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1 Streszczenie

Jednymi z najgrozniejszych i najczgstszych przyczyn bakteryjnych zakazen
szpitalnych sa metycylinooporne szczepy Staphylococcus aureus (MRSA). Zdolno$é¢
bakterii do szybkiej adaptacji sprawia, ze pomimo dostgpnosci antybiotykow nowe;j
generacji tj. deptomycyny, wankomycyny 1 linezolidu, nieustannie pojawiajg si¢ kolejne
izolaty MRSA dla ktorych nie ma skutecznej metody leczenia. Z tego wzgledu istotne
jest poszukiwanie nowych metod zwalczania szczepow antybiotykoopornych, opartych
na nowych mechanizmach dziatania. Jednym 2z najbardziej obiecujacych celow
W opracowywaniu alternatywnych terapii przeciw szczepom bakterii lekoopornych sa
mechanizmy regulatorowe RNA, takie jak atenuacja czy ryboprzelaczniki. Zasada ich
dziatania opiera si¢ o zmiany strukturalne funkcjonalnych rejondow RNA, takich jak
miejsce wigzania rybosomu (RBS) czy spinki terminacyjne. W ostatnich latach
wykazano, ze w odpowiedzi na stres antybiotykowy w bakteriach nastepuja liczne zmiany
w ekspresji niekodujagcych RNA.

Niniejsza praca jest proba wgladu w mechanizmy regulatorowe zalezne od RNA
u Staphylococcus aureus (MRSA) w trakcie stresu antybiotykowego wankomycyna,
poprzez identyfikacj¢ kluczowych komponentéw sieci regulatorowej RNA -
ryboprzetacznikow. W tym celu wyznaczone zostalo stezenie wankomycyny, przy
ktorym zachodza zauwazalne procesy adaptacyjne, a nastgpnie wykonane zostato
sekwencjonowanie nowej generacji metoda Term-seq. Z punktu widzenia analizy
mechanizméw regulatorowych opartych o zdarzenia terminacji transkrypcji
sekwencjonowanie to ma swoje szczegolne zastosowanie. Dzigki etapowi ligacji
adaptorow do wszystkich naturalnych koncow 3° mRNA mozliwe jest oznaczenie
transkryptow petnej dtugosci oraz skroconych, powstatych w wyniku dziatania
ryboprzetagcznikow. Wykonana zostala analiza poroéwnawcza uzyskanego obrazu
transkryptomu pochodzacego z hodowli kontrolneg MRSA oraz z hodowli
z wankomycyng o st¢zeniu 2 mg/l. Na podstawie roznic dlugo$ci transkryptéw
mapujacych do regiondow 5’UTR wyselekcjonowano siedem kandydatow na
ryboprzelaczniki. Dla kazdego sposrod wybranych regulatorow wykonano predykcje
struktury drugorzgedowej dla potwierdzenia istotnosci obserwacji oraz przeanalizowano
funkcje gendw znajdujacych si¢ pod ich kontrolg. W trakcie stresu adaptacyjnego do
wankomycyny  zidentyfikowano aktywno$¢ potencjalnych ryboprzetacznikow

modulujacych  ekspresja:  Transportera ~ ABC,  biatka  wigzacego  ATP



(SAOUHSC 00167), Cukrowego transportera ABC, biatka wigzacego ATP
(SAOUHSC_00175), Podjednostki D kompleksu antyporterowego (SAOUHSC_00886),
Kinazy homoseryny (SAOUHSC_01322), Komponentu pierwszego syntazy kwasu
antranilowego (SAOUHSC _01366), Dwufunkcyjnej autolizyny (SAOUHSC_02023)
oraz Transferazy dimetyloadenozynowej (SAOUHSC 00464). Zgodnie z najnowsza
wiedzg wszystkie wskazane geny uwikltane sa3 w powstawanie fenotypu wykazujacego
obnizong wrazliwo$¢ na wankomycyne.

W kolejnym etapie pracy przeprowadzono weryfikacje biochemiczng dla
wskazanych danych przez zastosowanie metody PTT-quant. Podejscie to jest skierowane
na analiz¢ aktywnosci transkrypcyjnej gendéw potencjalnie regulowanych przez
ryboprzetaczniki, dzigki umozliwieniu bezwzglednego okreslenia stezen transkryptow
skroconych, jak i pelnej dlugosci. Po zastosowaniu metody PTT-quant, dla czterech
sposrdd siedmiu kandydatow potwierdzono dzialanie ryboprzetacznika w warunkach
stresu  wankomycyna. Wspodtczynnik indukcji potencjalnych ryboprzetacznikdéw
znajdujacych si¢ w 5S’UTR mRNA stanowit kolejno: 2,01 dla Transportera ABC, biatka
wiazacego ATP (SAOUHSC 00167); 1,09 dla Podjednostki D kompleksu
antyporterowego (SAOUHSC_00886); 3,18 dla Kinazy homoseryny
(SAOUHSC 01322) oraz 2,06 dla  Transferazy  dimetyloadenozynowej
(SAOUHSC 00464). Wykonane badania wskazuja na zasadno$¢ podjecia dalszych
dziatan majacych na celu wykorzystanie wskazanych mechanizmow regulatorowych jako

nowych celow w opracowywaniu alternatywnych terapii antybiotykowych.



1 Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains pose a significant
threat as common causes of bacterial infections in hospitals, often resistant to available
antibiotics such as daptomycin, vancomycin, and linezolid. The continuous emergence of
new MRSA isolates with no effective treatment options underscores the critical need to
explore novel strategies to combat antibiotic-resistant strains, focusing on innovative
mechanisms of action. RNA regulatory mechanisms, including attenuation and
riboswitches, have emerged as promising targets for alternative therapies against drug-
resistant bacteria. These mechanisms rely on structural changes in functional RNA
regions, such as the ribosome binding site (RBS) and termination hairpins. Recent
research has highlighted extensive alterations in non-coding RNA expression in response
to antibiotic-induced stress in bacteria.

This doctoral research delves into the RNA-dependent regulatory mechanisms in
MRSA during vancomycin-induced antibiotic stress, with a particular focus on
identifying key components of the RNA regulatory network, namely riboswitches. We
determined the threshold concentration of vancomycin at which noticeable adaptation
processes occur and employed next-generation sequencing using the Term-seq method.
This sequencing approach, designed to analyze regulatory mechanisms based on
transcription termination events, involves adapter ligation to all natural 3' ends of mMRNA,
enabling the identification of full-length and truncated transcripts resulting from
riboswitch activity. A comparative analysis of the transcriptomes from MRSA control
cultures and those treated with 2 mg/l of vancomycin revealed seven potential riboswitch
candidates. Secondary structure predictions were conducted for each identified regulator
to validate their significance, followed by an analysis of the genes under their control.
During adaptation stress to vancomycin, the activity of potential riboswitches modulating
the expression of seven genes was confirmed, including Peptide ABC transporter, ATP —
binding protein (SAOUHSC_00167), Multiple sugar-binding transport ATP-binding
protein  (SAOUHSC 00175), Monovalent cation/H antiporter subunit D
(SAOUHSC _00886), Homoserine kinase (SAOUHSC 01322), Anthranilate Synthase
Component | (SAOUHSC_01366), Bifunctional autolysin (SAOUHSC_02023) and
Dimethyladenosine transferase (SAOUHSC_00464). According to current knowledge,
all of these genes are implicated in the development of a phenotype characterized by

reduced sensitivity to vancomycin.
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Subsequently, we conducted biochemical verification of these findings using the
PTT-quant method, which allows for the analysis of the transcriptional activity of genes
potentially regulated by riboswitches and the absolute quantification of shortened and
full-length transcripts. Our results confirmed the functionality of riboswitches under
vancomycin stress for four out of the seven candidates. The induction coefficients for
potential riboswitches located in the 5’'UTR of mMRNA were as follows: 2.01 for Peptide
ABC transporter, ATP — binding protein (SAOUHSC 00167), 1.09 for Monovalent
cation/H antiporter subunit D (SAOUHSC_00886), 3.18 for Homoserine Kkinase
(SAOUHSC_01322), and 2.06 for Dimethyladenosine Transferase (SAOUHSC_00464).
These findings highlight the significance of pursuing further research to leverage these
identified regulatory mechanisms as novel targets in the development of alternative

antibiotic therapies.
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2 Wistep

W toku ewolucji wszystkie rozprzestrzeniajace si¢ formy zycia wyksztalcity
mechanizmy umozliwiajace jak najlepsza konkurencyjnos¢ w wyscigu o dostep do
sktadnikéw odzywczych i terytorium. Wsréd mikroorganizmow jedng z najbardziej
efektywnych metod eliminacji konkurencji jest sekrecja antybiotykow, ktorych
roznorodno$¢ 1 szerokie spektrum dziatania skutecznie ogranicza wzrost i rozwdj
okreslonych organizmow.

Gdy Aleksander Fleming wyglaszal przemowienie z okazji otrzymanej Nagrody
Nobla za odkrycie penicyliny G przestrzegal przed pochopnym i nieprzemyslanym
stosowaniem antybiotykow ze wzgledu na mozliwo$¢ pojawienia si¢ 1 szybkiego
rozprzestrzeniania bakteryjnej opornosci. Naturalng odpowiedzig na dziatanie czynnika
hamujacego jest wyksztalcanie przez mikroorganizmy mechanizméw umozliwiajacych
jego neutralizacje. Fakt ten sprawil, ze po 50 latach powszechnego stosowania
antybiotykow ludzko$¢ mierzy si¢ z kolejnym ogromnym zagrozeniem. Zgodnie
z przedstawionym przez $wiatowa organizacj¢ zdrowia WHO pierwszym globalnym
raportem z 2018 roku na temat antybiotykooporno$ci, §wiat zmierza w kierunku ery
postantybiotykowej, w ktorej powszechne infekcje i drobne urazy skutecznie leczone od
dziesigcioleci znow mogg by¢ $miertelne [1]. Rocznie problem ten dotyka az 700 000
0sob, ktore w wyniku niepowodzenia kuracji antybiotykowej ponoszg smier¢. Szacuje
si¢, ze po roku 2050 liczba ta wzrosnie do 10 milionéw, co obecnie odpowiada rocznej
liczbie zgondéw z powodu choréb nowotworowych [2]. Poszukiwanie alternatywnych
rozwigzan lub nowych lekow przeciwdrobnoustrojowych stato si¢ priorytetem, ale takze
ogromnym wyzwaniem stawianym przed naukowcami. Oporno$¢ na Srodki
przeciwdrobnoustrojowe zostala okreslona jako jeden z 10 najwiekszych globalnych
zagrozen zdrowia publicznego przed ktorym stoi ludzkosc.

Jednymi z najbardziej obiecujacych celow do walki z bakteriami opornymi na
antybiotyki sa mechanizmy regulatorowe RNA takie jak atenuacja (w kontekscie
ekspresji genow) czy ryboprzetaczniki. Zasada ich dziatania polega na kontroli ekspresji
gendw poprzez rearanzacj¢ strukturalng funkcjonalnych regionow RNA. Na przestrzeni
ostatnich dziesigcioleci powigzano te genetyczne jednostki regulatorowe z ujawnianiem
si¢ procesOw opornosciowych u bakterii. Klasycznym przyktadem atenuacji zwigzanej
z ujawnianiem lekoopornoséci jest kontrola ekspresji genu ermC zapewniajagcego

oporno$¢ na makrolidy u gronkowca zlocistego (Staphylococcus aureus). Antybiotyk

12



wigzac si¢ z rybosomem powoduje zatrzymanie translacji w wyniku czego powstanie
krotkiej ramki odczytu destabilizuje strukture podwdjnej spinki i powoduje uwolnienie
miejsca RBS (ang. ribosome binding site) dla innych aktywnych translacyjnie
rybosomow. Efektem tej regulacji jest powstawanie enzymu modyfikujgcego miejsce
wigzania antybiotyku [3]. W sposob bardziej bezposredni dziataja ryboprzelaczniki.
Inhibicja lub aktywacja ekspresji genu pod jego kontrolg zwigzana jest ze zmiang
struktury drugorzedowej uwarunkowanej zwigzaniem niskoczasteczkowego metabolitu
do specyficznego regionu tej struktury. W wyniku wysokoprzepustowej identyfikacji
gendw regulowanych przez przedwczesng terminacj¢ transkrypcji metoda Term-seq
udato si¢ zidentyfikowac¢ ryboprzetacznik wigzacy linomycyng zlokalizowany w rejonie
5’ nieulegajacym translacji (5’UTR) mMRNA kodujacego transporter ABC warunkujacy u
Listerii monocytogenes odpornos¢ na ten lek. [4].

Kompleksowa charakterystyka mechanizmoéw regulatorowych RNA w bakteriach
lekoopornych umozliwia identyfikacje potencjalnych celow dla wspotczesnej medycyny
1 projektowanie nowych klas antybiotykow. Znakomitym potwierdzeniem, ze
ryboprzetacznik moze stanowi¢ skuteczny cel dla zahamowania infekcji jest zwigzek
PC1, ktorego zwigzanie do ryboprzelacznika guaninowego skutecznie blokuje regulacje
genu guaA u Staphylococcus aureus, czego efektem jest zatrzymanie choroby

powodowanej przez t¢ bakterig [5].

2.1 Staphylococcus aureus MRSA

W sporzadzonym przez Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
raporcie CDC’s Antibiotic Resistance Threats in the United States, 2019 (2019 AR
Threats Report) dotyczacym utrzymujgcego si¢ problemu antybiotykoopornosci w
Stanach Zjednoczonych, metycylinooporny szczep gronkowca ztocistego, MRSA (ang.
methicyllin-resistant Staphylococcus aureus) zostaje wymieniony jako powazne
zagrozenie. Statystyki dla tego drobnoustroju plasuja si¢ w mocnej czotowce
najniebezpieczniejszych zakazen, zardéwno szpitalnych jak i spotecznych. W samym USA
w 2017 roku $§mier¢ z powodu zakazenia MRSA poniosto az 10 600 osob, za$ konieczne;j
hospitalizacji poddato si¢ 323 700 tysiecy. Koszty leczenia z tego samego roku
przekroczyly 1,7 miliarda dolaréw, stanowigc tym samym najwigkszy udziat naktadu
przeznaczonego na walke z wielolekoopornymi infekcjami [6]. Powszechne i intensywne

stosowanie $§rodkow przeciwdrobnoustrojowych doprowadzito do cze$ciowe] utraty
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kontroli nad weryfikacja zasadno$ci ich uzycia. Dotyczy to zardwno podstawowej jak
I szpitalnej opieki zdrowotnej, a takze weterynarii, tuczu zwierzat i produkcji roslinne;.
Uwaza si¢, ze suma dziatan tego typu na przestrzeni ostatnich 50 lat wywarta znaczng
presje selekcyjng na populacjach drobnoustrojow, promujac szczepy zdolne do szybkiej
adaptacji [7]. Zgodnie z tym, zagrozenie jakie niesie ze sobg niekontrolowane poglebianie
si¢ kryzysu lekooporno$ciowego, pobudzito wysitki majace na celu wglad w genetyke
i zidentyfikowanie determinanty kodujacej opornos¢ na antybiotyki. Obecnie nazwa
MRSA przestaje oddawa¢ prawdziwa nature tych organizmow. To juz nie tylko opornos¢
na metycyling, ale rowniez na ponad 20 innych roéznych zwigzkow

przeciwdrobnoustrojowych w tym wankomycyne, zwang lekiem ostatniej szansy [8].

2.1.1 Szczep MRSA o obnizonej wrazliwosci na wankomycyne Mu50.

W 1996 roku w Japonii, zidentyfikowany zostat pierwszy izolat kliniczny
S. aureus MRSA wykazujacy obnizong wrazliwos$¢ na wankomycyne. Stad jego nazwa,
VISA, pochodzaca od "vancomycin intermediate S. aureus” lub GISA, od "glycopeptide
intermediate S. aureus " (ten ostatni wykazywat obnizong wrazliwo$¢ na teikoplaning).
Zainteresowanie wzbudzit fakt powstawania subpopulacji o zrdéznicowanej wartosci
minimalnego stg¢zenia hamujacego, MIC (ang. minimum inhibitory concentration),
dlatego w literaturze mozna spotka¢ nazwa hetero-VISA lub hetero-GISA. Dla zadnej
ztych subpopulacji szczepu nie wykryto gendow, ktore moglyby jednoznacznie
warunkowa¢ oporno$¢ na glikopeptydy, jak ma to miejsce w przypadku opornosci na
metycyling (gen mecA kontrolujacy biatko PBP2a) [9]. Nowo odkryty szczep, nazwany
Mu50, poddano badaniom, ktére wykazaly Zze ma on dwukrotnie grubsza Sciang
komoérkowsa (okoto 40 warstw peptydoglikanu) niz typowe szczepy MRSA oraz, ze
syntetyzuje kilkukrotnie wigcej prekursorow mureiny [10]. Dzigki dalszym badaniom
ustalono, ze cechy te nie sa wystarczajace do zaistnienia opornosci, a kKluczowe zmiany
zachodzg na wczesniejszym etapie biosyntezy $ciany komorkowej. Analizy genomowe
wskazaly, ze obszary zmian polegajace gtownie na substytucji pojedynczego nukleotydu
dotycza transportu komorkowego, metabolizmu weglowodanéw oraz mechanizmow
regulatorowych [11]. Réznice dotyczyly takze genow zwiazanych z cyklem przemian
kwasow trojkarboksylowych ascA, pykA, IctE prowadzacych do powstania pirogronianu,
kluczowego sktadnika w syntezie GICNAc-B-(1,4)-MurNAc-pentapeptydu — budulca
$ciany komorkowej [12, 13]. Efektem wzmozonej syntezy prekursorow peptydoglikanu

oraz transportu jest formowanie si¢ §ciany komoérkowej o nietypowej strukturze. Cecha
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charakterystyczng szczepu MuS50 jest pozbawiona reszty aminowej czasteczka
glutaminianu w pentapeptydzie mureiny co w konsekwencji uniemozliwia wytwarzanie
przez transpeptydaze wigzania peptydowego pomiedzy L-Lys i grupg karboksylowag
glicyny tancucha pentaglicynowego. Zmiana ta generuje powstanie peptydoglikanu o
zmienionej strukturze przestrzennej. Obserwuje si¢ zwigkszong ilo$¢ niezwigzanych
dimeréw D-alanino-D-alaninowych na koncach pentapeptydow oraz zmniejszone
usieciowienie [14, 15, 16]. Wolne dimery nie ulegajg wbudowaniu w strukture
peptydoglikanu, lecz dyfunduja w trojwymiarowej przestrzeni sieci peptydoglikanu,
stanowigc tym samym pulapke dla wankomycyny zanim dotrze ona do witasciwego
miejsca dziatania. Zmniejszone usieciowienie umozliwia przenikanie tego glikopeptydu
1 wychwytywanie czasteczek antybiotyku zanim dotrag do miejsca polimeryzacji
heterodimeréw-(GICNAc-B-(1,4)-MurNAc-pentapetyd), zachodzacej na zewnetrznej
powierzchni blony komoérkowej. Dodatkowo, uwigzione czasteczki wankomycyny, ktore
sposrod wszystkich antybiotykéw postrzegane s3 jako duze, stanowig zawade
przestrzenng dla kolejnych molekut, mogacych przenika¢ w giab Sciany [16, 17]. Jako
ceche wspotwystepujaca przy zwigkszonej ilosci wolnych dimeréw D-Ala D-Ala i
oporno$ci na wankomycyn¢e wymienia si¢ rowniez obnizenie aktywnosci biatka
wigzacego penicyling, PBP4. Jest to transferaza acylo-serynowa uczestniczaca w procesie
polimeryzacji tego dipeptydu.

Kolejny obszar dotknigty szeregiem zmian majacych wplyw na wyrazanie si¢
fenotypu VISA dotyczy obnizonej aktywnos$ci autolitycznej. Zgodnie z obserwacjami
prowadzonymi na szczepach rosngcych na podiozach z wankomycyna o st¢zeniu
odpowiadajagcym dawce subinhibujacej, komorki rosng jako bezpostaciowe skupiska,
grona. Dokladniejsze analizy wykazaly, Zze posiadajg nierozdzielona, amorficzng $ciang
komorkowa [18]. Réwnoczes$nie zaobserwowano zmniejszone stgzenie antybiotyku w
poblizu wyrostych kolonii, co stanowi potwierdzenie wczesniejszych wynikow
wskazujacych na wbudowywanie wankomycyny w strukturg peptydoglikanu [19].

Globalnie, zmiany ktore dotycza poziomu ekspresji mRNA u szczepoéw
wrazliwych na wankomycyne VSSA (ang. vancomycin susceptible S. aureus) oraz
opornych opornych na wankomycyne, VISA, pozyskanych od tego samego pacjenta na
roznych etapach dtugotrwatej terapii wankomycyng ujawniaja, ze powstawanie fenotypu
VSSA jest procesem wielogenowym i niezwykle ztozonym [20]. Poréwnanie wariantu
wrazliwego na wankomycyn¢ z wariantem $rednio wrazliwym wykazato réznice w

ekspresji co najmniej 224 gendéw. Obserwowane obnizenie poziomu syntezy mRNA
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dotyczylo 169 genoéw, zwigzanych przede wszystkim z metabolizmem podstawowym,
syntezg bialek powierzchniowych oraz wytwarzanymi toksynami i enzymami.
Wzmozong ekspresje wskazano dla 55 gendéw zwigzanych gldéwnie z transportem
komoérkowym, metabolizmem weglowodandw, biosynteza $ciany komorkowej oraz
globalnymi procesami regulacyjnymi. W toku analizy zidentyfikowano réwniez geny,
ktorych ekspresja byta odpowiednio 84- i 23-krotnie wyzsza w przypadku wariantu VISA
w poréwnaniu z wariantem wrazliwym, jednakze funkcje tych genéw nie zostaly
dotychczas w petni poznane.

Zaledwie 6 lat pozniej w Michigan w USA wyizolowano pierwszy szczep MRSA,
u ktérego opornos¢ na wankomycyne oraz glikopeptydy wywotana byta zdobyciem
klastra genow vanA od bakterii z rodzaju Enterococcus [21]. Ekspresja genow w klastrze
vanA, zlokalizowanym w transpozonie (Tn1546), prowadzi do zmodyfikowanej syntezy
prekursorow peptydoglikanu, ktore sa czasteczka docelowa leku. W rezultacie, zamiast
wigza¢ si¢ z D-alaning-D-alaning, wankomycyna wigze si¢ z obnizonym
powinowactwem do D-alaniny-D-mleczanu lub D-alaniny-D-seryny [22]. Obserwacje te
wskazaty, ze oporno$¢ na glikopeptydy moze by¢ uzyskiwana na dwa sposoby, sposrod
ktorych kazdy jest skuteczny. Z tego wzgledu MRSA zyskal §wiatowa stawe jako

superbakteria szpitalna (ang. Superbug).

2.1.2 Genetyka opornosci na antybiotyki u Staphylococcus aureus MRSA.
Obserwowalne w laboratorium spontaniczne mutacje mogg wystepowaé
z czestotliwoscia rzedu 10° do 108 na pojedyncza komoérke. Taki proces mutacji
i selekcji doprowadzit do powstania populacji bakterii opornych na antybiotyki.
Dodatkowa perspektywe dotyczacag ewolucji bakterii opornych uzyskano dzieki
scharakteryzowaniu horyzontalnego transferu genéw (HGT, ang. horizontal gene
transfer) oraz elementéw poza chromosomowego DNA. Obecnie uwaza si¢, ze wigkszos¢
przypadkéw wystepowania opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe jest wynikiem
nabywania dodatkowych elementéw genetycznych, do grupy ktérych zaliczane sa
plazmidy, ruchome elementy genetyczne (sekwencje insercyjne i transpozony) oraz
wyspy genomowe. Elementy te zawieraja juz zintegrowane geny opornosci na
antybiotyki i przekazywane sg za pomocg HGT nie tylko w obrebie jednego gatunku, ale
takze pomiedzy odrgbnymi, pochodzacymi nawet z réznych rodzajow [13]. Sposrod
istniejagcych rodzajow horyzontalnego transferu genoéw, ktoérymi sa transdukcja,

transformacja oraz koniugacja wszystkie zaobserwowane zostaty laboratoryjnie u S.
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aureus. Poszczegdlny udziat kazdego z nich w §rodowisku naturalnym pozostaje kwestia
niejasng. Szczegdlnym elementem genetycznym w kontek$cie nabywania genow
antybiotykoopornosci sg plazmidy. Znajdujgce si¢ w ich obrebie sekwencje insercyjne
umozliwiajg catkowitg lub cze¢sciowg rekombinacje. Moga stanowi¢ wektor dla
ruchomych elementow genetycznych zawierajacych geny opornos$ci umozliwiajac ich
przeniesienie zaréwno z jednego plazmidu na inny, jak i z plazmidu na miejsce
W chromosomie bez udziatu homologii genetycznej. Kumulacja wielu genéw opornosci
na jednym plazmidzie lub ich obecno$¢ w obrgbie transpozonu na chromosomie stanowi
wyjasnienie dla pojawienia si¢ wielolekoopornych gronkowcow [23, 24]. Dodatkowa
obserwacja wspolng dla bakterii wsrod ktorych czgsciej wystepuje oporno$¢ na
antybiotyki jest rozmiar genomu wynoszacy 2,5 Mb lub wiecej, w przypadku
Staphylococcus aureus jest to az 2,8 Mb. Na tej podstawie zasugerowano, ze zdolnos¢
danej bakterii do ewolucji w kierunku fenotypu wielolekoopornosci moze by¢ funkcja
wielkos$ci genomu [25]. Zgodnie z ta hipoteza organizmy z wigkszymi genomami
posiadaja bardziej roznorodne dodatkowe elementy genetyczne oraz wigksza zdolno$¢ do
mutacji  kompensacyjnych zwigkszajacych stabilnos¢ wprowadzonych insercji,
transpozycji oraz rekombinacji w genomie. W przypadku powodzenia, takie mutacje
kompensacyjne blokuja powrot do wrazliwego fenotypu nawet przy braku selekcji,
a zatem przyczyniajg si¢ do utrzymywania szczepOw opornych.

Jednym z najbardziej charakterystycznych mobilnych elementéw genetycznych
u MRSA przekazywanym w trakcie HGT jest kaseta chromosomowa SCCmec (ang.
staphylococcal cassette chromosome mec). Stanowi gldéwny nosnik genéw opornos$ci na
antybiotyki B-laktamowe mec (mecA, mecB, mecC ) wraz z genami kontrolujacymi ich
ekspresje (mecR1 i mecl). Zlokalizowany jest w poblizu miejsca poczatku replikacji
chromosomu w miejscu insercji attB. W jego sktad wchodza trzy podstawowe elementy.
Pierwszym z nich jest kompleks genow ccr sktadajacy sie z ccrAB i/lub ccrC otoczony
ORF, nastepnie kompleks mec skomponowany z gendéw mec, sekwencji inercyjnej
I otaczajacych ORF oraz trzeci element zwany regionem J (ang. J region). Kluczowy pod
wzgledem wielolekoopornosc¢i jest kompleks ccr umozliwiajacy insercj¢ dodatkowych
gendw opornosci dzieki miejscu specyficznej rekombinacji ccrAB oraz ccrC. Miejsca
specyficznej rekombinacji sa wysoce rozpoznawalne wsrdd wszystkich szczepoéw
z rodzaju Staphylococcus. SCCmec wydaje si¢ petni¢ rolg rezerwuaru chromosomalnego
do insercji dodatkowych determinantéw oporno$ci na antybiotyki wraz z elementami

transpozycyjnymi. Tym sposobem MRSA moze naby¢ Tn554 kodujacy opornos$¢ na
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antybiotyki z grupy MLS (erm[A]) oraz spektynomycyne (spc) [26]. Jest to przyktad
sprawnej wymiany informacji genetycznej umozlwiajacej szybka adaptacje do zaistnialej
presji srodowiskowej zwigzanej z antybiotykami oraz zanieczyszczeniem metalami
cigzkimi takimi jak kadm (cad). Mobliny element genetyczny SCCmec raportowany jest
jako kluczowy w ewolucji MRSA pod wzgledem nabywania genow opornosci [27].

Zidentyfikowane mechanizmy opornosci na antybiotyki u MRSA reprezentuja
bardzo zrdznicowane modele znoszenia dziatania antybakteryjnego. Jednym ze
sposobow jest produkcja specyficznych enzymow unieczynniajgcych antybiotyk poprzez
enzymatyczng degradacje obejmujacg hydroliz¢ grupy funkcjonalnej antybiotyku. Ten
mechanizm Staphylococcus aureus MRSA wykorzystuje wobec antybiotykow [3-
laktamowych, w tym penicyliny. Wytwarzana zewnatrzkomoérkowa [-laktamaza
dezaktywuje antybiotyk poprzez hydrolize pier$cienia B-laktamowego. Gen f-laktamazy
(blaZ) znajduje si¢ transpozonach przenoszonych przez roéznorodng grupg tzw.
plazmidoéw opornosci na metale cigzkie 1 B-laktamy. Ten rodzaj oporno$ci obserwuje si¢
takze w stosunku do chloramfenikolu. Detoksykacja antybiotyku zachodzi przy udziale
indukowalnego enzymu acetylotransferazie chloramfenikolu bedacego produktem genu
cat znajdujacego si¢ na plazmidzie pC221 [28].

Kolejny wzorzec molekularny opiera si¢ na zmianie struktury biatka docelowego
antybiotyku. Ten mechanizm aktywowany jest na przyklad w stosunku do antybiotykoéw
z grupy polsyntetycznych penicylin i cefalosporyn wobec ktorych aktywno$é B-laktamaz
jest nieskuteczna. Produkt biatkowy genéw mec znajdujacych si¢ w kasecie
chromosomowej SCCmec koduje biatko PBP2a wykazujace obnizone powinowactwo
wzgledem antybiotyku. Model uniemozliwiajacy dziatanie leku przez zmiany
strukturalne biatka docelowego reprezentuje rdwniez oporno$¢ na kwas fusydowy.
Mutacje chromosomalne w fusA, genie kodujacym czynnik elongacyjny EF-G,
niezbedny czynnik translacji wymagany do translokacji peptydéw oraz recyklingu
rybosoméw, generujg modyfikacje blokujace zwigzanie z antybiotykiem. Oporno$¢ na
kwas fusydowy jest takze przejawiana przez aktywno$¢ pompy efluksowej. Usuwanie
ksenobiotykow poprzez ich wypompowanie poza komorke [29].

Aktywny transport antybiotykow ma swoj szczegdlny udzial w kontekscie
wielolekoopornoséi. Geny zwigzane z transportem aktywnym ksenobiotykéw poza
komorke sa szeroko identyfikowane W plazmidach opornosci wielolekowej, takich jak
pSK1 [30]. Mechanizm ten moze istnie¢ samodzielnie, jednakze w ogromnej wigkszosci

przypadkéw wykazuje dziatanie synergistyczne do pozostatych [31]. Obecno$¢ pomp
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wyptywowych predysponuje bakteric do rozwinigcia Stanu antybiotykoopornosci z
tolerancji. Przyktadem wspomaganej ewolucji przez pompy wyptywowe jest opornos¢ na
cyproflaksyne u S. aureus. Sposrod 222 izolatéw hodowanych w obecnos$ci antybiotyku
oporno$¢ rozwingta sie u tych z podwyzszong ekspresjag norA, jednym z najlepiej
przebadanych u gronkowcoéw genem kodujacym pompe wyptywowa. Nadekspresja norA
doprowadzita do wyzszych wskaznikbw mutacji ws$rdd gendw  kodujacych
topoizomerazg IV oraz gyraz¢ DNA, bedacych celem dla antybiotykow z grupy
fluorochinolonéw [32].

Odwrotnym mechanizmem redukcji wnikania antybiotyku jest zapobieganie
tworzenia biofilmu. Oba te mechanizmy, jak wynika z obecnie przeprowadzanych badan,
sg wspotzalezne. W silnie tworzacym biofilm izolacie klinicznym S. aureus wyizolowano
geny, ktére po wyciszeniu powodowaty wadliwe tworzenie biofilmu. Jeden ze
scharakteryzowanych (bfd2) kodujacy hipotetyczne biatko, wykazuje wszystkie cechy
pompy wyptywowe]j nalezacej do MFS (ang. major facilitator superfamily), jednej
z pigciu nadrodzin pomp efluksowych zwigzanych z opornoscig wielolekows. Badania
wykazaty rowniez, ze MgrA, regulator plejotropowy u S. aureus, dziata jako negatywny
regulator pomp efluksowych NorB i NorC135, a jednocze$nie hamuje tworzenie si¢
biofilmu [34]. Kolejne badania wykazujagce zwigzek pomigdzy tymi mechanizmami
opornosciowymi donosza, ze wzgledne poziomy ekspresji genéw pompy efluksowe]
mdeA, norB i norC nalezacych do rodziny MFS byty podwyzszone w trakcie tworzenia
si¢ biofilmu. Pompy wyplywowe NorB i NorC moga eksportowac cetrymid, bromek
etydyny oraz chinolony [35, 36] .

Powodzenie wyksztalcenia si¢ opornosci na antybiotyki to najczg¢sciej wynik
synergistycznego dziatania zazebiajacych sie szlakow metabolicznych [37]. W Tabeli 1
przedstawione zostaty wybrane udokumentowane determinanty opornosci. Zestawienie
to uwidacznia roznorodnos$¢ wystepowania mechanizmow opornosciowych w przypadku

bakterii Staphylococcus aureus.
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Antybiotyk Determinant Mechanizm Lokalizacja Element
opornosci opornosci genetyczny
gacA, wielolekowe pSK1
Biocydy gacB, pompy wypltywowe Plazmid pSK23
gacC pSK41
Bleomycyna ble biatko wigzace Plazmid, Chromosom pUB110
bleomycyne
Chloramfenikol cat acetylotransferaza Plazmid pC221
chloramfenikolu
cfr metylotransferaza Chromosom 1S21-558
23S rRNA
Fluorochinolony grlA/B topoizomeraza Chromosom -
DNA IV
gyrA/B gyraza DNA
norA wielolekowe
pompy wyptywowe
Kwas fusydowy fusA czynnik Chromosom -
elongacyjny EF-G
fusB detoksyfikacja Plazmid Pub101
Gentamycyna, aacA-aphD N- Tn4001
Kanamycyna acetylotransferaza Plazmid::Transpozon
6'-aminoglikozydu;
2"-
aminoglikozydowa | Chromosom::Transpozon
fosfotransferaza
Linezolid geny 23S 23S rRNA Chromosom -
rRNA
Metycylina, mecA PBP2a Chromosom::SCC SCCmec
Oksacylina
Grupa MLS erm(A) rRNA N-6- Chromosom:: Transpozon Tn554
metylotransferaza (SCCmec)
erm(B) adeninowa Plazmid::Transpozon Tn551
erm(C) Plazmid pE194
Streptogramina vga(A) pompa wyplywowa plP524
A vga(B) (ABC) z Plazmid pIP1633
nadrodziny MLS
vat(A) acetylotransferaza pIP680
vat(B) wirginiamycyny pIP524
Streptogramina vgb(A) liaza Plazmid plP524
B streptograminy B
Mupirocyna ileS syntetaza Plazmid plP524
izoleucylo-tRNA
ileS-2 syntetaza Chromosom -
izoleucylo-tRNA
Neomycyna, aphA-3 fosfotreansferaza | Chromosom::Transpozon | Tn5404
kanamycyna aminoglikozydowa
aadD adenylotransferaza Plazmid pUB110
aminoglikozydowa
Penicylina blaz B-laktamaza Plazmid::Transpozon, Tn552
Plazmid::Chromosom
mecA PBP2a Chromosom::SCC SCCmec
Ryfampicyna rpoB podjednostka Chromosom -

polimerazy RNA
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Spektynomycyna spc adenylotransferaza | Chromosom::Transpozon -
spektynomycyny
Streptomycyna str adenylotransferaza Plazmid pS194
spektynomycyny
sat4 acetylotransferaza | Chromosom::Transpozon | Tn5405
streptomycyny
Tetracyklina tetA(K) antyporter Plazmid, pT181
tetracykliny Chromosom::Plazmid
tetA(L) (pompa Plazmid pKKS2187
wyptywowa)
tetA(M) rybosomalne biatko | Chromosom::Transpozon | Tn5801
protekcyjne
Trimetoprim dfrA reduktaza Plazmid pSK639
dfrB dihydrofolianowa Chromosom -
Wankomycyna, | vanHAXYZ opornos¢ na Plazmid:: Transpozon Tn1546
Teikoplanina glikopeptydy

Tabela 1. Zestawienie wybranych genetycznych determinantéw oporno$ci na antybiotyki u Staphylococcus
aureus. ABC: ATP-binding cassette superfamily; MFS: Major facilitator superfamily

2.2 Struktura drugorzedowa RNA w kontroli ekspresji genow u bakterii

Szybka adaptacja bakterii do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych jest
mozliwa dzigki dynamicznej regulacji ekspresji gendw. Sposrod mechanizmow
najszybszym i najbardziej efektywnym jest wykorzystanie regulatoréw opartych
0 zmiang struktury RNA. Jedng z wlasciwosci kwasow rybonukleinowych jest zdolno$¢
do tworzenia ztozonych struktur poprzez interakcje pomiedzy odleglymi regionami,
a takze pomigdzy nukleotydami znajdujacymi si¢ blisko siebie [38]. Oddzialywania te
moga tworzy¢ motywy todyzki i petelki zarowno w formie cis jaki i trans, a takze wysoce
ustrukturyzowane pseudowezly, zamki rybozowe czy motywy typu k-turns [39]. Dzigki
réznorodno$ci motywow strukturalnych mozliwa jest kontrola wigkszosci etapow
ekspresji gendw poczynajac od transkrypcji, poprzez translacje, az do rozpadu RNA [40].

U prokariota poszczeg6lne regiony helikalne, zwlaszcza regiony nieulegajace
translacji 5° (ang. 5” untranslated regions, 5’ UTR) sa krytyczne dla kontroli transkrypcji
i translacji poprzez modulacje sygnatow dla polimerazy RNA oraz rybosomu [41, 42].
Przyktadem ztozonych struktur w tym regionie sa aptamery ryboprzetacznikéw, ktore
pod wpltywem czasteczek sygnalowych ze srodowiska generujg zmiany wzorcow

strukturalnych, aby sekwestrowa¢ lub ujawnia¢ elementy regulacyjne [43].

2.2.1 Dynamika struktury RNA jako zrodlo potencjalu regulacyjnego.
Ustrukturyzowanie zapewnia czasteczkom RNA wszechstronno$é, ktéra

przejawia si¢ w prostych interakcjach parowania zasad, az po tworzenie kieszeni
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wigzacych kationy (np. Mg?*, K*), zlozone metabolity (np. witaminy, koenzymy,
pochodne nukleotydow, aminokwasy), a nawet biatka [44]. Przemiany jakim ulega dana
struktura RNA polegaja na stabilizacji badZz destabilizacji w skali mikrosekund co
w wiekszosci przypadkoéw przektada si¢ na wspoltistnienie obu form w konkretnym

momencie [45]. Dynamika ta zapewnia ogromny potencjat regulacyjny.

2.2.1.1 Energia swobodna RNA

Uktad przestrzenny czasteczek RNA determinowany jest interakcjami
wystepujacymi w obrebie pojedynczej nici, pomigdzy odrebnymi ni¢mi, a takze
otaczajacym srodowiskiem. Tendencja tworzenia si¢ konkretnej struktury drugorzedowej
jest minimalizacja energii swobodnej Gibbsa, jednakze nie oznacza to wystgpowania
danej sekwencji RNA w jednym korzystnym uktadzie energetycznie [46]. Pojedyncza
struktura RNA reprezentowana jest przez rozktad licznych konformacji mozliwych do
utworzenia w danym wzorcu sekwencyjnym. Kazda z konformacji, nazywana struktura
posrednig posiada swoja energi¢ swobodna, ktora wraz z wspotwystepujacymi tworzy
krajobraz energetyczny danej puli czasteczek RNA [47]. Obserwowalnym zjawiskiem
jest wystepowanie dysproporcji z przesunig¢ciem ilosSciowym w kierunku struktur
stabilnych termodynamicznie o niskiej energii swobodnej. Struktury o zblizonej energii
swobodnej tworza minima energetyczne — suboptymalne struktury wyodrgbniajace si¢ na
tle pozostatych. Poniewaz niektore konformacje w danym uktadzie sekwencyjnym nie
moga o0siggna¢ odpowiedniej stabilnosci energetycznej, dana populacja czasteczek RNA

zdominowana jest przez kilka, a pozostate sg raczej niestabilnymi formami posrednimi
[48].

2.2.1.2 Rodzaje dynamiki konformacyjnej RNA

Definiuje si¢ dwa rodzaje dynamiki RNA: fluktuacje réwnowagowe oraz
przejscia konformacyjne (Rysunek 1). Pierwszy z nich odnosi si¢ do ciagtych
I spontanicznych zmian konformacyjnych wsrod zgodnych sekwencyjnie czasteczek
RNA o zblizonej energii swobodnej. Szybkos¢ tych fluktuacji zalezy od poziomu bariery
energetycznej oddzielajacej konformacje. Obserwowane spontaniczne przej$cia
zachodza w przypadku czasteczek RNA, w ktorych alternatywne zwijanie oddzielone jest
niskg barierg energetyczna. Czasteczki reprezentowane przez dwa uktady konformacyjne
istniejg w réwnowadze strukturalnej 50:50, az do przesunig¢cia rOwnowagi przez

zwigzanie czynnika stabilizujacego przez jedng ze struktur [48].
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Przejscie konformacyjne zachodzi wowczas, gdy sygnaty pochodzace z komorki
jak zmiana st¢zenia metabolitow lub temperatura przesuwaja energi¢ swobodng struktury
do poziomu, w ktorym nastepuje przegrupowanie i rozwini¢cie konkretnego regionu
RNA [49]. W rezultacie zbior konformacji zostaje przetasowany, a nowy wzor
przestrzenny staje si¢ dostepny. Stabilizacja nowej konformacji trwa do czasu uwolnienia
czynnika oddzialywujacego, kiedy to czasteczki powracaja do stanu rownowagi sprzed
[50].

energia swobodna

T

T
fluktuacje
rownowagowe

F 3

krajobraz konformacyjny

przejscie
konformacyjne

Rysunek 1. Krajobraz konformacyjny RNA. Szczegélne przyklady konformacji strukturalnej pokazano dla
dwoch minimoéw energetycznych. Roéznice pomiedzy strukturami w obrebie jednego minima energetycznego
pokazano kolorem fioletowym.

2.2.1.3 Faldowanie ko-transkrypcyjne.

We wczesnych latach 80’ zaobserwowano, ze struktura drugorzgdowa RNA
tworzy si¢ w obrebie powstajacej nici jeszcze w czasie trwania transkrypcji. Tworzace
si¢ oddzialywania w czasie rzeczywistym stymulujg przechodzenie przez poszczegolne
poziomy energetyczne i uktady konformacyjne. Faldowanie ko-transkrypcyjne zachodzi
w kolejnosci sekwencyjnej tworzacej si¢ nici od konica 5° do 3’ zanim prawdziwy koniec
3’ zostanie zsyntetyzowany (Rysunek 2).

Zgodnie z wnioskowaniem Schroeder i innych [51] na temat faldowania RNA
w czasie transkrypcji wskazuje si¢ na 3 implikacje. Po pierwsze, lokalne interakcje nowo
syntetyzowanego RNA sg uwarunkowane kierunkiem procesu transkrypcji. Po drugie

bezposredni wplyw na fatdowanie RNA ma szybko$¢ zachodzenia procesu transkrypcji.
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Uwarunkowaniem jest roznica predkosci z jaka polimeraza RNA syntetyzuje nowo
powstajaca ni¢. Szybkos$¢ polimerazy bakteryjnej wynosi okoto 20-80 nukleotydow na
sekunde, a tempo faldowania RNA miesci si¢ w przedziale od 10 - 100 milisekund do
nawet minut lub godzin w przypadku konformacji uwiezionych kinetycznie [52]. Jako
trzecig implikacje faldowania RNA w czasie transkrypcji wskazuje si¢ sam proces jej
wstrzymania. Interakcja wystgpujaca pomiedzy aparatem transkrypcyjnym polimerazy,
syntetyzowanym RNA, a obecno$cig lub brakiem czynnika biatkowego indukuje
konkretng konformacje przestrzenng tworzacej si¢ struktury [53, 54, 55]. Przyktadem
wskazanej zalezno$ci konformacyjnej jest aktywno$¢ ryboprzetacznika mononukleotydu
flawinowego FMN znajdujacy si¢ w operonie riobDEAHT u Bacillus subtilis. Pod
wplywem zwigzania metabolitu nastgpuje stabilizacja jednej z dwdch mozliwych

konformacji ko-transkrypcyjnych w wyniku czego nowo powstata spinka terminacyjna

wstrzymuje dziatanie polimerazy [56].
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Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie faldowania kotranskrypcyjnego ryboprzelacznika. (1) Faldowanie
wstepne konca 5° RNA podczas transkrypcji. (2) Aptamer ryboprzelacznika moze przybieraé¢ dwie struktury
konformacyjne. (3) Jeden z nich stabilizowany przez wiazanie ligandu. (4) Brak zwiazania ligandu, struktura
drugorzedowa podlega dalszym zmianom konformacyjnym wraz z synteza RNA, RNAP — polimeraza RNA.

2.2.1.4 Dynamika strukturalna ryboprzelacznikow

Ryboprzetaczniki sg wysoko ustrukturyzowanymi regionami RNA, ktdére biorg
udziat w regulacji cis transkrypcji oraz translacji. Zlokalizowane w regionie liderowym
mRNA, 5° UTR, powyzej kodonu start i charakteryzujg si¢ wysokim zakonserwowaniem
ewolucyjnym w krolestwie Bakterii, Archebakterii, a nawet Eukariota [57]. Ich funkcja
jest pelnienie roli receptorow dla matych czasteczek sygnatowych (ligandow). Zwigzanie
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ligandu przez obszar zwany aptamerem ryboprzetacznika, indukuje rearanzacje
strukturalng platformy ekspresyjnej znajdujacej si¢ ponizej aptameru. Zmiany te
uruchamiajg jeden z kilku mechanizméw odpowiedzialnych za kontrole ekspresji genow.
W swojej ostatniej pracy Scull i wspotpracownicy [58] opisali dwa modele opisujace
rodzaj zwigzania ligandu (Rysunek 3). Pierwszy z nich zwany selekcja konformacyjna
wystepuje, gdy zwigzanie ligandu poprzedza jedna z dwodch zmiana konformacja
aptameru lub ich ewentualna forma posrednia. W tym scenariuszu zwigzanie ligandu
stabilizuje jedng z dwoch dynamicznie zmieniajgcych si¢ konformacji 1 generuje
odpowiedz regulatorowa przez zmiany w platformie ekspresyjnej. Przyktadem tej
regulacji jest ryboprzetacznik wykrywajacy fluor. Zaobserwowano, ze faldowanie
ryboprzetacznika w obecnosci fluoru reprezentuje jedna strukture, niezaleznie od jego
stezenia. Jednakze w przypadku jego braku obserwowalna jest krotkotrwata konformacja
posrednia z dostepnym miejscem wigzania ligandu zwana ,,stanem wzbudzonym”.
Wiazanie fluoru nawet w waskim zakresie stezen stabilizuje strukture, inicjuje zmiany
konformacyjne w platformie ekspresyjnej.

Drugi alternatywny model opisujacy dynamike wigzania ligandu nazwany zostat
mechanizmem indukowanego dopasowania. Wystepuje gdy zwiagzanie ligandu ma
miejsce przed zaistnieniem zmiany konformacyjnej. Przyktadem tego mechanizmu
dopasowania jest ryboprzetacznik purynowy reagujacy na wewnatrzkomorkowe stezenie
guaniny. Konformacyjnie dynamiczny stan bez zwigzanego ligandu poczatkowo
stabilizowany jest przez parowanie zasad typu Watson-Crick migdzy ligandem a resztg
pirymidynowa (Y74). Dopiero w nastgpstwie obserwuje si¢ przegrupowanie petli J2/3
| zamkniecie ligandu w strukturze potrojnego wezta [59]. Niektore ryboprzetaczniki
wykorzystuja oba mechanizmy jak na przyktad transkrypcyjny ryboprzetacznik preQl
u Bacillus subtilis. Faworyzowanym modelem jest selekcja konformacyjna, w ktorej
ligand wigze si¢ z juz powstata, wybrana konformacjg. Jednak przy niskim stezeniu
ligandu i jonow Mg?* obserwuje sie mechanizm dopasowania indukowanego, w ktorym

zmiana konformacyjna zapoczatkowana jest zwigzaniem metabolitu [58].
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Rysunek 3. Mechanizmy wigzania ligandu i stabilizacji konformacji ryboprzelacznika. Dopasowanie
indukowane zaklada, ze zmiana Kkonformacyjna aptameru wynika z wiazania ligandu. W selekcji
konformacyjnej wiazanie ligandu stabilizuje dynamicznie zmieniajaca si¢ konformacj¢ aptameru.

2.2.2 Zmiana struktury drugorzedowej RNA w regulacji transkrypcji

Zmiana struktury RNA odgrywa szczegdlng role w odniesieniu do terminacji
transkrypcji. Prawidlowy przebieg tego procesu umozliwia recykling polimerazy RNA
(RNAP), zapobiegajacy transkrypcji sasiednich genow i kolizjom z innymi kompleksami
transkrypcyjnymi. W genomach bakteryjnych wyr6znia si¢ dwa rodzaje przebiegu tego
procesu. Pierwszy z nich opiera si¢ wylgcznie na interakcji pomigdzy RNAP a sekwencja
matrycy DNA i jest to tak zwana terminacja wewnetrzna lub Rho-niezalezna. Druga

natomiast zalezna jest od interakcji z okre§lonymi czynnikami, takimi jak biatka Rho lub
Mfd.

2.2.2.1 Wewnetrzna terminacja transkrypcji.

Wewngtrzna terminacja transkrypcji jest mozliwa dzigki tworzeniu si¢ struktur
spinki terminacyjnej bogatej w G-C, w powstajacej czasteczce RNA, w odlegtosci 7-9
nukleotydow powyzej konca 3> RNA [60, 61]. Istotng cechg tego regionu jest

wystepowanie traktu poliU tuz za spinka terminacyjng o dtugosci okoto 7-9 nukleotydow,
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glownie urydynowych (49-51). Utworzenie spinki terminacyjnej powoduje chwilowe
zatrzymanie RNAP co jednocze$nie zbiega si¢ z w czasie z transkrypcja traktu poliU.
Wstrzymanie w miejscu niestabilnego heterodupleksu poliU (RNA) z poliA (DNA)
zapoczatkowuje rozplecenie nici, destabilizacj¢ kompleksu elongacyjnego i uwolnienie

nowopowstatej nici RNA (Rysunek 4) [61].

polimeraza RNA h dysocjacja kompleksu
elongacyjnego
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Rysunek 4. Schematyczne przedstawienie wewnetrznej terminacji transkrypcji u bakterii. Zatrzymanie
polimerazy RNA przez napotkany trakt poliU, po ktérym nastepuje utworzenie spinki terminatora w
powstajacej czasteczce RNA, powodujac destabilizacje i dysocjacje kompleksu elongacyjnego.

Dyskusja na temat cech opisanych wyzej jest wcigz zywa. Watpliwosciom
podlega stopien, w ktorym mechanizm ten jest ewolucyjnie zakonserwowany we
wszystkich bakteriach, wigkszo$¢ badan opiera si¢ na Escherichia coli, B. subtilis i tylko
kilku innych gatunkach. Wciaz u ogromnej liczby bakterii zmiana struktury
drugorzgdowej] RNA w regulacji terminacji transkrypcji potrzebuje potwierdzenia.
Ahmad i wspotpracownicy wykazali, Ze trakt poliU po spince terminacyjnej moze nie by¢
wymagany do skutecznego przebiegu zakonczenia elongacji, a znaczna liczba
zidentyfikowanych terminatorow nie posiada kanonicznej sekwencji nukleotydowe;j
W postaci ciggu powtorzen uracylu na powstajacych transkryptach. Badacze
podejrzewaja, ze pobliskie sekwencje nukleotydowe znajdujace si¢ w kanale
wyjsciowym RNAP, miejscu aktywnym czy kanale DNA moge rowniez byc
determinantg pauzowania polimerazy RNA [61].

Opisane zostaty takze inne potencjalne mechanizmy destabilizacji RNAP. Model
hipertranslokacji (ang. hypertranslocation model) w przéd zaktada, ze po terminacji

RNAP kontynuuje swoje dziatanie w poprzek nici DNA, ale bez wydtuzania powstalej
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czasteczki RNA, co skutkuje skréceniem hybrydy RNA:DNA i destabilizuje kompleks
elongacyjny [62]. Kolejny mechanizm, zwany modelem $cinajacym (ang. shearing
model) opisuje proces w ktorym spinka terminatora powoduje “poslizg” kompleksu
elongacyjnego TEC (ang. transcription elongation complex) i zerwanie wigzania
heterodupleksu RNA:DNA [63]. Zaproponowanym modelem jest takze model
allosteryczny (ang. allosteric model), ktorego koncepcja polega na zmianie
konformacyjnej w strukturze kompleksu elongacyjnego przez oddziatywanie pomig¢dzy
kanatem wyjscia RNA, a terminatorem. Konsekwencjg jest destabilizacja
I oddysocjowanie poszczegdlnych podjednostek TEC [64].

Zgodnie z zalozeniem, wewngtrzna terminacja transkrypcji nie wymaga
dodatkowych czynnikow aby skutecznie wywota¢ oddysocjowanie RNAP. Jednakze
zgodnie z prowadzonymi obserwacjami, biatko NusA moze istotnic wzmacniaé
terminacj¢ transkrypcji poprzez wydtuzenie pauzowania polimerazy RNA. Posrednie
miejsce oddzialywania zachodzi pomiedzy spinka terminacyjna, a podjednostka a, f oraz
B’ polimerazy RNA [65]. Jak wykazali Modal i wspotpracownicy istnieje znaczna liczba
stabych 1 niekanonicznych terminatorow wewngtrznych, ktdrych skutecznos¢ jest silnie
zalezna od NusA [66]. Z kolei odwrotny wptyw wywiera obecnos¢ biatek NusG, NusB
czy NusE, a takze biatka Q 1 N faga A pelnigcych funkcje antytermiancyjng. Sg to jak
dotad jedne z najszerzej przebadanych czynnikéw mogacych stymulowaé przebieg

wewnegtrznej terminacji transkrypcji.

2.2.2.2 Rho-zalezna terminacja transkrypcji.

Procesy terminacji zalezne od Rho i Mfd naleza do odrgbnej klasy zdarzen
transkrypcyjnych. W przeciwienstwie do terminacji wewnetrznej mechanizmy te zalezne
sg od czynnikéw pomocniczych takich jak translokazy Rho lub Mfd. Terminacja zalezna
od Mfd poswiecona jest recyklingowi kompleksu elongacyjnego. Zwigzanie z RNAP
I sasiadujaca sekwencja DNA inicjuje translokacj¢ zablokowanego kompleksu
prowadzac do uwolnienia powstajacej czasteczki RNA 1 oddzielenia RNAP od matrycy
DNA [61]. Rho to homoheksameryczna helikaza, zachowana konserwatywnie
w krolestwie bakterii z wyjatkiem kilku linii do ktorych naleza: Mollicutes,
Cyanobacteria i niektore gatunki z klas Clostridia i Bacilli. Szacuje si¢, ze czynnik ten
bierze udzial w znacznej liczbie zdarzen terminacji u E. coli. Washburna i Gottesman
W swojej pracy stwierdzaja, ze okoto 20% transkryptow powstato przy udziale tego

mechanizmu, za§ Mitra i wspolpracownicy wskazuja, ze przy udziale tego czynnika
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zachodzi az 50% wszystkich zdarzen terminacji transkrypcji. Warunkiem do jej
zaistnienia jest obecno$¢ miejsca rut (ang. Rho utilization site), sekwencji bogatej
w pirymidyne o dlugosci 60-90 nukleotydow nieposiadajgcej szczegolnej struktury
drugorz¢dowej [60, 61]. Po zwigzaniu z miejscem rut aktywnos$¢ translokazy Rho
inicjowana jest przez hydrolize ATP indukujac jej ruch w kierunku konca 3’ czasteczki
RNA. Terminacja wywotana jest ,,ztapaniem” kompleksu elongacyjnego i zatrzymaniem
w miejscu sekwencyjnie zdefiniowanym zwanym miejscem uwalniania (ang. release site)
[67]. Zdarzenie terminacji transkrypcji, w ktorej posredniczy Rho, jest czasami
indukowana przez zmiany w strukturze RNA wywotane aktywno$cia r6znych elementow

regulatorowych w tym takze ryboprzetacznikow [68].

2.2.2.3 Terminatory warunkowe

Niektére sposrod zidentyfikowanych mechanizméw terminacji transkrypcji
wywolujg ten proces warunkowo w odpowiedzi na czynniki $rodowiskowe. Szeroko
opisang grupa reprezentujacg ten model regulacji ekspresji gendw sa ryboprzetaczniki.
Warunkowe zakonczenie transkrypcji genu lub operonu, znajdujacego si¢ pod kontrola
ryboprzetagcznikéw jest nastepstwem zwigzania konkretnego ligandu, rearanzacji
strukturalnej oraz utworzenia badz rozerwania struktury typu spinki petnigcej funkcje
terminatora lub antyterminatora [69]. Nawiazujac do ostatniego zdania z rozdziatu 2.2.2.2
przyktadem wywolanej terminacji transkrypcji przy udziale Rho jest aktywnos$¢
ryboprzetacznika kontrolujacego ekspresje genu mgtA u bakterii Salmonella enterica,
ktorego ligandem jest jon magnezu Mg?*. Hollands i wspotpracownicy wskazali, ze przy
niskim stgzeniu kationu region RNA fatduje si¢, zamykajac miejsce rut w strukturze
drugorzedowej promujac ekspresje genu. Jednak jego wysoki poziom indukuje odmienne
faldowanie, a miejsce rut staje si¢ dostepne dla biatka Rho [68]. Opisany zostal takze
alternatywny mechanizm regulatorowy genu mgtA. Wariant ten zaktada modulacje¢ przez
szybko$¢ z jaka zachodzi translacja w zwigzku z obecno$cig bogatego w proling,
wrazliwego na obecno$¢ jonow Mg? biatka liderowego MgtL. W tym modelu
zatrzymanie rybosomu przez niskie stezeniu jondw magnezu jest gtlbwnym powodem
zmian strukturalnych i uwolnienia miejsca rut. Oba opisane mechanizmy uczestnicza
w kontroli ekspresji genu mgtA [70].

Analogiczny model dziatania do ryboprzetagcznikami dzielg atenuatory. Cecha

réznicujgce te mechanizmy jest przyczyna zmiany konformacyjnej prowadzacej do
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terminacji transkrypcji. W przypadku atenuatoréw, rearanzacja strukturalna moze zosta¢
wywotana pauzowaniem rybosomu, biatkami wigzacymi RNA, a takze
nieaminoacylowanym tRNA. Przykladem atenuacji jest mechanizm regulatorowy
operonu bgl u E. coli. Biatka wigzagce RNA, bedace jednoczes$nie produktem operonu bgl
u E. coli sg kluczowe dla jego regulacji. Ich ekspresja jest silnie zalezna od B-glukozydow,
a pod ich nieobecnos¢ biatko bglF fosforyluje i sekwestruje biatko bglG (w obecnosci
substratu mozna zaobserwowa¢ odwrotny proces defosforylacji). Fosforylowana bglG
nie jest zdolna do wigzania rybonukleinowych miejsc antyterminatorowych
W powstajacym RNA, gdzie wiadomo, ze blokuje tworzenie wewnetrznych
terminatorow, ktore inaczej bylyby obecne w operonie, poprzez stabilizacj¢

kompetycyjna struktury drugorzedowej [71] (Rysunek 5).
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Rysunek 5. Regulacja operonu bgl u E.coli. W przypadku braku B-glukozydéw (prawa strona), bialko bglF
fosforyluje i sekwestruje bialko bglG. Fosforylowane bialka nie moga wiazaé¢ miejsca antyterminatora i
blokowa¢é tworzenie si¢ wewnetrznego terminatora, co mozna zaobserwowacé, gdy obecne sa pB-glukozydy, a
bialka bglG nie sa fosforylowane (lewa strona).

Przykladem regulacji transkrypcji przez zatrzymanie rybosomu jest mechanizm
kontrolujacy operon tryptofanowy trp w E. coli. Atenuatorem sensu stricto jest
poprzedzajacy wlasciwy operon tryptofanowy element liderowy (ang. lider transcript)
trpL sktadajacy si¢ z czterech réznych segmentdéw. Kazda para znajdujaca si¢ obok siebie
moze utworzy¢ strukture spinki terminacyjnej (1 z 2,2 z 3 1 3 z 4). Pierwszy segment od
konca 5’czg¢sciowo pokrywa sie z krotkag ramka odczytu zawierajaca kodony Trp.
Struktura spinki utworzona z pierwszych dwoch segmentéw dziata jak terminator
wstrzymujac proces transkrypcji. Niskie stezenie tryptofanu w komoérce powoduje
op6znienie translacji kodonow Trp wraz z regionem liderowym, podczas gdy
transkrypcja zachodzi do konca operonu. Zablokowany rybosom zapobiega tworzeniu si¢

pierwszej struktury terminatora co indukuje sktadanie segmentow 2 1 3 w spinke petnigca
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funkcje antyterminatora. W odwrotnej sytuacji wysokich stezen tryptofanu (a wlasciwie
Trp-tRNAT™) rybosom przyspiesza translacje obejmujac segment 1 oraz 2, co skutkuje
utworzeniem si¢ wewnetrznej spinki terminacyjnej z segmentow 3 i 4. W tym wariancie
dalsza transkrypcja genow zostaje wstrzymana [71].

Bezposrednimi regulatorami cis bioragcymi udzial w warunkowej terminacji
transkrypcji genow zwigzanych z metabolizmem aminokwaséw sa nieaminoacylowane
tRNA [72]. Struktury mRNA wigzace czgsteczki tRNA nazywane sg ryboprzetgcznikami
T-box i wystepuja najliczniej wérod bakterii gram dodatnich. Uczestniczg w regulacji
poziomu aminokwaséw w komorce poprzez wykrywanie nieaminoacylowanych tRNA.
Budowa elementu T-box zawiera trzy struktury spinek potaczonych petla centralng oraz
pseudoweztem [73]. Rozpoznanie wilasciwego tRNA mozliwe jest dzieki petli
wewnetrznej spinki I zawierajacej sekwencje specyfikatora (ang. specifier sequence)
oddziatujacej z antykodonem konkretnego tRNA. Petla II (nieobecna we wszystkich
strukturach T-box) stuzy do tworzenia dodatkowych wigzan pomigedzy mRNA a tRNA,
co wpltywa na wzmocnienie powstatych interakcji w petli 1 [72]. Elementem, ktorego
funkcja ma znaczacy wplyw na dzialanie T-boxu jest petla III zaangazowana
w stabilizacje struktury antyterminatora, wymaganej do prawidlowego wykrywania
aminoacylacji. Dzigki sekwencji konsensusowej 5-UGGN-3’' moze oddziatywac na
zassie komplementarnos$ci z ramieniem akceptorowym NCCA, tym samym wykrywac
osadzenie aminokwasu na czasteczce tRNA. Obsadzone aminokwasem ramie
akceptorowe tRNA uniemozliwia interakcje pomiedzy wybrzuszeniem w strukturze
antyterminatora 1 skutkuje powstaniem alternatywnej struktury drugorzedowej,
powodujacej terminacje¢ transkrypcji. Na stabilizacj¢ kompleksu wplywa rowniez
oddziatywanie, tworzace si¢ pomigdzy ramionami D i T czasteczki tRNA, a petlg
apikalng i wybrzuszeniem (ang. bulge) spinki I [73].

2.2.3 Zmiana struktury drugorz¢edowej RNA w regulacji translacji

Scista kontrola syntezy bialek jest wymagana zardéwno w statych jak i zmiennych
warunkach $rodowiskowych w celu utrzymania ich wiasciwego poziomu dla
prawidlowego funkcjonowania komorki. Translacja jako najbardziej energochlonny
proces zachodzacy w komorkach podlega regulacji w celu minimalizacji naktadow
energetycznych na kazdym etapie, zarowno przy inicjacji translacji, wydluzaniu,
terminacji, a takze przy recyklingu rybosomow [74]. Kluczowym etapem utworzenia

aktywnego kompleksu translacyjnego jest etap izomeryzacji, prowadzacy do
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przeksztalcenia niestabilnego kompleksu preinicjacyjnego w stabilny kompleks
inicjacyjny ztozony z podjednostki rybosomu 30S, mRNA oraz tRNA™®, Proces ten jest
nieodwracalny, a jego wydajnos¢ zalezy od stosunku kinetyki izomeryzacji i fatdowania
struktury mRNA [75, 76]. Najcz¢sciej wykorzystywane i najskuteczniejsze mechanizmy
regulacji translacji opieraja si¢ 0 modulacje dostepnosci strukturalnej miejsca
zdefiniowanego sekwencja Shine-Dalgarno (SD) oraz miejsca wigzania rybosomu RBS
[77]. Mechanizmy regulatorowe RNA mozna podzieli¢ na dziatajace w uktadzie cis oraz

trans.

2.2.3.1 Regulatory translacji dzialajace w ukladzie cis.

Termosensory oraz ryboprzelaczniki s3 najbardziej ubikwistycznymi
przedstawicielami struktur regulatorowych RNA dziatajacych w uktadzie cis. Trzy klasy
genow bakteryjnych podlegaja kontroli zaleznej od temperatury, sg nimi geny zjadliwos$ci
oraz szoku termicznego ciepta i zimna. W procesie translacji termosensory dzialajg
poprzez sekwestracj¢ miejsca RBS w strukturze drugorzedowej reagujacej na wahania
temperaturowe.

Regulatory te dzialajg poprzez dwa mechanizmy. Pierwszy z nich, tryb suwakowy
(ang. zipper mode), opiera si¢ na rozpleceniu struktury typu spinka maskujacej sekwencje
SD oraz miejsce RBS, ktore po rozfaldowaniu staja si¢ dostgpne dla podjednostki
rybosomu [78, 79, 80, 81]. Drugi, zwany trybem przetaczenia (ang. switching mode),
opiera si¢ na przejsciu pomiedzy konformacjami, ktore sekwestrujg lub rozplataja
sekwencje SD oraz miejsce RBS [79]. Tryb pierwszy zidentyfikowano u patogennej
bakterii Listerii monocytogenes. Rozwiniecie infekcji u gospodarza nastgpuje na skutek
mechanizmu przelgczenia si¢ bakterii z aktywnosci saprofitycznej na patogenna.
Temperatura ciala gospodarza wywotuje rozplecenie struktury typu spinka uwalniajac
maskowane wczesniej miejsce wigzania rybosomu. Nastgpuje aktywacja translacji biatka
PrfA, gldwnego regulatora wirulencji [48, 82]. Przyktad termosensora reprezentujacego
tryb przejScia konformacyjnego znaleziony zostal w fagu A enterobakterii. Zmiana
temperatury stabilizuje strukture A lub B, gdzie forma A zapobiega syntezie biatka cIII
promujac u bakteriofaga zajscie cyklu litycznego. Aktywacja termosensora wyzwalana
jest rowniez spadkiem temperatury. Reakcja na stres zimna u E.coli jest przegrupowanie
strukturalne, w wyniku ktorego uwolnione zostaje miejsce RBS ze struktury typu spinki

umozliwiajgc rozpoczecie syntezy biatka szoku zimna A (CspA) [79].
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Nieco bardziej ztozonymi regulatorami translacji sg ryboprzetaczniki. Podobnie
jak termosensory RNA, kontroluja etap inicjacji poprzez modulacje dostepnosci
strukturalnej miejsc wigzania rybosomu. Do zaistnienia tego zjawiska niezbg¢dne jest
zwigzanie okreslonego ligandu wyzwalajacego tworzenie alternatywnych struktur, ktore
odpowiednio sekwestruja badz eksponuja sekwencje Shine-Dalgarno. Regulacja
translacji na skutek dziatania ryboprzelacznikoéw jest czgséciej spotykana u bakterii Gram-
ujemnych. Stanowi to opozycje w stosunku do bakterii Gram-dodatnich, wsréd ktorych
ryboprzetaczniki stanowig dominujgcg grupe regulatorow transkrypcji [83]. Wedlug
klasyfikacji Breakera mozna wyrdzni¢ trzy grupy ryboprzetacznikow pod wzgledem
lokalizacji. Pierwszy z nich dotyczy regulatorow, w ktorych miejsce wigzania rybosomu
RBS jest niecodtgczng czgsécig aptameru, tak wiec ligand i rybosom konkurujg o jego
wigzanie. Przykladem jest mechanizm dzialania ryboprzelacznika wigzacego
kobalaming, gdzie przy wysokim st¢zeniu ligandu nastepuje wyhamowanie translacji.
Drugi typ reprezentuja ryboprzetaczniki, w ktorych domeny wigzace ligand i miejsce
wigzania rybosomu sg oddzielone. Przedstawicielem tego mechanizmu jest jeden
Z najbardziej rozpowszechnionych ryboprzetacznikow wigzacych pirofosforan tiaminy,
TPP. Po zwigzaniu TPP z aptamerem nastepuje rearanzacja czesci platformy ekspresyjne;j
zawierajace] RBS. Ostatnig grupe reprezentujacg trzeci typ ryboprzetacznikow mozna
rowniez wskaza¢ wsrod regulatorow wiazacych pirofosforan tiaminy. W tym przypadku
obserwuje si¢ dwuetapowy system regulacyjny, w ktorym RBS znajduje si¢ w strukturze
spinki terminatora. Jej utworzenie zalezy od wysokiego stezenia ligandu, ktory poprzez
skuteczne wigzanie z aptamerem zapobiega transkrypcji. Jednakze w przypadku
umiarkowanego stezenia i utworzenia transkryptu petnej dtugosci wystepuje regulacja po
transkrypcyjna, polegajaca na ponownym utworzeniu struktury typu spinka zawierajacej
RBS [84].

Innym  przykladem  mechanizmu  wykorzystujacego  ryboprzelaczniki
w warunkowej regulacji translacji jest degradacja mMRNA. U bakterii Gram-dodatnich,
takich jak B. subtilis, zaobserwowano ze obecnos¢ glukozamino-6-fosforanu (GIcN-6-P)
wzmaga aktywno$¢ rybozymu znajdujacego si¢ regionie 5’UTR genu kodujacego
wlasnie glukozamino-6-fosforan. Obecno$¢  GICN-6-P  w s$rodowisku wywotuje
degradacje mRNA przez aktywacje RNazy J1 obnizajgc tym sposobem poziom jego
produkcji [85].

Struktura drugorzedowa RNA wplywa na modulacje translacji poprzez

wprowadzanie zmian w predkosci poruszania si¢ rybosomu na nici mRNA. Zwigkszona
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pauza rybosomu prowadzi do nizszej wydajnosci syntezy danego biatka, poniewaz czas
potrzebny na pojedyncza translacj¢ wydluza si¢. Poniewaz rybosomy posiadaja
aktywnos$¢ helikazy moga odksztatca¢ strukture drugorzgdowa mRNA, stad przerwa
podczas translokacji jest raczej tymczasowa. Przerwy mogg prowadzi¢ do znaczacych
zmian wydajno$ci, wowczas gdy pauza ma miejsce na polisomach, a kolejkowanie
dotyczy wielu rybosomoéw na pojedynczej nici mRNA. Takie kolizje rybosomow sa
rozpoznawane przez biatko RqcH bedace czgscig systemu kontroli jakosci rybosomow
| wyznacza powstajgcy tancuch biatkowy do degradacji przez proteaze ClpXP [74].

W proces regulacji translacji zaangazowane sg takze struktury wyzszego rzedu jak
G-kwadrupleksy. Te bogate w guaniny motywy strukturalne pierwotnie zidentyfikowane
zostalty w DNA. Moga zwija¢ si¢ w co najmniej dwa ulozone przylegle G-kwartyty
(cztery guaniny potgczone wigzaniami) stabilizowane przez jony potasu (K*). Ta sama
struktura jest rowniez tworzona przez RNA (rG4), ktore jak wynika z ostatnich badan
mozna znalez¢ U wielu bakterii, a ich rozktad jest szczegoélny dla poszczegdlnych
gatunkOw. Obecnie prowadzone badania wskazuja na powiazanie tych motywow
strukturalnych z regulacjg proceséw metabolicznych i kontrolg ekspresji genéw u E. coli

I Pseudomonas aeruginosa [86].

2.2.3.2 Regulatory translacji dzialajace w ukladzie trans.

Regulacja translacji zalezna od RNA moze rowniez zachodzi¢ w ukladzie trans.
Mechanizm ten spetniany jest poprzez wigzanie produktow ekspresji innych gendow,
w tym biatek i niekodujacych RNA [74]. W obu przypadkach efekt regulatorowy
wywotany jest poprzez posrednie lub bezposrednie maskowanie regionu RBS
czynnikami oddzialujacymi. Regulacja translacji zalezna od bialek moze zostac
wywotana przez ich zwigzanie w poblizu sekwencji Shine-Dalgarno wptywajac na
dostepno$¢ wybranego transkryptu dla podjednostki rybosomu 30S. W przypadku
niekodujacych RNA - ncRNA (ang. non-coding RNA), efekt regulatorowy wywotany jest
na zasadzie interferencji. Komplementarno$¢ z ich docelowym mRNA zazwyczaj nie jest
doskonata, dlatego utworzony heterodupleks posiada plastyczno$¢ i dynamike nie
odbiegajaca od wigkszosci pozostatych interakcji wystepujacych pomiedzy RNA:RNA.
Odziatywanie RNA w uktadzie trans zakioca proces translacji przez maskowanie miejsca
wigzania rybosomu, blokujac jego zdolno$¢ do tworzenia kompleksu inicjacyjnego
(Rysunek 6). Transkodowane krotkie RNA (ang. small RNA, sRNA) moga takze

zapobiega¢ tworzeniu si¢ struktur maskujacych RBS 1 w ten sposodb pozytywnie
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regulowa¢ translacje. Krotkie bakteryjne RNA stanowig najczestsza grupe takich
regulatorowych ncRNA [83, 81]. Jednym z pierwszych opisanych regulatorowych
ncRNA byl MicF RNA, sRNA wystepujacy U E. coli, ktoérego dziatanie hamuje translacje¢
OmpF — glownej poryny blony zewngtrznej poprzez interferencje, a tym samym
maskowanie RBS. Jednak regulacja oparta na ncRNA moze rowniez posredniczy¢ w
propagowaniu zachodzenia dynamicznych zmian strukturalnych w obrgbie docelowego
mRNA. Przyktadem takich ncRNA jest SR1, sRNA, ktory wigze si¢ 100 par zasad
ponizej miejsca startu mRNA ahrC u B. subtilis, aktywatora operonéow katabolizmu
argininy. Wigzanie indukuje zmiany w obrgbie sekwencji Shine-Dalgarno mRNA ahrC,

blokujac tym samym miejsce wigzania rybosomu RBS [87].

aktywacja translacji faficuch biatkowy
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Rysunek 6. Przyklady regulacji translacji dzialajacych w ukladzie trans. Regulatorowe sRNA kontrolujg

ekspresja genow posrednio poprzez odslonigecie miejsca RBS lub bezposrednio, poprzez maskowanie regionu
RBS.

Dynamiczna natura czasteczek RNA w powigzaniu z procesami transkrypcji
i translacji daje bardzo szeroki zakres mozliwych mechanizméw regulatorowych. Wiedza
na temat roli struktury drugorzedowej RNA w regulacji ekspresji genow stale si¢ rozwija
dostarczajagc wielu pomystéw stanowigcych podstawe nowatorskich terapii lub

medycyny alternatywnej.
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2.3 Ryboprzelaczniki jako cele w antybiotykoterapii

Mechanizmy regulatorowe RNA, w tym glownie ryboprzelaczniki stanowia
niezwykle obiecujaca klase celow terapeutycznych. Fakt ich wystepowania niemal
wylacznie w bakteriach i udziat w regulacji zaré6wno podstawowych jak i specyficznych
funkcji zyciowych jest mocng podstawa w poszukiwaniu rozwigzan dla naglacych
probleméw, w tym antybiotykoopornosci [88]. Kolejnym istotnym aspektem dotyczacym
tych rozwazan sg mechanizmy rozwoju opornosci. Bakterie pozyskuja lub rozwijaja
oporno$¢ na antybiotyki za pomocg mechanizmow, ktére podzieli¢ mozna wedle trzech
kategorii; 1) minimalizowanie stezenia wewnatrzkomorkowego, ii) modyfikacja celu
molekularnego, iii) dezaktywacja antybiotyku poprzez hydrolize lub modyfikacje [89].
Dla zwigzkow ukierunkowanych na ryboprzelaczniki zaobserwowano jedynie drugi
spo$rod wymienionych model nabywania opornos$ci, co nadaje kontekst istotnosci w
kwestii ich liczby [90]. Przypuszcza si¢, ze bakterie u ktorych ryboprzetaczniki reguluja
wiecej niz jeden niezbedny klaster gendéw powinny mie¢ stosunkowo niski wspotczynnik
wystepowania opornosci FOR (ang. frequency of resistance). Wymagatoby to od bakterii
uzyskania mutacji w wielu locus jednoczes$nie co wydaje si¢ by¢ mato prawdopodobne.

Sposréd przeprowadzonych badan w tym obszarze uwage skierowano na
ryboprzetacznik FMN. Jest to regulator genéw odpowiedzialnych za syntez¢ i transport
ryboflawiny, a sam mononukleotyd flawinowy stanowi grupe prostetyczng enzymow
bioracych udziat w reakcjach typu redoks. Rozeoflawina znana pod nazwa RoF jest
zwigzkiem wytwarzanym przez bakterie typu Streptomyces davawensis i jest jak dotad
jedynym  znanym naturalnym  zwigzkiem  bakteriobdjczym = wycelowanym
W ryboprzetacznik FMN [91]. Jak wigkszos¢ aktywnosci laboratoryjnych w dziedzinie
biotechnologii obserwacja ta rdwniez stata si¢ inspiracja do poszukiwania analogdéw
ryboflawiny, jednak o szerszym spektrum dziatania oraz nizszej toksycznosci
z zachowaniem specyficzno$ci wobec ryboprzetacznika FMN. Sposrdd przetestowanych
zwigzkow szczegodlnie obiecujacy okazat si¢ by¢ SFDQD [92]. Misja w projektowaniu
| Ssyntezie tego zwigzku byto poszukiwanie alternatywy dla antybiotykow starszej
generacji jak wankomycyna lub metronidazol stosowanych przeciwko infekcjom
wywotanych przez bakteri¢ Clostridium dificille. Zaprojektowany zwiazek miat stac si¢
remedium na zbyt szerokie spektrum dziatania obecnych antybiotykow, czego
konsekwencja jest zubozenie mikrobioty jelitowej [93]. 5SFDQD poddany zostat testom

in vivo oraz in vitro ze wzgledu na zadowalajace parametry fizyko-chemiczne, jak: stata
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dysocjacji, okres pottrwania czy sposdb wigzania do ryboprzetacznika [92]. Uzyskano
satysfakcjonujace wyniki, wskazujace na skuteczno$¢ SFDQD poréwnywalng z
wankomycyng, a jednoczes$nie efekt terapeutyczny osiggany byl znacznie wczesniej.
Redukcja patogennej bakterii na modelu mysim wyniosta 99,9% w zaledwie 4 godziny.
Ogromnym atutem okazata si¢ by¢ nienaruszona bioréznorodnos¢ wspdtistniejace;
mysiej mikrobioty jelitowej.

Rozglos z w tej dziedzinie uzyskat zsyntetyzowany przez firm¢ Merck & Co
zwiazek o nazwie Ribocil, ktorego celem molekularnym takze jest ryboprzetacznik FMN
[94]. W przypadku tego zwiazku wigzanie do ryboprzetacznika genu ribB nastepuje z
wysokim powinowactwem, wynoszacym az 6,6 nM. Warto$¢ ta jest szczegdlnie
zaskakujagca w odniesieniu do Kg natywnego ligandu osiaggajacego 1,2 nM.
Z przeprowadzonych testow in vivo ustalono, ze juz przy stezeniu 0,3 pM obserwuje si¢
inhibicj¢ wzrostu bakterii z rodzaju E. coli, natomiast 2 ug/ml tego zwigzku wyznacza
graniczng warto§¢ minimalnego stezenia inhibujacego. Dodatkowo, wlasciwosci
bakteriobdjcze Ribocilu zostaty wykazane wobec bakterii patogennych jak Acinetobacter
baumannii oraz Pseudomonas aeruginosa. Efekt wyciszajacy infekcj¢ uzyskany ze
stosowania tego zwigzku na modelu mysim jest porownywalny z tym osigganym po
zastosowaniu terapii antybiotykiem cyproflaksyng. Kwestia odbiegajaca od zalozen
projektowanych zwigzkow majacych oddziatywaé z ryboprzelacznikami jest fakt, ze
Ribocil nie jest strukturalnym analogiem FMN. W efekcie nie inhibuje innych szlakéw
metabolicznych, w regulacji ktorych uczestnicza ryboprzetaczniki FMN. Badania, ktory
nowe $wiatto bylo potwierdzenie skuteczno$ci dziatania Ribocilu jak i RoF w zwalczaniu
infekcji wywotanych opornym na metycyling szczepem Staphylococcus aureus MRSA,
Streptococcus pyogenes, a takze Enterococcus faecalis [95]. Wykazane zostato
synergistyczne dziatanie obu zwigzkdbw w niezaleznej inaktywacji szlakoéw
metabolicznych umozliwiajacych zaopatrzenie komoérki w ryboflawing, niezbednego

kofaktora dla przezycia bakterii.

37



3 Cel i Uzasadnienie Podjetej Tematyki Pracy

Za cel pracy obralam dwa szczegélowe zadania badawcze :

1) Charakterystyka indukowanych w odpowiedzi na stres antybiotykowy zmian
w aktywnosci transkrypcyjnej, translacyjnej oraz regulatorowej opornego
na metycyline szczepu gronkowca zlocistego Staphylococcus aureus MRSA.

2) Identyfikacja kluczowych komponentow sieci regulatorowej RNA, takich jak
ryboprzelaczniki, o wysokim potencjale terapeutycznym w Kkontekscie

antybiotykoterapii MRSA.

Jednym z najpowszechniejszych drobnoustrojow lekoopornych monitorowanych
przez WHO jest oporny na metycyling szczep gronkowca ztocistego Staphylococcus
aureus MRSA. Ta Gram-dodatnia bakteria jest jednym z gltownych czynnikéw
zwigzanych z zakazeniami szpitalnymi. Przez wiele lat za podstawowy lek przeciwko
zakazeniom gronkowcem uwazano metycyling bgdaca penicyling oporng na dziatanie
B- laktamaz. Dziatanie tego antybiotyku polega na blokowaniu biatek PBP (ang.
penicillin binding protein), biorgcych udzial w syntezie peptydoglikanu — jednej
Z podstawowych substancji $ciany komodrkowej. S. aureus opornos¢ uzyskuje zwykle
poprzez nabycie genu MecA, kodujacego biatko wigzace penicyling, PBP-2a. Chociaz
metycylina, flukloksacylina, dokloksacylina lub nafcylina moga hamowaé dziatanie
innych bialek PBP normalnie wyst¢pujacych u S. aureus, oporne na dziatanie metycyliny
biatko PBP-2a uzupetnia ich dziatanie, umozliwiajac bakteriom wzrost w obecnosci tych
antybiotykow. Dodatkowo, wiele szczepow nabylo oporno$¢ na inne powszechnie
stosowane grupy antybiotykdw (na drodze spontanicznej mutacji lub poziomego
transferu gendéw), a wsrod nich i) amoksycylina, ampicylina, penicylina benzylowa,
i) fluorochinolony i tetracykliny, iii) gentamycyna, tobramycyna, netylmycycna
I amikacyna. Jak dotad opracowane zostaly antybiotyki nowej generacji do leczenia
gronkowcow, jednakze MRSA jest w stanie w bardzo szybkim tempie rozwijac
mechanizmy opornos$ci. Zatem znana jako lek ostatniej szansy wankomycyna czy nawet
najnowsze leki jak linezolid i daptomycyna, nie sg juz skuteczne wobec izolatéw MRSA.

Przedstawiajaca si¢ rzeczywistos¢ stanowi podstawe do poszukiwania nowych metod
leczenia lekoopornych infekcji przez zastosowanie terapii alternatywnych i poznania
mechanizmow lezacych u podstaw ujawniania si¢ antybiotykoopornos$ci. Fakt ten stanowi

motywacje dla postawionych celéw W niniejszej rozprawie doktorskiej.
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Celem rozpoczynajacym badania jest kompleksowa charakterystyka zmian w
aktywnoSci transkrypcyjnej, translacyjnej oraz regulatorowej MRSA, bedacej
odpowiedzia na stres antybiotykowy. Zamiar ten zostanie osiggnicty poprzez
okreslenie stezenia antybiotyku, przy ktorym zachodzg zauwazalne procesy adaptacyjne,
aby w nastepnej kolejnosci oceni¢ poziom aktywnosci komorkowej w danych warunkach
postugujac si¢ technikg profilowania polisoméw. Na tej podstawie obserwacje hodowli
zostang uzupetnione o informacje na jakim poziomie aktywnosci komorkowej znajduja
si¢ bakterie Staphylococcus aureus MRSA w warunkach wzrastajgcego stezenia
wankomycyny. Ocena ta stanowi podstawe do podjecia dalszych zadan badawczych,
zwigzanych z zastosowaniem technologii sekwencjonowania nowej generacji (ang. next
- generation sequencing, NGS) jako narzgdzia do analizy sieci regulatorowej RNA oraz
kontynuacji charakterystyki zmian w jej aktywnosci.

Kontynuacje pierwszego oraz realizacje nastepnego celu, polegajacego na
identyfikacji kluczowych komponentéw regulatorowych RNA w odpowiedzi na
stres antybiotykowy, umozliwi zastosowanie sekwencjonowania Term-seq.
Sekwencjonowanie tego typu pozwala na precyzyjne ustalenie pozycji naturalnych
koncoéw 3’ transkryptoéw, umozliwiajac wnioskowanie na temat zdarzen terminacji
transkrypcji. Metoda ta reprezentuje odmienne podej$cie w tworzeniu bibliotek cDNA.
Poczatkowym etapem przygotowania jest ligacja specyficznych adaptorow do konca 3’
wszystkich transkryptow obecnych w mieszaninie przed przeprowadzeniem fragmentacji
mRNA. Stanowi to podstawe w ustaleniu pozycji naturalnych koncow 3°,
reprezentujgcych transkrypty petnej dlugosci, a takze skroconych w wyniku aktywnosci
ryboprzetacznikéw lub innych mechanizméw opartych o zjawisko przedwczesnej
terminacji transkrypcji, nie za§ powstalych w wyniku przeprowadzanej do utworzenia
bibliotek fragmentacji. Uzyskany tym sposobem obraz transkryptomu przedstawia
rzeczywistg 1lo$¢ odczytow mapujacych do regionu S’UTR w stosunku do transkryptow
pelnej dlugosci, co umozliwia wskazanie potencjalnych regulatorow jakimi s3
ryboprzetaczniki. Wskazanie zmian zwigzanych z adaptacja do wankomycyny umozliwi
analiza pordwnawcza obrazu transkryptomu pochodzacego z hodowli prowadzonej
w warunkach kontrolnych oraz z wankomycyng. Kolejnym krokiem po identyfikacji jest
weryfikacja biochemiczna uzupelniajaca obserwacje o analiz¢ iloSciowg aktywnych
transkrypcyjnie ryboprzetacznikow. W tym celu wykorzystana zostanie opracowana
w Zaktadzie Transkryptomiki Funkcjonalnej ICHB PAN metoda PTT-quant,

pozwalajaca na absolutne oznaczenie stezen, w przeciwienstwie do technik stosownych
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standardowo, jak np. ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time
quantitative PCR, RT-gPCR). Metoda PTT-quant zaktada zaprojektowanie dla kazdego
kandydata na ryboprzelacznik trzech par starteréw, z ktorych pierwsza para
komplementarna jest do sekwencji aptameru ryboprzetacznika znajdujacego si¢ w 5’UTR
powyzej miejsca terminacji transkrypcji. Druga para starterow flankuje miejsce
terminacji transkrypcji, trzecia za$ projektowana jest tak, aby amplifikowana byta
sekwencja otwartej ramki odczytu (ang. open reading frame, ORF) (Rysunek 35).
Uzyskana w ten sposob réznica pomigdzy sygnatami od starteréw 1 i 3 odzwierciedla
stezenia skroconych transkryptow, bedacych rezultatem aktywnosci ryboprzetagcznikow.
Metoda ta dzigki wykorzystaniu RNazy H oraz odpowiedniemu projektowaniu starterow
eliminuje wptyw odlegtosci od konca 3’ naturalnego transkryptu na ilo$¢ uzyskanego
cDNA.

Zidentyfikowane ryboprzetaczniki, ktorych aktywnos$¢ transkrypcyjna zostanie
potwierdzona biochemicznie, bedg stanowi¢ obraz sieci regulatorowej charakterystyczne;j
dla Staphylococcus aureus MRSA znajdujacego si¢ w trakcie stresu antybiotykowego.
Wiyniki eksperymentu beda stanowity podstawe do oceny, ktore elementy regulatorowe

w komorce stanowig potencjalne cele dla alternatywnych terapii antybiotykowych.
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4 Materialy i metody

4.1 Staphylococcus aureus MRSA

Jako organizm modelowy do przeprowadzenia badan postuzyt metycylinooporny
szczep gronkowca ztocistego Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach.
Z oznaczeniem szczepu jako Mu50 [NRS1] oraz genotypem pvl negative. Pelna

genomowa sekwencja zostata pobrana z GenBank o numerze dostgpu NC _007795.

Wielkos¢ %GC Liczba genow Liczba pseudogendéw 5s 16s 23s
genomu kodujacych tRNA rRNA rRNA rRNA
2849367 nt | 32.85 2645 973 61 6 5 5

Tabela 2. Zestawienie cech genomu bakteryjnego Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach

4.2 Odczynniki
Enzymy
e Lizozym — 15 000 U/mg — Merck
e Lizostafyna— 0,4 U/ul — A&A Biotechnology
e DNaza— TURBO DNase [2 U/ul] — Thermo Fisher Scientific
e RNaza H — Ribonuclease H [5 U/ul] — Thermo Fisher Scientific
e DreamTaq PCR Master Mix (2x) — Thermo Fisher Scientific
e T4 RNA Ligase 1 (sSRNA Ligase) — New England BioLabs

e Nextera PCR master mix - lllumina

Antybiotyki
e Chlorowodorek wankomycyny — 100 mg/ml — Sigma Aldrich
e Chloramfenikol — Sigma Aldrich

Pozostale odczynniki

e Obcigzacz do DNA — TriTrack DNA Loading Dye (6x) — Thermo Fisher
Scientific

e Agencourt AMPure XP - Beckman Coulter

e Barwnik fluorescencyjny — 1x SYBR Safe DNA Gel Stain — Thermo Fisher
Scientific

e Woda wolna od RNaz — Nuclease-Free Water (not DEPC-Treated) — Thermo
Fisher Scientific
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Koprecypitant — GlycoBlue Coprecipitant (15 mg/ml) — Thermo Fisher Scientific
Alkohol etylowy 96% — Chempur

Izopropanol — POCH

Fenol, pH 4,5 — Bioshop

Chloroform — Chempur

Dimetylosulfotlenek (DMSO) — Sigma-Aldrich
Agaroza — Bioshop

Agar — Bioshop

Ksylencjanol — Bioshop

Bromofenol — Bioshop

Kwasny hydrolizat kazeiny — Bioshop

Ekstrakt wolowy — Bioshop

Skrobia — Bioshop

Kwas borowy — Bioshop

TRIS — Bioshop

Mocznik — Bioshop

EDTA, 0,5 M, pH 8,0 — Bioshop

Glukoza — Bioshop

Zestawy

Izolacja catkowitego RNA — Total RNA Purification Kit — NORGEN Biotek
Corporation

Analiza ilosci i jakosci RNA — Agilent RNA 6000 Nano Kit - Agilent
Technologies

Analiza ilo$ci i jakosci DNA — Agilent High Sensitivity DNA Kit — Agilent
Technologies

Odwrotna transkrypcja — SuperScript IV Reverse Transcriptase — Thermo Fisher
Scientific

DeplecjarRNA — MICROBEXxpress Bacterial MRNA Enrichment Kit — Invitrogen
Ligacja 3’linkera - T4 RNA Ligase 1 (sSRNA Ligase) — New England BioLabs
(NEB)

Odwrotna transkrypcja przy tworzeniu bibliotek - SuperScript 11 Reverse

Transcriptase — Thermo Fisher Scientific
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Standardy do oznaczania wielko$ci kwasow nukleinowych
e RNA RiboRuler Low Range RNA Ladder, ready-to-use, Thermo Fisher Scientific
e GeneRuler 100 bp DNA Ladder, ready-to-use - Thermo Fisher Scientific

4.3 Startery i oligomery DNA

Zamieszczone w tabelach sekwencje starteréw zaprojektowane zostaly przy uzyciu
programu Primer-BLAST dostgpnego na stronie NCBI. Oligomery DNA zaprojektowane
zostaly recznie. Dla wszystkich zaprojektowanych starterow ustalono zblizong

temperature topnienia wynoszacg okoto 60°C

Tabela 3. Startery i oligomery do sekwencjonowania procedura Term-seq.

Nazwa Sekwencja (5’ - 3%)
3’ Linker V- = NNCTCTCTACNNNNAGATCGGAAGAGCGTCGTGT
3’ Linker V+ | NNCAGAGAGGNNNNAGATCGGAAGAGCGTCGTGT
Starter RT ~ TCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTC
3’ Adapter = NNAGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC
Term-seq AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGACTAGTCTTTCCCTACACGACGCTC
fwd V-
Term-seqrev = CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGAGAGGTGACTGGAGTTCAGAC
V-
Term-seq AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTTCTAGCTTCTTTCCCTACACGACGCTCT
fwd V+
Term-seqrev = CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCTCTCTGGTGACTGGAGTTCAGAC
V+

Tabela 4. Tabela. Startery do metody PTT-quant.

GEN Nazwa startera Sekwencja startera (5° - 37)
Komponent | kwasu ASC F1 GGTAGCAACAGAAAGTTAGTGGA
antranilowego ASCR1 GCGCCAGCATCCTTATCA
ASC F2 TATTGATAAGGATGCTGGCGCT
ASC ASC R2 ATAACAACTGAATAGCGACCTTTAG
ASC F3 TATCCACATAAACGGGGCGT
ASC R3 AACGCCACAACCAGCTTCTA
Dwufunkcyjna BAF1 TGTGGATTCTAGGTTTGATAGGG
autolizyna BAR1 CCGAAGCACTGACTCTTAACTG
BA F2 TAAGAGTCAGTGCTTCGGCA
BA BA R2 AATCCCAGCATTGTGCTCCC
BAF3 CCAGCAAAAGCAATCATGGGC
BAR3 TGTACTTGCTTGATGTTGGCAC
MST F1 TGTCACACTAGAAAATAGTTGTGC
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Cukrowy transporter MSTR1
ABC, biatko wigzace MST F2
ATP MST R2
MST F3
MST MST R3
Transferaza DT F1
dimetyloadenozynowa DTR1
DT F2
DT DT R2
DT F3
DTR3
Kinaza homoseryny HSK F1
HSK R1
HSK F2
HSK HSK R2
HSK F3
HSK R3
Podjednostka D MCAS F1
kompleksu MCAS R1
antyporterowego MCAS F2
MCAS R2
MCAS F3
MCAS MCAS R3
Transporter ABC, PABCT F1
biatko wigzace ATP PABCT R1
PABCT F2
PABCT PABCT R2
PABCT F3
PABCT R3

GCCATGTTATGCCTCCCATAC
GAGGCATAACATGGCAGAACT
TCATGCGTTCCCCATCAAT
TCAAACTTCTCCAGAGACACAA
ATCTTGTCGTTCGCCATCACT
GCAAGGCGCCGTAGAGAAA
CTCGCGTTCTTGATGGTGTT
TGCAACACCATCAAGAACGC
GCATGTCTGGCCAATTGTTCT
AGCAGCATTTGCACAAAGAAGA
AGATAGCGTTTCACCGCGAC
AGATCCTGATACTGCTATTTCACT
ACTCCAAGGTTGGCTGTTGA
TCCTGCATCAACAGCCAACC
AGCAACTTGTTGTGCTACATGA
CATGAACCGTATCGTCAGCA
AGAGCGAACCAATTCCCCAC
AGGCACAGATAACGTTGAGAG
CCTAGTGCGACATAACGCTT
AAAGCGTTATGTCGCACTAGG
TTAGTAGGGCACTGAATATGTCTAA
TTCGCATATTCCTACAAGGCT
TTTCTGCACCAGCTTTTACCA
TGCCTTGTGATACAACGACTTA
CCGCTTGAACTGTAGTTTCATCAT
TGATGAAACTACAGTTCAAGCGG
TTTGTTGTAACGCTGAAGTTGA
GGCAGTGTCCGCTTTAGAC
CAGTTCAACGATTTCGCCAT

Tabela 5. Oligomery DNA do reakcji ciecia RNaza H.

GEN
Transporter ABC, Biatko wigzace

ATP

Podjednostka D kompleksu

antyporterowego
Kinaza homoseryny
Komponent | syntazy kwasu
antranilowego
Dwufunkcyjna autolizyna

Transferaza dimetyloadenozyny

Nazwa

Oligo PABCT

Oligo MCAS

Oligo HSK
Oligo ASC

Oligo BA
Oligo DT
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Sekwencja (5°- 3°)

TAGGATATGTTTTTTTCGTAAT
GATAATTGCCGCGACCAAGGTT

AATTTATCTAAAGCCATACCTA
ATCCATTCTATACGCTCCTTTC

TGTATGCACCTCATTTCAATCA
ATCTATCAAAAAGTTCTGTCCT



Cukrowy transporter ABC, biatko Oligo MST CTTTGTCAGTAATATGTAGATT
wiazace ATP

4.5 Protokoly

4.5.1 Warunki hodowli Staphylococcus aureus

W eksperymencie wykorzystane zostaly dwa warunki hodowli, kontrolna oraz z
czynnikiem stresowym, ktorym byt dodatek antybiotyku. Hodowle prowadzone byty w
warunkach optymalnych dla wzrostu S. aureus, 37°C z wytrzgsaniem, az do uzyskania
ODesoo mieszczacego si¢ w przedziale od 0,7 do 1,0. Objetos¢ hodowli bakteryjnej
zalezata od jej dalszego przeznaczenia. W celu przeprowadzenia profilowania
rybosomowego objetos¢ pojedynczej hodowli w kazdym warunku wynosita 200 ml
natomiast w pozostatych eksperymentach - 20 ml.

Sktad pozywki do hodowli S. aureus: Bulion Muellera-Hintona (MHA) (1 I):
kwasny hydrolizat kazeiny (17,5 g), ekstrakt wolowy (2 g), skrobia (1,5 g)

4.5.2 1zolacja calkowitego RNA
Dla kazdej metody hodowl¢ prowadzono jak w punkcie 4.5.1. W celu uzyskania
osadu bakteryjnego hodowle wirowano z predkoscia 2 300 rcf przez 5 minut

w temperaturze otoczenia.

Metoda 1
Do uzyskanego z 2 ml hodowli osadu bakteryjnego dodano 1 ml Trizolu i wytrzasano
przez 1 minut¢. Nast¢pnie dodano chloroform o objetosci 200 ul, wytrzasano 3 minuty.
Po zwirowaniu w 12 000 rcf przez 15 minut w 4°C zebrano gorng faz¢ do nowych
probowek i prowadzono precypitacje przez noc w -20°C z dodatkiem 70% etanolu
stanowigcego 2,5 objetosci gornej frakeji, 3M octanu sodu stanowigcego 0,1 objetosci
mieszaniny oraz 1 pl koprecypitantu GlicoBlue. RNA wirowano w 12 000 rcf w 4°C
przez 30 minut. Osad podsuszano przez 15 minut w temperaturze otoczenia i zawieszono
w 20 pl wody wolnej od RNaz.

Metoda 2
Do 2 ml hodowli dodano 2 ml mieszaniny fenol : etanol w stosunku 5 : 95 oraz kulki
szklane o $rednicy <100 um 1 wytrzasano przez 1 minutg. Mieszaning inkubowano przez
1 godzing na lodzie. Nastepnie wirowano w 3 600 rcf w 4°C przez 10 minut i pobrano

frakcje znad kulek. Po dodaniu 2 objetosci chloroformu i wytrzgsaniu przez 1 minutg
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wirowano przez 1 minute w 3 600 rcf po czym przeprowadzono precypitacje jak
w Metodzie 1.

Metoda 3
Do 2 ml hodowli dodano 2 ml mieszaniny aceton : etanol w stosunku 50 : 50
I inkubowano w -80°C przez 16 godzin. Po rozmrozeniu na lodzie do mieszaniny dodano
1 ml Trizolu oraz kulki szklane stanowigce 1/10 objgtoSci mieszaniny, wytrzgsano
1 minute. Nastepnie wirowano w 3 600 rcf w 4°C przez 10 minut i pobrano frakcje znad
kulek. Dodano chloroform stanowigcy 2 objetosci frakcji i wytrzgsano przez 1 minute,
nastepnie wirowano przez 1 minut¢ w 3 600 rcf, po czym przeprowadzono precypitacje
jak w Metodzie 1.

Metoda 4
Pobrane 2 ml hodowli inkubowano w 95°C przez czas 10 minut. Nastepnie dodano 2 ml
Trizolu i wytrzasano przez 1 minutg. Nastepnie dodano 2 ml chloroformu i wytrzgsano
przez 1 minutg. Po zwirowaniu w 12 000 rcf przez 15 minut w 4°C zebrano gorng frakcje
do nowych probowek 1 prowadzono precypitacj¢ jak w Metodzie 1.

Metoda 5
Hodowle o objetosci 2 ml potaczono z 2 ml Trizolu, wytrzagsano w temperaturze 95°C
przez 10 minut. Nastepnie dodano 2 ml chloroformu i1 wytrzasano przez 1 minutg. Po
zwirowaniu w 12 000 rcf przez 15 minut w 4°C zebrano goérng frakcje do nowych
probowek i prowadzono precypitacj¢ jak w Metodzie 1.

Metoda 6
Hodowle o objetosci 2 ml polaczono z 2 ml fenolu, wytrzagsano w temperaturze 95°C
przez 10 minut. Nastgpnie dodano 2 ml chloroformu 1 wytrzasano przez 1 minute. Po
zwirowaniu w 12 000 rcf przez 15 minut w 4°C zebrano goérng frakcje do nowych
probowek i prowadzono precypitacje jak w Metodzie 1.

Metoda 7
Hodowle o objetosci 2 ml potagczono z 2 ml fenolu oraz dodatkiem kulek szklanych
wynoszacych 1/10 objeto$ci mieszaniny. Nastepnie inkubowano przez 10 minut w 95°C
z jednoczesnym wytrzasaniem. Nastgpnie wirowano w 3 600 rcf przez 10 minut i pobrano
frakcje znad kulek. Dodano chloroformu stanowiacy 2 objetosci frakcji 1 wytrzasano
przez minute, nast¢pnie wirowano w 3 600 rcf po czym przeprowadzono precypitacje jak
w Metodzie 1.

Metoda 8
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Uzyskany z 2 ml hodowli osad bakteryjny zawieszono w 350 ul mieszaniny lizozymu [5
mg/ml] oraz lizostafyny [3U] i inkubowano temperaturze 37°C przez 30 minut. Ciag
dalszy izolacji przeprowadzono przy uzyciu zestawu Total RNA Purification Kit firmy
NORGEN Biotek Corporation bazujacego za zasadzie oczyszczania RNA przy pomocy
kolumienek. RNA zawieszono w 50 pl buforu do elucji dotagczonym przez producenta.
Metoda 9
Uzyskany z 2 ml hodowli osad bakteryjny zawieszono w 350 ul mieszaniny lizozymu [5
mg/ml] oraz lizostafyny [5U] i inkubowano temperaturze 37°C przez 30 minut. Ciagg
izolacji przeprowadzono przy uzyciu Total RNA Purification Kit firmy NORGEN Biotek
Corporation jak w Metodzie 8.
Metoda 10
Uzyskany z 2 ml hodowli osad bakteryjny zawieszono w 350 ul mieszaniny lizozymu [5
mg/ml] oraz lizostafyny [3U] i inkubowano temperaturze 37°C przez 30 minut.
Nastepnie dodano 1,65 ml wody wolnej od RNaz, wytrzasano 30 sekund i dodano 1 ml

Trizolu. Ciag dalszy procedury kontynuowano jak w Metodzie 1 od dodania chloroformu.

4.5.3 Rozdzial elektroforetyczny kwasow nukleinowych w zelu agarozowym

Elektroforetyczny rozdziat kwaséw nukleinowych w zelu agarozowym stosowany
byt do analizy catkowitego RNA oraz cDNA otrzymanego metoda PCR. Stezenie agarozy
dobierane byto w zaleznos$ci od dtugosci analizowanych fragmentéw od 0,5% dla RNA
do 2% dla cDNA. Do fluorescencyjnego wybarwienia kwasow nukleinowych
zastosowano 1x SYBR Safe DNA Gel Stain. Proby obcigzane byly przy pomocy
obcigzacza denaturujagcego dla RNA oraz obcigzacza do DNA w stosunku 5:1.
Elektroforeza prowadzona byla pod stalym napigciem 80 — 120V, w zalezno$ci od
wielkosci zelu. W celu wizualizacji kwasow nukleinowych stosowano przeno$ny
transiluminator BLooK LED firmy GeneDireX oraz systemy do dokumentacji zeli Azure
Biosystems.

Sktad buforu elektroforetycznego 1x TBE: 100 mM Tris, 100 mM kwas borowy,
1 mM EDTA, pH 8,3

4.5.4 Analiza jakoSciowa i iloSciowa kwaséw nukleinowych
Pomiar z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop One
Stezenie oraz czysto$¢ kwasow nukleinowych oznaczano poprzez wykonanie

pomiaru z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop One Microvolume UV-Vis
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Spectrophotometer. Jeden z dwoch parametrow czystosci okreslono na podstawie
stosunku absorbancji mierzonej przy dtugosci fali 280 nm oraz 230 nm (A260/280) oraz
na podstawie stosunku absorbancji mierzonej przy dlugosci fali 260 nm oraz 230 nm

(A260/230). Wartosci wskazujace na wysoka jakos¢ i czystos¢ wynosity okoto 2,0 — 2,2.

Pomiar z wykorzystaniem analizatora kapilarnego Agilent 2100 Bioanalyzer
Metode t¢ wykorzystano do oceny jako$ci oraz ilosci kwasow nukleinowych w
trakcie przygotowywania biblioteki do sekwencjonowania Term-seq (Rozdziat 4.5.9).
Wykorzystane zestawy to Agilent RNA 6000 Nano Kit, Agilent High Sensitivity DNA
Kit. Procedury przeprowadzono zgodnie z protokotami zamieszczonymi przez

producenta.

4.5.5 Wyznaczanie minimalnego stezenia inhibujacego dla Staphylococcus aureus
MRSA w hodowli z wankomycyna.

Podloze stale

W celu wyznaczenia minimalnego st¢zenia inhibujacego na podlozu statym
prowadzono hodowlg jak w punkcie 4.5.1. Posiew redukcyjny wykonano za pomoca ezy
na podtoza stale z dodatkiem wankomycyny o nastepujacych stezeniach: 0,0 mg/l, 0,06
mg/l, 0,125 mg/l, 0,25 mg/l, 1 mg/l, 2 mg/l, 4 mg/l, 8 mg/l, 16mg/l, 18 mg/l, 20 mg/l, 22
mg/l, 24 mg/l, 26 mg/l, 28 mg/l, 30 mg/l, 32 mg/l. Ptytki inkubowano w 37°C. Odczyt
wykonano po catonocnej inkubacji.

Sktad podtoza statego do wyznania MIC (1 1): Bulion Muellera-Hintona (MHA)
(1 1): kwasny hydrolizat kazeiny (17,5 g), ekstrakt wotowy (2 g), skrobia (1,5 g), agar (10
g), wankomycyna

Hodowla plynna

Okreslenie minimalnego stezenia inhibujacego dla hodowli ptynnej rozpoczgto od
prowadzenia hodowli bakteryjnej jak w punkcie 4.5.1. Nastgpnie wykonano posiew
redukcyjny na podtoze state i catonocng inkubacje w 37°C. Po tym czasie przeniesiono
pojedyncza kolonie do pozywki ptynnej (MHA) o objetosci 20 ml zawierajgcej
odpowiednie ste¢zenie wankomycyny. Prowadzono hodowle bakteryjne z antybiotykiem
0 nastepujacych stezeniach: 0,06 mg/l, 0,125 mg/l, 0,25 mg/l, 0,5 mg/l, 0,75 mg/l, 1 mg/I,
1,25 mg/l, 1,5 mg/l, 1,75 mg/l, 2 mg/l, 2,25 mg/l, 2,5 mg/l, 2,75 mg/l, 3 mg/l. Odczyt
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wykonano po catonocnej inkubacji w wytrzasaniem. Hodowle prowadzono bez dostepu
$wiatla dziennego.

Sktad pozywki do wyznaczenia MIC w hodowli ptynnej S. aureus: Bulion
Muellera-Hintona (MHA) (1 1): kwasny hydrolizat kazeiny (17,5 g), ekstrakt wotowy (2
), skrobia (1,5 g), wankomycyna

4.5.6 Wyznaczenie krzywej wzrostu Staphylococcus aureus MRSA.

Wyznaczanie krzywej wzrostu rozpoczeto od prowadzenia hodowli bakteryjnej
jak w punkcie 4.5.1. Nastepnie wykonano posiew redukcyjny na podioze stale
i catonocng inkubacj¢ w 37°C. Po tym czasie przeniesiono pojedyncza koloni¢ do
pozywki ptynnej (MHA) o objetosci 20 ml zawierajacej odpowiednie stezenie
wankomycyny. Prowadzono hodowle bakteryjne z dodatkiem antybiotyku
0 nastepujacych stezeniach: 0 mg/l, 0,5 mg/l, 1 mg/l, 1,5 mg/l, 2 mg/l. Od momentu
przeniesienia pojedynczej kolonii wykonywano pomiar absorbancji przy dlugosci fali
600nm w odstgpach czasowych (30 minut). Pomiar dla kazdej z hodowli prowadzono, az
do momentu osiagniecia OD powyzej 1,6 oznaczajacej wchodzenie w fazg rownowagi.

Sktad podtoza statego do posiewu redukcyjnego (1 I): Bulion Muellera-Hintona
(MHA) (1 1): kwasny hydrolizat kazeiny (17,5 g), ekstrakt wotowy (2 g), skrobia (1,5 g),
agar (10 g)

4.5.7 Analiza aktywnoS$ci metabolicznej S. aureus.

Do okreslenia aktywno$ci metabolicznej S. aureus MRSA w ekspozycji na
zroznicowane stezenie antybiotyku wankomycyny (0-2 mg/l) zastosowano test MTT.
Hodowle Staphylococcus aureus MRSA prowadzono jak w punkcie 4.5.1. Przed
przystapieniem do eksperymentu podgrzano po cztery 1,5-ml proboéwki dla kazdej
z badanych prob, pozywke MHA oraz roztwor MTT. Zawiesiny komorek S. aureus
przygotowano przez rozcienczenie do wartosci ODgoo 0,01 — 0,18 w §wiezej pozywce
MHA. Dla kazdego z warunkéw zastosowano 4 powtoérzenia. Aby zainicjowac reakcje
redukcji, roztwér MTT (5 g/L) dodano do $wiezo rozcienczonych komorek (1/10,
obj./obj.) 1 inkubowano przez 20 minut w temperaturze 37°C. Wytworzone krysztaty
formazanu zebrano przez odwirowanie (10 000 x g, 20 — 30 s), a pozywkg odpipetowano.
Aby rozpusci¢ osad, dodano DMSO 1 wytrzgsano. Zawiesing przeniesiono do czystych

kuwet spektrofotometrycznych. Do kazdej kuwety dodano DMSO do uzyskania
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koncowej objetosci 2500 pl. OD mierzono w spektrofotometrze przy dlugosci fali réwne;j
550 nm, stosujac DMSO jako probe §lepa. Jedng jednostke redukcji MTT (MRU, ang.
MTT reduction unit) definiuje si¢ jako wartos¢ A550 réwng 1,0 wytwarzang przez
rozpuszczone krysztaly formazanu z komorek w pozywce MHA w temperaturze 37°C w

ciggu 20 minut zgodnie z rbwnaniem :

MRU = Asso * (2500 pl / 220 pl) * (1000 il / 200 pl) * K / ODgoo

Rownanie 1. Wspoétezynnik redukeji MTT (MRU, ang. MTT reduction unit) . K - stopien rozcienczenia S. aureus
pozywka MHA, 200 pl objeto$¢ rozcienczonej hodowli S. aureus, 220 pl caltkowita objetos¢ mieszaniny [185].

Aktywno$¢ redukujaca MTT dla komoérek S. aureus usredniono z czterech
oznaczen z odpowiednimi odchyleniami standardowymi i przedstawiono jako MRU na

OD600 i na mililitr hodowli bakteryjne;j.

4.5.8 Frakcjonowanie rybosomow w gradiencie sacharozy

Procedura ta obejmuje trzy gltowne etapy. Pierwszy z nich to zatrzymanie
translacji. Hodowle Staphylococcus aureus MRSA o objetosci 200 ml prowadzono w
1 litrowych kolbach, az do uzyskania logarytmicznej fazy wzrostu o ODego = 0, 4. W tym
punkcie dodano chloramfenikol do uzyskania stezenia koncowego 100 pg/ml oraz rowng
objetos¢ chloramfenikolu w formie lodu, rowniez o stezeniu 100 pg/ml. Hodowle szybko
schtodzono do temperatury bliskiej 0°C. Nastepnie zwirowany (4 000 rcf, 2 minuty) osad
bakteryjny zawieszono w buforze A. Po ponownym wirowaniu okre$lona zostala
doktadna waga osadu, ktérg rozpuszczono w dwoch objetosciach buforu B. Preparat taki
nadaje si¢ do przechowywania w temperaturze -80°C. Kolejny etap obejmujacy
homogenizacj¢ oraz oczyszczanie lizatu bakteryjnego rozpoczgto od przeniesienia 0sadu
zawieszonego w buforze A w probowce o objetosci 50 ml do cieklego azotu. Tak
zmrozony 0sad umieszczono w zbiorniku do homogenizacji (ang. grinding jar).
Rozdrabnianie prowadzono w urzadzeniu TissueLyser Il przez 3 minuty w 8 cyklach
z czestotliwoscig 15 Hz. Kazdorazowo po zakonczonym cyklu zbiorniki umieszczane
byty w cieklym azocie. Istotne, aby na tym etapie zostal zachowany poziom chtodzenia.
Sproszkowany osad zawieszono w buforze C w 2ml probowce typu Eppendorf,
a nastepnie w celu oddzielenia biatek wirowano w 20 000 x g, w 4° C przez 10 minut.

Uzyskang faz¢ wodng przeniesiono do nowej probowki umieszczonej w statywie
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chlodzacym i okreslono warto$¢ absorbancji przy fali o dlugosci 260 nm. Nastepnie
odmierzong objetos¢ odpowiadajacg 5 jednostkom Azeo podano na liniowy liniowy
gradient sacharozowy 10-45% utworzony przy pomocy urzadzenia Gradient Master.
Program do uzyskania gradientu charakteryzowat si¢ nastepujacymi parametrami : 4:06
min, kat nachylenia 80°, szybkos¢ 8 km/h, cato$¢ uzyskana w 1 kroku. Wszystkie proby
zostaly poddane wirowaniu (3h, 260 000 rcf , 4 °C). Rozdzielone proby umieszczono w
stacji mocowania probowki urzadzenia Piston Gradient Fractionator firmy Biocomp.
Kolekcjonowanie frakcji przebiegto zgodnie z protokolem zamieszczonym przez
producenta. Objeto$¢ zbieranych frakcji wynosita 700 pul. Makrokomplesy
rybonukleoproteinowe takie jak polisomy, wykazuja duzg wrazliwo$¢ rybonukleazy oraz
temperature, dlatego sprzet i materialy uzyte w eksperymencie zostaty pozbawione RNaz.
Podczas przygotowywania buforéw uzywano ultraczystej wody, gotowe bufory
I sacharoze oczyszczOno za pomocy filtrow strzykawkowych o $rednicy 0,22 pm
I zachowano ochronne warunki niskiej temperatury.
Sktad buforéw do frakcjonowania polisomowego w gradiencie sacharozy

Bufor A — 20 mM HEPES pH 7,5, 14 mM MgOAc, 100 mM KOAc, 1 mM DTT, 0,5 mM
PMSF 0,5

Bufor B-1,1 M sacharoza, 20 mM HEPES pH 7,5, 14 mM MgOAc, 500 mM NH4CI,0,5
mM EDTA pH 8

Bufor C — 20 mM HEPES pH 7,5, 10 mM MgOAc 10, 100 mM NH4CI, 5 mM CaCl,

4.5.9 Przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania Term —seq
Izolacja RNA

Dla kazdego z warunkow, tj. kontroli oraz hodowli S. aureus MRSA w obecnosci
wankomycyny o stezeniu 2 mg/l przeprowadzona zostata izolacja RNA zgodnie opisem

zawartym w punkcie 4.5.2. Metoda 8.

Usuwanie pozostalosci DNA

Po przeprowadzeniu analizy jako$ciowej oraz iloSciowej wyizolowanego RNA,
proby poddano oczyszczaniu z pozostatosci DNA. Do przeprowadzenia reakcji uzyto 100
ng RNA dla kazdego z warunkéw (hodowla kontrolna oraz z wankomycyng o stezeniu 2

mg/l). Do RNA zawieszonego w 88 pl wody wolnej od RNaz dodano 10 ul buforu do

51



DNazowania (Thermo Fisher Scientific) oraz 0,04 U/ul enzymu Turbo DNase. Reakcje

inkubowano w 37°C przez 30 minut.

Eliminacja rRNA

10 pg catkowitego RNA poddano usuwaniu rRNA przy uzyciu zestawu
MICROBEXxpress. W zestawie zastosowano zmodyfikowana metode¢ hybrydyzacji
wychwytu, aby usung¢ wystepujace w duzych ilosciach rRNA z mieszaniny catkowitego
RNA. Procedura deplecji przeprowadzona zostata zgodnie z protokotem producenta,
ktory obejmuje cztery gtdwne etapy. W pierwszym z nich przeprowadzono hybrydyzacje
RNA z mieszanka oligonukleotydow wychwytujacych rRNA, prowadzono inkubacj¢
w 70 °C przez 10 minut oraz 37 °C przez 15 minut. Drugi etap zaktadat odpowiednie
przygotowanie (oczyszczono oraz zawieszono w buforze wigzacym) Kulek
magnetycznych powleczonych oligonukleotydem, ktore hybrydyzuja z oligonuklotydem
wychwytujacym rRNA. W trzecim etapie do oczyszczonych kulek magnetycznych
dodano hybrydyzowane RNA z etapu pierwszego. Inkubowano w 37 °C przez 15 minut.
Eliminacja rRNA zostata przeprowadzona przy uzyciu statywu magnetycznego, ktory
unieruchamiajgc kulki magnetyczne z wylapanym rRNA umozliwit pobranie eluatu
wzbogaconego o mRNA. W ostatnim etapie przeprowadzono precypitacje do ktorej uzyto
3 M octanu sodu stanowigcego 1/10 objetosci mieszaniny uzyskanego mRNA, glikogen
o stezeniu 5 mg/l w objetosci stanowiacej 1/50 objetosci mieszaniny oraz 3 objetosci
100% etanolu. Precypitacj¢ prowadzono przez noc w -20 °C. Nastgpnie wirowano przez
30 minut w 10 000 x g, osad RNA podsuszono w temperaturze otoczenia oraz zawieszono

w 25 ul wody wolnej od RNaz.

Ligacja 3° Linkera do RNA

Kolejny etap przygotowania bibliotek wymagat ligacji 3’ Linkera do 3’ koncow
czagsteczek RNA. 3’ Linkery zostaly zaprojektowane tak, aby ich sekwencja
nukleotydowa byla komplementarna do zaprojektowanego startera odwrotnej
transkrypcji oraz aby zawieraty sekwencj¢ komplementarng do sekwencji rozrézniajace;j
(indeksu) podczas sekwencjonowania. Stad, zaprojektowano dwa 3’ Linkery: dla
biblioteki powstatej z RNA izolowanego z S. aureus hodowanego w obecnosci (V+) i bez
(V-) wankomycyny (Tabela 3). Czasteczki RNA (1 ug) oraz 3’ Linker stanowity substrat
reakcji ligacji przeprowadzonej przez T4 ligazg RNA 1. Do przeprowadzenia pojedynczej
reakcji uzyto: 1 ul 3’ Linkera [150 uM], 2,5 ul 10x Buforu T4 ligazy 1, 2,5 ul ATP [10
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mM], 2 ul DMSO, 9,5 ul PEG8000 [50%], 2,5 jednostek T4 ligazy 1 (NEB). Koncowa
objetos¢ kazdej reakcji wynosita 25 pl. Inkubacje prowadzono przez 2,5 godziny
w temperaturze 23°C. Po zakonczonej ligacji przeprowadzono oczyszczanie produktow
reakcji przy uzyciu kulek paramagnetycznych firmy Agencourt AMPure XP, dodanych
w objetosci 2,2x (55 ul) na kazda reakcje. Supernatant zostat oddzielony od kulek przy
uzyciu 96-dotkowego separatora magnetycznego (Invitrogen). Supernatant usuni¢to,
a zabezpieczone przez unieruchomione kulki paramagnetyczne RNA dwukrotnie
przemyto §wiezo przygotowanym 70% etanolem, RNA wyeluowano 10 ul wody wolnej
od RNaz.

Fragmentacja RNA

Fragmentacje przeprowadzono na 9 pl RNA po ligacji 3’ Linkera. Do reakcji
dodano 1 pl buforu do fragmentacji (Ambion) i rozpoczeto inkubacj¢ w temperaturze
72°C przez 1,5 minuty. Zatrzymanie reakcji przeprowadzono przez dodanie 1 pl roztworu
Stop, po czym natychmiast przeprowadzono oczyszczanie przy uzyciu Kkulek
paramagnetycznych firmy Agencourt AMPure XP dodanych w objetosci 2,2x (24,2 ul),
zgodnie z opisem zamieszonym przy Ligacji 3’ linkera. Elucj¢ RNA przeprowadzono

woda w objetosci 13 pl.

Odwrotna transkrypcja

Do przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji uzyto 11 pl RNA po
fragmentacji oraz starter RT (Tabela 3). Mieszanina reakcyjna zawierata: 11 ul RNA, 1
ul startera RT [10 mM], 1 pl mieszaniny deoksyrybonukleotydéw (dNTP) [10 mM], 200
jednostek odwrotnej transkryptazy SuperScript 1l (Thermo Fisher Scientific), 2 ul DTT
[100 mM] oraz bufor do reakcji. Inkubacje prowadzono w 25 °C przez 10 min, nast¢pnie
W 42°C przez 50 minut oraz 75°C przez 15 minut. W celu usunigcia pozostatosci matrycy
RNA dodano 500 jednostek rybonukleazy H (NEB). Inkubacj¢ prowadzono w 37°C przez
30 minut. Po jej zakonczeniu przystapiono do oczyszczania reakcji przy uzyciu kulek
paramagnetycznych firmy Agencourt AMPure XP dodanych w objetosci 2,2x (46 pl),
zgodnie z opisem zamieszonym przy Ligacji 3’ Linkera. Elucj¢ cDNA przeprowadzono

woda w objetosci 6 pl.
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Ligacja Adaptera do cDNA

Ligacja Adaptera do koncow 3’ cDNA zostata przeprowadzona dla 5 pl cDNA po
odwrotnej transkrypcji. W tym celu do reakcji wykorzystano 1 ul Adaptera [150 pM],
2,5 ul 10x buforu T4 ligazy 1, 2,5 ul ATP [10 mM], 2 ul DMSO, 9,5 ul PEG8000 [50%]
oraz 2,5 jednostek T4 ligazy 1 (NEB). Koncowa objetos¢ reakcji wynosita 25 pl.
Inkubacj¢ prowadzono 23°C przez 8 godzin, a nastgpnie probowki z reakcjg umieszczono
na 2 minuty na lodzie. Po tym czasie reakcje poddano oczyszczaniu przy uzyciu kulek
paramagnetycznych firmy Agencourt AMPure XP dodanych w objetosci 1,8x (45 ul)
zgodnie z opisem zamieszonym przy Ligacji 3 linkera. Elucje cDNA przeprowadzono

woda w objetosci 23 pl.

Amplifikacja bibliotek Term-seq

Ostatnim etapem przygotowania bibliotek byta amplifikacja, podczas ktorej
nastepowato przylaczenie adapteréw roznicujacych biblioteki (indeksow) do
sekwencjonowania, co umozliwito zsekwencjonowanie wszystkich bibliotek w jednej
rundzie (ang. pooled sequencing). W tym celu uzyto cDNA z poprzedniego etapu
w objetosci 22 pl, 15 ul mieszaniny Nextera PCR master mix oraz po 5 pl starterow:
forward (Term-seq fwd V- dla hodowli kontrolnej oraz Term-seq fwd V+ dla hodowli
z wankomycyna 2 mg/l). Reakcje amplifikacji prowadzono w 72°C przez 3 minuty
nastepnie 95°C przez 30 sekund oraz w 14 cyklach: 95°C przez 10 sekund, 55°C przez
30 sekund oraz 72°C przez 30 sekund, termicznym etapem zakanczajgcym byta inkubacja
w 72 °C przez 5 minut. Po zakonczonej reakcji amplifikacji proby poddano oczyszczaniu
przy uzyciu kulek paramagnetycznych firmy Agencourt AMPure XP dodanych
w objetosci 0,8x (45 pl). Biblioteki Term-seq eluowano w 17 pl wody poddano analizom
ilosciowym oraz jako$ciowym przy pomocy elektroforezy kapilarnej Agilent 2100
Bioanalyzer. Stezenie sporzadzonych bibliotek zostato obliczone zgodnie z nastgpujacym
wzorem: (1 500/$rednia dtugo$¢ amplikondéw wyrazona w bp) x (stezenie wagowe) =
stezenie molowe [nM]

Tak przygotowane biblioteki przekazane zostaty do sekwencjonowania.
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4.5.10 Metoda PTT-quant
Endonukleolityczne cigcie RNazg H

Pule catkowitego RNA poddano oczyszczaniu z pozostatosci DNA, a nastepnie
dla kazdego kandydata (Ryboprzetagcznik PABCT, Ryboprzetacznik MST,
Ryboprzelagcznik  MCAS, Ryboprzetacznik  HSK, Ryboprzelacznik  ASC,
Ryboprzetacznik  BA, Ryboprzetagcznik DT) 1 warunku hodowli (hodowla
z wankomycyng oraz kontrola) odmierzono 100 ng RNA. RNA inkubowano ze
specyficznym dla danego kandydata oligomerem DNA (Tabela 5) przez 20 minut w
37°C, a nastgpnie przeprowadzono ci¢cie dupleksow DNA- RNA przy pomocy RNazy H
(1,25 jednostek, Thermo Fisher Scientific), zgodnie z protokotem producenta.

Odwrotna transkrypcja (RT)

Odwrotna transkrypcja zostala przeprowadzona przy pomocy zestawu
SuperScript IV Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific), zgodnie z protokotem
producenta. Do syntezy cDNA zastosowano 100 ng catkowitego RNA , poddanego
endonukleolitycznemu cigciu przy udziale RNazy H oraz startery w postaci heksamerow
o losowej sekwencji. Reakcje prowadzono w temperaturze 23°C przez 10 minut,

nastepnie w 55°C przez 10 minut oraz w 80°C przez 10 minut.

Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Reakcje PCR przeprowadzono przy uzyciu mieszaniny DreamTagq PCR Master
Mix (2x). Mieszanina reakcyjna o objetosci 25 pl sktadata si¢ z 1 pul cDNA, 1 pl
mieszaniny starterow forward i reverse do metody PTT-quant (Tabela 4) o stezeniu 4 uM
kazdy, 12,5 ul DreamTaq PCR Master Mix (2x) oraz 10,5 ul H20. Reakcje amplifikacji
prowadzono zgodnie z nast¢pujacym zapisem : 95°C — 3 min, (95°C — 30 sek, 60°C — 30
sek, 72°C — 1 min) x35, 72°C — 5 min, 10°C — o.

Emulsyjny PCR (ddPCR)

Lancuchowa reakcje polimerazy wykonano przy pomocy emulsyjnego PCR
W czasie rzeczywistym uzywajac systemu QX200 Droplet Digital PCR. Do
przygotowania reakcji postuzono si¢ zestawem akcesoriow i odczynnikow firmy Bio-Rad
Laboratories. Mieszanina reakcyjna zostata wykonana zgodnie z nastepujaca proporcja:
8 ul H20, 10 pl 2x QX200 ddPCR EvaGreen Supermix, 1 pl mieszaniny starterow

forward i reverse o stezeniu 4 uM kazdy oraz 1 ul cDNA. Tak przygotowang mieszaning
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reakcyjng przeniesiono do kartridza z olejem do generowania kropel i po zabezpieczeniu

uszczelka przeniesiono do generatora kropel. Zhomogenizowang proébe umieszczono w

ptytce 96-dotkowej kompatybilnej z termocyklerem T100 Thermal Cycler firmy Bio-Rad

oraz zabezpieczono przez termiczne zgrzewanie plytki folig aluminiows. Reakcje

prowadzono zgodnie z nastepujacym zapisem: 95°C — 5 min, (95°C — 30 sek, 55°C — 30
sek, 72°C — 45 sek) x40, 72°C — 2 min, 4°C — 5 min, 90°C — 5 min, 10°C — oo, Istotnym

elementem programowania cykli jest ustawienie skoku temperaturowego co 2°C. Pomiar

stezenia transkryptow przeprowadzono przy uzyciu czytnika kropel firmy Bio-Rad

Laboratories.

4.6 Aparatura

Cieplarka do hodowli bakterii — Mini Incubator — Labnet

Wiytrzagsarka do hodowli bakterii — Excella E24 Incubator Shaker — New
Brunswick Scientific

Wiréwka — Centrifuge 5424 R — Eppendorf

Termomikser — Thermo Mixer-Heat/Cool — Novazym Polska

Qubit 4 Fluorometer

Tissue Lyser Il - QIAGEN

Piston Gradient Fractionator - Biocomp

Gradient Master — Biocomp

Specord 50 PLUS — Analytik Jena

Wytrzasarka o ruchu drgajacym — MS 3 Vortexer for Agilent 2100 Bioanalyzer-
IKA

Analizator kapilarny Bioanalyzer 2100 — Agilent

Transiluminator BLooK LED — GeneDireX

Termocykler — Tprofesional Basic Gradient — Biometra

Zestaw do elektroforezy poziomej — Wide Mini-Sub Cell GT Cell — Bio-Rad
Zasilacz — PowerPac HC 300W — Bio-Rrad

Spektrofotometr UV/VIS — NanoDrop One — Thermo Fisher Scientific
Zgrzewarka do ptytek 96-dotkowych — PX1 PCR Plate Seale — Bio-Rad
Generator kropel — QX200 Droplet Generator — Bio-Rad

Termocykler — T100 Thermal Cycler — Bio-Rad

Czytnik kropel — QX200 Droplet Reader — Bio-Rad
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5 Wyniki 1 Dyskusja

5.1 Charakterystyka MRSA

Whnikliwy wglad w mechanizmy regulatorowe RNA na poziomie transkrypcji
umozliwia zastosowanie technologii NGS (ang. next generation sequencing). Jednakze
uzyskanie wiarygodnych wynikow ta technika wymaga duzej uwazno$ci na kazdym
etapie przygotowywania bibliotek cDNA. Jednym 2z kluczowych elementow
w sekwencjonowaniu transkryptomu jest analiza ilosciowa docelowej puli czgsteczek
RNA, dlatego tak istotnym aspektem jest eliminacja czynnikdw wptywajacych na
odchylenia. Spehienie tego standardu wymagalo, aby kazdy etap poprzedzajacy
powstanie bibliotek byl bardzo dobrze zoptymalizowany, poczynajac od doboru metody
izolacji RNA, nastepnie przez ustalenie warunkéw hodowli z MIC dla wankomycyny,
oraz okreslenie aktywnosci translacyjnej w stresie antybiotykowym. Jedng z glownych
motywacji tej czg¢sci badawczej bylo okreslenie stezenia antybiotyku, przy ktorym
zachodza zauwazalne procesy adaptacyjne u antybiotykoopornej bakterii Staphylococcus

aureus MRSA o obnizonej wrazliwosci na wankomycyne.

5.1.1 Dobér i optymalizacja metody izolacji RNA

Podstawa efektywnej analizy kwasow rybonukleinowych jest dobdr metody
izolacji o jak najlepszych wyrdznikach jakosciowych oraz ilosciowych. W przypadku
lekoopornego szczepu gronkowca zlocistego jest to szczegodlnie wymagajace wyzwanie
ze wzgledu na specyfike morfologiczng budowy. W celu optymalizacji procedury zostato
przetestowanych kilkanascie wariantow metod sposrod dostgpnych w literaturze
naukowej. W poszukiwaniu najbardziej optymalnej i powtarzalnej metody zastosowano
kombinacje wielu technik 1 podejs¢. Do kazdej sposrod ponizszych metod uzyto bakterie
bedace w trakcie logarytmicznej fazy wzrostu pochodzace z hodowli ptynne;.

Jako pierwsza przetestowana zostala metoda opierajaca si¢ na dziataniu Trizolu
(ang. Total RNA Isolation) powszechnie okreslanego jako ztoty standard w oczyszczaniu
RNA. Jest to mieszanina fenolu, izotiocyjanianu guanidyny oraz soli chaotropowych
prowadzacych do lizy komorek oraz inaktywacji natywnych RNaz. Wazne, aby do
izolacji RNA zastosowa¢ Trizol o niskim pH celem usunigcia DNA. Stosujac ten
odczynnik niezbedny jest dodatek chloroformu w celu ekstrakcji biatek obecnych
w badanej probie, a takze do separacji RNA od DNA poprzez wirowanie prowadzace do

rozdziatu mieszaniny na frakcje. Gérna warstwa wodna wzbogaca si¢ 0 RNA natomiast
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organiczna warstwa dolna w DNA oraz biatka. Na granicy faz znajduje sig
charakterystyczna warstwa posrednia. Srednio uzyskiwano 0,22 ug catkowitego RNA
z 2 ml hodowli S. aureus (metoda 1 Tabela 6).

Kolejna testowana procedura pochodzita z publikacji [96], w ktorej zastosowano
uktad fenol: chloroform, jednak dodatkowym czynnikiem majacym za zadanie zwickszy¢
efektywnos¢ lizy komorek byta inkubacja przez 1 godzing mieszaniny sktadajacej si¢ z
hodowli bakteryjnej oraz fenol : etanol w stosunku 5:95 w lodzie. Dodatek kulek
szklanych (o $rednicy <100 pm); mial takze wzmocni¢ dezintegracje. Srednio
uzyskiwano okoto 150 pg catkowitego RNA z 2 ml hodowli S. aureus MRSA (metoda 2,
Tabela 6).

Rownolegle przetestowano procedure na podstawie publikacji [186], ktora
rowniez wykorzystuje niski zakres temperaturowy, reagent Trizol oraz kulki szklane dla
polepszenia efektywnosci lizy bakterii. W tym wypadku jednak w pierwszym etapie
izolacji hodowlg nalezato polaczy¢ z mieszaning aceton : etanol (50:50), a nastgpnie na
co najmniej 16 godzin umiescié¢ mieszanine w temperaturze -80°C. Srednio uzyskiwano
okoto 120 ug catkowitego RNA z 2 ml hodowli S. aureus MRSA (metoda 3 Tabela 6).

W kolejnym podejsciu do ekstrakcji RNA przetestowane zostaty metody izolacji
w wysokiej temperaturze, ktore sg rekomendowane dla bakterii wytwarzajacych biofilm
i opornych na dysrupcje. Przy ich zastosowaniu takze wykorzystuje si¢ Trizol, fenol oraz
dziatanie mechaniczne. W pierwszym wariancie (metoda 4, Tabela 6) pobrang hodowle
nalezato bezposrednio umiesci¢ w 95°C na czas 10 minut. Po tym czasie i dodatku Trizolu
w objetosci 1:1 mieszaning nalezato wytrzagsac 1 przej$¢ do etapu, w ktorym dodaje si¢
chloroform. Drugi wariant (metoda 5, Tabela 6) zaktadat inkubacje hodowli bakteryjnej
w temperaturze 95°C z jednoczesnym wytrzasaniem hodowli z dodanym juz Trizolem,
trzeci za$ wariant (metoda 6, Tabela 6) od drugiego ro6zni si¢ jedynie zastosowaniem
fenolu w miejsce Trizolu. Do szeregu testowanych kombinacji metody wykorzystujacej
wysokg temperature dotaczono takze zastosowanie kulek szklanych (metoda 7, Tabela
6). Modyfikacja ta zaktadata, ze ich rownolegly dodatek z fenolem do hodowli przy
wytrzasaniu i zastosowaniu wysokiej temperatury bedzie wywieral efekt wzmacniajacy
dezintegracje komorki. Metoda ta ze wzgledu na 1lo$¢ czynnikéw majacych wptyw na
efekt koncowy umozliwia projektowanie protokotow w réznych kombinacjach (metoda
7, Tabela 6) co takze zostato przetestowane. Metody te pozwolity na uzyskiwanie $rednio

17 — 100 pg catkowitego RNA z 2 ml hodowli S. aureus MRSA.
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Nastepne podejscie do izolacji RNA ze Staphylococcus aureus MRSA bazowato
na dzialaniu enzymatycznym. W pierwszym etapie lizy komorkowej wykorzystano
synergistycznie dzialanie lizozymu oraz lizostafyny. Dodatkowo efekt ten zostal
wzmocniony przez inkubacj¢ w temperaturze 37°C. Tak przygotowany lizat mozna
procedowac dalej uzywajac komercyjny zestaw izolacyjny (metody 8 i 9, Tabela 6) lub
klasyczng metode fenol/Trizol/chloroform (metoda 10, Tabela 6). Metody 8 i 10
pozwolity na uzyskiwanie $rednio 14 — 15 pg, a metoda 9 — 0,22 pg catkowitego RNA
z 2 ml hodowli S. aureus MRSA.

W  zamieszczonej Tabeli 6 przedstawiono zestawienie uzyskanych
spektrofotometrycznie wartosci liczbowych odpowiadajacych czystosci oraz stezeniu
szeregu przetestowanych metod izolacji RNA. Najnizsze stezenie RNA uzyskano
w metodzie numer 1 oraz 9. Najwyzsze stezenia RNA zostaty uzyskane przy pomocy
metody 2, 3, 4, oraz 6, jednakze warto$ci te moga nie odzwierciedla¢ rzeczywistego
stezenia kwasoéw rybonukleinowego przez wzglad na niskie parametry czystosci
A260/280 oraz A260/230. Eksperymentem potwierdzajacym niska jako$¢ uzyskanego
RNA metodami od 1 do 7 jest obraz uzyskany poprzez rozdziat RNA w zelu agarozowym,
przedstawionym na Rysunku 7, gdzie obserwuje si¢ brak prazkow na wysokosci
odpowiadajacej 23S rRNA 1 16S rRNA.

Wartosci  A260/280 oraz A260/230 wskazujace na wysokg czysto$¢
wyizolowanego RNA uzyskano w metodach 8 oraz 10, wykorzystujacych aktywnos$¢
enzymatyczng lizostafyny. Potwierdzeniem dla tego pomiaru jest Rysunek 8
przedstawiajacy elektroferogram z elektroforezy kapilarnej gdzie wskaznik RIN (ang.
RNA integration number) sigga wartosci 10, odpowiadajac tym samym wysokiej
integralno$ci wyizolowanego RNA. Potwierdzenie wiasciwej jakosci oraz iloSci
wyizolowanego RNA metoda 8 oraz 10 przedstawiono na Rysunku 8, gdzie

obserwowalne sg wyrazne prazki odpowiadajace 23S rRNA i 16S rRNA.
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Numer | Podstawowy | Temperatura Czynnik pobrana | Stezenie | A260/280 | A260/230 Laczna
metody | odczynnik wzmacniajacy obj. RNA ilo$é
lize hodowli | [ng/ul] uzyskanego
RNA [pg]
1 Trizol RT - 2ml 11 1,60 0,88 0,22
2 Fenol na lodzie fenol : etanol, 2ml 7 668 1,43 0,99 153,36
kulki szklane
3 Trizol -80°C aceton : etanol 2ml 6316 1,41 0,77 126,32
kulki szklane
4 Trizol 95°C - 2ml 2643 1,72 1,35 52,86
5 Trizol 95°C wytrzasanie 2ml 211 1,70 1,56 42,20
6 Fenol 95°C wytrzasanie 2ml 5492 1,09 1,60 109,84
7 Fenol 95°C kulki szklane, 2ml 880 1,40 0,46 17,60
wytrzasanie
8 Lizostafyna 37°C lizozym 2ml 767 2,11 2,07 15,35
3U
Kolumienka
9 Lizostafyna 37°C lizozym 2ml 42 2,08 0,83 0,22
5U
Kolumienka
10 Lizostafyna 37°C lizozym 2ml 740 2,12 2,24 14,80
3U
Trizol

Tabela 6. Spektrofotometryczna ocena parametréow jakosciowych oraz ilosciowych calkowitego RNA
uzyskanego z S. aureus réznymi metodami. Wartosci przedstawione w tabeli s3 Srednia z minimum 4 powtérzen.
RT - temperatura otoczenia.

23S rRNA
16S rRNA

21 21T 31 311

Rysunek 7. Wyniki rozdzialu elektroforetycznego w 0,5% zelu agarozowym calkowitego RNA uzyskanego
metodami 1, 2, 3, 4, 5, 6 oraz 7. M — marker wielko$ci, I, IT - powtorzenia techniczne.
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Fragment table for sample 2 : Sample 2 23S rRNA
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Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

1.808

3,051 6641

Rysunek 8. Zestawienie parametrow jakoSciowych dla calkowitego RNA uzyskanego metodami
enzymatycznymi (8 i 10). A - elektroforegram dla RNA wyizolowanego metodg nr 8, B wynik rozdzialu
elektroforetycznego w 0,5% zelu agarozowym RNA uzyskanego metodami 8 oraz 10. I, 11, 111 — powtérzenia
techniczne.

Dyskusja do 5.1.1

Model wzrostu Staphylococcus aureus opiera si¢ na tworzeniu gron i szczelnym
obudowywaniu komorek przez ich kolejne warstwy. Gronkowce tworza zwarte klastry
bakteryjne, a dodatkowo otoczone sg w polisacharydowg kapsute zwang biofilmem. Jest
to wzbogacona o rozne biatka [97] ochronna macierz zewnatrzkomérkowa osadzona w
glikokaliksie, umozliwiajagca komorkom proliferacje do wewnatrz [98]. Jego funkcja jest
takze ograniczenie dyfuzji zwigzkow chemicznych ze S$rodowiska zewngtrznego.
Jahanshahi 1 wsp. wskazujg, ze tworzenie biofilmu w izolatach MRSA jest znacznie
wyzsze niz w przypadku szczepoéw wrazliwych MSSA [99]. Najwigkszym wyzwaniem
w izolacji kwaséw nukleinowych w przypadku gronkowca ztocistego stanowi §ciana
komorkowa, bedaca tréjwymiarowa warstwa peptydoglikanu, w ktérej az 90% peptydow
jest usieciowanych przez 4 mostki pentaglicyny, tworzac tym samym sztywng i trwata
otoczke. Zwiekszong sztywnos$¢ generujg licznie wkomponowane kwasy lipotejchojowe,
stanowigce az 50% suchej masy. Dodatkowo, szczep Mu50 posiada dwukrotnie grubsza
sciang komoérkowa niz typowy MRSA. Na podstawie analizy biochemicznej oraz
uzyskanego obrazu z transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) dowiedziono, ze
szczep Mu50 wytwarza zwigkszone ilo§ci mureiny 1 moze posiada¢ az 40 warstw
peptydoglikanu [16]. Sa to cechy, ze wzgledu na ktore efektywna liza komérkowa jest
szczegblnie problematyczna. W przypadku koniecznosci uzyskania integralnego RNA

etap ten jest kluczowy.
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Podejmujac probe wytypowania efektywnej metody izolacji przetestowatam
szereg wyzej opisanych metod wraz z licznymi kombinacjami, szczegoétowego opisu
ktorych tutaj nie zawartam w celu scharakteryzowania jedynie ogolnej zasady dziatania
poszczegolnej techniki. Nawigzujgc do klasycznej metody Trizol (metoda 1, Tabela 6),
odzysk kwasu nukleinowego byt rzedu kilkunastu - kilkudziesigciu nanogramoéow
w mikrolitrze, oczekiwane za$ wartosci to rzad kilkuset do kilku tysiecy nanogramow.
Metoda ta nie jest przeznaczona dla trudnych w dezintegracji Sciany komorkowe;j
bakterii. W kolejnej technice fenol : etanol na lodzie (metoda 2, Tabela 6) najwicksza
trudno$¢ sprawial koncowy osad. Charakteryzowal si¢ trudng rozpuszczalnoscia
I nietypowa, koloidalng konsystencja. Identyczny efekt przyniosty wszystkie pozostate
metody opierajace si¢ na traktowaniu bakterii wysoka temperaturg. W testowanych
wariantach dodatek kulek szklanych skutkowal pienieniem si¢ osadu przy probie
rozpuszczenia faz oleistego, biatego osadu. Uzyskane ilosci RNA siegajace nawet kilku
tysigcy nanogramow w mikrolitrze po ponownym oczyszczaniu spadaly do wielkos$ci
bliskiej btedowi pomiarowemu spektrometru. Pienienie si¢ oraz niskie warto$ci stosunku
absorbancji A260/280, A260/230 moga wskazywa¢ na pozostatos¢ biatek oraz
odczynnikow po izolacji.

Dla pozostatych metod parametry czystosci rOwniez nie speinialy minimalnych
wymogow. Uzyskane obrazy rozdziatu elektroforetycznego w zelu agarozowym
wskazuja na niskg integralnos¢ wyizolowanego RNA (Rysunek 7). Brak prazkéw
w miejscu odpowiadajacym 16S rRNA i 23S rRNA, a widoczny pogrubiony prazek
U dotu zelu oznacza¢ moze izolacj¢ duzej ilosci krotkich RNA lub na skrocenie dluzszych
odcinkow pod wptywem dlugotrwatego dziatania wysokich temperatur i agresywnych
detergentow. Powtdrne proby oczyszczania izolatéw poprzez dodatkowa precypitacje lub
zastosowanie komercyjnych zestawoéw kolumienkowych nie przynosity pozytywnych
rezultatow.

Sposrdd  przetestowanych metod najbardziej efektywna jakosciowo oraz
ilosciowo okazata si¢ by¢ metoda wykorzystujgca aktywno$¢ enzymatyczng lizostafyny
(metoda 8 i1 10, Tabela 6). Jest to endopeptydaza wytwarzana przez gronkowca
Staphylococcus simulans, ktory angazujgc te bakteriocyne zapewnia sobie wzrost
| przetrwanie wsérdd bakteryjnych konkurentoéw. Wydzielana hydrolaza mureinowa jest
specyficznie ukierunkowana na komorki Staphyloccocus aureus (tylko gronkowce maja
mostki krzyzowe pentaglicyny), aby unikna¢ nieproduktywnych interakcji z innymi

gatunkami bakterii. Enzym ten rozpoznaje i wigze si¢ z komodrkami gronkowca
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ztocistego; dzigki C-koncowej 92-aminokwasowej domenie, a nastgpnie wykorzystuje
aktywno$¢ endopeptydazy glicyloglicyny rozszczepiajac mostki krzyzowe pentaglicyny
w  peptydoglikanie, prowadzac do wutraty cisnienia osmotycznego [100].
W przypadku Staphylococcus aureus obecno$¢ modyfikacji O acetylacji w pozycji C-6
kwasu N-acetylomuraminowego wplywa na znaczne obnizenie wydajnosci
enzymatycznej lizozymu, co wyklucza go jako jedyne zréodlo o wilasciwosciach
lizujacych [101].

Sposrod roznych stezen lizostafyny dodatek 3 jednostek okazat sie iloScig
optymalng. Kazde wyzsze stezenie skutkowalo mniejszym uzyskiem kwasu
nukleinowego, co moglo by¢ spowodowane zbyt intensywnym rozpadem komorek
i wptywem endogennych RNaz na swobodnie zawieszone RNA (metoda 9, Tabela 6).
Zarowno parametr A260/280 przedstawiony w Tabeli 6 jak i elektroferogram (Rysunek

8) wskazujg na wysoka czystos¢ i jakos¢ uzyskanego kwasu nukleinowego.

5.1.2 Wyznaczenie minimalnego stezenia inhibujacego dla wankomycyny.

Minimalne st¢zenie inhibujace MIC definiuje si¢ jako najnizsze stezenie $rodka
przeciwdrobnoustrojowego, przy ktorym obserwowane jest zahamowanie wzrostu
drobnoustrojéw. Wyznaczenie tej wartosci odbywa si¢ po catonocnej hodowli i jest
uwazane za zloty standard w okreslaniu wrazliwo$ci mikroorganizméw na antybiotyki
I inne $rodki hamujgce wzrost. Metoda ta jest Szeroko wykorzystywana przez laboratoria
diagnostyczne glownie w celu okreslania opornosci na antybiotyKi.

W celu wyznaczenia minimalnego st¢zenia inhibujacego wankomycyny dla
Staphylococcus aureus MRSA poczynitam seri¢ posiewow na podtoza state jak i ptynne
z mikrorozcienczeniami wankomycyny, jak opisano w rozdziale 4.5.5. Motywacja do
zastosowania antybiotyku wankomycyna jest fakt, ze szczep Mu50 wykorzystywany do
badan wykazuje w jego kierunku obnizong wrazliwos¢, a takze jest to lek ostatniej szansy
wykorzystywany w leczeniach zakazen wywotanych metycylinoopornym szczepem
gronkowca ztocistego [102].

Dobor stezen na podloze stale zostat ustalony zgodnie z wytycznymi zawartymi
w publikacji Andrewa [103], gdzie sugerowany zakres stezen dla rodzaju Staphylococci
zawiera si¢ w przedziale od 0,06 — 32,00 mg/I, a wartosci MIC zostata odczytana recznie
po 24 godzinach inkubacji. Na tej podstawie wykonane zostaly rozcienczania
wankomycyny na podtozu statym wynoszace kolejno: 0,0 mg/l, 0,06 mg/l, 0,125 mg/I,
0,25 mg/l, 1 mg/l, 2 mg/l, 4 mg/l, 8 mg/l, 16mg/l oraz 32 mg/l. Wzrost hodowli
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zaobserwowano w kazdym z wykonanych stgzen za wyjatkiem 32 mg/l (Rysunek 9). Na
tej podstawie okreslony zostal wstepny zakres inhibujacy wzrost kolonii. W celu
usci$lenia wartosci, przy ktorej obserwuje si¢ zanik wzrostu wykonano kolejng serig
rozcienczen, poczynajac od 16 mg/l zwigkszajac stezenie o 2, az do 32 mg/l. Catkowity

zanik wzrostu kolonii zaobserwowano przy stezeniu 26 mg/l (Rysunek 10).

Rysunek 9. Wyznaczanie minimalnego stezenia inhibujacego u Staphylococcus aureus MRSA dla wankomycyny
na podlozu stalym. Zamieszczone zdjecia przedstawiaja wzrost kolonii na podlozach zawierajacych kolejno 0
mg/l, 2mg/1, 4 mg/l, 8 mg/l, 16 mg/l oraz 32 mg/l. Linia Srodkowa dzielaca plytke wyznacza powtérzenia na plytce,
cyfry rzymskie oznaczajg powtérzenia pomiedzy plytkami.

Rysunek 10. Wyznaczanie minimalnego steZenia inhibujacego u Staphylococcus aureus MRSA dla
wankomycyny na podlozu stalym. Zamieszczone zdjecia przedstawiaja wzrost Kkolonii na podlozach
zawierajacych kolejno 16 mg/l, 20 mg/l, 22 mg/l oraz 26 mg/l. Linia Srodkowa dzielaca plytke wyznacza
powtdrzenia na plytce, cyfry rzymskie oznaczaja powtérzenia pomiedzy plytkami.
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Rownolegle okreslitam MIC standardowa metoda rozcienczen bulionu (Rysunek
11). Metoda ta jest zalecana w okres§laniu wrazliwosci gronkowcow na glikopepetydy
przez EUCAST (ang. European Committee On Antimicrobial Susceptibility Testing).
Minimalne stg¢zenie inhibujace zdefiniowatam jako najnizsze st¢zenie Srodka
przeciwdrobnoustrojowego, ktore hamuje wzrost bakterii. Warto$¢ t¢ okreslitam przez
przygotowanie roztwordw wankomycyny o rosngcych stgzeniach ioceng wzrokowa
(okiem nieuzbrojonym) gesto$ci hodowli S. aureus MRSA we wzrastajacym stezeniu
antybiotyku [104].

Rysunek 11. Wyznaczanie minimalnego stezenia inhibujacego u Staphylococcus aureus MRSA dla
wankomycyny metoda mikrorozcienczen bulionu. Zamieszczone zdjecia przedstawiaja wzrost Kkolonii na
podlozach zawierajacych kolejno 0,06 mg/1, 0,125 mg/1, 0,25 mg/l, 0,5 mg/1, 0,75 mg/l, 1 mg/l, 1,25 mg/1, 1,5 mg/1,
1,75 mg/l, 2 mg/l, 2,25 mg/l, 2,5 mg/l, 2,75 mg/l, 3 mg/l. W kaidym rzedzie najbardziej po lewej stronie,
umieszczono jako odnos$nik pozywke bez bakterii.

Warto$¢ minimalnego stezenia inhibujgcego dla wankomycyny u Staphylococcus
aureus MRSA jest rozna dla hodowli na podtozu stalym i ptynnym. Wyznaczona warto$¢
MIC dla hodowli ptynnej wynosi 2 mg/l. Jest to st¢zenie przy ktorym obserwowalne jest
zahamowanie wzrostu S. aureus MRSA w hodowli ptynnej.

Dyskusja do 5.1.2
Ze wzgledu na udokumentowane przypadki z catego $wiata pacjentow, u ktorych

terapia wankomycyng zakonczyla si¢ niepowodzeniem lekarze oraz mikrobiolodzy
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poddali ponownej weryfikacji wartosci MIC dla tego antybiotyku [19]. Jak wynikato ze
statystyk, jesli warto$¢ ta przekraczata 2 mg/l leczenie byto utrudnione w stopniu
znacznym lub nieskuteczne. Przez wzglad na to, EUCAST w 2010 roku zmienit punkty
odcigcia wartoSci MIC, na podstawie ktorych dokonywana byta klasyfikacja poziomu
opornosci. W chwili obecnej wedtug aktualnych danych EUCAST, graniczne warto$ci
dla szczepoéw wrazliwych i opornych pokrywaja si¢, za§ przedziat srodkowy (obnizona
wrazliwos¢) jako kryterium zostato wykluczone (Tabela 7). Ponadto, zgodnie z raportem
zamieszczonymi przez Ghahremani 1 wsp. pojedynczy szczep okresli¢ mozna
fenotypowo jako VISA, a jednoczes$nie na podstawie analizy molekularnej jako VRSA.
Doniesienia te budza powazne obawy w odniesieniu do srodkéw kontroli i wiarygodno$ci

testow laboratoryjnych stuzacych do badan przesiewowych szczepoéw opornych [105].

Rok EUCAST CLSI

MIC wankomycyny (mg/l) MIC wankomycyny (mg/l)

S I R S I R
2009 <4 8 16 <2 4-8 > 16
2010 <1 2 >4 <2 4-8 > 16
2011 <2 - >4 - - -
2013 <2 - >4 - - -
2022 <2 - >2 <2 4-8 > 16

Tabela 7. Kryteria opornosci na wankomycyne u Staphylococcus aureus, zgodnie z wytycznymi EUCAST oraz
CLSI (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute) w latach 2009 — 2022. S — szczep wrazliwy, I- szczep 0
obnizonej wrazliwo$éi, R — szczep oporny

Zestawienie danych ptynacych ze §wiata i1 obserwacji laboratoryjnych
wykonywanych na potrzeby niniejszej rozprawy doktorskiej poskutkowato wyborem
MIC 2 mg/l do dalszych dziatan badawczych. Jest to stezenie, przy ktorym obserwowalne
jest hamowanie wzrostu w hodowli ptynnej, a takze warto$¢ ta jest uznawana za graniczna
w klasyfikacji opornosci. StgZenie to jest wystarczajace, aby wzmocni¢ i1 aktywowac
procesy adaptacyjne w komorce. Dodatkowo, zamieszczone przez EUCAST statystyki
pochodzace ze stycznia 2023 roku zbierane z wielu Zrodet 1 obszaréw geograficznych
wskazuja, ze najwigksza ilo$¢ przypadkéw MRSA z MIC dla wankomycyny miesci si¢
w przedziale od 0,5 do 2,0 mg/l [106].
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5.1.3 Krzywa wzrostu Staphylococcus aureus MRSA

Majac na uwadze kolejne zadania badawcze, w tym sekwencjonowanie nowej
generacji koniecznym bylo wyznaczenie krzywej wzrostu dla hodowli plynnej
Staphylococcus aureus MRSA w celu okres$lenia logarytmicznej fazy wzrostu. Jest to faza
charakteryzujaca si¢ niewielkimi zanieczyszczeniami w pozywece, a dzielgce si¢ komorki
przechodza adaptacj¢ do nowych warunkéw $rodowiska. Dodatkowo, znaczna czgs$é
genow kontrolowanych przez ryboprzetaczniki jest najbardziej aktywna transkrypcyjnie
w fazie wzrostu wyktadniczego. Pomiary wykonywane byly dla pigciu hodowli
bakteryjnych prowadzonych we wzrastajagcym stezeniu wankomycyny od 0 mg/l, az do
wczesniej wyznaczonej wartosci MIC 2 mg/l. Wykonanie pomiaré6w rozpoczeto od
wstepnego namnozenia bakterii w hodowli ptynnej bakterii przechowywanych
w temperaturze -80°C. Naste¢pnie, za pomocg ezy, rozchodowane bakterie przesiane
zostaly na podloze state (plytke agarowa) i pozostawione do wyros$nigcia przez noc
w 37°. Po tym czasie pobrano pojedyncza koloni¢ i namnozono w zdefiniowane;j
pozywce ptynnej z dodatkiem wankomycyny o odpowiednio zadanym stezeniu: 0,0 mg/I,
0,5 mg/l, 1,0 mg/l, 1,5 mg/l oraz 2,0 mg/l. Zachowane zostaly warunki tlenowe oraz
ograniczono dostep promieni stonecznych. Co 30 minut pobierano 1 ml préobki celem
wyznaczenia OD (ang. optical density), gestosci optycznej mierzonej przy dtugosci fali
600 nm. Hodowle prowadzone byty do momentu osiagni¢cia fazy stacjonarnej wzrostu.
Dodatkowo, dla kazdego z warunkow obliczony zostal czas generacji przy pomocy
programu GraphPad Prism 8. Uzyskane wyniki zostaly przedstawione na wykresie
(Rysunek 12) i w tabeli (Tabela 8).

Stezenie 0,0 0,5 1,0 15 2,0
wankomycyny [mg/l] [mg/l] [ma/l] [ma/l] [mg/l]
Czas generacji 47,19 45,07 59,91 63,78 64,88

min min min min min

Tabela 8. Czas generacji dla bakterii Staphylococcus aureus MRSA hodowanych w obecno$ci zréznicowanego
stezenia wankomycyny, od 0 mg/1 do 2 mg/l.
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Krzywa wzrostu
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Rysunek 12. Krzywa wzrostu bakterii Staphylococcus aureus MRSA dla hodowli prowadzonych w obecnosci
zréznicowanego stezenia wankomycyny, od 0 mg/l do 2 mg/l.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze czas generacji dla bakterii hodowanych w coraz
wyzszych stezeniach wankomycyny jest dtuzszy, niz dla bakterii hodowanych w nizszym
stezeniu wankomycyny. Ma to bezposredni zwiazek z procesem adaptacyjnym do stresu
antybiotykowego, a takze selekcja srodowiskowag komorek zdolnych do przeprowadzenia
procesdOw umozliwiajacych wyksztalcenie fenotypu o zmniejszonej wrazliwosci na
wankomycyn¢ VISA. Wyniki te sg zgodne z doniesieniami zamieszczonymi w literaturze
[107]. Z uzyskanej krzywej wzrostu wynika, ze logarytmiczna faza wzrostu zaczyna si¢
od ODeoo = 0,2, ktora uzyskiwana jest w czasie 145 minut dla hodowli kontrolnej, 160
minut dla hodowli z 0,5 mg/l wankomycyny, 300 minut dla hodowli z 1 mg/I
wankomycyny, 451 minut dla hodowli z 1,5 mg/l wankomycyny oraz 746 minut dla
hodowli z 2 mg/l wankomycyny. Przechodzenie w stacjonarng faze wzrostu rozpoczyna
si¢ od ODsoo = 1,2 dla hodowli kontrolnej w 330 minucie, w 350 minucie dla hodowli z
0,5 mg/l, w 510 minucie dla hodowli z 1 mg/l wankomycyny, w 715 minucie dla hodowli

z 1,5 mg/l wankomycyny oraz 840 minucie dla 2 mg/l wankomycyny.

5.1.4 Analiza aktywnoSci metabolicznej S. aureus.
W praktyce mikrobiologicznej wykorzystuje si¢ réoznorodne wskazniki stanu
fizjologicznego bakterii, ktore maja definiowaé ich zywotnos¢. Jeden z najprostszych

testow do $ledzenia aktywnos$ci metabolicznej komorek podczas hodowli wykorzystuje
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bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy (MTT), rozpuszczalny
w wodzie z6lty barwnik, ktory przez system aktywnych dehydrogenaz mozna
zredukowa¢ do nierozpuszczalnych w wodzie fioletowych krysztatdéw formazanu [108].
Mozna je oznaczy¢ ilosciowo spektrofotometrycznie w obecno$ci rozpuszczalnika
organicznego, gdyz ich stezenie jest wprost proporcjonalne do liczby komorek
metabolicznie aktywnych. Pierwotnie protokét MTT opracowany zostal w celu
okreslania zywotno$ci adherentnych komoérek zwierzecych, natomiast obecnie stosowany
jest rowniez do pomiaru wzrostu i przezywalnosci U mikroorganizmoéw. Za jego pomocag
oznaczana jest wrazliwos¢ grzybow na leki przeciwgrzybicze [109] oraz
antybiotykooporno$¢ u bakterii [110]. W celu okreSlenia przezywalnosci bakterii
Staphylococcus aureus w warunkach stresu antybiotykowego dokonano pomiarow
W trzech powtdrzeniach biologicznych. Uzyskane wartosci zgodnie z rownaniem
okreslonym w punkcie 4.5.7. zostaty przeanalizowane w programie jmp i przedstawione
w formie procentowej na Rysunku 13. Przezywalno$¢ bakterii Staphylococcus aureus
w zadnym z warunkéw nie spadta ponizej 80%. Jej najnizsza wartos¢ obserwowano
w hodowli o st¢zeniu wankomycyny 2 mg/l. Na Rysunku 13 obserwowany jest spadek
zywotnosci hodowli juz przy najnizszym stezeniu wankomycyny 0,5 mg/l, a kazde
wyzsze stezenie antybiotyku promuje mechanizmy adaptacyjne komorek, az do
najwyzszego stezenia, gdzie warto$¢ ta ponownie spada. Z analizy statystycznej
otrzymanych warto$ci przezywalnosci wynika, ze réznice w przezywalnosci hodowli
S. aureus MRSA w zroznicowanym stezeniu antybiotyku wankomycyny w przedziale

0 — 2 mg/I nie sg istotne statystycznie.
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Rysunek 13. Przezywalnos$¢ Staphylococcus aureus MRSA w warunkach stresu antybiotykowego wankomycynag.
Zastosowano antybiotyk w stezeniach 0,0 mg/l, 0,5 mg/l, 1 mg/l, 1,5 mg/l, 2 mg/1.

5.1.5. Okreslenie zmian w aktywnos$ci translacyjnej S. aureus MRSA, bedacej
odpowiedzia na stres antybiotykowy.

Frakcjonowanie rybosomoéw w gradiencie sacharozy jest metoda umozliwiajaca
oszacowanie globalnego poziomu translacji poprzez analiz¢ profili polisomowych.
Polega ona na uzyskaniu z lizatu komoérkowego frakcji rybosomowej, a nastepnie
zwirowaniu jej w gradiencie sacharozowym, umozliwiajagc kontrolowany rozdziat
sktadowych na nastepujace po sobie frakcje, zgodnie z ich wspolczynnikiem
sedymentacji. Na rozdzielonej probie przeprowadza si¢ ocen¢ jakosciowa oraz ilosciowa
przy pomocy wyposazonego w spektrofotometr kolekcjonera frakcji, ktory w trakcie
separacji kolejno nastepujacych po sobie warstw emituje wigzke Swiatta o dlugosci 254
nm i rejestruje absorbancje w sposob liniowy.

W celu okreslenia zmian w aktywnos$ci translacyjnej pozyskane zostaty lizaty

komorkowe pochodzace z hodowli S. aureus prowadzonych w roéznych stezeniach
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wankomycyny jak opisano w rozdziale 4.5.8. Z uwagi na niestabilny charakter
polisomow konieczne byto utrzymanie odpowiednio niskich warunkéw temperaturowych
umozliwiajagcych zachowanie natywnej struktury rybosoméw. Natychmiastowe
zmrozenie zwicksza odsetek aktywnych translacyjnie polisomow, gdyz zapobiega
zwigkszonej akumulacji monomeréw 70S powstalych w wyniku rozpadu polisomow
[111]. Dodatkowo, aby uchwycic¢ profil rybosomowy z wybranego punktu logarytmicznej
fazy wzrostu zastosowano dodatek chloramfenikolu. Jest to antybiotyk, ktory wigzac si¢
z tunelem wyjscia polipeptydu duzej podjednostki rybosomu w poblizu centrum
peptydylotransferazowego hamuje translacj¢ poprzez fizyczne blokowanie elongacji
powstajacego polipeptydu [112]. Do przeprowadzenia tej analizy zoptymalizowano
metodg¢ dezintegracji komorek, ktora zgodnie z doniesieniami literaturowymi i wykonanag
praktyka jest wyjatkowo wymagajacym etapem. Wyzwanie stanowi koniecznosé¢
sproszkowania w warunkach bezpieczenstwa zmrozonego osadu metycylinoopornego
szczepu gronkowca zlocistego przy jednoczesnym zachowaniu powtarzalnej jakoSci
uzyskanego lizatu. Sposrod testowanych metod na podstawie danych literaturowych
wybrana zostala metoda wykorzystujaca zmechanizowane rozbijanie osadu oraz
mrozenie ciektym azotem. Na zamieszczonym wykresie (Rysunek 14) zestawiono
uzyskane profile polisomowe pochodzace z bakterii hodowanych W obecnosci

antybiotyku o st¢zeniu od 0,5 mg/l do 2 mg/I.
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Rysunek 14. Charakterystyka zmian aktywnoS$ci translacyjnej bedacej odpowiedzia na stres antybiotykowy
metycylinoopornego szczepu Staphylococcus aureus MRSA. OS$ y reprezentuje absorbancje przy dlugosci fali
254 nm, OS x reprezentuje kierunek gradientu sacharazowego (wzrastajace stezenie sacharozy).

Dyskusjado5.1.4i5.1.5

Biosynteza bialek jest najbardziej energochtonnym procesem komoérkowym.
Supresja translacji podczas stresu srodowiskowego jest uniwersalnym mechanizmem
adaptacyjnym stosowanym przez wszystkie zywe organizmy w celu ograniczenia
wydatkowania energii [113]. Planujac w dalszej perspektywie sekwencjonowanie NGS
nalezato upewni¢ sie, ze w hodowli poddanej stresowi antybiotykowemu na poziomie
MICwankomycyny = 2 mg/l maszyneria translacyjna pozostaje aktywna. Profil polisomowy
uzyskany z hodowli o tym stezeniu wskazuje na obecnos$¢ polisomoéw W ilosci nie
réznigcej si¢ od innych warunkéw, co wskazuje na wysoka aktywnos¢ translacyjng
(Rysunek 14).

Zjawiskiem niespotykanym u innych bakterii, za$ typowym dla Staphylococcus
aureus jest obecno$¢ kompleksow 100S w trakcie logarytmicznej fazy wzrostu.
Rybosomy te zwane inaczej rybosomami hibernujacymi sktadaja si¢ z dwoch
monomeréw 70S potaczonych malg podjednostkg 30S, a w ich tworzeniu uczestniczy
HPFsa - czynnik sprzyjajacy hibernacji [114, 115]. Jak dotad wiadomo, u wigkszosci
bakterii obecnos¢ komplekséw 100S zwigzana jest z wejéciem w fazg stacjonarng, gdy
nastgpuje wyhamowanie wzrostu oraz pojawienie si¢ czynnikow stresowych. Wowczas
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100S stanowia rezerwuar rybosomow zdolnych do natychmiastowej dysocjacji i
wznowienia translacji w zaistnieniu warunkéw ponownie sprzyjajacych. Badania
wskazuja, ze zywotno$¢ bakterii pozbawionych mozliwo$ci tworzenia rybosomow
hibernujgcych poprzez delecje czynnika HPF jest ograniczona. [116]. Na tej podstawie
wnioskowa¢ mozna, ze konwersja tych struktur jest wazng strategia przetrwania bakterii
I umozliwia efektywna reakcja na stres. Na Rysunku 15 przedstawiona zostata zawarto$é¢
procentowa rybosomow 100S w poszczegolnych warunkach. Ich najnizszy udziat
obserwowany jest w warunku z najwyzszym stezeniem wankomycyny (2 mg/l).
Obserwacja ta moze by¢ potwierdzeniem wykorzystania rybosoméw 100S przy zmianie
aktywno$ci translacyjnej w wyniku stresu wywotanego obecnoscia czynnika
zewngtrznego - antybiotyku. Obserwowalng tendencja jest rdwniez wzrost udziatu
rybosoméw 100S w stosunku do pozostatych frakcji w danym warunku po wprowadzeniu

do hodowli wankomycyny.

14,36%

13,03%
0,
10,99% 11,72%
9,56%

0[mg/l)  0.5[mg/ll  1[mg/ll  15[mg/l]  2[mg/l]

Rysunek 15. Procentowa zawarto$¢ rybosoméw 100S w trakcie logarytmicznej fazy wzrostu u Staphylococcus
aureus MRSA hodowanego w réznych st¢zeniach wankomycyny.

Poziom aktywno$ci translacyjnej w poszczegdlnych warunkach zostat
przedstawiony pogladowo na Rysunku 16 jako zawarto$¢ ilosciowa polisomow
stanowigcych procent wszystkich frakcji rybosomowych w danym warunku. Warto$¢ ta
jest najnizsza W hodowlach z wankomycyng o stgzeniu 0.5 mg/l oraz 2 mg/l.
Obserwowany spadek aktywnosci translacyjnej w tych warunkach moze wynikaé ze
spowolnienia metabolicznego, niezbednego do wprowadzenia zmian adaptacyjnych. Przy
stezeniu wankomycyny 0,5 mg/l jako pierwotnej reakcji na pojawienia si¢ czynnika
stresowego oraz przy stezeniu 2 mg/l, ktore istotnie zaburza prawidtowe funkcjonowanie

komorki.
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Rysunek 16. Procentowa zawarto$¢ aktywnych translacyjnie polisomoéw w trakcie logarytmicznej fazy wzrostu
u Staphylococcus aureus MRSA hodowanej w réznych stezeniach wankomycyny.

Analizg uzupeiniajaca do oceny aktywnosci komodrkowej bakterii byto
przeprowadzenie testow przezyciowych z wykorzystaniem soli tetrazolowej. Zgodnie
z informacjami zrédtowymi zastosowanie testow MTT do prokariontéw jest obarczone
duzym prawdopodobienstwem blednej interpretacji wynikow. Wlasciwosé ta wynika
z faktu, ze wartosci te moga by¢ rozne dla tego samego szczepu w zaleznosci od jednego
z dwoéch powszechnie stosowanych w mikrobiologii warunkéw doswiadczalnych, test
plytkowy z komorkami rosngcymi lub ptynny — spoczynkowy. W obu testach redukcja
soli tetrazolowej wynika z transferu elektrondw z donora wewnatrzkomorkowego
(gtownie NADH) do soli poprzez tancuch transportu elektronow, ale miejsca redukcji juz
zaleza od warunkéw eksperymentalnych. W przypadku zastosowanego testu ptynnego
redukcja fioletu soli zachodzi w wewnetrznej cze$ci membrany, gdzie zlokalizowane sg
dehydrogenazy membranowe i ma to bezposredni zwigzek z wewnatrzkomérkows pula
NADH. W testach pltytkowych redukcja soli zachodzi gléwnie poza komorka, a takze
W zewngtrznej czesci blony plazmatycznej [117]. Na tej podstawie doktadniejszym
okresleniem dla zastosowanego testu ptynnego jest oznaczenie puli NADH w komorce.
Z uzyskanych wynikow odczyta¢ mozna, ze dodatek antybiotyku wptywa na obnizenie
aktywno$ci metabolicznej w poréwnaniu do proby kontrolnej. Réznica pomiarow w
hodowlach z wzrastajagcym stezeniem wankomycyny nie jest istotna statystycznie, a jej
poziom utrzymuje si¢ w zakresie od 85% do 90% aktywnos$ci metabolicznej hodowli
kontrolnej.

Zestawiajac wyniki uzyskane z frakcjonowania rybosoméw i testu przezyciowego

MTT obserwowalna jest korelacja. Zarowno przezywalno$¢ jaki i aktywnos¢ translacyjna
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spada juz przy najnizszym stgzeniu wankomycyny. Warto$ci pomiarowe obu analiz dla
najwyzszego stezenia antybiotyku (2 mg/l) wskazujg na zauwazalng zmiang w przebiegu
procesow zyciowych bakterii, a jednoczesnie nie odbiegajg znaczaco od kontroli, co

promuje wybor tego stezenia do dalszych badan.

5.2. Sekwencjonowanie metoda Term- seq.

W procesie identyfikacji mechanizméw regulatorowych RNA niezwykle waznym
sygnatem z transkryptomu sg zdarzenia terminacji transkrypcji. Przedwczesna terminacja
transkrypcji jest jednym z dominujgcych mechanizmow wykorzystywanych przez
bakterie w kontroli kluczowych procesow komorkowych, w tym metabolizmu
podstawowego, ruchliwosci, tworzenia biofilmu, wirulencji oraz antybiotykoopornosci.
Taki model regulacji reprezentowany jest przez atenuatory i ryboprzelaczniki. Sg to
elementy RNA znajdujace si¢ w regionach 5’ niepodlegajacych translacji (5’UTR)
I pelnig funkcje cis regulacyjne poprzez wykrywanie konkretnych metabolitow,
aminokwasow, nukleotydow oraz jonéw [118]. Mechanizm kontroli opiera si¢ na
generowaniu specyficznego, zaleznego od warunkow $rodowiskowych terminatora lub
antyterminatora. Dotychczas scharakteryzowano okoto 25 klas naturalnie wystgpujacych
ryboprzetacznikow, choé¢ szacowania wzgledem ich liczebnosci siegaja rzedu setek [119].
Prawie wszystkie sposrod znanych ryboprzetagcznikow odkryte zostaly przy pomocy
podejs¢ opartych na genomice pordwnawczej obszarow miedzygenowych roznych typow
bakterii [120]. Zidentyfikowanie konserwatywnego regionu 5’ jako potencjalnego
regulatora uruchamia przewidywania na temat ligandu w powigzaniu z funkcja genu pod
kontrolg ktorego si¢ znajduje, a nastepnie wnioskowanie to poddaje si¢ weryfikacji in
vitro. Podejscie takie prowadzi do wykrycia ryboprzetacznikow zachowanych w
szerokim zakresie filogenetycznym [119]. Niemniej jednak podejscie to jest
niewystarczajace przy identyfikacji regulatorow indukujacych na przyktad mechanizmy
opornosci na antybiotyki. Wigkszos¢ elementow, ktore nie zostaty jeszcze odkryte jest
ograniczona do konkretnych grup bakterii przystosowanych do specyficznych warunkow
srodowiskowych. Potrzeba opracowania nowej eksperymentalnej metody umozliwiajacej
odkrycie ryboprzetacznikdw i regulatoréw warunkowej terminacji transkrypcji na skale
genomowg wyprowadzita metode Term-seq. Opracowane przez Dar Daniela 1 zespo6t
badawczy podejscie eksperymentalne zaktada mozliwos$¢ identyfikacji warunkowe;j

regulacji transkrypcji w skali calego genomu bakteryjnego. W przeciwienstwie do
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eukariotycznego RNA, gdzie obecnos¢ uniwersalnego ogona poliA stanowi bezposredni
starter konca 3’ dla odwrotnej transkrypcji u bakterii brak poliadenylacji 3> w mRNA
sprawia, ze mapowanie naturalnych koncow 3’ stanowi wyzwanie. Opracowany protokot
dla sekwencjonowania RNA Term-seq polega na ligacji linkera do koncow 3’
transkryptow, a nastepnie losowej fragmentacji RNA 1 ligacji adapterow 5°. Po odwrotne;j
transkrypcji 1 amplifikacji cDNA w bibliotece znajduja si¢ wylacznie czasteczki cDNA
zawierajace oba adeptory 5° oraz 3’, ktore odzwierciedlajg konce transkryptow,
umozliwiajgc tym samym identyfikacje doktadnego potozenia koncow 3°. Zastosowane
podejscie umozliwilo wykrycie licznych regulatorow RNA bioracych udziat w kontroli
gendéw  warunkujgcych antybiotykoopornos¢. U  patogennej bakterii Listeria
monocytogenes zidentyfikowano mechanizm atenuacji, w ktorym posredniczy
zatrzymany na skutek dziatania antybiotyku rybosom. Opracowana metoda dostarczyla
narzgdzia do eksperymentalnego odkrywania ryboprzetagcznikow 1 atenuatorow

bakteryjnych [4].

5.2.1 Przygotowanie bibliotek cDNA do sekwencjonowania Term-Seq.

Posiadajac zoptymalizowane warunki hodowli oraz wydajng metode izolacji
RNA, utworzona zostata biblioteka do sekwencjonowania dla hodowli S. aureus MRSA
z wankomycyng o stezeniu 2 mg/l oraz kontroli, bez wankomycyny. Przed
przystagpieniem do wlasciwego protokotu Term-seq przeprowadzone zostato
oczyszczanie RNA z pozostalosci DNA (ang. DNase treatment), a takze wzbogacenie
biblioteki o czasteczki mRNA przez usunigcie rRNA przy uzyciu zestawu
MICROBEXxpress, zgodnie z procedura opisang w rozdziale 4.5.9. Pierwszym etapem
przygotowania bibliotek byta ligacja linkera do wszystkich naturalnych koncéw 3’
(Tabela 3). Linkery zawieraly sekwencje komplementarng do starteréw, przy uzyciu
ktérych przeprowadzona zostata reakcja odwrotnej transkrypcji na dalszym etapie. Po
przeprowadzeniu etapu drugiego, ktorego celem byla fragmentacja transkryptow RNA
przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji Z wykorzystaniem zestawu SuperScript
Il oraz startera RT (Tabela 3). W jej wyniku utrwalone zostato miejsce zakonczenia
transkrypcji. Celem oznaczenia amplikonow przeprowadzona zostata kolejna ligacja
adaptera oraz amplifikacja utworzonej biblioteki zgodnie ze schematem zamieszczonym
na rysunku (Rysunek 17). Ligacja linkera i przeprowadzenie odwrotnej transkrypcji
umozliwito oznaczenie 1 utrwalenie naturalnych koncéw 3’ transkryptow. Dzigki temu

poczatek odczytu kazdego fragmentu cDNA na sekwenatorze odzwierciedlat naturalny
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koniec 3’ czasteczki RNA, z ktdrej zostat przepisany. Na kazdym etapie tworzenia
bibliotek przeprowadzane bylo oczyszczanie oraz selekcja wielkos$ci przy pomocy
reagentu AMPure XP, opierajacego si¢ na technologii kulek paramagnetycznych. Po
ostatnim oczyszczaniu przeprowadzona zostala analiza jakoSciowa i iloSciowa bibliotek
Term-seq przy uzyciu analizatora kapilarnego Agilent 2100 Bioanalyzer System. Na
podstawie uzyskanych eletroforegramow (Rysunek 18 i 19) potwierdzona zostata
skuteczna amplifikacja fragmentow cDNA o oczekiwanej dtugosci od okoto 250 do 1500
nt. Wszystkie biblioteki zostaly rozcienczone do st¢zenia 2 nM. Sekwencjonowanie
zostalo wykonane przez firm¢ FASTERIS mieszczaca si¢ w Plan-les-Ouates w

Szwajcarii.

Bakteryjne RNA
51 |3 I i) Ligacja Linkera 3

&E 3 il) Fragmentacja RNA
E’ﬁ 3 iii) Odwrotna transkrypcja

—

’ cDNA
==+ 3 5 iv) Ligacja Adaptera cDNA

+PCR

A RNA 3’
3 5 v} Sekwencjonowanie

3] s e— o R
—

Sekwencjonowanie rozpoczyna sie od korica 3°

Rysunek 17. Schemat postepowania Term-seq na podstawie publikacji ,,Term-seq reveals abudant ribo-
regulation of antibiotics resistance in bacteria” autorstwa Daniel Dar i wspélpracownikow [4].
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5.3 Analiza danych wysokoprzepustowych — Identyfikacja kandydatéw
na ryboprzelaczniki.

Majac do dyspozycji zmapowane do genomu referencyjnego odczyty
z sekwencjonowania metoda Term-seq przeanalizowatam uzyskany w ten sposob obraz
transkryptomu z hodowli kontrolnej, a takze hodowli z wankomycyng o stezeniu 2 mg/l
przy pomocy programu Integrative Genomics Viewer (IGV). IGV jest zaawansowana
aplikacja stuzacg do przegladania danych z sekwencjonowania w celu przeprowadzania
ztozonej analizy wariantow [121]. Wstepna selekcja potencjalnych ryboprzetagcznikow
polegala na analizie porownawczej obu warunkéw z zachowaniem okreslonych
wytycznych. Pierwsza cechg wyrdzniajaca ryboprzetaczniki sposrod innych ncRNA jest
lokalizacja. Zwigkszona liczba skroconych odczytéw dla hodowli z antybiotykiem
mapujacych do regionu 5° UTR wskazywata na obecno$¢ potencjalnego kandydata na
ryboprzetacznik, gdyz to wilasnie w tej lokalizacji znajduje si¢ wigkszos¢
ryboprzetacznikow. Istotna rowniez byla dlugos¢ samego regionu 5° UTR, ktory
w przypadku bakterii jesli zawiera ryboprzetacznik posiada $rednio do 330 nt. Dtugosé
nie byta jednak parametrem dyskryminujacym, gdyz jest to cecha statystyczna, nie reguta
[122]. Natomiast kluczowe w typowaniu potencjalnych kandydatéw na ryboprzetaczniki
bylo okreslenie struktury drugorzedowej przy uzyciu RNAstructure, programu
przeprowadzajacego symulacj¢ faldowania i hybrydyzacj¢ w obrgbie jednoniciowe;j
sekwencji kwasu nukleinowego. Predykcja ta jest niezbedna do okreSlenia bardzo
istotnego wyrdznika — obecnosci struktury spinki terminacyjnej. Jej pozycja - odlegtosé¢
wzgledem aptameru - moze sugerowac rodzaj kontroli genu po zwigzaniu ligandu [123,
124]. Domena aptameru znajdujaca si¢ powyzej moze przybiera¢ strukture pseudowezta
lub sktadac si¢ z od dwoch do szesciu struktur typu spinka. O klasyfikacji kandydatow
decydowata réwniez ilos¢ wygenerowanych struktur alternatywnych. Sekwencje
potencjalnych ryboprzetacznikow nie powinny tworzy¢ wigcej niz dwa uklady, ze
wzgledu na warunek méwiacy o jednoznacznosci sygnatéw bedacych wynikiem regulacji
okreslonym ligandem. Kazdy sposrod wyselekcjonowanych kandydatéw speinia takze
kryterium méwigce o wspotwystepowaniu danego motywu RNA u innych gatunkéw,
kryterium wystgpowania ortologéw. Aspekt strukturalny, ktéry takze mial wage przy

ocenie to obecno$¢ ciggu nukleotydow uracylu na koncu 3° wygenerowanego motywu.
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Chociaz zidentyfikowane elementy regulatorowe zlokalizowane zostaty zar6wno
w obrebie sekwencji genéw kodujacych jak i hipotetycznych biatek, do dalszych analiz
wybrane zostaty tylko te o potwierdzonej funkcji. Intencja tej selekcji jest wskazanie,
ktore elementy komoérkowe moga podlega¢ regulacji w odpowiedzi na stres
antybiotykowy. W Tabeli 9 zamieszczone zostaly wyselekcjonowane geny, w ktorych
w regionie 5’UTR zidentyfikowalam potencjalne ryboprzetaczniki. Referencja dla
przeprowadzonej analizy jest sekwencja dostgpna w bazie danych NCBI o sygnaturze
NC_007795.1 (NCBI reference Sequence: NC_007795.1). Na potrzebe niniejszej pracy
kazdemu kandydatowi na ryboprzetacznik zostata nadana nazwa robocza, bedaca skrétem
literowym od angielskiej nazwy produktu genu.

Poczatkowo oczekiwania zwigzane z wyborem kandydatéw na ryboprzetaczniki
nastawione byly na znalezienie elementow regulatorowych w obrebie genow
bezposrednio zwigzanych z synteza Sciany komorkowej. Jednakze analiza wynikow
sekwencjonowania Term-seq wykroczyta znacznie ponadto, wskazujac na geny, ktore
pozornie moglyby zosta¢ przeoczone. Profil zmian, ktéry wylonit si¢ po zakonczeniu
identyfikacji koreluje z najnowszymi doniesieniami wskazujagcymi na trajektorie
regulacji komorkowej u Staphylococcus aureus bedaca odpowiedzg na wankomycyng.
Obserwowana przez Fait i wspotpracownikéw adaptacja prowadzonych réwnolegle
hodowli r6znych szczepow Staphylococcus aureus zachodzita w sposob zrdéznicowany,
pomimo koncowego osiagnigcia przez wszystkie fenotypu VISA. Pogrupowanie roéznic
wedhlug klastrow grup ortologicznych poskutkowato obserwacja, ze najwicksza liczba
zmian zachodzi w obszarze genéw zwigzanych z procesami komérkowymi, sygnalizacja
oraz metabolizmem [125]. W niniejszej pracy, sposrod siedmiu kandydatow, az cztery
znajdujg si¢ w 5°’UTR mRNA gendéw bezposrednio zwigzanych sg z metabolizmem
(Ryboprzetacznik  MST, Ryboprzetacznik MCAS, Ryboprzelacznik  HSK,
Ryboprzetacznik ASC), dwa z przetwarzaniem informacji genetycznej (Ryboprzetacznik
PABCT, Ryboprzetacznik DT) oraz jeden kandydat, ktorego metafunkcja nie zostata
jeszcze sprecyzowana (Ryboprzetacznik BA). Jednakze, jak wynika z dotychczasowych
ustalen gen znajdujacy si¢ pod kontrolg zidentyfikowanego Ryboprzetacznika BA, jest
sci$le powigzany z metabolizmem $ciany komorkowe;.

Jak dalej opisuje Fait i wspotpracownicy mutacje dotknety rowniez geny zwigzane
z biosynteza peptydoglikanu oraz kwasow teichojowych, jednakze nie byly one
pierwszoplanowe. Posrednio z tym aspektem bylo zidentyfikowanie w badaniu mutacji

wokol wezta pirogronianowego, co prawdopodobnie prowadzitlo do zwigkszonego
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przeptywu wegla stuzacego jako prekursor $ciany komoérkowej. Badanie to wskazuje na
bardzo istotny aspekt ujawnia si¢ opornos$ci na wankomycyn¢ u MRSA, iz pomimo
wspolnego tla genetycznego, poszczegolne linie MRSA mogg przystosowac si¢ poprzez
réznorodne mechanizmy [125].

Ponizej w podrozdziatach scharakteryzowane zostaty produkty transkrypcji
gendw dla ktorych zidentyfikowano potencjalne ryboprzelaczniki w  ujeciu

antybiotykoopornos$ci oraz antybiotykoterapii.

cecha Szczegétow
identyfikacyjna pangen | Lokaliza ID a klasa
Symbol cja SYMBOL funkcjonaln
genu ryboprze | Wspétrzed Nazwa robocza | Metafunkcj | agenuwg.
ponizej lacznka ne genowe a TIGRFam
produkt genu oraz ni¢
znajdujacego si¢
ponizej kandydata
Transporter - 181906- 180402 .. SAOUHSC_ | Ryboprzetacznik | Przetwarzanie Metabolizm
ABC, biatko 181967 181994 00167 PABCT g;g;‘e’{%iﬂéj DNA
wiazace ATP )

Cukrowy malK 191445- 191491..1925 | SAOUHSC_ Ryboprzetacznik Metabolizm Biatko
transporter 191559 88 00175 MST transportujace
ABC, biatko ) i wigzace

wigzace ATP
Podjednostka D mnhF 850676 — 849301 .. SAOUHSC_ | Ryboprzetacznik Metabolizm Biatko
kompleksu 850742 850797 00886 MCAS transportujace
antyporterowego ) i wigzace
Kinaza thrB 1265767- 1265768.. SAOUHSC_ | Ryboprzetacznik Metabolizm Biosynteza
homoseryny 1265834 1266682 01322 HSK aminokwasow
¢
Komponent trpE 1310359 — | 1310437..131 | SAOUHSC_ | Ryboprzetacznik Metabolizm Biosynteza
pierwszy syntazy 1310420 1843 01366 ASC aminokwasow
kwasu 0
antranilowego
Dwufunkcyjna - 1930072 — | 1928152..193 | SAOUHSC_ | Ryboprzelacznik Funkcja Domniemane
autolizyna 1930141 0050 02023 BA nieznana biatko
*)
Transferaza ksgA 465190 — 2739870..274 | SAOUHSC_ | Ryboprzetacznik Przetwarzanie Synteza
dimetyloadenozy 465290 0781 00464 DT informacji biatek
nowa ) genetycznejj

Tabela 9. Zestawienie informacji o zidentyfikowanych kandydatach na ryboprzelaczniki w regionie 5°UTR
siedmiu wybranych genow.
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Nazwa Sekwencja potencjalnego ryboprzelacznika
ryboprzelacznika
nt 5-3)
Ryboprzelacznik 63 CTGAATGTACAATTCAATTATGATGAAACTACAGTTCAAGCGGTAAAAAACG
PABCT TCTCTTTCGA
Ryboprzelacznik 116 AGTGTATTGCACAATCAAACTGTAAACAAAGTATGGGAGGCATAACATGGC
AGAACTAAAGTTAGAGCATATTAAAAAGACGTATGATAACAACAATACTGT
MST
AGTGAAAGATTTT
Ryboprzelacznik 68 TATTACTTGTCTTTATTGGAAAGCGTCCTATTATAAAGCGTTATGTCGCACTA
GGCGGTACATTATT
MCAS
Ryboprzelacznik 69 CATGTCGAATGTTTTGGAGTTAACAATTCCTGCATCAACAGCCAACCTTGGA
GTTGGCTTTGATTCTA
HSK
Ryboprzelacznik 63 TTAATTTAGGTGGTACCACGCGTCAGCGTCCTTTATATTGATAAGGATGCTGG
ASC CGCTTTTTT
Ryboprzelacznik 71 GGGCGTGCTTCTGGTTTGGTAAATGTAAATAACAGTTAAGAGTCAGTGCTTC
GGCACTGGCTTTTTATTT
BA
Ryboprzelacznik 102 ATGAATGAGGAAGTGAAAATGTTGGATAATAAAGATATTGCAACACCATCA
AGAACGCGAGCGTTGTTAGATAAATATGGCTTTAATTTTAAAAAAAGTTT
DT

Tabela 10. Sekwencja zidentyfikowanego regionu dla kandydatow na ryboprzelaczniki wykorzystana do
predykeji struktury drugorzedowej w programie RNAstructure.

5.3.1 Ryboprzelacznik PABCT

Jako pierwszy na potencjalny ryboprzetacznik zidentyfikowany zostal odczyt
w regionie 5” UTR genu kodujacego transporter ABC, biatko wiazace ATP (ang. Peptide
ABC transporter, ATP — binding protein) (Rysunek 20). W Tabeli 9 przedstawione
zostaty cechy identyfikacyjne genu, w obrgbie ktorego zlokalizowany zostat kandydat.
Sekwencja odczytu (Tabela 10) z tego regionu zostata wykorzystana do predykcji
struktury drugorzedowej w programie RNAstructure i przedstawiona na Rysunku 21.

82



GOF_DOD0YHZS 1 ASMIMA90... | |NCOBTASL NGOO9S L:181,765-192,190 o B « » @O xR

426bp
wesee  mme e = s0nep
|

MRSAVanss_Teim Seq bud big

MRSAVInes_Tem Sensorisg s | P00

GCF_H00013428.1_ASM 1321

Rysunek 20. Odczyty z sekwencjonowania Term-seq. Kolorem czerwonym zaznaczono region potencjalnego
Ryboprzelacznika PABCT. Podluzne linie zielone reprezentuja odczyty z hodowli kontrolnej, podtuzne linie
czerwone reprezentuja odczyty z hodowli z wankomycyna o stezeniu 2 mg/l. Szare prostokaty — zmapowane
odczyty do genomu referencyjnego, gora — hodowla kontrolna, dét - hodowla z antybiotykiem. Linia niebieska
- referencja.

Probability »= 99%

98X > Probability »= 86%
88% > Probability >= 7%
7éX > Probability >= 60X
68% > Probability »= 5%

Rysunek 21. Przewidywana struktura drugorzedowa dla kandydata na Ryboprzelacznik PABCT znajdujacego
si¢ w regionie 5° genu kodujacego Transporter ABC, bialko wiazace ATP. Na Rysunku zamieszczona zostala
legenda kolorow, ktorymi zostaly oznaczone nukleotydy na utworzonej strukturze drugorzedowej.
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5.3.2 Ryboprzelacznik MST

Zakwalifikowanym kandydatem na ryboprzetacznik zostal odczyt sekwencji
znajdujacy si¢ w regionie 5’UTR genu kodujacego biatko wigzace ATP, ktore
posredniczy w transporcie cukrow (ang. Multiple sugar-binding transport ATP-binding
protein) (Rysunek 22). W Tabeli 9 przedstawione zostaty cechy identyfikacyjne genu,
w obrgbie ktorego znajduje si¢ kandydat. Sekwencja odczytu (Tabela 10) z tego regionu
zostala wykorzystana do predykcji struktury drugorzedowej w programie RNAstructure

I przedstawiona na Rysunku 23.

P 00013425 LASMLML 06 | |NCOOTISL | NC_OOTS.LISLIIS191,793 © B o4 @M x|

Az60p

mSeasaeas 00

BCF_000013425.1_ASMI342v1

Rysunek 22. Odczyty z sekwencjonowania Term-seq. Kolorem czerwonym zaznaczono region potencjalnego
Ryboprzelacznika MST. Podluzne linie zielone reprezentuja odczyty z hodowli kontrolnej, podluzne linie
czerwone reprezentuja odczyty z hodowli z wankomycyna o stezeniu 2 mg/l. Szare prostokaty — zmapowane
odczyty do genomu referencyjnego, gora — hodowla kontrolna, dét - hodowla z antybiotykiem. Linia niebieska
- referencja.
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Rysunek 23. Przewidywana struktura drugorzedowa dla kandydata na Ryboprzelacznik MST znajdujacego si¢
w regionie 5’ genu kodujacego cukrowy transporter ABC, bialko wiazace ATP. Na Rysunku zamieszczona
zostala legenda koloréw, ktorymi zostaly oznaczone nukleotydy na utworzonej strukturze drugorzedowej

Dyskusja do5.3.115.3.2

Transportery ABC (ang. ATP-binding cassette) jako spotykane we wszystkich
formach zycia, pelniag jedng z podstawowych funkcji w komodrce. Zapewniaja
jednokierunkowy ruch przez btony z udziatem ATP szerokiej gamie substratow od jonow
metali az po bialka. Posiadaja zardwno funkcje¢ eksporterow jak i1 importerow
komoérkowych. Badania genomiczne wykazaly, ze transportery ABC stanowig jedng
Z najwazniejszych rodzin biatek u prokariontéw kodujgc okoto 5% genoméw u E. coli
I Bacillus subtilis [126]. Molekuty te jako zwigzane z patogeneza bezposrednio
uczestniczg w: opornosci wielolekowej, adhezji, tworzeniu przetrwalnikow, koniugacji,
tworzeniu biofilmu oraz wydzielaniu toksyn. Sg niezbednym elementem wirulencji
u wielu bakterii w tym Staphylococcus aureus czy Streptococcus pneumoniae [127].

Obecnos¢ tych biatek w komorce ma rowniez swoj szczegdlny profil w kontekscie
transportu ksenobiotykdw oraz stresu nimi wywolanych. Wystepuje zauwazalna
korelacja, zwlaszcza wsrod bakterii z rodzaju Staphylococcus, lokowania genow
kodujacych bialka transporterowe w sgsiedztwie systemow regulatorowych zwigzanych

z adaptacja do stresu antybiotykowego [128, 129, 130]. Zalezno$¢ ta ma silne
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ewolucyjnie podloze zwigzane z ochrong przed bakteriocynami zaré6wno tymi,
produkowanymi przez same drobnoustroje, jak i pochodzacymi ze $rodowiska
zewngetrznego. W przypadku S. aureus, w az 4 miejscach na chromosomie geny kodujace
Transportery ABC znajdujg si¢ w sasiedztwie dwukomponentowego systemu TCRS
(ang. two-component regulatory systems) [131], nadekspresja ktorego zwigzana jest z
ujawnianiem fenotypu VISA [132]. System ten znany réwniez pod nazwa graRS
odpowiedzialny jest za sygnalizacj¢ komorkowg 1 aktywacje procesOw opornosciowych
poprzez regulacje transkryptow krytycznych dla przetrwania bakterii.

Aktywacja opornosci wielolekowej u S. aureus przypisana zostala zaréwno do
importerow jak i eksporteréw ABC. Jak wynika z badan nad MRSA, nadekspresja
eksportera ABC TarH powoduje indukcj¢ ropni skory w modelach mysich z powodu
zwigkszonej ilosci kwasu teichojowego obecnego w $cianie komorkowej
MRSA. Ponadto, dostrzezono pozytywna korelacj¢ pomiedzy nadekspresja kwasu
teichojowego a ekspresjg transportera TarG/H zaleznego od systemu Agr
scharakteryzowanego jako globalny regulator wirulencji u S. aureus [133]. Zgodnie z
doniesieniami Ynfu Lu i wspotpracownikdéw, zaburzenia biosyntezy kwasu teichojowego
w $cianie komorkowej przyczyniaja si¢ do aktywacji systemu majacego zwigzek z
opornoscig na glikopeptydy w tym wankomycyne VraRS [134].

Odnoszac si¢ do tego mozna stwierdzi¢, ze zmiany w ekspresji genow kodujacych
Transportery ABC sa objawem ujawniania si¢ procesOw antybiotykoopornosciowych.
Ponadto, ponizej genu kodujacego Transporter ABC, biatko wigzace ATP w obrebie tego
samego operonu znajduje si¢ gen SAOUHSC_00169. Jest to transporter peptydowy ABC,
biatko permeazy (ang. peptide ABC transporter, permease protein) wymieniany jako
jeden z siedmiu gendéw odgrywajacych kluczowag role w regulowaniu plastycznosci
fenotypowej pod wplywem wankomycyny [135]. Zidentyfikowany w mojej pracy
doktorskiej kandydat na ryboprzetgcznik moze by¢ zatem regulatorem catego operonu.

Nieoczywistg funkcjg opisang w literaturze dotyczacg genu malK, w obrebie
ktorego zidentyfikowatam ryboprzelacznik jest fakt, ze systemy ABC zdolne sa do
bezposredniej regulacji procesow fizjologicznych. Jednym z udokumentowanych
przypadkow transportera ABC, u ktérego zidentyfikowano domene zaangazowang
w funkcje regulatorowe jest biatko MalK. Dostepno$¢ struktury o wysokiej
rozdzielczos$ci tego biatka umozliwila wskazanie mechanizmu innego niz reakcja
transportowa. Wariacja na tym podstawowym schemacie taczy hydrolizg ATP

Z procesami niewymagajacymi transportu, takimi jak naprawa DNA i regulacja ekspresji
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gendw. W tym kontekscie niezbedne jest odrdznienie bezposredniej roli regulatorowe;
biatka MalK od posredniej majacej zwiazek z transportem maltozy i maltodekstryny
w komorce [136]. Ostatnie dane wskazujg, ze podjednostka transportera MalK
odpowiedzialna za wigzanic ATP bezposrednio uczestniczy w kontroli transkrypcji
regulonu mal. Pomimo tej wiedzy, wcigz istniejg podstawowe kwestie wymagajace
wyjasnienia dotyczace mechanizmu aktywacji MalT, represji przez transporter,
biosyntezy i sktadania bialek transportujacych w btonie zewnetrznej 1 wewngtrznej oraz
wzajemnych zalezno$ci migdzy enzymami maltodekstrozy, a metabolizmem glukozy
I glikogenu [137]. Istotne z punktu widzenia oporno$ci na wankomycyng i Transporteréw
ABC posredniczacych w transporcie cukrow wydaja si¢ by¢ zmiany zwigzane sa
Z wczesniejszymi etapami biosyntezy Sciany komorkowej.

Analiza sekwencji genomu i poroéwnanie 362 otwartych ramek odczytu pomiedzy
szczepami MRSA Mu50 a wzorcowym, wrazliwym na wankomycyne N315, wykazata
az 213 roznic na poziomie DNA. Sposrod nich 174 geny (stanowigce 6,6% ze wszystkich
2699 gendéw szczepu MuS50) ulegaly zmianie sensu na poziomie produktu genu.
Zauwazalny trend pojawil si¢ na trzech obszarach genetycznych. Pierwszy z nich
obejmowal geny odpowiedzialne za transport komorkowy (14,9% ze 174 istotnie
roznigcych si¢), nastgpnie geny zwigzane z metabolizmem weglowodanow (5,7%) oraz
geny uczestniczgce w syntezie RNA oraz mechanizmach regulacyjnych (8,0%) [11, 13].
Wiyniki te wydaja si¢ potwierdzac 1 wyjasnia¢ pewne wczesniejsze hipotezy, zwigzane z
rolag weglowodandw jako zrédet wegla w procesach biosyntezy peptydoglikanu $ciany
komorkowej bakterii. Zwigzki te w trakcie procesoOw transportu komédrkowego, moga
ulega¢ fosforylacji za posrednictwem systemy fosfotransferaz PTS co prowadzi do ich
wilaczenia w cykl przemian metabolicznych [19, 14]. Wykazana w niniejszej pracy
aktywno$¢ ryboprzetacznika w obrgbie genu kodujacego biatko wiazace ATP, ktore
posredniczy w transporcie cukrow moze by¢ podstawa do dalszych badan majacych na
celu okreslenie wudzialu tego transportera w  procesach ujawniania si¢
antybiotykoopornosci.

Zrozumienie struktury i funkcji transporterow ABC oraz ich roli w wirulencji
I patogenezie bakterii doprowadzito do odmiennego spojrzenia na terapie
przeciwdrobnoustrojowe. Wraz ze wzrostem badan nad transporterami ABC jako
determinantami zjadliwosci u bakterii chorobotworczych wzrasta liczba badan nad
odwroceniem ich rol jako nowych $rodkow terapeutycznych. Sposrod obiecujacych,

cho¢ nielicznych badan klinicznych wykorzystujacych transportery ABC jako
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szczepionki wynika, ze obszar ten jest mocno niedoceniony pod wzgledem potencjatu
terapeutycznego. Badania eksperymentalne na myszach pokazuja, ze bakteryjne
transportery ABC moga potencjalnie odwroci¢ opornos¢ poprzez nasladowanie
substratow - mimetykow [138] w celu zwigkszenia przepuszczalno$ci antybiotykow oraz
poprzez zastosowanie inhibitorow ABC dla zmniejszenia wydalania ksenobiotykow
[139]. Powstaja réwniez badania wskazujace na mozliwos¢ selektywnej modulacji
wybranych transporterow ABC umozliwiajagc projektowanie nowych wysoce
ukierunkowanych srodkow terapeutycznych [140]. I chociaz wyniki badan tego typu na
modelu in vivo wygladaja bardzo obiecujaco, to przelozenia na badania kliniczne brak.
Rozczarowanie to wynika z niedoszacowania ztozono$ci wystepowania opornosci
wielolekowej oraz konieczno$ci zastosowania toksycznych dawek leku w celu uzyskania
skutecznych wynikéw. Zauwazalny trend wérdéd badaczy zwigzany jest z odej$ciem od
inhibitorow oraz mimetykéw ABC na rzecz wdrazania potencjalnych terapii genowych,
w  ktorych posrednicza transportery ABC. Opracowywana obecnie strategia
wykorzystujaca technologi¢ CRISPR/Cas9 stuzy do odwracania nowo nabytej opornos$ci
u Macznicy rozowej (Pectinophora gossypiella) na bakteryjng toksyne Cry2 Ab, w ktorej
kluczowa rolg odgrywa transporter ABC [141]. I chociaz nie prowadzono tego typu badan
na bakteriach chorobotworczych poglebia to wiedze na temat potencjalnych strategii
nacelowanych na transportery ABC w kontekscie terapii genowych do grona ktoérych

zaliczy¢ mozna wykorzystanie ryboprzetacznikow.

5.3.3 Ryboprzelacznik MCAS

Kolejnym zidentyfikowanym kandydatem na ryboprzetacznik jest odczyt obecny
w regionie 5°UTR genu kodujacego podjednostke D kompleksu antyporterowego (ang.
Monovalent cation/H antiporter subunit D) (Rysunek 24), zaangazowanego w odpornos¢
na wysokie stezenia Na, K, Li oraz $rodowisko zasadowe. Podjednostka ta zawiera
domen¢ oksydoreduktazy, ktora katalizuje przeniesienie elektronow z NADH na
ubichinon. W Tabeli 9 przedstawione zostaly cechy identyfikacyjne genu, w obrebie
ktorego zlokalizowany zostat kandydat. Sekwencja odczytu z tego regionu zostata
wykorzystana do predykcji struktury drugorzgdowej w programie RNAstructure i

przedstawiona na Rysunku 25.
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Rysunek 24. Odczyty z sekwencjonowania Term-seq. Kolorem czerwonym zaznaczono region potencjalnego
Ryboprzelacznika MCAS. Podluzne linie zielone reprezentuja odczyty z hodowli kontrolnej, podluzne linie
czerwone reprezentujg odczyty z hodowli z wankomycyng o stezeniu 2 mg/l. Szare prostokaty — zmapowane
odczyty do genomu referencyjnego, gora — hodowla kontrolna, dét - hodowla z antybiotykiem. Linia niebieska
- referencja.
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Rysunek 25. Przewidywana struktura drugorzedowa dla kandydata na Ryboprzelacznik MCAS znajdujacego
si¢ w regionie 5° genu kodujacego podjednostke D kompleksu antyporterowego. Na Rysunku zamieszczona
zostala legenda koloréw, ktérymi zostaly oznaczone nukleotydy na utworzonej strukturze drugorzedowej

Dyskusja do 5.3.3

Antyportery sa strukturami zlokalizowanymi w btonie komorkowe;j bakterii, ktore
umozliwiaja transport aktywny czasteczki wbrew gradientowi elektrochemicznemu
sprzezonego =z transportem innej czgsteczki zgodnie z gradientem. Cechg
charakterystyczng tej formy przemieszczania si¢ substancji chemicznych jest
przyjmowanie jednej substancji (jonu, metabolitu) do wngtrza z réwnoczesnym
usuwaniem innej. Poszczegoélne podjednostki (ABCDEFQG) skladajace si¢ na biatko
antyporterowe kodowane sg w klastrze zwanym mrp (ang. multiple resistance and pH).
Oprocz utrzymywania cytoplazmatycznego pH, kompleks Mrp pelni r6zne inne funkcje,
takie jak oporno$¢ na kwasy zotciowe u Bacillus subtilis i Vibrio cholera [142, 143],
uczestniczy w procesie sporulacji u Bacillus subtilis [144], infekcji ros$lin u

Sinorhizobium meliloti, a nawet w patogenezie u Pseudomonas aeruginosa [145].
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S. aureus jest nie tylko powszechny w warunkach szpitalnych, ale takze
skutecznie przezywa w nieprzyjaznym Srodowisku wysokiego zasolenia (25%) oraz
niskiej aktywnos$¢ wody, zachowujac zdolno$¢ do wzrostu i produkcji enterotoksyn.
Bakterie te sg zdolne do wzrostu w S$rodowiskach silnie zasadowych (pH do 9,5)
panujacych w glebie, $ciekach 1 niektorych czgéciach ludzkiego jelita. [146].
Staphylococcus aureus wykazuje niezwykla zdolno$¢ do wzrostu pod wpltywem stresu
osmotycznego i wiasno$¢ ta lezy u podstaw do wzrostu w szerokiej gamie stresu
srodowiskowego. Tak wysoka tolerancja na fluktuacje ci$nienia osmotycznego
I warunkow Srodowiskowych jest w duzej mierze spowodowana aktywnoscig
antyporterow. Szczegolnym przyktadem jest TetA(K), ktory dziata jak antyporter metal-
tetracyklina 1 uczestniczy w stresie $rodowiskowym wywotanym obecno$cia
antybiotyku. Biatka TetA sg facylitatorami, ktore wykorzystuja energi¢ protonu jako site
nap¢dowa funkcji transportowej do usuwania antybiotyku poza komorke [147].

Zidentyfikowany w mojej pracy doktorskiej Ryboprzetacznik MCAS znajduje si¢
w obrebie genu mnhF (homologiczny do transporteréw soli zotciowej u ssakow), ktorego
funkcja powigzana zostala bezposrednio z opornoscia na sole zotciowe, ktore to stanowia
powazne wyzwanie dla bakterii przezywajacych przej$cie przez zotadek do jelit. Sole
kwasow zotciowych posiadajg dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, co przypisuje si¢ ich
zdolno$ci do uszkadzania bton komoérkowych [148]. Wankomycyna jako antybiotyk
zaburza synteze $ciany komorkowej, zatem zmiana ekspresji genu mnhF moze by¢
efektem stresu w obrebie tej struktury.

Podczas gdy kolonizacja nosa jest dobrze znanym czynnikiem ryzyka dla
wigkszosci typow infekceji S. aureus, kilka ostatnich badan sugeruje, ze kolonizacja jelita,
ktora wystepuje u okoto 20% osdb, moze mie¢ wazne implikacje kliniczne [149]. Badania
prowadzone wsrod pacjentow przebywajacych na szpitalnych oddziatach intensywnej
terapii oraz u osob po przeszczepach wykazaty, ze pacjenci z kolonizacjg odbytnicy, jak
I nozdrzy przez metycylinooporny szczep S. aureus mieli znacznie wyzsze ryzyko
niepowodzenia terapii antybiotykowej (40%) niz pacjenci z kolonizacjag samego nosa
(18%) [150]. Ponadto, badanie pacjentow hospitalizowanych w Stanach Zjednoczonych
wykazalo kokolonizacje przez S.aureus i enterokoki oporne na wankomycyne u 50%
badanych os6b [151]. Jest zatem prawdopodobne, ze kolonizacja jelit przez S.aureus
stwarza patogenowi potencjalng okazj¢ do nabywania nowych gendéw opornosci na

antybiotyki, lub wzmacnia procesy adaptacyjne w obrgbie §ciany komorkowe;.
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Zgodnie z zaproponowanym przez Laur¢ Marks i wspotpracownikow modelem
badawczym antyportery sa strukturami, ktérych wykorzystanie moze zakonczy¢ si¢
udang antybiotykoterapia w przypadku lekoopornych szczepow gronkowca
ztocistego. W tym celu zostata wykorzystana ludzka alfa-laktoalbumina, ktéra wykazuje
dziatanie zaré6wno przeciwnowotworowe jak i bakteriobojcze. Wykorzystana zostala jako
adiuwant przeciwdrobnoustrojowy, ktory zwigksza aktywno$¢ szerokiego spektrum
antybiotykow (metycylina, wankomycyna, gentamycyna, erytromycyna) przeciwko
wielolekoopornemu Staphylococcus aureus do stopnia, w ktorym staje si¢ ponownie
wrazliwy. Specyficzno$¢ albuminy polega na rozpraszaniu gradientu protonow
I indukowaniu zaleznego od sodu naptywu wapnia, ktory czgsciowo depolaryzuje btong
cytoplazmatyczng co w efekcie skutkuje zwickszonym wigzaniem wankomycyny,
gentamycyny lub penicyliny [152]. Jest to jak dotad najbardziej efektywne
wykorzystanie antyporterow jako posredniego celu w udoskonaleniu terapii przeciw

antybiotykoopornym szczepom gronkowca ztocistego.
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5.3.4 Ryboprzelacznik HSK

Sekwencja spetniajaca kryteria na ryboprzetacznik zostata rowniez zlokalizowana
w regionic 5° UTR genu thrB, ktorej produktem jest kinaza homoseryny (ang.
Homoserine kinase) (Rysunek 26). W Tabeli 9 przedstawione =zostaly cechy
identyfikacyjne genu, w obrebie ktorego znajduje si¢ kandydat. Sekwencja odczytu
(Tabela 10) z tego regionu zostata wykorzystana do predykcji struktury drugorzedowe;j
w programie RNAstructure i przedstawiona na Rysunku 27.Kinaza ta Katalizuje

tworzenie O-fosfo-L-homoseryny w biosyntezie treoniny z asparaginianu.
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Rysunek 26. Odczyty z sekwencjonowania Term-seq. Kolorem czerwonym zaznaczono region potencjalnego
Ryboprzelacznika HSK. Podluzne linie zielone reprezentuja odczyty z hodowli kontrolnej, podtuzne linie
czerwone reprezentuja odczyty z hodowli z wankomycyna o stezeniu 2 mg/l. Szare prostokaty — zmapowane
odczyty do genomu referencyjnego, gora — hodowla kontrolna, dét - hodowla z antybiotykiem. Linia niebieska
- referencja.
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Rysunek 27. Przewidywana struktura drugorzedowa dla kandydata na Ryboprzelacznik HSK znajdujacego sie
w regionie 5’ genu kodujacego kinaz¢ homoseryny. Na Rysunku zamieszczona zostala legenda koloréw, ktérymi
zostaly oznaczone nukleotydy na utworzonych strukturach drugorzedowych.

Dyskusja do 5.3.4

Konfrontacja mojej obserwacji eksperymentalnej z dost¢pna literaturg przedmiotu
wskazuje na doniesienie z 1994 roku, gdzie thrB zlokalizowany jest jako gen sasiadujacy
przy femC (ang. factors essentials for methicillin resistance), okreslanym jako region
zawierajacy czynniki wptywajace na ujawnianie si¢ opornos$ci na metycyling poprzez
zmiang syntezy peptydoglikanu i glutaminy. Zgodnie z wynikami Gustafsona
I wspotpracownikoéw, inaktywacja femC poprzez insercje transpozonu zmniejsza

podstawowy poziom opornosci [153]. thrB to gen kodujacy enzym odpowiadajacy za
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biosyntezg treoniny z asparaginianu poprzez tworzenie O-fosfo-L-homoseryny. W 2010
Liebeke i wspotpracownicy ujawnili, ze wykrycie kilku roéznic w metabolizmie
nukleotydow, a zwlaszcza metabolitow bedacych prekursorami $ciany komodrkowej,
wskazuje na nieopisane wczesniej znaczenie kinazy treoninowej w regulacji metabolizmu
$ciany komorkowej gronkowcow w kontekscie antybiotykoopornosci [154]. Koleje
doniesienia pochodzace od Fridmana i wspdtpracownikow ujawnity bezposredni zwigzek
tego enzymu z antybiotykoopornoscia w metycylinoopornym szczepie gronkowca
zlocistego. Autorzy wskazali na powigzanie dwoch odrebnych $ciezek sygnatowych
dotyczacych dziatania kinazy treoniny/seryny STK (ang. serine-threonine kinase) oraz
dwuskladnikowego systemu GraSR zwigzanego =z odpowiedzia na peptydy
przeciwdrobnoustrojowe oraz wankomycyne. Oba uktady zaangazowane sg w wirulencj¢
1 wykazywanie oporno$ci wobec zwigzkow inhibujacych syntezg Sciany komorkowe;.
Z badan wynika, ze biatko regulujace odpowiedz GraR ulega fosforylacji przez kinaze
treoniny/seryny na trzech resztach treoniny w domenie wigzacej DNA. GraR bierze
udzial w regulacji operonu dItABCD, ktérego produkty dodaja D-Ala do kwasu
teichojowego. Analiza NMR kwaséw teichojowych pochodzacych z mutanta
pozbawionego miejsc fosforylacji kinazg wykazata wyrazny negatywny wplyw tej delecji
na zawartos¢ D-Ala. Odkrycia te dostarczaja dowodow, ze komponent regulatorowy
zwigzany oporno$cig na wankomycyng (GraR) jest celem kinazy treoniny/seryny [155].
Co wigcej, modyfikacje potranslacyjne biatek, a w szczegdlnosci fosforylacja, radykalnie
zwiekszaja zlozono$¢ sieci regulatorowej w komorce. Przyktadem tego zjawiska jest
fosforylacja zachodzaca na reszcie cysteiny w rodzinie bialek A (SarA)/MarR globalnego
regulatora transkrypcji A (MgrA), i jest wynikiem dzialania kinazy treoniny/seryny W
Staphylococcus aureus. Zachodzaca Cys-fofsforylacja ma kluczowe znaczenie w
regulacji determinantow wirulencji oraz wykazywaniu oporno$ci na wankomycyne
[156]. Badania transkryptomu pokazuja, ze kinaza treoniny/seryny ma silny wptyw na
regulacje biosyntezy puryn, metabolizm $ciany komorkowej, a takze autolize [157].
Delecje kinazy treony/seryny wprowadzaja powazne defekty w podziale komorek i
morfologii $ciany komoérkowej oraz powoduja wzrost wrazliwosci na antybiotyki f3-
laktamowe i glikopeptydy. Powigzanie fosforylacji przez kinaze treoniny/seryny
w kontek$cie uzyskiwania antybiotykoopornosci jest obecnie bardzo szeroko
opisywanym zjawiskiem. Znaczenie kinazy okreS§lane jest jako krytyczny element
regulujacy procesy zwigzane z tworzeniem si¢ septum podzialowego, regularnym

ksztattem i gruboscig $ciany komorkowej [158].
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Kinaza biatkowa seryny/treoniny nie jest niezbednym biatkiem dla przetrwania
MRSA, jednakze moze stanowi¢ istotny czynnik terapeutyczny w terapii skojarzone;j.
Kant i wspotpracownicy przedstawili dziatanie czasteczki quinazolinowej; Inh2-B1,
ktorej dziatanie polega na specyficznie hamujacej Kinaze poprzez faczenie si¢ z domena
katalityczng wigzaca ATP. Analizy funkcjonalne na myszach zakazonych MRSA
wykazaly, ze juz przy stezeniu mikromolowym ceftriaksonu lub cefotaksymu podanego
w obecno$ci Inh-B1 wzrost MRSA zostal zahamowany, czego nie obserwowano przy
podaniu samego antybiotyku lub samej czasteczki quinazolinowej. Zwigzek Inh-Bl
zostal nazwany ,tamaczem opornosci na antybiotyki”. Przyktad ten wskazuje, Ze kinaza
treoniny moze by¢ bardzo obiecujacym celem w opracowywaniu alternatywnych metod
walki z antybiotykoopornosciag w MRSA [159].

Kolejng propozycja walki z opornoscia na antybiotyki jest zastosowanie
pyrazolopirydazyny GW?779439X, ktéra uwrazliwia metycylinooporny szczep
gronkowca zlocistego na P-laktamy poprzez hamowanie kinazy STK1 [160].
Przedstawione w literaturze przedmiotu konkretne zwigzki wyciszajace kinaze
treoniny/seryny odnoszg si¢ gltéwnie do powstrzymywania opornosci na p-laktamy.
Pomimo udokumentowanego zwigzku pomigdzy ujawnianiem si¢ opornosci na
wankomycyng; a kluczowym znaczeniem w tym procesie aktywno$ci Kkinazy
treoniny/seryny nie wskazano dotychczas na adjuwanta zwigkszajacego skuteczno$¢ tego
glikopeptydu. Zidentyfikowany przeze mnie kandydat na Ryboprzetacznik HSK moze
by¢ obiecujagcym i1 nowatorskim celem w opracowywaniu metody hamowania procesow

komorkowych zwigzanych z ujawnianiem si¢ fenotypu VISA.
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5.3.5 Ryboprzelacznik ASC

W regionie 5’UTR genu trpE kodujacego komponent pierwszy syntazy kwasu
antranilowego (ang. Anthranilate Synthase Component 1) zlokalizowana zostata
sekwencja spetniajgca wszystkie kryteria kandydata na ryboprzetgcznik (Rysunek 28).
Wraz z komponentem II, amidotransferaza glutaminy katalizuje tworzenie antranilanu
z choryzmatu i glutaminy. W Tabeli 9 przedstawione zostaty cechy identyfikacyjne genu,
w obrebie ktorego znajduje si¢ kandydat. Sekwencja odczytu (Tabela 10) z tego regionu
zostala wykorzystana do predykcji struktury drugorzedowej w programie RNAstructure

I przedstawiona na Rysunku 29.
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Rysunek 28. Odczyty z sekwencjonowania Term-seq. Kolorem czerwonym zaznaczono region potencjalnego
Ryboprzelacznika ASC. Podluzne linie zielone reprezentuja odczyty z hodowli kontrolnej, podluzne linie
czerwone reprezentujg odczyty z hodowli z wankomycyng o stezeniu 2 mg/l. Szare prostokaty — zmapowane
odczyty do genomu referencyjnego, gora — hodowla kontrolna, dét - hodowla z antybiotykiem. Linia niebieska
— referencja.
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Rysunek 29. Przewidywana struktura drugorzedowa dla kandydata na Ryboprzelacznik ASC znajdujacego si¢
w regionie 5° genu kodujacego komponent I syntazy kwasu antranilowego. Na Rysunku zamieszczona zostala
legenda kolorow, ktorymi zostaly oznaczone nukleotydy na utworzonej strukturze drugorzedowe;j.

Dyskusja do 5.3.5

Produktem trpE jest syntaza antranilanowa, ktéra jako czes¢ kompleksu
heterotetramerycznego katalizuje dwuetapowa biosynteze antranilanu, zwigzku
posredniego w biosyntezie L-tryptofanu [161]. W 2022 roku pojawito si¢ badanie, w
ktorym Hyeon-Ji Hwang wraz z wspotpracownikami wskazal na dodatkowe funkcje
produktu dziatania syntazy. Antranilan zidentyfikowany zostat jako jeden z kluczowych
czynnikéw modulujacych ujawnianie si¢ fenotypow patogennych u bakterii, w tym u P.

aeruginosa. Zwigzek ten ma rowniez duze znaczenie w komunikacji migdzykomorkowe;j

98



1 petnieniu funkcji regulatorowych w procesie ekspresji genow. Dziata jako induktor dla
operonu antABC - kompleksu rozktadajacego antranilan gdy jego stezenie w srodowisku
jest wysokie, a takze jest prekursorem szlaku sygnalowego u P. aeruginosa PQS (ang.
Pseudomonas quinolone signal), bedacego regulatorem transkrypcji w celu pozytywnej
kontroli wielu gendéw wirulencji [162]. Jest uznany jako sygnalizator procesow
komorkowych, ponadto spetnia wszystkie istotne cechy czasteczki sygnatowej. W trakcie
prowadzonych badan nad wlasciwos$ciami tego zwigzku w kontekscie zmiany opornosci
na antybiotyki wykazano, ze jego obecnos¢ w pozywce wptywa na wzrost wrazliwosci,
w tym takze u Staphylococcus aureus [163]. Z innych zrodet wynika, ze jego wysokie
stezenie w przestrzeni mi¢dzykomoérkowej dziala hamujaco na tworzenie biofilmu, a
wlasno$¢ ta zostata potwierdzona u gronkowca ztocistego [164]. Potaczenie tych dwoch
faktow wskazuje ze antranilan moze wywotywacé fizjologiczng zmiane¢, w otaczajacych
komorkach i faworyzowac te, ktore sg zdolne do znoszenia jego wysokiego stezenia. Jesli
bakterie s3 dobrze przystosowane do rozktadania antranilanu, bgda go wspdlnie
rozktada¢, aby obnizy¢ jego poziom i dotagczy¢ do tworzenia biofilmu, ktéry dodatkowo
zabezpiecza przed ksenobiotykami. Faworyzowani sg kooperaci uczestniczacy w
degradacji. W rzeczywistosci doniesiono, ze komorki w biofilmie wykazuja wysoka
ekspresje antABC [187].

Syntaza antranilanu (TrpE) zostata wskazana jako obiecujacy cel dla opracowania
efektywnej terapii przeciw wielolekoopornemu szczepowi Mycobacterium tuberculosis.
Motywacja w tym podejsciu jest fakt, ze szlak biosyntezy tryptofanu jest niezbedny dla
przetrwania pratka gruzlicy, nie wystepuje za$§ u czlowieka. Biochemia tego szlaku
stanowi potencjalne cele dla nowych lekow, a podejscie to zgodne jest z zatozeniem, ze
alternatywne cele w terapii przeciwdrobnoustrojowej powinny by¢ skierowana na
kluczowe dla funkcjonowania komorki komponenty szlakow metabolicznych. Na tej
podstawie mozna wnioskowa¢, ze zidentyfikowany kandydat na ryboprzetacznik
w obrgbie genu kodujacego komponent pierwszy kwasu antranilowego stanowi bardzo
atrakcyjny cel molekularny. Zaburzenie prawidlowego dziatania mechanizmu
regulujacego ekspresje genu, ktorego funkcjonowanie niezbgdne jest dla przezycia

komorki spetnia wymogi stawiane terapiom alternatywnym.

99



5.3.6 Ryboprzelacznik BA

Kolejnym zidentyfikowanym kandydatem na ryboprzelacznik jest sekwencja
znajdujgca si¢ w regionie 5 UTR genu kodujacego dwufunkcyjng autolizyng (ang.
Bifunctional autolysin) (Rysunek 30). W Tabeli 9 przedstawione zostaly cechy
identyfikacyjne genu, w obrgbie ktorego znajduje si¢ kandydat. Sekwencja odczytu
(Tabela 10) z tego regionu zostata wykorzystana do predykcji struktury drugorzedowe;j
w programie RNAstructure i przedstawiona na Rysunku 31. Zgodnie z opisem
W adnotacjach jest on zwigzany z hydrolizg $ciany komorkowej, a takze przypisywang
mu funkcjg jest kodowanie N-acetyloglukozaminy pochodzenia fagowego (ang. phage

N- acetylglucosamidase).
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Rysunek 30. Odczyty z sekwencjonowania Term-seq. Kolorem czerwonym zaznaczono region potencjalnego
Ryboprzelacznika BA. Podluzne linie zielone reprezentuja odczyty z hodowli kontrolnej, podluzne linie
czerwone reprezentuja odczyty z hodowli z wankomycyna o stezeniu 2 mg/l. Szare prostokaty — zmapowane
odczyty do genomu referencyjnego, gora — hodowla kontrolna, dét - hodowla z antybiotykiem. Linia niebieska
- referencja.
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Rysunek 31. Przewidywana struktura drugorzedowa dla kandydata na Ryboprzelacznik BA znajdujacego sie
w regionie 5’ genu kodujacego. Na Rysunku zamieszczona zostala legenda koloréw, ktérymi zostaly oznaczone
nukleotydy na utworzonej strukturze drugorze¢dowej.

Dyskusja do 5.3.6

Badania przeprowadzone przez Dengcheng Yang i wspolpracownikow nad
plastycznoscia fenotypowa w celu ujawnienia architektury genetycznej bedacej
odpowiedzig na rosngce ste¢zenia wankomycyny u Staphylococcus aureus wykazaty, ze
jednym z siedmiu gendéw zaangazowanych w powstawanie antybiotykoopornosci jest
SAOUHSC 02023. Analiza ta zostala przeprowadzona poprzez wdrozenie
dynamicznego modelu mapowania genetycznego wykorzystujacego $ledzenie zmian
zachodzacych w trakcie adaptacji do wankomycyny. Po analizie zmiennos$ci genotyp-
fenotyp u 99 szczepéw S. aureus, ktérych hodowla prowadzona byta w obecnosci
wankomycyny w st¢zeniach 0, 2, 4 oraz 6 mg/l zidentyfikowano 78 znaczacych
polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw, a takze siedem genow odgrywajacych
kluczowsg role w tym procesie [165]. Dwufunkcyjna autolizyna jest zaangazowana w
podzial komorkowy, tworzenie komorek potomnych, a takze autolize. W stresie
wywotanym wankomycyng procesy te wydtuzaja si¢ w wyniku reaaranzacji i pogrubienia
sciany komoérkowej, co jednoczesnie ogranicza dyfuzj¢ antybiotyku w okolice miejsca

najbardziej narazonego na jego dziatanie, czyli rejonu septum podziatowego [107].
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Obserwacja ta jest zgodna z wyznaczonym przeze mnie W niniejszej pracy czasem
generacji dla hodowli w obecnosci wankomycyny (Tabela 8). Skrocony transkrypt w tym
regionie moze wskazuwac¢ na przedwczesng terminacj¢ transkrypcji tego genu przez
ryboprzelacznik co przektada si¢ na wydtuzony czas podziatu komoérki. Obserwacja ta
wymaga dalszej weryfikacji eksperymentalne;.

Z dostgpnej literatury przedmiotu wynika, ze dwufunkcyjna autolizyna bedaca
produktem genu atl jest niezwykle obiecujacym celem dla projektowania nowych
antybiotykow. Obecne w komorce enyzmy hydrolityczne zapewniaja plastycznos¢ $ciany
komorkowej gronkowcoOw poprzez przetwarzanie ztozonej sieci peptydoglikanu. Jednym
z nich jest AtlA, ktory rozszczepia sie¢ peptydoglikanu w dwoéch réznych miejscach w
trakcie podziatu komoérki. Mutanty delecyjne wykazuja powaznie uposledzony fenotyp
charakeryzyjacy si¢ komoérkami niezdolnymi do proliferacji i nieuporzadkowanym
wzorcem podzialow. Odkrycia te wskazujg na kluczowa rol¢ dwufunkcyjnej autolizyny
w cyklu zyciowym S. aureus, a takze podkreslaja terapeutyczny potencjal swoistego
hamowania AtlA [166]. Istotnym z punktu widzenia potencjatu terapeutycznego jest
wielofunkcyjno$¢ jaka wykazuje dwufunkcyjna autolizyna. Jej obszar oddziatywan
obejmuje kazdy aspekt przejawianej wirulencji. Biatko Atl oprocz swojej klasycznej
funkcji odgrywa waznag role w inwazji bakterii poprzez wigzanie si¢ z biatkami
gospodarza takimi jak : fibronektyna, fibrynogen, witronektyna i heparyna. Wskazano
rOwniez na petnienie roli w inicjacji oraz blokowaniu syntezy biofilmu [167]. Autolizyna
tworzac przegrode podziatowa posredniczy w sekrecji biatek cytoplazmatycznych, dla
ktorych staje si¢ ona miejscem przecieku [168]. Co wigcej, uczestniczac w lizie
subpopoulacji komorek, prowadzi do uwolnienia genomowego DNA do macierzy
zewnatrzkomorkowej, ktorego obecno$¢ wzmacnia integralno$¢ komoérek [169].
Ostabienie funkcji dzialania zaledwie tego jednego enzymu miatoby krytyczny wptyw na
uposredzenie mechanizméw zwiazanych z ujawnianiem si¢ opornosci na wankomycyng

oraz wirulencje.

102



5.3.7 Ryboprzelacznik DT

W regionie 5’UTR genu kodujacego transferaze dimetyloadenozynows (ang.
Dimethyladenosine transferase) zidentyfikowana =zostala sekwencja spelniajaca
wszystkie kryteria kandydata na ryboprzetgcznik (Rysunek 32). Produkt genu ksgA
katalizuje transfer czterech grup metylowych z S-adenozylometioniny (S-AdoMet) na
dwie sasiadujace zasady adenozyny A1518 i A1519 w 16S rRNA. Natomiast mutacje
w genie ksgA powoduja opornos¢ na inhibitory inicjacji translacji, takie jak
kasugamycyna. W Tabeli 9 przedstawione zostaty cechy identyfikacyjne genu, w obrebie
ktérego znajduje si¢ kandydat. Sekwencja odczytu (Tabela 10) z tego regionu zostata
wykorzystana do predykcji struktury drugorzedowej w programie RNAstructure

i przedstawiona na Rysunku 33.

(GCF_000013425. 1_ASM1392v1 ge... | |NC_007795.1 | |NC_007795. 1:465, 136465, 560 o Ff « » & 0O x 2 |

426 bp

WRSA*Vance_Temn-Seqsorted. P~
overage

Rysunek 32. Odczyty z sekwencjonowania Term-seq. Kolorem czerwonym zaznaczono region potencjalnego
Ryboprzelacznika DT. Podluzne linie zielone reprezentuja odczyty z hodowli kontrolnej, podluzne linie
czerwone reprezentuja odczyty z hodowli z wankomycyna o stezeniu 2 mg/l. Szare prostokaty — zmapowane
odczyty do genomu referencyjnego, gora — hodowla kontrolna, dét - hodowla z antybiotykiem. Linia niebieska
- referencja.
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Rysunek 33. Przewidywana struktura drugorzedowa dla kandydata na Ryboprzelacznik DT znajdujacego si¢

W regionie 5° genu kodujacego transferaze¢ dimetyloadenozynowa. Na Rysunku zamieszczona zostala legenda
kolorow, ktorymi zostaly oznaczone nukleotydy na utworzonej strukturze drugorzedowej.

Dyskusja do 5.3.7

Transferaza dimetyloadenozynowa odpowiada za powstawanie
potranskrypcyjnych modyfikacji w rRNA. Poniewaz obejmuja one metylacje
rybosomalnego RNA w rejonie odpowiedzialnym za interakcje pomigdzy
podjednostkami rybosomu (ang. interface), a takze w centrum oddziatywan z mRNA
uwaza si¢ je za istotne z punktu widzenia funkcji rybosoméw. Na ekspresje
metylotransferaz wptywa stres sSrodowiskowy, a w tym obecnos$¢ antybiotykow, wahania
temperaturowe czy szeroko rozumiany stresy oksydacyjny. KsgA jest konserwatywny
w$rod bakterii, archeondw i eukariontdéw 1 bierze udziat w metylacji adenozyny w pozycji
A1518 1 A1519 16S rRNA, jak i rowniez odgrywa role we wlasciwym upakowaniu helis
h45, h44 i h24a. Powstale w wyniku jego dzialania metylacje na powierzchni
podjednostek 30S petnig funkcje tacznika pomi¢dzy podjednostkami 30S i 50S. Od
aktywnos$ci KsgA zalezna jest takze biogeneza malej podjednostki rybosomalnej oraz
recykling rybosoméw [170]. Z dotychczas przeprowadzonych badan nad doktadna
funkcja KsgA u Staphylococcus aureus wynika, ze nie jest niezbedny dla przezycia

komorki. Jednakze delecja ksgA u S. aureus doprowadza do ujawnienia si¢ fenotypu
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wrazliwego na zimno, a takze wykazujacego zwigkszong wrazliwo$¢ na antybiotyki
aminoglikozydowe [171]. Przeprowadzona przez Wang i wspotpracownikow analiza
wzorcOw zmiennosci genetycznej dotyczacej czynnikdw opornosci na antybiotyki oraz
mechanizmow wirulencji u wielolekoopornej bakterii Glaesserella parasuis wykazata
wspolne dla 55 izolatow i 34 szczepoéw determinanty. Jednym sposréd czterech
zidentyfikowanym genem opornosci zostat ksgA, przypisany zostal jako determinant
opornosci we wszystkich badanych izolatach niezaleznie od zrédta izolacji czy szerokosci
geograficznej pobrania proby [172]. Dodatkowo analiza transkryptomu w badaniach nad
mechanizmem dzialania antybiotyku amikumacycny A o silnym dziataniu
bakteriobojczym wobec metycylinoopornego szczepu gronkowca ztocistego wykazata
pojawianie si¢ mutacji punktowej w obrebie genu kSgA charakterystycznej dla mutantow
opornych [173]. Zgodnie z sugestiag zaproponowanag przez Heather C O’ Farrell,
celowanie w czynniki wirulencji i opornosci moga by¢ lepsza strategia dla
alternatywnych terapii przeciwdrobnoustrojowych ze wzgledu na wigksza specyficznosé
i ograniczanie ryzyka naruszenia bioréznorodnosci mikrobioty jelitowej w przypadku

leczenia zakazen u ludzi [171].

Stowem podsumowania tej cze$ci wynikow w jednej z prac z 1999 roku analizy
genetyczne i biochemiczne MRSA wykazaty, ze spo$rod niemal tuzina opisanych
dotychczas mutacji pomocniczych w ujawnianiu si¢ antybiotykoopornos$ci wigkszo$¢
dotyczy gendw zaangazowanych w synteze sciany komorkowej oraz funkcje regulacyjne,
co sugeruje ze optymalne wyrazanie opornosci moze wymaga¢ wspotdziatania kilku
genow w metabolizmie $ciany komoérkowej i odpowiedzi na stres. Kontynuacja analiz
wykazala ze dwiema najwigkszymi grupami gené6w pomocniczych sg kinazy biatkowe,
transportery ABC oraz biatka kotrolujgce katabolizm [174]. Wysoce prawdopodobne jest
zatem, ze zidentyfikowane w tej pracy potencjalne ryboprzetaczniki zaangazowane sg w
regulacje wskazanych genow w wyniku stresu antybiotykowego. Jednoznacznie wskazac
mozna spojnos¢ pomiedzy uzyskanymi wynikami niniejszej rozprawy doktorskiej a
doniesieniami dostepnej literatury przedmiotu. Zaproponowane ryboprzetaczniki moga
by¢ podstawg do dalszych badan nad wykorzystaniem ich jako celi w antybiotykoterapii.
Wzbogacenie antybiotyku o substancje bedaca ligandem dla wskazanych
ryboprzetagcznikéw moze stanowi¢ alternatywe dla adjuwantéw i przyczyni¢ sie do
zahamowania proceséw opornosciowych u metycylinoopornego szczepu gronkowca

ztocistego Staphylococcus aureus MRSA.
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54  Weryfikacja  biochemiczna  aktywnosci  potencjalnych

ryboprzelacznikow w warunkach stresu antybiotykowego.

Zidentyfikowane przeze mnie z zastosowaniem metody Term-seq i predykcji
strukturalnej potencjalne ryboprzetaczniki poddane zostaty biochemicznej weryfikacji
eksperymentalnej, zgodnie z opracowang w 2022 roku w Zaktadzie Transkryptomiki
Funkcjonalnej metoda PTT-quant (ang. premature transcription termination
quantification) [176]. Innowacyjnos¢ tego podejscia polega na umozliwieniu
bezwzglednego ilosciowego pomiaru zdarzen przedwczesnej terminacji transkrypcji
bedacych wynikiem dziatania ryboprzelacznikow.

Ocena efektywnosci zdarzen przedwczesnej terminacji transkrypcji obarczona
jest bledami wynikajagcymi z ograniczen metodologicznych. Obecnie najczescie]
wykorzystywane metody dziataja w oparciu o technike RT-PCR, w ktorej do
przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji stosuje si¢ heksamery o losowej
sekwencji (ang. random hexamers, N6). Ich zastosowanie w sposob bezposredni wplywa
na ilo$¢ odczytow wzdhuz transkryptu. W wyniku dziatania heksamerow o losowe;j
sekwencji obserwuje si¢ nadreprezentacje konca 5° wzgledem konca 3”, co spowodowane
jest kierunkiem dziatania odwrotnej transkryptazy. Mechanizm ten skutkuje niemal
catkowitym pokryciem konca 5’ i niedoszacowaniem 3’ [175]. Réznica ta jest tym
wigksza im dtuzszy transkrypt przepisywany zostaje na cDNA (Rysunek 34). Ze wzgledu
na fakt, ze ryboprzetaczniki zlokalizowane sa w 5’ UTR, rdznice te utrudniaja rzeczywiste
oznaczenie stezenia transkryptow skroconych. Dodatkowym ograniczeniem powszechnie
stosowanych metod jak RT-qPCR jest brak mozliwosci okreslenia doktadnej liczby kopii
transkryptow skroconych w jednostkach absolutnych jak ilo$¢ kopii w okreslonej

objetosci proby.
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Rysunek 34. Zalezno$¢ liczby kopii cDNA od odleglosci od konca 3’ transkryptu. Opracowanie wlasne na
podstawie Machtel et al. 2022 [176]. RT- odwrotna transkrypcja, N6- losowe heksamery, startery reakcji
odwrotnej transkrypcji.

Zastosowanie metody PTT-quant umozliwia analize¢ aktywnosci transkrypcyjne;j
ryboprzetacznikow dzigki wykorzystaniu endonukleolitycznego cigcia transkryptow
mRNA przy pomocy RNazy H w miejscu zdefiniowanym przez zaprojektowany
oligonukleotyd DNA. Dziatanie to ma na celu wyeliminowanie problemu zwigzanego
z iloscig kopii cDNA nie begdacych realnym odwzorowaniem rzeczywistego konca 3’
transkryptu. W odpowiedzi na drugi element limitujacy zwigzany z iloSciowym
oznaczeniem transkryptow skroconych oraz petnej dtugosci zastosowano wykazujacy sie
wigkszg precyzja niz RT-gPCR emulsyjny PCR (ang. droplet digital PCR, ddPCR).

Zgodnie z zamieszczonym schematem postepowania (Rysunek 35) dla kazdego
transkryptu, w obrgbie, ktorego zidentyfikowatam potencjalny ryboprzetacznik
zaprojektowatam oligonuklotyd DNA zgodnie z wytycznymi moéwigcymi o dhugosci (od
20 do 24 nukleotydow) i1 komplementarnosci do sekwencji ponizej miejsca
przedwczesnej terminacji transkrypcji, tuz za traktem poliU. Nastgpnie przy pomocy
algorytmu BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) zaprojektowatam po trzy
pary startero6w, zgodnie z nastgpujacymi regulami. Pierwsza para starterow (F1/R1)

komplementarna do regionu 5’UTR, czyli sekwencji zawierajacej potencjalny
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ryboprzetacznik. Produkty amplifikacji z tego odcinka reprezentuja sume wszystkich
transkryptow, zaréwno pelnej dtugosci jak i1 przedwczesnie skroconych w wyniku
dziatania ryboprzelacznika. Para starterow numer 2 (F2/R2) flankuje miejsce cigcia
RNazg H 1 stanowi kontrole efektywnosci jej dziatania. Natomiast para starterow numer
3 zostala zaprojektowana tak, by produkt amplifikacji odzwierdciedlat transkrypt otwartej
ramki odczytu. Ta pula amplifikonow odzwierdziedla tylko transkrypty petnej dtugosci.
Wszystkie pary starterow zaprojektowane zostaty tak, aby amplifikowane produkty miaty
dhugos¢ okoto 200 nukleotydow. Dodatkowo dla minimalizacji wptywu odleglosci
starterow od 3’ konca na ilo$¢ kopii cDNA, pary starterow 1 i 3 zaprojektowano w rownej
odlegtosci od konca 3’transkryptu: powstatego po cigciu RNazg H (para starter6w numer
1) lub naturalnego konca petnej dtugosci transkryptu (para starterow 3).

aza
Potencjalny ryboprzetacznik LL&.I.IOIigomer DNA mRNA
I Il |

5'UTR ‘ ORF i 3'UTR
RT
F1 . o R1 F2 [ , - R2 F3 m a R3
, 1
cDNA 3
| | l |
Odlegtosé od korica 3' ‘ PCR Odlegtosé od korica 3'
lub

F2 a R2
Kontrola ciecia

Produkty PCR ORF

Produkty PCR skrécone

Rysunek 35. Analiza aktywno$ci transkrypcyjnej ryboprzelacznikow zgodnie z metodg PTT-quant.
Opracowanie wlasne na podstawie Machtel et al. 2022 [176].

5.4.1 Kontrola ciecia transkryptow ex vivo z wykorzystaniem RNazy H

Pierwszym etapem okreslenia aktywno$ci transkrypcyjnej potencjalnych
ryboprzetacznikow zgodnie z metoda PTT-quant jest potwierdzenie specyficznosci cigcia
RNaza H wybranych transkryptow w puli calkowitego RNA komorki. Reakcja cigcia
przeprowadzona zostala na wyizolowanym 1 oczyszczonym calkowitym RNA
pochodzacym z hodowli kontrolnej oraz hodowli z antybiotykiem (wankomycyna

ostezeniu 2 mg/l). W tym celu uzyto 100 ng RNA dla kazdego warunku
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I przeprowadzono inkubacj¢ w obecnos$ci specyficznego oligonuklotydu DNA o stezeniu
100 nM oraz RNazy H (rozdziat 6.4.10). Ze wzglgdu na brak mozliwosci $ledzenia
pojedynczego transkryptu mRNA w puli catkowitego RNA konieczne bylo przepisanie
pocietych transkryptow na cDNA. Bezposrednie potwierdzenie specyficznosci dziatania
RNazy H w zdefiniowanym przez oligomer DNA miejscu mozliwe jest dzigki
wizualizacji przez rozdziat elektroforetyczny. W tym celu przeprowadzono reakcje PCR
przy pomocy starterow numer 2, a takze dla pozostatych starterow 1 1 3 celem oceny
poprawnosci ich zaprojektowania.

W przypadku kazdego kandydata na ryboprzetacznik przeprowadzonych zostato
po 6 reakcji dla hodowli z wankomycyng (V+) jak i kontrolnej (V-). Produkty S1, S2
oraz S3 odpowiadaja RNA z oligonuklotydem DNA po cigciu RNazg H natomiast K1,
K2, K3 to reakcje kontrolne (bez reakcji cigcia RNaza H, z oligonuklotydem DNA), dla
ktorych matryca bylo niezmienione catkowite RNA (Rysunek 36, Rysunek 37).
Oczekiwany obraz zeli to widoczny brak produktu amplifikacji w $ciezce S2, §wiadczacy
0 endonukleolitycznym cigciu w zdefiniowanym przez zaprojektowany oligonukleotyd
DNA miejscu. Dla pozostatych 5 $ciezek oczekiwanym wynikiem jest obecno$¢ produktu

amplifikacji o dtugosci okoto 200 nukleotydow.

Hodowla bez wankomycyny (V-) Hodowla z wankomycyna (V+)
S1 KI S2 K2 83 K3 S1 K1 S2 K2 S3 K3
M oligo + - + - k3 - + - + - + -
300 nt
200 nt Tra.nspom.ar .ABC,
100 nt bialko wiazace
d ATP

00t Podjednostka D
200 nt kompleksu
100 nt antyporterowego

300 at = h i B : , Kinaza
200 ot ' h H u u L Arsh - homoseryny
100 nt

300 nt

200 nt
100 nt

Transferaza
dimetyloadenozynowa

Rysunek 36. Wynik rozdzialu elektroforetycznego produktéw PCR po endonukleolitycznym cieciu RNaza H
transkryptow izolowanych jako pula RNA z hodowli kontrolnej (V-) oraz z wankomycyna o st¢zeniu 2 mg/l
(V+). S1, S2, S3 produkty reakcji po endonukleolitycznym cig¢ciu z RNaza H oraz oligomerem DNA przy
wykorzystaniu par starterow 1, 2, 3. K1, K2, K3 — produkty reakcji przy wykorzystaniu par starteréow 1, 2, 3 na
RNA kontrolnym.
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Spodziewany rezultat zostal osiagniety dla czterech kandydatéw na
ryboprzetaczniki. Na tej podstawie do dalszej weryfikacji eksperymentalnej
wyselekcjonowatam nastepujace transkrypty: transporter ABC, biatko wigzace ATP
(Ryboprzetgcznik PABCT), podjednostka D kompleksu antyporterowego mnhF
(Ryboprzetacznik MCAS), kinaza homoseryny thrB (Ryboprzetacznik HSK) oraz
transferaza dimetyloadenozynowa ksgA (Ryboprzetacznik DT).

Uzyskany obraz rozdzialu elektroforetycznego (Rysunek 36) czterech
transkryptow potwierdzit poprawnos¢ zaprojektowanego oligomeru DNA oraz par
starterow S1,S2 1 S3. W kazdym przypadku w $ciezce odpowiadajacej S2 obserwowano
brak produktu w przeciwienstwie do kontroli K2. Wynik ten §wiadczy o hydrolitycznym
cieciu wybranego znajdujacego si¢ w puli transkryptow ex vivo RNaza H w miejscu
wyznaczonym przez zaprojektowany oligonuklotyd DNA. W pozostatych $ciezkach
odpowiadajgcych produktom amplifikacji starterow numer 1 i 3 oraz ich kontrolom
obserwowalny jest prazek na wysokosci okoto 200 nukleotydow.

Dla  pozostatych trzech  transkryptow odpowiadajacych  cukrowemu
transporterowi ABC, biatku wigzacemu ATP (Ryboprzetacznik MST), komponentowi |
syntazy kwasu antranilowego (Ryboprzetacznik ASC) oraz dwufunkcyjnej autolizynie
(Ryboprzetacznik ~ BA)  zastosowane  Oligomery DNA  nie  wywotaly
endonukleolitycznego cigcia mRNA (Rysunek 37). Obserwowalny jest wyrazny prazek
na wysokos$ci kontroli w §ciezce S2. Dla transkryptu odpowiadajacego komponentowi
pierwszemu syntazy kwasu antranilowego (SAOUHSC_01366) nie zaobserwowatam
produktéw amplifikacji par starteréw 2 i1 3, co uniemozliwilo ocene cigcia RNazg H

I wykluczyto tego kandydata na ryboprzetacznik z dalszych analiz.
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Rysunek 37. Wynik rozdziatu elektroforetycznego produktéw PCR po endonukleolitycznym cieciu RNazag H
transkryptéw izolowanych jako pula RNA z hodowli kontrolnej (V-) oraz z wankomycyng o stezeniu 2 mg/l
(V+). S1, S2, S3 produkty reakcji po endonukleolitycznym cigeciu z RNaza H oraz oligomerem DNA przy
wyKorzystaniu par starterow 1, 2, 3. K1, K2, K3 — produkty reakcji przy wykorzystaniu par starteréw 1, 2,3 na
RNA kontrolnym.

5.4.2 Ocena aktywnosci regulatorowej wybranych kandydatow na ryboprzelaczniki.

Zgodnie z uzyskanymi wynikami w rozdziale 5.4.1 do ilo$ciowego pomiaru
zdarzen przedwczesnej terminacji transkrypcji, bedacych wynikiem aktywacji
ryboprzetacznikow podczas stresu antybiotykowego wybrane zostaty mRNA kodujace:
biatko wigzace ATP bialka transporterowego ABC, podjednostke D kompleksu
antyporterowego, kinaze homoseryny thrB oraz transferaze dimetyloadenozynowsa oraz
odpowiadajagce im  potencjalne  ryboprzetaczniki:  Ryboprzetacznik PABCT,
Ryboprzetacznik MCAS, Ryboprzetacznik HSK, Ryboprzetacznik DT. Wykorzystany
w tym celu emulsyjny PCR (ddPCR) umozliwit absolutng kwantyfikacj¢ wybranych
transkryptow mRNA sposrod puli catkowitego RNA bez koniecznosci odniesien do
krzywych standardowych czy genu referencyjnego. Metoda ddPCR oparta jest na
technologii emulsyjno-kropelkowej umozliwiajgcej podziat pojedynczej proby na 20 000
kropel w czasie rzeczywistym, sposrdd ktorych kazda zawiera wszystkie sktadniki
mieszaniny reakcyjnej. Zaktada si¢, ze na pojedyncza krople przypada jeden transkrypt,
jednakze przy wyzszych stezeniach zatozenie to nie jest prawdziwe. Wowczas
prawidtowe oznaczenie ilosci kopii transkryptu mozliwe jest poprzez wprowadzenie
korekty Poisson‘a. Czula i precyzyjna detekcja pojedynczych kopii DNA odbywa si¢ na
zasadzie wykrywania fluorescencji, sygnal $wietlny nastgpuje po zwigzaniu

dwuniciowych czasteczek DNA w trakcie amplifikacji. Uzyskany obraz z analizy jest
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graficznym przedstawieniem zbioru kropel pozytywnych oznaczonych kolorem
niebieskim lub zielonym oraz negatywnych- szarych, w ktorych reakcja PCR nie zaszta.

Do przeprowadzenia reakcji ddPCR opisanej w rozdziale 4.5.10 wykorzystane
zostalo cDNA przepisane ze 100 ng RNA poddanego cigciu RNazg H z wybranym
oligomerem DNA. Chronologia naktadania prob jest analogiczna jak w kontroli cigcia
transkryptow ex vivo. Dla kazdej pary starterow przeprowadzono reakcje na RNA
z oligomerem DNA oraz kontroli we wlasciwym warunku. Graficzne przedstawienie
wynikow po przeprowadzonej reakcji ddPCR bylo mozliwe dzieki programowi
QuantaSoft.

Analiza uzyskanego obrazu umozliwia dostrzezenie roznic w ilosci transkryptéw
pomiedzy warunkami. Wyzsze stezenie wyj$ciowe konkretnego mRNA przektada si¢ na
wigkszg ilos¢ kopii cDNA, a ostatecznie na ilos¢ produktu PCR, czyli ilo§¢ kropli
pozytywnych. Uzyskane wyniki ddPCR potwierdzity obserwacje z kontroli cigcia
transkryptow ex vivo, gdzie zastosowanie specyficznego oligonukleotydu DNA skutkuje
brakiem produktu amplifikacji z zastosowaniem pary starterow numer 2 W przypadku
czterech wybranych transkryptow: biatka wigzacego ATP transportera ABC,
podjednostki D kompleksu antyporterowego, kinazie homoseryny oraz transferazie
dimetyloadenozynowej. Na Rysunkach 38, 39, 40, 41 przedstawiony zostal obraz

uzyskanych wynikow.
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Podjednostka D kompleksu antyporterowego

-~

Startery 1 Startery 2 Startery 3

S1 K1 | S2 K2 83 K3

V+

Startery 1 Startery 2 Startery 3
S1 K1 S2 K2 S3 K3

Rysunek 38. Wynik reakcji ddPCR dla genu kodujgcego podjednostke D kompleksu antyporterowego. RNA z
hodowli kontrolnej (V-) oraz z wankomycyna o stezeniu 2 mg/l (V+). S1, S2, S3 produkty reakcji po
endonukleolitycznym cigeciu z RNazg H oraz oligomerem DNA przy przy wykorzystaniu par starterow 1, 2, 3.
K1, K2, K3 — produkty reakcji przy wykorzystaniu par starterow 1, 2, 3 na RNA kontrolnym. Krople niebieskie

pozytywne, Krople szare negatywne.

Transporter ABC, bialtko wiazace ATP

V-

Startery 1 Startery 2 Startery 3

S1 K1 S2 K2 S3 K3
| et s . [P S——

V+

Startery 1 Startery 2 Startery 3

S1 K1 S2 K2 S3 K3
[re—— o

Rysunek 39. Wynik reakcji ddPCR dla genu kodujacego Transporter ABC, biatko wigzace ATP. RNA z hodowli
kontrolnej (VV-) oraz z wankomycyna o stezeniu 2 mg/l (V+). S1, S2, S3 produkty reakcji po endonukleolitycznym
cigciu z RNaza H oraz oligomerem DNA przy wykorzystaniu par starterow 1,2, 3. K1, K2, K3 — produkty reakcji
przy wykKkorzystaniu par starteréw 1, 2, 3 na RNA kontrolnym. Krople niebieskie pozytywne, Krople szare

negatywne.
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Kinaza homoseryny

V-
Startery 1 Startery 2 Startery 3

S1 K1 S2 K2 S3 K3

V+
Startery 1 Startery 2 Startery 3
S1 K1 ‘ S2 K2 | | 83 K3
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P

Rysunek 40. Wynik reakcji ddPCR dla genu kodujacego Kinaze¢ homoseryny. RNA z hodowli kontrolnej (V-)
oraz z wankomycyng o stezeniu 2 mg/l (V+). S1, S2, S3 produkty reakeji po endonukleolitycznym cieciu z RNazg
H oraz oligomerem DNA przy wykorzystaniu par starteréw 1, 2, 3. K1, K2, K3 — produkty reakcji przy
wyKorzystaniu par starteréw 1,2, 3 na RNA kontrolnym. Krople niebieskie pozytywne, Krople szare negatywne.

Transferaza dimetyloadenozynowa

V-
Startery 1 Startery 2 Startery 3
S1 K1 S2 K2 S3 K3
— e
AT Ay i ATk b |
PUESISEIE——— = e —
V+
Startery 1 Startery 2 Startery 3
S1 K1 S2 K2 S3 K3

T TN p—————
_—_______M—u B L e L

Rysunek 41. Wynik reakcji ddPCR dla genu kodujacego Transferaze dimetyloadenozynowa. RNA z hodowli
kontrolnej (V-) oraz z wankomycyna o stezeniu 2 mg/l (V+). S1, S2, S3 produkty reakcji po endonukleolitycznym
cigciu z RNaza H oraz oligomerem DNA przy wykorzystaniu par starteréw 1,2, 3. K1, K2, K3 — produkty reakcji
przy wykorzystaniu par starteréw 1, 2, 3 na RNA kontrolnym. Krople niebieskie pozytywne, Krople szare

negatywne.

114



Sposrdod testowanych kandydatow na ryboprzetaczniki dla trzech (znajdujacych
si¢ w 5’UTR mRNA kodujacego biatko wiazace ATP biatka transporterowego ABC —
Ryboprzetacznik PABCT, kinaze homoseryny — Ryboprzetacznik HSK oraz transferaze
dimetyloadenozynowa — Ryboprzetgcznik DT), zaobserwowano tendencj¢ spadkowag
ilosci transkryptow pelnej dtugosci (para starterow numer 3) w hodowli z wankomycyna,
w odniesieniu do kontroli. Tendencja ta zauwazalna jest zarowno dla prob z oligomerem
DNA jak i bez.

W przypadku mRNA kodujgcego podjednostke D kompleksu antyporterowego
(Ryboprzetacznik MCAS) obserwacja nie jest jednoznaczna. Dla prob gdzie
zastosowano oligonuklotyd DNA tendencja jest analogiczna (wigksze stgzenie
transkryptow petnej dtugosci w kontroli) jednakze dla prob nie poddanych cigciu RNazg

H obserwuje si¢ wyzsze stezenie transkryptow petnej dtugosci w stresie antybiotykowym.

wankomycyna s1 K1 S2 K2 S3 K3
[kopie/ul] [kopie/ul] | [kopie/ul] | [kopie/wl] | [kopie/wl] | [kopie/ul]
Bialko wigzace ATP bialka transporterowego ABC, Ryboprzetacznik PABCT
647 1699 0 811 489 1387
+ 555 1527 0 756 336 1115

Podjednostka D kompleksu antyporterowego (mnhF), Ryboprzetacznik MCAS
776 2 487 4 3726 577 1959
+ 653 2833 0 3750 474 2 337

Kinaza homoseryny (thrB), Ryboprzetacznik HSK
687 2110 5 1904 649 1567
+ 503 1730 15 1272 424 1133

Transferaza dimetyloadenozynowa (ksgA), Ryboprzetacznik DT
620 1664 3 1574 467 1358
+ 534 1509 0 1333 313 1104

Tabela 11. Stezenia transkryptow dla wybranych genow w poszczegélnych warunkach hodowli (kontrola oraz
w obecnosci wankomycyny 2 mg/l). S1, S2, S3 produkty reakcji po endonukleolitycznym ci¢ciu z RNaza H oraz
oligomerem DNA przy wykorzystaniu par starterow 1, 2, 3. K1, K2, K3 — produkty reakcji przy wykorzystaniu
par starteréw 1, 2, 3 na RNA kontrolnym.

5.4.3 Wspélezynnik indukeji kandydatéw na ryboprzelaczniki S. aureus MRSA
podczas stresu antybiotykowego.

Glownym zamyslem przeprowadzenia emulsyjnego PCR bylo uzyskanie
doktadnej liczby kopii transkryptow [kopie/ul] w celu okreslenia wskaznika indukcji

wybranych kandydatéw na ryboprzetaczniki w warunkach stresu antybiotykowego
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wankomycyny 2 mg/l. Wartosci te zostaly obliczone zgodnie z zapisem zawartym
w Roéwnaniu 2 oraz nastepujacg regula: wspotczynnik indukcji IR (ang. induction rate)
wyraza stosunek stezen transkryptow peilnej dlugosci FL (ang. full lenght) do
transkryptow skroconych T (ang. truncated) w warunkach hodowli z wankomycyng
oznaczonej jako van+ oraz kontrolnej oznaczonej jako van- i zostal przeliczony zgodnie

z rOwnaniem:;

S3van— FLvan—

IR = Slvan— — SSvan— — Tvan—
S?’van+ FLvan+

Slvan+ - S?’van+ Tvan+

Roéwnanie 2. Wspoélczynnik indukcji ryboprzelacznika.

Majac do dyspozycji stezenia produktow pochodzacych z amplifikacji
z zastosowaniem par starteréw 1 i 3 obliczone zostato st¢zenie transkryptow bedacych
produktami przedwczesnej terminacji transkrypcji oznaczonych jako T. Uzyskane
warto$ci przedstawione w Tabeli 12 sygnalizujg zblizong dynamike wzrostu ilosci
transkryptow skroconych w trakcie stresu antybiotykowego dla trzech genow (biatko
wigzace ATP biatka transporterowego ABC, kinaza homoseryny, transferaza
dimetyloadenozynowa). W przypadku podjednostki D kompleksu antyporterowego
obserwowalna tendencja jest odwrotna, w trakcie stresu antybiotykowego ilos¢
transkryptow skroconych maleje. W tym przypadku nie obserwuje si¢ rozbieznosci
pomigdzy probami gdzie zastosowano oligomer DNA wraz z cigciem RNaza H,

a kontrolg (catkowite RNA bez cigcia RNazg H w obecnosci oligonukleotydu DNA).

Nazwa Ciecie V- [kopie / pl] V+ [kopie / ul]

RNazaH | FL+T FL T FL+T FL T
(S1) (S3) (S1-S3) (S1) (S3) (S1-S3)

Ryboprzetacznik + 647 489 158 555 336 219
PABCT 1699 1387 312 1527 1115 409
Ryboprzetacznik + 776 577 199 653 474 179
MCAS 2 487 1959 528 2833 2337 496
Ryboprzetacznik + 687 649 38 503 424 79
HSK 2110 1567 79 1730 1133 597
Ryboprzetacznik + 620 467 153 534 313 221
DT 1664 1358 306 1509 1104 405

Tabela 12. Stezenia transkryptow wybranych genow w poszczegélnych warunkach hodowli (V- kontrola, V+w
obecnosci wankomycyny 2 mg/l). FL- transkrypt ORF, T- transkrypt skrécony, FL+T- suma transkryptow
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Na podstawie wartosci stezen zebranych w Tabeli 12 obliczony zostal wskaznik
indukcji ryboprzetacznika IR dla wybranych kandydatow. Wspdlczynnik okreslono
zarowno dla prob z oligomerem DNA jak i kontrolnych. Zamystem tego dziatania jest
okreslenie o jaki procent wynik pochodzacy z préob poddanych cigciu RNaza H jest
doktadniejszy, to znaczy w jakim stopniu przecigcie transkryptow eliminuje problem
nadreprezentacji konca 5°. Dla dwoch gendw, biatka wigzacego ATP biatka
transporterowego ABC oraz transferazy dimetyloadenozynowej wskaznik ten jest
doktadniejszy 0 okoto 20%, co jest zgodne z zalozeniem metody [176]. Dla kinazy
homoseryny wskaznik ten poprawit si¢, az o 52%, natomiast dla podjednostki
D kompleksu antyporterowego o okoto 30%. W warunkach stresu antybiotykowego
wankomycyny o stezeniu 2 [mg/1] wspotezynnik indukcji ryboprzetacznikow wynosi od
1,09 do 3,18, srednio 2.

Nazwa Oligomer DNA IR
Ryboprzelacznik - 1,61
PABCT + 2,01
Roéznica [%] 20%
Ryboprzetacznik - 0,78
MCAS + 1,09
Roéznica [%] 28,5%
Ryboprzetacznik - 1,52
HSK + 3,18
Réznica [%] 52,2%
Ryboprzelacznik - 1,63
DT + 2,06
Réznica [%] 20,88%

Tabela 13. Zestawienie wspélczynnikéw indukcji IR poszczegolnych transkryptéw w probach poddanych cieciu
RNaza H oraz kontroli.
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5.4.4 Dyskusja do 5.4

Metoda PTT-quant pozwala na iloSciowe oznaczenie transkryptow —skroconych
jako zdarzen przedwczesnej terminacji transkrypcji w identyfikacji ryboprzetacznikow.
Wykazatam, ze technika ta umozliwila weryfikacje eksperymentalng wybranych
mechanizméw regulatorowych RNA w metycylinoopornym szczepie gronkowca
zlocistego Staphylococcus aureus MRSA w trakcie stresu antybiotykowego
wankomycyng. Jednym z najwigkszych wyzwan stanowito zaprojektowanie oligomeru
DNA, ktore w mieszaninie czasteczek catkowitego RNA bedzie specyficznie
oddziatywaé z jednym wybranym transkryptem. Nie udato si¢ tego dokona¢ dla trzech
wybranych kandydatow: Ryboprzelacznika BA zidentyfikowanego w 5’UTR
dwufunkcyjnej autolizyny, Ryboprzetacznika MST zidentyfikowanego w 5’UTR biatka
wiazacego ATP posredniczacego w transporcie cukrow oraz Ryboprzelacznika ASC
zidentyfikowanego w 5’UTR syntazy kwasu antranilowego. W przypadku ostatniego
wymienionego problem stanowito rowniez zaprojektowanie specyficznych starterow,
W wyniku czego ocena poprawnosci zaprojektowanego oligomeru DNA byla
ograniczona. Trudno$¢ z zastosowaniem oligomeru DNA polega na ryzyku
niespecyficznych oddzialywan, w wyniku ktoérych ilo$¢ czasteczek oligomeru DNA
dostepnego dla specyficznych oddziatywan maleje i nie dochodzi do oczekiwanej
interakcji. Dodatkowo sekwencja docelowa mRNA moze by¢ niedostepna ze wzgledu na
uwigzienie w strukturze drugorzedowej lub wyzszej. Jednakze dla czterech sposrod
siedmiu kandydatow na ryboprzetaczniki zaobserwowatam endonukleolityczne cigcie
z wykorzystaniem RNazy H w $cisle zdefiniowanym przez zaprojektowany
oligodeoksynuklotyd miejscu. Celem tego dziatania jest minimalizacja nadreprezentacji
konca 5°, a w konsekwencji spadek ilosci odczytdow pochodzacych z amplifikacji
produktéw dla pary starteréw numer 1.

Efektywne cigcie RNazg H umozliwilo przejscie do kolejnego etapu, ktorym byto
wykonanie emulsyjnego ddPCR. Dzigki tej metodzie okreslone zostalo stezenie
transkryptow skroconych jako réznica ilosci produktow ddPCR pochodzacych
z amplifikacji par starteréw 1 i 3. Dotychczas stosowane metody skupialy si¢ gldwnie na
okresleniu stezenia transkryptow tylko pelnej dlugosci [177] co sprawia, ze cze$¢
informacji zostaje pominigta. W niniejszej pracy sytuacja ta réwniez miataby miejsce
w przypadku podjednostki D kompleksu antyporterowego, gdzie na podstawie
transkryptow petnej dlugosci wniosek byt niejednoznaczny, a szersze spojrzenie na to

zdarzenie umozliwito dopiero oznaczenie transkryptow skroconych T. Ilo$¢ produktow
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pelnej dtugosci FL rowniez zostata przeanalizowana co postuzyto za wcze$niejsza, oceng
wstepng. Zgodnie z danymi zamieszczonymi w Tabeli 12 dla wszystkich kandydatow
obserwowano podobng tendencj¢ zwigkszonej ilosci FL w kontroli w odniesieniu do
hodowli z antybiotykiem. Obserwacja ta moze wskazywac¢ na negatywng kontrolg ze
strony ryboprzelacznika w warunkach stresu antybiotykowego.

Dalsza weryfikacja polegajaca na okresleniu stezenia transkryptow skroconych
T poskutkowala uzyskaniem spojnej obserwacji. W trakcie stresu antybiotykowego
wankomycyng o st¢zeniu 2 mg/l ilo$¢ transkryptow bedacych wynikiem przedwczesnej
terminacji transkrypcji ros$nie. Jedynym kandydatem, co do ktorego uzyskany wynik
moze sugerowac¢ odwrotng tendencje jest potencjalny ryboprzetacznik regulujacy mRNA
kodujace podjednostke D kompleksu antyporterowego. Jednakze réznica w ilosci
transkryptow skroconych pomigdzy hodowlg kontrolna, a hodowlg z wankomycyng jest
na tyle niewielka, ze trudno jednoznacznie postawi¢ hipoteze na temat pozytywnej
kontroli tego transkryptu ze strony zidentyfikowanego ryboprzetacznika.

W kolejnym kroku wykonatam zestawienie obliczonych wspdtczynnikow
indukcji wybranych kandydatow na ryboprzetaczniki. Wskaznik ten okazal si¢ byc¢
najnizszy dla podjednostki D kompleksu antyporterowego co uzupelnia poprzednie
obserwacje. Aktywno$¢ tej jednostki regulatorowej w stresie antybiotykowym
wankomycyng o stezeniu 2 mg\l moze by¢ wykrywalna, jednakze jest na tyle niska, ze
uchwycenie sposobu w jaki reguluje ekspresje mnhF jest trudne do jednoznacznego
okreslenia 1 wymaga dalszych analiz. W przypadku pozostatych kandydatow na
ryboprzetaczniki réznica w ilo$ci transkryptow skroconych na rzecz ich zwigkszonej
ilosci w trakcie stresu antybiotykowego jest wyrazna. Co wigcej, wyniki te koreluja ze
znacznie wcezesniejszym etapem doswiadczanym. Z uzyskanego obrazu transkryptomu
metoda sekwencjonowania Term-seq wylonitam sekwencje charakterystyczne dla
ryboprzetacznikéw. Podstawg tej selekcji byta zwigkszona liczba zdarzeh PTT w stresie
antybiotykowym. Oznacza to, ze mojg uwage zwrocita zwigkszona liczba skroconych
transkryptow dla warunku w obecno$ci wankomycyny (V+). Przeprowadzona
weryfikacja eksperymentalna potwierdza poczyniong obserwacje i uzupetnia ja o analizg
ilosciowa wskazanych zdarzen przedwczesnej terminacji transkrypcji.

Wraz z postepujaca iloscia wiedzy na temat powstawania opornosci na
wankomycyng ab initio u gronkowca zlocistego rozwinigto model moéwiacy
0 charakterystycznej sekwencji powstajacych mutacji. Profil zmian obserwowalny

w poczatkowej fazie adaptacji do wankomycyny odpowiada modelowi VSSA, po ktérym
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nastgpuje hVISA, az do VISA czyli catkowitej antybiotykoopornosci. Gtownym
miejscem dziatania wankomycyny jest przegroda podziatlowa czyli miejsce intensywnej
syntezy $ciany komorkowej. Antybiotyk swobodnie dyfunduje do konca septum i wigze
si¢ z prekursorami peptydoglikanu, a odleglo$¢ dyfuzji zmienia si¢ wraz z cyklem
komorkowym, gdzie w dalszej czeSci przegroda poglebia si¢ [178]. Uwaza sig, ze
spowolnienie metabolizmu zwigzanego ze S$ciang Komorkowa oraz zmniejszona
aktywnos$¢ autolityczna ogranicza dostep wankomycyny do miejsca aktywnej syntezy
peptydoglikanu. Mechanizm ten jest wspolny dla szczepéw hVISA, VISA i jest
powszechna, wczesng zmiang fenotypowa [179].

W ostatnim czasie mechanizm ten zostat takze potwierdzony u Mu50 [180].
Zidentyfikowane w niniejszej pracy ryboprzetaczniki moga petni¢ w komorce rolg
mechanizméw regulatorowych uczestniczacych w poczatkowej fazie adaptacji do
wankomycyny, a skrocone transkrypty sa efektem spowolnienia tempa podziatu.
Rozpoznane ryboprzetaczniki wskazuja, ktore komponenty komorkowe uczestniczg w
kaskadzie zdarzen molekularnych w trakcie procesu uzyskiwania oporno$ci na
wankomycyn¢ u gronkowca ztocistego. Ryboprzelaczniki te Stanowig tym samym bardzo
atrakcyjne cele molekularne dla alternatywnych terapii przeciwdrobnoustrojowych. Ich
wykorzystanie mogtoby pozbawi¢ komorke poczatkowych mechanizméw obronnych,
dzigki ktorym bakteria zyskuje czas na rearanzacj¢ wewnatrzkomorkowa w odpowiedzi
na pochodzacy ze $rodowiska zewnetrznego czynnik zagrazajacy dalszemu rozwojowi.
Z innej za$ perspektywy, zgodnie z doniesieniami mowigcymi o braku jednej Sciezki
zmian w uzyskiwaniu fenotypu VISA sktania do wniosku, ze bakteria znajdzie inny
sposob na zapoczatkowanie procesow adaptacyjnych. Jednakze, w uzyskanym obrazie
transkryptomu wskazane przeze mnie ryboprzetaczniki wyraznie odcinajg si¢ na tle
zmian zachodzacych w komorce, w trakcie przystosowywania do obecnosci
wankomycyny. Obraz ten wskazuje na zasadno$¢ podje¢cia dalszych badan w celu
pogtebienia obserwacji dotyczacej wskazanych kandydatow na ryboprzetaczniki jako
krytycznych mechanizméw sieci regulatorowej RNA w ujawnianiu fenotypu VISA

u lekoopornej bakterii Staphyloccocus aureus MRSA.
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6. Podsumowanie

Rozwdj 1 rozprzestrzenianie szczepow opornych stanowi realne zagrozenie dla
zdrowia wsrdd ludzi 1 zwierzat, a ilo§¢ efektywnych terapii antybiotykowych kurczy si¢
z kazdym kolejnym rokiem. Sigganie po alternatywne metody leczenia w tym konteks$cie
zyskuje na znaczeniu ze wzgledu na pojawianie si¢ nowych niezwykle obiecujacych
propozycji. Obserwowalny trend w tym obszarze to podejscie, w ktorym nie projektuje
si¢ nowych antybiotykéw, ale modyfikuje strukturalnie juz istniejace zwigzki
bakteriobojcze. Kluczowym antybiotykiem w leczeniu zakazen wywotanych
wielolekoopornymi bakteriami Gram-dodatnimi wydaje si¢ by¢ wankomycyna, jednakze
zmniejszona wrazliwo$¢ na ten antybiotyk, staje si¢ coraz trudniejsza w leczeniu
przyczyna zakazen szpitalnych. Ze wzglgdu na ograniczong dostepnos¢ nowych celow
bakteryjnych podejmowano rézne proby uzyskania pochodnych wankomycyny, ktore
moglyby omina¢ wypracowany mechanizm opornosci przy zachowaniu bakteriobojczego
dziatania. Wigkszo$¢ strategii koncentruje si¢ na ogolnej idei wprowadzenia tadunkow
kationowych, a takze elementow lipofilowych do struktury wankomycyny, aby celowaé
w btong komoérkowg bakterii [181, 182]. Niektore z przedstawionych modyfikacji daja
obiecujace wyniki w przywracaniu zdolnosci wankomycyny do zwalczania infekcji,
jednakze jest im niezbgdna dalsza optymalizacja i wykluczenie powstawania nowej
opornosci.

Zaproponowana tematyka niniejszej rozprawy doktorskiej jest odpowiedzig na
potrzeb¢ odkrywania i rozpoznawania nowych celow bakteryjnych w antybiotykoterapii.
Mechanizmy regulatorowe RNA jako ztozona sie¢ powigzan umozliwia projektowanie
wielu wariantow skutecznej inhibicji ekspresji genow warunkujacych lekoopornosc.
Potencjal ryboprzelacznikoéw jako nowych celi w antybiotykoterapii jest szczegolny ze
wzgledu na fakt, udokumentowanego kontrolowania gendéw zwigzanych z opornoscig
oraz mozliwoscig indukcji niskoczasteczkowymi metabolitami [183]. W przedstawionej
pracy zidentyfikowane zostaly potencjalne ryboprzetaczniki, ktorych aktywno$é¢
obserwowalna jest w trakcie adaptacji komoérki do stresu wywolanego dziataniem
wankomycyny.

Zastosowane sekwencjonowanie metodg Term-seq, nastawione na identyfikacje
zdarzen terminacji transkrypcji wykazato réznice w dlugosci transkryptéw mapujacych
do regionow niepodlegajacych transkrypcji 5° pomiedzy warunkami. Obserwacja ta

stanowita podstawe do dalszej analizy pod katem wyboru kandydatow na
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ryboprzetaczniki. Selekcja potrwierdzona zostala przez predykcje struktury
drugorzedowej, lokalizacje oraz funkcje genu znajdujacego si¢ pod ich kontrola.
Aktywno$¢ typowa dla mechanizmu dzialania ryboprzetacznikéw  zostata
zidentyfikowana w obszarach zwigzanych z transportem komorkowym, metabolizmem
DNA, biosynteza aminokwasow, synteza biatek oraz podzialem komorkowym. Jak
wynika z literatury przedmiotu sg to obszary zaangazowane w rearanzacje molekularne,
prowadzace do zmian fenotypowych komorki w trakcie adaptacji do glikopeptydow.
Dalsza weryfikacja eksperymentalna zgodna z opracowang w naszym zaktadzie metoda
PTT-quant potwierdzita indukcje wybranych elementéw regulatorowych, w hodowlach
gdzie stgzenie wankomycyny wynosito 2 mg/l. Zebrane dane stanowig podstawe do
wnioskowania na temat istotnosci wskazanych ryboprzetacznikéw w trakcie procesu
uzyskiwania opornosci na wankomycyne. Tym samym stanowia potencjalne Zrodto
nowych celi molekularnych w opracowaniu terapii alternatywnych, w przypadkach, gdy
metoda konwencjonalna jest nieskuteczna.

Obecnie testowane strategie i ich kombinacje zwigkszajace potencjat
antybiotykowy wankomycyny w celu wyeliminowania szczepow opornych co pokazuje,
ze proponowane modyfikacje istotnie zwigkszaja efektywno$¢ dziatania tego
glikopeptydu [184]. Wspolnym mianownikiem terapii alternatywnych jest koniecznosc¢
prowadzenia dalszych badan w odniesieniu do whasciwosci farmakologicznych, takich
jak ich cytotoksycznos¢ i charakterystyka in vivo. Dziatanie to ma na celu poszerzy¢
arsenal antybiotykow nie tylko, ale w szczegodlnos$ci, przeciwko pojawiajacym sig
bakteriom wielolekoopornym [102]. Dla siedmiu zidentyfikowanych ryboprzetacznikow
w dalszej perspektywie etapem weryfikujacym potencjat terapeutyczny byloby
wskazanie Kklas, do ktorych nalezg oraz z jakim metabolitem oddzialywuja. Znajdowanie
si¢ pod kontrolg tego samego ligandu stanowitoby o mozliwosci jego dodatku do
antybiotyku i skutecznym hamowaniu proceséw adaptacyjnych na wielu poziomach

funkcjonowania komorki bakteryjne;.
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7 Wykaz skrotow

3'UTR - region nieulegajacy translacji 3’ (ang. 3’ untranslated region)
5'UTR — region nieulegajacy translacji 5’ (ang. 5’ untranslated region)

70S — rybosom bakteryjny

A —adenozyna

ABC - biatko wigzace ATP (ang. ATP-binding protein)

AR - oporno$¢ na antybiotyki (ang. antibiotic resistance)

Aoeoi230 — Stosunek absorbancji mierzonej przy dlugosci fali 260 nm i 230 nm
Az60/280 — Stosunek absorbancji mierzonej przy dlugosci fali 260 nm i1 280 nm
CDC — centrum kontroli i zapobiegania choréb (ang. Centers for Disease Control and
Prevention)

cDNA — komplementarny DNA (ang. complementary DNA)

CDP — cytydynodifosforan

ddPCR — emulsyjny PCR w czasie rzeczywistym (ang. droplet digital PCR)
DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

dNTP — trifosforan dowolnego deoksyrybonukleotydu

EF-G — czynnik elongacyjny G (ang. elongation factor G)

F — starter forward

FL — transkrypty pelnej dlugosci (ang. full-length)

FMN — mononukleotyd Flawinowy

FOR - czgstotliwos¢ wystgpowania opornosci (ang. frequency of resistance)
GISA — gronkowiec zlocisty oporny na glikopeptydy (ang. glicopeptide —intermediate
Staphylococcus aureus)

GIcN-6-P- glukozamino-6-fosforan

h - helisa

HGT — horyzontalny transfer genéw (ang. horizontal gene transfer)

HPSsa — czynnik sprzyjajacy hibernacji u gronkowca zlocistego (ang. hibernation
promoting factor Staphylococcus aureus)

IR — wspodtczynnik indukcji (ang. induction ratio)

k/ul — ilo$¢ kopii RNA na 1 pl roztworu

L-Lys- L-lizyna (ang. L-lysine)

M — marker wielkosci
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MFS - nadrodzina pomp efluksowych (ang. major facilitator superfamily)

MHA — nieselektywny bulion mikrobiologiczny Muellera-Hintona

MIC — minimalne stezenie hamujgce (ang. minimum inhibitory concentration)
min — minuta

MRNA — RNA matrycowy (ang. messenger RNA)

MRSA - gronkowiec zlocisty oporny na metycyling (ang. methicyllin-resistant
Staphylococcus aureus)

MTT - bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo) -2,5-difenylotetrazoliowy

Mu50 — szczep gronkowca ztocistego o zwigkszonej tolerancji na wankomycyne
Ne — heksamery o losowej sekwencji (ang. random hexamers)

NADH - dinuklotyd nikotynoamidoadeninowy

NCRNA- nickodujace RNA (ang. non-coding RNA)

NGS — sekwencjonowanie nowej generacji (ang. new generation sequencing)

nt — nukleotyd

oligo - oligonuklotyd

ODeoo — ggstos¢ optyczna mierzona przy dtugosci fali 600 nm (ang. optical density)
ORF — otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)

PAA — Zel poliakryloamidowy

PBP - biatko wiazace penicyling (ang. penicyllin binding protein)

PBS — domena wigzaca RNA (ang. primary binding site)

PCR — tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PQS - szlak sygnaty u P. aeruginosa (ang. Pseudomonas quinolone signal)

R — starter reverse

RBS — miejsce wigzania rybosomu (ang. ribosome-binding site)

RIN — wskaznik integralno$ci RNA (ang. RNA integration number)

rcf — wzgledna sita odsrodkowa (ang. relative centrifugal force)

RNA — kwas rybonukleinowy

RNAP — polimeraza RNA

rpm — obroty na minut¢ (ang. rotations per minute)

rRNA — rybosomalny RNA (ang. ribosomal RNA)

RT — odwrotna transkrypcja (ang. reverse transcription)

RT-gPCR - ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym poprzedzony reakcja odwrotnej
transkrypcji (ang. reverse transcription quantitative polymerase chain reaction)

S — startery
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SCCmec- kaseta chromosomowa u gronkowca ztocistego (ang. Staphylococcal cassette
chromosome mec)

SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SD — sekwencja Shine-Dalgarno

SRNA — mate bakteryjne RNA (ang. small RNA)

STK - kinaza seryny/troniny (ang. serine-threonine kinase)

S-AdoMet - S-adenozylometionina

T — skrocone transkrypty (ang. truncated)

TBE — Tris, kwas borowy, EDTA

TCRS — dwukomponentowy system sygnatowy (ang. two-component regulatory systems)
TEC — transkrypcyjny kompleks elongacyjny (ang. transcription elongation complex)
TEMED — N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina

Tg — Cczas generacji

TPP — pirofosforan tiaminy

tRNA — transferowy RNA (ang. transfer RNA)

VISA - gronkowiec ztocisty oporny na wankomycyn¢ (ang. vancomycin-resistant
Staphylococcus aureus)

VRSA - gronkowiec zlocisty oporny na wankomycyne (ang. vancomycin-resistant
Staphylococcus aureus)

VSSA - gronkowiec ztocisty o obnizonej wrazliwo$ci na wankomycyne (ang.
vancomycin-susceptible Staphylococcus aureus)

WHO - Swiatowa organizacja zdrowia (ang. World Health Organization)
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