Tytut: Analiza funkcjonalna potencjalnych biatek naprawy DNA — Msmeg_1891

i Rv3226¢ — u pratkow z rodzaju Mycobacterium.

Streszczenie

Pratki z rodzaju Mycobacterium nieustannie narazone sg na dziatanie czynnikdéw
genotoksycznych, prowadzgcych do uszkodzen DNA. Z tego powodu w ich komodrkach
niezbedna jest obecnos¢ funkcjonalnych biatek zaangazowanych w naprawy materiatu
genetycznego. Jednym ze stosunkowo niedawno zidentyfikowanych biatek o nieznanej funkcji,
przypuszczalnie biorgcym udziat w takich naprawach, jest nalezace do rodziny peptydaz
zwigzanych z odpowiedzig SOS (SRAP) Msmeg 1891 (M. smegmatis) oraz jego homolog
Rv3226¢ (M. tuberculosis) (Ptocinski i in., 2017; Ptocinski i in., 2019).

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta analiza funkcjonalna potencjalnych biatek
naprawy DNA — Msmeg_ 1891 i Rv3226c — u pratkdw z rodzaju Mycobacterium.
Na pierwszym etapie, zaplanowano konstrukcje mutantéw delecyjnych M. smegmatis
i M. tuberculosis, z delecjami w obrebie genéw msmeg 1891 i rv3226¢c, a takze mutantéw
wielokrotnych M. smegmatis, pozbawionych funkcjonalnych biatek napraw, zaangazowanych
m.in. w BER lub NHEJ oraz dodatkowo biatka Msmeg_1891. Skonstruowano takze szczep
z obnizonym poziomem ekspresji genu msmeg 1891 1z wykorzystaniem metody
CRISPRi/dCas9. Nastepnie, wszystkie uzyskane mutanty poddano analizom fenotypowym po
uszkodzeniach DNA, wywotanych dziataniem wybranych czynnikdw genotoksycznych, tj.
MMC, promieniowanie UV, H,0,, CHP i MMS. Przeprowadzone analizy pozwolity na
zaobserwowanie uwrazliwienia szczepdw pozbawionych biatek Rv3226¢ i Msmeg_1891 (lub
z jego obnizonym poziomem) po ekspozycji na dziatanie 0,4% MMS. Na kolejnym etapie,
przystgpiono do oczyszczania rekombinowanego biatka Msmeg 1891 w fuzji ze znacznikiem
polihistydynowym (HIS-tag) w heterologicznych uktadach E. coli BL21 i E. coli Rosetta. W tym
celu wykorzystano technike chromatografii metalopowinowactwa na ztozu niklowym oraz
wysokosprawng chromatografie cieczowg AKTA Start. Uzyskanie preparatow Msmeg_ 1891
stanowito kamienn milowy niniejszej pracy, ze wzgledu na ich wykorzystanie w dalszej czesci
pracy. Po uzyskaniu biatka Msmeg 1891, przystgpiono do otrzymywania poliwalentnej

surowicy odpornosciowej, zawierajgcej przeciwciata anty-Msmeg_1891 (surowice uzyskano



na zasadzie wspotpracy z dr hab. Bozeng Dziadek, prof. Ut, z Katedry Mikrobiologii
Molekularnej Uniwersytetu tdédzkiego). Przeciwciata nastepnie oczyszczono i ustalono ich
miano eksperymentalne, wynoszgce 1:3200. Na kolejnym etapie wykazano zdolnos¢
Msmeg_1891 do wigzania jednoniciowych substratéw DNA (ssDNA) i RNA z wykorzystaniem
testu spowolnienia migracji kwaséw nukleinowych w zelu poliakrylamidowym w warunkach
natywnych (EMSA). Wyznaczono takze aktywnos$¢ biatka Msmeg_1891, polegajgca na
wycinaniu 2’-deoksyurydyny z dwuniciowego substratu DNA, na zasadzie podobnej do
glikozylazy uracyl-DNA (Udg). Co wiecej, sita wigzania Msmeg_1891 z jednoniciowymi
substratami zawierajgcymi (badz nie), zostata zweryfikowana z uzyciem termoforezy
mikroskalarnej. Wykazano silniejsze wigzanie Msmeg_1891 do substratu, wraz ze wzrostem
liczby 2’-deoksyurydyn. W celu sprecyzowania sciezki naprawy, w ktdrej mogtoby uczestniczyé
badane biatko, poszukiwano biatek partnerskich z wykorzystaniem Msmeg_1891 jako
przynety, co pozwolito na wytypowanie Msmeg_3883 (egzonukleaza 5’-3’ DNA) analogiczna
do domeny egzonukleazowej biatka PolA, Msmeg_ 0866 (helikaza DNA lub RNA) czy
Msmeg_4912 (DinG, helikaza o polarnosci 5’-3’), jako potencjalnych partneréw dla badanego
biatka. Na kolejnym etapie pracy analizowano poziom ekspresji msmeg_1891, ktéry byt 1000
— krotnie wyzszy po ekspozycji hodowli M. smegmatis na dziatanie MMS. Znaczgco wyzszy byt
takze poziom biatka Msmeg 1891, co zostato potwierdzone z wykorzystaniem techniki
western blot i przeciwciat anty-Msmeg_1891. W celu okreslenia zmiennosci poziomu
transkryptow okreslonych gendéw w komédrkach M. tuberculosis Arv3226¢ po dziataniu MMS,
przeprowadzono globalng analize transkryptomu po dziataniu tego zwigzku, w ktorej
wykazano znaczgcg odpowiedZ szczepdw traktowanych MMS, jednak rdznica pomiedzy

szczepem M. tuberculosis Arv3226¢ a kontrolg (szczepem dzikim) byta stosunkowo niewielka.

Przeprowadzone badania pozwolity na doktadng charakterystyke biatka Msmeg_1891
(Rv3226c), poprzez zaobserwowanie  uwrazliwienia ~ mutantow  pozbawionych
msmeg_1891/rv3226¢ (oraz szczepu z obnizonym poziomem biatka Msmeg 1891) na
dziatanie MMS, sugerujgc udziat tych biatek w naprawach uszkodzen DNA wynikajgcych
z metylacji zasad azotowych. Ponadto, wykazano zdolnos¢ wigzania Msmeg 1891
z substratami DNA i RNA, a takze mozliwos¢ wycinania 2’-deoksyurydyny z dwuniciowego
substratu DNA, co moze sSwiadczy¢ o podobienstwie badanych w pracy biatek do biatka

glikozylazy uracyl — DNA.



