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Streszczenie Zaréwno wewngtrzkomdrkowe patogeny M. tuberculosis jak i szczepy
saprofityczne takie jak M. smegmatis muszg posiadaé zdolnos$¢ adaptacji do zmian zachodzacych
w srodowisku wzrostu, takich jak dostepnosé substancji odzywczych w tym zrddet wegla i azotu,
obecnos¢ antybiotykdw, metali ciezkich czy tez elementéw uktadu odpornosciowego gospodarza. Do
systemow adaptacyjnych, umozliwiajgcych bakteriom dostosowanie sie do niekorzystnych warunkéw
zaliczamy m.in. dwukomponentowe systemy transdukcji sygnatu (TCSs), ktére sg zaangazowane
w wiele proceséw metabolicznych w tym w regulacje szlakéw katabolicznych, wyksztatcenie

mechanizméw wirulencji czy transport substancji odzywczych.

Liczba TCSs wystepujgcych u bakterii jest zrédznicowana. Analiza genoméw réznych gatunkéow
bakterii wykazata, iz mikroorganizmy te majg sSrednio 52 TCSs. Wiekszo$¢ TCSs zawiera dwa
podstawowe komponenty: biatko sensorowe tj. kinaze histydynowg (HK) oraz jego docelowe biatko

regulatorowe (RR) czyli regulator odpowiedzi.

Systemem wystepujagcym w komdrkach pratkdw M. smegmatis, nie majagcym swojego
odpowiednika u pratkéw gruzlicy, jest dwukomponentowy system transdukcji sygnatu MnoSR, w skfad
ktorego wchodzi kinaza histydynowa MnoS (MSMEG_6238) oraz regulator odpowiedzi MnoR
(MSMEG_6236). Geny kodujace system MnoSR tworzg wspdlny 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 sktad
systemu MnoSR w metabolizmie pratkdw. W tym celu, przy zastosowaniu homologicznej rekombinacji,
skonstruowano ukierunkowane, nieoznaczone mutanty M. smegmatis pozbawione genu
msmeg_6236, msmeg_623 lub obu gendw réwnoczesénie. Uzyskane mutanty komplementowano takze
funkcjonalng kopig gendw w celu uzyskania szczepéw kontrolnych. Rekombinowane szczepy poddano
nastepnie analizie wzrostu na podtozach minimalnych zawierajgcych zdefiniowane Zrddta wegla
i azotu. Analiza kinetyki wzrostu wykazata, ze inaktywacja systemu MnoSR uposledza zdolnosé
M. smegmatis do wykorzystania alkoholi takich jak 1,3-propandiol, metanol i etanol jako zrodta wegla,
nie wptywa natomiast na zdolnos$¢ wykorzystania wiekszosci mono- i disacharydéw z wyjatkiem

fruktozy. Nie zaobserwowano natomiast uposledzenia wzrostu 165 rekombinowanych szczepdw na



podtozu minimalnym z szeregiem organicznych i nieorganicznych zrédet 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 pratkéw na limitowany dostep wegla zastosowano metode sekwencjonowania
catkowitego RNA (RNASeq) szczepu kontrolnego oraz mutanta A(mtrA/g/nR) rosnacych na podtozu
minimalnym z dodatkiem 2% glukozy, 0,1% glukozy (gtodzenie) oraz 0,1% glukozy i 2% 1,3-propandiolu.
Przeprowadzone analizy transkryptomiczne pozwolity na poznanie globalnej odpowiedzi pratkéw na
gtodzenie weglowe, a takze na bezposrednig badz posrednig, role MnoSR w metabolizmie
M. smegmatis w warunkach dostepu (2%) badz braku (0,1%) glukozy jako jedynego Zrddta wegla.
Uzyskane dane transkryptomiczne wskazaty na znaczacg role MnoSR w metabolizmie pirogronianu
petnigcego role substratu energetycznego a takze stanowigcego zrédto prekursoréw dla licznych
proceséw biosyntetycznych takich jak synteza aminokwaséw, puryn, pirymidyn czy glukozy. Ponadto
zaobserwowano istotne zmiany w ekspresji gendw kodujgcych enzymy zaangazowane w metabolizm
fruktozy, metanu oraz uczestniczagce w szlaku pentozofosforanowym u szczepu pozbawionego

funkcjonalnego systemu MnoSR.

Celem drugiej czesci badan byto poznanie roli regulatora odpowiedzi MtrA w regulacji
metabolizmu azotu u mykobakterii. Ze wzgledu na wysokie podobieristwo sekwencji konsensusowych
dla podstawowego regulatora przemian azotowych u mykobakterii biatka GInR oraz biatka MtrA,
postawiono hipoteze, ze biatka te mogg wigzaé te same sekwencje regulatorowe i wspétuczestniczyé
w regulacji gendw, ktérych produkty warunkujg transport lub utylizacje Zrédet azotu.
W przeprowadzonych badaniach in vitro wykazano, ze biatka MtrA oraz GInR wigzg sie do sekwencji
promotorowej genu amtB kodujgcego biatko uczestniczace w transporcie amonu. Konstrukcja
podwdjnego mutanta, pozbawionego obu badanych biatek regulatorowych oraz analiza zdolnosci do
wzrostu szczepdw AmtrA oraz A(mtrA/ginR) na podtozu minimalnym zawierajgcym zdefiniowane
zrédta azotu wykazaty, ze brak regulatora MtrA uposledza zdolnos¢ pratkéw do wykorzystania
organicznych zrédet azotu w postaci niektérych aminokwasow (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) rosngcych na podtozu minimalnym zawierajgcym siarczan amonu w stezeniu
1 mM. Analiza 166 danych transkryptomicznych pozwolita zaobserwowaé zmiane ekspresji gendw,
ktérych produkty sg zaangazowane w przemiany azotowe w szczepach pozbawionych funkcjonalnego
biatka regulatorowego MtrA. Najwieksze zmiany w ekspresji gendw w mutancie AmtrA
zaobserwowano dla enzymdéw zaangazowanych w metabolizm argininy, puryn, tyrozyny, jak réwniez

szlakdw przemian alaniny, asparaginianu i glutaminianu.



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

azotowego.
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