a osad zawieszano w 500 ul 70%
alkoholu etylowego (70% EtOH), wirowano przy predkosci 49000 x g, w temperaturze 4°C
przez 10 minut. Po wirowaniu dokfadnie usuwano supernatant, po czym osad suszono
w 58°C przez 15 minut. Po wysuszeniu osad zawieszano w 100 pl H,0 (H,0 dejonizowana),
a do probek dodawano 1 pl RNAzy w stezeniu 100 pg/ml, po czym prébki inkubowano
w 37°C przez 30 minut (Tabela 15., Tabela 19.).

4.4. Reakcja amplifikacji DNA

Reakcje amplifikacji DNA przeprowadzano z wykorzystaniem enzymu — polimerazy
DNA (Tabela 8., Tabela 9.) oraz dedykowanych dla poszczegdlnych eksperymentéw
syntetycznych oligonukleotydéw (Tabela 4.). W zaleznosci od rodzaju eksperymentu
i dalszego przeznaczenia produktow reakcji korzystano z nastepujgcych polimeraz:
polimerazy DNA AccuPrime Pfx (Invitrogen) wykorzystanej do uzyskania bardzo wiernej
amplifikacji fragmentéw DNA przeznaczonych do klonowania, oraz polimerazy Tag DNA

(Sigma) wykorzystanej m.in. do potwierdzenia uzyskanych mutantéw DCO.

Reakcje amplifikacji prowadzono zgodnie z zatgczonym protokotem dedykowanym
dla danej polimerazy, w objetosci 25 pl lub 50 ul, z dodatkiem dimetylo-sulfotlenku
(DMSO0), z wykorzystaniem termocyklera Veriti™ (Applied Biosystems). W zamieszczonych
ponizej tabelach (Tabela 21., Tabela 22.) przedstawione zostaty profile temperaturowo —

czasowe dla wykorzystywanych polimeraz.
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Tabela 21. Profil temperaturowo — czasowy reakcji PCR dla polimerazy AccuPrime Pfx

(Invitrogen).

Etap Temperatura [°C] Czas [s] llos¢ cykli
Denaturacja wstepna 95 120 1
Denaturacja 95 15
Temperatura
dedykowana dla
Przytaczanie starteréw 30 35

danej pary
oligonukleotydow

Elongacja 68 60 lub 120

Chtodzenie 4 oo 1

Tabela 22. Profil temperaturowo — czasowy reakcji PCR dla polimerazy Tag DNA (Sigma).

Etap Temperatura [°C] Czas [s] llos¢ cykli
Denaturacja wstepna 94 120 1
Denaturacja 94 60
Temperatura
Przytaczanie starterow  dedykowana dla danej 60 35

pary starteréw

Elongacja 72 60
Synteza koricowa 72 420 1
Chtodzenie 4 oo 1

4.5. Oczyszczanie produktow reakcji amplifikacji PCR

W celu oczyszczenia produktéw reakcji amplifikacji PCR produkty oczyszczono
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu odczynnikow QIAquick PCR Purification Kit

(Qiagen).
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4.6. Trawienie restrykcyjne

Trawienia restrykcyjne analizowanych probek prowadzano z wykorzystaniem
enzymow szybkotngcych — FastDigest (ThermoScientific) (Tabela 7.). Reakcje
przeprowadzano wg instrukcji dostarczonej przez producenta, w obecnosci dedykowanych
buforow, w objetosci 20 pl bgdz 50 pl, w temperaturze 37°C, w czasie 30 lub 60 minut,

w zaleznosci od rodzaju eksperymentu (Tabela 9.).

4.7. Elektroforeza agarozowa

W celu rozdziatu analizowanych fragmentéw DNA stosowano standardowg
elektroforeze agarozowg. Rozdziat prébek przeprowadzano w 1% zelu agarozowym
z dodatkiem bromku etydyny (EtBr, 0,5 ug/ml) w 1 x stezonym buforze TAE (Tabela 10.,
Tabela 16.). Rozdziat prowadzono przy napieciu pragdu odpowiadajgcemu 5V na 1 cm
dtugosci zelu, w temperaturze pokojowej. Do przygotowanych w Zzelu studzienek
nanoszono prébki DNA potgczone uprzednio z buforem obcigzajgcym (Tabela 11.). Rozdziat
analizowanych fragmentéw przeprowadzano w obecnosci markera — GeneRuler™ 1 kb lub
GeneRuler™ 100 pz (Thermo Scientific) (Tabela 17.), co pozwolito na okreslenie ich
wielkosci po wizualizacji w $wietle UV (przy dtugosci fali 320 nm) z wykorzystaniem

transiluminatora Benda N36.

4.8. Elucja DNA z zelu agarozowego

Elucje DNA z zelu przeprowadzano z wykorzystaniem komercyjnego zestawu QIAEX

Il Gel Extraction Kit (Qiagen) wg zatgczonego protokotu.

4.9. Precypitacja DNA

Precypitacje analizowanych probek przeprowadzano w probdéwkach typu
Eppendorf poprzez dodanie do prébek 3 objetosci 96% alkoholu etylowego (96% EtOH)
oraz 0,1 objetosci 5 M octanu potasu (5 M Ack). Prébki inkubowano przez 30 minut
w temperaturze -70°C. Po inkubacji prébki wirowano przy predkosci 47000 x g
w temperaturze 4°C przez 10 minut. Po wirowaniu delikatnie usuwano supernatant,
dodano 500 ul 70% alkoholu etylowego (70% EtOH) i wirowano przy predkosci 47000 x g,

w temperaturze 4°C przez 10 minut. Ponownie delikatnie usuwano supernatant,
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a osad suszono przez 15 minut w temperaturze 60°C. Po osuszeniu osad zawieszano

w 12 ul H,0.

4.10. Ligacja

Reakcje taczenia fragmentéw DNA przeprowadzano z wykorzystaniem ligazy DNA
T4 (ThermoScientific) w obecnosci dedykowanego buforu. Reakcje prowadzono
w temperaturze 22°C przez 20 minut bgdZ w temperaturze 16°C przez noc, w objetosci

10 pl lub 20 ul w zaleznosci od rodzaju eksperymentu (Tabela 8., Tabela 9.).

4.11. Pomiar stezenia DNA i RNA

Pomiar stezenia DNA i RNA przeprowadzano z wykorzystaniem spektrofotometru

DS.-11 FX (DeNovix). Uzyskane wartosci podawano w jednostkach ng/ul (Tabela 20.).

4.12. Sekwencjonowanie DNA

Poprawnos$¢ sekwencji DNA na okreslonych etapach analiz sprawdzano poprzez
sekwencjonowanie metodg Sangera, z wykorzystaniem urzadzenia Genetic Analyzer 3500
(Applied Biosystems). Analizy zostaty wykonane we wspotpracy z Panig dr Matgorzatg

Koryckg-Machata w Instytucie Biologii Medycznej PAN.

4.13. Transformacja komorek bakteryjnych

4.13.1. Transformacja komérek kompetentnych E. coli

W celu przeprowadzenia transformacji komorki kompetentne TOP10 E. coli
poddawano szokowi termicznemu. Prébki umieszczano na lodzie na czas 30 minut, po czym
dodawano przygotowang uprzednio mieszanine ligacyjng, a nastepnie catos¢ inkubowano
przez 30 minut na lodzie. Po inkubacji komérki poddawano szokowi termicznemu w 42°C
przez 2 minuty, po czym umieszczono je na lodzie na czas 5 minut. Nastepnie komaorki
zawieszano w 500 pl podtoza LB, i tak przygotowang hodowle inkubowano przez 1 godzine
w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem. Bezposrednio po zakoriczeniu inkubacji wysiewano
100 upl uzyskanych komodrek na podioze state zawierajace odpowiednie substancje
selekcyjne oraz wirowano komoérki przy predkosci 2500 x g przez 1 minute, zawieszano
w 100 pl podtoza LB i wysiewano na szalki zpodtozem statym. Ptytki inkubowano przez 20

— 24 godziny w temperaturze 37°C (Tabela 14.).
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4.13.2. Transformacja komérek kompetentnych M. smegmatis

Do przygotowanych komoérek dodawano plazmidowy DNA po uprzednim
zliniowaniu (UV Straralinker, Energy — 1000). Nastepnie mieszanine przenoszono do
schtodzonych kuwet (BioRad, gap — 0,2 cm) i przeprowadzono elektroporacje przy napieciu
2,5 kV, oporze 1000 Q i pojemnosci elektrycznej 25 uF z wykorzystaniem aparatu do
elektroporacji (BioRad Gene Pulser). Po zakoriczonym procesie mieszanine dokfadnie
wymieszano i przeniesiono do probéwki typu Falkon zawierajgcej 5 ml podioza
Middlebrook 7H9 z dodatkiem OADC i inkubowano z wytrzgsaniem, w temperaturze 37°C
przez 20 godzin. Po zakoniczeniu inkubacji wysiewano 100 pl hodowli na podtoze state
Middlebrook 7H10 z dodatkiem OADC i odpowiednimi czynnikami selekcyjnymi oraz
wirowano komorki przy predkosci 4200 x g przez 5 minut, nastepnie zawieszano w 100 pl
podtoza 7H9 i wysiewano na szalki z podfozem statym. Ptytki inkubowano 4 — 6 dni

w temperaturze 37°C.

4.14. Konstrukcja wektorow do homologicznej rekombinacji

Przygotowanie wektorow wykorzystanych w procesie rekombinacji homologicznej
wymagato kilku etapdéw. W pierwszym etapie amplifikowano fragment DNA zawierajacy 5
lub 3’ koniec badanego genu wraz z sekwencjg flankujgcg i wprowadzano do plazmidu
pJET1.2/blunt (Tabela 6.). Klonowane fragmenty DNA analizowano poprzez
sekwencjonowanie i przenoszono do plazmidu p2NIL niezdolnego do replikacji
w komoédrkach mykobakterii uzyskujac defektywny, badany gen z wewnetrzng delecjg
otoczony sekwencjami flankujgcymi. Do tak przygotowanych wektoréw wprowadzono
kasete markerowg (aph, sacB, lacZ) z wektora pGOAL17 (Tabela 5.). W koficowym etapie
przygotowane konstrukty genetyczne pKS10, pKS11 i pKS12 noszgce odpowiednio geny
Amsmeg_6236, Amsmeg_6238, Almsmeg_6236/msmeg_6238) wprowadzono do komarek
kompetentnych M. smegmatis na drodze elektroporacji, co pozwolito na selekcje
mutantow pojedynczych (SCO - single cross-over) i podwdjnych krzyzowych

rekombinantéw (DCO — double cross-over).

W przypadku szczepu A(mtrA/ginR) do komédrek kompetentnych AmtrA
transformowano plazmid pRD152 niosgcy niefunkcjonalny gen g/nR i kasete markerowa

sacB i lacZ zawierajaca miejsca restrykcyjne Pacl (Tabela 5., Tabela 6.).

56



4.15. Mutanty SCO

Mutanty SCO (ang. single cross-over recombinants) czyli pojedyncze krzyzowe
rekombinanty uzyskano na drodze pojedynczej homologicznej rekombinacji poprzez
integracje plazmidowego DNA pKS10, pKS11 i pKS12 do chromosomu M. smegmatis
w sgsiedztwie sekwencji homologicznych. W rezultacie w komadrkach pratkéw doszto do
indukcji ekspresji gendéw wprowadzonych na plazmidzie (aph, sacB, lacZ), co pozwolito na
selekcje mutantéw SCO. W genomie tych mutantéw obserwowano wystepowanie zaréwno
genow natywnych, funkcjonalnych jak i wprowadzonych na plazmidzie gendéw

zawierajgcych wewnetrzne delecje.

4.16. Mutanty DCO

Mutanty DCO (ang. double cross-over recombinants) czyli podwdjne krzyzowe
rekombinanty uzyskano w wyniku zajscia podwdjnej rekombinacji homologicznej. Podczas
rekombinacji doszto do utraty plazmidowego DNA oraz obecnych genéw markerowych.
W genomie tych mutantow obserwowano wystepowanie natywnej (DCO wild-type) lub

niefunkcjonalnej (DCOmut) wersji genu.

4.17. Selekcja mutantéw SCO i DCO. Potwierdzenie genotypu mutantéw DCO

Selekcje uzyskanych mutantéw M. smegmatis, zarowno SCO jak i DCO prowadzono
poprzez hodowle na podtozach statych zawierajgcych okreslone czynniki selekcyjne X-gal,
sacharoze oraz kanamycyne (Tabela 3.). Ostatecznie, prawidtowos¢ genotypdw uzyskanych
mutantow DCO potwierdzano w reakcji PCR oraz z zastosowaniem hybrydyzacji typu

Southern blot (Rycina 3).

57



Elektroporacja do
komérek Mycobacterium

— =
( .. \\
| )
7H10/0ADC
+ Km+X-Gal
SCO — PCR
Niebieskie kolonie, Km*® (potwierdzenie genotypu)

T — &
00 100 100 10° 108 7H10/0ADC 7H10/0ADC
sacharoza 2% + X-Gal (kontrola)

Biate kolonie, sach®, Km*

e AN

, — — ‘. ’f'}i :E:-h"'.:}

7H10/0ADC + X-gal 7H10/0AD
Biate kolonie + Km, + X-gal
sach® Km®

7H10/0ADC

:

PCR, Southern Blot «— DCO
(potwierdzenie genotypu)

Rycina 3. Schemat selekcji mutantéw SCO i DCO.
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4.18. Hybrydyzacja typu Southern blot

Hybrydyzacje typu Southern blot prowadzono z wykorzystaniem komercyjnego
zestawu do hybrydyzacji ECL Direct Nucleic Acid Labeling and Detection Systems

(GE Healthcare) wg protokotu.

Przygotowanie i przeniesienie DNA na membrane nylonowa z zastosowaniem metody

kapilarnej

W celu przygotowania materiatu do dalszych etapéw analiz 2 ug genomowego DNA
uzyto do trawienia okreslonymi enzymami, nastepnie probki rozdzielano poprzez
elektroforeze w 1% zelu agarozowym, przez 2 godziny, przy statym napieciu 80 V.
Po rozdziale zel przeptukiwano w nastepujgcych roztworach, wg kolejnosci: roztworem
depurynujgcym (10 minut), denaturujgcym (2 x po 15 minut), neutralizujgcym (2 x po 15

minut), przy czym po kazdej zmianie buforu zel przeptukiwano w H,;O (Tabela 13.).

Tak przygotowany zel umieszczano w uktadzie sktadajgcym sie z pojemnika wypetnionego
20-krotnie stezonym buforem SSC, wewnatrz ktorego zostata umieszczona szklana ptytka,
na ktérej powierzchni pofozono nasaczong 20-krotnie stezonym buforem SSC bibute
filtracyjng (bibuta Whatmana), w taki sposéb, ze jej konce byly zanurzone
w buforze znajdujacym sie w pojemniku. Na powierzchnie bibuty natozono zel, na ktérym
umieszczone zostaty kolejno: nylonowa membrana (nasgczona 2-krotnie stezonym
buforem SSC) o wielkosci odpowiadajgcej wymiarom zelu, 6 arkuszy bibuty Whatmana
(pierwsze 3 nasgczone 2-krotnie stezonym buforem SSC, kolejne 3 — suche). Nastepnie na
tak przygotowany uktad naktadano ok. 10-centymetrowg warstwe recznikéw papierowych
petnigcych funkcje materiatu ssacego, dodatkowo obcigzonych ciezarem ok. 1 kg. Transfer

DNA z zelu na membrane prowadzono w temperaturze pokojowej przez 16 godzin.

Utrwalenie DNA na nylonowej membranie

Po catonocnym transferze membrane ptukano w 2-krotnie stezonym buforze SSC, po
czym suszono przez 30 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie utrwalano
w Swietle UV, z wykorzystaniem urzgdzenia UV Stratalinker 1800 (program: auto cross link

-1200 W x 100).
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Znakowanie sondy

Znakowanie sondy polegato na kowalencyjnym wigzaniu DNA z termostabilng
alkaliczng fosfatazg, w obecnosci aldehydu glutarowego wykazujgcego wtasciwosci
sieciujgce. Wczesniej przygotowang sonde (w reakcji amplifikacji PCR) rozcienczono
doprowadzajgc do stezenia 10 ng/ul po czym inkubowano we wrzacej tazni wodnej
(5 minut). Nastepnie kazdg prébke poddawano schtodzeniu na lodzie (5 minut) po czym
dodawano do niej 10 ul buforu reakcyjnego, 2 ul odczynnika znakujgcego i 10 ul aldehydu

glutarowego. Tak przygotowane probki inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 minut.

Prehybrydyzacja i hybrydyzacja

Kolejne etapy hybrydyzacji zostaty przeprowadzone w tubie hybrydyzacyjnej
w ogrzanym do temperatury 55°C buforze hybrydyzacyjnym (0,125 ml/cm? membrany),
w ktdrym zanurzono membrane. Nastepnie tube umieszczano w piecu hybrydyzacyjnym
ogrzanym do temperatury 55°C, a po uptywie 1 godziny do buforu dodawano wyznakowang

sonde i prowadzono hybrydyzacje przez 12 godzin w temperaturze 55°C.

Po 12 godzinnej inkubacji membrane przeptukiwano buforem przemywajacym | (2 x po
10 minut), ogrzanym do temperatury 55°C. W dalszej kolejnosci membrane przeptukiwano
buforem przemywajgcym 1l (2 x po 5 minut). Pozostatosci buforu usuwano poprzez
delikatnie odsgczenie membrany, po czym nanoszono na nig réwnomiernie odczynnik do
detekcji (40 pl/cm?) i prowadzono 5 minutowg inkubacje w temperaturze pokojowe;j.
Nastepnie membrane odsaczano delikatnie z nadmiaru odczynnika, umieszczano
w foliowym, przezroczystym opakowaniu i umieszczono w kasecie rentgenowskiej.
W ciemni, na kasete naktadano klisze rentgenowska, inkubowano 1 godzine, po czym klisze

wywotano w automatycznym systemie Medical X-ray Processor (Kodak).

4.19. Komplementacja mutantéw typu DCO z wykorzystaniem wektoréw
integracyjnych

W celu konstrukcji wektoréw integracyjnych przeprowadzono reakcje amplifikacji PCR
gendbw msmeg 6236, msmeg 6238 oraz msmeg_6236/6238 na  matrycy
chromosomalnego DNA mc? 155 M. smegmatis z wykorzystaniem polimerazy AccuPrime
Pfx (Tabela 6.). Otrzymane w wyniku ligacji z wektorem pJET1.2/blunt geny wklonowano

niezaleznie do wektora integracyjnego pJAM?2 (Tabela 5.). W kolejnym etapie geny te
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zostaty przeklonowane do wektora integracyjnego pMV306 niosgcego kasete opornosci na

kanamycyne.

4.20. Ocena wzrostu szczepéw M. smegmatis w poditozu ptynnym z dodatkiem
zwigzkow azotowych lub weglowych stanowigcych jedyne zrédto azotu lub wegla

Hodowle szczepu dzikiego oraz mutantow prowadzono w podtozu Middlebrook 7H9
z dodatkiem OADC i Tween 80 (podfoze bogate) w objetosci 100 ml, w temperaturze 37°C,
z wytrzgsaniem. Po nocnej inkubacji hodowle wirowano w temperaturze pokojowej przez
10 minut, przy predkosci 3900 x g, nastepnie usuwano supernatant zawieszajgc osad w 50
ml podtoza 7H9 lub Sauton pozbawionego Zrdédet azotu badz wegla (Tabela 2.),
w zaleznosci od prowadzonego eksperymentu i wirowano w temperaturze pokojowej przez
10 minut, przy predkosci 3900 x g. Czynnos¢ te powtarzano dwukrotnie, zawieszajac osad
odpowiednio w 30 ml i 10 ml podfoza. Nastepnie zaktadano hodowle szczepu dzikiego
i mutantdéw w objetosci 20 ml, na podfozu 7H9 lub Sauton pozbawionym zrédet azotu badz
wegla, doprowadzajgc gestos$¢ optyczng hodowli do wartosci ODepo=0,1 lub ODgpo=0,5
w przypadku eksperymentu dotyczacego oceny wzrostu szczepu kontrolnego
i szczepow mutantow na podfozu statym YNB bez dodatku oraz z dodatkiem azotanu sodu
w stezeniu 10 mM. Do kazdej z hodowli dodawano okreslony zwigzek azotu lub wegla,
w zaleznosci od prowadzonego eksperymentu, w okreslonym stezeniu (1 mM, 5 mM, 10
mM, 30 mM w przypadku zwigzkow azotowych oraz 0,02%, 0,05%, 0,25%, 0,1%, 0,2%,
0,5%, 0,75%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3% stezenia koncowego (v/v) w przypadku zwigzkéw
weglowych. W przypadku doswiadczenia dotyczgcego analizy wzrostu szczepdw na
podtozu YNB nanoszono po 10 pl hodowli o ODeoo=0,5 i rozprowadzano ezy. Ukfady
kontrolne stanowity hodowle prowadzone w podtozu 7H9 z dodatkiem OADC i Tween 80,
w podtozu Sauton pozbawionym zrédet azotu badz wegla, lub w przypadku oceny wzrostu
analizowanych szczepow na podfozu YNB z dodatkiem azotanu sodu podtoze Middlebrook
7H10 oraz podtoze YNB pozbawione zrédet azotu. Hodowle prowadzono w temperaturze
37°C, z wytrzasaniem lub bez, i w zaleznosci od rodzaju eksperymentu dokonywano
pomiarow ODeso W 6, 9, 12, 24, 36 i 48 godzinie od momentu zatozenia eksperymentu,
kazdorazowo pobierajagc po 1 ml hodowli. Kazdy z eksperymentéw prowadzono w trzech,
niezaleznych powtodrzeniach. Dla uzyskanych danych wyznaczono krzywe wzrostowe

w programie Microsoft Excel.
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4.21. Ocena wzrostu szczepdw M. smegmatis w poditozu ptynnym z dodatkiem
zwigzkow weglowych stanowiacych jedyne zrodio wegla z etapem glodzenia
wstepnego
W przypadku czesci eksperymentow przed doswiadczeniem witasciwym
wprowadzony zostat dodatkowy etap gtodzenia wstepnego. W eksperymentach tych
hodowle szczepu dzikiego oraz mutantow prowadzono w podiozu Middlebrook 7H9
z dodatkiem OADC i Tweenu 80 w objetosci 100 ml, w temperaturze 37°C,
z wytrzgsaniem. Po nocnej inkubacji hodowle wirowano w temperaturze pokojowej przez
10 minut, przy predkosci 3900 x g, nastepnie usuwano supernatant zawieszajgc osad
w 50 ml podfoza 7H9 i wirowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut, przy predkosci
3900 x g. Czynnos¢ te powtarzano dwukrotnie, zawieszajgc osad odpowiednio w 30 mli 10
ml podtoza. Nastepnie zaktadano hodowle szczepu dzikiego i mutantéw na podtozu 7H9
z dodatkiem 0,1% glukozy i 0,015% tyloksapolu, doprowadzajgc gestosc¢ optyczng hodowli
do wartosci ODepo=0,3. Hodowle prowadzono przez noc, w temperaturze 37°C,
z wytrzgsaniem. Po inkubacji nocnej hodowle wirowano w temperaturze pokojowej przez
10 minut, przy predkosci 3900 x g i zawieszano w 10 ml podtoza 7H9. Nastepnie zaktadano
hodowle szczepu dzikiego i mutantow w objetosci 20 ml, na podtozu 7H9 z dodatkiem 0,1%
glukozy i 0,015% tylokspolu. Do kazdej z hodowli dodawano okreslony zwigzek wegla,
w okreslonym stezeniu (5 mM, 10 mM, 0,02%, 0,05%, 0,25%, 0,1%, 0,2%, 1% lub 2%
stezenia koricowego (v/v)). Uktady kontrolne stanowity hodowle prowadzone w podtozu
7H9 z dodatkiem OADC i Tween 80. Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C,
z wytrzgsaniem, i w zaleznosci od rodzaju eksperymentu dokonywano pomiaréw ODeoo
w 6, 9, 12, 24, 36 i 48 godzinie od momentu zatozenia eksperymentu, kazdorazowo
pobierajgc po 1 ml hodowli. Kazdy z eksperymentow prowadzono w trzech, niezaleznych
powtdrzeniach. Dla uzyskanych danych wyznaczono krzywe wzrostowe w programie

Microsoft Excel.

W przypadku wybranych eksperymentéw wzrost komodrek szczepu dzikiego
i analizowanych mutantéw okreslano poprzez oznaczenie liczby zywych komérek (CFU —
ang. colony forming unit). W tym celu pobierano 1 ml hodowli, wykonywano szereg
rozcieAczen i wysiewano po 100 ul na podtoze state Middlebrook 7H10 z dodatkiem OADC

i Tween 80. Nastepnie ptytki inkubowano w temperaturze 37°C przez okres 72 godzin.
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4.22. Globalna analiza transkryptomu (RNA-seq)

4.22.1. Indukcja gtodzenia weglowego

Hodowle szczepu dzikiego oraz mutanta A(msmeg_6236-msmeg_6238)
prowadzono w podtozu Middlebrook 7H9 z dodatkiem tyloksapolu w stezeniu koricowym
0,015% (v/v) oraz glukozy w stezeniu koricowym 2%, w objetosci 100 ml, w temperaturze
37°C, z wytrzgsaniem. Po osiggnieciu wspodtczynnika gestosci optycznej ODggo W zakresie 0,6
— 0,8 hodowle wirowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut, przy predkosci 3900 x
g, nastepnie usuwano supernatant zawieszajgc osad w 50 ml podtoza Middlebrook 7H9
i wirowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut, przy predkosci 3 900 x g. Czynnos$¢
te powtarzano dwukrotnie, zawieszajgc osad odpowiednio w 30 ml i 10 ml podtoza.
W kolejnym etapie eksperymentu uzyskang zawiesing bakteryjng zaszczepiano 60 ml
podtoza Middlebrook 7H9 z dodatkiem tyloksapolu, doprowadzajac gestos¢ optyczng
hodowli do wartosci ODgpo=0,1. Doswiadczenie prowadzono w trzech, réznych wariantach
eksperymentalnych. W ukfadzie pierwszym — kontrolnym, bez gtodzenia weglowego do
hodowli dodawano glukoze w stezeniu koncowym 2% (v/v), w uktadzie drugim glukoze
w stezeniu koncowym 0,1% (v/v) - warunki gtodzenia weglowego, w wariancie trzecim do
hodowli dodawano glukoze w stezeniu koncowym 0,1% (v/v) oraz 1,3-propanadiol, ktorego
stezenie koricowe w hodowli wynosito 2% (v/v). Hodowle prowadzono w temperaturze
37°C, z wytrzasaniem, dokonujgc pomiarow ODeoow 9, 12, 15, 18 i 24 godzinie od momentu
zatozenia eksperymentu, az do zahamowania wzrostu bakterii, po czym dodano
1,3-propanadiol i prowadzono hodowle przez kolejne 16 godzin. Wszystkie hodowle

wirowano, a uzyskany osad komérkowy przechowywano w temperaturze -80°C.

4.22.2. Indukcja gtodu azotowego

W pierwszym etapie eksperymentu hodowle szczepu dzikiego oraz mutantow:
AmtrA oraz AginR prowadzono wg procedury zastosowanej dla indukcji gtodu weglowego
(Metody 4.22.1). Doswiadczenie prowadzono w dwodch, roézinych wariantach
eksperymentalnych. W uktadzie kontrolnym — do hodowli prowadzonej w podfozu Sauton
pozbawionym Zrédfa azotu (Tabela 2.) dodawano siarczan amonu w stezeniu koricowym
30 mM, w uktadzie badawczym — w stezeniu koncowym wynoszagcym 1 mM. Hodowle
prowadzono w temperaturze 37°C, z wytrzgsaniem, dokonujgc pomiaréw zawartosci jonow

amonowych w hodowlach za pomocg zestawu Ammonium Test (Merck), zgodnie
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z protokotem producenta, w okreslonych punktach czasowych: 9, 12, 15, 18 i 24 godzinie
od momentu zatozenia eksperymentu, az do catkowitego wykorzystania tego zwigzku. Po
dodatkowych 2 godzinach od catkowitego wyczerpania sie jondw amonowych, wszystkie

hodowle wirowano, a uzyskany osad komoérkowy przechowywano w temperaturze -80°C.

4.22.3. Izolacja RNA z komérek M. smegmatis

Izolacje RNA z komdrek M. smegmatis prowadzono z zastosowaniem odczynnika
TRIzol. Uzyskane osady komdérkowe zawieszano w 300 ul wody DEPC, po czym przenoszono
je do nowych probowek typu Eppendorf dodajgc do catosci zawiesiny 900 pl odczynnika
TRIzol (w stosunku 1:3). Nastepnie mieszanine przenoszono do wypetnionych
krzemionkowymi kulkami homogenizacyjnymi probdéwek Lysing Matrix (MP Biomedicals)
i umieszczano je na lodzie. W kolejnym etapie przeprowadzano dwukrotng homogenizacje
analizowanych prébek z wykorzystaniem urzadzenia FastPrep®-24 wg schematu: 45
sekundowa homogenizacja (6 m/s), inkubacja na lodzie, 45 sekundowa homogenizacja,
3-4 minutowa inkubacja na lodzie. Po zakonczeniu procesu homogenizacji prébki
umieszczano na lodzie, a po ich schtodzeniu i osadzeniu na dnie probdwki kulek
homogenizacyjnych pobrany lizat (supernatant) przenoszono do nowej probowki typu
Eppendorf i wirowano w temperaturze 4°, przez 7 minut, przy predkosci 12000 x g. Po
wirowaniu supernatant przenoszono do nowej probéwki typu Eppendorf, po czym probki
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Po zakonczonej inkubacji do
mieszaniny dodawano 250 pl chloroformu, doktadnie mieszano w czasie 2 minut
i inkubowano na lodzie w czasie 10 minut. Po zakonczonej inkubacji probki wirowano
w temperaturze 4°C przez 15 minut, przy predkosci 12000 x g. W kolejnym etapie uzyskany
supernatant w formie fazy wodnej (2/3 objetosci gérnej warstwy) przenoszono do nowej
probéwki typu Eppendorf i poddano precypitacji z wykorzystaniem: 1 objetosci
izopropanolu, 1/10 objetosci 3M octanu sodu oraz 1 ul zwigzku GlycoBlue (Invitrogen). Tak
przygotowang mieszanine umieszczono na noc w temperaturze -20°C. Nastepnego dnia
probki wirowano w temperaturze 4°C, w czasie 30 minut (20000 x g). Po usunieciu
supernatantu osad przemywano 500 pl schtodzonego, 70% etanolu. Nastepnie probki
wirowano w temperaturze 4°C, w czasie 30 minut (20000 x g), a pozostaty po usunieciu
supernatantu osad suszono w temperaturze pokojowej, w ciggu okoto 15 minut.

Po wysuszeniu osad rozpuszczano w 40 pl wody DEPC i okreslano stezenie powstatej
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mieszaniny RNA i DNA (,brudny” RNA) z wykorzystaniem spektrofotometru DS-11 FX
(DeNovix).

W celu eliminacji zanieczyszczen DNA z uzyskanych probek RNA, prébki te
(w stezeniu 10 pg) poddano trawieniu DNaza zgodnie z protokotem zawartym
w komercyjnym zestawie TURBO DNA-free™ Kit (Ambion) oraz okreslano ich stezenie

z wykorzystaniem spektrofotometru DS-11 FX (DeNovix) (Tabela 8.).

W celu okreslenia mozliwosci wykorzystania preparatéw RNA do dalszych analiz,
sprawdzono uzyskany poziom integralnosci prébek wg instrukcji zatgczonej do zestawu
Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies) z wykorzystaniem urzgdzenia Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent). Dalsze analizy zostaty przeprowadzone dla prébek, ktérych

wartos¢ poziomu integralnosci RNA byta wyzsza od 7.

4.22.4. Rybodeplecja - Usuniecie rRNA

Preparaty RNA spetniajace kryteria jakosciowe poddano dalszej analizie. W tym celu
uzyskane probki oczyszczano z wykorzystaniem magnetycznych kulek AMPure XP
(Beckman Coulter) przenoszac preparaty RNA do probdwek typu Eppendorf i mieszajac je
z kulkami w stosunku 1:2. Tak przygotowane proébki inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 15 minut. Po inkubacji supernatant dwukrotnie usuwano
z wykorzystaniem separatora magnetycznego, a osad inkubowano z 200 pl 70% etanolu
przez 30 sekund. Po zakonczeniu ostatniego cyklu prébki inkubowano w temperaturze
pokojowej do momentu catkowitego wyschniecia preparatéw, po czym zawieszano je
w 13,5 ul wody DEPC, inkubowano w temperaturze pokojowej w czasie 2 minut
i rozdzielano z wykorzystaniem separatora. Supernatant zawierajgcy oczyszczone RNA
zostat przeniesiony do nowej probdwki typu Eppendorf, po czym przeprowadzono proces
usuwania rRNA z preparatéw wg protokotu dotgczonego do komercyjnego zestawu Ribo-

Zero rRNA Removal Kit (lllumina).

4.22.5. Przygotowanie bibliotek do analizy RNA-seq

Uzyskane podczas weczesniejszych etapdow preparaty RNA wykorzystano do
przygotowania bibliotek RNA. Konstrukcja bibliotek zostata przeprowadzona wedtug

protokotu dotgczonego do komercyjnego zestawu KAPA Stranded RNA-seq Library

65



Preparation Kit (KAPA BIOSYSTEMS), ktory obejmowat etap: fragmentacji RNA, syntezy
cDNA, syntezy drugiej nici, naprawy i adenylacji korncéw DNA, ligacji adapterow
i amplifikacji bibliotek. Do uzyskanych bibliotek przypisano indeksy, umozliwiajace ich
pozniejszg identyfikacje. Dalsza analiza obejmujgca okreslenie jakosciowych i ilosciowych
parametrow bibliotek zostata przeprowadzona z zastosowaniem zestawu odczynnikow
Agilent DNA 1000 Kit (Agilent) dedykowanych dla urzadzenia Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent) (Tabela 18.). Powyzsze analizy wykonano we wspoéfpracy z mgr Eweling Lechowicz

z Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium PAN.

4.22.6. Sekwencjonowanie bibliotek

Uzyskane biblioteki poddano sekwencjonowaniu na urzadzeniu NextSeq 500
(lumina). Sekwencjonowanie to zostato przeprowadzone we wspotpracy z dr Dominikiem

Strapagielem w Pracowni Biobank, Katedry Biofizyki Molekularnej Ut.

Biblioteki RNA-seq sekwencjonowano przy uzyciu systemu NextSeq 500 System
(Hlumina i zestawu NextSeq 500/550 Mid Output v2 Sequencing Kit (150 cykli) (Illumina),
gwarantujgc w ten sposéb od 5 do 10 milionédw odczytéw sparowanych korncow na prébke.
lzolacja RNA, utworzone biblioteki i sekwencjonowanie RNA przeprowadzono

w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

Analiza danych sekwencjonowania RNA zostata przetworzona za pomoca szeregu
skryptéw oprogramowania (Ptocinski i wsp., 2019). Adaptery sekwencjonowania usunieto
za pomocg Cutadapt v.1.9.1 (Martin i wsp., 2011), a odczyty zostaty jakoSciowo przyciete
za pomocy skryptu Sickle przy parametrach zachowania minimalnej jakosci na poziomie
30% i minimalnej dtugosci odczytu 20 pz. Przefiltrowane odczyty zostaty nastepnie
dopasowane do genomu M. smegmatis mc? 155 przy uzyciu Bowtie 2 identyfikujgcego
krotkie sparowania (Langmead i wsp., 2012). Konwersja i indeksowanie zostaty wykonane
przez pakiet oprogramowania SAMtools (Li i wsp., 2009). Ekspresje réznicowg oszacowano
za pomocy internetowej platformy analitycznej Degust RNA-seq
z domysinymi parametrami (http://degust.erc.monash.edu) (Powell, 2019). Ekspresje
gendw uznano za inng, jesli wartos¢ fatszywego odkrycia (FDER) wynosita <0,05, a log2-

krotna zmiana byta wieksza niz warto$¢ bezwzgledna 2 (zmiana czterokrotna lub wiecej).
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Analizy bioinformatyczne zostaty wykonane we wspdtpracy z dr Przemystawem
Ptocinskim z Katedry Immunologii i Biologii Infekcyjnej Ut, z wykorzystaniem programow
lub internetowych platform, umozliwiajacych analize uzyskanych danych: Mycobrowser
(https://mycobrowser.epfl.ch/), iDEP.96 (https://bioinformatics.sdstate.edu/idep96/),
Degust (https://degust.erc.monash.edu/), KEGG (https://www.genome.jp/kegg/), iPaths
(https://pathways.embl.de/) i Genome (https://www.genome.jp/).

4.22.7. qRT-PCR

W celu weryfikacji danych uzyskanych w wyniku analizy transkryptomu
przeprowadzono analize poziomu ekspresji gendw z wykorzystaniem metody gRT-PCR
(ang. real-time quantitative reverse transcription PCR). Etap pierwszy obejmowat
przeprowadzenie syntezy cDNA na matrycy RNA z wykorzystaniem zestawu do odwrotne;j
transkrypcji — SuperScript 1l First-Strand Synthesis Super Mix kit (Invitrogen). Do reakcji
uzyto 1 ug ,czystego” RNA, losowe heksanukleotydy starterowe, bufor oraz wode DEPC.
Objetos¢ konicowa mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 ul (Tabela 9.). Mieszanina ta zostata
poddana 5 minutowe] inkubacji w temperaturze 65°C, a nastepnie schtodzona do
temperatury 4°C. Do prébki dodawano 10 ul 2x stezonego odczynnika First-Strand Reaction
Mix oraz 2 pl odczynnika SuperSpriptlll/RNase OUT Enzyme Mix. Tak przygotowang
mieszanine inkubowano: w temperaturze 25°C przez 10 minut, w temperaturze 55°C przez
50 minut, w temperaturze 85°C przez 5 minut, po czym schtadzano do temperatury 4°C

i przechowywano w temperaturze -20°C.

Podczas drugiego etapu eksperymentu przeprowadzono analize gRT-PCR
w wykorzystaniem gotowego zestawu odczynnikéw PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix
(ThermoFisher Scientific) na urzgdzenia QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System. Sktad
przygotowanej mieszaniny reakcyjnej o objetosci 10 ul zawierat: 50 ng cDNA, 1x stezony
PowerUp™SYBR™Green Master Mix [2x] oraz po 10 uM kazdego z dwdch oligonukleotydow
(Tabela 9.). Reakcja byta prowadzona w kilku, nastepujgcych po sobie etapach: aktywacji
poczatkowej (w temperaturze 50°C przez 5 minut), denaturacji wstepnej (w temperaturze
95°C przez 2 minuty), powtarzanych 40-krotnie cyklach: denaturacji wtasciwej
(w temperaturze 95°C przez 15 sekund), przytgczanie oligonukleotyddéw (w temperaturze
65°C przez 15 sekund), wydtuzania starteréw (w temperaturze 72°C przez 1 minute).

Reakcja prowadzona byta w trzech, niezaleznych powtdrzeniach. Po zakoriczonej reakgji
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wyznaczono krzywg topnienia — Melt Curve Plot, majgcg na celu sprawdzenie
jednorodnosci uzyskanych produktéw reakcji. Probe odniesienia dla ustalenia poziomu
ekspresji badanych gendéw stanowit poziom ekspresji genu sigA kodujgcego podjednostke
polimerazy RNA u Mycobacterium, a uzyskane analizowanych gendow wyniki byty

poréwnywane z poziomem ekspresji tych samych gendw w szczepie dzikim.

Koncowa analiza wynikdw byta przeprowadzona z wykorzystaniem metody
komparatywnej (Tyburski i wsp., 2008) co pozwolito na pordwnanie réznic w poziomie
ekspresji analizowanych gendw oraz szczepu dzikiego. Poziom ekspresji analizowanego
transkryptu zestawiono z poziomem ekspresji genu wzorcowego sigA. Podczas dalszej
analizy wyznaczono cykle progowe (C: — ang. copy treshhold) dla wszystkich badanych
gendw, w tym szczepdw dzikiego i referencyjnego, co pozwolito na wyznaczenie réznic

pomiedzy tymi genami. W tym celu skorzystano ze wzorow:
AC:szczepu badanego = Cianalizowanego genu - Ct wzorcowego genu
ACtszczepu dzikiego = Cranalizowanego genu - Ct wzorcowego genu

W kolejnym etapie wyznaczono warto$s¢ podwodjnej delty (AAC:) dla wszystkich

analizowanych szczepow. W tym celu korzystano ze wzoru:
AAC:szczepu badanego = Ctbadanego szczepu - Cidzikiego szczepu

Koncowy etap analizy obejmowat wyznaczenie wzglednego poziomu ekspresji

analizowanych gendw w odniesieniu do genu dzikiego. W tym celu skorzystano ze wzoru:
R= 2»AACt

Jesli:

R =1 -réwny, jednakowy poziom ekspresji genu w szczepie badanym i dzikim

R < od wartosci jednosci — poziom ekspresji genu w szczepie dzikim jest wyzszy niz

w szczepie badanym

R > od wartosci jednosci — poziom ekspresji genu w szczepie dzikim jest nizszy niz

w szczepie badanym.
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4.23. Konstrukcja wektora do nadekspresji rekombinowanego biatka MtrA

Konstrukcje wektora do nadekspresji biatka MtrA rozpoczeto od amplifikacji sekwencji
genu mtrA na matrycy chromosomalnego DNA M. smegmatis z uzyciem reakcji PCR.
Nastepnie uzyskany produkt PCR zostat klonowany do wektora pJET1.2
i zsekwencjonowany. W kolejnym etapie gen mtrA przeklonowano do wektora
ekspresyjnego pHis, utatwiajgcego oczyszczanie biatka poprzez fuzje ze znacznikiem His
(6xHis). Uzyskany konstrukt genetyczny pK22 transformowano do komérek BL21 (DE3)
(Tabela 6.).

4.24. Nadprodukcja i oczyszczanie rekombinowanego biatka MtrA

Warunki niezbedne do przeprowadzenia nadprodukcji biatka MtrA w szczepie
BL21 (DE3) dotyczace ustalenia odpowiedniej temperatury oraz czasu prowadzenia
hodowli zostaty ustalone eksperymentalnie, z wykorzystaniem hodowli prowadzonych na
matg skale (objetos¢ 20 ml). Izolacje biatek na duzg skale prowadzono z osadu komdrek
pochodzgcego z hodowli o objetosci 1000 ml.

Nadprodukcje biatka MtrA prowadzono w zmodyfikowanym podtozu laktozowym
LB z dodatkiem ampicyliny. Hodowle (o tacznej objetosci 1L) zaszczepiano
w stosunku 1:100 i prowadzono w temperaturze 37°C, z wytrzagsaniem do momentu
uzyskania wartosci wspotczynnika gestosci optycznej OD=0,6-0.8. Nastepnie hodowle
schtadzano do temperatury 20°C i inkubowano przez noc z wytrzagsaniem. Po inkubacji
nocnej hodowle wirowano w temperaturze 4°C, przez 20 minut, przy predkosci 3900 x g,

nastepnie usuwano supernatant, a osady przechowywano w temperaturze -70°C.

Rekombinowane biatko MtrA oczyszczano z zastosowaniem metody chromatografii
powinowactwa poprzez wykorzystanie ztoza niklowego HisPur Ni-NTA (ThermoFisher
Scientific). Pierwszy etap oczyszczania rekombinowanych biatek rozpoczeto od
rozmrozenia zamrozonych osaddw i ich zawieszenia w 10 ml buforu wigzgcego Al (Tabela
12.). Tak przygotowang zawiesine inkubowano poprzez 30 minut na kotysce laboratoryjne;j.
Na 5 minut przed koficem inkubacji do prébek dodawano DNAze (DENARASE®) w stezeniu
100 kU/1 pul. Po zakonczonej inkubacji prébki poddawano sonikacji z wykorzystaniem sondy
ultradzwiekowej (Bioblok) i stopniowanej mikrokoricdwki (LaboPlus) w dziesieciu, 10

sekundowych cyklach. Po zakonczonej sonikacji prébki wirowano w temperaturze 4°C,
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przez 60 minut, przy predkosci 7800 x g, a uzyskany supernatant filtrowano
(z wykorzystaniem filtra strzykawkowego o $rednicy porow 0,45 pum) i inkubowano w 4°C
przez 1 godzine ze ztozem. W kolejnym etapie supernatant przenoszono na uprzednio
skalibrowang kolumne buforem wigzgcym A1 (25 ml). Podczas stopniowego przepuszczania
supernatantu przez kolumne, zbierano frakcje biatek niezwigzanych ze ztozem. Nastepnie
kolumne przeptukiwano 100 ml buforu ptuczacego A2 (Tabela 12.). W kolejnym etapie
analizowane biatka zwigzane ze ztozem eluowano z wykorzystaniem 10 ml buforu do elucji,
jednoczesnie zbierajagc do probowek typu Eppendorf dziesie¢ frakcji o objetosci 1 ml
(Tabela 12.). Czystos¢ rekombinowanego biatka w poszczegdlnych frakcjach oraz
wydajnos¢ etapu oczyszczania sprawdzano z wykorzystaniem elektroforezy pionowej SDS-

PAGE.

4.25. Wymiana buforu oraz zatezanie biatka MtrA

Wymiane buforu biatka przeprowadzono w celu usuniecia imidazolu, bedacego
sktadnikiem buforu do elucji. W celu wymiany buforu, na skalibrowang 25 ml buforu do
wymiany kolumne PD-10 Columns — GE Healtcare naktadano jednorazowo maksymalnie
2,5 ml frakcji biatka (zbierano przesacz), ktére nastepnie eluowano buforem do wymiany

w objetosci 3,5 ml.

Zatezanie uzyskanego biatka przeprowadzono z wykorzystaniem koncentratora do

biatek Vivaspin®6 /10kDa MWCO/ (GE Healtcare), zgodnie z protokotem producenta.

4.26. Oznaczanie stezenia biatek

Pomiar stezenia biatka przeprowadzano z uzyciem odczynnika Bradford Reagent
(BioShop), w urzadzeniu DeNovix (ThermoFisher Scientific). Do pomiaru absorbancji przy
dtugosci fali 595 nm (w odniesieniu do préby kontrolnej, ktéra stanowit 1 ml odczynnika
Bradford Reagent) uzyto mieszaniny 10 ul zatezonego biatka i 1 ml odczynnika Bradford
Reagent. Po 5 minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej przeprowadzono pomiar

stezenia biatek w mg/ml.

4.27. Elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach denaturujgcych

Rozdziat analizowanych biatek w oparciu o rdznice w ich masie czgsteczkowej

przeprowadzono z wykorzystaniem jednokierunkowej elektroforezy pionowej w zelu
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poliakrylamidowym (SDS-PAGE) (Tabela 16.). Do analizowanych probek biatkowych
dodawano 5 pl 4x stezonego buforu do obcigzania, po czym probki te poddawano
5 minutowej denaturacji w temperaturze 98°C (Tabela 11.). W nastepnej kolejnosci probki
naktadano na zel poliakrylamidowy w obecnosci markera wielkosci biatek i prowadzono
rozdziat elektroforetyczny w buforze TGB (temperatura pokojowa, napiecie pradu 140 V)
(Tabela 10., Tabela 17.). Rozdziat zakonczono w momencie usuniecia barwnika z zelu, po
czym zel ptukano w wodzie destylowanej i barwiono z wykorzystaniem barwnika do zeli

biatkowych Instant Blue (Expedeon).

4.28. EMSA (ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay)

W celu okreslenia oddziatywania analizowanych biatek z DNA przeprowadzono
analize z wykorzystaniem metody EMSA, opartg na elektroforetycznym rozdziale
komplekséw biatek z DNA (kompleksy biatek i DNA wedrujg wolniej niz niezwigzany DNA).
Do przeprowadzenia analizy wykorzystano znakowane cysteing 5 (Cy5) fragmenty DNA
amplifikowane z uzyciem specyficznych starterow (Materiaty 3.4., Tabela 4). Nastepnie
przeprowadzono reakcje annealingu starteréw znakowanych i nieznakowanych,
w stezeniu 100 uM kazdy. Sktad przyktadowej mieszaniny reakcyjnej zostat opisany
w rozdziale Materiaty 3.7 (Tabela 9.). Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w zelu
agarozowym 1% w 0,5x stezonym buforze TBE, w temperaturze 4°C, przy napieciu 70V,
przez 2,5 godziny. (Tabela 16.). Wizualizacje uzyskanych komplekséw przeprowadzono

z wykorzystaniem urzadzenia Azure400 (Azure Biosystems).

4.29. Analiza wrazliwosci szczepow M. smegmatis na wybrane antybiotyki metodg
Microplate Alamar Blue Assay

Metoda oceny wrazliwosci szczepow M. smegmatis z wykorzystaniem Microplate
Alamar Blue Assay opiera sie na zdolnosci zywych komorek pratkow do redukcji barwnika
tj. rezazuryny do rezorufiny (zmiana zabarwienia z niebieskiego na rézowe, reakcja
kolorymetryczna). Hodowle szczepu dzikiego i analizowanych mutantéw prowadzono
w podtozu Middlebrook 7H9 z dodatkiem OADC i Tween 80, przez noc, w temperaturze
37°C, zwytrzgsaniem. Po nocnej inkubacji hodowle rozcienczano z wykorzystaniem podtfoza
7H9 doprowadzajgc je do stezenia 0,5 w skali MacFarlanda, po czym rozcieficzano je

dwukrotnie po 10 razy. Uzyskang w ten sposéb zawiesine rozpipetowywano po 100 pl na
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ptytke titracyjng 96-studzienkowq. Na ptytke naktadano réowniez po 100 ul podtoza 7H9
z dodatkiem OADC i Tween 80 oraz wybrane antybiotyki w okreslonych stezeniach.
Na ptytkach zawarto réwniez uktady kontrolne: hodowle szczepdw, badany antybiotyk
W nhajwyzszym stezeniu, uzyte podfoze. Analizowane ptytki inkubowano w temperaturze
37°C, przez 2 dni nastepnie do kazdego z dotkéw dodawano po 25 pl 0,02% rezazuryny,
doktadajgc kontrolng studzienke wypetniong wykorzystang w doswiadczeniu rezazuryng
i inkubowano 24 godziny, w temperaturze 37°C, w ciemnosci. Po zakoriczonej inkubacji

ptytke poddawano analizie z wykorzystaniem czytnika Tecan INFINITE M PLEX (TK Biotech).

4.30. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem programu

Statistica ver. 13.3.
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5. Wyniki

5.1. Znaczenie biatek systemu dwukomponentowego MnoS-MnoR dla wzrostu
komadrek M. smegmatis

W celu zbadania znaczenia biatek MnoS (MSMEG_6238) oraz MnoR (MSMEG_6236)
dla wzrostu komérek M. smegmatis przeprowadzono konstrukcje
i analize szczepdw mutantow pozbawionych funkcjonalnych gendw msmeg 6236

i msmeg_6238.

5.1.1.Konstrukcja ukierunkowanych mutantow M. smegmatis pozbawionych
funkcjonalnych genéw msmeg_6236/msmeg_6238

Mutanty M. smegmatis pozbawione funkcjonalnych genow
msmeg_6236/msmeg_6238 uzyskano wykorzystujgc zjawisko homologicznej rekombinacji
po wprowadzeniu do szczepu M. smegmatis mc? 155 plazmidéw samobdjczych, noszgcych
niefunkcjonalne kopie gendw otoczone sekwencjami flankujgcymi. Selekcja pojedynczych
i podwdjnych rekombinantéw zostata przeprowadzona w oparciu o obecno$¢ genow
markerowych w obrebie rekombinowanego plazmidu p2NIL/pGOAL19 (Materiaty 3.5.).
Zaréwno na etapie selekcji pojedynczych (SCO) jak i podwdjnych (DCO) rekombinantéw
genotypy wybranych mutantow weryfikowano poprzez reakcje amplifikacji oraz
hybrydyzacji typu Southern blot. Pozwolito to na identyfikacje nieoznaczonych (unmarked)
mutantéw DCO pozbawionych funkcjonalnych gendw Amsmeg_6236, Amsmeg_6238, oraz
obu tych genéw réwnoczesnie. Chromosomalny DNA izolowany z wybranych mutantow
oraz szczepu kontrolnego poddawano trawieniu odpowiednig endonukleazg (msmeg_6236
— Kpnl, Amsmeg_6238 — EcoRI/Pvull i A(msmeg 6236/msmeg_6238) — Kpnl/EcoRl),
rozdzielano w zelach agarozowych, a nastepnie po przeniesieniu na membrane nylonowa
hybrydyzowano z sondg genetyczng stanowigcg 3’ fragment badanych gendw.
Przeprowadzone analizy potwierdzity genotypy uzyskanych mutantéw DCO: Amsmeg_ 6236

(Rycina 4B.), Amsmeg_6238 (Rycina 5B.) i A(msmeg_6236/msmeg_6238) (Rycina 6B.).
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Rycina 4. Analiza genotypu mutanta Amsmeg_6236 metodg hybrydyzacji Southern blot. (A)
Schemat locus genu msmeg_6236 z zaznaczeniem miejsc rozpoznawanych przez enzym
Kpnl, sondy genetycznej oraz wewnetrznej delecji. (B) Wynik hybrydyzacji typu Southern
blot na matrycy chromosomalnego DNA analizowanych szczepdéw. 1 — marker wielkosci
(1kb), 2 — szczep kontrolny M. smegmatis mc? 155, 3-4 — mutant typu SCO (msmeg_6236-
Amsmeg_6236), 5-7 — mutant typu DCO (Amsmeg_6236).
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Rycina 5. Analiza genotypu mutanta Amsmeg_6238 metoda hybrydyzacji Southern blot. (A)
Schemat locus genu msmeg_6238 z zaznaczeniem miejsc rozpoznawanych przez enzymy
EcoRI/Pvull, sondy genetycznej oraz wewnetrznej delecji. (B) Wynik hybrydyzacji typu
Southern blot na matrycy chromosomalnego DNA analizowanych szczepdw. 1 — marker
wielkos$ci (1kb), 2 — szczep kontrolny M. smegmatis mc? 155, 3 — mutant typu SCO
(msmeg_6238-Amsmeg_6238), 4-6 — mutant typu DCO (Amsmeg_6238).
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Rycina 6. Analiza genotypu mutanta A(msmeg_6236/msmeg_6238) metodg hybrydyzacji
Southern blot. (A) Schemat locus gendw msmeg_6236 i msmeg_6238 z zaznaczeniem
miejsc rozpoznawanych przez enzymy EcoRI/Kpnl, sondy genetycznej, oraz wewnetrznej
delecji. (B) Wynik hybrydyzacji typu Southern blot na matrycy chromosomalnego DNA
analizowanych szczepow. 1 — marker wielkosci (1kb), 2 — szczep kontrolny M. smegmatis
mc? 155, 3-4 - mutant typu SCO (msmeg_6236/msmeg_6238-
Amsmeg_6236/msmeg_6238), 5-7 — mutant typu DCO (A(msmeg_6236/msmeg_6238)).

W celu dodatkowe] weryfikacji otrzymanych mutantéw przeprowadzono analizy
poziomu ekspresji gendw msmeg_ 6236 i msmeg_6238 z wykorzystaniem metody gRT-PCR.
Z wybranych mutantéw oraz szczepdw kontrolnych izolowano RNA, ktéry poddano
ilosciowej ocenie w reakcji gRT-PCR z wykorzystaniem sekwencji starterowych
specyficznych dla badanych genéw. Uzyskane wyniki odniesiono do poziomu ekspresji genu

referencyjnego msmeg_2758 (sigA). Analiza ekspresji badanych genéw w szczepach
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mutantach Amsmeg_ 6236 oraz Amsmeg_6238 wykazata brak obecnosci transkrypow dla
analizowanych gendw, potwierdzajgc tym samym brak funkcjonalnych gendw

w komérkach mutantéw M. smegmatis.

5.1.2 Ocena znaczenia obecnosci funkcjonalnych genow msmeg_6236,

msmeg_6238 dla wzrostu komadrek M. smegmatis

W celu zweryfikowania czy inaktywacja gendw msmeg_6236, msmeg_6238
oraz obu gendw réwnoczesnie wptywa na kinetyke wzrostu komodrek M. smegmatis na
podtozu bogatym przeprowadzono analize tempa wzrostu hodowli poprzez pomiar
gestosci optycznej. Hodowle prowadzono w standardowym podtozu Middlebrook 7H9
z dodatkiem OADC i Tween 80 wg procedury opisanej w rozdziale Metody 4.1.2.
Przeprowadzone analizy kinetyki wzrostu mutantow Amsmeg 6236, Amsmeg 6238
i A(msmeg_6236/msmeg_6238) nie wykazaty statystycznie istotnych réznic w odniesieniu

do szczepu kontrolnego (Rycina 7).

Middlebrook 7H9 / OADC / Tween
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Amsmeg_6238 A(msmeg_6236/msmeg_6238)

Rycina 7. Analiza kinetyki wzrostu szczepéw M. smegmatis na podtozu bogatym. WT —
szczep wyjsciowy ,dziki”, Amsmeg 6236 — mutant pozbawiony funkcjonalnego genu
msmeg_6236, Amsmeg_6238 — mutant pozbawiony funkcjonalnego genu msmeg_6238,
A(msmeg_6236/msmeg_6238) — mutant pozbawiony funkcjonalnych genéw msmeg_6236

oraz msmeg_6238. Przedstawiono wyniki uzyskane w trzech biologicznych powtérzeniach.

77



5.2. Analiza kinetyki wzrostu szczepoéw M. smegmatis na podtozu minimalnym Sauton
z dodatkiem alkoholi jako jedynych zrédet wegla

Dane literaturowe wskazujg, iz system MnoSR bierze udziat w regulacji ekspresji
genu msmeg_6239 kodujgcego dehydrogenaze 1,3-propanadiolu, co wskazuje na udziat

tego systemu w regulacji metabolizmu alkoholi (Dubey i Jain, 2019).

W celu weryfikacji roli biatek MSMEG_6236 i MSMEG_6238 w metabolizmie
1,3-propanadiolu przeprowadzono analize kinetyki wzrostu szczepéw mutantow
Amsmeg 6236, Amsmeg 6238 i A(msmeg_6236/msmeg _6238) w  obecnosci
1,3-propanadiolu w stezeniu koricowym 2% v/v. Do badan tych dotgczono szczepy mutanty
komplementowane funkcjonalng kopig genu znajdujgcg sie pod kontrolg chemicznie
indukowanego promotora (Pami) wprowadzong z wykorzystaniem wektora integracyjnego
w miejsce attB chromosomalnego DNA. Hodowle, zardwno szczepu dzikiego, szczepéw
mutantow oraz szczepow komplementacyjnych
Amsmeg_6236-attB::Pamimsmeg_6236,Amsmeg_6238-attB::Pamimsmeg_6238 i
A(msmeg_6236/msmeg_6238)-attB::Pemimsmeg_6236/msmeg_6238 prowadzono w
podtozu Sauton pozbawionym Zrodet wegla wg procedury opisanej w rozdziale Metody
4.18. Analiza kinetyki wzrostu badanych szczepdéw wykazata 7-krotne zmniejszenie tempa
wzrostu szczepow mutantow Amsmeg 6236 i A(msmeg 6236/msmeqg_6238) oraz
4-krotne zmniejszenie tempa wzrostu w przypadku szczepu Amsmeg_6238, w obecnosci
1,3-propanadiolu  stanowigcego jedyne Zrédilo wegla w poréwnaniu do
szczepu kontrolnego (Rycina 8.). Ponadto, w uktadzie kontrolnym zbadano zdolnos$¢ do
wzrostu szczepu ,dzikiego” oraz analizowanych mutantow na podtozu minimalnym
pozbawionym catkowicie dostepnych Zrédet wegla. Zaden z badanych szczepdw nie

wykazywat zdolnosci do wzrostu na podtozu Sauton bez dodanego Zzrodta wegla (Rycina 9.).
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1,3-propanadiol
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Rycina 8. Analiza kinetyki wzrostu szczepdw M. smegmatis na podfozu Sauton
z dodatkiem 1,3-propanadiolu w stezeniu 2%. WT -— szczep wyjsciowy ,dziki”,
Amsmeg_ 6236 — mutant pozbawiony funkcjonalnego genu msmeg_6236, Amsmeg_6238 —
mutant pozbawiony funkcjonalnego genu msmeg 6238, A(msmeg_6236/msmeg_6238) —
mutant pozbawiony funkcjonalnych gendw msmeg 6236 oraz msmeg 6238.
Amsmeg_6236-attB::Pamimsmeg_6236 — szczep  komplementacyjny = mutanta
Amsmeg_6236. msmeg_6238, Amsmeg_6238-attB::Pomimsmeg_6238 — szczep
komplementacyjny mutanta Amsmeg_6238. A(msmeg_6236/msmeg_6238)-
attB::Pamimsmeg_6236/msmeg_6238 - szczep komplementacyjny mutanta
A(msmeg_6236/msmeg_6238). Przedstawiono wyniki uzyskane w trzech biologicznych
powtorzeniach. Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem testu t-Studenta

(*p 0,05).
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Podtoze Sauton bez zrodet wegla
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Rycina 9. Analiza kinetyki wzrostu szczepow M. smegmatis na podtozu minimalnym Sauton.
WT — szczep wyjsciowy ,dziki”, Amsmeg_6236 — mutant pozbawiony funkcjonalnego genu
msmeg_6236, Amsmeg_6238 — mutant pozbawiony funkcjonalnego genu msmeg_6238,
A(msmeg_6236/msmeg_6238) — mutant pozbawiony funkcjonalnych genéw msmeg_6236

oraz msmeg_6238. Przedstawiono wyniki uzyskane w trzech biologicznych powtérzeniach.

Kolejnym ze Zrdédet wegla, ktdére zastosowano w badaniu kinetyki wzrostu
uzyskanych mutantéw i szczepu kontrolnego byt etanol w stezeniu koncowym 2% v/v.
Hodowle szczepu kontrolnego, szczepdw mutantdéw oraz szczepéw komplementacyjnych
Amsmeg 6236-attB::Pamimsmeg_6236,Amsmeg_6238-attB::Pamimsmeg_6238 i
A(msmeg_6236/msmeg_6238)-attB::Pamimsmeg_6236/msmeg_6238 prowadzono

w podtozu Sauton z etanolem jako jedynym Zrédtem wegla.
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Rycina 10. Analiza kinetyki wzrostu szczepdw M. smegmatis na podtozu Sauton

z dodatkiem etanolu w stezeniu 2%. (A) WT — szczep wyjsciowy ,dziki”, Amsmeg_6236 —
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mutant pozbawiony  funkcjonalnego genu msmeg_6236, Amsmeg_6236-
attB::Pamimsmeg_6236 — szczep komplementacyjny mutanta Amsmeg 6236. (B) WT —
szczep wyjsciowy ,dziki”, Amsmeg 6238 — mutant pozbawiony funkcjonalnego genu
msmeg_6238, Amsmeg_6238-attB::Pamimsmeg_6238 — szczep komplementacyjny mutanta
Amsmeg_6238. (C) WT —szczep wyjsciowy ,,dziki”, A(msmeg_6236/msmeg_6238) — mutant
pozbawiony funkcjonalnych genow msmeg_6236 oraz msmeg_6238,
A(msmeg_6236/msmeg_6238)-attB::Pamimsmeg_6236/msmeg_6238 - szczep
komplementacyjny mutanta A(msmeg_6236/msmeg_6238). Przedstawiono wyniki
uzyskane w trzech biologicznych powtdrzeniach. Analize statystyczng przeprowadzono

z wykorzystaniem testu t-Studenta (*p < 0,05).

Analiza kinetyki wzrostu analizowanych szczepdw wykazata znaczgce obnizenie
tempa wzrostu w przypadku szczepu Amsmeg_6236, oraz A(msmeg_6236/msmeg_6238)
hodowanych w obecnosci etanolu stanowigcego jedyne zrédto wegla w poréwnaniu do
szczepu kontrolnego. Niewielki stopien zahamowania wzrostu obserwowano natomiast dla
szczepu mutanta Amsmeg_ 6238 (Rycina 10.). Komplementacje badanych mutantéw
funkcjonalng kopig genu Pumimsmeg 6236, oraz P.mimsmeg_6236/msmeg_6238

spowodowata czesciowe cofniecie efektu zahamowania wzrostu.

Kolejnym zrédtem wegla analizowanym pod katem mozliwosci jego wykorzystania
przez badane mutanty byt metanol. Analize kinetyki wzrostu dla badanych szczepow
prowadzono na podfozu minimalnym Sauton’a oraz podtozu Middlebrook 7H9

w obecnosci metanolu w stezeniu koncowym 1% v/vi 2% v/v.
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Rycina 11. Analiza kinetyki wzrostu szczepow M. smegmatis z dodatkiem metanolu
w stezeniu 1% i 2%. (A-B) Wzrost na podtozu Middlebrook 7H9. (C-D) Wzrost na podtozu
minimalnym Sauton. WT — szczep wyjsciowy ,,dziki”, Amsmeg_6236 — mutant pozbawiony
funkcjonalnego genu msmeg 6236, Amsmeg_6238 — mutant pozbawiony funkcjonalnego
genu msmeg_6238, A(msmeg_6236/msmeg_6238) — mutant pozbawiony funkcjonalnych
gendw msmeg 6236 oraz msmeg _6238. Przedstawiono wyniki uzyskane w trzech

biologicznych powtdrzeniach.

Analiza kinetyki wzrostu badanych szczepow wykazata, ze zaréwno szczep kontrolny,
jak i mutanty Amsmeg_6236, Amsmeg_6238 i A(msmeg_6236/msmeg_6238) nie wykazujg
zdolnosci do metabolizowania metanolu w warunkach gtodu weglowego,
w przypadku zastosowania 1% metanolu. Dodatek 2% s metanolu umozliwiat niewielki

wzrost wytgcznie szczepu kontrolnego do ODggo 0.2 (Rycina 11A-D.).

5.3. Analiza kinetyki wzrostu szczepdw M. smegmatis na podtozu minimalnym
Sauton z dodatkiem weglowodanéw

W celu zbadania potencjalnego wptywu inaktywacji gendw msmeg 6236,
msmeg_6238 i msmeg_6236/msmeg_6238 na zdolno$¢ M. smegmatis do metabolizmu
cukréow prostych oraz dwucukréw przeprowadzono analize kinetyki wzrostu szczepow
mutantdow w obecnosci wybranych zwigzkdw cukrowych stanowigcych jedyne Zrddta
wegla, w stezeniu korncowym 0,5% v/v. Hodowle szczepu kontrolnego oraz badanych
mutantéw prowadzono w podtozu minimalnym Sauton’a z dodatkiem 0,5% v/v mannozy,

laktozy, maltozy, rybozy, ksylozy i galaktozy.

83



Mannoza Laktoza
10,0 10,0
%) 1,0 y . () 1’0 B r
o N A/‘,/V o = ﬂ_—“/t
o jrm— o R — . -
S 0,1 P o 0,1 = =
o )
() [a)
O 00 © 00
0 6 9 12 24 48 0 6 9 12 24 48
Czas [h] Czas [h]
—o—WT —o—WT
Amsmeg_6236 Amsmeg_6236
—&—Amsmeg_6238 ——Amsmeg_6238
A(msmeg_6236/msmeg_6238) A(msmeg_6236/msmeg_6238)
C. D.
Maltoza Ryboza
10,0 10,0
1,0 ~=
1,0 ) :
e __x___f/i‘-'f g N
= - 3 = /A__—
o .
S 01 o === | | g w
2 o
()
© o0 © 00
0 6 9 12 24 48 0 6 9 12 24 48
Czas [h] Czas [h]
—o—WT —o—WT
Amsmeg_6236 Amsmeg_6236
——Amsmeg_6238 —&—Amsmeg_6238
A(msmeg_6236/msmeg_6238) A(msmeg_6236/msmeg_6238)
E. F.
Ksyloza Galaktoza
10,0 10,0
1,0 i 0
" e — o 10 e
by = - L N ————
S 01 o S 01 o/
) %)
[a) o
© 0,0 o 0,0
0 6 9 12 24 48 0 6 9 12 24 48
Czas [h] Czas [h]
—e—wi —o—WT
Amsmeg_6236 Amsmeg_6236
—9—Amsmeg_6238 —&—Amsmeg_6238
A(msmeg_6236/msmeg_6238) A(msmeg_6236/msmeg_6238)

Rycina 12. Analiza kinetyki wzrostu szczepdw M. smegmatis na podtozu Sauton
z dodatkiem zwigzkéw cukrowych. (A) Mannozy. (B) Laktozy. (C) Maltozy. (D) Rybozy. (E)
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Ksylozy. (F) Galaktozy. WT — szczep kontrolny ,,dziki”, Amsmeg_6236 — mutant pozbawiony
funkcjonalnego genu msmeg 6236, Amsmeg_6238 — mutant pozbawiony funkcjonalnego
genu msmeg_6238, A(msmeg_6236/msmeg_6238) — mutant pozbawiony funkcjonalnych
gendw msmeg 6236 oraz msmeg _6238. Przedstawiono wyniki uzyskane w trzech

biologicznych powtdrzeniach.

Przeprowadzone analizy wykazaty, ze inaktywacja gendw msmeg 6236 |ub
msmeg_6238 nie wptywa na zdolno$¢ do rozktadu badanych cukréw prostych oraz

dwucukréw przez M. smegmatis (Rycina 12A-F.).

5.4. Analiza wrazliwosci szczepow M. smegmatis pozbawionych funkcjonalnych
gendéw msmeg_6236 i msmeg_6238 na wybrane antybiotyki

W celu sprawdzenia czy szczepy mutanty pozbawione funkcjonalnych biatek systemu
dwukomponentowego MnoSR wykazujg zmieniong wrazliwos¢ na wybrane antybiotyki
przeprowadzono analizy wzrostu skonstruowanych mutantéw z wykorzystaniem testu
mikroptytkowego [Microplate Alamar Blue Assay (MABA)]. Test MABA pozwala na
okreslenie minimalnego stezenia hamujgcego wzrost drobnoustrojow (MIC). Analize
wrazliwosci szczepu kontrolnego, szczepdw mutantéw [Amsmeg 6236, Amsmeg_6238,
A(msmeg_6236/msmeg_6238)] oraz mutantow komplementowanych funkcjonalng kopig
genu [Amsmeg_6236-attB::Pasmimsmeqg_6236, Amsmeqg_6238-attB::Pamimsmeg_6238 i
A(msmeg_6236/msmeg_6238)-attB::Psmimsmeg_6236/msmeg_6238] przeprowadzono z
wybranymi tuberkulostatykami (rifampicyng, etambutolem, ofloksacyng), antybiotykami
nalezacymi do grupy aminoglikozydéw (streptomycyna, apramycyng,
dihydrostreptomycyng, sisomycyng) oraz tetracykling. Test MABA wykonano wg procedury

opisanej w rozdziale Metody 4.26.
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KS1 5 ug/ml
KS,
2,5 pg/ml

KS3

1,25 pg/ml
KS4

0,625 pg/ml
KSs

0,313 pg/ml
KSe

0,156 |
KS, ug/m

0,078 pg/ml

Rycina 13. Analiza wrazliwosci szczepéw M. smegmatis na apramycyne. Si1 — szczep
kontrolny ,,dziki”, S, —mutant pozbawiony funkcjonalnego genu msmeg_6236, Sz — mutant
pozbawiony funkcjonalnego genu msmeg_6238, Sa — mutant pozbawiony funkcjonalnych
gendw msmeg_6236 oraz msmeg_6238, Ss — szczep komplementacyjny Amsmeg_6236-
attB::Pemimsmeg_6236, Se - szczep komplementacyjny Amsmeg_6238-
attB::Pemimsmeg_6238, S; — szczep komplementacyjny A(msmeg_6236/msmeg_6238)-
attB::Pomimsmeg_6236/msmeg_6238. Przedstawiono wyniki uzyskane w trzech
biologicznych powtdrzeniach. Ki — kontrola czystosci mikrobiologicznej podtoza
Middlebrook 7H9, K, — kontrola czystosci mikrobiologicznej antybiotyku, KS1-KS7 — kontrole

czystosci mikrobiologicznej analizowanych szczepdw.

Przeprowadzona analiza pozwolita na wyznaczenie wartosci MIC dla szczepu
kontrolnego oraz szczepéw mutantéw w stosunku do wszystkich badanych antybiotykow.
W przypadku etambutolu, ofloksacyny i tetracykliny wyznaczona wartos¢ MIC wyniosta
0,5 ug/ml i byta identyczna dla wszystkich badanych szczepow. W przypadku
streptomycyny i dihydrostreptomycyny wyznaczona warto$¢ MIC wyniosta 0,625 pg/ml
i rowniez nie rdznita sie pomiedzy mutantami i szczepem kontrolnym. Podobnie nie
zaobserwowano réznic w przypadku szczepu kontrolnego i mutantéw w wartosci MIC dla
apramycyny (Rycina 13.), sisomycyny i rifampicyny, ktérg wyznaczono odpowiednio jako

1,25 pg/ml, 4 pg/mli5 pg/ml (Tabela 23.).
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Dodatkowo, w przypadku wybranych antybiotykow (apramycyny,

dihydrostreptomycyny, sisomycyny, tertracykliny i rifampicyny) do analizy wigczono takze
szczepy komplementacyjne

Amsmeg_6236-attB::Pamimsmeg_6236, Amsmeg_6238-

attB::Pamimsmeg_6238 i A(msmeg_6236/msmeg_6238)-

attB::Psmimsmeg_6236/msmeg_6238. Przeprowadzona analiza wykazata, iz badane
szczepy mutanty oraz szczepy posiadajgce komplementacje funkcjonalnych gendéw
charakteryzujg sie takim samym poziomem wrazliwosci na badane antybiotyki jak szczep

kontrolny mc? 155 (Tabela 23.).

Tabela 23. Wartosci minimalnych stezen hamujacych wzrost badanych szczepdéw

M. smegmatis w obecnosci antybiotykow.
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Etambutol 0,5 0,5 0,5 0,5 - - -
Ofloksacyna 0,5 0,5 0,5 0,5 - - -
Streptomycyna | 0,625 0,625 0,625 0,625 - - -
Apramycyna 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
Dihydrostrep- | c5c | 0625 | 0,625 | 0,625 | 0,625 | 0625 | 0625

tomycyna

Rifampicyna 5 5 5 5 5 5 5
Sisomycyna 4 4 4 4 4 4 4
Tetracyklina 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

5.5.Globalna analiza transkryptomiczna mutantow Amsmeg_6236

i Amsmeg_6238

Ze wzgledu na stabo poznang role biatek MSMEG_ 6236 i MSMEG_6238

w metabolizmie M. smegmatis, szczep pozbawiony funkcjonalnych kopii obu badanych
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genow, poddano globalnej analizie transkryptomicznej. Do przeprowadzenia analiz
wykorzystano catkowity RNA izolowany z komdrek szczepu kontrolnego oraz mutanta
A(msmeg_6236/msmeg_6238) hodowanych na podtozu minimalnym z dodatkiem 2%
glukozy, w warunkach niedoboru Zzrodet wegla na podtozu minimalnym z dodatkiem 0,1%
glukozy oraz na podtozu minimalnym z dodatkiem 0,1% glukozy oraz 2% 1,3-propandiolu

(Tabela 24.).

Przed przystgpieniem do przygotowania bibliotek RNA, dla potrzeb
sekwencjonowania RNA, zbadano czy zastosowane warunki wzrostu w obecnosci 0,1%
glukozy prowadza do ,gtodu weglowego”. W tym celu izolowany RNA wykorzystano
w reakcji RT qPCR dla okreslenia poziomu ekspresji gendw relA i whiB4, wskazujgcych na

odpowiedz komorki zwigzang z deficytem zrédet wegla (Metody 4.22.6.).

100 +

10 - I

1
J_ T
mc2 155 2% glukoza mc2 155 0,1% glukoza

szczepu kontrolnego

Wielokrotnos$c zmiany ekspresji
genu relA i whiB4 w odniesieniu do
o

H RelA WhiB4

Rycina 14. Profile ekspresji genéw relA i whiB4 w szczepie kontrolnym oraz mutancie
A(msmeg_6236/msmeg_6238) hodowanych w warunkach gtodu weglowego oraz

dostepnosci wegla.

Poziom analizowanych transkryptdéw wyznaczono poprzez odniesienie do poziomu
ekspresji genu sigA (genu referencyjnego), z wykorzystaniem metody komparatywne;.
Zaobserwowano zwielokrotnienie poziomu transkryptéw dla badanych genéw relA oraz
whiB4 w szczepie mutancie hodowanym w warunkach gtodu weglowego wskazujgce na

odpowiedz komdrek na deficyt dostepnosci wegla w podtozu (Rycina 14.).
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Tabela 24. Oznaczenia uktadéw doswiadczalnych poddanych analizie RNA-seq,

wykorzystanych podczas obrobki danych.

CHREE Ul Uktad doswiadczalny

doswiadczalnego

Hodowle prowadzone w podtozu 7H9 z dodatkiem glukozy (G)

0,
0,1%G w stezeniu korncowym 0,1% v/v

Hodowle prowadzone w podtozu 7H9 z dodatkiem glukozy (G)

2% G )
% w stezeniu korncowym 2% v/v

Hodowle prowadzone w podtozu 7H9 z dodatkiem glukozy (G)
0,1%G+2% P w stezeniu kornicowym 0,1% v/v i 1,3-propanadiolu (P) w stezeniu
kornicowym 2% v/v

Uzyskane dane transkryptomiczne dla wszystkich szczepédw hodowanych w ww.
warunkach zostaty poddane analizie w programach DeGust oraz iDEP.96. Dane
nieprzetworzone uzyskane w ramach analizy RNA-seq, zostaly dotaczone do pracy

w postaci suplementu (Tabela S1.).

Przeprowadzona analiza PCA (ang. principal component analysis) pokazata, ze
powtdrzenia wykonane dla kazdego szczepu oraz dla poszczegdlnych warunkdow grupujg sie
niezaleznie z wyjatkiem powtdérzen wykonanych dla szczepu mutanta w warunkach 0,1% G

oraz 0,1% G + 2% P (Rycina 15.).
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Principal component analysis (PCA)
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Rycina 15. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA). 6236_01, MC2_01 — hodowle prowadzone
w podtozu 7H9 z dodatkiem glukozy w stezeniu koricowym 0,1%; 6236_01_P, MC2_01 P —
hodowle prowadzone w podtozu 7H9 z dodatkiem glukozy w stezeniu konicowym 0,1%
i 1,3-propanadiolu (P) w stezeniu kornicowym 2%; 6236 _2, MC2_2 — hodowle prowadzone

w podtozu 7H9 z dodatkiem glukozy w stezeniu korncowym 2%.

Analiza poréwnawcza danych transkryptomicznych dla RNA izolowanego z komadrek
szczepu kontrolnego oraz mutanta A(msmeg _6236/msmeg_6238) przeprowadzona
z wykorzystaniem platformy analitycznej iDEP.96, pozwolita na okreslenie liczby gendw,
ktére charakteryzowaty sie istotnie zmienionym poziomem ekspresji (ang. differential
expressed genes-DEGSs) przy poziomie odciecia (Log2FC =|1.583|; fold change = |3|; p >

0.05 — zmiana 3-krotna lub wieksza) (Rycina 16.).

90



N

©

S

3 4500

S

o

o 4000

<

o

= 3500

(7]

>

3 3000

3

©

= 2500

- 2000

S

o

L2 1500

(7]

g 1000

N

©

3 0 —

g 2% G 0,1% G 0,1% G 0,1% G + 0,1% G 0,1% G + 0,1% G +
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e 2% G mc2 2% G 2% Gmc2 6236/8vs 0,1% G 6236/8vs  vs0,1% G

-3’ 6236/8 0,1% G + mc2 0,1% G mc2

2% P mc2 6236/8
mUp 618 1859 1765 1326 281 2 1584
B Down 286 2298 2447 1583 196 7 1236
E Down B Up

Rycina 16. Liczba gendw wykazujgcych zmieniony poziom ekspresji w analizowanych
uktadach. Ang. down — liczba gendw ulegajacych represji; up — liczba gendéw ulegajacych

indukgji

Tak jak sie spodziewano, najwieksze zmiany poziomu ekspresji gendw
zaobserwowano pordwnujgc dane uzyskane dla szczepdw rosngcych w podtozu
z dodatkiem 2% glukozy w poréwnaniu do szczepdw znajdujgcych sie w warunkach
niedoboru zZrédta wegla (0,1% G 6236/8 vs 2% G 6236/8 oraz 0,1% G mc2 vs 2% G mc2).
Zmiany te, dotyczyty odpowiedzi komdrek M. smegmatis na warunki, indukowane
gtodzeniem weglowym (Rycina 16.). Znaczgce zmiany, zaobserwowano réwniez
w ekspresji gendw w uktadach 0,1% G w poréwnaniu do 0,1% G + 2% P lecz wytgcznie dla
szczepu kontrolnego. Uzyskane wyniki wskazujg na wydajne wykorzystanie
1,3-propandiolu jako Zrédta wegla przy niedoborze glukozy przez M. smegmatis oraz o
zablokowaniu tej mozliwosci u mutanta poprzez inaktywacje genéw msmeg 6236 oraz
msmeg_6238. Ponadto zaobserwowano znaczgce rdznice w ekspresji gendw szczepu
kontrolnego oraz mutanta na podtozu 0,1% G + 2% P (1326 up/1583 down) wynikajgce

z braku zdolnosci szczepu mutanta do rozktadu 1,3-propandiolu skutkujgcym gtodzeniem
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weglowym szczepu mutanta, lecz nie szczepu kontrolnego, ktéry jest zdolny do
wykorzystania zrodta wegla obecnego w podifozu (Rycina 16.). Mniejszg zmiennosc
ekspresji gendw zaobserwowano poréwnujgc szczep kontrolny oraz mutanta hodowanych
na podtozu z dodatkiem 2% glukozy (618 up/286 down) oraz w warunkach gtodu
weglowego w obecnosci 0,1% glukozy (281 up/196 down). Obserwowane réznice pomiedzy
szczepem ,dzikim” i mutantem wynikajg jednak prawdopodobnie nie z rdznic
w zdolnosci do wykorzystania obecnego w podtozu Zzrédta wegla, lecz z bezposredniej lub
posredniej roli msmeg 6236/msmeg 6238 w regulacji okreslonych procesow
metabolicznych w komodrce znajdujgcej sie w warunkach niedoboru wegla lub
w obecnosci glukozy. Najmniejsza zmienno$s¢ w poziomie ekspresji gendw dotyczyta
szczepu mutanta hodowanego w warunkach gtodzenia weglowego (0,1 % glukoza) bez lub
z dodatkiem 2% 1,3-propandiolu (2 up/7 down). Biorgc pod uwage obserwowane zmiany
w ekspresji ponad 2800 gendw w szczepie kontrolnym, w tych samych warunkach (0,1%
glukoza vs 0,1% glukoza-2% 1,3-propandiol) mozna przyjaé, ze wynikajg one bezposrednio
ze zdolnosci szczepu ,,dzikiego” do wykorzystania 1,3-propandiolu jako jedynego Zrodta

wegla (Rycina 16.).

Przeprowadzona analiza transkryptomiczna z wykorzystaniem platform KEGG
i Degust RNA-seq, pozwolita na wskazanie proceséw metabolicznych regulowanych przez
geny charakteryzujgce sie najwiekszym zrézinicowaniem poziomu ekspresji wsrod

analizowanych uktadéw eksperymentalnych. Uzyskane dane przedstawiono w Tabeli 25.

Tabela 25. Poziom zréznicowania gendw poddanych analizie RNA-seq w warunkach gtodu
weglowego oraz nielimitowanego dostepu glukozy, z uwzglednieniem proceséw

metabolicznych regulowanych przez grupe najbardziej zréznicowanych gendw.

Uktady eksperymentalne poddane analizie RNA-seq

A D F G
Proces metaboliczny 9 0,1%G + 0,1%G+ | g
A622/;§/8 0,1%G | 0,1%G 2% P 0,1% G 2% P O’;o//" g *
vs 06236/8 mc2 06236/8 | A6236/8 | A6236/8 mc; Vs
2% G vs2% G | vs 2% G | vs 0,1% | vs 0,1% vs 0,1% 01% G
m"cz N6236/8 | mc2 | G+2%P | Gmc2 G . C"z
mc2 06236/8
Biosynteza aminoacyl-
-8,1 -10,98
tRNA
. - 4,72 - 6,06
Biosynteza argininy - -9,88 444 —7’04
Biosyntez_a fenyloalaniny, 8,58 9,94 112
tyrozyny i tryptofanu

92



Biosynteza kwasow
ttuszczowych

Biosynteza kwasu
foliowego

Biosynteza lizyny

Biosynteza pantotenianu i
CoA

Biosynteza szkieletu
terpenoidowego

Cykl cytrynowy (TCA)

Degradacja benzoesanéw

Degradacja
chloroalkanow i
chloroalkendéw

Degradacja
fluorobenzoesanu

Degradacja ksylenu

Degradacja lizyny

Degradacja waliny,
leucyny i izoleucyny

Fosforylacja oksydacyjna

Glikoliza /
Glukoneogeneza

Interkonwersja pentozy i
glukuronianu

Metabolizm alaniny,
aspartanu i glutaminianu

Metabolizm
aminokwasow i cukrow
nukleotydowych

Metabolizm argininy i
proliny

Metabolizm askorbinianu
i aldaranu

Metabolizm azotu

Metabolizm beta-alaniny

Metabolizm biotyny

Metabolizm butanianu

Metabolizm cysteiny i
metioniny

Metabolizm fosforanu
inozytolu

Metabolizm fruktozy i
mannozy

Metabolizm galaktozy

Metabolizm
glicerolipidow

Metabolizm glicyny,
seryny i treoniny
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Metabolizm glioksylanéw
i dikarboksylanéw

Metabolizm histydyny

Metabolizm metanu

Metabolizm pirogronianu

Metabolizm pirymidyn

Metabolizm propionianu

Metabolizm puryn

Metabolizm
selenozwigzkéw

Metabolizm siarki

Metabolizm skrobi i
sacharozy

Metabolizm tryptofanu 6,38

Metabolizm tyrozyny

Szlak pentozofosforanowy -5,42

Ubichinoniinna
biosynteza terpenoidowo-
chinonowa

5.6. Analiza $ciezek metabolicznych indukowanych w szczepie dzikim mc? 155

i szczepie delecyjnym A(msmeg_6236/msmeg_6238) poddanych analizie RNA-seq

w warunkach gtodu weglowego oraz nielimitowanego dostepu glukozy

Niedobory wegla w srodowisku wzrostu zmuszajg komorke bakteryjng do znaczacego
przestawienia metabolizmu i ograniczenia procesdw biosyntetycznych zachodzacych
w komoérce. Stad tez, mozemy zatozyé, ze zmiany obserwowane w analizach
poréwnawczych przedstawionych dla szczepu kontrolnego oraz mutanta na podtozu z 2%
i 0,1% glukoza wynikaja z globalnej odpowiedzi komodrki na gtodzenie weglowe. Podobny
efekt obserwujemy w przypadku poréwnania transkryptoméw szczepu kontrolnego
hodowanego w obecnosci 0,1% glukozy z, lub bez, dodatku 1,3-propandiolu. Komérki
pozbawione tego zrédta wegla znajdujg sie w warunkach gtodu weglowego i dostosowuja
odpowiednio swdj metabolizm. Dlatego tez zmiany obserwowane w licznych szlakach
metabolicznych zamieszczone w kolumnach B, C, D, G Tabeli 25 sg prawdopodobnie
wynikiem bezpos$redniej odpowiedzi komdrki na gtodzenie weglowe. Mniej liczne zmiany
dotyczg poréwnania szczepu ,dzikiego” i mutanta rosngcych na podtozach z 2% glukoza
(kolumna A, Tabela 25.) lub znajdujgcych sie w warunkach gtodu weglowego (kolumna E,

Tabela 25.). W tym przypadku, obserwowane réznice w transkryptomach poréwnywanych
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szczepow wynikajg bezposrednio lub posrednio z obecnosci funkcjonalnego uktadu TCS
MnoSR. W warunkach wzrostu w obecnosci 2% glukozy (kolumna A, Tabela 25.), réznice te
dotyczg przede wszystkim biosyntezy kwasdw ttuszczowych, glikolizy, metabolizmu
metanu, pirogronianu oraz szlaku pentozofosforanowego. W warunkach gtodzenia
weglowego (kolumna E, Tabela 25.) identyfikowane réznice dotyczyty biosyntezy argininy,
pantoenianu, CoA, degradacji waliny, leucyny i izoleucyny, fosforylacji oksydacyjnej,
metabolizmu beta-alaniny, butynianu, fosforanu izotynolu, glicerolipidéw, metanu,
glioksylanéw i dikarboksylanéw, puryn oraz szlaku pentozofosforanowego. W dalszej czesci
przedstawiam w sposdb bardziej szczegdtowy wybrane procesy ze wskazaniem enzymow,

ktorych ekspresja ulegta zmianie w badanych warunkach.

Metabolizm pirogronianu

Pirogronian, bedacy jednym z produktéw koricowych procesu glikolizy powstaje
z przeksztatcenia fosfoenolopirogronianu przez enolaze, w obecnosci ADP. W warunkach
tlenowych pirogronian zostaje przeksztatcony do acetylo-CoA przez dehydrogenaze
pirogronianowg i zostaje wigczony w reakcje cyklu kwasu cytrynowego. Natomiast,
w warunkach beztlenowych pirogronian zostaje przeksztatcony w mleczan przez
dehydrogenaze mleczanows, przy jednoczesnym odtworzeniu NAD*, co pozwala na
kontynuacje procesu glikolizy mimo braku tlenu. Pirogronian biorgcy udziat w cyklu kwasu
cytrynowego, ulega wielokierunkowym przemianom, odgrywajac  m.in. role
w wytwarzaniu prekursorow dla szeregu proceséw biosyntetycznych takich jak synteza
aminokwasow, puryn, pirymidyn czy glukozy, jak réwniez uczestniczy w procesach

katabolicznych, petnigc role substratu energetycznego (Cordova i Alper, 2016).
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Rycina 17. Szlaki metaboliczne przemian pirogronianu z uwzglednieniem enzymow
regulujacych te szlaki. — geny ulegajgce indukcji oraz kodowane przez nie enzymy,

O — geny ulegajace represji oraz kodowane przez nie enzymy.

Tabela 26. Charakterystyka reakcji enzymatycznych regulujgcych metabolizm pirogronianu

zachodzacych w komérkach M. smegmatis, przeprowadzona z wykorzystaniem platformy
KEGG.
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Metabolizm pirogronianu

M. smegmatis

Rv Produkt

Uktad

Down
eksperymentalny

Up

MSMEG_3615

Biatko rodziny
dehydrogenaz
alkoholowych wigzacych
cynk

Rv1862

0,1% G + 2% P mc2 vs

) -8,14 0,1% G mc2

MSMEG_0900 -

Dehydrogenaza aldehydowa
indukowana eptc

MSMEG_3934 -

Syntaza
fosfoenolopirogronianowa

Entry ROO754 Reaction Enzym: EC1.1.11
Name ethanol :NAD+ oxidoreductase
IDefinition Ethanol + NAD+ <=> Acetaldehyde + NADH + H+ = dehyd r‘Ogenaza a|k0h0|0wa
Equation (00469 + (00VO3 <=> (0034 + (0OBL4 + (COAB8D
- oksydoreduktaza
HiG 0H Hi G S0
cootes N cooose - substraty:
N
Foosen alkohol pierwszorzedowy
NAD+
T alkohol drugorzedowy
con003

Comment NADP+ (ec 1.1.1.71, see Re0746) - prOdUkty:
Reaction class|RCOO901 C0EOG3_COOOOL aldehyd

RCOOO88 (0084 C6R469
Enzyme 1.1.1.1 1.1.1.71 NADH
Pathway rnogeld glycolysis / Gluconeogenesis H+

rnees26 Pyruvate metabolism

rn@l1e@ Metabolic pathways

rn@111@ Biosynthesis of secondary metabolites keton

rne1120 mMicrobial metabolism in diverse environments

0,1% G A6236/6238
vs 2% G A6236/6238

Entry ROO711 Reaction .
Name Acetaldehyde:NADP+ oxidoreductase EnzYm' EC 1'2'1’
Definition Acetaldehyde + NADP+ + H20 <=> Acetate + NADPH + H+
Equation Cove84 + COVPB6 + COPLOL <=> (V33 + COOORS + COVL8O dehydrogenaza aldehydowa
. .
oo - _ .|| indukowana eptc
coooed — — N =
P N o
. oo - oksydoreduktaza
Aoy @ o CrY
S o —olols Vo M. 0. ol oo Nc'f
U e e T o e )
nd  om HO' 1‘: nd’ om He' ’&‘:
Comment NAD+ (ec 1.2.1.5, see ROB716)
Reaction class|RCOG0O1 €005 _(00006
RCOG0A7 (00033 _(00084
Enzyme 1.2.1.4 1.2.1.5 1.2.1.-
Pathway rneee1e Glycolysis / Gluconeogenesis
rnee62e Pyruvate metabolism
rne11ee Metabolic pathways
"ne1116 Biosynlhesis of secondary melaboliles
rne112e Microbial metabolism in diverse environments

2% G N6236/6238 vs
2% G mc2

0,1% G + 2% P mc2 vs

6,58 ) 0,1% G mc2

Entry RO@199 Reaction .
Name ATP:pyruvate,water phosphotransferase EnZVm' EC 2'7'9'2
Definition ATP + Pyruvate + H20 <=> AMP + Phosphoenolpyruvate + Orthophosphate _ni H H
Equation CO0002 + COOV22 + (COPBP1 <=> (COVO20 + COV74 + (COOVO9 plrogronlan' dlklnaza WOdna
ko - ; N ‘ il | - transferaza
© — / . o ©
coo0zz p L ™ \ cooors
‘ ‘ \ “ - substraty:
RN PO S Ao U A%
B D :
AN S G W o N o ATP
Comment multi-step reaction pirogronia n

Reaction class|RC@0G02 C0O002_CO0020
RCOOO1S COOO22_CO074 H,0
Enzyme 2.7.9.2
Pathway rneee1e Glycolysis / Gluconeogenesis - prOdUkty:
rnees26 Pyruvate metabolism
rneesse  Methane metabolism AMP
rnee720 carbon fixation pathways in prokaryotes
rne11ee Metabolic pathways i i
rne111e Biosynthesis of secondary metabolites fOSfoenOIOplrogronlan
rne112e Microbial metabolism in diverse environments
rno1200 _Carbon metabolien fosforan

Ze wzgledu na obserwowang zmiane w ekspresji gendw kodujacych enzymy
zaangazowane w metabolizm pirogronianu w szczepie pozbawionym funkcjonalnego
systemu MnoSR postanowiono sprawdzic czy szczep mutant bedzie zdolny do pozyskiwania
pirogronianu jako jedynego zrdodta wegla (Rycina 17.). W tym celu przeprowadzono analize
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kinetyki wzrostu szczepu ,dzikiego” oraz mutantow Amsmeg 6236, Amsmeg 6238
i A(msmeg_6236/msmeg_6238) w obecnosci pirogronianu sodu (Rycina 18.) i mréwczanu
sodu (Rycina 19.), w stezeniu koncowym 0,5 % v/v. Hodowle wszystkich badanych

szczepow prowadzono w podtozu Middlebrook 7H9 wg procedury opisanej w rozdziale

Metody 4.20.
Pirogronian sodu
10,0
-
1,0 /
oo
o S
e} =
S o1
0,0
0 6 9 12 24 48
Czas [h]
—@— WT Amsmeg_6236
Amsmeg_6238 A(msmeg_6236/msmeg_6238)

Rycina 18. Analiza kinetyki wzrostu szczepdw M. smegmatis na podtozu 7H9
z dodatkiem pirogronianu sodu. WT — szczep wyjsciowy ,,dziki”, Amsmeg_6236 — mutant
pozbawiony funkcjonalnego genu msmeg 6236, Amsmeg 6238 — mutant pozbawiony
funkcjonalnego genu msmeg_6238, A(msmeg_6236/msmeg_6238) — mutant pozbawiony
funkcjonalnych genéw msmeg_6236 oraz msmeg_6238. Przedstawiono wyniki uzyskane

w trzech biologicznych powtdrzeniach.
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Mrdéwczan sodu

1,0
2 I T =z
S e —7
© 0,1 b o R — + T
) = L - - 1
o
0,0
0 6 9 12 24 48
Czas [h]
—0—WT Amsmeg_6236
Amsmeg_6238 A(msmeg_6236/msmeqg_6238)

Rycina 19. Analiza kinetyki wzrostu szczepéw M. smegmatis na podfozu 7H9 z dodatkiem
mréwczanu sodu. WT — szczep wyjsciowy ,,dziki”, Amsmeg 6236 — mutant pozbawiony
funkcjonalnego genu msmeg 6236, Amsmeg_6238 — mutant pozbawiony funkcjonalnego
genu msmeg_6238, A(msmeg_6236/msmeg_6238) — mutant pozbawiony funkcjonalnych
gendw msmeg 6236 oraz msmeg _6238. Przedstawiono wyniki uzyskane w trzech

biologicznych powtdrzeniach.

Analiza kinetyki wzrostu badanych szczepdw wykazata, iz zaréwno szczep kontrolny
jak i mutanty Amsmeg 6236, Amsmeg_6238 i A(msmeg_6236/msmeg_6238) posiadajg
zdolnos¢ do metabolizowania pirogronianu jako jedynego Zrddta wegla, uzyskujagc w 48
godzinie eksperymentu warto$¢ wspotczynnika gestosci optycznej okoto 3,5.
Przeprowadzone analizy nie wykazaty réznic w kinetyce wzrostu badanych szczepow

(Rycina 18.).

Zastosowanie w tych samych warunkach jako Zzrodta wegla i energii mréwczanu sodu
nie pozwolito na uzyskanie wzrostu badanych szczepdw co wskazuje, ze zwigzek ten nie jest
metabolizowany przez M. smegmatis w warunkach przeprowadzonego eksperymentu

(Rycina 19.).
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Metabolizm argininy i proliny

Prolina, zaliczana do hydrofobowych aminokwasdéw alifatycznych zawiera
aromatyczny tafcuch boczny zwigzany z grupa aminowa, zapewniajacy jej sztywnosc
strukturalng. Uwaza sie, ze szlaki wykorzystania proliny chronig komérki pratkdw poprzez
detoksykacje metyloglioksalu, toksycznego zwigzku, ktdry moze prowadzi¢ do uszkodzenia
DNA i biatek w komérkach mykobakterii (Lagautriere i wsp., 2014). Arginina nalezgca do
grupy aminokwasow zasadowych, zawiera tancuch boczny natadowany dodatnio. Oba
aminokwasy, arginina i prolina ukierunkowane sg na przemiany prowadzgce do powstania

a-ketoglutaranu.
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Rycina 20. Szlaki metaboliczne przemian proliny z uwzglednieniem enzymow regulujgcych
te szlaki. — geny ulegajgce indukcji oraz kodowane przez nie enzymy, — O geny

ulegajace represji oraz kodowane przez nie enzymy.

Tabela 27. Charakterystyka reakcji enzymatycznych regulujgcych metabolizm argininy
i proliny zachodzgcych w komdrkach M. smegmatis, przeprowadzona z wykorzystaniem

platformy KEGG.
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Metabolizm ar

ininy i proliny

. Uktad
M. smegmatis Rv Produkt Up Down
eksperymentalny
MSMEG_5119 Dehydrogenaza 1-pirolino-5- 0,1% G + 2% P mc2
- Rv1187 - -6,26 i
(pruA) karboksylanowa vs 0,1% G mc2
Entry RO4444 Reaction Enzym' EC1.2.1.88
Name L-1-pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylate:NAD+ oxidoreductase : e
Definition L-1-Pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylate + MAD+ + 2 H20 <=> L-erythro- - dehydrogenaza L—glutamlnlanu
4-Hydroxyglutamate + NADH + H+
Equation 04281 + COO0O3 + 2 CPOPOL <=> (05947 + COP0O4 + COODSO gamma-semia|dehydu
e _— ~ "B | - oksydoreduktaza
tttttt s £ y Vo - substraty:
e N 2 Ly s .. .
T &« S S AT L-glutaminian 5-semialdehyd
% 0, 0-b-0-b-0—a_0_/ M, On air-0-B—0—F-0-a O
i = o NAD+
Comment possibly two-step reaction (R84443+R05051) HZO

NADPH (see R04445)

Reaction class

RCOOOOL COeR03_Co000d
RCOO255 (@4281_C05947

Enzyme 1.2.1.88
pathway rnee33e Arginine and proline metabolism
rno110@ Metabolic pathways
Entry RO4445 Reaction
Name L-1-pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylate:NADP+ oxidoreductase
Definition L-1-Pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylate + NADP+ + 2 H20 <=> L-erythro-
4-Hydroxyglutamate + NADPH + H+
Equation (04281 + COOOO6 + 2 COLBOL <=> (85947 + (0GOS + COLO3O
o B L wol 15" on
o G o
iy casoy
2 o i : Ha W
WAy oo
wa oy o)
o o W
Yo Oy aro-b-o—b-ow 0f
e
Ho' om ¢ o
&
Comment possibly two-step reaction

NADH (see R@4444)

Reaction class|

RCOOBO1 COBOVS_C0R006
RCOO255 (04281 (05947

Enzyme

1.2.1.88

Pathway

rn@e@33e Arginine and proline metabolism
rne11ee Metabolic pathways

- produkty:
L-glutaminian
NADH
H+

MSMEG_4687 -

Deaminaza cytozynowa

- - 8,56 0,1% mc2vs 2% mc2

0,1% G + 2% P mc2

7,32 ) vs 0,1% G mc2

Entry R@2922 Reaction

Name Creatinine iminohydrolase

Definition Creatinine + H20 <=> N-Methylhydantoin + Ammonia
Equation Cee7ol + C8eo@l <=»> C@2565 + C0e8l4d

(‘:H3 H
N
N\];NH Oﬁ/_\fo
é N
N "
g’ H CHy
con7al CO2E6E
M E
coo001 H”H
coo014

Reaction class|RCE8809

Ce8791_CB2565

[Enzyme

3.5.4.21

Pathway

rnee3se
rngllee

Arginine and proline metabolism
Metabolic pathways

MSMEG_

1413 Transaminaza ornitynowo-

(rocD) oksokwasowa
Entry ROVE67 Reaction
Name L-Ornithine:2-oxo-acid aminotransferase
Definition L-Ornithine + 2-Oxoglutarate <=> L-Glutamate 5-semialdehyde +
L-Glutamate
Equation (00077 + CO0026 <=> CQ1165 + (00025

(o} o

M~ BINPNN
HO™ Ny NH / S , HO Y 0

NH; v ™~ NH
co0077 \fj \\/ CO1165
o o} [o] o
vl on ot~ Ion
o NH,

Co002é6

Reaction class

RCQORQE (00B25_(00026

RCOPO62  COOO77_CO1165
Enzyme 2.6.1.13
Pathway rn@e33@ Arginine and proline metabolism

rne11ee
rne1lle

Metabolic pathways
Biosynthesis of secondary metabolites

Enzym: EC 3.5.4.21
- deaminaza kreatyniny
- hydrolaza
- substraty:
kreatynina
H20
- produkty:
N-metylohydantoina
NH3

0,1% G A6236/6238
vs 2% G A6236/6238

Enzym: EC 2.6.1.13
- aminotransferaza ornityny
- transferaza
- substraty:
L-ornityna
2-okso karboksylan
- produkty:
L-glutaminian 5-semialdehyd
L-aminokwas
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W zwigzku z odnotowang zmiang poziomu ekspresji gendéw kodujgcych enzymy
zaangazowane w metabolizm proliny w szczepie pozbawionym funkcjonalnego systemu
MnoSR postanowiono sprawdzi¢ zdolnos¢ szczepu mutanta do wykorzystania proliny jako
jedynego zrodta wegla (Rycina 20.). W tym celu przeprowadzono analize kinetyki wzrostu
szczepu ,dzikiego” oraz mutantow Amsmeg_6236, Amsmeg_6238
i A(lmsmeg_6236/msmeg_6238) w obecnosci proliny (Rycina 21.), w stezeniu koncowym
0,5 % v/v. Hodowle wszystkich badanych szczepéw prowadzono w podtozu Middlebrook

7H9 wg procedury opisanej w rozdziale Metody 4.21.

Prolina
10,0
& 10 _ /
o — =
3 —
[a)
o //
0,1
0,0
0 6 9 12 24 48
Czas [h]
—0—WT Amsmeg_6236
Amsmeg_6238 A(msmeg_6236/msmeg_6238)

Rycina 21. Analiza kinetyki wzrostu szczepéw M. smegmatis na podfozu 7H9 z dodatkiem
proliny. WT — szczep wyjsciowy ,dziki”, Amsmeg_6236 — mutant pozbawiony
funkcjonalnego genu msmeg 6236, Amsmeg_6238 — mutant pozbawiony funkcjonalnego
genu msmeg_6238, A(msmeg_6236/msmeg_6238) — mutant pozbawiony funkcjonalnych
gendw msmeg 6236 oraz msmeg _6238. Przedstawiono wyniki uzyskane w trzech

biologicznych powtdrzeniach.

Analiza kinetyki wzrostu badanych szczepdw wykazata, ze badane szczepy maja
zdolnos¢ do metabolizowania proliny jako jedynego zrdodta wegla, uzyskujgc w 48 godzinie
eksperymentu wartos¢ wspodtczynnika gestosci optycznej okoto 2,7. Nie zaobserwowano

réznic w kinetyce wzrostu badanych szczepéw (Rycina 21.).
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Metabolizm glicyny, seryny i treoniny

Polarne aminokwasy pozbawione ftadunku tj. seryna i treonina zawierajgce
w tancuchach bocznych grupy hydroksylowe, uczestnicza w tworzeniu wigzan
wodorowych. Aminokwasy te moga ulegac fosforylacji, co ma kluczowe znaczenie dla
fizjologii i patogenezie bakterii oraz regulacji zachodzgcych w komdrce mechanizmow

wykrywania i reagowania na zmiany srodowiskowe (Sherman i Grundner, 2014).

| GLYCIMNE, SERINE AND THREONMINE METAB OLISM |

4 Auminoacetone
L—{ 231 B+ OWJ)
L2.A

1
|
i !
41243)[ 4125 acetoacetste [ 434014321 |
111103 [ |
Valine, leucineand | by
isoletdine biosynthesis =¥ |I 2.0% 4'3'i:9 Ielethylglynxal
e —— o
|
! Propana.
b 1,3-%@9&7 — | & uurie and proline
me tabolis:
E‘ses;ilo:\leandmeuuonu\e bt — — — © Homoserine
41,124 E—— =
L34 Dismine loibe iosyulesi
L Aspartate '...—l L-Ectoine
Al e bolisn |~ ——— O ooz ~231173) o o
I ™ E,‘ﬁd-d:mmhm;m!e Hydroxy-
I Dot |
{ Doec

O
eyl
L2 ddiamunobutyrate

O MSMEG_3900

MSMEG_3901

Rycina 22. Szlaki metaboliczne przemian proliny z uwzglednieniem enzymdw regulujgcych

te szlaki. — geny ulegajgce indukcji oraz kodowane przez nie enzymy.

Tabela 28. Charakterystyka reakcji enzymatycznych regulujagcych metabolizm glicyny,
seryny i treoniny zachodzacych w komodrkach M. smegmatis, przeprowadzona

z wykorzystaniem platformy KEGG.

Metabolizm glicyny, seryny i treoniny
M. smegmatis Rv Produkt Uktad
eksperymentalny
0,1% G A6236/6238
MSMEG_3901 Acetylotransferaza kwasu L- vs 2% G N6236/6238
(ectA) i 2,4-diaminomastowego 0,1% G mc2vs 2% G
mc2

Enzym: EC 2.3.1.178
- acetylotransferaza diaminomaslanu
- transferaza
- substraty:
acetylo-CoA
L-2,4-diaminobutanian
- produkty:
CoA
(2S)-4-acetamido-2
aminobutanian
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Entry RO6978 Reaction
Name acetyl-CoA:L-2,4-diaminobutanoate N4-acetyltransferase
Definition L-2,4-Diaminobutanoate + Acetyl-CoA <=> N(gamma)-Acetyldiaminobutyrate +
coa
Equation C03283 + (C0BB24 <=> (06442 + (00010
o H o]
“2"‘\/\(‘J\on P _ Heos Mo~ oy
NH, N P I o HoN
coszs3 NA N cost4z
Q NHz
SN N
HaC” “S—CoA N( T
conaz4 N
OH o}
o:P—o/O:(_Y
| HO-p-O  OH
S
| e 4
0=p-0" s
On HiC O o
cooo10
Comment Ectoine biosynthesis reaction step2, EctA
Reaction class(RCOG004 (00010 (00024
RCOGO96 (0328306442
Enzyme 2.3.1.178
Pathway rneezse Glycine, serine and threonine metabolism
rne1iee Metabolic pathways
rne1120 Microbial metabolism in diverse environments

. . , (%
Diaminomaélan - ) 10,28 0,1/;GA6236/6238 Vs
MSMEG_3900 aminotransferaza 2 2% G A6236/6238
(ectB) ) -826 0,1% Gmc2vs 2% G
oksoglutaranowa , mc2

Entry RO6977 _ Reaction i Enzym: Ec 2.6.1‘76
Name L-2,4-diaminobutyrate:2-oxoglutarate 4-aminotransferase
Definition L-Glutamate + L Aspartate 4-semialdehyde <=> 2-Oxoglutarate + L-2,4- -transaminaza diaminomaslanu --- 2-

Diaminobutanoate
Equation 00025 + (00441 <=> CO0026 + (03283 0k50g|uta ranu

o o
Ho)l\é/\&o . ) . HZN\/\‘)'\OH - transferaza
NH ‘ o NH, - substraty:
Co0441 }»’ f\»’ co3za3 . . .
o o ° o L-2,4-diaminobutanian
HOWOH HoWOH 2-oksoglutaran
NH o
covze 00026 - produkty:

Comner-lt Ectoine biosynthesis reaction stepl, EctB L-asparaginian 4-semia|dehyd
Reaction class|RCO0006 (CeR025_C00026

RCOOO62  Cee441_C03283 L-glutaminian
Enzyme 2.6.1.76
Pathway rnee26e Glycine, serine and threonine metabolism

rnellee Metabolic pathways

rne1126  microbial metabolism in diverse environments

rne1218 2-Oxocarboxylic acid metabolism

rne1230 Biosynthesis of amino acids

Ze wzgledu na obserwowane réznice w ekspresji gendw kodujgcych enzymy
zaangazowane w procesy metabolizmu seryny i treoniny postanowiono zbada¢ zdolnos¢

szczepu kontrolnego oraz mutantéw pozbawionych funkcjonalnego systemy MnoSR do

wykorzystania tych aminokwaséw jako jedynych Zzrédet wegla (Rycina 22.).

W tym celu przeprowadzono analize kinetyki wzrostu szczepu ,dzikiego” oraz
mutantéw Amsmeg 6236, Amsmeg 6238 i A(msmeg_6236/msmeg_6238) w obecnosci
seryny (Rycina 23.) oraz treoniny (Rycina 24.), w stezeniu korncowym 0,5 % v/v. Hodowle

wszystkich badanych szczepéw prowadzono w podtozu Middlebrook 7H9 wg procedury

opisanej

w rozdziale Metody 4.21.
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Seryna

10,0

\

gn //
o -
3
)
S 01 v
0,0
0 6 9 12 24 48
Czas [h]
—— WT Amsmeg_6236
Amsmeg_6238 A(msmeg_6236/msmeg_6238)

Rycina 23. Analiza kinetyki wzrostu szczepdw M. smegmatis na podtozu 7H9 z dodatkiem
seryny. WT — szczep wyjsciowy ,dziki”, Amsmeg 6236 — mutant pozbawiony
funkcjonalnego genu msmeg 6236, Amsmeg_6238 — mutant pozbawiony funkcjonalnego
genu msmeg_6238, A(msmeg_6236/msmeg_6238) — mutant pozbawiony funkcjonalnych

gendw msmeg 6236 oraz msmeg _6238. Przedstawiono wyniki uzyskane w trzech

biologicznych powtdrzeniach.

Treonina
10,0
A=y
1,0 ’
Qo
o
p s
8 '/v
() /
© o1 2
0,0
0 6 9 12 24 48
Czas [h]
—@— WT Amsmeg_6236
Amsmeg_6238 A(msmeg_6236/msmeg_6238)
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Rycina 24. Analiza kinetyki wzrostu szczepdw M. smegmatis na podtozu 7H9 z dodatkiem
treoniny. WT — szczep wyjsciowy ,dziki”, Amsmeg 6236 — mutant pozbawiony
funkcjonalnego genu msmeg 6236, Amsmeg_6238 — mutant pozbawiony funkcjonalnego
genu msmeg_6238, A(msmeg_6236/msmeg_6238) — mutant pozbawiony funkcjonalnych
gendw msmeg 6236 oraz msmeg _6238. Przedstawiono wyniki uzyskane w trzech

biologicznych powtdrzeniach.

Analiza kinetyki wzrostu badanych szczepéw wykazata, iz zaréwno szczep kontrolny
jak i mutanty Amsmeg 6236, Amsmeg_6238 i A(msmeg_6236/msmeg_6238) posiadajg
zdolnos¢ do metabolizowania seryny jako jedynego Zrddta wegla, uzyskujac
w 48 godzinie eksperymentu warto$¢ wspotczynnika gestosci optycznej okoto 2,3.
Jednoczesnie nie zaobserwowano réznic w kinetyce wzrostu badanych szczepéw (Rycina
23.).

Zastosowanie w tych samych warunkach jako zrédta wegla i energii treoniny, réwniez
wskazuje na zdolno$¢ badanych szczepdw do metabolizowania tego zwigzku przez

M. smegmatis (Rycina 24.).

Metabolizm fruktozy i mannozy

Fruktoza zaliczana jest do grupy ketoheksoz zawierajgcych grupe ketonows,
natomiast mannoza zaliczana jest do grupy aldoheksoz, zawierajacych grupe aldehydowa.
Oba cukry sg wzgledem siebie izomerami. Obecnos¢ grup aldehydowych lub ketonowych
sprawia, iz weglowodany wykazujg reakcje charakterystyczne dla aldehydéw badz
ketonéw. Grupa aldehydowa ulega utlenieniu, do grupy karboksylowej, a fruktoza

w Srodowisku alkalicznym izomeryzuje do aldozy tj. glukozy.
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| FRUCTOSE aND MAMNOSE METABOLISM |
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Rycina 25. Szlaki metaboliczne przemian mannozy i fruktozy z uwzglednieniem enzymoéw

regulujgcych te szlaki. O — geny ulegajgce indukcji oraz kodowane przez nie enzymy,

O — geny ulegajace represji oraz kodowane przez nie enzymy.

Tabela 29. Charakterystyka reakcji enzymatycznych regulujgcych metabolizm fruktozy
i mannozy zachodzgcych w komdrkach M. smegmatis, przeprowadzona z wykorzystaniem

platformy KEGG.

Metabolizm fruktozy i mannozy

M. smegmatis Rv Produkt Up Down Uktad
eksperymentalny
MSMEG_3947 | Rv2029c Izozym 6-fosfofruktokinazy 2 - 2% G 06236/6238
vs 2% G mc2

::::y z?:z;?fruLLuse—ﬁ—phumphdLe 1'f:ﬁZ::3u-dn>fe.-d=e Enzym: EC2.7.1.11
Definition s}zp;ors»:;:;gwurrmo 6-phosphate <=> ADP + heta-D-Fructose 1,6- _ 6‘f05f0frukt0kinaza
Equation COO02 + CO5345 <=> (CO0VO8 + CO5378 - transferaza
L - substraty:
ATP
beta-D-fruktofuranozo-6-fosforan
Resetien claselicoo0ey (o (oo - produkty:
S R EET——— ADP
Thososs o e o bl 1om 1,6-bisfosforan beta-D-

e11e0 Metabolic pathways

rne11ie Biosynthes?s of )s’econdary metabolites frUktOfuranozy
rnel12e Micrebial mctabolism in diverse cenvironments
rme1l2e0 carbon metabolism

rne1230 Biosynthesis of amino acids

0,1% G
- 06236/6238 vs 2%
G A6236/6238
Fosfoglukomutaza/ 0,1% G +2% P
MSMEG_1695 | Rv3308 g
- fosfomannomutaza - N6236/6238 vs

0,1% G + 2% P mc2
0,1% G + 2% P mc2
vs 0,1% G mc2
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Entry RO1818 Rcaction Enzym: EC5.4.2.8

Name D-mannose 6-phosphate 1,6-phosphomutase

Definition D-Mannose 6-phosphate <=> D-Mannose 1-phosphate - fosfomannomutaza
Equation COe275 <=> (V636 R
oH HO - 1zomeraza
HO—P—o~ O~ OH O O—fF—OH bstraty:
) o Non < . HO I/\J o - substraty:
HO® ~
o B W 1-fosforan alfa-D-mannozy
00278 00636 _ produkty'
Comment intermediate (see [CPD:C03693])
Reaction class|RCO0403 CO0275_CO0636 6'f05f0ran D-maI’mOZ\/

Enzyme 5.4.2.8

Pathway rneeesi Fructose and mannose metabolism

rnees?8  Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
rneesal  o-Antigen nucleotide sugar biosynthesis
rne11ee Metabolic pathways

rne1116 Biosynthesis of secondary metabolites
1'me1240 Biosynthesis of cofactors

rne1256  piosynthesis of nucleotide sugars

Z uwagi na odnotowane zmiany poziomu ekspresji gendw kodujgcych enzymy
zaangazowane w metabolizm fruktozy, postanowiono sprawdzi¢ czy szczep mutant bedzie
wykazywat rdéznice w zdolnos$ci do pozyskiwania fruktozy jako jedynego Zrédta wegla
(Rycina 25.). W tym celu przeprowadzono analize kinetyki wzrostu szczepu ,dzikiego” oraz
mutantéw Amsmeg_6236, Amsmeg_6238 i A(msmeg_6236/msmeg_6238)
w obecnosci fruktozy (Rycina 26.), w stezeniu koricowym 0,5 % v/v. Hodowle wszystkich
badanych szczepéw prowadzono w podtozu Middlebrook 7H9 wg procedury opisane;j

w rozdziale Metody 4.20.

Fruktoza
10,0 -
S
aw 1,0 -
o
o
8 e\
a _— s
@) B *
0,1 *
0,0
0 6 9 12 24 48
Czas [h]
—&— WT Amsmeg_6236
Amsmeg_6238 A(msmeg_6236/msmeg_6238)

Rycina 26. Analiza kinetyki wzrostu szczepdw M. smegmatis na podtozu 7H9 z dodatkiem
fruktozy. WT — szczep wyjsciowy ,dziki”, Amsmeg_6236 — mutant pozbawiony
funkcjonalnego genu msmeg 6236, Amsmeg_6238 — mutant pozbawiony funkcjonalnego
genu msmeg_6238, A(msmeg_6236/msmeg_6238) — mutant pozbawiony funkcjonalnych

gendw msmeg 6236 oraz msmeg _6238. Przedstawiono wyniki uzyskane w trzech
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biologicznych powtdrzeniach. Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem

testu t-Studenta (*p < 0,05).

Analiza kinetyki wzrostu szczepu dzikiego mc? 155 oraz szczepdw mutantéw
Amsmeg 6236, Amsmeg_6238 i A(msmeg_6236/msmeg_6238) w obecnosci fruktozy
wykazata, iz badane szczepy wykorzystujg fruktoze jako zrodto wegla (Rycina 26.).

Przeprowadzone analizy wykazaty istotne statystycznie rdznice w kinetyce wzrostu
szczepu Amsme_6236 w 9 i 12 godzinie eksperymentu, wskazujgce na spowolnienie tempa
wzrostu mutanta w pordwnaniu do pozostatych szczepéw (Rycina 26.). W 48 godzinie
eksperymentu nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w kinetyce wzrostu

badanych szczepow (Rycina 26.).

Szlak pentozofosforanowy

Szlak pentozofosforanowy, sktadajacy sie z dwdch faz, pierwszej oksydacyjnej oraz
drugiej nieoksydacyjnej, jest mechanizmem przetwarzania glukozy, ktérego gtéwnym
celem jest dostarczenie komodrce zredukowanego fosforanu  dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NADPH+H*) oraz rybulozo-5-fosforanu. W przeciwienstwie
do procesu glikolizy lub cyklu kwaséw trikarboksylowych, stanowigcych procesy o
okreslonych kierunkach przemian, w szlaku pentozofosforanowym metabolizm cukréw,
moze zachodzi¢ w réznych kierunkach, a szybkos$¢ oraz kierunek tych reakcji zalezy od
dostepnosci substratu lub zapotrzebowania na dane metabolity tego szlaku. Generowane
podczas przemian zachodzgcych w ramach szlaku pentozofosforanowego czgsteczki NADH,
petnig role reduktora licznych procesdow biosyntezy, m.in. biosyntezy kwasow
ttuszczowych, natomiast rybulozo-5-fosforan jest niezbedny do biosyntezy nukleotydow

wchodzgcych w sktad kwasow nukleinowych.

109



PENTOSE PHOSPHATE PATHWAY I

D-Glucosaminate O

Galactose metabolism

Pentose and glicuronate |4

1117
| p-D-Glucose | 1135 421140
11993

b P ——

=a ks  Dehydro- : thomy
£

|

|

|

|

|

|

|

intercorversions ) = | #Dehyrdo-3-deoxy- |
i LLLAT D-Glucono- | | D-ghicomats § [ CHlgeerate. 2P
1134 1,5-lactone D-Gluconate  |4.2.1.39 V e rate-
pm———————— P O— . 71 > O—{121 9 -o{27116-»0
- = [ 1275 | Glyerate |
|
2
o poie, § Z ek :
yrovate O——— ————————— bycolysis
27113 27112 27117 T

2-Dehydro-

D-gluconate-6F O ‘
] |
H6FD %‘thy“mﬁadﬁ"’y' D-3lyrer-

ﬁ-D-GlmnsepﬁPg 11149 -ghuconate- L 41.2.14] |aldebyde3P[ 12,10 ] Glycerate-3P )

————————— % S EXNE] 5 =

i 11.1363) 111388 Pﬁellgwum‘sp' D-gluconate-6F 7 ?L 12190 |

-lactope6f % - |\

—L [L1r44][11154] [43.1.20] I
o-D-Glucose-6F
_______ =0 53127 O C— 271203 (]) Galactose metabolist
[?E-Gg;sﬁ&mn)ate D-Glucosarainate-6P
[5319] X )

[p-D-Frue tose-6F

| e
-Ribulose-5F

Glyrolysis

Rabulose-1,5F2
owe — — | Glyoxylate and X
O D-Hyiulose-5P — g ~ - dicarbOxylate metabolism

217115 o] L———D Purine
2-Deoxy-D-nbose |

Ce—5427 =0

2-Deoxy-D-ribose-5P 2-Deoxy-D-rbose-1P|

O MSMEG_3947 O MSMEG_3272

MSMEG_4436

Rycina 27. Szlak pentozofosforanowy z uwzglednieniem enzymdw regulujacych ten szlak.

O — geny ulegajace indukcji oraz kodowane przez nie enzymy, O — geny ulegajgce

represji oraz kodowane przez nie enzymy.

Tabela 30. Charakterystyka  reakcji ~ enzymatycznych  regulujacych  szlak
pentozofosforanowy zachodzgcych w komdrkach M. smegmatis, przeprowadzona

z wykorzystaniem platformy KEGG.

Szlak pentozofosforanowy

M. smegmatis Rv Produkt “ Down Uktad
eksperymentalny
0,1%G+2% P
MSMEG_4436 - Transketolaza - 06236/6238 vs
0,1% G A6236/6238

Enzym: EC2.2.1.1
- transketolaza
- transferaza
- substraty:
7-fosforan sedoheptulozy
3-fosforan D-gliceraldehydu
- produkty:
5-fosforan D-rybozy
5-fosforan D-ksylulozy
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Entry RO1830 Reaction
Name beta-D-Fructose 6-phosphate:D-glyceraldehyde-3-phosphate glycolaldehyde
transferase
Definition beta-D-Fructose 6-phosphate + D-Glyceraldehyde 3-phosphate <=»
D-Erythrose 4-phosphate + D-Xylulose 5-phosphate
Equation C05345 + C00118 <=> CO279 + (00231
9 O ~0H OH OH oH 0 OH HO
HO-P-O ~OH Ho-P-0_ 1 _o . H_A n 1
| ;\/—; + NP L > 0-P-OH 4 HO O—P—OH
OH Ho o 6 70 o o m\ g
cosass cont1e coozrs coozst
Reaction class|RC00032 (00118 (00231
RCOO226 (C€O@279_(05345
Enzyme 2.2.1.1
Pathway rneeese pentose phosphate pathway
rnd11e® Metabolic pathways
rne111@ Biosynthesis of secondary metabolites
rne112e Microbial metabolism in diverse environments
rne1206 carbon metabelism
rno1230 Biosynthesis of amino acids
Entry RO1641 Reaction
Name sedoheptulose-7-phosphate:D-glyceraldehyde-3-phosphate glycolaldehyde
transferase
Definition Sedoheptulose 7-phosphate + D-Glyceraldehyde 3-phosphate <=> D-Ribose
5-phosphate + D-Xylulose 5-phosphate
Equation C05382 + (00118 <=> (00117 + (00231
OH OH <] o, OH
s aQ QH  OH 0 oH HO
oy o-bon , Hobo L o S HO™N o poH
O OH OH OH 4 -7 OH Hg'  oH 0 OH o
cosasz eantas conaa7 cooza1
Comment TPP-dependent enzyme (see RO6863+R0O6861)
Reaction class|RCOGO32 (e@0118 (08231
RCOO571 COO117_CO5382
Enzyme 2.2.1.1
Pathway rnove3e pentose phosphate pathway
rnee71e carbon fixation in photosynthetic organisms
rnollee Metabolic pathways
rne1116 Biosynthesis of secondary metabolites
rne1120 Microbial metabolism in diverse environments
rn@12e0 Carbon metabolism
rn01230 Biosynthesis of amino acids
. 2% G 06236/6238
MSMEG_3947 - Izozym 6-fosfofruktokinazy 2 - o
vs 2% G mc2
542 0,1% G A6236/6238
- -9
Izomeraza rybozo-5- vs 0,1% G mc2
MSMEG_3272 -
- fosforanowa 90y | 01%G+2%Pmc2
- -
vs 0,1% G mc2
Entry RO1056 Reaction Enzym. Ec 5 3 1 6
Name D-ribose-5-phosphate aldose-ketose-isomerase
Definition D-Ribose 5-phosphate <=»> D-Ribulose 5-phosphate -lzomeraza rybOZO-S-fOSfOFanowa
Equation Ce0117 <=> (00199 .
- lzomerazy
o} o, OH
N OH T OH .
Ho B o~ T Y - substraty:
S ~ > 1 I
OH Ho' oH O OH O 5-fosforan D-rybozy
00117 C00199
: - produkty:
Reaction class|RC00434 Cee117_C00199
e 53.1.6 5-fosforan D-rybulozy
Pathway rneee3e Pentose phosphate pathway
rneé71e carbon fixation in photosynthetic organisms
rne11ee Metabolic pathways
rn@ll1® Biosynthesis of secondary metabolites
rne112e Microbial metabolism in diverse environments
rne1286 Carbon metabolism
rne123e Biosynthesis of amino acids

Analiza transkryptomiczna szczepédw hodowanych w warunkach niedoboru wegla
wykazata obnizony poziom ekspresji genu msmeg 3272, kodujgcego enzym izomeraze

rybozo-5-fosforanowgq u szczepu mutanta (Tabela 30.).

Glikoliza / Glukoneogeneza

Proces glikolizy stanowi tancuch reakcji prowadzgcy do przeksztatcenia glukozy
w pirogronian, z jednoczesnym wytworzeniem stosunkowo niewielkich ilosci ATP. Na
glikolize sktadaja sie reakcje przeniesienia grupy fosforanowej z ATP na zwigzek posredni

(intermediat) lub z intermediatu na ADP przy udziale kinazy, reakcja przesuniecia fosforanu
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z udziatem mutazy przemieszczajgcej grupe fosforanowg w obrebie atomoéw tlenu jedne;j
czasteczki, reakcja izomeryzacji, w ktérej pod wptywem izomerazy ketoza ulega
przeksztatceniu w aldoze lub odwrotnie, reakcja dehydratacji, w ktdrej dochodzi do
odtgczenia czasteczki wody przez dehydrogenaze oraz reakcje rozszczepienia, w ktérych
pod wptywem aldolazy dochodzi do rozerwania wigzania wegiel-wegiel. W procesie
glukoneogenezy pirogronian zostaje przeksztatcony do glukozy na drodze przemian

prekursoréw, nie bedacych cukrowcami — mleczanu, aminokwaséw i glicerolu.

[ cLycoLysis s cLucoNEOGENESIS | o
tanz

|

3.13.10 Oe-DuGlacose- 1P
D-Glucase
L (2159 {extrace lular)
2711 | 27163
o-D-Gluraze O ! b
2712 [ 271147 I
51315
-D-Cllucoge-6F

2711 27163 _Egﬂ

2713 || 27114 m

te

P Arbutin 6P Fallvry

{extrace lular)
o—{271. }—»o
(extrace lalar) - Salicin &P
Glyce mne-F
12112412159
vﬁlglzamta.]jpﬂ
|1219 1276 ]| O 5424
[Z150]
f Glyoerte-2,3P2
Catbon fixation = = e == 54211
in photosmthetic organisms Gbmmk-?l’i?

[54211][5.4212] [3.13320]

i “\ 41132
——0
Orealoacetats 41.1.49
[ ]
Cltole 11271
oyle 12711

Dihydro- Lipoaride-E J 1.155 Fropannate me taholism
NLLLLZ |
S

lipoarmide-E
[1213] g1112
vy O#— 1127 === Etbancl
120501210 hcetabdelule (5o EWC

O MSMEG_3947 O MSMEG_0900 O MSMEG_3615 o MSMEG_3934

MSMEG 3934
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Rycina 28. Szlaki przemian metabolicznych glikolizy i glukoneogenezy, z uwzglednieniem
enzymoéw regulujgcych ten szlak. o — geny ulegajgce indukcji oraz kodowane przez

nie enzymy, O — geny ulegajgce represji oraz kodowane przez nie enzymy.

Tabela 31. Charakterystyka reakcji enzymatycznych regulujgcych procesy glikolizy

i glukoneogenezy zachodzacych w komérkach M. smegmatis, przeprowadzona

z wykorzystaniem platformy KEGG.

Glikoliza / Glukoneogeneza

. Uktad
M. smegmatis Rv Produkt n Down eksperymentalny
0,1% G +2% P
. . - 06236/6238 vs 0,1% G
Biatko rodziny dehydrogenaz ’
MSMEG_3615 | Rv1862 y cenyeros +2% P mc?
alkoholowych wigzacych cynk 01% G+ 2% P mclvs
-8,14 ’
! 0,1% G mc?
Entry ROB754 Reaction Enzym: EC1.1.1.1
Name ethanol:NAD+ oxidoreductase
Definition Ethanol + NAD+ <=> Acetaldehyde + NADH + H+ - dEhydl’Ogenaza alkOhOlowa (ADH)
Equation C0B469 + (0B <=> (0084 + Coeoed + (000so - Oksydoreduktaza
~ X .
- — — < 1| | - substraty:
e . e alkohol pierwszorzedowy
AN coooa
I I NAD+
0o N, —O—P—O— P
m.wofg;o—g;o\é/ Siz\ = EHO‘_Q alkohol drugorzedny
o' oH no' on HO oW _ produkty'
Comment NADP+ (ec 1.1.1.71, see R@G7A6) aldehyd
Reaction class|RC0001 (pEe03 CB0EOA
RCe0088 CQBQSA:CBBMQ NADH
Enzyme 1.1.1.1 1.1.1.71 H+
Pathway rneee1d glycolysis / Gluconeogenesis
rnes626 Pyruvate metabolism keton
rnellee Metabolic pathways
rn@111e@ Biosynthesis of secondary metabolites
rn@1126 microbial metabolism in diverse environments
MSMEG 0900 Dehydrogenaza aldehydowa 0,1% G A6236/6238 vs
- indukowana eptc 2% G A6236/6238
Entry ROO711 Reaction . -
Name Acetaldehyde:NADP+ oxidoreductase Enzym' EC1.2.1.
Definition Acetaldehyde + NADP+ + H20 <=> Acetate + MADPH + H+ - dehydrogenaza aldehydOWa
Equation Co0084 + C0BOBG + COPOOL <=> (V0833 + COVOOS + COOBBO .
o~ N indukowana eptc
uuuuuu — pa — < HO” “CH:
oL A O - oksydoreduktaza
CYLNH . N'\:N ‘:'? covan (fo . ,KN .;> coooso
R/(_? wiv—=0- g;D*g;G‘\SJ "'/,S_ZN\HD ;;07;"0\(_2
HY OH HO' o Ho© oM HO' °
o=p-on Q=p-oH
Comment NAD+ (ec 1.2.1.5, see R00710)
Reaction class|RC@0001 C0OODS_COGEO6
RCOO047  (C0OO33_COPOB4
Enzyme 1.2.1.4 1.2.1.5 1.2.1.-
Pathway rneeele Glycolysis / Gluconeogenesis
rneec2e Pyruvate metabolism
rne1llee Metabolic pathways
rn@1110 Biosynthesis of secondary metabolites
rn@1120 Microbial metabolism in diverse environments
. 2% G A6236/6238 vs 2%
MSMEG_3947 - Izozym 6-fosfofruktokinazy 2 - G n<c2
2% G A6236/6238
Vs 27 G mcC
MSMEG 3934 Syntaza 2% G mc2
- fosfoenolopirogronianowa i 0,1% G + 2% P mc? vs
0,1% G mc?

113



Entry RO@199 Reaction .
Name ATP:pyruvate,water phosphotransferase EnzYm' EC 2'7'9’2
Definition ATP + Pyruvate + H20 <=> AMP + Phosphoenolpyruvate + Orthophosphate - ni H H
Equation Co0o02 + COPO22 + COLRO1 <-> CPOV20 + COOO74 + COOOO9 plrogronlan’ dlklnaza WOdna
melgor - wi.ite| | - transferaza
ZZZZZZ ; ) )
e 0o L e substraty:
-P-0-# B 2 o
En Ry " o ATP
Conment Tt step reaction pirogronian
Reaction class|RCO0G00O2 Co0002_(00020
RCOGO15 (00022 (00074 HZO
Enzyme 2.7.9.2
Pathway rneee1e Glycolysis / Gluconeogenesis - produkty:
rnee62e Pyruvate metabolism
rnee6se Methane metabolism AMP
rnee72e carbon fixation pathways in prokaryotes
rne11ee Metabolic pathways i i
rne111@ Biosynthesis of secondary metabolites fOSfoenOIOplrogronlan
rn@1120 Microbial metabolism in diverse environments
FHo1200 _Carbon metaboliem fosforan
. .
Biosynteza kwasow ttuszczowych
Kwasy ttuszczcowe zbudowane 1z dtugiego, weglowodorowego

zakoniczonego grupg karboksylowg podlegajg procesowi

syntezy,

ktéra obejmuje

kondensacje jednostek dwuweglowych w postaci acetylo-CoA, co prowadzi do powstania
dtugich tancuchéw weglowodorowych z wykorzystaniem komplekséw enzymatycznych
oraz NADPH jako zwigzku redukujgcego. Kwasy ttuszczowe sg waznymi sktadnikami bton
komodrkowych, stanowigc materiat budulcowy fosfo- i glikolipidéw, tworzg kowalencyjne

wigzania z biatkami, prowadzac do ich modyfikacji, a takze stanowig materiat energetyczny.

FATTY ACID BIOSYMTHESIS

TypeIIFAS
(Bacteria, Plants) In mitochondria (Animals, Fungi)
Acetyl-Cobk Aeetyl-Cok
O
6412 5412
Malonyl-Cob © Malongyd-Cok © 6.2.1.76 QO Malonate
O ACP O ACP
FabD [23.139

Acetyl-[acpl  MCT1|23.1 .39 | MCAT
o]

O Malonyl-[acp]

[23.041][23.147] FabF

]

O Malonyl-[acp]

CEMI[ Ox5M

23-Oxnacyl-[acp] R 3-Oxoacyl-[acp]
FL1L10
11 .l 10D FabG QBRI Jrer o
(R)-3-Hydroxy- ¥ (R)-3-Hyrroxy-
§ ooy ool Qe focl
Fabl
s HTD2

O trans-2-Enoyi-[acy] O trans-2-Enoyi-[acy]

FabL [13.1.104)
Long-chain acvl-[acy] Beyl-[acy]

o P 7

} 31221][31214 : i

| Y Long-c hain | +

| fatty acid | Octanoyi-[sc ]

M 6213 \
Long-chain acyl-[acp] Long-chain acyl-[acy]
O (Hexadecanoyl-[acy])
Long-c hain acyl-Cods
O MSMEG_3951 MSMEG_4169
MSMEG_3953
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Rycina

29. Szlaki przemian

metabolicznych  biosyntezy kwasow

ttuszczowych,

z uwzglednieniem enzymow regulujgcych ten szlak. o — geny ulegajace indukcji oraz

kodowane przez nie enzymy, O — geny ulegajace represji oraz kodowane przez nie

enzymy.

Tabela 32. Charakterystyka reakcji enzymatycznych regulujgcych proces biosyntezy

kwaséw ttuszczowych zachodzacych w komérkach M. smegmatis, przeprowadzona

z wykorzystaniem platformy KEGG.

Biosynteza kwasow ttuszczowych

M. Uktad
. Rv Produkt Up Down
smegmatis eksperymentalny
Reduktaza 3-oksoacylo-[acyl- 0,1% G A6236/6238 vs
MSMEG_4169 - 3-oksoacylo-facy 10,76 - " /
nosnik-biatko] 2% G 06236/6238

ELEEY Ro4s33 Reactlon . Enzym: EC1.1.1.100
Name (3R)-3-hydroxybutanoyl-[acyl-carrier protein]:NADP+ oxidoreductase L.
Definition (3R)-3-Hydroxybutanoyl-[acyl-carrier protein] + NADP+ <=> - reduktaza 3-OkSOaCy|O-[acyl-nosnlk‘

Acetoacetyl-[acp] + NADPH + H+ .
Equation C04618 + COORO6 <=> CO5744 + (C00OOS + COVOSO blafko]

IS S _ - WA, | - oksydoreduktaza

cossts Y ) substraty:

Reaction class

RCeO00Q1 C0005_(0oes6
RCOO117 (4618 (05744

nosnik acylu]
NADP+
- produkty:

(3R)-3-hydroksyacylo-[biatko-

3-oksoacylo-[biatko nosnikowe

Enzyme 1.1.1.100 1.1.1.- 2.3.1.85 2.3.1.86
2.3.1.-
Pathway rneeeel Fatty acid biosynthesis aCle]
rne110e Metabolic pathways
rn@1212 ’:atty acidpmﬁtabzlism NADPH
H+
0,1% G + 2% P mc2 vs
e ) 0,1% G mc2
0, 0
Hipotetyczne biatko 0,1% G +2% P
MSMEG_3953 - , ; 9
— konserwatywne 10,86 A623i/€233/3F8) 'S (;,1/: G
o F mcC
- 2% G A6236/6238 vs
_ 2% G mc2
) 296 0,1% G A6236/6238 vs
. . ’ 2% G A6236/6238
MSMEG 3951 i Hipotetyczne biatko 0,1% G + 2% P
- konserwatywne - -13,62 06236/6238 vs 0,1% G
+2% P mc2
0,1% G + 2% P mc2 vs
> ) 0,1% G mc2
ot e e TR o peoF T R AR Enzym: EC 2.3.1.180
— i%ggliﬁi ooyl [acyl carrier protein] <-» Acetoacetyl [acp] + Con - beta-ketoacylo-[acylo-nosnik-biatko]
Equation Co0024 + CO1209 <—> CO5744 + COOOLO + COOOLL syntaza 1 (FabH)

o o o o o

AL

Hjcis—co»\ b

HO™ SR — < HyG” 7 SR
—
nnnnnn co1209 N \» cos7a4
AHe 0Ro
Ne NS cooess
S 1 ,N
oH o
o=t—oon )
| Ho-p-c ™ Tom
5
Hyo M H

Reaction class

RCOOOOA  COAA10_CORAIA
RCO2729 C00024_CO5744
RC02888 (01209 CO5744

Enzyme

2.3.1.180

Pathway

rneee6l Fatty acid biosynthesis
rne11ee Metabolic pathways
rn@1212 Fatty acid metaholism

- transferaza
- substraty:
acetylo-CoA

- produkty:
acylu]

CoA
CO2

malonylo-[biatko nosnikowe acylu]

acetoacetyl-[biatko nosnikowe
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Obserwowane w szczepie ,,dzikim” i mutancie réznice pomiedzy ekspresjg genéw
msmeg_3953 i msmeg_3951 wchodzgcych w sktad wspdlnego operonu i kodujgcych enzym
FabH, wynikajg prawdopodobnie z roli MSMEG_6236/MSMEG 6238 w regulacji
okreslonych proceséw metabolicznych w komdrce w obecnosci glukozy, a nie z réznic

w zdolnosci do wykorzystania obecnego w podtozu zrodta wegla (Tabela 32.).

Metabolizm metanu

Metan, wykorzystywany przez niektdre bakterie jako jedno ze zZrdodet wegla
i energii ulega przemianom regulowanym przez enzym monooksygenaze metanu, ktéra
katalizuje hydroksylacje metanu do metanolu, oraz enzymy zaangazowane w wigzanie

formaldehydu poprzez szlak monofosforanu rybozy (van Spanning i wsp., 2022).

METHANE METABOLISM

Tlethans

1141325114183

D-Fructose-1,6.P2

il

Folate
biosynthe sis

|
(26152 —0+—{LL195]—0 Giwerste.3P

i 3 Phosphoserine ?&mﬂf
5 1 I Nl | eeoes=ss===
= ! Te trabyerofolate
[42114]
o o (i) B
S Metaten.
Fi H3-For trabgdrofo
i THFT = Serine palbrway

231101

Ms’ﬂm{ofmt)\

e BT PR L

Hsdmxy

_____ G te and dicarbonylate
| et N 2L

Coergyme F420H2 F420 F420H2 F4z0
11137 O [ar131]

Acetyl-Cok pthway 21
Mg]yl_CDA L-Malate Orxaloacetats

o —
[zi1} - i ) ¥ Phosphoencl-
A-Cob Pg.mma’t 2752 py!’\m

112581 O

1274 AmS

[ele] | et

L A0 e 4_-_J‘IL Glyoeylate and dicarboeyiste

== selate o

et e )
621[

mhbomm Coenzyme B biosynthesis

O MSMEG_3934 O MSMEG_1847 MSMEG_0159

Rycina 30. Szlaki przemian metabolicznych biosyntezy kwaséw ttuszczowych,

z uwzglednieniem enzymdw regulujgcych ten szlak. o — geny ulegajgce indukcji oraz
kodowane przez nie enzymy, O — geny ulegajace represji oraz kodowane przez nie

enzymy.

Tabela 33. Charakterystyka reakcji enzymatycznych regulujagcych metabolizm metanu,
zachodzgcych w komérkach M. smegmatis, przeprowadzona z wykorzystaniem platformy

KEGG.
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Metabolizm metanu

. Uktad
M. smegmatis Rv Produkt “ Down eksperymentalny
0,1% G A6236/6238 vs
2% G A6236/6238
0,1% G mc2vs 2% G
. mc2
Ferredoksyna 4Fe-4S, biatko
MSMEG_ 1847 ; -aoksyna aresas, 0,1% G + 2% P
wigzace zelazo i siarke ) £6236/6238 vs 0,1% G
+2% P mc2
774 0,1% G + 2% P mc2 vs
! 0,1% G mc2
Dehydrogenaza mréwczanowa 0,1% G A6236/6238 vs
MSMEG_0159 ; ydrog | 404 ; : 6236/
podjednostka gamma 0,1% G mc2
EREry) R00519 i Reaction Enzym: EC 1.17.1.9 (wczesniej jako EC
Name formate:NAD+ oxidoreductase
Definition Formate + NAD+ <=» H+ + CO2 + NADH 1-2-1-2)
Equation CEBEE + (00003 <=> (00080 + (0001l + Co0o04 _ dehydrogenaza mréwczanowa
How € N — ” fs| | - oksydoreduktaza
v v N
0 s W o e - substraty:
S Ly cooes0 NE~N. ,
s—0-P-0-P- v, O i O—P—0—P—
= e 0 e NAD+
Hd' o HG OH HO oM HO OH
- produkty:
Reaction class|RCOGGE1 (@003_CPEER4
RCB2796 Ceeo11_Ceeass COZ
Enzyme 1.17.1.9 NADH
Pathway rn@B630 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism
rn@B680 Methane metabolism
rne11e0 Metabolic pathways
rn@1120 Microbial metabolism in diverse environments
rn@1280 Carbon _metabolism
- 2% 6236/8 vs 2% mc2
MSMEG_3934 Syntaza
- fosfoenolopirogronianowa 6.58 ) 0,1% G + 2% P mc2 vs
¢ 0,1% G mc2
Entry ROO199 Reaction .
Name ATP:pyruvate,water phosphotransferase Enzym' Ec 20709'2
Definition ATP + Pyruvate + H20 <=> AMP + Phosphoenolpyruvate + Orthophosphate - plrogronlan d|k|naza Wod na
Equation CO0002 + CO0022 + COERO1 <=> COLE20 + CREV74 + COVRR9 4
3 o 2.0 |- transferaza
o ,f/ /A Ve - substraty:
fdo ey = e P ke ATP
o e pirogronian
Comment multi-step reaction
Reaction class|RC00002 (00002 (00020 HZO
RCOOO15 00022 C0074
Enzyme 2.7.9.2 - produkty:
Pathwa; rnoee10 Glycolysis / Gluconeogenesis
Y rnees62e PyZuva{e metaSolism ® AMP
rnee6se Methane metabolism
PM00720  Carbon Fixation pathuays in prokaryotes fosfoenolopirogronian
rnellee Metabolic pathways
rN@1116 Biosynthesis of secondary metabolites fosforan
rne1120 Microbial metabolism in diverse environments
rne1200 carbon metabolism
Obserwowane rdznice pomiedzy szczepem ,dzikim” i mutantem wynikajg

prawdopodobnie z

roli MnoSR w regulacji

metabolizmu metanu w komorce

M. smegmatis, zarowno w warunkach niedoboru wegla, jak i w obecnosci glukozy.

W pierwszym przypadku, u mutanta zaobserwowano wyzszy poziom ekspresji genu

msmeg 3934 kodujgcego enzym transferaze tj. syntetaze fosfoenolopirogronianowg

(Tabela 33.). Natomiast, w warunkach niedoboru wegla u mutanta obserwowano

zwiekszong

ekspresje genu msmeg_ 0159

mréwczanowg (Tabela 33.).
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Fosforylacja oksydacyjna

Fosforylacja oksydacyjna dotyczy syntezy ATP (fosforylacji) zachodzacej podczas
utleniania (oksydacji) NADH i FADH, do NAD* oraz FAD, z wykorzystaniem transportu

elektronéw przez taricuch oddechowy.

[ oxamamive prosPHORYLATION |

Complex 1 Complex II Complex III Complex IV Complex ¥

Werchrans dotain - 3 { 2 3
(Hydrophobiz arm)

@] Q Q
0 M+ HO Franit
Cytochyomns ¢ oxidase

(bovine)

Succinate Fumarate

Cytochrorme bel complex
(boving )

Il
: o o o
HADHO HAD+'O O's FFPi FEL rap OO0
O MSMEG_2050 — MSMEG_2054 O MSMEG_2055 MSMEG_4941
MSMEG_2056 — MSMEG_2062 MSMEG_2063
MSMEG_0418

Rycina 31. Szlaki przemian metabolicznych biosyntezy kwaséw ttuszczowych,
z uwzglednieniem enzymdw regulujgcych ten szlak. O — geny ulegajace indukcji oraz
kodowane przez nie enzymy, O — geny ulegajgce represji oraz kodowane przez nie
enzymy.

Tabela 34. Charakterystyka reakcji enzymatycznych regulujgcych proces fosforylacji
oksydacyjnej, zachodzgcych w komédrkach M. smegmatis, przeprowadzona
z wykorzystaniem platformy KEGG.

Fosforylacja oksydacyjna

Uktad

M. smegmatis Rv Produkt Up Down
eksperymentalny

MSMEG_4941 RV1305 Syntaza ATP FO, podjednostka i "866 | 0,1% G mc2vs 2% G mc2

(atpE) C
Enzym: EC 7.1.2.2 ( wcze$niej EC 3.6.3.14)
- syntaza ATP
- translokaza
- substraty:
ATP
H2.0
H+

- produkty:
ADP
fosforan
H+
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MSMEG_2050 RV3158 Oksydoreduktaza chinonu
(nuoN) NADH, podjednostka N
MSMEG_2051 RV3157 Oksydoredul'<taza chinonu
(nuoM) NADH, podjednostka M
MSMEG_2052 RV3156 Oksydoreduk.taza chinonu
(nuol) NADH, podjednostka L
MSMEG_2053 RV3155 Oksydoreduk'taza chinonu
(nuok) NADH, podjednostka K
MSMEG_ 2054 RV3154 Podjednostka dehydrogenazy
NADH j
MSMEG_2056 RV3152 Oksydoreduk'taza chinonu
(nuoH) NADH, podjednostka H
MSMEG_2057 RV3151 Oksydoreduktaza chinonu
(nuoG) NADH, podjednostka G
MSMEG_2058 RV3150 Oksydoreduk.taza chinonu
(nuoF) NADH, podjednostka F
tancuch oksydoreduktazy
MSMEG_2059 Rv3149 chinonu NADH e
MSMEG_2060 Rv3148 Oksydoredukataza chinonu
(nuoD) NADH, podjednostka D
tancuch oksydoreduktazy
MSMEG_2061 Rv3147 chinonu NADH c
MSMEG_2062 RV3146 Oksydoreduk'taza chinonu
(nuoB) NADH, podjednostka B
MSMEG_2055 RV3153 Oksydoredukjcaza chinonu
(nuol) NADH, podjednostka |
MSMEG_2063 Rv3145 Oksydoreduktaza chinonu
(nuoA) NADH, podjednostka A

Enzym: EC 7.1.1.2 (wczesniej oznaczony jako EC 1.6.5.3)
- NADH: reduktaza ubichinonu (translokacja H+)

- translokaza

- substraty:
NADH
ubichinon
H+

- produkty:
NAD+
ubichinol
H+

MSMEG_0418 Rv0248c

Podjednostka flawoproteiny
dehydrogenazy
bursztynianowej
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Entry RO2164 Reaction Enzym: EC1.3.5.1

Name succinate:quinone oxidoreductase

Definition Quinone + Succinate <=> Hydroquinone + Fumarate - dEhyd rogenaza burSZtynianOWa
Equation C15602 + Coeed2 <=> (15603 + (00122 - Oksydoreduktaza
Q o]
HOMOH ) . HOMOH - substraty:
) SN 7 o bursztynian
co004z Nz \P coniz2 chinon
C15602 C15603

Comment electron transport complex IT - prOdUkty:
Reaction class|RCE00OAS CoOO42_COO122 fumaran
Enzyme 1.3.5.1 .
Pathway rneee2o Citrate cycle (TCA cycle) Chlno'

rnee62@ Ppyruvate metabolism

rneecse Butanoate metabolism

rne@e72@ carbon fixation pathways in prokaryotes
rne11ee Metabolic pathways

rne1lle Biosynthesis of secondary metabolites
rn@1126 Microbial metabolism in diverse environments
rne12ee carbon metabolism

Przeprowadzona analiza transkryptomiczna wykazata silng indukcje gendw
regulujgcych przebieg procesu fosforylacji oksydacyjnej zaréwno u mutanta jak i szczepu
kontrolnego wynikajgcg z ograniczonego dostepu do zrédta wegla. Nie zaobserwowano
natomiast réznic wynikajgcych bezposrednio z obecnosci lub braku MnoSR (Tabela 34.).
Wyjatkiem wydaje sie by¢ jedynie obserwowana u mutanta w warunkach gtodu weglowego

indukcja genu msmeg_2059, kodujgcego enzym reduktaze ubichinonu (Tabela 34.).

Biosynteza argininy

[ ARGNINE BIOSYNTHESIS | L faginosuccinats

Glutamine

Alanine, aspartate and - — _D( )
ghutarate nfgl;hnlmm O— Citrate cycle
Hitrogen retabolisra N-Acef
Lcif

—
[e312])5512 i o gizing and proline
— EYEES!

3
=) (i
I I hi— 2139
. c\)V
34
" 63416

H3 Cabarmoyl-P
[ Citrats cycle ) 1412
|

A‘n

23135 "
1413 f[1414 Orithine lcmhnxy]me
N-Acetyl N- Acﬁlglﬁlummale
Urea O%—] 6346 -®0—{351 5] O CO2
v Larrm 3‘“‘““"'.A [35.1.14]
o= (2311 [ w0 SUS TN - R o FETNTY oy
2-Oxoglutarate [2612] Glmnmale AE tyl- NA”‘Y‘ m —@—
% glutamate AB AxD omithine AEE -
bl
632au}—bo—|21219 l—bo—hzllnﬁl—bo—pn uf»o—f5112 Excretion

LysW-glutaraate  LysW-glutamyl-P LysW-] Lﬁlumnm LysW-ornithine
sermalde

O MSMEG_3770 MSMEG_1093 MSMEG_3776

MSMEG_3775 MSMEG 4290

MSMEG_3776

MSMEG_3627

Rycina 32. Szlaki przemian metabolicznych biosyntezy kwaséw ttuszczowych,
z uwzglednieniem enzymow regulujgcych ten szlak. — geny ulegajace indukcji oraz
kodowane przez nie enzymy, O — geny ulegajgce represji oraz kodowane przez nie

enzymy.

120



Tabela 35. Charakterystyka reakcji enzymatycznych regulujgcych proces biosyntezy
argininy, zachodzgcych w komadrkach M. smegmatis, przeprowadzona z wykorzystaniem

platformy KEGG.

Biosynteza argininy

. Uktad
M. smegmatis Rv Produkt Up Down
eksperymentalny
Syntetaza gamma-
MSMEG_2595 | Rv2860c yntetaza gamma- - | -606
glutamyloizopropyloamidowa 0,1% G+ 2% P mc2 vs
0,
MSMEG_4290 : 0,1% G mc2
- Rv2220c Syntetaza glutaminy typu | 7,04 -
(gInA)
Entry RO0253 Reaction .
Name L-Glutamate:ammonia ligase (ADP-forming) Enzym' Ec 6.3.1'2
Definition ATP + L-Glutamate + Ammonia <=> ADP + Orthophosphate + L-Glutamine - Syntetaza glutam|ny
Equation CP002 + CPEO25 + (POR14 <=> (EDAO8 + CODOAS + COOD64A .
i1 s} - ligaza
cccccc - | L - substraty:
““““““““““““ L-glutaminian
Reaction class|RCO0GO2 (C0EEO2_COO0OS
RCOOO10  (QBO25_C00064 NH 3
RCO2798 (00014 (00064
Enzyme 6.3.1.2 - produkty:
Pathway rnee22e Arginine biosynthesis
rnee25e Alanine, aspartate and glutamate metabolism ADP
rn@e63@ Glyoxylate and dicarboxylate metabolism
rnee9le Nitrogen metabolism fOSforan
rneliee Metabolic pathways H
rne1120 Microbial metabolism in diverse environments L'g|Utam|na
rn@1230 Biosynthesis of amino acids
MSMEG_3627 0,1% Gmc2 vs 2% G
- Rv1848 Ureaza -
(ureA) mc2
MSMEG_1093 Podjednostka gamma/beta 472 0,1% G A6236/6238
(speB) ureazy ¢ vs 0,1% G mc2
Entry R60131 ] Reaction Enzym: EC 3.5.1.5
Name Urea amidohydrolase
Definition Urea + H20 <=> €02 + 2 Ammonia - ureaza
Equation CO0O86 + COORRL <=> COe0ll + 2 C00014 _ hydr0|aza
o} H
£ S o™o L, A - substraty:
HaN™ “NHz - S / ~ cooo Ho " :
Coo086 {' C00014 mocznik
H\D/ HZO
cooooy - produkty:
Reaction class|RC02798 (00014_C00O86
RCO2806  (00011_C00086 €0,
Enzyme 3.5.1.5 NH3
Pathway rnee220 Arginine biosynthesis
rne@238 purine metabolism
rne@7ol Atrazine degradation
rne11ee Metabolic pathways
rne1120 Microbial metabolism in diverse environments
MSMEG_3775 RV1653 Bifunkcjonalne biatko 0,1% G A6236/6238
(arg)) biosyntezy argininy ArgJ vs 2% G A6236/6238
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Entry RO2282 Reaction
Name N2-Acetyl-L-ornithine:L-glutamate N-acetyltransferase
Definition N-Acetylornithine + L-Glutamate <=> L-Ornithine + N-Acetyl-L-glutamate
Equation C00437 + (00925 <=> (V0077 + (00624
o
I PPN 9
HO~ g T
HsC_NH < — — > HO™ Y NH
T - ~ NHy
[¢] 4 \ ¢00077
Co0437 {
N N
o o o o
noe~Hon  more~Hon
NH; HN\H/(:H3
00025 o
coo624
Reaction class|RCOG064 (00025_(00624 (O0O77_C0O437
Enzyme 2.3.1.35
Pathway rnee22e Arginine biosynthesis
rne11ee Metabolic pathways
rne121e 2-Oxocarboxylic acid metabolism
rn@1230 Biosynthesis of amino acids
Entry ROO259 Reaction
Name acetyl-CoA:L-glutamate N-acetyltransferase
Definition Acetyl-CoA + L-Glutamate <=> CoA + N-Acetyl-L-glutamate
Equation 00024 + COBO25 <=> CO0R1O + (V624
Q o
o 9 I~
A, ho” ™o
HO™ % HN___CH
NH; Do
conozs ¢
coosza
o NH,
N
H3C)LS—C0A N( 1 \\N
coo0z4 oH /1 of
0=P—07on (_J
| Ho-P-0 om
o e}
| e h ¥
0=P-0 ~TNr TSH
bH HaC © o
coooin
Reaction class|RC00004 (0GO10_COOO24

RCOGO64 (0025 CON624

Enzyme 2.3.1.1
Pathway rnee22e Arginine biosynthesis
rne11e6 Metabolic pathways
rne1116 Biosynthesis of secondary metabolites

rne121e
rne1230

2-Oxocarboxylic acid metabolism

Biosynthesis of amino acids

Enzym: EC 2.3.1.35
- glutaminian N-acetylotransferazy
- transferaza
- substraty:
N2-acetylo-L-ornityna
L-glutaminian
- produkty:
5-fosforan N-acetylo-L-
glutamylu
NADPH
H+

Enzym: EC2.3.1.1
- aminokwas N-acetylotransferaza
- transferaza
- substraty:
acetylo-CoA
L-glutaminian
- produkty:
CoA
N-acetylo-L-glutaminian

MSMEG_3776

(argC)

Reduktaza N-acetylo-gamma-

Rv1652
glutamylofosforanowa

0,1% G A6236/6238
vs 2% G A6236/6238

0,1% G A6236/6238

- 4,44 vs 0,1% G mc2

[Entry RO3443 Reaction

Name N-acetyl-L-glutamate-5-semialdehyde:NADP+ 5-oxidoreductase
(phosphrylating)

Definition N-Acetyl-L-glutamate 5-semialdehyde + Orthophosphate + NADP+ <=>
N-Acetyl-L-glutamate 5-phosphate + NADPH + H+

Equation C01250 + COERR9 + COPOV6 <=> (V4133 + COEOS + (O8O

< o
rod o o

g

X
. -

Hof-om )i NN

o o SN

g @%,uﬁnﬁnt“d

) I, )

) o
Ho o

Ho' o

Reaction class

RCOOGO1 COOOOS5_CORO06

RCOO684 (01250 _C04133
Enzyme 1.2.1.38
Pathway rneez22e Arginine biosynthesis

rne11ee
rneiiie
rnei2ie
rnei23e

Metabolic pathways
Biosynthesis of secondary metabolites
2-Oxocarboxylic acid metabolism
Biosynthesis of amino acids

Enzym: EC 1.2.1.38

- reduktaza N-acetylo-gamma-
glutamylofosforanowa

- oksydoreduktaza

- substraty:
N-acetylo-L-glutaminian 5-

semialdehyd

NADP+
fosforan

- produkty:
L-ornityna
N-acetylo-L-glutaminian

MSMEG_3770

(argG)

Rv1658 Syntaza argininobursztynianu

0,1% G A6236/6238

) A I 06236/6238

Entry RO1954 Reaction

Name L-Citrulline:L-aspartate ligase (AaMP-forming)

Definition ATP + L-Citrulline + L-Aspartate <=> AMP + Diphosphate + N-(L-
Arginino)succinate

Equation C00002 + C00327 + (00049 <=> (00020 + COO013 + (03406

"

. '

R o 8wy

o — - wrkp iy e
N, now

1.9
“ no-b-o--on
n dn

Reaction class

RCOO380
RCOO629

C0e049_C03406
Cee327_Ca3406

Enzyme

6.3.4.5

Pathway

rnee22e
rnee2se
rno11ee
rnel11e
rne123e

Arginine biosynthesis

Alanine, aspartate and glutamate metabolism
Metabolic pathways

Biosynthesis of secondary metabolites
Biosynthesis of amino acids

Enzym: EC 6.3.4.5
- syntaza argininobursztynianu
- ligaza
- substraty:
ATP
L-cytrulina
L-asparaginian
- produkty:
AMP
difosforan
2-(Nomega-L-
arginino)bursztynian
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Przeprowadzona analiza transkryptomiczna dla badanych szczepdw rosngcych na
podtozu minimalnym w warunkach niedoboru wegla, pokazata u mutanta
A(msmeg_6236/msmeg_6238 wyiszy poziom ekspresji genu msmeg_1093, kodujgcego
enzym ureaze) (Tabela 35.).

Dodatkowo, u badanych szczepdw odnotowano réznice poziomu ekspresji genu
msmeg_3776, kodujgcego reduktaze N-acetylo-gamma-glutamylofosforanows.

Zaobserwowane rdéznice w ekspresji powyzszych gendw u mutanta i szczepu
kontrolnego wskazujg na zaangazowanie systemu MnoSR w regulacji biosyntezy argininy w

warunkach niedoboru wegla (Tabela 35.).

5.7. Analiza kinetyki wzrostu szczepow M. smegmatis na podiozu Sauton
z dodatkiem réznych zrédet azotu

W celu zbadania potencjalnego wptywu inaktywacji genéw Amsmeg_6236,
Amsmeg 6238 i A(msmeg_6236/msmeg_6238) na zdolno$¢ do metabolizmu zwigzkdw
azotowych przez pratki przeprowadzono analize kinetyki wzrostu szczepédw mutantéw
w obecnosci wybranych zwigzkow azotowych stanowigcych jedyne zZrédto azotu,
w stezeniu koncowym 5 mM (acetamid, azotan sodu) lub 10 mM (alantoina, azotyn sodu,
glutaminian potasu, histydyna, hydantoina, kwas moczowy, leucyna, metionina, mocznik,
prolina, siarczan amonu). Hodowle szczepu kontrolnego oraz badanych mutantéw
prowadzono w podfozu minimalnym Sauton’a pozbawionym Zrddet azotu lub z ich

dodatkiem wg procedury opisanej w rozdziale Metody 4.20.
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Azotan sodu Sauton bez irédet azotu
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Rycina 33. Analiza kinetyki wzrostu szczepdw M. smegmatis na podfozu minimalnym
Sauton pozbawionym Zrédet azotu (N) oraz z dodatkiem zwigzkéw azotowych. (A)
Mocznika. (B) Kwasu moczowego. (C) Histydyny. (D) Leucyny. (E) Siarczanu amonu. (F)
Allantoiny. (G) Hydantoiny. (H) Proliny. () Metioniny. (J) Glutaminianu potasu. (K)
Acetamidu. (L) Azotynu sodu. (M) Azotanu sodu. WT — szczep wyjsciowy ,dziki”,
Amsmeg_ 6236 — mutant pozbawiony funkcjonalnego genu msmeg_6236, Amsmeg_6238 —
mutant pozbawiony funkcjonalnego genu msmeg_6238, A(msmeg_6236/msmeg_6238) —
mutant pozbawiony funkcjonalnych gendw msmeg 6236 oraz msmeg 6238.

Przedstawiono wyniki uzyskane w trzech biologicznych powtérzeniach.

Przeprowadzone analizy wykazaty, ze inaktywacja gendéw systemu MnoSR
w genomie M. smegmatis nie wptywa na zdolnos¢ tych bakterii do rozktadu badanych
zwigzkéw azotowych (Rycina 33A-M.). Analiza kinetyki wzrostu analizowanych szczepdéw
wykazata obnizenie tempa wzrostu wszystkich analizowanych szczepéw hodowanych
w obecnosci leucyny, hydantoiny i metioniny stanowigcych jedyne zrédto azotu (Rycina

33D,G,l.).

Analiza kinetyki wzrostu badanych szczepdw wykazata, iz zaréwno szczep kontrolny
jak i mutanty Amsmeg 6236, Amsmeg_6238 i A(msmeg_6236/msmeg_6238) posiadajg
zdolnos¢ do metabolizowania mocznika, kwasu moczowego, histydyny, siarczanu amonu,
allantoiny, proliny, glutaminianu potasu, acetamidu, azotynu sodu i azotanu sodu, jako

jedynych Zrodet azotu, uzyskujgc w 48 godzinie eksperymentu warto$é wspodtczynnika
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gestosci optycznej (w zaleznosci od zrédta azotu) w zakresie okoto 2,4 do 4,7 (Rycina 33A-

C,E-F,H,J-M.).

Zaden z badanych szczepdw nie wykazywat zdolnosci do wzrostu na podtozu Sauton

bez dodanego zrddta azotu (Rycina 33N.).

5.8. Ocena potencjalnej roli regulatora MtrA w metabolizmie azotu u

M. smegmatis

Jednym z kluczowych biatek regulujacych proces asymilacji azotu u mykobakterii
jest biatko GInR (MSMEG_5784). Mutanty pozbawione funkcjonalnego genu kodujgcego to
biatko regulatorowe sg niezdolne do asymilacji wielu Zzrodet azotu takich jak kwas moczowy,
histydyna, leucyna, glutaminian potasu czy siarczan amonu (Antczak i wsp., 2018). Miejsce
wigzania dla biatka regulatorowego GInR (Jenkins i wsp., 2013; Gorla i wsp., 2018)
w obszarach promotorowych szeregu gendw wykazuje wysoki stopied homologii do
miejsca rozpoznawanego przez inne biatko regulatorowe mykobakterii, MtrA
(MSMEG_1874) (Rycina 34.). Dlatego tez postanowiono zbadac¢ potencjalng role regulatora
odpowiedzi MtrA w metabolizmie azotu u M. smegmatis. Mutanty M. smegmatis
pozbawione zdolnosci syntezy funkcjonalnych biatek MtrA oraz GInR sg dostepne w kolekcji
PGiFM IBM PAN. W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej postanowiono skonstruowac
podwodjnego mutanta M. smegmatis pozbawionego rownoczesnie obu funkcjonalnych
gendw kodujacych biatka regulatorowe GInR oraz MtrA. W tym celu w mutancie AmtrA

z wykorzystaniem procesu homologicznej rekombinacji zinaktywowano gen g/nR.

A. B.

Bits
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Rycina 34. Konsensus motywu wigzacego DNA biatek. (A) MtrA. (B) GInR w komodrkach
mykobakterii (schemat wygenerowany z wykorzystaniem analizy MEME, wg odpowiednio

Gorla i wsp., 2018 oraz Jenkins i wsp., 2013).
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Zaréwno na etapie selekcji pojedynczych, jak i podwdjnych rekombinantow
genotypy wybranych mutantéw weryfikowano poprzez reakcje amplifikacji i hybrydyzacji

typu Southern blot.

Analiza motywow wigzania biatek MtrA i GInR

Ze wzgledu na wysoki stopien podobienstwa sekwencji konsensusowych biatek
MtrA (Gorla i wsp., 2018) i i GInR (Jenkins i wsp., 2013) (Tabela 36.), uzyskane wyniki
globalnej analizy transkryptomow oraz opublikowane dane potwierdzajace, iz biatko GInR
wigze sie do promotora genu amtB (msmeg_2425), postanowiono przeprowadzi¢ analize
oddziatywania biatka MtrA w uktadzie regulator — promotor, wykorzystujgc jako sekwencje

region promotorowy genu msmeg_2425.

Tabela 36. Motywy wigzania biatek MtrA i GInR.

Motyw wigzania biatka MtrA Motyw wigzania biatka GInR
(wg Gorl’a i wsp., 2018) (wg Jenkins'a i wsp., 2013)
NGWNAYNNNNNNGWNRYN SKHNAYNNNNNNKHNAYM
1638 bp

2 508 200 bp 2508 400 bp 2508 600 bp 2508 800 bp 2508 000 bp
| | | I | | | | |

SEKWENCJ@ =y 1018101000000 00000 0 0 0T 0000 00000 0000000 A0 0000000000000 0 00 O O B 140
mc2 155 O S S S S S S S S S S S S S N N >

MSMEG_2425
GInR

MtrA [

Rycina 35. Sekwencje konsensusowe biatek MtrA i GInR w regionie promotorowym genu
amtB M. smegamtis (schemat wygenerowany w programie IGV (Integrative Genomics

Viewer, Robinson i wsp., 2012) oraz Inkscape.

W celu otrzymania biatka MtrA M. smegmatis przygotowano rekombinowany
plazmid pKS22 posiadajgcy mykobakteryjny gen mtrA w fuzji z etykietg His. Ekspresje biatka
przeprowadzono w szczepie E. coli BL21 wedtug procedury opisanej w rozdziale Metody
4.23. Rekombinowane biatko MtrA oczyszczono poprzez chromatografie powinowactwa na
ztozu niklowym (Metody 4.24). W celu okreslenia odziatywania biatka MtrA z sekwencijg
promotorowg genu amtB przeprowadzono analize z wykorzystaniem metody EMSA wg

procedury opisanej w rozdziale Metody 4.26.
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Uzyskane wyniki przedstawiono na Rycinie 36.

Stezenie biatka MtrA (uM) 0,1 025 05 1 3 5 7 10

Kompleks DNA-biatko — (¥ | ” . ‘

,shift” .

Wolny DNA — .

Rycina 36. Elektroforetyczny rozdziat produktéw reakcji biatka MtrA M. smegmatis

z sekwencjg promotorowga genu msmeg_2445.

Przeprowadzona analiza wykazata, iz biatko MtrA wydajnie wigze sie z regionem

promotorowym genu amtB.

5.9. Analiza kinetyki wzrostu szczepoéw M. smegmatis na podtozu minimalnym Sauton
z dodatkiem zwigzkoéw azotowych

W celu okreslenia zdolnosci analizowanych szczepodw mutantow AmtrA, AginR oraz
A(mtrA/ginR) do wykorzystania réznych zrédet azotu postanowiono zweryfikowac, czy brak
funkcjonalnych genow mtrA, ginR oraz mtrA/gIinR wptywa na przezywalno$¢ komorek
M. smegmatis na podtozu YNB z dodatkiem azotanu sodu (10 mM) jako jedynym zrédtem
azotu. Eksperyment przeprowadzono wg procedury opisanej w rozdziale Metody 4.21.

Uzyskane dane przedstawiono na Rycinie 37.
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A. Podtoie bogate Middlebrook7H10 B. YNB bez irddia azotu

mc? 155 AmtrA

A(mtrAfalnR) bglnR

C. ¥YMB z azotanem sodu
_ AN
mc? 155 AmtrA \
] l‘g}m@_ EJ‘-"" = : = Wik v
A(mtrA/ginR) AginR
- //_,'-

Rycina 37. Analiza zdolnosci do wzrost szczepu M. smegmatis mc? 155, szczepdw
mutantow AmtrA, AgInR oraz A(mtrA/gInR) na podtozu z limitowanym dostepem azotu. (A)
Podfozu bogatym Middlebrook 7H10. (B) YNB pozbawionym Zrdédta azotu. (C) YNB

z dodatkiem azotanu sodu (10 mM).

Przeprowadzona analiza wykazata, iz badane szczepy nie wykazujg zdolnosci do
wzrostu na podtozu YNB pozbawionym Zrddta azotu (Rycina 37.). Na podfozu YNB
z dodatkiem azotanu sodu zdolnosci do wzrostu nie wykazywaty jedynie szczepy mutanty
pozbawione funkcjonalnego genu gInR [AgInR; A(mtrA/gInR)], natomiast inaktywacja genu
mtrA nie wptyneta na zdolno$¢ do wykorzystania azotanu sodu jako jedynego Zrédta azotu
(Rycina 37.). Jako kontrole zastosowano podtoze bogate 7H10 z dodatkiem OADC, na

ktérym obserwowano wzrost wszystkich analizowanych szczepéw.

Nastepnie przeprowadzono analize kinetyki wzrostu oraz przezywalnosci szczepdw
mutantow AmtrA, AginR oraz A(mtrA/ginR) w obecnosci wybranych zwigzkéw azotowych
w stezeniu koicowym 2,5 mM (azotan sodu), 5 mM (acetamid) lub 10 mM (allantoina,

azotyn sodu, glutaminian potasu, histydyna, hydantoina, kwas moczowy, leucyna,
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metionina, mocznik, prolina, siarczan amonu). Hodowle szczepu kontrolnego oraz
badanych mutantéw prowadzono w podtozu minimalnym Sauton’a z dodatkiem ww. zrédet

azotu wg procedury opisanej w rozdziale Metody 4.21.
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Rycina 38. Analiza kinetyki wzrostu oraz przezywalnosci szczepow M. smegmatis. Analiza
kinetyki wzrostu szczepow na podtozu minimalnym Sauton pozbawionym Zzrédet azotu (U)
oraz z dodatkiem zwigzkéw azotowych. (A) Azotanu sodu. (B) Azotynu sodu. (C) Histydyny.
(E) Proliny. (G) Mocznika. (I) Allantoiny. (K) Hydantoiny. (M) Metioniny. (O) Siarczanu
amonu. (Q) Kwasu glutaminowego. (S) Kwasu moczowego. Analiza przezywalnosci
(CFU/ml) szczepow bez dodatkowych 7rédet azotu (V) i w obecnosci Zzrodta azotu. (D)
Histydyny. (F) Proliny. (H) Mocznika. (J) Allantoiny. (L) Hydantoiny. (N) Metioniny. (P)
Siarczanu amonu. (R) Kwasu glutaminowego. (T) Kwasu moczowego. WT — szczep
wyjsciowy ,dziki”, AmtrA — mutant pozbawiony funkcjonalnego genu msmeg_1874, AGInR
— mutant pozbawiony funkcjonalnego genu msmeg 5784, A(mtrA/gIinR) — mutant
pozbawiony funkcjonalnych gendéw msmeg 1874 oraz msmeg_5784. Przedstawiono wyniki
uzyskane w trzech biologicznych powtdrzeniach. Analize statystyczng przeprowadzono

z wykorzystaniem testu t-Studenta (*p < 0,05).

Na podstawie danych literaturowych oraz badan naszego zespotu (Antczak i wsp.,
2018) zaktadalismy, ze mutant Ag/nR nie bedzie posiadat zdolnosci do wzrostu na podtozu
minimalnym z dodatkiem kwasu moczowego, histydyny, leucyny, siarczanu amonu,
allantoiny, hydantoiny, proliny, glutaminianu potasu i acetamidu, jako jedynym zrédtem
azotu. Zgodnie z oczekiwaniem nasze analizy wykazaty, ze badany szczep pozbawiony
funkcjonalnego biatka GInR nie jest zdolny do wykorzystania azotanu i azotynu sodu,
allantoiny czy kwasu moczowego. Aby zbadal potencjalng role MtrA w regulacji
metabolizmu azotu analizowalismy takze zdolno$¢ do wzrostu w obecnosci réznych zrédet
azotu szczepu mutanta pozbawionego funkcjonalnego genu mtrA oraz podwdjnego
mutanta pozbawionego obu badanych biatek regulatorowych MtrA i GInR. Mutant
pozbawiony zdolnosci do syntezy MtrA charakteryzowat sie ostabionym wzrostem i/lub
przezywalnoscig na podfozu minimalnym z dodatkiem histydyny, proliny, metioniny,
siarczanu amonu oraz kwasu glutaminowego. Ponadto podwdjny mutant pozbawiony obu
biatek charakteryzowat sie nizszg przezywalnoscia niz mutant Ag/nR na podiozu
z dodatkiem proliny oraz lepszg przezywalnoscig na podfozu z histydyng. Na podtozu
z kwasem glutaminowym jako jedynym zrédtem azotu podwdjny mutant charakteryzowat

sie ostabionym wzrostem, lecz podobng przezywalnoscig jak mutant Ag/nR.
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Analiza kinetyki wzrostu analizowanych szczepdw wykazata znaczace obnizenie
tempa wzrostu szczepu A(mtrA/ginR) w poréwnaniu do szczepu kontrolnego w obecnosci
azotynu sodu, azotanu sodu, histydyny, proliny, allantoiny, hydantoiny, metioniny,
siarczanu amonu, kwasu glutaminowego oraz kwasu moczowego (Rycina 38A-B,G,|,K,Q,S.)
stanowigcych jedyne Zrédio azotu. Nieznaczne obnizenie kinetyki wzrostu mutanta
A(mtrA/gInR) zaobserwowano na podtozu minimalnym z dodatkiem histydyny, proliny
i siarczanu amonu (Rycina 38C-D,0.). Niewielki stopien zahamowania wzrostu
obserwowano réowniez w przypadku szczepu mutanta AmtrA w poréwnaniu do szczepu
dzikiego na podfozu Sauton z dodatkiem histydyny, proliny, mocznika, hydantoiny,
metioniny, siarczanu amonu oraz kwasu glutaminowego (Rycina 38C,E,G,K,M,0,Q.).
Przeprowadzone analizy wskazujg na obnizenie tempa wzrostu szczepu Ag/nR w podtozu
minimalnym z dodatkiem azotanu sodu, azotynu sodu, proliny, allantoiny, hydantoiny,
metioniny, kwasu glutaminowego i kwasu moczowego stanowigcych jedyne Zrédto azotu
(Rycina 38A-B,E,|,K,M,Q,S.). Najmniejsze rdoznice w kinetyce wzrostu oraz w stopniu
wykorzystania zwigzkdw azotowych, pomiedzy wszystkimi analizowanymi szczepami
zaobserwowano w obecnosci mocznika, hydantoiny, metioniny oraz siarczanu amonu
(Rycina 39E,K,M,0.). Uzyskane dane wskazujg, iz zaden z badanych szczepow nie posiada
zdolnosci do wykorzystania hydantoiny oraz metioniny (Rycina 38K,M.), jako jedynych

Zrédto azotu.

Analiza przezywalnosci (CFU/ml) analizowanych szczepdw wykazata znaczace
obnizenie tempa wzrostu w przypadku szczepu A(mtrA/ginR) hodowanego w obecnosci
proliny, allantoiny, hydantoiny, metioniny, kwasu glutaminowego oraz kwasu moczowego
stanowigcych jedyne z7rodto azotu (Rycina 38FJ,L,N,R,T.). Nieznaczne obnizenie
przezywalnosci szczepu mutanta A(mtrA/ginR) zaobserwowano w przypadku hodowli
prowadzonej w obecnosci histydyny, mocznika oraz siarczanu amonu (Rycina 38D,H,P.).
Szczep mutant AmtrA charakteryzowat sie niskg przezywalnoscia w obecnosci histydyny,
proliny, mocznika, metioniny oraz kwasu glutaminowego (Rycina 38D,F,H,N,R.).
Zaobserwowano réwniez nizszg przezywalnos¢ szczepu AgIinR w obecnosci histydyny,
proliny, allantoiny, hydantoiny, metioniny, siarczanu amonu, kwasu glutaminowego oraz

kwasu moczowego (Rycina 38D,F,J,L,N,P,R,T.).
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5.10. Globalna analiza transkryptomiczna mutanta AmtrA

Uzyskane wyniki jasno wskazujg na udziat regulatora MtrA w pozyskiwaniu przez
pratki azotu w postaci niektorych aminokwasow. W celu uzyskania petniejszego obrazu
zaangazowania MtrA w metabolizm azotu przeprowadzono globalng analize odpowiedzi
transkrypcyjnej M. smegmatis AmtrA oraz M. smegmatis A(mtrA/ginR) w podtozu
minimalnym w warunkach gtodzenia azotowego i poréwnano uzyskane wyniki do danych

z tych samych warunkéw dla mutanta M. smegmatis AgInR oraz szczepu ,,dzikiego”.

Do przeprowadzenia analiz  wykorzystano catkowity RNA izolowany
z komorek szczepu kontrolnego oraz mutantdw AmtrA, AginR, A(mtrA/gInR) rosngcych na
podtozu minimalnym Sauton pozbawionym Zrddet azotu z dodatkiem 1 mM siarczanu

amonu (Tabela 37.).

Tabela 37. Oznaczenia uktadéw doswiadczalnych poddanych analizie RNA-seq,

wykorzystanych podczas obrobki danych.

Oznaczenie uktadu

e A e Uktad doswiadczalny

Hodowla szczepu dzikiego prowadzona w podtozu Sauton bez

1 mMme2 155 zrédta azotu z dodatkiem 1 mM siarczanu amonu
1 mM MtrA Hodowla szczepu AmtrA pr.owadzona w podfozu Sauton bez zrddta
azotu z dodatkiem 1 mM siarczanu amonu
1 mM GInR Hodowla szczepu AginR prowadzona w podtozu Sauton bez Zzrédta

azotu z dodatkiem 1 mM siarczanu amonu

Hodowla szczepu A(mtrA/gInR) prowadzona w podtozu Sauton bez

1 mM MtrA/GlnR Zzrodta azotu z dodatkiem 1 mM siarczanu amonu

Uzyskane dane transkryptomiczne dla wszystkich szczepéw hodowanych w ww.
warunkach zostaty poddane analizie w programach DeGust oraz iDEP.96. Dane
nieprzetworzone uzyskane w ramach analizy RNA-seq, zostaly dotaczone do pracy

w postaci suplementu (Suplement 3.).

Przeprowadzona analiza PCA (ang. Principal component analysis) pokazata, ze
powtdrzenia wykonane dla kazdego szczepu oraz dla poszczegdlnych warunkdw grupujg sie

niezaleznie (Rycina 39.).
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Principal component analysis (PCA)
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Rycina 39. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA). MC1 — szczep kontrolny, MtrAl — AmtrA,
GInR1- AgInR, MG1 — A(mtrA/gInR) — hodowle prowadzone w podtozu Sauton bez Zrédta

azotu z dodatkiem siarczanu amonu w stezeniu koncowym 1 mM.

Analiza poréwnawcza danych transkryptomicznych dla RNA izolowanego z komadrek
szczepu kontrolnego oraz mutantéw AmtrA, AginR, A(mtrA/gInR) przeprowadzona
z wykorzystaniem platformy analitycznej iDEP.96, pozwolita na okreslenie liczby gendw,
ktore charakteryzowaty sie istotnie zmienionym poziomem ekspresji (differential expressed
genes-DEGs) przy poziomie odciecia (Log2FC =|1.583|; fold change = |3|; p > 0.05 —zmiana

3-krotna lub wieksza) (Rycina 40.).
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poréwnan

1mM MtrAvs 1 1 mMGInRvs 1 1mM MtrAvs 1 1mM
mM mc2 155 mM mc2 155 mM GInR MtrA/GInR vs 1
mM GInR
mUp 553 343 892 249
H Down 704 354 771 272

Rycina 40. Liczba gendw wykazujgcych zmieniony poziom ekspresji w analizowanych
uktadach. Ang. down — liczba gendéw ulegajacych represji; up — liczba gendéw ulegajacych

indukgji

Najwieksze zmiany poziomu ekspresji gendw zaobserwowano poréwnujac dane
uzyskane dla szczepéw AmtrA i AgInR rosngcych w podtozu Sauton pozbawionym Zrédet
azotu z dodatkiem siarczanu amonu w stezeniu 1 mM (Rycina 40.). Ponadto
zaobserwowano znaczne réznice w ekspresji gendw szczepu AmtrA w odniesieniu do
szczepu kontrolnego mc? 155 (Rycina 40.). Najmniejsza zmienno$¢ w poziomie ekspresji
genow dotyczyta szczepu mutanta Ag/nR oraz szczepu A(mtrA/gInR) w odniesieniu do

mutanta Ag/nR (Rycina 40.).

Przeprowadzona analiza transkryptomiczna z wykorzystaniem platform KEGG
i Degust RNA-seq, pozwolita na wskazanie proceséw metabolicznych regulowanych przez
geny charakteryzujgce sie najwiekszym zrézinicowaniem poziomu ekspresji wsrod

analizowanych uktadéw eksperymentalnych. Uzyskane dane przedstawiono w Tabeli 38.

139



Tabela 38. Poziom zrdéznicowania ekspresji genéw badanych szczepédw M. smegmatis

w warunkach gtodu azotowego, z uwzglednieniem wybranych proceséw metabolicznych.

Uktady eksperymentalne poddane analizie RNA-seq

Proces metaboliczny A

B D

MtrA vs
mc2 155

GInR vs
mc2 155

MtrA/GInR vs
GInR

MtrA vs GInR

Biosynteza argininy

Biosynteza kwasow

ttuszczowych

Biosynteza kwasu foliowego

Biosynteza lizyny

Biosynteza pantotenianu i CoA

Biosynteza waliny, leucyny i
izoleucyny

Cykl cytrynowy (TCA)
Degradacja benzoesanéw

Degradacja fluorobenzoesanu

Degradacja kwaséw

ttuszczowych

Degradacja lizyny

Degradacja waliny, leucyny i
izoleucyny

Glikoliza / Glukoneogeneza

Interkonwersja pentozy i
glukuronianu

Metabolizm alaniny, aspartanu
i glutaminianu

Metabolizm argininy i proliny

Metabolizm askorbinianu i
aldaranu

Metabolizm azotu

Metabolizm beta-alaniny

Metabolizm biotyny

Metabolizm butanianu

Metabolizm cysteiny i 06
metioniny ’
Metabolizm fosforanu _
inozytolu -4,12
Metabolizm fruktozy i
-4,96
mannozy
Metabolizm galaktozy 6,18 -8,1

Metabolizm glicerolipidéw -

Metabolizm glicyny, seryny i T
treoniny ’
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Metabolizm glioksylanéw i
dikarboksylanéw
Metabolizm histydyny

Metabolizm metanu

Metabolizm pirogronianu

Metabolizm pirymidyn

Metabolizm propionianu

Metabolizm puryn

Metabolizm skrobi i sacharozy - 4,02
Metabolizm tiaminy 4,6
Metabolizm tryptofanu - 5,64 4,22

Metabolizm tyrozyny -4,6
Szlak pentozofosforanowy - 4,96 -7,82 -7,98

Analiza s$ciezek metabolicznych indukowanych w szczepie dzikim mc? 155
i szczepach delecyjnych AmtrA i AginR poddanych analizie RNA-seq w warunkach gtodu

azotowego

Niedobory azotu w Srodowisku wzrostu zmuszajg komédrke bakteryjng do modyfikacji
procesdw metabolicznych zachodzacych w komodrce. W zwigzku z tym, mozemy zatozy¢, ze
zmiany obserwowane w analizach poréownawczych przedstawionych dla szczepu
kontrolnego oraz szczepéw mutantéw na podtozu minimalnym z dodatkiem 1 mM
siarczanu amonu wynikajg z globalnej odpowiedzi komodrki na gtodzenie azotowe. Komorki
pozbawione Zrédta azotu znajdujg sie w warunkach gtodu azotowego
i dostosowujg odpowiednio swdj metabolizm. Stad tez obserwujemy liczne zmiany
w poziomie ekspresji gendw, wptywajacych na procesy metaboliczne komdrki, a ktore
zostaty wyszczegdlnione w kolumnach A, B i C Tabeli 38. W dalszej czesci dokonuje szerszej
charakterystyki wybranych proceséw ze wskazaniem enzymow, ktérych ekspresja ulegta

zmianie w badanych warunkach.

Biosynteza argininy

Jak juz wspomniano arginina zaliczana jest do aminokwaséw zasadowych, a w jej
budowie mozna wyrdzni¢ tancuch boczny obdarzony tadunkiem dodatnim. Arginina
uczestniczy w procesach prowadzgcych do powstania a-ketoglutaranu i odgrywa wazng

role w metabolizmie azotu.
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ARGININE BIOSYNTHESIS L-Arginosuccinate

O
m

C—— 4 Citrate cyrle
Urea Cyrle umarate

Alanine, aspartateand | __ __
glutamate rmbnlsm 0
Aspartate

Nikngenme(abohsm N-Ace Cltrul 3538
= L-c1 Citruline - -y ginne Aiginine and proline
Cl6312] (3512351380 ‘vsn > ' PR T i i T
27122

{
l — 1\ l’““ v
NI 6.3.4.16 -

Carbamnyl—?

Glutamine

/ Urea-
| g— - 110 X ) ae—
! Nl?mylp pe Aﬁeﬂfmme Ures O 6346 Prof35154)»0C02
v [2ait atargl N = T
O—F—=» (?—|2311HHZ?ZEHHIZIEKHHZélIIH
2-Oxoglutarate 2612 Glmate l ‘ ‘e tm o 35158
AEX ghuna hgh LD on

63260w0—272.19 )—»o—{m 106 |—>0—1212134|—>o—|351 132

LysW-glutamate ~ LysW-glutarayl-F LysW-| L-Ellmm&h LysW-omnithine
senmalde

Excretion

O MSMEG_3226 MSMEG_2189 O MSMEG_4290 MSMEG_1093
MSMEG_2491 MSMEG_6693 MSMEG_6260 MSMEG_1094
MSMEG_2187 MSMEG_4294

Rycina 41. Szlaki metaboliczne przemian argininy z uwzglednieniem enzymoéw regulujgcych
te szlaki. — geny ulegajagce indukcji oraz kodowane przez nie enzymy,

O — geny ulegajace represji oraz kodowane przez nie enzymy.

Tabela 39. Charakterystyka reakcji enzymatycznych regulujgcych metabolizm argininy
zachodzgcych w komérkach M. smegmatis, przeprowadzona z wykorzystaniem platformy

KEGG.

Biosynteza argininy

, Uktad
M. smegmatis Rv Produkt Up Down
eksperymentalny
Syntaza glutaminianowa 1 mM GInR vs
MSMEG_3226 - yrazm g o -
NADH/nadph, mata podjednostka 1 mM mc2 155
Entry RO243 Reaction Enzym: EC1.4.1.2
Name L-glutamate:NAD+ oxidoreductase (deaminating) ..
Definition L-Glutamate + NAD+ + H20 <=> 2-Oxoglutarate + Ammonia + NADH + H+ - dEthl’Ogenaza glutamlnlanowa
Equation (00025 + (00003 + (0PEB1 <=> (C0BO26 + (00014 + CO0EP4 + (L0830 - oksydoreduktaza
o~ E—— _— A | - substraty:
‘‘‘‘‘‘ v SV L-glutaminian
QA . k)j:> t H,0
4 Os wo-P-a-p- ﬂ
e o NAD+
Comment NADPH (ec 1.4.1.3 and 1.4.1.4, see Ro@248) - prOdUkty:
Reaction class|RC00GO1 (00003 00004 2-oksoglutaran
RCOO0O6 C00025_(0r026
RCO2799 (00014 (00025 NH3
Enzyme 1.4.1.2 1.4.1.3 1.4.1.14 NADH
Pathway rnee22e Arginine biosynthesis
rnee250 alanine, aspartate and glutamate metabolism H+
rn@d4a3e Taurine and hypotaurine metabolism
rneegle  Nitrogen metabolism .
rne11ee Metabolic pathways EnZYm' Ec 1'4'1'3
rn@1126 Microbial metabolism in diverse environments - dehydrogenaza glutaminianowa [NAD(P)+]
- oksydoreduktaza
- substraty:
L-glutaminian
H.0
NAD+
NADP+
- produkty:
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2-oksoglutaran

NHs

NADH

NADPH

H+
MSMEG_2187 - Amidoliaza mocznikowa 7,56 - 1 mM MtrA vs

1mM GInR

Entry ROQ774 Reaction Enzym: EC 6.3.4.6
Name Urea:carbon-dioxide ligase (ADP-forming)

- karboksylaza mocznikowa

Definition ATP + Urea + HCO3- <=> ADP + Orthophosphate + Urea-1-carboxylate )
Equation C00002 + COOOB6 + (VO288 <=> COPAOS + COOLRI + CO1010 - Ilgaza
ok _ - A8 | - substraty:
covoss / 3 ‘v cotoi0 ATP
o o e . B .
oL oL ot Ay oo mocznik
HO OH €00009.
coouce covane HCO3"
Reaction class(RCOG002 (000A2 C00GO] .
RCOO378  (0ABB6_(01010 - prOdUkty‘
Enzyme 6.3.4.6 ADP
Pathway rneez2e Arginine biosynthesis
rnee791 Atrazine degradation fosforan
rnd1108 Metabolic pathways mocznik-l-karboksylan
MSMEG_2189 . 1 mM MtrA vs
= - Hydrolaza allofanianowa 6,0 -
(atzF) 1mM GInR
Entry RO0OOS Reaction Enzym: EC 3.5.1.54
Name urea-1-carboxylate amidohydrolase hvdrol llofani
Definition Urea-1-carboxylate + H20 <=> 2 €02 + 2 Ammonia - hyadrolaza allotanianowa
Equation 01010 + (00001 <=> 2 CPOO11 + 2 CAOO14 - hydrolaza
0o 9 - substraty:
H NJ‘LNJLOH - g 0750 H,0
z H ~ AN cooo11 2 X
co1010 N/ \Y mocznik-1-karboksylan
H M E - produkty:
coooot 2 whn CO,
C00014 NH;
Comment The yeast enzyme (but not that from green algae) also catalyses the
reaction of EC 6.3.4.6 urea carboxylase, thus bringing about the
hydrolysis of urea to CO2 and NH3 in the presence of ATP and
bicarbonate.
ROO774 (6.3.4.6)
Reaction class|RC02756 (00011 C01010
Enzyme 3.5.1.54
Pathway rnee22e Arginine biosynthesis
rnee79l Atrazine degradation
rne116e Metabolic pathways
rn@112@ Microbial metabolism in diverse environments
. 1 mM MtrA vs
MSMEG_2491 - Deacetylaza acetylonityny 7,6 -
1mM GInR
Entry R@9107 Reaction Enzym: EC3.5.1.14
Name N-acetyl-L-citrulline amidohydrolase - amidohydrolaza N_acylo_a“fatyczno_L_
Definition N-Acetyl-L-citrulline + H20 <=> Acetate + L-Citrulline .
Equation 15532 + (@PBO1 <=> (6PB33 + (00327 aminokwasowa
fj\N\ )OL - hydrolaza
o o}
HO e N . HOJ\-;/\/\NJLNHZ - substraty: . .
o S/ ’ HoN H N-acylo-alifatyczny-L-aminokwas
© [f .\.y C00327 Hzo
C15632 . P
H M j\ koniugat N-acetylo-L-cysteiny-S
coooot HO™ “CH, - produkty:
c00033 alifatyczny L-aminokwas
Reaction classRCO0064 (00327_C15532 ka rboksylan
RCOO300 (@0833_C15532 . .
e 3.5.1.16 koniugat L-cysteiny-S
Pathway rnee22e Ar‘gining biosynthesis octan
rne11ee Metabolic pathways
rne1230  Biosynthesis of amino acids

Enzym: EC 3.5.1.16
- deacetylaza acetylonityny
- hydrolaza
- substraty:
N2-acetylo-L-ornityna
H,0
- produkty:
octan
L-ornityna

Enzym: EC 3.5.1.35
- glutaminian N-acetylotransferazy
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Entry ROR669 Reaction

Name N2-Acetyl-L-ornithine amidohydrolase
Definition N-Acetylornithine + H20 <=> Acetate + L-Ornithine
Equation (0437 + CoORRLl <=> (0033 + (00077

o]

HaC._NH < - > 2
e} i \ co0077
Co0437 1 1
NY )/
[0}
Nor X
00001 HO™ "CH3
C00033
Reaction class|RCOGO64 COBO77_COLA37
RCOO300 (oee33_C00437
Enzyme 3.5.1.14 3.5.1.16
Pathway rn@e22e Arginine biosynthesis

rne11ee Metabolic pathways

rn@1110 Biosynthesis of secondary metabolites
rne1210 2-oxocarboxylic acid metabolism
rn@1230 Biosynthesis of amino acids

Entry RO2282 Reaction
Name N2-Acetyl-L-ornithine:L-glutamate N-acetyltransferase
Definition N-Acetylornithine + L-Glutamate <=> L-Ornithine + N-Acetyl-L-glutamate
Equation (00437 + COOD25 <=> COPOT77 + (00624
o
NP i
HyC._NH < — ~ > HO™Y NH2
j( ~ . NH,
N\
o 4 Y C00077
C00437 N/ \“)/
[+] Q o o
I NG S G o
NH; HN\H/CM
€00025 o
Co0624
Reaction classRCEOG64 (0QV25_CQ0624 COOQ77_(00437
Enzyme 2.3.1.35
Pathway rn@e220 Arginine biosynthesis
rne110e Metabolic pathways
rnei2ie 2-oxocarboxylic acid metabolism
rne1230 Biosynthesis of amino acids

- transferaza
- substraty:

N2-acetylo-L-ornityna L-glutaminian
- produkty:

L-ornityna

N-acetylo-L-glutaminian

- ) 1 mM MtrAvs
1ImM mc2 155
MSMEG_6693 - Syntetaza glutaminy Il L M MtrA vs
6,22 -
! 1mM GInR
- 1 mM MtrAvs
MSMEG_4290 . 1mM GInR
= Rv2220 Syntetaza glutaminy typu |
(gInA) y & yiyp ] 0es 1mM GInR vs
! 1 mM mc2 155
1 mM MtrAvs
MSMEG_6260 - Syntetaza glutaminy, typ Ill 1mM GInR
(gInT) ’ i 1026 1 mM GInR vs
! 1 mM mc2 155
1 mM MtrAvs
MSMEG_4294 - Syntetaza glutaminy typu | 1mM GInR
(gInA) i .884 1 mM GInR vs
’ 1 mM mc2 155
Entry ROB253 Reaction Enzym: EC6.3.1.2
Name L-Glutamate:ammonia ligase (ADP-forming) .
Definition ATP + L-Glutamate + Ammonia <=> ADP + Orthophosphate + L-Glutamine - SyntEtaza glUtaman
Equation C00002 + COBA25 + (0PB14 <=> (OAGOS + COABAI + COGB6A - ligaza
wolFon S — — j\/\,m - substraty:
JP0 B P T ATP
8 8 8 O 9 Oyt R ..
wdelede ™ vy efedofr iy b L-glutaminian
- NH3
Reaction class|RCP0002 (0BOO2_CEOLOS
RCOGO1O  C0PB25_COB064 - produkty:
RCO2798 (00014 (00064
Enzyme 6.3.1.2 ADP
Pathway rnee22e Arginine biosynthesis fosforan
rn@e250 Alanine, aspartate and glutamate metabolism .
rn@8638 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism L‘glutam“']a

rnee918 Nitrogen metabolism

rn@llee Metabolic pathways

rne112e Microbial metabolism in diverse environments
rno1238 Biosynthesis of amino acids

Enzym: EC 3.5.1.2
- glutaminaza

- hydrolaza

- substraty:
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Entry RE0256 Reaction L-g|utamina
Name L-glutamine amidohydrolase H,0
Definition L-Glutamine + H20 <=> L-Glutamate + Ammonia 2
Equation COAPEA + COPRAL <=> CEAO25 + COPP1d - produkty:
0 0 " L-glutaminian
Ho’u\{/\\/ﬂ\NHz s/ N /ﬁ_ N}43
o < e — 7 H H
2 / .
/ cono14
conoe4 [ \p Enzym: EC 3.5.1.38
H M m - glutamin-(asparagin-)aza
— HO™ OH - hydrolaza
NHz - substraty:
co0025
L-glutamina
Comment ec 2.6.1.85 (see RO1716, ROO256+R05552)
ec 6.3.4.2 (see ROO573, ROO256+ROOST1) H,O
ec 6.3.5.4 (see ROO578, ROO256+RO0483) .
ec 6.3.5.5 (see ROV575, ROO256+R10948+R10949+RO1395) L-asparagina
ec 2.6.1.123 (see R12939, ROO256+R12937+R12938
= ( ) - produkty:
Reaction class|RCO0810 C00R25_CO0B6L ..
RCO2798  (GPO14 _CGOO64 L-glutaminian
Enzyme 1.4.1.13 1.4.1.14 1.4.7.1 2.6.1.85 NH
2.6.1.123 3.5.1.2 3.5.1.38 4.3.2.10 3
4.3.3.6 6.3.4.2 6.3.5.2 6.3.5.4 L-asparaginian
6.3.5.5 6.3.5.13
Pathway rnee226 Arginine biosynthesis
rnee25e Alanine, aspartate and glutamate metabolism
rn@llee Metabolic pathways

1 mM MtrAvs
- -4,94
ImM mc2 155
1 mM MtrAvs
10,3 -
. 1mM GInR
MSMEG_1093 - Podjednostka gamma/beta ureazy
15.22 1 mM GInR vs
! 1 mM mc2 155
446 1 mM MtrA/GInR vs
¢ 1 mM GInR
1 mM MtrAvs
6,6 -
MSMEG_1094 . 1mM GInR
= - Ureaza, podjednostka alfa
(ureC) 10,08 1 mM GInR vs
! 1 mM mc2 155
Entry ROO131 Reaction Enzym: EC 3.5.1.5
Name Urea amidohydrolase
Definition Urea + H20 <=> CO2 + 2 Ammonia - ureaza
Equation CP0O86 + COABOL <=> COPO11l + 2 COPB14 - Iigaza
o} H - substraty:
A / L 0% L, N ik
HaN7 NHy S 7 AN
cozouae. ’ ’/( coooL ?DDM:‘ mocn
/g Hzo
Ao - produkty:
coooot CO,
Reaction class|RC02798 (C0PO14_COOOS6 NHs3
RCO2806  (0EO11_C0086
Enzyme 3.5.1.5
Pathway rnee22e Arginine biosynthesis
rnee23@ purine metabolism
rnee79l Atrazine degradation
rnellee Metabolic pathways
rn@1l120 Microbial metabolism in diverse environments

Przeprowadzone analizy transkryptomiczne dla badanych szczepdw rosngcych na
podtozu minimalnym Sauton z dodatkiem 1 mM siarczanu amonu, wykazaty znaczace
obnizenie poziomu ekspresji gendw zaangazowanych w biosynteze argininy: msmeg_4290
i msmeg_6260, kodujacych enzym syntaze glutaminy w mutancie Ag/nR w poréwnaniu do
szczepu ,,dzikiego” oraz mutanta AmtrA. Ekspresja genu msmeg_1093 kodujgcego enzym
ureaze byfa obnizona w stosunku do szczepu ,,dzikiego” zardwno w mutancie Ag/nR jak
i AmtrA, a w szczepie pozbawionym obu badanych biatek regulatorowych byta wyzsza niz
w pojedynczym mutancie Ag/nR (Tabela 39., Rycina 41.). Przeprowadzona analiza wykazata

rowniez obnizony poziom ekspresji gendw msmeg_4290, msmeg_6260, msmeg_4294,
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msmeg_1093 oraz msmeg_1094 w mutancie Ag/nR w poréwnaniu do szczepu ,,dzikiego”

oraz mutanta AmtrA.

Metabolizm puryn

Metabolizm puryn jest jednym z podstawowych procesow komadrkowych, majgcych
duze znaczenie dla zycia licznych organizméw, w tym drobnoustrojow. Nukleotydy
purynowe wymagane sg m.in. w syntezie DNA i RNA, oraz petnig liczne funkcje

w komorkach, wptywajac na regulacje enzyméw (Parker i Long, 2007).
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Rycina 42. Szlaki metaboliczne przemian puryn z uwzglednieniem enzymow regulujgcych
te szlaki. O — geny ulegajgce indukcji oraz kodowane przez nie enzymy, - geny

ulegajace represji oraz kodowane przez nie enzymy.
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Tabela 40. Charakterystyka reakcji enzymatycznych regulujgcych metabolizm puryn

zachodzgcych w komérkach M. smegmatis, przeprowadzona z wykorzystaniem platformy

KEGG.

Metabolizm puryn

. Uktad
M. smegmatis Rv Produkt Up Down
eksperymentalny

) 1 mM MtrA vs

MSMEG 6261 ) Amidotransferaza glutaminy, klasa 1mM GInR

- Il i 21008 1 mM GInR vs

! 1mM mc2 155

Entry RO1672 Reaction Enzym: Ec 2.4.2.14

Name 5-phosphoribosylamine:diphosphate phospho-alpha-D-ribosyltransferase

(glutamate-amidating)

- amidofosforybozylotransferaza

Definition 5-Phosphoribosylamine + Diphosphate + L-Glutamate <=> L-Glutamine +
5_Phospho-alpha-D-ribose 1-diphosphate + H20 - transferaza
Equation 83892 + COBe13 + (BOB25 <=> (8664 + (88119 + Ceeesl
- — - substraty:
wo-p-o i § i B o .
Bl oy —— — o’v\j R s 5-fosfo-beta-D-rybozyloamina
L N : s .
====== ! difosforan
vododon I L o -
LG e o L-glutaminian
Reaction class|RCOG810 C@@B25_CEAEG4 - pFOdukty:
RC@2724 CEO119_CO2090 L-glutamina
RC@2752 Ceaes6d_Ce3090
Enzyme 2.2.2.1a 5-fosfo-alfa-D-rybozo-1-difosforan
Pathway rn@ez3e Purine metabolism
rn@e25@ Alanine, aspartate and glutamate metabolism HZO
rne11@e Metabolic pathways
rn@1116 Biosynthesis of secondary metabolites
404 1 mM MtrAvs
! 1mM mc2 155
MSMEG_1093 - Podjednostka gamma/beta ureazy
1 mM MtrA/GInR vs
1 mM GInR
Entry ROO131 Reaction Enzym: EC3.5.1.5
Name Urea amidohydrolase
Definition Urea + H20 <=> C02 + 2 Ammonia - ureaza
Equation (0086 + CPOO1 <=> COV011l + 2 (C00la - Iigaza
o H
... oo L, A, - substraty:
2 2 .
coooge k[ff cooott cooo14 mocznik
H\O/H HZO
<0000 - produkty:
Reaction class|RC02798 (00014 (00086 C02
RCO2806 CO0O11_C0oRe86
Enzyme 3.5.1.5 NHs
Pathway rnee22e Arginine biosynthesis

rnee23e purine metabolism

rnee7ol Atrazine degradation

rn@llee metabolic pathways

rne1120 Microbial metabolism in diverse environments

Uzyskane dane transkryptomiczne wskazujg na znaczaca

role biatka GInR

w metabolizmie puryn. W warunkach gtodu azotowego odnotowano nizszy poziom

ekspresji genu msmeg_6261, kodujgcego enzym amidofosforybozylotransferaze, biorgca

udziat w wytwarzaniu L-glutaminy, w szczepie mutancie Ag/nR zaréwno w poréwnaniu do

szczepu ,,dzikiego” jak i mutanta AmtrA, (Tabela 40., Rycina 42.).
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Metabolizm tyrozyny

Tyrozyna zaliczana do grupy aminokwasdw aromatycznych, w ktérych jeden

z atomow wodoru w alaninie jest zastgpiony przez pierscien aromatyczny, bierze udziat

w metabolizmie azotu w komadrkach drobnoustrojow.

Cysteingl DCEA
Pheotuelari
TYROSINE METABOLISM © Fheomelanin
Welanin biossahe s
Dopaquinone L»unud.opaq\umn& Dopachroms Indole-5,6.quivone
(114181 |—»O—————0 Bunushanin
34 Pibdaocy-
Plenylslanite, tyosine
wmmnhmswﬂ%sﬂ 11031 [EGER| (53312}
SEIQCA
{L-Alarin 3
Phenol [ sema]aﬁ.yde
pn e iosyal 5(LAhmn3Kl)2hydmxx]11
A Ydl,_‘
[r1L1g] - 1111 {11113} 41992 r pic ki) 16112
F%j Liosi[iae] | MipoR o e
L~ @ —8 s e———ee———— ——————— o ———ro_____
Tyt Tamaliizs]
Triiodothyronine o [Arrzs]fariz] NMM [z116] 1116
iz S FYVYE=] CRETs)| @,‘Z’*““"W ¥ el hive
I | Isopunol OLMetanephnnc
3-Aming- Q o o 2619 |[261.57 Fsamne wmydm al mhmsymhesls
‘oA vt ¥
4 26.1.58][141.20 41110
propmes] 143 ﬁlkgbdbmvnhls — 1434 432 141 [143403 ~FEET] 14341 )
phen pmpmume 1492
1L ghgxm;‘mh P“B“Yl"‘m‘ 3 4 Dihyrro: y 31 thoy- Ftihiicee lng 4]
(R)-5.(4 Hydhoy. Ot——=—=—=———pOg——{d4 1180 ———FC———— O—»0 Salldxnslde © Hhyoyper PRI
phers)lactate v 111257 ﬁh ace] ]dgh%@? o P‘“‘“Vlglymlf’ligfyd‘e
Blengllurive | g, 0 Sy 3(34Dm
olist pherylasstate phengl)lac 1215 |:‘:‘1 111 1215
Lt oory O (g
hengtprapetoate 114149] 34 Dikdro X, 4T
34 Dihyrroy: plen iflﬁiylm o e
7
ORos e ensglyrol
Gemsam 12120 [311- ] ¥ Homoge phenglace tate’ stoainat
[4.114] - ETEE| 1141513 114148} 2118 211] [2116]
P e G T =
iytareute
,n 3. Vethox yi
A Maleyi- ——
E,MAJBE,L mm{}m g AHyory- 2 H'Kdmxyj catoxy- LCMW degradation phenyletiienszlyrol o ¢hyumxymnaehm
g pheriplace it Cob
5212
12180][111312]
- pr— 3 Gaozy 2 sotept
p sl S P v S . Torit oo o)
3] (3215 331w 5 Caboxymes - 20 hcpt 24 Diy
o g Rtk ke ﬁma‘ﬁe LG e zmamydimxmp‘
N—
eyphers
f Pyruvate O
Aostoacs tate
9 Malsate
Citrate cyl:le
B“m (mx.) )
| MSMEG_3615 | o | MSMEG_2526 |

Rycina 43. Szlaki

metaboliczne przemian tyrozyny z uwzglednieniem enzymow

regulujgcych te szlaki. O — geny ulegajgce indukcji oraz kodowane przez nie enzymy,

— geny ulegajace represji oraz kodowane przez nie enzymy.

Tabela 41. Charakterystyka reakcji enzymatycznych regulujgcych metabolizm tyrozyny

zachodzgcych w komérkach M. smegmatis, przeprowadzona z wykorzystaniem platformy

KEGG.

Metabolizm tyrozyny

M. smegmatis

Rv

Produkt

Uktad
eksperymentalny
1 mM MtrA vs

i 1mM GInR

MSMEG_2526

Oksydaza miedziowo-
metyloaminowa

i 1 mM GInR vs
1mM mc2 155

Enzym: EC 1.4.3.4
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- oksydaza monoaminowa
- oksydoreduktaza

- substraty:
RCH;NHR'




Entry Re43ee Reaction

Name 4-(2-aminoethyl)-1,2-benzenediol:oxygen oxidoreductase(deaminating)
(flavin-containing)

Definition Dopamine + H20 + Oxygen <=»> 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyde + Ammonia
+ Hydrogen peroxide

Equation C83758 + C@eeel + (eoee7 <=»> (84843 + (00814 + CBLE827

HO

C04043

r-m:@/\,m-c2
HO ™
C03758

VAR

H,O
0,

- produkty:
RCHO
R'NH,
H,0,

Enzym: EC 1.4.3.21

H. _H o0=0 H HO-OH . . .
~07 cooon Ny, coo0? - oksydaza pierwszorzedowej aminy
Cooo01
cooo1s - oksydoreduktaza
Reaction class|RC@AR62 C@3758 CO4043 - substraty:
RC@2755 (eeea7_cees27
Enzyme 1.4.3.4 1.4.3.21 1.4.3.- 1.4.9.2 RCHZNHZ
Pathway rn@e35@ Tyrosine metabolism HZO
rn@e95e Isoquinoline alkaloid biosynthesis O
rnellee Metabolic pathuways 2
rn@1116 Biosynthesis of secondary metabolites - produkty:
RCHO
NH3
H.0>
Enzym: EC 1.4.9.2
- dehydrogenaza aralkiloaminowa
(azuryna)
- oksydoreduktaza
- substraty:
AFCHzNHz
H,0
azuryt
- produkty:
ArCHO
NH3
zredukowana azuryna
Biatko rodziny dehydrogenaz 1 mM MtrAvs
MSMEG_3615 Rv1862 y dehydrog - -4,6
alkoholowych wigzacych cynk 1mM mc2 155
Entry RO4880 Reaction Enzym: EC1.1.1.1
Name 3,4-dihydroxyphenylethyleneglycol :NAD+ oxidoreductase
pDefinition 3,4-Dihydroxyphenylethyleneglycol + NAD+ <=> 3,4-Dihydroxymandelaldehyde - dEhydrC’genaza a|k0h0|owa (ADH)
+ NADH + H+
Equation CO5576 + COORB3 <=> CO5577 + (OGB4 + (C0OO8O b OksydorEdUktaza
on o - substraty:
o o o o
wi(j” ‘ — — w@)v alkohol pierwszorzedowy
Oj ' R ) NAD+
T :;;% o, o, G Y alkohol drugorzedny
3 —0-B-o-b-o— O, ", 0 wn-0-F—0—F-0. k(S i
SIS e mey - produkty:
“““““ aldehyd
Reaction class|RCO0001 (@0003_C00004
RCOOO99 C@5576_C0@5577 NADH
Enzyme 1.1.1.1 H+
Pathway rnee3se Tyrosine metabolism
rn@1108 Metabolic pathways keton

Uzyskane dane transkryptomiczne wskazujg na znaczacg role biatka GInR
w metabolizmie tyrozyny. W warunkach gtodu azotowego odnotowano nizszy poziom
ekspresji genu msmeg_2526 w szczepie mutancie Ag/nR zarowno w porownaniu do szczepu
,dzikiego” jak i mutanta AmtrA, (Tabela 41., Rycina 43.). W przypadku genu kodujgcego
enzym oksydaze monoaminowg, doszto réwniez do znacznego obnizenia jego poziomu
ekspresji w szczepie mutancie Ag/nR, w sytuacji gdy zestawiono ze sobg wyniki uzyskane
dla tego mutanta oraz szczepu dzikiego (Tabela 41., Rycina 43.). Natomiast poréwnanie
danych transkryptomicznych mutanta AmtrA i szczepu ,dzikiego” wykazato znaczace

obnizenie ekspresji genu msmeg_3615 kodujgcego dehydrogenaze alkoholowg przy braku

funkcjonalnego biatka MtrA (Tabela 41., Rycina 43).
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Metabolizm alaniny, asparaginianu i glutaminianu

Aminokwasy takie jak alanina, asparaginian czy glutaminian sg przede wszystkim
elementami wchodzgcymi w sktad peptyddw, w zwigzku z czym odgrywaja kluczows role

w metabolizmie podstawowym, wptywajgc w sposdb bezposredni lub posredni na procesy

zachodzgce w komoadrkach bakteryjnych.
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Rycina 44. Szlaki

z uwzglednieniem enzymow regulujacych te szlaki.
kodowane przez nie enzymy,

enzymy.

Tabela 42. Charakterystyka reakcji enzymatycznyc

metaboliczne przemian alaniny,

asparaginianu i glutaminianu

o- geny ulegajace indukcji oraz

— geny ulegajace represji oraz kodowane przez nie

h regulujacych metabolizm alaniny,

asparaginianu i glutaminianu zachodzgcych w komadrkach M. smegmatis, przeprowadzona

z wykorzystaniem platformy KEGG.
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Metabolizm alaniny, asparaginianu i glutaminianu

. Uktad
M. smegmatis Rv Produkt Up Down eksperymentalny
MSMEG_3200 - 1 mM MtrA vs
= Rv1595 Oksydaza L-asparaginianowa - -6,1
(nadB) ¥ parag J 1mM GInR
Entry RO®357 Reaction Enzym: EC1.4.3.2
Name L-Aspartic acid:oxygen oxidoreductase (deaminating) . ,
Definition L-Aspartate + H20 + Oxygen <=> Oxaloacetate + Ammonia + Hydrogen - Oksydaza L-aminokwasdéw
peroxide - oksydoreduktaza
Equation Co00e49 + COBLO1 + CBRAB7 <=> (PBO36 + (POO14 + (BBB2T
S - substraty:
HOJ\/\WOH . ] » . HONOH L-aminokwas
NH; O e /-’ N N 0 H,0
€00049 \f/ N/ l \} co0036 0,
"o et A comr - produkty:
conony H™"H 2-okso karboksylan
Co0014
Comment see ROO359 NH3
Reaction class|RCEEEO6 C0BB36_COR4I H20;

RCO2755 (CPOOR7_CPe827
RCO279S (0O814_(Lee49

Enzym: EC 1.4.3.16

Enzyme 1.4.3.2 1.4.3.16
Pathway rn@@250 Alanine, aspartate and glutamate metabolism Fa
rn@1108 Metabolic pathways - Oksydaza L-asparaginianowa
- oksydoreduktaza
- substraty:
L-asparaginian
0O,
- produkty:
iminobursztynian
H,0,
MSMEG 3226 Syntaza glutaminianowa, 441 1 mM GInR vs
- NADH/nadph, mata podjednostka ! 1 mM mc2 155
Entry RO0243 Reaction Enzym: EC1.4.1.2
Name L-glutamate:NAD+ oxidoreductase (deaminating) - dehydrogenaza g|utaminianowa
pDefinition L-Glutamate + NAD+ + H20 <=> 2-Oxoglutarate + Ammonia + NADH + H+
Equation C@OO25 + CEPOR3 + CPPPAL <=> (0026 + (PAO14 + (00004 + (00080 - oksydoreduktaza
U, - substraty:
aon ‘ \ \ L-glutaminian
,1)”:5> oo nvwm ./j)\““‘ o o “(N N HZO
oRse Q “Eofes NAD+
- produkty:
Comment NADPH (ec 1.4.1.3 and 1.4.1.4, see R00248) ~
Reaction class|RCO60O1 CEEOO3_COOEOA 2 OkSOEIUtaran
RCOOPO6  COOA25_C00B26 NHs3
RCO2799  (00014_C00025
Enzyme 1.4.1.2 1.4.1.3 1.4.1.14 NADH
Pathway rnee22e Arginine biosynthesis H+

rnee25e Alanine, aspartate and glutamate metabolism
rnee43e Taurine and hypotaurine metabolism

rnoe91e nNitrogen metabolism

rne11e8 Metabolic pathways

rne112e mMicrobial metabolism in diverse environments

Entry ROVO93 Reaction
Name L-glutamate :NAD+ oxidoreductase (transaminating)
Definition 2 L-Glutamate + NAD+ <=> L-Glutamine + 2-Oxoglutarate + NADH + H+
Equation 2 C00025 + COOVO3 <=> COPO64 + COOD26 + COP0OA + COOOZO
«  a s 0 o o
— not A, noy o
oy &

Reaction class(RCO0001 (00003_C00004
RCOOGO6  (00025_C00026
RCOO016 (C0OB25_ (064

Enzyme 1.4.1.14

Pathway rnee25e Alanine, aspartate and glutamate metabolism
rnee9le Nitrogen metabolism

rnel1ee Metabolic pathways

rnd111e Biosynthesis of secondary metabolites
rne112e Microbial metabolism in diverse environments
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Enzym: EC1.4.1.4
- dehydrogenaza glutaminianowa (NADP+)
- oksydoreduktaza
- substraty:
L-glutaminian
H,0
NADP+
- produkty:
2-oksoglutaran
NH3
NADPH
H+

Enzym: EC 1.4.1.3
- dehydrogenaza glutaminianowa [NAD(P)+]
- oksydoreduktaza
- substraty:
L-glutaminian
H,O
NAD+
NADP+
- produkty:



Entry ROO114

Reaction

L-glutamate:NADP+ oxidoreductase (transaminating)

2-oksoglutaran

Definition 2 L-Glutamate + NADP+ <=> L-Glutamine + 2-Oxoglutarate + NADPH + H+ NH3
Equation 2 (00025 + COLPO6 <=> (VOO64 + (00026 + COPOBS + CO0OB0 NADH
gt s ol NADPH
Enzym: EC 1.4.1.13
- - syntaza glutaminianowa (NADPH)
Comment two-step reaction (see ROO256+R00248)
Reaction class|RCOBOO1 (0GOS _COOVO6 - oksydoreduktaza
s oo o - substraty:
Enzyme 1.2.1.13 L-glutaminian
R oonio Niirogen meraborton e metabelien H20
rnél160 Metabolic pathways ) NHs
rn@1110 Biosynthesis of secondary metabolites
rne112e Microbial metabolism in diverse environments NADP+
rn@1230 Biosynthesis of amino acids _ produkty:
L-glutamina
2-oksoglutaran
NADPH
H+
H,0
NH3
Enzym: EC 1.4.1.14
- syntaza glutaminianowa (NADH)
- oksydoreduktaza
- substraty:
L-glutaminian
H,0
NH3
NAD+
- produkty:
L-glutamina
2-oksoglutaran
NADH
H+
H,0
NH3
- ) 1 mM MtrA vs
. 1mM mc2 155
MSMEG_6693 - Syntetaza glutaminy Il ey ] L M MtrA vs
! 1mM GInR
- 1 mM MtrA vs
MSI\/(IgEI(j;)LIBO Rv2220 Syntetaza glutaminy typu | 1 ianMGGIr:rIIRRvs
i -10,64 1 mM mc2 155
- 1 mM MtrA vs
MSMEG_6260 - Syntetaza glutaminy, typ Ill 1mM GInk
(gInT) ’ i T 1 mM GInR vs
! 1 mM mc2 155
- 1 mM MtrA vs
MSMEG_4294 - Syntetaza glutaminy typu | 1mM GInR
(gInA) i .884 1 mM GInR vs
! 1 mM mc2 155
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Enzym: EC 6.3.1.2
- syntetaza glutaminy
- ligaza
- substraty:
ATP
L-glutaminian
NH3
- produkty:
ADP
fosforan
L-glutamina




Entry ROO253 Reaction
Name L-Glutamate:ammonia ligase (ADP-forming)
Definition ATP + L-Glutamate + Ammonia <=> ADP + Orthophosphate + L-Glutamine
Equation (P02 + CPOO25 + COOOL4 <=> (0008 + COPOOO + COAD6A
9 a PR
o ~Aron o ~ oA~ Ay
Ny
conozs y { . <ot
o Thowe o 9 o Tl B
vobolo Lo P Y™ i oo Bon( A wolhen
WO O o T N cooose HO HO | NN a6
Reaction class|RCO0002 (@EED2_C0R0O8
RCOGO10 (00025 CO064
RCO2798 (0014 COBO64
Enzyme 6.3.1.2
Pathway rnee220 Arginine biosynthesis
rn@@250 Alanine, aspartate and glutamate metabolism
rnee63e Glyoxylate and dicarboxylate metabolism
rnee91e Nitrogen metabolism
rn@llee Metabolic pathways
rne112e Microbial metabolism in diverse environments
rn@1236 Biosynthesis of amino acids
Entry ROO256 Reaction
Name L-glutamine amidohydrolase
Definition L-Glutamine + H20 <=> L-Glutamate + Ammonia
Equation C00064 + (0001 <=> (00025 + (00014
H
— > 1y
Co0014
C00064
(o] (o]
Cooo01 HOJJ\,;/\)LOH
NH»
Co0ozs
Comment ec 2.6.1.85 (see RO1716, ROB256+R@5552)
ec 6.3.4.2 (see ROO573, ROL256+R0O571)
ec 6.3.5.4 (see ROO578, ROL256+R00483)
ec 6.3.5.5 (see ROO575, ROO256+R10948+R10949+RO1395)
ec 2.6.1.123 (see R12939, RO0256+R12937+R12938)

Reaction clas

S|RCOO16  (0LO25_ (00064
RCO2798 (0014 _C0RB64

Enzym: EC 3.5.1.2

- glutaminaza

- hydrolaza

- substraty:
L-glutamina
H,0

- produkty:
L-glutaminian
NH3

Enzym: EC 3.5.1.38

- glutamin-(asparagin-)aza

- hydrolaza

- substraty:
L-glutamina
H,0
L-asparagina

- produkty:
L-glutaminian
NH3
L-asparaginian

Enzyme 1.4.1.13 1.4.1.14 1.4.7.1 2.6.1.85
2.6.1.123 3.5.1.2 3.5.1.38 4.3.2.10
4.3.3.6 6.3.4.2 6.3.5.2 6.3.5.4
6.3.5.5 6.3.5.13
Pathway rne@22e Arginine biosynthesis
rnee25e Alanine, aspartate and glutamate metabolism
rne11ee Metabolic pathways
796 1 mM MtrA vs
Dehydrogenaza semialdehydu ! 1mM mc2 155
MSMEG_5912 Rv1731
bursztynowego 782 1 mM MtrA vs
! 1mM GInR
Entry REO713 Reaction Enzym: EC1.2.1.16
Name succinate-semialdehyde:NAD+ oxidoreductase .
Definition Succinate semialdehyde + NAD+ + H20 <=> Succinate + NADH + H+ - dEhYdrOEenaza bUrSZtynlanOWO'
Equation C00232 + C0EPO3 + CO0ROL <=> C0Pe42 + C00PO4 + CO0RSe semialdehydowa [NAD(p)+]
q
g, S - wioy| | - oksydoreduktaza
’ ‘ L e - substraty:
e o’ i 8 00080 . .
o NQJNI:» @)* . . XY semialdehyd bursztynianowy
roene~Y TR NAD+
He' om HO  oH (nn:ﬁ oH HO O NADP+
Comment NADP+ (ec 1.2.1.16, see REQ714) H,O
Reaction class|RC0O0001 (00003_(00004 2
RCOOO80  (POVA2 (00232 - produkty:
Enzyme 1.2.1.16 1.2.1.24 N
Pathway rnee25¢ Alanine, aspartate and glutamate metabolism bursztynlan
rnee3se Tyrosine metabolism NADH
rnee658 Butanoate metabolism
rnee76e Nicotinate and nicotinamide metabolism NADPH
rne11e@ Metabolic pathways H+
rnd1120 Microbial metabolism in diverse environments

Enzym: EC1.2.1.24
- dehydrogenaza bursztynianowo-
semialdehydowa (NAD+)
- oksydoreduktaza
- substraty:
semialdehyd bursztynianowy
NAD+
H,O
- produkty:
bursztynian
NADH
H+
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Entry ROO714 Reaction Enzym: EC1.2.1.79
Name succinate-semialdehyde:NADP+ oxidoreductase .
Definition Succinate semialdehyde + NADP+ + H20 <=> Succinate + NADPH + H+ - dehydrogenaza burSZtananOWO-
Equation (00232 + COOQ06 + COPEOL <=> (00042 + (00005 + (00080 semialdehydowa (NADP+)
-]
9
ox g S—— ~— w1 | - oksydoreduktaza
zzzzzz / [ <0004z .
) A" . . - substraty:
L _u Ay oo . .
o o =~ O . L’j’@ semialdehyd bursztynianowy
W 0 oo0-bo b o, Y, O 0-P_o—p o,
L™ e L 5 T ) NADP+
wd on nd o wo' o Wo o
0:1::3“ 0=p-OH H 20
o
coonos
Comment NADH (see Re@713) - produkty.
Reaction class|RCOGOL (B0EOS_(OB006 bursztynian
RCOOQ80 (00B42_(00232
Enzyme 1.2.1.16 1.2.1.79 NADPH
Pathway rnee25¢ Alanine, aspartate and glutamate metabolism H+
rnee3se Tyrosine metabolism
rnee6se Butanoate metabolism
rnee76@ wnicotinate and nicotinamide metabolism
rn@11ed Metabolic pathways
rn@112@ Microbial metabolism in diverse environments

Analiza transkryptomiczna szczepow hodowanych w warunkach niedoboru azotu
wykazata znacznie obnizony poziom ekspresji gendw msmeg_4290, msmeg_4294 oraz
msmeg_6260 w szczepie AgInR w poréwnaniu do szczepu dzikiego oraz mutanta AmtrA
(Tabela 42., Rycina 44.). W szczepie pozbawionym funkcjonalnego biatka MtrA nastgpito
natomiast znaczgce obnizenie ekspresji genu msmeg_5912 kodujgcego dehydrogenaza
semialdehydu bursztynowego w poréwnaniu zarowno do szczepu ,dzikiego” jak i mutanta

AgInR (Tabela 42., Rycina 44.).
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6. Dyskusja

W celu przystosowania sie do zmiennych i czesto niesprzyjajacych warunkéw
sSrodowiska, bakterie wyksztatcity szereg mechanizmoéw adaptacyjnych. Jak wskazuja
najnowsze badania, wazng role w adaptacji bakterii do zmieniajacych sie warunkodw,
odgrywajg dwukomponentowe systemy transdukcji sygnatu (TCSs). W wiekszosci
przypadkdw, w sktad systemdéw TCSs wchodzi kinaza histydynowa, zazwyczaj zakotwiczona
w btonie i odbierajgca docierajgce z zewnatrz sygnaty, oraz biatko regulatorowe,
modyfikujace ekspresje docelowych gendw (Simcox i wsp., 2023). Regulacja mechanizmoéw
przystosowawczych ma szczegdlnie znaczenie w przypadku bakterii patogennych, do
ktérych zaliczamy M. tuberculosis, bedgcy czynnikiem etiologicznym gruzlicy (Rahlwes

i wsp., 2023).

Jednym z gtéwnych celéw realizowanych badan bylo okreslenie roli
dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu MSMEG_6236/MSMEG_6238
wystepujgcego u szybkorosngcych pratkdw M. smegmatis. W celu okreslenia funkgcji, jaka
odgrywa wyzej wymieniony system w globalnej regulacji metabolizmu u M. smegmatis
w ramach przeprowadzonych badan skonstruowano ukierunkowane mutanty
M. smegmatis pozbawione funkcjonalnych genéw tj. msmeg_6236, msmeg_6238 oraz
msmeg_6236/msmeg_6238. Uzyskanie mutantow typu ,knock down” wykazato, iz
analizowane geny nie sg niezbedne do przezycia pratkdw M. smegmatis w warunkach

laboratoryjnych.

W okresie obejmujgcym realizacje badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy
doktorskiej, ukazat sie artykut identyfikujgcy system MnoSR, jako TCS (Dubey i Jain, 2019).
W badaniach tych wykazano, iz kinaza MnoS ulega autofosforylacji i poprzez aktywnosc
fosfotransferazy indukuje biatko regulatorowe MnoR w komadrkach M. smegmatis (Dubey
i Jain, 2019). Ponadto, okazato sie iz system MnoSR reguluje ekspresje dehydrogenazy
metanolowej (Mno) oraz wptywa na ekspresje genu msmeg 6239, ktory koduje
przypuszczalng dehydrogenaze 1,3-propanadiolu. Uzyskane przez zespo6t Dubey'a i Jain'a
dane wskazujg na brak zdolnosci szczepu pozbawionego systemu MnoSR do wzrostu
w obecnosci metanolu i 1,3-propanadiolu stanowigcych jedyne Zrdodto wegla, co wskazuje
na role systemu MnoSR w metabolizmie alkoholi (Dubey i Jain, 2019). Biorgc pod uwage
opublikowane dane, postanowiliSmy przeprowadzi¢ analize kinetyki wzrostu uzyskanych

mutantow M. smegmatis w obecnosci 1,3-propanadiolu, metanolu i etanolu stanowigcych
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jedyne zrédta wegla. Przeprowadzone analizy, wykazaty istotne statystycznie obnizenie
tempa  wzrostu szczepow  mutantdw  Amsmeg 6236, Amsmeg 6238 oraz
A(msmeg_6236/msmeg_6238) w pordwnaniu do szczepu dzikiego mc? 155 w obecnosci
1,3-propanadiolu stanowigcego jedyne z7rédto wegla, co potwierdzito udziat MnoSR
w regulacji metabolizmu 1,3-propanadiolu. W przypadku zastosowanie metanolu, efekt
zahamowania wzrostu mutantéw byt trudniej zauwazalny ze wzgledu na bardzo
ograniczony wzrost szczepu kontrolnego na podtozu z 2% metanolem, oraz brak wzrostu
na podtozu z 1% metanolem. Znaczgce rdznice we wzroscie szczepow mutantéw oraz
szczepu kontrolnego zaobserwowano natomiast stosujgc jako jedyne Zzrodto wegla dodatek
etanolu co wskazuje, ze zdolno$¢ do metabolizmu tego alkoholu jest regulowana przez
MnoSR. Analizy wzrostu poszczegdlnych mutantdow na podtozu z dodatkiem etanolu lub
1,3-propandiolu wykazaty, ze za brak zdolnosci do wykorzystania obecnych w podfozu
zrodet wegla odpowiada defektywny gen msmeg_6236 gdyz brak wzrostu charakteryzowat
wytgcznie mutanty Amsmeg_6236 oraz A(msmeg_6236/msmeg_6238) lecz nie mutanta
Amsmeg _6238. Gen msmeg 6238 koduje enzym o aktywnosci kinazy zdolnej do
fosforylacji produktu genu msmeg_6236, mozna wiec zatozy¢, ze funkcjonalno$é MnoR jako
regulatora metabolizmu alkoholi nie wymaga fosforylacji, badz ze biatko to moze ulegac
w komdrce fosforylacji przez inng kinaze. Zjawisko krzyzowej fosforylacji wykazano dla
innych mykobakteryjnych biatek regulatorowych systemoéw TCSs. W warunkach in vitro
wykazano, ze PrrA i MprA ulegajg fosforylacji przez kinaze PrrB, KdpE i TcrA aktywowane s3
przez KdpD, a kinaza MtrB przekazujgca grupe fosforanowg na MtrA KdpE, TcrA, TcrX, PhoP
i NarL (Agrawal i wsp., 2015).

Jednym z gtéwnych czynnikdw wptywajgcych na wzrost drobnoustrojow jest
dostepnosc sktadnikéw odzywczych. Patogenne szczepy M. tuberculosis zlokalizowane
w makrofagach i narazone na dziatanie czynnikow stresowych takich jak niedotlenienie,
zakwaszenie czy stres oksydacyjny wykazujg zdolnos¢ do wspotmetabolizowania wielu
substratéow weglowych wewngatrz komadrek gospodarza, co wptywa na ich zdolnos¢ infekcji
gospodarza (Xu i wsp., 2022). Ze wzgledu na duze zdolnosci adaptacyjne komarek pratkdw
do zmieniajacych sie warunkéw srodowiska oraz zdolno$é do regulacji procesdéw
metabolicznych zachodzgcych w ich komédrkach, postanowiono przeanalizowa¢ zdolnos¢
uzyskanych szczepéw mutantow M. smegmatis do wykorzystania okreslonych cukrow
prostych i dwucukrow, w warunkach stresu weglowego. Przeprowadzone analizy wykazaty,

ze badane pod tym katem weglowodany z wyjgtkiem fruktozy s3 metabolizowane
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w podobny sposéb przez szczep kontrolny i mutanty. Fruktoza natomiast byta
metabolizowana znaczgco wydajniej przez szczep kontrolny w poréownaniu do mutanta
pozbawionego funkcjonalnego biatka MnoR. Wydaje sie jednak, ze MnoRS nie jest znaczgco
zaangazowany w regulacje proceséw katabolicznych wykorzystujgcych jako substrat
weglowodany, badz przynajmniej, z wyjatkiem fruktozy, nie jest niezbedny do utylizacji

tych zrédet wegla.

Regulacja podstawowych procesdw metabolicznych przez TCSs u mykobakterii moze
prowadzi¢ do zmiany wrazliwosci pratkdw na podstawowe leki przeciwgruzlicze. Badania
przeprowadzone przez Dadure i wsp., wykazaty zwiekszong wrazliwo$¢ mutanta
M. smegmatis pozbawionego zdolnosci do syntezy kinazy histydynowej PdtaS na
antybiotyki aminoglikozydowe oraz tetracyklinowe (Dadura i wsp., 2017). Ponadto,
wykazano, iz nadekspresja genu rv3143, kodujgcego sieroce biatko regulatorowe Rv3143
(MSMEG_2064) doprowadzita do okoto dwukrotnego wzrostu wrazliwosci szczepu
M. smegmatis na rifampicyne (Dong i wsp., 2020). Badania przeprowadzone przez
Ptocinska i wsp., wykazaty z kolei zwiekszong opornos$¢ mutanta rv3134 na walinomycyne,
antybiotyk zmieniajgcy potencjat elektrochemiczny komorki pratkéw (Ptocinska i wsp.,
2022). Zaobserwowano takze, ze inaktywacja biatka MtrA bedgcego regulatorem
odpowiedzi niezbednego u mykobakterii systemu MtrA/MtrB prowadzi do uwrazliwienia
pratkdw na podstawowy lek przeciwgruzliczy rifampicyne (Gorla i wsp., 2018). Biorgc
powyzsze pod uwage, postanowiono okresli¢ wrazliwos¢ uzyskanych szczepédw mutantow,
pozbawionych funkcjonalnych gendw mnoSR na wybrane antybiotyki. Przeprowadzone
analizy wykazaty, ze inaktywacja systemu mnoSR nie wptywa na zmiane wrazliwosci
pratkdw na badane antybiotyki. Mozna zatem przypuszczaé, ze inaktywacja MnoSR nie
wptywa znaczgco na ostony komorkowe pratkow w tym przepuszczalno$¢ Sciany
komodrkowej, na funkcjonalnos$é¢ rybosomow, proces transkrypcji oraz nie indukuje

systemow opornosci wielolekowej.

W celu poznania szerszego znaczenia roli biatek MSMEG_6236 i MSMEG_6238,
w przemianach metabolicznych M. smegmatis, postanowiono przeprowadzi¢ globalng
analize transkryptomiczng mutanta A(msmeg_6236/msmeg_6238), w warunkach gtodu
weglowego oraz w obecnosci glukozy lub 1,3-propanadiolu jako jedynych Zrdodet wegla.
Przeprowadzona analiza pordwnawcza danych transkryptomicznych pozwolita na

wskazanie gendw, ktorych ekspresja zmieniata sie w zaleznosci od dostepnosci zrodta wegla
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(odpowiedZ na gtodzenie weglowe), badz tez bezposrednio lub posrednio w wyniku
inaktywacji systemu MnoSR. Jak zaktadano, najwieksze, sposréd odnotowanych rdznic,
dotyczyly zmian poziomu ekspresji genéw zwigzanych z odpowiedzia komérek
M. smegmatis na warunki, bedgce nastepstwem gtodzenia weglowego. Znaczne rdznice
w ekspresji gendw zaobserwowano réwniez poréwnujac szczep kontrolny oraz AmnoSR
rosngce w obecnosci 1,3-propanadiolu, co wynikato z braku zdolnosci szczepu mutanta do
wykorzystania tego alkoholu jako zrédta wegla. Obserwowane réznice w ekspresji gendw u
tych szczepow byty wiec rowniez pochodng gtodzenia weglowego mutanta. Najmniejsze
rdznice w poziomie ekspresji gendw obserwowano u mutanta w warunkach gtodzenia
weglowego, zaréwno z dodatkiem, jak i bez dodatku 1,3-propanadiolu. Brak zdolnosci do
utylizacji 1,3-propanadiolu przez mutanta powodowat, ze w obu przypadkach mielismy de

facto do czynienia z warunkami gtodu weglowego.

Sekwencjonowanie RNA (RNA-seq) jest coraz czesciej stosowang technika
w badaniach bakterii, w tym pratkow gruzlicy. Zbadanie transkryptomu bakterii
w okreslonych warunkach srodowiska pozwala na lepsze zrozumienie procesu adaptacji np.
podczas infekcji gospodarza oraz odpowiedzi na prowadzong terapie. Analizy te pozwalajg
takze zrozumiec¢ jak poszczegdlne czynniki, np. zmiana dostepnego Zrodta wegla
z weglowodandw na cholesterol wptywa na globalng rearanzacje transkryptomu
(Pawetczyk i wsp. 2021). Nalezy jednak pamietaé, ze obserwowane zmiany
w transkryptomie majg zarowno charakter zmian bezposrednich, gdy badany czynnik
wptywa wprost na ekspresje okreslonego genu, lub posredni, np. gdy zmiana ekspresji genu
nie jest bezposrednio wynikiem inaktywacji badanego genu a posrednim efektem zmian
w poziomie ekspresji innych biatek regulatorowych. Przeprowadzona w ramach wykonanej
pracy doktorskiej analiza transkryptomiczna, umozliwita wskazanie procesow
metabolicznych, ktére w badaniach warunkach, charakteryzujg sie najwiekszg zmiennoscig
wynikajgca badz z gtodzenia weglowego badz z inaktywacji systemu MnoRS. W tym drugim
przypadku zmiany w poziomie ekspresji okreslonych gendw nie oznaczajg bezposrednie;j
ich regulacji przez regulator odpowiedzi MnoR, gdyz mogg rowniez by¢ efektem posrednim
i wynika¢ ze zmian w poziomie ekspresji innych biatek regulatorowych. ldentyfikacja
regulonu MnoR wymagataby przeprowadzenia analizy ChipSeq, ktéra nie byta celem

niniejszej pracy doktorskiej.
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W obecnosci 2% glukozy, w szczepie kontrolnym i u mutanta odnotowano znaczgce
roznice w poziomie ekspresji genu msmeg 3934, kodujgcego enzym syntetaze
fosfoenolopirogronianowg (PEPs). Enzym, syntetaza fosfoenolopirogronianu, bierze udziat
w przeksztatceniu pirogronianu w fosfoenolopirogronian, co stanowi niezbedny etap
w procesie glukoneogenezy, w ktérej Zzrodtem wegla dla zachodzacych przemian jest
pirogronian lub mleczan. Badania przeprowadzone przez McCormick’a i Jakeman'a
wykazaty, iz PEPs jest niezbedna do wzrostu E. coli na trojweglowych zrédtach wegla, takich
jak pirogronian (McCormick i Jakeman, 2015). Badania przeprowadzone przez Zhang'a
i  Anderson’a potwierdzity natomiast obecno$¢ genu kodujgcego  PEPs
w komdrkach M. smegmatis oraz udziat jego produktu w glukoneogenezie (Zhang
i Anderson, 2012). Analiza kinetyki wzrostu w obecnosci pirogronianu sodu wykazata, ze
zarowno mutant jak i szczep kontrolny s3 zdolne do jego metabolizowania. Zdolnos¢ do
wykorzystania pirogronianu jako zrodta wegla zostata opisana réwniez dla M. tuberculosis
(Serafini i wsp., 2019). Przeprowadzone przez zespdt Verma analizy szlaku przemian
pirogronianu, wskazujg na istnienie alternatywnych szlakdw rozktadu pirogronianu
w komodrkach aktynobakterii (Verma i wsp., 2013). Brak rdznic w kinetyce wzrostu
mutantow MnoSR w odniesieniu do szczepu dzikiego, w obecnosci pirogronianu, Swiadczy
najprawdopodobniej o wystepowaniu alternatywnych drég metabolizowania tego zrdodta
wegla w komarkach M. smegmatis oraz ztozonych sieciach metabolicznych sktadajgcych sie

na proces glikolizy.

Analiza transkryptomiczna ujawnitfa réznice w ekspresji genéw zaangazowanych
w metabolizm fruktozy i mannozy, szlak pentozofosforanowy oraz w proces
glikolizy/glukoneogenezy, prowadzac do indukcji genu msmeg_3947 w szczepie mutancie
A(msmeg_6236/msmeg_6238) w obecnosci 2% glukozy w odniesieniu do szczepu dzikiego.
Badania przeprowadzone przez Mushtaga i wsp., wskazujg, iz gen Rv2029c, bedacy
ortologiem genu msmeg_3947 u pratkdw gruzlicy, petni funkcje fruktokinazy, ktéra
katalizuje zalezng od ATP konwersje fruktozy do fruktozo-6-fosforanu (Mushtaq
i wsp., 2015). Biorgc pod uwage doniesienia naukowe i uzyskane przez nas wyniki analiz
transkryptomicznych, postanowiono zweryfikowaé zdolno$¢ analizowanych szczepéw do
metabolizowania fruktozy, stanowigcej jedyne Zrédto wegla. Przeprowadzona analiza
potwierdzita zdolnos¢ szczepdw do wykorzystania fruktozy w warunkach gtodu weglowego.
Brak rdznic w kinetyce wzrostu szczepu mutanta A(msmeg 6236/msmeg_6238)

w odniesieniu do szczepu kontrolnego, moze wskazywaé na wystepowanie alternatywnych
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Sciezek metabolizmu fruktozy, ktdre sg aktywowane w warunkach gtodu weglowego.
Uzyskane przez nas dane potwierdzajg wnioski, wysuniete przez zespot Baloniego (Baloni
i wsp., 2014). Przeprowadzone przez Baloniego i wsp., analizy transkryptomiczne
i fenotypowe M. smegmatis pozwolity na zmapowanie szlakow metabolicznych
zachodzgcych w komodrkach tych pratkdw oraz wysuniecie hipotezy o wystepowaniu
roznych, czesto alternatywnych S$ciezek wykorzystania réznych zwigzkéw, ktdre mogg
uaktywniac sie w okreslonych warunkach. Atrakcyjng interpretacjg uzyskanych wynikow
jest rowniez potencjalna rola MnoR jako represora genu fruktokinazy. Indukcja ekspresji
fruktokinazy u mutanta MnoSR w obecnosci 2% glukozy moze réwniez wskazywaé na
bezposrednig lub posrednig role tego TCS w blokowaniu ekspresji fruktokinazy w obecnosci
glukozy. Brak funkcjonalnego represora MnoR mogtby doprowadzi¢ do uwolnienia
ekspres;ji fruktokinazy. Brak represora u mutanta, nie mégt natomiast wptyna¢ na zdolnosé
wykorzystania fruktozy jako jedynego zrdodta wegla. Hipoteza ta wymaga jednak weryfikacji
choéby poprzez badanie potencjalnego oddziatywania MnoR z promotorem genu

kodujgcego fruktokinaze.

Bez watpienia, na uwage zastugujg zmiany odnotowane w poziomie ekspresji genu
msmeg_3272, zaangazowanego w regulacje szlaku pentozofosforanowego w komarkach
M. smegmatis. Przeprowadzone przez nas analizy wskazujg na obnizong ekspresje genu
msmeg_3272 w szczepie mutancie w odniesieniu do szczepu kontrolnego w warunkach
niedoboru wegla, co wskazuje na potencjalng role MnoRS w regulacji szlaku
pentozofosforanowego. Enzym izomeraza rybozo-5-fosforanowa (Rpi) odpowiadajgca za
wzajemng konwersje rybozo-5-fosforanu (R5P) i rybulozo-5-fosforanu (Ru5P) jest waznym
enzymem w centralnym metabolizmie wegla u wielu mikroorganizméw m.in.
M. tuberculosis czy E. coli. Zwigzki posrednie szlaku pentozofosforanowego R5P i Ru5P
stanowig substraty wykorzystywane do biosyntezy nukleotydow, aminokwaséw

aromatycznych czy pirydoksyn (Tang i wsp., 2021).

Przeprowadzona analiza transkryptomiczna wykazata réwniez zmiany w ekspresji
gendw metabolizmu metanu. W warunkach gtodu weglowego zaobserwowalismy u
mutanta MnoSR wzrost ekspresji genu msmeg_0159. Zgodnie z danymi literaturowymi
(Zhou i wsp. 2020) poziom ekspresji genu msmeg_0159 obniza sie w warunkach niedoboru
sktadnikéw odzywczych (podtoze LB, 0,5% v/v zawartos¢ glicerolu). Biorgc pod uwage

wyniki uzyskane przez Zhou, mozemy wnioskowa¢, iz zaobserwowany przez nas wzrost
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ekspresji genu msmeg 0159 wynika prawdopodobnie z roli jakg petni MnoSR

w regulacji metabolizmu metanu, w warunkach deficytu Zzrédet wegla.

Adaptacja do warunkow deficytu zrédta wegla, niezalezna od obecnosci MnoSR,
pociggata za soba istotne zmiany metaboliczne zwigzane z procesem fosforylacji
oksydacyjnej. Mykobakterie wytwarzajg energie poprzez fosforylacje oksydacyjng,
zwigzang z potfaczonym dziataniem faficucha transportu elektronéw oraz syntezy ATP.
Zaobserwowane przez nas zmiany poziomu ekspresji gendw tworzgcych kompleks Nuo s3
zgodne z wnioskami wysunietymi przez Liang'a i Rubinstein‘a, ktdrzy w swojej pracy
wskazuja, iz ze wzgledu na silnie rozgateziony charakter taricucha transportu elektronéw
pratkow, wykazujg one zdolnos¢ do zmiany poziomu ekspresji gendw kodujgcych enzymy
zaangazowane w proces fosforylacji oksydacyjnej w réznych warunkach wzrostu (Liang

i Rubinstein, 2023).

Przeprowadzona analiza transkryptomiczna, wykazata wptyw systemu MnoSR na
metabolizm argininy, w warunkach niedoboru wegla. Arginina, bedgca zrodtem wegla
i azotu, ma kluczowe znaczenie dla przetrwania M. tuberculosis w organizmie gospodarza
(Cui i wsp., 2022). Szlak biosyntezy argininy jest regulowany przez osiem enzymow, w tym
enzym reduktaze N-acetylo-gamma-glutamylofosforanowa, kodowang przez gen argC,
ktory jest niezbedny do wzrostu M. tuberculosis w warunkach in vitro (Gupta i wsp., 2021).
W naszych analizach transkryptomicznych obserwowalismy obnizony poziom ekspresji
genu msmeg_3776 u mutanta w warunkach gtodu weglowego co moze wskazywac na role
MnoSR w regulacji metabolizmu argininy. Wptyw na regulacje metabolizmu argininy
zaobserwowano réwniez w przypadku enzymu ureazy, odpowiedzialnej za zjadliwos¢
niektérych bakterii chorobotwérczych, w tym takze M. tuberculosis. Ureaza odpowiada za
katalityczng hydrolize mocznika do amoniaku i karbaminianu, ktory szybko hydrolizuje do
amoniaku i kwasu weglowego (lsaac i wsp., 2019). Badania przeprowadzone przez Lin'a
i wsp., wskazujg na udziat ureazy w metabolizmie komdrek M. tuberculosis poprzez
dostarczanie zrodta azotu, w wyniku hydrolizy mocznika i produkcji amoniaku (Lin i wsp.,

2012).

W ramach pracy doktorskiej postanowiono takze oceni¢ potencjalng role biatka
regulatorowego MtrA w metabolizmie azotu u pratkdw. Analiza kinetyki wzrostu oraz
oceny przezywalnosci (CFU/ml) szczepu AmtrA wskazata na znaczenie funkcjonalnego

biatka MtrA w procesie pozyskiwania azotu z aminokwasow takich jak histydyna, prolina,
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metionina, oraz kwasu glutaminowy. Badania dotyczgce gtdwnego regulatora metabolizmu
azotu u mykobakterii, biatka GInR, przeprowadzone przez Antczak i wsp., (Antczak i wsp.,
2018), wykazaty kluczowa role tego czynnika transkrypcyjnego
w wykorzystaniu takich Zzrodet azotu jak kwas moczowy, histydyna, leucyna, allantoina,
hydantoina, prolina, glutaminian potasu i acetamid. Przeprowadzone przez nas badania
podwadjnego mutanta defektywnego w syntezie zarowno GInR jak i MtrA wykazaty nizszg
przezywalnoscia niz mutant Ag/nR na podtozu z dodatkiem proliny oraz lepsza
przezywalnoscig na podtozu z histydyng potwierdzajgc znaczenie MtrA w zdolnosci pratkow
do pozyskiwania azotu z wybranych aminokwaséw. O wspétdziataniu biatek GInR oraz MtrA
w regulacji metabolizmu azotu moze swiadczy¢ takze podobienstwo ich sekwencji
konsensusowych oraz wykazana w ramach niniejszej pracy zdolnos¢ do wigzania tej samej
sekwencji promotorowej genu amtB. Wydaje sie, ze biatko MtrA moze wigzac sie
przynajmniej do czesci promotorow regulowanych przez GInR. Wigzanie do tych samych
sekwencji promotorowych moze by¢ mechanizmem regulujgcym ekspresje gendw
w zaleznosci od dostepnosci okreslonych Z7rodet azotu. U Streptomyces coelicolor
wykazano, ze MtrA na podtozu bogatym w zwigzki azotowe wigze sie z promotorem genu
g/inR blokujgc jego ekspresje (Zhu i wsp., 2019). Przeprowadzone analizy mutantéw
wzbogacono takze o badania ich transkryptomdéw w warunkach gtodzenia azotowego.
Analiza danych transkryptomicznych potwierdzita role GInR jako regulatora metabolizmu
azotu u mykobakterii a takze wskazata na role MtrA jako regulatora w metabolizmie
argininy, puryn, tyrozyny, jak rowniez szlakdw przemian alaniny, asparaginianu
i glutaminianu. GInR, jako gtéwny regulator metabolizmu azotu, wspomagany jest takze
przez inne biatko regulatorowe NarR kontrolujgce metabolizm azotandéw i azotyndow

(Antczak i wsp., 2018).

Uzyskane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wyniki, pozwolity na poszerzenie naszej
wiedzy o roli dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu  MnoSR
w regulacji metabolizmu wegla w warunkach gtodu weglowego. Przeprowadzone badania
pozwolity réwniez wykazad, ze biatko MtrA oprdcz znanej roli w regulacji procesu replikaciji,
podziatdbw komdrkowych oraz syntezy S$ciany komodrkowej pratkdw (Gorla
i wsp., 2018, Purushotham i wsp., 2015) jest rowniez zaangazowane w regulacje

metabolizmu azotu.
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7. Wnioski

1. Biatka MnoS oraz MnoR tworzgce dwukomponentowy system transdukcji sygnatu
u M. smegmatis warunkujg zdolnos¢ pratkdw do pozyskiwania wegla z alkoholi

takich jak 1,3-propandiol, metanol oraz etanol.

2. MnoSR w warunkach gtodu weglowego reguluje ekspresje szeregu enzymodw

zaangazowanych w metabolizm pirogronianu, fruktozy, metanu i innych.

3. Obecnos¢ funkcjonalnego biatka MtrA warunkuje zdolno$¢ pratkow do

wykorzystania niektdrych aminokwasow jako jedynego zrddta azotu.

4. Brak funkcjonalnego biatka MtrA u mykobakterii w warunkach gtodzenia azotowego
wptywa na poziom ekspresji enzymow uczestniczgcych w metabolizmie argininy,
puryn, tyrozyny, jak réwniez szlakdw przemian alaniny, asparaginianu

i glutaminianu.
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Streszczenie

Zaréwno wewnatrzkomorkowe patogeny M. tuberculosis jak i szczepy saprofityczne
takie jak M. smegmatis muszg posiadaé¢ zdolnos$¢ adaptacji do zmian zachodzacych
w Srodowisku wzrostu, takich jak dostepnos¢ substancji odzywczych w tym zrédet wegla
i azotu, obecnos¢ antybiotykdw, metali ciezkich czy tez elementéow ukfadu
odpornosciowego gospodarza. Do systemdéw adaptacyjnych, umozliwiajgcych bakteriom
dostosowanie sie do niekorzystnych warunkéw zaliczamy m.in. dwukomponentowe
systemy transdukcji sygnatu (TCSs), ktdre s3 zaangazowane w wiele proceséw
metabolicznych w tym w regulacje szlakdw katabolicznych, wyksztatcenie mechanizmow

wirulencji czy transport substancji odzywczych.

Liczba TCSs wystepujacych u bakterii jest zroznicowana. Analiza genomow réznych
gatunkow bakterii wykazata, iz mikroorganizmy te majg Srednio 52 TCSs. Wiekszos¢ TCSs
zawiera dwa podstawowe komponenty: biatko sensorowe tj. kinaze histydynowa (HK) oraz

jego docelowe biatko regulatorowe (RR) czyli regulator odpowiedzi.

Systemem wystepujgcym w komdrkach pratkdw M. smegmatis, nie majgcym
swojego odpowiednika u pratkéw gruzlicy, jest dwukomponentowy system transdukgji
sygnatu MnoSR, w sktad ktérego wchodzi kinaza histydynowa MnoS (MSMEG_6238) oraz
regulator odpowiedzi MnoR (MSMEG_6236). Geny kodujgce system MnoSR tworzg
wspoélny operon (mnoSR) a ich produkty biorg udziat w regulacji metabolizmu
metylotroficznego u M. smegmatis. Wykonane w ramach pracy doktorskiej analizy miaty
pomdc w okresleniu funkcji biatek MnoS i MnoR, wchodzacych w skfad systemu MnoSR
w metabolizmie pratkéw. W tym celu, przy zastosowaniu homologicznej rekombinacji,
skonstruowano ukierunkowane, nieoznaczone mutanty M. smegmatis pozbawione genu
msmeg_6236, msmeg 623 lub obu gendw rdéwnoczesnie. Uzyskane mutanty
komplementowano takze funkcjonalng kopiag gendw w celu uzyskania szczepow
kontrolnych. Rekombinowane szczepy poddano nastepnie analizie wzrostu na podtozach
minimalnych zawierajgcych zdefiniowane zrodta wegla i azotu. Analiza kinetyki wzrostu
wykazata, ze inaktywacja systemu MnoSR uposledza zdolnos¢ M. smegmatis do
wykorzystania alkoholi takich jak 1,3-propandiol, metanol i etanol jako Zzrodta wegla, nie
wptywa natomiast na zdolno$¢ wykorzystania wiekszosci mono- i disacharydéw

z wyjatkiem fruktozy. Nie zaobserwowano natomiast uposledzenia wzrostu
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rekombinowanych szczepéw na podtozu minimalnym z szeregiem organicznych
i nieorganicznych Zzrédet azotu. Inaktywacja systemu MnoSR nie wptyneta takze na zmiane
wrazliwosci M. smegmatis na antybiotyki aminoglikozydowe, tetracykliny, etambutol oraz
rifampicyne. W celu poznania znaczenia systemu MnoSR w globalne odpowiedzi pratkow
na limitowany dostep wegla zastosowano metode sekwencjonowania catkowitego RNA
(RNASeq) szczepu kontrolnego oraz mutanta A(mtrA/ginR) rosngcych na podfozu
minimalnym z dodatkiem 2% glukozy, 0,1% glukozy (gtodzenie) oraz 0,1% glukozy i 2% 1,3-
propandiolu. Przeprowadzone analizy transkryptomiczne pozwolity na poznanie globalne;j
odpowiedzi pratkdw na gtodzenie weglowe, a takze na bezpos$rednig badz posrednig, role
MnoSR w metabolizmie M. smegmatis w warunkach dostepu (2%) badz braku (0,1%)
glukozy jako jedynego 7Zrédta wegla. Uzyskane dane transkryptomiczne wskazaty na
znaczacg role MnoSR w metabolizmie pirogronianu petnigcego role substratu
energetycznego a takze stanowigcego zrédto prekursorow dla licznych procesow
biosyntetycznych takich jak synteza aminokwaséw, puryn, pirymidyn czy glukozy. Ponadto
zaobserwowano istotne zmiany w ekspresji genow kodujgcych enzymy zaangazowane
w metabolizm fruktozy, metanu oraz uczestniczace w szlaku pentozofosforanowym u

szczepu pozbawionego funkcjonalnego systemu MnoSR.

Celem drugiej czesci badan bylo poznanie roli regulatora odpowiedzi MtrA
w regulacji metabolizmu azotu u mykobakterii. Ze wzgledu na wysokie podobienstwo
sekwencji konsensusowych dla podstawowego regulatora przemian azotowych u
mykobakterii biatka GInR oraz biatka MtrA, postawiono hipoteze, ze biatka te mogg wigzac
te same sekwencje regulatorowe i wspoétuczestniczy¢ w regulacji gendéw, ktérych produkty
warunkujg transport lub utylizacje Zzrodet azotu. W przeprowadzonych badaniach in vitro
wykazano, ze biatka MtrA oraz GInR wigzg sie do sekwencji promotorowej genu amtB
kodujgcego biatko uczestniczgce w transporcie amonu. Konstrukcja podwdjnego mutanta,
pozbawionego obu badanych biatek regulatorowych oraz analiza zdolnosci do wzrostu
szczepow AmtrA oraz A(mtrA/ginR) na podtozu minimalnym zawierajgcym zdefiniowane
zrodta azotu wykazaty, ze brak regulatora MtrA uposledza zdolnos$¢ pratkow do
wykorzystania organicznych zZrédet azotu w postaci niektédrych aminokwaséw (histydyna,
prolina, metionina, kwas glutaminowy). W celu poznania globalnej odpowiedzi badanych
mutantéw na deficyt dostepnego w podtozu azotu przeprowadzono badania
transkryptomiczne szczepu kontrolnego oraz mutantéw AmtrA oraz A(mtrA/ginR)

rosnacych na podtozu minimalnym zawierajgcym siarczan amonu w stezeniu 1 mM. Analiza
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danych transkryptomicznych pozwolita zaobserwowaé¢ zmiane ekspresji genéw, ktorych
produkty s3 zaangazowane w przemiany azotowe
w szczepach pozbawionych funkcjonalnego biatka regulatorowego MtrA. Najwieksze
zmiany w ekspresji gendw w mutancie AmtrA zaobserwowano dla enzymow
zaangazowanych w metabolizm argininy, puryn, tyrozyny, jak rowniez szlakéw przemian

alaniny, asparaginianu i glutaminianu.

Przeprowadzone badania pozwolity na lepsze zrozumienie roli systemu MnoSR
w regulacji metabolizmu weglowego u pratkéw oraz regulatora odpowiedzi MtrA

w regulacji metabolizmu azotowego.
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Summary

Both intracellular pathogen M. tuberculosis and saprophytic strain M. smegmatis
must be able to adapt to changes in the growth environment, such as the availability of
nutrients, including carbon and nitrogen sources, the presence of antibiotics, heavy metals
or elements of the host's immune system. Adaptive systems that allow bacteria to adapt
to unfavorable conditions include, among others, two-component signal transduction
systems (TCSs), which are involved in many metabolic processes, including the regulation
of catabolic pathways, the development of virulence mechanisms or the transport of
nutrients.

The number of TCSs found in bacteria varies. Analysis of the genomes of different
species of bacteria showed that these microorganisms have an average of 52 TCSs. Most
TCSs contain two basic components: the sensor protein, i.e. histidine kinase (HK) and its
target regulatory protein (RR), i.e. the response regulator.

The system presents in M. smegmatis cells, having no equivalent in mycobacterium
tuberculosis, is the two-component MnoSR signal transduction system, which includes the
MnoS histidine kinase (MSMEG_6238) and the MnoR response regulator (MSMEG_6236).
The genes encoding the MnoSR system form a common operon (mnoSR) and their products
are  involved in the regulation of  methylotrophic  metabolism in
M. smegmatis. The analyzes performed as part of the doctoral thesis were to help
determine the function of the MnoS and MnoR proteins, which are part of the MnoSR
system, in the metabolism of mycobacteria. For this purpose, targeted, unmarked
M. smegmatis mutants lacking msmeg 6236, msmeg 6238 or both genes were
constructed using homologous recombination. The resulting mutants were also
complemented with a functional copy of the genes to obtain control strains. The
recombinant strains were then analyzed for growth on minimal media containing defined
carbon and nitrogen sources. Growth kinetics analysis showed that inactivation of the
MnoSR system impairs the ability of M. smegmatis to use alcohols such as
1,3-propanediol, methanol and ethanol as a carbon source, but does not affect the ability
to use most mono- and disaccharides except fructose. However, no impairment of growth
of recombinant strains was observed on minimal medium with a range of organic and
inorganic nitrogen sources. Inactivation of the MnoSR system also did not change the

susceptibility of M. smegmatis to aminoglycoside antibiotics, tetracyclines, ethambutol and
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rifampicin. In order to understand the importance of the MnoSR system in the global
responses of mycobacteria to limited carbon access, the total RNA sequencing method
(RNASeq) of the control strain and the A(mtrA/gInR) mutant grown on a minimal medium
with the addition of 2% glucose, 0.1% glucose (starvation) was used. and 0.1% glucose and
2% 1.3-propanediol. The performed transcriptomic analyzes revealed the global response
of mycobacteria to carbon starvation, as well as the direct or indirect role of MnoSR in the
metabolism of M. smegmatis in the conditions of access (2%) or absence (0.1%) of glucose
as the only carbon source. The obtained transcriptomic data indicated a significant role of
MnoSR in the metabolism of pyruvate, which acts as an energy substrate and is also a
source of precursors for numerous biosynthetic processes, such as the synthesis of amino
acids, purines, pyrimidines or glucose. In addition, significant changes were observed in the
expression of genes encoding enzymes involved in the metabolism of fructose, methane
and participating in the pentose phosphate pathway in a strain lacking a functional MnoSR
system.

The aim of the second part of the study was to investigate the role of the MtrA
response regulator in the regulation of nitrogen metabolism in mycobacteria. Due to the
high similarity of the consensus sequences for the basic regulator of nitrogen metabolism
in mycobacteria, the GInR protein and the MtrA protein, it was hypothesized that these
proteins may bind the same regulatory sequences and participate in the regulation of genes
whose products determine the transport or utilization of nitrogen sources. In vitro studies
have shown that the MtrA and GInR proteins bind to the promoter sequence of the amtB
gene encoding a protein involved in ammonium transport. The construction of a double
mutant devoid of both tested regulatory proteins and the analysis of the ability to grow
AmtrA and A(mtrA/gInR) strains on a minimal medium containing defined nitrogen sources
showed that the lack of the MtrA regulator impairs the ability of mycobacteria to use
organic nitrogen sources in the form of certain amino acids (histidine , proline, methionine,
glutamic acid). In order to determine the global response of the tested mutants to the
deficit of nitrogen available in the medium, transcriptomic studies of the control strain and
the AmtrA and A(mtrA/gInR) mutants growing on a minimal medium containing ammonium
sulfate at a concentration of 1 mM were carried out. Analysis of transcriptomic data item
preferred to observe a change in the expression of genes whose products are involved in
nitrogen transformations in strains lacking a functional MtrA regulatory protein. The

greatest changes in gene expression in the AmtrA mutant were observed for enzymes
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involved in the metabolism of arginine, purines, tyrosine, as well as alanine, aspartate and
glutamate pathways.

The conducted research allowed for a better understanding of the role of the
MnoSR system in the regulation of carbon metabolism in mycobacteria and the MtrA

response regulator in the regulation of nitrogen metabolism.
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