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Streszczenie rozprawy doktorskiej zatytutowane;:

Identyfikacja regulatorowych RNA w metycylinoopornym szczepie Staphyloccocus aureus

(MRSA) z wykorzystaniem wysokoprzepustowego sekwencjonowania (Term-seq).

Jednymi z najgrozniejszych i najczgstszych przyczyn bakteryjnych zakazen szpitalnych sg
metycylinooporne szczepy Staphylococcus aureus (MRSA). Zdolno$¢ bakterii do szybkiej adaptacji
sprawia, ze pomimo dostepnosci antybiotykow nowej generacji tj. deptomycyny, wankomycyny i
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 z najbardziej obiecujgcych
celow w opracowywaniu alternatywnych terapii przeciw szczepom bakterii lekoopornych sg
mechanizmy regulatorowe RNA, takie jak atenuacja czy ryboprzetaczniki. Zasada ich dziatania opiera
si¢ o zmiany strukturalne funkcjonalnych rejonow 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 niekodujacych RNA.

Niniejsza praca jest proba wgladu w mechanizmy regulatorowe zalezne od RNA u
Staphylococcus aureus (MRSA) w trakcie stresu antybiotykowego wankomycyna, poprzez
identyfikacj¢ kluczowych komponentow sieci regulatorowej RNA - ryboprzetacznikéw. W tym
celu wyznaczone zostato stezenie wankomycyny, przy ktérym zachodzg zauwazalne procesy
adaptacyjne, a nastgpnie wykonane zostalo sekwencjonowanie nowej generacji metodg Term-
seq. Z punktu widzenia analizy mechanizméw regulatorowych opartych o zdarzenia terminacji
transkrypcji sekwencjonowanie to ma swoje szczego6lne zastosowanie. Dzigki etapowi ligacji
adaptoréw do wszystkich naturalnych koncéw 3° mRNA mozliwe jest oznaczenie transkryptow
petnej dlugosci oraz skroconych, powstatych w wyniku dziatania ryboprzetacznikow.
Wykonana zostala analiza pord6wnawcza uzyskanego obrazu transkryptomu pochodzacego z
hodowli kontrolnej MRSA oraz z hodowli z wankomycyna o st¢zeniu 2 mg/l. Na podstawie
roznic dlugosci transkryptow mapujacych do regiondw 5’UTR wyselekcjonowano siedem
kandydatéw na ryboprzetaczniki. Dla kazdego sposréd wybranych regulatoréw wykonano
predykcje struktury drugorzedowej dla potwierdzenia istotno$ci obserwacji oraz
przeanalizowano funkcje gendw znajdujacych si¢ pod ich kontrolag. W trakcie stresu
adaptacyjnego do  wankomycyny  zidentyfikowano  aktywno$¢  potencjalnych
ryboprzetacznikow modulujacych ekspresja: Transportera ABC, biatka wigzacego ATP
(SAOUHSC 00167), Cukrowego transportera =~ ABC, Dbiatka 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 uwiklane s3 w powstawanie fenotypu wykazujgcego obnizong
wrazliwo$¢ na wankomycyne.

W kolejnym etapie pracy przeprowadzono weryfikacj¢ biochemiczng dla wskazanych
danych przez zastosowanie metody PTT-quant. Podejscie to jest skierowane na analize
aktywnosci transkrypcyjnej genow potencjalnie regulowanych przez ryboprzetaczniki, dzigki
umozliwieniu bezwzglednego okreslenia stezen transkryptéw skroconych, jak i pelnej dlugosci.
Po zastosowaniu metody PTT-quant, dla czterech sposrod siedmiu kandydatow potwierdzono
dzialanie ryboprzetacznika w warunkach stresu wankomycyng. Wspotczynnik indukcji
potencjalnych ryboprzetacznikéw znajdujacych si¢ w 5S’UTR mRNA stanowit kolejno: 2,01 dla
Transportera ABC, bialka 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.



