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Development. Castelldefels, 22-23.07.2023.

e Functional analysis of a potential DNA repair protein Msmeg_1891 in Mycobacterium

smegmatis. Polski Kongres Genetyki,Krakow 27-30.06.2022.

e Determination of the Msmeg_1891 role in response to DNA damage in M.smegmatis.
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e Zastosowanie technologii iCHIP do poszukiwania nowych antybiotykow.

| Ogdlnopolska Konferencja Biotechnologianiejedno ma imie, Poznan, 24-25.11.2018.
e Consequences of the presence of subinhibitory concentrations of antibiotics in the

environment, 21st CenturyMedicine International Medical Congress, Lublin,
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Udziat w projektach badawczych

e OPUS 17 nr. 2019/33/B/NZ1/02770, pt.: ,,Weryfikacja roli biatek — przewidywanych
czynnikdw  naprawczych, biorgcych udziat w naprawach peknie¢ DNA

u mykobakterii”. Kierownik projektu: dr Przemystaw Ptocinski.

e OPUS 10 2015/19/B/NZ6/02978, pt.: ,RecA niezalezna odpowiedz pratkdw gruzlicy
na uszkodzenia DNA”. Kierownik projektu: dr hab. Anna Brzostek, prof. IBM PAN.

Wprowadzenie

Pratki z rodzaju Mycobacterium nieustannie narazone sg na dziatanie endogennych
jak i egzogennych czynnikdw genotoksycznych, prowadzgcych do uszkodzenn DNA. Z tego
powodu w ich komérkach niezbedna jest obecnos¢ funkcjonalnych biatek zaangazowanych
w naprawy materiatu genetycznego, gwarantujgcych utrzymanie stabilnosci genomu.
W genomie pratkéw zidentyfikowano rdine systemy naprawy uszkodzern DNA, tj.: NER
(Nucleotide Excision Repair), BER (Base Excision Repair), HR (Homologous Recombination),
NHEJ (Non — Homologous End - Joining) a takie MMR (Mismatch Repair) i DR (Direct
Reversal), w ktdérych zaangazowanych jest szereg biatek, w tym wiele o nieznanej funkgcji.
Jednym ze stosunkowo niedawno zidentyfikowanych biatek o nieznanej funkcji,
przypuszczalnie biorgcym udziat w takich naprawach, jest nalezgce do rodziny peptydaz
zwigzanych z odpowiedzig SOS (SRAP) Msmeg 1891 (M. smegmatis) oraz jego homolog
Rv3226¢c (M. tuberculosis) (Ptocinski i in., 2017; Ptocinski i in., 2019). Po raz pierwszy biatka
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nalezagce do rodziny peptydaz zwigzanych z odpowiedziag SOS (SRAP) zostaty
scharakteryzowane u organizméw eukariotycznych, w badaniach majacych na celu
wyselekcjonowanie biatek wigzgcych sie do metylowanych substratéow DNA (np.
5-hydroksymetylocytozyny), w embrionalnych komérkach myszy, jak nalezgce do tej rodziny
C30rf37 (Spruijt i in., 2013; Aravind i in., 2013), poniekad ukierunkowujac je na mozliwosc¢
uczestnictwa w naprawach uszkodzenn DNA zwigzanych z jego metylacjg. W innych badaniach
udowodniono, ze biatka SRAP mogg bra¢ udziat w usuwaniu 5-metylocytozyny poprzez
autoproteolize sprzezong z aktywacjg nukleazy nacinajgcej zmetylowane miejsce w DNA
(Kweon i in., 2017). W przypadku prokariotycznych biatek z rodziny SRAP, do niedawna ich
funkcja w tych organizmach byta bardzo stabo scharakteryzowana, jednak na przestrzeni
ostatnich lat mozna zaobserwowac wzrost ilosci informacji, prowadzgcych do wyjasnienia ich
funkcji. Dla przyktadu, biatko z rodziny SRAP — YedK pochodzace z komédrek E. coli
wykazywato wigzanie z uszkodzeniami jednoniciowego DNA (imitujgcymi miejsca
apurynowe/apirymidynowe), sugerujagc mozliwo$¢ jego uczestnictwa w naprawach
z wycinaniem zasady azotowej (Wang i in., 2019). Dodatkowo biatko to posiada aktywnosc

bezposredniej regeneracji miejsc AP poprzez rewersje wigzan biatko-DNA (Paulin i in., 2022).

Pierwsze doniesienia publikacyjne o mozliwosci uczestnictwa badanych w niniejszej
rozprawie doktorskiej biatek (Msmeg_1891 i Rv3226c) w naprawach uszkodzern DNA
u mykobakterii pochodzity z prac, w ktérych badano funkcje biatek w szlaku naprawy
z wycinaniem uszkodzonej zasady azotowej (BER). Wykazano w nich z zastosowaniem
techniki spektrometrii mas, ze Msmeg_1891 moze wigzac sie z substratami DNA, imitujgcymi
pojedyncze i podwdjne pekniecia w ciggtosci nici DNA (Ptocinski i in., 2017). Ponadto,
w badaniach przeprowadzonych w celu molekularnego scharakteryzowania degradosomu
RNA M. tuberculosis, poprzez zastosowanie techniki sieciowania wigzan RNA-biatko
wykazano, ze homolog biatka Msmeg_1891 — Rv3226c jest jednym z najsilniej wigzacych sie
biatek z RNA (Ptocinski i in., 2019).



Autoreferat rozprawy doktorskiej

Cel pracy

Gtéwnym celem niniejszej pracy doktorskiej byto okreslenie funkcji biatka
Msmeg_1891 (oraz jego homologa Rv3226c), zawierajgcego domene proteazy zwigzang
z odpowiedzig SOS (SRAP; z ang. SOS Response Associated- Peptidase) potencjalnie

zaangazowanego w proces naprawy uszkodzen DNA u pratkéw z rodzaju Mycobacterium.

Cel ten byt realizowany przez nastepujgce cele czgstkowe:

e Konstrukcje mutantéw delecyjnych M. smegmatis i M. tuberculosis, pozbawionych
funkcjonalnych biatek Msmeg_1891 i Rv3226c.

e Konstrukcje mutanta M. smegmatis z obnizonym poziomem ekspresji genu
msmeg_1891 z wykorzystaniem metody CRISPRi/dCas9.

e Analizy fenotypowe szczepdw kontrolnych M. smegmatis i M. tuberculosis oraz
otrzymanych mutantéw, zmierzajgce do okreslenia udziatu badanych biatek
w naprawach uszkodzen DNA po ekspozycji hodowli na wybrane czynniki
genotoksyczne.

e QOczyszczenie preparatéw rekombinowanego biatka Msmeg 1891 w fuzji ze
znacznikiem  polihistydynowym  (HIS-tag), oraz  przygotowanie  surowicy
odpornosciowej anty-Msmeg_1891.

e Okreslenie zdolnosci wigzania sie biatka Msmeg_1891 do jednoniciowych
i dwuniciowych substratdbw DNA oraz RNA, oraz substratdw zawierajgcych
uszkodzenia lub syntetycznie wprowadzone rybonukleotydy i uracyl.

e Poszukiwanie biatek partnerskich dla biatka Msmeg 1891 z wykorzystaniem
chromatografii powinowactwa sprzezonej ze spektrometrig mas.

e QOcene poziomu ekspresji genu msmeg 1891 i poziomu biatka Msmeg 1891 po
ekspozycji hodowli na dziatanie wybranych czynnikéw genotoksycznych .

e Globalng analize transkryptomiczng M. tuberculosis Arv3226¢c po ekspozycji na

dziatanie wybranych czynnikéw genotoksycznych.
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Metodyka badawcza i wyniki

W pierwszym etapie badan skonstruowano mutanta M. smegmatis z obnizonym
poziomem ekspresji msmeg_1891 (CRISPR-dCas9-msmeg_1891) z wykorzystaniem plazmidu
pLIR962 (dedykowanego dla M. smegmatis) i odpowiednio zaplanowanej sekwencji
nukleotydowej do wydajnego obnizania poziomu ekspresji badanego genu przy uzyciu
chemicznego induktora — 100 ng anhydrotetracykliny. Dodatkowo przygotowano mutanty
delecyjne M. smegmatis i M. tuberculosis pozbawione funkcjonalnych genéw, odpowiednio
msmeg_1891 i rv3226c. Konstrukcja wektorow do rekombinacji homologicznej przebiegata
wieloetapowo i obejmowata w poczatkowej fazie wklonowanie do wektora p2NIL
fragmentéw DNA flankujgcych gen docelowy na koncu 5 i 3’ (gen z wewnetrzng delecjq)
a takze pochodzacej z wektora pGOAL17 kasety markerowej (zawierajgcej: lacZ — gen
kodujgcy B-galaktozydaze, umozliwiajacy selekcje niebieskich kolonii w obecnosci X-gal; sacB
- gen kodujacy lewanosacharaze, warunkujgcy wrazliwos¢ na sacharoze oraz aph, gen
nadajgcy opornos¢ na kanamycyne). Obecno$é genéw markerowych pozwolita na selekcje
mutantéw typu SCO (z ang. Single crossover), zawierajgcych zaréwno natywng jak
i zmutowang kopie genéw oraz mutantéw typu DCO (z ang. Double crossover),
zawierajgcych natywng lub zmutowang forme genu docelowego. Obecnos$¢ zmutowanej
kopii genobw w  szczepach Mycobacterium potwierdzano metoda PCR
z wykorzystaniem sekwencji oligonukleotydowych komplementarnych do genu oraz metodg
hybrydyzacji Southern blot z odpowiednio zaplanowanymi sondami genetycznymi. Uzyskane
szczepy wykorzystano do analiz fenotypowych z zastosowaniem wybranych czynnikéw
genotoksycznych: MMS (metanosulfonian metylu), promieniowanie ultrafioletowe (UV),
mitomycyna C (MMC), wodoronadtlenek kumenu (CHP), nadtlenek wodoru (H202), a ich
przezywalnos$¢ analizowano za pomocg CFU i metody kropkowe. Zaobserwowano spadek
przezywalnosci szczepdw z delecja w obrebie genu msmeg 1891 (i rv3226¢) oraz szczepu
z obnizonym poziomem ekspresji msmeg_1891 po ekspozycji na dziatanie 0,4% MMS.
W kolejnym etapie prac badawczych o oczyszczono biatko Msmeg_1891 w heterologicznych
uktadach E. coli BL21 i E. coli Rosetta, przy uzyciu chromatografii metalopowinowactwa

i wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie AKTA Start, z wykorzystaniem
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kolumny jonowymiennej i kolumny do filtracji zelowej. W celu okreslenia jego wtasciwosci
enzymatycznych przeprowadzono analize oddziatywania Msmeg_1891 z substratami DNA
i RNA z wykorzystaniem testu spowolnienia migracji kwaséw nukleinowych w zelach
poliakrylamidowych (EMSA, Electroforetic Mobility Shift Assay). W badaniu analizowano
aktywnos¢ Msmeg 1891 z substratami nasladujgcymi uszkodzone substraty DNA. W tym
celu zastosowano rozdziaty elektroforetyczne w 15% zelach poliakrylamidowych
zawierajgcych 7M mocznik (warunki denaturujace). W celu zidentyfikowania szlakow
naprawczych, w ktérych mogtoby by¢ zaangazowane biatko Msmeg_ 1891, postanowiono
uzy¢ go jako przynety dla poszukiwania biatek partnerskich. W tym celu skonstruowano
szczep M. smegmatis, niosgcy plazmid pJAM-FLAG-TEV-msmeg_1891, umozliwiajgcy
indukowang acetamidem nadprodukcje Msmeg_1891, jako biatka stanowigcego przynete dla
wspotoczyszczania biatek partnerskich. Do oczyszczenia komplekséw biatkowych stosowano
chromatografie powinowactwa przepuszczajgc lizaty komodrkowe uzyskane po indukcji
acetamidem przez ztoze optaszczone przeciwciatami anty—FLAG o stezeniu wynoszacym 1,5
mg/ml. Zwigzane ze ztozem kompleksy wytrgcano wykorzystujgc bufor zawierajacy czerwien
pirogalolu (0,05 mM) a nastepnie wirowano (3900 x g w temp. 4°C) i suszono w celu
otrzymania osadu. Prébki analizowano z wykorzystaniem wysokosprawnej spektrometrii mas
we wspofpracy z Instytutem Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.
Uzyskane wyniki poddano analizie bioinformatycznej w programie MaxQuant v1.6
wykorzystujgc proteomiczng baze danych dedykowang do badan nad pratkami gruzlicy

mycobrowser.epfl.ch (Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne).

Ze wzgledu na zaobserwowany wczesniej fenotyp uwrazliwienia szczepdw
z zaburzonym poziomem biatek SRAP w obecnosci MMS, na kolejnym etapie prowadzonych
badan postanowiono zbadaé poziom ekspresji genu msmeg 1891 oraz poziom biatka
Msmeg_1891 w komdrkach szczepu kontrolnego M. smegmatis mc? 155, poddanego
ekspozycji na dziatanie tego czynnika. W celu weryfikacji poziomu ekspresji genu
msmeg_1891, izolowano RNA z hodowli M. smegmatis, bedacej w logarytmicznej fazie
wzrostu (ODego 0,6-0,8) i poddanej odpowiednio ekspozycji na 0,4% MMS w czasie: 30 min,
60 min i 90 min. Nastepnie, na matrycy RNA syntetyzowano cDNA, ktéry wykorzystano
w ilosciowe] reakcji tancuchowej polimerazy z odwrotng transkryptazg (qRT-PCR),

pozwalajgcej na ilosciowg analize powstajgcego transkryptu msmeg 1891 w czasie
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rzeczywistym. Kontrole w badaniach stanowit poziom transkryptu dla sigA, ulegajgcego
statej, konstytutywnej ekspresji w komodrkach Mycobacterium. Analiza otrzymanych
wynikow ujawnita przyrost transkryptow dla msmeg_1891 pod wptywem MMS. Szczegdlnie
wysoki poziom ekspresji genu msmeg_1891 (1000- krotnie wyzszy od kontroli)
zaobserwowano po 30 min ekspozycji komérek M. smegmatis na dziatanie MMS. W celu
skorelowania poziomu transkryptu z poziomem biatka Msmeg_1891 po ekspozycji hodowli
na dziatanie 0,4% metanosulfonianu metylu (MMS), przeprowadzono analize western blot
(wykorzystujac lizaty komérkowe M. smegmatis, otrzymane z hodowli poddanych dziataniu
MMS w czasie 30 min, 60 min i 90 min, a takze nietraktowane MMS (kontrola) przy
zastosowaniu oczyszczonych przeciwciat skierowanych przeciwko biatku Msmeg_1891.
W celu okreslenia zmiennosci poziomu transkryptéw okreslonych genéw w komédrkach
M. tuberculosis Arv3226¢c po dziataniu MMS, przeprowadzono globalng analize
transkryptomu po dziataniu tego zwigzku, w ktdrej wykazano znaczgcy odpowiedz szczepow
traktowanych MMS, jednak réznica pomiedzy szczepem M. tuberculosis Arv3226¢ a kontrolg

(szczepem dzikim) byta stosunkowo niewielka.

Celem prac eksperymentalnych niniejszej rozprawy doktorskiej byta weryfikacja roli
biatek opisywanych jako domniemane czynniki naprawcze, potencjalnie biorgce udziat
w naprawach peknie¢ DNA u mykobakterii. Gtéwnym przedmiotem badan byly
mykobakteryjne biatka nalezgce do rodziny peptydaz zwigzanych z odpowiedzig SOS (SOS-
Response Associated Peptidases, SRAP) — Msmeg_ 1891 (M. smegmatis) i jego homolog
Rv3226¢ (M. tuberculosis), o nieokreslonej dotagd funkcji w naprawach uszkodzerh DNA
u tych organizméw. Przeprowadzone badania na temat napraw uszkodzen DNA
u mykobakterii i ich adaptacji do niesprzyjajacych warunkéw, prowadzacych m.in. do
metylacji DNA i obecnosci w jego sekwencji uracylu, spowodowane]j np. poprzez deaminacje
cytozyny lub dziatanie mutagennych polimeraz w globalnej odpowiedzi SOS oraz uzyskany na
ich podstawie zakres informacji, zostanie rozwiniety w dalszych badaniach, niemieszczacych
sie w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej. Mechanizm dziatania metanosulfonianu
metylu (MMS) na DNA, polega w dominujgcej czesci na metylacji puryn, a w konsekwencji
powstawaniu 7-metyloguaniny i 3-metyloadeniny (Singh, 2017; Van der Veen i Tang, 2015).
Takie zmiany usuwane sg na drodze naprawy z wycinaniem zasady azotowej (BER) lub

ulegajg spontanicznej depurynacji prowadzac do powstania miejsc apurynowych (Steininger
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i in., 2010). Zrealizowane w niniejszej pracy zadania badawcze, zmierzajgce do poznania
funkcji potencjalnych biatek naprawy uszkodzen DNA u mykobakterii — Msmeg_1891
i Rv3226¢ — nalezgcych do rodziny peptydaz zwigzanych z odpowiedzig SOS (SRAP), pozwolity
na szczegdtowa charakterystyke biatek nalezgcych do rodziny SRAP, poprzez analizy
mutantdw delecyjnych i wykrycie fenotypu uwrazliwienia na MMS oraz okreslenie

specyficznosci substratowej i zdefiniowanie aktywnosci enzymatycznej biatka Msmeg_1891.

Whioski i stwierdzenia koncowe

Podczas realizacji pracy doktorskiej:

e Wykazano udziat biatek Msmeg 1891 i Rv3226c w naprawie uszkodzern DNA
spowodowanych dziataniem metanosulfonianu metylu (MMS, czynnika metylujgcego
zasady azotowe DNA) poprzez  konstrukcje = mutantow  delecyjnych
M. smegmatis i M. tuberculosis, pozbawionych funkcjonalnych genéw msmeg_1891
i rv3226¢ oraz mutanta z obnizonym poziomem ekspresji genu msmeg_1891 i ich

analizy fenotypowe.

e QOczyszczono preparaty rekombinowanego biatka Msmeg 1891 w fuzji ze znacznikiem
polihistydynowym (6x HIS) i wykazano zdolnos¢ wigzania sie Msmeg_1891 do jedno-
i dwuniciowych substratow DNA/RNA, w tym zawierajgcych syntetycznie

wprowadzone rybonukleotydy lub 2’-deoksyurydyne.

e Okreslono specyficznosé¢ substratowg dla biatka Msmeg 1891, wskazujgc na
aktywnos¢ enzymatyczng podobng do glikozylazy uracyl-DNA - Udg zwigzang

z wycinaniem uracylu z dwuniciowego substratu DNA.

e Wytypowano biatka partnerskie dla Msmeg 1891, ktdre sg anotowane jako
potencjalne biatka uczestniczagce w naprawach szkodzen DNA u Mycobacterium

(PolA, DinG, helikaza DNA lub RNA).
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Powyisze badania pozwalajg wskaza¢ funkcje biatek Msmeg 1891/Rv3226¢
w korygowaniu uszkodzen DNA u pratkéw z rodzaju Mycobacterium, w procesach usuwania
uszkodzonych zasad azotowych (BER). Naprawa dotyczy niestabilnosci genetycznych
generowanych w wyniku akumulacji nukleotydéw zblizonych strukturalnie do
5-deoksyuracylu w DNA w wyniku jego ekspozycji na czynniki powodujgce metylacje cytozyn,

takie jak MMS.
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