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2011-2016 Uniwersytet Stanowy Kolorado, Fort Collins, USA, asystent (research scientist I)
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4. Opis osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z
2016 r. poz. 1311.):

a) Osiaggnieciem w mysl ww. ustawy jest wskazany ponizej jednotematyczny cykl szesciu publikacji,
dotgczony do dokumentacji jako Zatgcznik nr 5, objety tytutem:

»Molekularne mechanizmy dziatania nowych lekéw przeciwgruzliczych”
b) Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego:

1. Grzegorzewicz A.E.,, Ma Y., Jones V., Crick D., Liav A., McNeil MR. Development of a microtitre plate-
based assay for lipid-linked glycosyltransferase products using the mycobacterial cell wall
rhamnosyltransferase WbbL. Microbiology, 2008, 154, 3724-30. IF': 2,841 /MNiSW?: 24 / Liczba
cytowan®: 9

2. Grzegorzewicz A.E., Pham H., Gundi V.A., Scherman M.S., North E.J., Hess T., Jones V., Gruppo V.,
Born S.E., Korduldkova J., Chavadi S.S., Morisseau C., Lenaerts A.J., Lee R.E., McNeil M.R., Jackson M.
Inhibition of mycolic acid transport across the Mycobacterium tuberculosis plasma membrane. Nat.
Chem. Biol., 2012, 8, 334-41. IF: 12,948 /MNiSW: 50 / Liczba cytowa#n: 161

3. Grzegorzewicz A.E., Korduldkova J., Jones V., Born S.E., Belardinelli J.M., Vaquié A., Gundi V.A.,
Madacki J., Slama N., Laval F., Vaubourgeix J., Crew R.M., Gicquel B., Daffé M., Morbidoni H.R.,
Brennan P.J., Quémard A., McNeil M.R., Jackson M. A common mechanism of inhibition of the
Mycobacterium tuberculosis mycolic acid biosynthetic pathway by isoxyl and thiacetazone. J. Biol.
Chem., 2012, 287, 38434-41. IF: 4,651 /MNiSW: 35 / Liczba cytowan: 39

4. Favrot L., Grzegorzewicz A.E., Lajiness D.H., Marvin R.K., Boucau J., Isailovic D., Jackson M., Ronning
D.R. Mechanism of inhibition of Mycobacterium tuberculosis antigen 85 by ebselen. Nat. Commun.,
2013, 4, 2748. IF: 12,03 /MNiSW: 45 / Liczba cytowah: 40

5. Grzegorzewicz A.E., Eynard N., Quémard A., North E.J., Margolis A,, Lindenberger J.J., Jones V.,
Korduldkova J., Brennan P.J., Lee R.E., Ronning D.R., McNeil M.R., Jackson M. Covalent modification
of the Mycobacterium tuberculosis FAS-1l dehydratase by Isoxyl and thiacetazone. ACS Infect. Dis.
2015, 13, 91-97. IF: 3,6 /MNiSW*/ Liczba cytowan: 9

6. Grzegorzewicz A.E., de Sousa-d'Auria C., McNeil M.R., Huc-Claustre E., Jones V., Petit C., Angala S.K.,
Zemanova J., Wang Q., Belardinelli J.M., Gao Q., Ishizaki Y., MikuSova K., Brennan P.J., Ronning D.R.,
Chami M., Houssin C., Jackson M. Assembling of the Mycobacterium tuberculosis cell wall core. J.
Biol. Chem., 2016, 291, 18867-79. IF: 4,125 /MNiSW: 35 / Liczba cytowahn: 7

! Wartogé wspotczynnika wptywu (Impact Factor), zgodnie z rokiem opublikowania.

? Liczba punktéw wedtug polskiego systemu punktacji czasopism, zgodnie z rokiem opublikowania.

3 Liczba cytowan (z uwzglednieniem autocytowan), wedtug bazy Web of Science, stan z dn. 02.05.2018r.
* Brak danych
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c) omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omdwieniem ich ewentualnego
wykorzystania:

Cel naukowy

Opracowanie nowych lekéw przeciwgruzliczych opartych na zahamowaniu biosyntezy oston
komadrkowych Mycobacterium tuberculosis.

PRZEDSTAWIONY CYKL PRAC OBEJIMUJE ZAGADNIENIA BADAWCZE, STANOWIACE PRZEDMIOT MOICH
ZAINTERESOWAN NAUKOWYCH:

-charakterystyka enzymoéw bioracych udziat w biosyntezie oston komdrkowych Mycobacterium
tuberculosis,

- identyfikacja zwigzkéw hamujgcych synteze oston komdérkowych Mycobacterium tuberculosis oraz
okreslenie mechanizmu ich dziatania,

- badanie mechanizmoéw opornosci lekdéw przeciwgruzliczych,

- opracowanie testéow do identyfikacji inhibitoréw oston komérkowych M. tuberculosis.
Wprowadzenie

Gruzlica nalezy do najbardziej rozpowszechnionych chordb zakaznych na Ziemi. Mimo dostepnosci
skutecznej terapii, ocenia sie, ze rocznie na gruzlice choruje okoto 9 milionédw o0sdb, a umiera 1,7 miliona.
W Polsce w roku 2017 odnotowano 7100 zachorowarn na gruilice °. W ostatniej dekadzie liczba
przypadkdéw gruzlicy w Polsce zmniejszyta sie 0 30 %, ciagle jednak jest wyzsza niz w innych krajach Unii
Europejskiej °.

Czynnikiem etiologicznym gruzlicy jest pratek gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis), zidentyfikowany
przez Roberta Kocha w 1882r. Gruzlica przenosi sie przede wszystkim droga kropelkowa. Pratki lokalizujg
sie w makrofagach pecherzykéw ptucnych. W wyniku uruchomienia mechanizméw obronnych dochodzi
do samoograniczenia infekcji poprzez utworzenie typowych dla gruZlicy ziarniniakdw, w ktérych pratki
moga przetrwaé w stanie uspienia przez wiele lat. Zakazenie zatem nie jest rbwnoznaczne z rozwinieciem
aktywnej choroby i moze pozostawaé bezobjawowe. Tylko okoto 10 % osdb zakazonych zachoruje, w tym
5 % w okresie dwéch lat po zetknieciu z pratkiem gruZlicy. Czynnikami sprzyjajgcymi uaktywnieniu sie
choroby sg miedzy innymi: zakazenie wirusem HIV, choroby nowotworowe, cukrzyca, niedozywienie,
alkoholizm, mtody i starszy wiek.

Farmakoterapia gruzlicy

> World Health Organization. Global tuberculosis report. WHO Report 2017, Geneva.
® Korzeniewska-Koseta M. Tuberculosis in Poland in 2015. Przegl Epidemiol. 2017, 71, 391-403
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Przedmiotem moich zainteresowan naukowych jest farmakoterapia gruZlicy. Gruzlica towarzyszy
cztowiekowi od poczatku jego historii. Przed wynalezieniem antybiotykéw, gruzlice leczono sanatoryjnie
lub chirurgicznie. Jednak takie metody leczenia rzadko kiedy skutkowaty wyzdrowieniem chorego.
Pierwszy skuteczny lek przeciwko gruzlicy - streptomycyne, wprowadzono dopiero po Il wojnie Swiatowe;.
Bardzo szybko pojawity sie pierwsze szczepy pratkdw gruzlicy oporne na ten antybiotyk i leczenie nie
przynosito oczekiwanych efektéw. Cechag charakterystyczng M. tuberculosis jest tatwos¢ nabywania
opornosci i dlatego, w celu osiggniecia pozytywnych efektéw terapeutycznych niezbedne jest
zastosowanie terapii wielolekowej. Wynalezienie w latach 50-tych i 60-tych 20-tego wieku kolejnych
antybiotykdow, tj.: izoniazydu, etambutolu, rifampicyny, pyrazynamidu i etionamidu, pozwolito na
opracowanie skutecznej terapii przeciwgruzliczej. W ostatnich latach obserwuje sie wzrastajgca
zapadalnos$¢ na gruzlice wielolekooporng z opornoscig co najmniej na rifampicyne i izoniazyd (MDR-TB,
multidrug resistant tuberculosis) oraz gruzlice z lekoopornoscig wielolekowg (XDR-TB, extensively drug
resistant tuberculosis) o rozszerzonej opornosci pratkdw na rifampicyne, izoniazyd, chinolony oraz
przynajmniej na jeden z antybiotykdow podawanych parenteralnie (kanamycyna, akmikacyna lub
kapreomycyna).

Leczenie gruzlicy wielolekoopornej jest dtugie, kosztowne i bardzo czesto koriczy sie niepowodzeniem.
Kolejnym problemem sg interakcje pomiedzy lekami antywirusowymi, stosowanymi u chorych zakazonych
wirusem HIV, a lekami przeciwgruzZliczymi. Leczenie gruZlicy wielolekoopornej wymaga zastosowania
dodatkowych antybiotykéw miedzy innymi z grupy aminoglikozydéw, chinolonéw i polipeptydéw’.
Istnieje kilka przyczyn wysokiej smiertelnosci spowodowanej gruzlicg. Obecnie stosowana szczepionka
BCG ma ograniczong skutecznos$é, nie zapobiega zakazeniu, a jedynie wptywa na obnizenie czestosci
ciezkich postaci gruzlicy u dzieci®. Jednym z podstawowych probleméw jest dtugos¢ trwania terapii
przeciwgruzliczej. Leczenie gruzlicy lekowrazliwej prowadzi sie od 6. do 9. miesiecy. W wypadku gruzlicy
wielolekoopornej terapia, warunkujgca catkowite wyleczenie, trwa od 18. do 24. miesiecy. Leki
przeciwgruzlicze maja czesto dziatanie niepozadane uniemozliwiajgce normalne funkcjonowanie chorego.
Z tego wzgledu chorzy przerywajg terapie, co z kolei przyczynia sie do powstania szczepdw opornych.
Stosowanie terapii wielolekowej w leczeniu gruzlicy nie wynika jedynie z tatwosci nabywania opornosci
przez te bakterie. Pratki znajdujace sie w ptucach nie stanowig jednolitej populacji i mogg by¢
zlokalizowane zewnatrz- lub wewnatrzkomérkowo. Ponadto mozna wyrdzni¢ pratki aktywnie
namnazajace sie oraz bedace w stanie uspienia. Ze wzgledu na obnizong aktywno$é metaboliczng, pratki
bedace w stanie uspienia charakteryzujg sie obnizong wrazliwoscig na antybiotyki dziatajgce na pratki
aktywnie namnazajace sie. Wsréd obecnie stosowanych lekdéw przeciwgruzliczych znajdujg sie miedzy
innymi inhibitory dziatajgce na synteze oston komérkowych (izoniazyd, etionamid, etambutol,
perchlozone), synteze biatek (aminoglikozydy), replikacje (chinolony), transkrypcje (rifampicina), synteze
ATP (bedaquiline) i o ztozonym mechanizmie dziatania (pyrazynamid)’.

W celu identyfikacji zwigzkéw pratkobdjczych stosuje sie dwie rézne metody. Pierwsza z nich opiera sie
na wyszukiwaniu inhibitoréw konkretnych enzyméw w testach przesiewowych o wysokiej

7 Michatowska-Mitczuk D. Farmakoterapia gruzlicy. Postepy Farmakoterapii. 2009, 65, 51-58

8 Aagaard C, Dietrich J, Doherty M, Andersen P. TB vaccines: current status and future perspectives. Immunol. Cell Biol, 2009;
87,279-286.

® zumla Al, Gillespie SH, Hoelscher M, Philips P.P, Cole ST, Abubakar I, et al. New antituberculosis drugs, regimens, and adjunct
therapies: needs, advances, and future prospects. Lancet Infect Dis. 2014, 14, 327-40.



Za’fgcznik 2. Autoreferat

przepustowosci. Czesto inhibitory zidentyfikowane w ten sposéb nie wykazujg aktywnosci w stosunku do
aktywnie rosngcych pratkdéw gruzlicy. Moze to by¢ spowodowane na przyktad tym, ze dany zwigzek nie
moze przenikngé przez ostony komdrkowe i dotrzeé do enzymu, ktéry hamuje. Druga metoda polega na
testowaniu aktywnosci duzej ilosci zwigzkdw chemicznych w stosunku do aktywnie rosngcych M.
tuberculosis. Wadg tej metody jest brak informacji na temat mechanizmu dziatania odkrytego inhibitora,
a wiedza taka jest potrzebna do molekularnego projektowania lekdéw.

Obecne podejscie do leczenia gruilicy koncentruje sie na poszukiwaniu i opracowywaniu lekéw
przeciwgruzliczych o nowych mechanizmach dziatania, ktére dziatatyby na rdine populacje M.
tuberculosis. Ponadto, prowadzone sg réwniez badania majgce na celu poznanie mechanizmu dziatania
znanych juz lekdéw przeciwgruzliczych, gdyz dogtebne zrozumienie mechanizmdw ich dziatania pozwoli na
opracowanie innych lekédw o podobnej skutecznosci, ale odznaczajacych sie lepszymi witasciwosciami
farmakokinetycznymi oraz mniejszg toksycznoscig. Niezwykle waznym jest rowniez opracowanie
skutecznej kombinacji antybiotykdéw, ktére odznaczaty by sie dziataniem synergistycznym

Istotnym zagadnieniem jest takze poznanie mechanizmdw opornosci dzieki ktédrym pratek gruZlicy staje
sie niewrazliwy na stosowane antybiotyki. W leczeniu gruzZlicy bierze sie rdwniez pod uwage alternatywne
metody terapeutyczne, tj. zastosowanie bakteriofagdw. Badania nad bakteriofagami mikobakterii sg
prowadzone w celu ich bezposredniego zastosowania w terapii gruzlicy. Ponadto enzymy bakteriofaga
dziatajace litycznie na komorki mikobakterii moga przyczynié¢ sie do wynalezienia nowych terapeutykéw
dziatajacych na ostony komérkowe tych bakterii®°.

Wiele lekéw, stosowanych obecnie w terapii gruZlicy, hamuje synteze oston komodrkowych pratkéw
gruzlicy. Ostony komdrkowe M. tuberculosis, odznaczajace sie unikatowgq strukturg i skladem, stanowia
bariere chronigcg pratki przed dziataniem czynnikéw srodowiskowych oraz ograniczajacg dziatanie wielu
antybiotykdéw, zarédwno o witasciwosciach hydrofilowych jak i hydrofobowych. Modyfikacje oston
komérkowych M. tuberculosis s przyczyng zmienionej wrazliwosci tej bakterii na antybiotyki.
Przedstawiony jednotematyczny cykl publikacji zawiera wyniki badan majgcych na celu opracowanie
nowych lekéw przeciwgruzliczych opartych na zahamowaniu syntezy oston komdérkowych M. tuberculosis.

Ostony komadrkowe M. tuberculosis

Ostony komoérkowe M. tuberculosis posiadajg wielowarstwowg strukture. Najbardziej wewnetrzng
warstwa jest bfona cytoplazmatyczna ktéra, podobnie jak u innych bakterii, jest utworzona z dwuwarstwy
lipidowej i biatek. Na zewnatrz btony cytoplazmatycznej znajduje sie szkielet sciany komédrkowej, ktéry
tworzy kompleks peptydoglikanu z kowalencyjnie zwigzanym arabinogalaktanem, estryfikowanym przez
(Ce0-Co0) - rozgatezione PB-hydroksylowe kwasy mikolowe. Z kompleksem tym zasocjowane sg lipidy i
lipoglikany. Najczesciej wystepujgcymi lipidami sg mannozydy fosfatydyloinozytolu, acylowane pochodne
trehalozy i sulfolipidy. Lipoglikanami charakterystycznymi dla M. tuberculosis sg lipoarabinomannan i
lipomannan. Kwasy mikolowe kowalencyjnie zwigzane z arabinogalaktanem wraz lipidami i lipoglikanami
tworzg asymetryczng btone zewnetrzng, stanowigcg bariere dla wielu antybiotykéw. Najbardziej
zewnetrzng warstwg oston komdérkowych M. tuberculosis jest otoczka zbudowana z polisacharyddw oraz

10 il F, Grzegorzewicz AE, Cataldo MJ, Vital J, McNeil MR, Pimentel M. Mycobacteriophage Ms6 LysB specifically targets the
outer membrane of Mycobacterium smegmatis. Microbiology. 2010, 156, 1497-504.
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mniejszej ilosci biatek i lipidéw. Mimo ze M. tuberculosis nalezy do bakterii Gram-dodatnich, w ostonach
komérkowych tych bakterii wystepuje, podobnie jak u bakterii Gram-ujemnych, btona zewnetrzna i
przestrzer peryplazmatyczna ** (Ryc.1).

D-arabino-D-mannan %0 D-mannan

Otoczka _ om...,“_ a-D-Glukan
Lipomannan g g

Btona zewnetrzna
(kwasymikolowe
i lipidy)

Arabinogalaktan Lipoarabino-

mannan

Peptidoglykan

Btona

opiazmatycna A R A

Rycina 1. Schemat oston komérkowych M. tuberculosis*

Peotydoglikan

Peptydoglikan (mureina) spetnia funkcje mechaniczne zapewniajgc komérce ochrone przed skutkami
zmiany cisnienia osmotycznego oraz urazami. Fizyczne witasciwosci peptydoglikanu, tj. elastycznos¢ i
wytrzymato$é na rozcigganie, pozwalajg na utrzymanie wewnatrzkomérkowego turgoru niezbednego do
prawidtfowego metabolizmu, wzrostu i podziatu komérki. Peptydoglikan M. tuberculosis zaliczany do typu
Aly podobnie jak peptydoglikan E. coli, jest heteropolimerem cukrowym skfadajgcym sie z utozonych na
przemian czasteczek N-acetyloglukozaminy (GIcNAc) i kwasu N-acetylomuraminowego (MurNAc)

u Angala SK, Belardinelli JM, Huc-Claustre E, Wheat WH, Jackson M. The cell envelope glycoconjugates of Mycobacterium
tuberculosis. Crit Rev Biochem Mol Biol. 2014, 49, 361-99.

12 Grzegorzewicz A.E., Jackson M. Subfractionation and analysis of the cell envelope (lipo)polysaccharides of Mycobacterium
tuberculosis. Methods Mol. Biol., 2013, 966, 309-24.

3 pavelka Jr MS, Mahapatra S, Crick DC. Genetics of peptidoglycan biosynthesis. Microbiol Spectrum. 2014, 2: MGM2-0034-
2013.
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potaczonych wigzaniem S-1,4-glikozydowym. U pratkdw grupa N- acetylowa kwasu muraminowego moze
by¢ zastgpiona grupg N-glikolilowg, co wigze sie z opornoscig na lizozym. Podjednostki kwasu
muraminowego majg przytagczony do reszty mleczanowej peptyd, ktéry jest syntetyzowany w formie
pentapeptydu. W najczesciej spotykanej sekwencji pentapeptydu w pozycji pierwszej wystepuje L-alanina,
nastepnie kwas D-glutaminowy, kwas mezo-diaminopimelinowy i D-alanina w pozycji 4 i 5. Wigzania
poprzeczne miedzy sasiednimi taficuchami peptydowymi sg najczesciej tworzone pomiedzy dwoma
kwasami mezo-diaminopimelinowymi znajdujgcymi sie w pozycji 3 lub pomiedzy kwasem mezo-
diaminopimelinowym i alaning w pozycji 4. Synteza peptydoglikanu pratkdw gruZlicy nie rézni sie znacznie
od syntezy peptydoglikanu innych bakterii Gram-dodatnich i rozpoczyna sie od syntezy prekursora - UDP-
N-acetylomuramoilopentapeptydu w cytoplazmie.

Za synteze UDP-MurNAc z UDP-GIcNAc odpowiadajg dwa enzymy MurA (Rv1315) i MurB (Rv0482). Do
UDP-MurNAc przytaczane sg trzy aminokwasy w reakcjach katalizowanych przez ligazy. Pozostate dwie
czasteczki alaniny sg przytgczane w postaci dwupeptydu, ktérego synteza jest katalizowana przez
racemaze alaninowg (Alr, Rv3423) oraz ligaze D-alanylo-D-alaninowa (DdIA, Rv2981c). W nastepnej fazie
prekursor ten jest przenoszony do lipidowego nosnika, fosforanu dekaprenylu (DP) z réwnoczesnym
przytaczeniem GIcNAc. Na tym etapie przeprowadzane sg rowniez modyfikacje aminokwaséw (amidacja,
metylacja, glikozylacja) oraz utlenienie grupy N-acetylowej MurNAc do grupy N-glikolilowej. W trzeciej
fazie nastepuje translokacja prekursora do peryplazmatycznej strony btony cytoplazmatycznej,
przytaczenie go do istniejgcej mureiny oraz tworzenie wigzan poprzecznych w reakcjach katalizowanych
przez transpeptydazy®®. Zahamowanie syntezy peptydoglikanu prowadzi do smierci komérki bakteryjnej.
Wsréd obecnie stosowanych lekéw przeciwgruzliczych dziatajgcych na synteze peptydoglikanu nalezy
wymieni¢ cykloseryne hamujacg przemiane L-alaniny w D-alanine przez racemaze alaninowa (Alr) oraz
tworzenie D-alanylo-D-alaniny przez ligaze (DIA)™. Modyfikacje enzymdéw przeprowadzajgcych synteze
peptydoglikanu warunkujg opornos¢ na antybiotyki. Fofomycyna posiada hamujgcg aktywnosé w
stosunku do MurA. Lek ten hamuje aktywnos¢ tego enzymu poprzez zwigzanie sie z jego cysteing
znajdujacg sie w centrum aktywnym, w wyniku czego zostaje utworzony nieaktywy kompleksu enzym-
inhibitor. Pratki gruZlicy sg oporne na dziatanie tego leku, gdyz w miejscu cysteiny, do ktérej wigze sie
fosfomycyna wystepuje kwas asparaginowyls. U wiekszosci bakterii antybiotyki S-laktamowe inaktywujg
biatko wigzace penicyline posiadajace aktywno$é D,D-transpeptydazy i przeprowadzajace reakcje
utworzenia wigzania peptydowego pomiedzy korcowymi fragmentami tancucha peptydowego
peptydoglikanu. Pratki sg chronione przed dziataniem antybiotykéw fS-laktamowych, poniewaz oprécz
D,D-transpeptydaz posiadajg rowniez L,D-transpeptydazy, ktére nie sg wrazliwe na ich dziatanie 16,

Z grupg hydroksylowg szdstego wegla kwasu muraminowego peptydoglikanu pofaczony jest wigzaniem
fosfodiestrowym tancuch galaktanowy arabinogalaktanu poprzez tzw. odcinek kotwiczacy [—>Rhap-

14 Bruning JB, Murillo AC, Chacon O, et al. Structure of the Mycobacterium tuberculosis D-alanine:D-alanine ligase, a target of
the antituberculosis drug D-cycloserine. Antimicrob Agents Chemother. 2011, 55, 291-301.

15 Moraes, G L, Gomes, GC, Monteiro de Sousa, PR, Alves, CN., Govender,T, Kruger, HG., et al. Structural and functional features
of enzymes of Mycobacterium tuberculosis peptidoglycan biosynthesis as targets for drug development. Tuberculosis. 2015, 95,
95-111

16 Lavollay M, Arthur M, Fourgeaud M, et al. The peptidoglycan of stationary-phase Mycobacterium tuberculosis predominantly
containscross-links generated by L,D-transpeptidation. J Bacteriol. 2008, 190, 4360—6.
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(1—>3)-0-D-GIcNAc-(1—>fosfor)'’. Przez dtugi czas nie moina byto zidentyfikowaé enzymu (ligazy)
przeprowadzajgcego potaczenie peptydoglikanu z arabinogalaktanem. W ostatnich latach
scharakteryzowano u M. tuberculosis dwa biatka CpsAl (Rv3267) i CpsA2(Rv3484) nalezgce do rodziny
biatek LytR-Cps2A-Psr (LCP) katalizujgcych reakcje przeniesienia glikopolimerow, tj. kwaséw tejchojowych
bakterii Gram-dodatnich. Stosujgc metody biochemiczne i genetyczne udowodniono, ze CpsAl i CpsA2 sg
odpowiedzialne za ligacje peptydoglikanu i arabinogalaktanu. Ciggle pozostaje do wyjasnienia na jakim
etapie syntezy peptydoglikanu i arabinogalaktanu dochodzi do potgczenia tych heteropolymeréw. Do tej
pory nie udato sie wyizolowaé szczepdw pratkdw gruzlicy pozbawionych arabinogalaktanu, co wskazuje
na to, ze polimer ten jest niezbednym elementem strukturalnym oston komdrkowych. Dlatego
zahamowanie przytaczenia arabinogalaktanu do peptydoglikanu powinno doprowadzi¢ do $mierci
komérki bakteryjnej. W zwigzku obecnoscig u M. tuberculosis dwéch biatek petnigcych funkcje ligazy,
inhibitory tego etapu biosyntezy Sciany komdérkowej powinny hamowaé aktywnos¢ obu enzymoéw.
Opierajgc sie na obserwacji, ze mutant, w ktérym dokonano delecji biatka CpsAl posiadat zwiekszong
wrazliwo$é na rifampicyne, CPZEN-45 i penicyline, wydaje sie ze zahamowanie tylko biatka CpsA1 powinno
doprowadzi¢ do zwiekszenia skutecznosci terapii przeciwgruzliczej (Zat. 5: poz. 6, Publikacja nr 6).

Arabinogalaktan

Arabinogalaktan M. tuberculosis sktada sie z reszt D-arabinofuranozy (a-D-Araf) i D-galaktofuranozy (3-D-
Galf). Czasteczki B-D-Galf potaczone ze sobg na przemian w pozycji Csi Cs tworzg rdzen galaktonowy
arabinogalaktanu. Do rdzenia galaktanowego dotgczone sg dwa tancuchy arabinianowe tworzone przez
reszty a-D-Araf potgczone ze sobg wigzaniem 1—5 lub dodatkowo w miejscach rozgatezien 3—5. Do nie
redukujacego korica taficucha arabinianowego arabinogalaktanu, na ktéry sktada sie motyw Ara6, (Araff3
(1,2)-Arafa -(1,5)-Araf g (1,2)-Arafa -(1,3)- Arafa -(1,5)-Arafa) przytaczone sg cztery czasteczki kwaséw
mikolowych®®. Synteza arabinogalaktanu rozpoczyna sie w cytoplazmie od utworzenia wspomnianego
powyzej odcinka kotwiczgcego [>Rhap-(1—3)-a-D-GIcNAc-(1—>fosfor) w reakcjach katalizowanych przez
dwie glikozylotransferazy. W pierwszej kolejnosci, transferaza N-acetyloglukozaminy WecA (Rv1302)
katalizuje przeniesienie reszty GIcNAc z UDP-GIcNAc na nos$nik lipidowy DP doprowadzajgc do utworzenia
GlcNAc-P-P-DP™. Nastepnie w reakcji przeprowadzanej przez transferaze ramnozowg (WbbL1, Rv3265c)
reszta ramnozy (Rha) jest przeniesiona z dTDP-Rha do GlcNAc-P-P-DP?. Do odcinka kotwiczgcego zostaja
dodane reszty galaktozy w reakcjach katalizowanych przez dwie galaktozylotransferazy. Dwie pierwsze
reszty galaktozy sg przytgczone do odcinka kotwiczgcego w reakcji katalizowanej przez GIfT1 (Rv3782)*%.

Y\ikusové K, Mikus M, Besra GS, Hancock I, Brennan PJ. Biosynthesis of the linkage region of the mycobacterial cell wall. J Biol
Chem. 1996, 271, 7820-8.

'8 Bhamidi S, Scherman MS, Rithner CD, et al. The identification and location of succinyl residues and the characterization of
theinterior arabinan region allows for a model of the complete primary structure of Mycobacterium tuberculosis mycolyl
arabinogalactan. J Biol Chem. 2008, 283, 12992-3000.

Yjin Y, Xin Y, Zhang W, Ma Y. Mycobacterium tuberculosis Rv1302 and Mycobacterium smegmatis MSMEG_4947 have WecA
function and MSMEG_4947 is required for the growth of M. smegmatis. FEMS Microbiol Lett. 2010, 310, 54-61.

20 Mills JA, Motichka K, Jucker M, et al. Inactivation of the mycobacterial rhamnosyltransferase, which is needed for the
formationof the arabinogalactan-peptidoglycan linker, leads to irreversible loss of viability. J Biol Chem. 2004, 279:43540-6.
! Mikusova K, Yagi T, Stern R, et al. Biosynthesis of the galactan component of the mycobacterial cell wall. J Biol Chem. 2000,
275, 33890-7.
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Przytgczenie pozostatych reszt galaktozy katalizuje galaktozylotransferaza GIfT2 (Rv3808c)*?. taricuchy
arabinianowe arabinogalaktanu, syntetyzowane po stronie peryplazmatycznej btony cytoplazmatycznej,
powstajg w reakcjach katalizowanych przez arabinozylotransferazy uzywajgce arabinianu
fosfodekaprenolu (DPA) jako donora arabinozy®. Etambutol, lek przeciwgruzliczy pierwszego rzutu,
hamuje synteze jednostki arabinianowej arabinogalaktanu, jak réowniez lipoarabinomannanu poprzez
inhibicje arabinozylotransferaz®®. W ostatnich latach zidentyfikowano inhibitory niezbednej do przezycia
pratkéw gruzlicy epimerazy DprE1 (Rv3790), biorgcej udziat w syntezie DPA?. Niektdre z tych inhibitoréw
zostaty zakwalifikowane do dalszych badan i obecnie znajdujg sie w fazie badan klinicznych. CPZEN-45,
hamujacy aktywnos¢ biatka WecA, zabija pratki namnazajace sie oraz bedace w stanie uspienia. Lek ten
znajduje sie obecnie w fazie badan przedklinicznych®. W celu identyfikacji inhibitoréw syntezy
arabinogalaktanu opracowano testy do skriningu bibliotek zwigzkéw chemicznych. W pracy (Zat. 5: poz.
1, Publikacja nr 1) zostat opisany test do identyfikacji inhibitorow biatka WbbL.

Kwasy mikolowe

Jednostka heksaarabinianowa arabinogalaktanu jest estryfikowana przez kwasy mikolowe, ktére stanowia
jeden z podstawowych elementéw strukturalnych oston komdrkowych. Nie wszystkie kwasy mikolowe
zwigzane s ze szkieletem $ciany komérkowej, czes¢ z nich wystepuje w komérce w stanie wolnym jako
sktadniki glikolipidow, najczesciej pochodnych trehaloz. Kwasy mikolowe sg dtugotaricuchowymi, a-alkilo,
B-hydroksylowymi kwasami ttuszczowymi sktadajgcymi sie z dtuzszego taricucha meromikolowego oraz
krétszego taincucha a-alkilowego. W zaleznosci od podstawnikdw wystepujacych w pozycji dystalnej
tancucha meromikolowego wyrdzniamy trzy gtédwne typy kwasdédw mikolowych: a-, keto- i
metoksymikolany. Synteza kwaséw mikolowych u pratkdéw jest przeprowadzana przez dwa rodzaje syntaz
kwasoéw ttuszczowych: FAS | i FAS Il (FAS, fatty acid synthase). FAS |, ktére jest pojedynczym biatkiem
posiadajagcym siedem rdéznych domen katalitycznych, przeprowadza synteze krétszych kwasow
ttuszczowych o sSredniej dtugosci (C16-Cy6). FAS | dostarcza taricucha a-alkilowego kwaséw mikolowych o
dtugosci dwudziestu szesciu atomow wegla. FAS Il sktada sie z kilku enzyméw o réznych funkcjach, ktére
przeprowadzajg synteze kwasow ttuszczowych o dfugosci do szesédziesieciu atomow wegla. System FAS
Il to cykl powtarzajgcych sie czterech reakcji: syntezy, redukcji, dehydratacji i redukcji " (Ryc. 2).

22 Belanova M, Dianiskova P, Brennan PJ, et al. Galactosyl transferases in mycobacterial cell wall synthesis. J Bacteriol. 2008.
190, 1141-5.

2 Berg S, Kaur D, Jackson M, Brennan PJ. The glycosyltransferases of Mycobacterium tuberculosis — roles in the synthesis of
arabinogalactan, lipoarabinomannan, and other glycoconjugates. Glycobiology. 2007, 17:35R-56R.

** Goude R, Amin AG, Chatterjee D, Parish T. The arabinosyltransferase EmbC is inhibited by ethambutol in Mycobacterium
tuberculosis. Antimicrob Agents Chemother. 2009, 53:4138-46.

> Makarov V, Manina G, Mikusova K, et al. Benzothiazinones kill Mycobacterium tuberculosis by blocking arabinan synthesis.
Science. 2009, 324:8014.

%8 |shizaki Y, Hayashi C, Inoue K, et al. Inhibition of the first step in synthesis of the mycobacterial cell wall core, catalyzed by the
GlcNAc-1-phosphate transferase WecA, by the novel caprazamycin derivative CPZEN-45. J Biol Chem. 2013, 288:30309-19.

7 Marrakchi H, Lanéelle MA, Daffé M. Mycolic acids: structures, biosynthesis, and beyond. Chem Biol. 2014, 21, 67-85.
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Rycina 2. Cykl elongacji kwaséw mikolowych przeprowadzany przez kompleks syntazy kwaséw
ttuszczowych Il (FAS 1) oraz miejsca dziatania w nim lekéw przeciwpratkowych.

Substratami systemu FAS |l sg malonylo-ACP i acylo-CoA (C16-Cys) - produkty systemu FAS I. W wyniku
kondesacji Claisena katalizowanej przez syntaze [-ketoacylo-ACP (FabH, Rv0533) powstaje p-keto-acylo-
ACP. Reduktaza f-ketoacylo-ACP zalezna od NADP (MabA, Rv1483) przeprowadza redukcje S-ketoacylo-
ACP doprowadzajgc do powstania S-hydroksyacylo-ACP, ktéry nastepnie podlega dehydratacji w reakgji
katalizowanej przez dehydratazy S-hydroksyacylo-ACP (HadABC, Rv0635, Rv0636, Rv0637). Biatko HadB,
posiadajace centrum katalityczne, tworzy heterodimer z HadA lub HadC. Heterodimer HadAB jest
odpowiedzialny za synteze krétszych kwaséw mikolowych, podczas gdy heterodimer HadBC katalizuje
powstanie dtuzszych kwaséw mikolowyc®. Produkt dehydratacji trans-A2-enoilo-ACP jest redukowany
przez reduktaze trans-A2-enoilo-ACP (InhA, Rv1484) zalezng od NADH. Przytaczenie nastepnej czasteczki
malonylo-CoA do powstatego produktu rozpoczyna kolejny cykl elongacji. Kolejne cykle elongacji sg
inicjowane przez syntazy B-ketoacylo-ACP (KasA i KasB, Rv2245 i Rv2246). W rezultacie kolejnych cykléw
FAS Il powstaje prekursor taricucha meromikolanowego, do ktérego zostajg wstawione dwa wigzania
podwdjne. Mechanizm oraz enzymy odpowiedzialne za powstanie wigzan podwdjnych nie sg do tej pory
poznane. Wigzania podwdjne sg przeksztatcane w grupy cyclopropanowe z jednoczesnym wstawieniem
grup metylowych. Reakcje te s przeprowadzane przez metylotransferazy zalezne od S-adenozylo-
metioniny. Nastepnie metylotransferaza MmA4 (Rv0642c) katalizuje synteze keto- i metoksymikolanow.

8 Sacco E, Covarrubias AS, O'Hare HM, Carroll P, Eynard N, Jones TA, et al. The missing piece of the type Il fatty acid synthase
system from Mycobacterium tuberculosis. Proc Natl Acad Sci U S A. 2007, 104, 14628-33.

11



Za’fgcznik 2. Autoreferat

Tak uksztattowany tancuch meromikolanowy ulega kondensacji z tancuchem a-alkilowym. Reakcja ta jest
katalizowana przez syntaze poliketydowa Pks13, posiadajgcg pie¢ domen o rdézinej aktywnosci
niezbednych do przeprowadzenia reakcji kondensacji’’. Gotowe kwasy mikolowe Sg przenoszone na
czasteczke trehalozy i w formie monomikolanu trehalozy (TMM) zostajg przeniesione do przestrzeni
peryplazmatycznej. Badania ostatnich lat doprowadzity do identyfikacji integralnego biatka btony
cytoplazmatycznej MmplL3 nalezgcego do rodziny transporterow RND (resistance-nodulation and
division), przeprowadzajgcego translokacje TMM. Doktadny mechanizm dziatania MmpL3 ciggle pozostaje
niewyjasniony. Transporter ten moze dziata¢ jako flipaza przenoszaca TMM pomiedzy strong
cytoplazmatyczng a peryplazmatyczng btony cytoplazmatycznej lub tez moze on przenosi¢ TMM
bezposrednio do przestrzeni peryplazmatycznej (Zat. 5: poz. 2, Publikacja nr 2). TMM znajdujgce sie w
przestrzeni peryplazmatycznej jest substratem kompleksu antygenu 85, na ktéry sktadajg sie trzy biatka
(antygen 85a, antygen 85b oraz antygen 85c). Kompleks antygenu 85 katalizuje reakcje transestryfikacji,
w ktérej kwasy mikolowe sg przenoszone z jednej czgsteczki monomikolanu tehalozy na drugg, w wyniku
czego utworzona jest czasteczka dimikolanu trehalozy (TDM). Ponadto, kompleks antygenu 85 katalizuje
przeniesienie kwaséw mikolowych z czgsteczki monomikolanu trehalozy na arabinogalaktan29

Kwasy mikolowe sg wazne dla funkcji fizjologicznych M. tuberculosis i patogenezy gruzlicy, dlatego nie jest
zaskakujgcym, ze powszechnie stosowane leki przeciwgruzlicze hamujg enzymy zaangazowane w
biosynteze kwaséw mikolowych. Do lekdéw tych zalicza sie izoniazyd, lek przeciwgruzZliczy pierwszego
rzutu, stosowany w terapii od ponad 50 lat. Izoniazyd jest prolekiem hamujgcym aktywno$é reduktazy
trans-A2-enoilo-ACP. lzoniazyd, aktywowany przez bakteryjng katalazo-peroksydaze KatG (Rv1908c),
tworzy addukt z dinukleotydem nikotynoamidoadeninowym (NAD). Inhibitorem reduktazy trans-A2-
enoilo-ACP jest réwniez lek przeciwgruZliczy drugiego rzutu, etionamid. Aktywacja tego proleku,
przeprowadzana przez monooksygenaze EthA (Rv3854c), prowadzi do powstania adduktu pomiedzy
etionamidem i NAD. Najczesciej opisanym mechanizmem opornosci zwigzanym z izoniazydem i
etionamidem s3 mutacje wystepujace w aktywatorach tych prolekéw - KatG i EthA®°. Prolekami
aktywowanymi prez monooksygenaze EthA sg rdwniez izoksyl i tioacetazon, leki ktére byty stosowane w
antybiotykoterapii gruzlicy w latach 70. i 80-tych w Afryce i Ameryce tacinskiej. Oba leki posiadaja
aktywnos¢ bakteriobdjczg w stosunku do pratkdéw lekowrazliwych oraz wielolekoopornych. Jednakze, ze
wzgledu na szereg dziatan niepozgdanych wystepujacych przy ich przyjmowaniu oraz pojawienie sie
szczepOw na nie opornych, zostaty wycofane z leczenia. Oba zwigzki hamujg biosynteze kwaséw
mikolowych. Niedawno scharakteryzowano doktadny mechanizm ich dziatania. Wykazano, ze leki te
hamujg etap dehydratacji systemu FAS Il. Izoksyl i tioacetazon wigzac sie z cysteing (C61) biatka HadA,
najprawdopodobniej blokujg dostep substratu do kanatu wigzacego jego cze$é acylowa, znajdujgcego sie
na pograniczu biatek HadA i HadB (Zat. 5: poz. 3 i 5, Publikacja nr 3 i 5). Innym zwigzkiem hamujacym
aktywnos¢ dehydrataz jest perchlozone. Lek ten zostat dopuszczony do leczenia gruZlicy wielolekopornej
w Rosji w 2012r. Opornos¢ krzyzowa perchlozonu i tioacetazonu wskazuje na taki sam mechanizm
dziatania obydwu lekéw. W wyniku zahamowania aktywnosci dehydrataz i reduktazy zostaje przerwana

2 Belisle JT, Vissa VD, Sievert T, Takayama K, Brennan PJ, Besra GS. Role of the major antigen of Mycobacterium tuberculosis in
cell wall biogenesis. Science. 1997, 276, 1420-2.

3 vilcheze C, Jacobs WR Jr. Resistance to Isoniazid and Ethionamide in Mycobacterium tuberculosis: Genes, Mutations, and
Causalities. Microbiol Spectr. 2014, 2:MGM2-0014-2013
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synteza kwaséw mikolowych, a rezultatem jest smier¢ komérki bakteryjnej. Leki te dziatajg przede
wszystkim na aktywne metabolicznie, namnazajgce sie pratki. Aktywnosé transportera MmplL3 jest
hamowana przez szereg zwigzkéw rdznigcych sie strukturg chemiczng, ktére jednoczednie skutecznie
hamujg wzrost M. tuberculosis. Nalezy tutaj wymieni¢ SQ109, NITD-304 i NITD-34, ktére znajdujg sie w
fazie badan klinicznych. Zaskakujgcym byto, ze inhibitory te sg réwniez aktywne w stosunku do innych
grup bakterii i grzybdw nieposiadajgcych kwaséw mikolowych. Jednoczesnie aktywnosé tych zwigzkéw
wobec bakterii nieaktywnych metabolicznie wskazywata na inny mechanizm dziatania niz wytacznie
zahamowanie translokacji TMM. Wykazano, ze zwigzki te doprowadzajg do zaniku potencjatu
elektrochemicznego i gradientu protondéw, w wyniku czego dochodzi do smierci komodrki bakteryjnej.
Zatem zwigzki te dziatajg na enzymy uzywajgce sity protonomotorycznej do ktérych zalicza sie MmpL33.
Udowodniono réwniez, ze inhibitory MmpL3 dziatajg synergistycznie z innymi lekami przeciwgruzliczymi,
tj. rifamping, bedaquiline, clofazaming i B-Iaktamami32.

Aktywnos¢ kompleksu antygenu 85 jest wazna dla utrzymania integralnosci oston komdrkowych M.
tuberculosis. Delecja tylko jednego z gendw kodujgcych biatka antygenu 85 (fbpA, fbpB, fbpC) doprowadza
do redukcji zawartosci kwaséw mikolowych o 40% i zwiekszonej przepuszczalnosci oston komérkowych
dla czasteczek hydrofilowych i hydrofobowych. Udowodniono, ze mutanty M. tuberculosis pozbawione
biatek antygenu 85 wykazujg podwyzszong wrazliwos¢ na leki przeciwgruzlicze pierwszego rzutu oraz
wiele innych antybiotykdw. TDM syntetyzowany przez antygen 85 petni wazng role w patogenezie
gruzlicy®.

Badania nad ebselenem, zwigzkiem aktywnym w stosunku do lekowrazliwych i lekoopornych szczepdéw
M. tuberculosis wykazaty, ze zwigzek ten hamuje aktywnos¢ antygenu 85a, b i ¢. W badaniach nad
mechanizmem dziatania ebselenu stwierdzono, ze dochodzi do utworzenia kowalencyjnego wigzania
pomiedzy selenem ebselenu i siarkg cysteiny antygenu 85 (Zat. 5: poz. 4, Publikacja nr 4).

Wzrastajgca w szybkim tempie liczba szczepdw M. tuberculosis opornych na obecnie stosowane
antybiotyki wymaga wprowadzenia do leczenia gruzlicy nowych lekéw o innych mechanizmach dziatania
nie wykazujacych opornosci krzyzowej z obecnymi terapeutykami. Zahamowanie syntezy oston
komérkowych M. tuberculosis jest skuteczng metoda eliminacji pratkdw namnazajgcych sie i aktywnych
metabolicznie. Jednak zahamowanie aktywnosci enzymdéw biosyntezy oston komdrkowych tj. MmplL3
moze réwniez prowadzi¢ do zabicia pratkdw o niskiej aktywnosci metabolicznej. Modyfikacje enzymoéw
syntezy oston komérkowych prowadzg réwniez do zmian strukturalnych i w konsekwencji zmienionej
wrazliwosci na antybiotyki.

PODSUMOWANIE WYNIKOW OPISANYCH W PUBLIKACJACH STANOWIACYCH OSIAGNIECIE NAUKOWE

3 W, Upadhyay A, Fontes FL, North EJ, Wang Y, Crans DC, Grzegorzewicz AE, et al. Novel insights into the mechanism of
inhibition of MmpL3, a target of multiple pharmacophores in Mycobacterium tuberculosis. Antimicrob Agents Chemother.
2014, 58, 6413-23.

320 W, Sanchez-Hidalgo A, Jones V, de Moura VC, North EJ, Jackson M. Synergistic Interactions of MmpL3 Inhibitors with
Antitubercular Compounds in Vitro Antimicrob Agents Chemother. 2017, 61: e02399-16

33 Jackson M, Raynaud C, Lane’elle MA, et al. Inactivation of the antigen 85C gene profoundly affects the mycolate content and
alters the permeability of the Mycobacterium tuberculosis cell envelope. Mol Microbiol. 1999, 31, 1573-87.
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Grzegorzewicz A.E., Ma Y., Jones V., Crick D., Liav A., McNeil MR. Development of a microtitre
plate-based assay for lipid-linked glycosyltransferase products using the mycobacterial cell wall
rhamnosyltransferase WbbL. Microbiology, 2008, 154, 3724-30.

W pracy tej podjeto prébe opracowania testu to identyfikacji inhibitoréw transferazy ramnozowej WbbL1
(Rv3265c) biorgcej udziat w tworzeniu odcinka kotwiczgcego. Enzym ten jest niezbedny dla przezycia M.
tuberculosis, wystepuje u wszystkich bakterii z rodzaju Mycobacterium i jenocze$nie jest nieobecny w
komérkach eukariotycznych. Z tego wzgledu identyfikacja inhibitoréw tego enzymu moze przyczynic sie
do wynalezienia skutecznych lekéw przeciwgruzZliczych. Zaproponowano test, w ktédrym jako Zrédto
enzymu uzyto bton cytoplazmatycznych izolowanych z komérek E.coli z nadekspresja genu kodujgcego
biatko WbbL oraz naturalnego akceptora (GIcNAc-P-P-DP) uzyskanego na drodze syntezy enzymatycznej
lub chemicznej. Test ten wykorzystuje réznice miedzy hydrofilowymi wtasciwosciami substratu (dTDP-
Rha) i lipofilowymi wtasciwosciami produktu reakcji (Rha-GIcNAc-P-P-DP). W pracy tej przeprowadzono
charakterystyke enzymu WbbL i wykazano, ze enzym ten do swojej aktywnosci wymaga kationdw
dwuwartosciowych, jak réwniez jest stymulowany przez -merkaptoetanol. Okreslono réwniez optimum
pH oraz parametry kinetyczne dla WbbL. Dokonano takze analizy kompleksu Rha-GlcNAc-P-P-DP za
pomoca spektrometrii masowe;j.

Na uwage zastuguje, ze opracowany test moze byé réwniez wykorzystany do zbadania innych transferaz
glikozydowych, ktére katalizujg przeniesienie cukréw z ich nukleotydowych donoréw do lipidowego
akceptora.

Grzegorzewicz A.E., Pham H., Gundi V.A., Scherman M.S., North E.J., Hess T., Jones V., Gruppo V., Born
S.E., Korduldkova J., Chavadi S.S., Morisseau C., Lenaerts A.J., Lee R.E., McNeil M.R., Jackson M. Inhibition
of mycolic acid transport across the Mycobacterium tuberculosis plasma membrane. Nat. Chem. Biol.
2012,8, 334-41.

Podczas badan przesiewowych (skriningu) zidentyfikowano pochodng mocznika [1- (2-
adamantyl)-3-(2,3,4-trifluorofenyl)mocznik (AU1235), ktéra miata dziatanie bakteriobdjcze nie tylko na
pratki lekowrazliwe, ale réwniez na pratki wielolekooporne z opornoscig na rifampicyne, izoniazyd,
pyrazynamid, streptomycyne, chinolony i/lub etambutol. Jednoczesnie zwigzek ten nie wykazywat
aktywnosci bakteriobdjczej w stosunku do innych bakterii Gram-dodatnich lub Gram-ujemnych. Brak
opornosci krzyzowej z innymi lekami przeciwpratkowymi wskazywat na unikatowy mechanizm dziatania
tego zwigzku. Stosujgc prekursory réznych szlakéw metabolicznych znakowane weglem “C wykazano, ze
komoérki pratka poddane dziataniu AU1235 nie wytwarzajg dimikolanu trehalozy, akumulujg monomikolan
trehalozy i charakteryzujg sie zredukowang liczbg kwaséw mikolowych estryfikujgcych arabinogalaktan.
Wyniki te wskazywaty na to, ze AU1235 hamuje transport kwaséw mikolowych zwigzanych z trehalozg z
cytoplazmy do przestrzeni peryplazmatycznej. W celu identyfikacji enzymu, na ktéry dziata AU1235
wyizolowano mutanty oporne na ten zwigzek, a nastepnie zsekwencjonowano ich genomy. U wszystkich
17. wyizolowanych mutantéw zidentyfikowano mutacje w biatku, transporterze btony cytoplazmatycznej:
MmplL3. Mutacja, znajdujgca sie w konserwatywnym, btonowym regionie biatka, spowodowata
zamiane kodonu oznaczajacego glicyne na kwas glutaminowy (G253E). W celu potwierdzenia, ze mutacja
ta faktycznie warunkuje opornos¢ na AU1235 dokonano nadekspresji mmpl3, allelu typu dzikiego lub
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zmutowanego, zawierajgcego mutacje (G253E) u M. smegmatis. Podczas gdy nadekspresja allelu typu
dzikiego nie spowodowata wzrostu opornosci M. smegmatis na AU1235, nadekspresja zmutowanego
allelu mmpL3 przyczynita sie do znaczacego wzrostu opornosci tej bakterii na AU1235. Byto to szczegdlnie
widoczne, gdy nadekspresji dokonano u M. smegmatis z delecja genu kodujgcego mmplL3. Powyisze
wyniki potwierdzity, ze AU1235 hamuje aktywnos¢ Mmpl3 oraz wskazywaty na to, ze MmplL3
przeprowadza transport monomikolanu trehalozy z cytoplazmy do przestrzeni peryplazmatycznej. Inng
mozliwg funkcjg MmpL3 bytoby jego dziatanie jako pompy efluksowej w stosunku do AU1235. Jednakze
brak réznicy w akumulacji AU1235 wewnatrz komorek pratka z nadekspresjg zmutowanego allelu mmpL3
w poréwnaniu do kontroli, posiadajgcej wytgcznie typ dziki mmpL3, wykluczyt tg hipoteze. MmpL3 jest
enzymem niezbednym dla przezycia pratkéw gruzlicy, gdyz w wyniku zahamowania aktywnosci MmplL3
zewnetrzna ostona komodrkowa nie jest syntetyzowana, czego nastepstwem jest $mieré komorki
bakteryjne;.

Grzegorzewicz A.E., Korduldkova J., Jones V., Born S.E., Belardinelli J.M., Vaquié A., Gundi V.A., Madacki
J., Slama N., Laval F., Vauboi7urgeix J., Crew R.M., Gicquel B., Daffé M., Morbidoni H.R., Brennan P.J,,
Quémard A., McNeil M.R., Jackson M. A common mechanism of inhibition of the Mycobacterium
tuberculosis mycolic acid biosynthetic pathway by isoxyl and thiacetazone. J. Biol. Chem. 2012, 287,
38434-41.

W pracy tej podjeto prébe okreslenia hamujgcego dziatania izoksylu i tioacetazonu na M. tuberculosis.
Przez wiele lat byto wiadomo, ze leki te hamujg synteze kwaséw mikolowych, ale enzym, na ktéry
dokfadnie dziatajg pozostawat nieznany. W celu wyjasnienia mechanizmu dziatania izoksylu i tioacetazonu
zostaty zastosowane metody biochemiczne oraz genetyczne. Wyizolowano mutanty M. tuberculosis
H37Rv i M. bovis BCG oporne na izoksyl i tioacetazon, a nastepnie zsekwencjonowano ich genomy.
Zidentyfikowano mutacje w genach kodujgcych metylotransferazy mmA2 i mmA4. Jednakze nadekspresja
tych gendéw nie zmienita w sposéb istotny opornosci pratkédw gruzlicy na izoksyl i tioacetazon. Ponadto
biatka kodowane przez mmA2 i mmA4 nie s3 niezbedne dla przezycia pratkéw gruzlicy, dlatego
zahamowanie ich aktywnosci nie powinno doprowadzi¢ do $Smierci M. tuberculosis. Poza szczepami
opornymi zawierajgcymi mutacje w metylotransferazach wyizolowano réwniez mutanty zawierajgce
mutacje w genach hadA i hadC. Oba geny nalezg do tego samego operonu, sktadajgcego sie z trzech gendéw
hadA, hadB i hadC kodujacych dehydratazy B-hydroksyacylu. W kolejnym etapie badan dokonano
nadekspresji gendéw z operonu hadABC. Nadekspresja catego operonu hadABC zwiekszyta opornosé
bakterii na izoksyl, 16 razy i na tioacetazon 80 razy. Jednoczesnie nadekspresja innych gendw, nalezgcych
do sytemu FAS I, takich jak inhA, kasA, mabA nie zmieniata wrazliwosci bakterii na oba leki. Mutanty M.
bovis BCG z mutacjg w genie hadA byty oporne na dziatanie wysokich stezen obu zwigzkdéw. Wyniki te
potwierdzity, ze to witasnie enzymy kodowane przez geny hadABC s3 hamowane przez izoksyl i
tioacetazon.

Powyzsze wyniki, uzyskane metodami biologii molekularnej, zostaty réwniez potwierdzone metodami
spektrometrii masowej. Aktywnie rosngce bakterie pratka inkubowano z izoksylem lub tioacetazonem,
nastepnie metodami chromatografii gazowo-cieczowej (GC-MS) lub cieczowej (LC-MS) sprzezonej ze
spektrometrig masowg dokonano analizy kwasdéw ttuszczowych, ktéra wykazata akumulacje kwaséw 3-
hydroksy Cis-C,, Wskazujgc na zahamowanie etapu dehydratacji w systemie FAS Il
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Podsumowujgc, w pracy tej na podstawie dowoddéw genetycznych i biochemicznych wykazano, ze izoksyl
i tioacetazon hamujg etap dehydratacji systemu FAS Il. Zahamowanie enzyméw systemu FAS Il jest
skutecznym sposobem zabicia pratkdw gruzlicy. Przyktadem skutecznego leku przeciwgruZliczego,
hamujgcego synteze kwaséw mikolowych jest izoniazyd hamujacey InhA. lzoksyl, tioacetazon oraz
perchlozone sg pierwszymi znanymi zwigzkami bedgcymi inhibitorami dehydrataz B-hydroksyacylu. Nie
wykazujg opornosci krzyzowej z izoniazydem, jak rowniez aktywowane sg przez inny enzym. Opracowanie
inhibitoréw dehydrataz w przysztosci moze dostarczy¢ nowych lekdw przeciwgruzliczych o skutecznosci
poréwnywalnej do izoniazydu.

Favrot L., Grzegorzewicz A.E., Lajiness D.H., Marvin R.K., Boucau J., Isailovic D., Jackson M., Ronning D.R.
Mechanism of inhibition of Mycobacterium tuberculosis antigen 85 by ebselen. Nat. Commun. 2013, 4,
2748.

Wsréd biatek wydzielniczych M. tuberculosis naczelne miejsce zajmuje kompleks antygenu 85 na ktéry
sktadaja sie trzy biatka (antygen 85a, antygen 85b oraz antygen 85c). W pracy tej opisano identyfikacje
oraz mechanizm dziatania, in vitro i in vivo, inhibitora kompleksu antygenu 85 - ebselenu. Podczas badan
przesiewowych z zastosowaniem testu fluorescencyjnego zidentyfikowano ebselen jako inhibitor
antygenu 85c. Ebselen wykazuje aktywnos$¢ bakteriobdjczg w stosunku do pratkdéw lekowrazliwych i
lekoopornych.

Ebselen jest aromatyczng czasteczkg z atomem selenu uwiezionym w jednym z pierscieni. Badania z
uzyciem monomikolanu trehalozy i trehalozy znakowanej 1%C nie tylko potwierdzity hamujgce dziatanie
ebselenu na antygen 85c, ale dodatkowo wykazaty, ze zwigzek ten jest takze inhibitorem antygenu 85a i
b. W celu identyfikacji dziatania ebselenu na kompleks antygenu 85 in vitro zastosowano metode
znakowania weglem %C i dowiedziono, ze ebselen doprowadza do zahamowania syntezy dimikolanu
trehalozy oraz kompleksu arabinogalaktan-kwasy mikolowe (mAG), a jednoczesnie nie ma wptywu na
synteze monomikolanu trehalozy. Ebselen jest znany jako zwigzek reagujgcy z tiolami, gdyz selen zawarty
w czasteczce ebselenu tworzy stabilne wigzanie z siarkg grupy tiolowej. Dlatego zaproponowalismy
hipoteze, ze ebselen reaguje z cysteing antygenu 85c. Antygen 85c posiada tylko jedng cysteine (C209).
Cysteina 209 nie wchodzi jednak w sktad centrum aktywnego antygenu 85c i jest zlokalizowana na C koncu
potozonej centralnie [B-harmonijki. Analiza za pomoca spektrometrii masowej antygenu 85c
inkubowanego z ebselenem wykazata wzrost masy réwny jednej czasteczce ebselenu (274.18 Da)
potwierdzajgc kowalencyjne wigzanie ebselenu do czgsteczki cysteiny. Udowodniono réwniez
kowalencyjne wigzanie ebselenu do cysteiny (C211) antygenu 85a i b. Nastepnie wykazano, ze
modyfikacja antygenu 85c przez ebselen doprowadza do utraty przez to biatko aktywno$ci enzymatyczne;.
Podobny efekt zaobserwowano, gdy cysteine 209 zamieniono na inny aminokwas. Wyniki te wskazywaty
na wazng role cysteiny 209 w aktywnosci enzymatycznej antygenu 85c. Spektroskopia rentgenowska
antygenu 85c inkubowanego z ebselenem wykazata, ze zwigzek ten zmienia strukture centrum aktywnego
antygenu 85c, poprzez modyfikacje sieci wigzan wodorowych wystepujacych miedzy triadg katalityczna
antygenu 85c, cysteing 209 i alfa helisg dziewiata.

Podsumowujgc, w pracy tej opisano mechanizm inhibicji antygenu 85 c przez ebselen, ktéry wykazuje
wiasciwosci bakteriobdjcze w stosunku do pratkéw lekowrazliwych oraz wielolekoopornych. Uzyskane
wyniki udowodnity, ze modyfikacja cysteiny antygenu 85 jest skutecznym sposobem zahamowania
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aktywnosci tego enzymu, jednoczes$nie z uwagi na istotng role tego aminokwasu dla aktywnosci antygenu
85 nie powinno dochodzié¢ do jej mutacji w bakteriach.

Grzegorzewicz A.E, Eynard N., Quémard A., North E.J., Margolis A, Lindenberger J.J., Jones V.,
Korduldkova J., Brennan P.J., Lee R.E., Ronning D.R., McNeil M.R., Jackson M. Covalent modification of
the Mycobacterium tuberculosis FAS-11 dehydratase by isoxyl and thiacetazone. ACS Infect. Dis. 2015, 1,
91-97.

Praca ta jest kontynuacjg badan nad mechanizmem dziatania izoksylu i tioacetazonu na komérki pratkéw
gruzlicy. W pracy (Grzegorzewicz et al., 2012) wykazano, ze zwigzki te dziatajg na dehydratazy B-
hydroksyacylu, jednak wcigz pozostawato do okreslenia w jaki doktadnie sposéb izoksyl i tioacetazon
hamujg ten etap syntezy kwaséw mikolowych. Najczesciej pojawiajgca sie mutacjg u szczepdw opornych
na oba leki, byta niesynonimiczna mutacja punktowa w genie hadA, zmieniajgca cysteine na seryne (C61S).
Wysunieto hipoteze, ze grupa tiomocznikowa izoksylu i tioacetazonu wigze sie kowalencyjnie z cysteing
biatka HadA. Préby udowodnienia tej hipotezy w systemie in vitro, w ktérym inkubowano oczyszczone
biatko HadA z badanymi zwigzkami nie powiodty sie, prawdopodobnie ze wzgledu na brak prawidtowe;j
aktywacji lekéw, do ktérej wymagana jest obecnos$é wspomnianej wczesniej monooksygenazy EthA.
Skonstruowano szczep rekombinacyjny M. bovis BCG z nadekspresjg biatka HadA i poddano go dziataniu
izoksylu lub tioacetazonu, a nastepnie wyizolowano i oczyszczono biatko HadA i poddano je analizie
metodami spektrometrii masowej. Przewagg systemu, w ktérym jako gospodarza uzyto M. bovis BCG byta
obecnos¢ u tej bakterii monooksygenazy EthA, aktywatora obu zwigzkdéw. Zaobserwowano, ze biatko
HadA inkubowane z izoksylem lub tioacetazonem jest mniejsze o dwie jednostki masy od biatka w prdbie
kontrolnej. Ponadto masa atomowa HadA ulegta zwiekszeniu o 2 jednostki masy po potraktowaniu
srodkiem redukujacym. Wyniki te wskazywaty na powstanie mostka dwusiarczkowego pomiedzy dwiema
cysteinami obecnymi w biatku HadA. Analiza peptyddéw uzyskanych po trawieniu biatka HadA trypsyna
wykazata obecnos¢ dwupeptydu potgczonego mostkiem dwusiarczkowym utworzonym pomiedzy
cysteinami C61 i C105 biatka HadA. Na tym etapie badan nie udato sie jednak wyizolowaé¢ komplekséw
enzym-inhibitor, prawdopodobnie ze wzgledu na ich niestabilnos¢ spowodowanych obecnoscia drugiej
cysteiny (C105) w biatku HadA. W celu stabilizacji komplekséw enzym-inhibitor przygotowano biatko
rekombinowane HadA, w ktorym zamieniono cysteine (C105) na alanine. M. bovis BCG z nadekspresjg
zmutowanego genu hadA zostato poddane dziataniu tioacetazonu, a nastepnie, podobnie jak w
poprzednich eksperymentach, oczyszczone biatko HadA zostato zanalizowane metodami spektrometrii
masowej. Masa zmutowanego biatka HadA izolowanego z komdérek pratkdw inkubowanych z
tioacetazonem zwiekszyta sie 0 234 jednostki masy, wskazujgc na wigzanie sulfenowej formy tioacetazonu
do biatka HadA. Przygotowano rekombinacyjny szczep E. coli, w ktérym, oprécz nadekspresji
zmutowanego genu hadA, dokonano réwniez nadekspresji aktywatora izoksylu i tioacetazonu genu ethA.
Analiza zmutowanego biatka HadA izolowanego z komdrek E. coli poddanych dziataniu izoksylu wykazata
wzrost masy czgsteczkowej biatka HadA o 394 jednostki masy. Podobnie, jak w przypadku tioacetazonu
aktywng formg izoksylu wigzgca sie do biatka HadA jest jego forma sulfenowa.

Wigzanie izoksylu lub tioacetazonu do cysteiny 61 biatka HadA, najprawdopodobniej blokuje dostep
substratu do kanatu wigzacego jego cze$é acylowg, znajdujgcego sie na pograniczu biatek HadA i HadB. W
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wyniku zahamowania aktywnosci dehydrataz zostaje przerwana synteza kwaséw mikolowych czego
rezultatem jest Smieré komorki bakteryjnej. Badania te rowniez dostarczyty informacji na temat aktywnej
formy izoksylu i tioacetazonu, ktéra jest pochodng sulfenowa obu zwigzkéw.

Jednym z podstawowych problemdw przy stosowaniu izoksylu i tioacetazonu byto powstawanie szczepéw
opornych z mutacjg w genie ethA odpowiedzialnym za aktywacje obu prolekéw. Dzieki poznaniu aktywnej
formy tych zwigzkéw mozna zaprojektowac leki, ktére nie wymagatyby etapu aktywacji, omijajgc w ten
sposdb mozliwos¢ powstania szczepdw opornych. Powyzej opisane odkrycia powinny poméc w syntezie
nowych inhibitoréow etapu dehydratacji.

Grzegorzewicz A.E., de Sousa-d'Auria C., McNeil M.R., Huc-Claustre E., Jones V., Petit C., Angala S.K,,
Zemanova J., Wang Q., Belardinelli J.M., Gao Q., Ishizaki Y., MikuSova K., Brennan P.J., Ronning D.R., Chami
M., Houssin C., Jackson M. Assembling of the Mycobacterium tuberculosis Cell Wall Core. J. Biol. Chem.
2016, 291, 8867-79.

W ostatnich latach scharakteryzowano u bakterii Gram-dodatnich enzymy odpowiedzialne za transfer
polimeréw Sciany komérkowej, tj. kwaséw tejchojowych, z ich lipidowego nosnika do peptydoglikanu.
Enzymy te nalezg do rodziny biatek LytR-Cps2A-Psr (LCP). Biorgc pod uwage podobienstwo pomiedzy
odcinkiem kotwiczgcym kwaséw tejchojowych i arabinogalaktanu, wysunelismy hipoteze, ze rekcja ligacji
peptydoglikanu i arabinogalaktanu moze by¢ réwniez katalizowana przez enzymy z rodziny LCP. Enzym
ten powinien katalizowa¢ reakcje hydrolizy pirofosforanu w pirofosforanie dekaprenylu nalezgcym do
odcinku kotwiczgcego oraz przeniesienia arabinogalaktanu lub jego prekursora do kwasu muraminowego
peptydoglikanu.

Biatka LCP posiadajg konserwatywna drugorzedowga strukture, charakteryzujgcq sie obecnoscig N-
korncowej domeny cytoplazmatycznej, od jednej do trzech domen transbtonowych i peryplazmatycznego
regionu zawierajgcego domene katalityczng LytR-Cps2A-Psr. Opierajac sie na tych kryteriach dokonalismy
analizy genomu M. tuberculosis w celu identyfikacji biatek LCP. Wyniki analizy ujawnity obecno$¢ trzech
biatek (Rv3267, Rv3484 i Rv0822c) posiadajgcych motyw LCP i charakterystyczng dla biatek LCP strukture
drugorzedowg. Analiza eksperymentalna topologii biatek Rv3267(CpsAl), Rv3484 (CpsA2) i Rv0822c
potwierdzita lokalizacje ich C-korfca zawierajgcego domene katalityczng LCP w peryplazmie.
Rekombinowane biatka Rv3267, Rv3484 i Rv0822c przetestowano na aktywnosc¢ pirofosfatazy w tescie z
uzyciem pirofosforanu geranylu. Wszystkie trzy biatka wykazaty zdolnos$¢ do uwolnienia fosforu z grupy
pirofosforanowej. Aktywnos¢ ta byta zalezna od jondéw Mg2+. W kolejnym etapie badan podjeto prébe
delecji gendéw kodujacych Rv3267, Rv3484 i Rv0822c. Indywidualna delecja gendéw kodujgcych biatek LCP,
jak réwniez potgczona delecja Rv3267 i Rv0822c¢ nie byta istotna dla przezycia pratkdéw gruzlicy. Nie udato
sie uzyska¢ mutantéw z podwdjng delecjg gendw Rv3267 i Rv3484. Wyniki te wskazywaty na to, ze Rv3267
i Rv3484 posiadajg aktywnos$é komplementarng i sg niezbedne dla przezycia tych bakterii. Podczas gdy
delecja Rv3484 lub Rv0822c nie przyczynita sie do istotnych zmian w szybkos$ci wzrostu mutantéw, istotne
zmiany zaobserwowano dla szczepu z delecjg Rv3267, ktéry nie tylko charakteryzowat sie wolniejszym
wzrostem i modyfikacjg cech morfologicznych, ale réwniez wykazywat zwiekszong wrazliwo$é na szereg
antybiotykdéw. Analiza zawartosci odcinka kotwiczgcego u szczepdw z delecjg biatek LCP nie wykazata
istotnych zmian, prawdopodobnie ze wzgledu na komplementarng aktywnosé tych biatek.
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U blisko spokrewnionych bakterii Corynebacterium glutamicum zidentyfikowano dwa biatka nalezace do
rodziny LCP, Cg0847 i Cg3210. Cg0847 jest ortologiem Rv3267ijego delecja jest letalna dla C. glutamicum.
Cg0847 przypomina Rv0822c i nie jest istotny dla przezycia C. glutamicum. Przygotowano rekombinacyjny
szczep C. glutamicum, w ktéorym ekspresja genu (Cg0847 byta zalezna od obecnosci
tiogalaktozydu izopropylu. Bakterie C. glutamicum z obnizong ekspresjag Cg0847 charakteryzowaty sie
wolniejszym wzrostem oraz odmienng morfologia. Za pomoca cryo-TMM zaobserwowano zmiany w
wygladzie btony zewnetrznej, ktéra nie stanowita jednolitej, ciggtej warstwy tak jak u typu dzikiego C.
glutamicum. Ponadto wykazano, ze obnizona ekspresja Cg0847 prowadzi do wydzielania przez C.
glutamicum materiatu zewnatrzkomérkowego sktadajgcego sie przede wszystkim z fragmentéw btony
zewnetrznej i peptydoglikanu. Jednoczesnie analiza odcinka kotwiczagcego w warunkach obnizonej
ekspresji Cg0847 wykazata obnizong ilo$¢ arabinogalaktanu przytgczonego do peptydoglikanu.

Uzyskane wyniki wskazywaty na to, ze to Rv3267 i Rv3484 petnig funkcje ligaz odpowiedzialnych za
potgczenie peptydoglikanu i arabinogalaktanu u M. tuberculosis. Rv0822c, najprawdopodobniej petni
odmienng funkcje, gdyz byto mozliwe uzyskanie podwdjnego mutanta z rownoczesng delecjg Rv0822c i
Rv3267. Funkcje ligazy u C. glutamicum petni jeden enzym Cg0847.

ZA NAJWAZNIEJSZE OSIAGNIETE REZULTATY UWAZAM:

1. Odkrycie i scharakteryzowanie biatka MmpL3 odpowiedzialnego za translokacje kwaséw
mikolowych z cytoplazmy do przestrzeni peryplazmatyczne;.

2. Odkrycie i scharakteryzowanie enzymoéw odpowiedzialych za ligacje arabinogalaktanu i
peptydoglikanu u Mycobacterium tuberculosis i Corynebacterium glutamicum.

3. Okreslenie molekularnego mechanizmu dziatania izoksylu i tioacetazonu na synteze kwaséw
mikolowych M. tuberculosis poprzez zahamowanie etapu dehydratacji FAS Il

4. Wyjasnienie mechanizmoéw opornosci M.tuberculosis na izoksyl i tioacetazone.

5. Okreslenie molekularnego mechanizmu dziatania ebselenu na kompleks antygenu 85 M.
tuberculosis.

6. Opracowanie testu do skriningu inhibitoréw transferazy ramnozowej WbbL oraz innych trasferaz
glikozydowych.

Wyniki zaprezentowane w wyzej opisanych pracach moga przyczyni¢ sie do zaprojektowania lekéw
przeciwgruzliczych o nowych mechanizmach dziatania, niewykazujgcych krzyzowej opornosci z
obecnie stosowanym terapeutykami. Szczegdlnie atrakcyjnym wydaje sie opracowanie lekéw
opartych na zahamowaniu aktywnosci biatka MmpL3, jak rowniez biatek petnigcych funkcje ligaz -
CpsAl and CpsA2. Biorgc pod uwage udowodniong juz skutecznos¢ izoksylu i tioacetazonu w terapii
gruzlicy, dogtebne poznanie mechanizmu dziatania tych antybiotykdw pozwoli na zaprojektowanie
lekéw o podobnej skutecznosci, ale z lepszymi wtasciwosciami farmakokinetycznymi.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH
Podsumowanie

Moj dorobek naukowy obejmuje wspétautorstwo w 25 artykutach oryginalnych i przeglgdowych: 20
pracach oryginalnych opublikowanych w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports,
w tym (pierwszy autor —5 prac, w tym jednej pracy réwnorzednie z pierwszym autorem), wspoétautorstwo
w 5 pracach spoza bazy JCR, w tym 4 artykutach przeglgdowych i jednym rozdziale do ksigzki, 28
komunikatach zjazdowych oraz 2 referatach wygtoszonych na miedzynarodowych i krajowych
konferencjach. Sumaryczny wspdtczynnik wptywu (IF, impact factor) wszystkich prac wynosi 80,01, a suma
punktow MNiSW: 571,5. Do dnia 4 maja 2018r., wedtug bazy Web Of Science (WOS), prace byty cytowane
558 razy, w tym 539 razy wyfaczajgc autocytowania. tgczny IF szesciu prac objetych rozprawag habilitacyjna
wynosi 40,195, przy ilosci cytowan 265.

Ponadto w ramach dziatalnosci naukowej uczestniczytam w czterech projektach badawczych
finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (w tym w jednym bytam kierownikiem).
Ponadto bytam wykonawca w czterech projektach finansowanych przez amerykanski Narodowy Instytut
Zdrowia (NIH) i Narodowy Instytut Alergii i Chordb Zakaznych (NIAID). Bratam udziat w jednym projekcie
uczelnianym (Uniwersytet Stanowy Kolorado) oraz jednym projekcie finansowanym przez Instytut
Kolorado Nauk Klinicznych i Translacyjnych (CCTSI).

A) PRZEBIEG PRACY NAUKOWEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Powierzchniowe sktadniki oston komérkowych aktynobakterii

Prace magisterskg zatytutowana ,Poszukiwanie aktywnosci fosfolipazy A2 w macierzy jadrowej i jej
biatkowych sktadnikach” wykonatam pod opieka prof. dr hab. Arkadiusza Kozubka w Instytucie Biochemii
i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Wroctawskiego. W roku 1997 rozpoczetam prace w Zaktadzie
Immunologii Choréb Zakaznych Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu na
stanowisku asystenta technicznego. Dotaczytam do Laboratorium Aktynomikologii kierowanego przez
prof. dr hab. Haline Mordarska, ktéra zajmowata sie problemami zakazen wywotanych przez
promieniowce. W ramach grantu dla mtodego pracownika (Zat. 3: VII, proj. 1), podjetam badania nad
lokalizacja glikolipiddw gtédwnych Propionibacterium proponicum w ostonach komdérkowych. Wyniki badan
zostaty zaprezentowane w postaci doniesienia konferencyjnego (Zat. 3: X.1. konf. 4) oraz staly sie
inspiracjg tematu mojej pracy doktorskiej zatytutowanej ,,Powierzchniowe sktadniki oston komérkowych
aktynobakterii”. Podjety temat byt istotny ze wzgledu na poznanie struktur drobnoustrojéw biorgcych
udziat w mechanizmach patogenezy. Celem pracy byta charakterystyka oston komdérkowych wybranych
szczepOw promieniowcdw obejmujgca analize ultrastruktury, wtasciwosci fizyko-chemicznych i sktadu
chemicznego, ze szczegdlnym uwzglednieniem lokalizacji glikolipidow gtéwnych tych bakterii. Do badan
wybrano szczepy promieniowcow z grup wykazujacych réznice w budowie i sktadzie oston komadrkowych,
czyli Propionibacterium proponicum, Saccharopolyspora hirsuta, Nocardiopsis dassonvilei, Gordonia
bronchialis i Rhodococcus equi. Nie bez znaczenia byt fakt, ze struktury glikolipdéw gtéwnych tych bakterii
zostaty wczesniej ustalone w Laboratorium Aktynmikologii. W pracy dokonano analizy lokalizacji
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rozmieszczenia glikolipdéw gtéwnych w ostonach komérkowych stosujagc metody biochemiczne, jak
rowniez opracowano metode immunochemiczng. Obie metody potwierdzity lokalizacje glikolipidéw
gtéwnych Propionibacterium proponicum, Saccharopolyspora hirsuta oraz Nocardiopsis dassonvilei, przde
wszystkim w bfonie cytoplazmatycznej oraz Rhodococcus equi i Gordonia bronchialis na powierzchni
komérki. Stosujgc rézne metody mikroskopowe dokonano réwniez analizy struktur oston komdérkowych.
Badania byly realizowane w ramach grantu promotorskiego (Zat. 3: VII, proj. 2) oraz zostaty
zaprezentowane w formie doniesien zjazdowych (Zat. 3: X.1 konf.7,10,11; X.2 konf. 1,7). Podczas
wykonywania mojej pracy doktorskiej odbytam staz naukowy w Centrum Chemicznym Uniwersytetu Lund
w Szwecji, w laboratoriom kierowanym przez prof. Bengta Danielssona. Dzieki tej wspdtpracy miatam
mozliwo$¢ zapoznania sie z technikg mikroskopii sit atomowych, ktéra zostata zastosowana do analizy
oston komérkowych promieniowcéw. Opis techniki mikroskopii sit atomowych wraz z przyktadami jej
zastosowania do analizy oston komorkowych aktynobakterii zostat zawarty w pracy przeglagdowej (Zat. 3:
1.1.2. Art. 4).

Réwnolegle do badan prowadzonych w ramach mojej pracy doktorskiej uczestniczytam w pracach
Laboratorium Aktynomikologii, ktére w pdzniejszym czasie weszto w strukture Laboratorium Mikrobiologii
Lekarskiej, kierowanego przez prof. dr. hab. Andrzeja Gamiana.

Ponizej przedstawiono najwazniejsze osiggniecia wynikajace z realizacji tych badan:

Identyfikacja i analiza strukturalna glikolipidow gtéwnych

Propionibacterium propionicum wystepuje w jamie ustnej cztowieka i jest czynnikiem etiologicznym
zakazen przypominajacych typowg promienice. W ostonach komérkowych Propionibacterium
propionicum zostaty wykryte glikolipidy gtéwne, ktdére okazaty sie uzytecznym narzedziem
diagnostycznym. Méj udziat w tym projekcie polegat na izolacji i oczyszczaniu glikolipidéw gtéwnych z
komoérek Propionibacterium proiponicum (Zat. 3: X.1. konf.1).

Bakterie z rodzaju Rothia zaliczane sg do bakterii oportunistycznych mogg wywotywac zapalenie miesnia
sercowego, zapalenie ptuc i posocznice. Bratam udziat w ustaleniu struktury glikolipidu gtdwnego Rothia
dentocariosa oraz badaniu wtasciwosci biologicznych glikolipidu gtownego Rothia mucilaginosa. Glikolipid
gtéwny Rothia dentocariosa okazat sie dimmanozyloglicerydem. Wyniki tych badan zostaty
zaprezentowane w formie publikacji (Zat. 3: 1.1.1. Art. 1 oraz Zat. 3: 1.2.1. Art. 1).

W latach 2000-2003 bratam udziat w projekcie dotyczacym gliko- i fosfolipidéw pratko- i
nokardiopodobnych aktynobakterii nalezgcych do rodzajow Gordonia, Tsukamurella i Oerskovia (Zat. 3:
VI, proj. 3), ktore wywotujg gruzliczopodobne zakazenia oportunistyczne (Zat. 3: X.1. konf. 6,8 oraz Zat.
3: X.2. konf. 4,6). Bratam rowniez udziat w badaniach dotyczacych kwaséw nokardiomikolowych (Zat. 3:
VII, proj. 4 oraz Zat. 3: X.2. konf. 5).

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium wystepujgce w uktadzie pokarmowym cztowieka majg wtasciwosci
probiotyczne. W ramach wspodtpracy z dr Galing Novik z Biatoruskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw w Mifsku
bratam udziat w identyfikacji i analizie glikolipidow i fosfolipidéw Bifidobacterium (Zat. 3: 1.2.1. Art. 2,3 i
Zat. 3: X.2. konf. 2,3).

Badania epidemiologiczne nokardioz i choréb promieniczopodobnych
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Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej IITD PAN w 2000 roku witgczyto sie do europejskiego programu
epidemiologicznego badania nokardioz i choréb wywotywanych przez aktynobakterie. W ramach
popularyzacji tego tematu bytam wspoétautorem prac przeglagdowych (Zat. 3: 1.1.2. Art. 1,2,3). W tym
okresie uczestniczytam w identyfikacji przysytanych izolatow z wykorzystaniem metod chemicznych. W
formie doniesien konferencyjnych zostaty zaprezentowana identyfikacja Actinomyces sp. z przypadku
infekcji aktynomikotycznej (Zat. 3: X.1. konf. 2,3,5), jak rowniez identyfikacja szczepu zawierajacego kwasy
mikolowe wyizolowanego z zakazenia rany po zabiegu kardiochirurgicznym (Zat. 3: X.1. konf. 9,12).

A) PRZEBIEG PRACY NAUKOWEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii otrzymatam w 2003 roku. Od 2004 do 2008 roku
odbywatam staz podoktorski na Uniwersytecie Stanowym w Kolorado (Colorado State University) w
laboratorium kierowanym przez prof. Michela McNeila. W roku 2008 zostatam zatrudniona w
laboratorium Mary Jackson, -poczgtkowo w ramach stazu podoktorskiego, a od roku 2011 na stanowisku
asystenta (research scientist). Ponizej przedstawiono najwazniejsze osiggniecia naukowe tego okresu.

Opracowanie i zastosowanie testow do skriningu inhibitorow hamujacych synteze oston
komérkowych M. tuberculosis

Moéj staz naukowy w laboratorium prof. Michela McNeila rozpoczetam od opracowania testu do skriningu
inhibitorow transferazy ramnozowej WbbL (Zat. 3: VII, proj. 5). Wyniki tych badan zostaty opisane w
publikacji wchodzacej w sktad cyklu habilitacyjnego, jak réwniez byty prezentowane w formie doniesien
konferencyjnych (Zat. 3: X.2. konf. 9,10). Bratam réwniez udziat w opracowaniu testu do skriningu
inhibitorow RmIC, enzymu biorgcego udziat w biosyntezie dTDP-Rha (Zat. 3: VII, proj. 6). Badania te byty
prowadzone we wspodtpracy z Instytutem Medycyny i Inzynierii Uniwersytetu Pensylwanii. Wynikiem tych
badan byta identyfikacja inhibitoréw RmIC, ktdra zostata opisana w publikacji (Zat. 3:1.2.1. Art. 6).

Charakterystyka dziatania bakteriofagowego biatka LysB na ostony komérkowe M. smegmatis

Kaseta lityczna bakteriofaga Ms6 infekujgcego Mycobacterium smegmatis skada sie z pieciu gendw.
Oprocz holiny i endolizyny, Ms6 koduje réwniez biatko LysB, ktére jest lipaza hydrolizujacg wigzanie
estrowe lipidow i estrow. We wspodtpracy z Uniwesytetem Lizboriskim podjelismy badania nad funkcja
biatka LysB w bakteriolizie M. smegmatis. Wykazano, ze biatko LysB dziata na btone zewnetrzng
mikobakterii poprzez hydrolize wigzania estrowego pomiedzy kwasami mikolowymi i arabinogalaktanem
oraz pomiedzy kwasami mikolowym i trehalozg w dimikolanie trehalozy. Wyniki tych badan zostaty
przedstawione w formie publikacji i doniesienia konferencyjnego (Zat. 3: 1.2.1. Art. 7 oraz Zat. 3: X2. konf.
11).

Charakterystyka enzymoéw M. tuberculosis katalizujgcych synteze oston komérkowych
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Identyfikacja biatka MmpL3 odpowiedzialnego za translokacje kwaséw mikolowych z cytoplazmy do
przestrzeni peryplazmatycznej oraz ligaz odpowiedzialnych za potgczenie arabinogalaktanu i
peptydoglikanu (Zat. 3: VII, proj. 8,10) zostata opisana w publikacjach stanowigcych cykl habilitacyjny,
ponadto wyniki byly prezentowane w formie doniesienia konferencyjnego (Zat. 3: X.2. konf. 12) oraz
publikacji (Zat. 3:1.2.1. Art. 14).

W ramach wspodtpracy z Uniwersytetem Birmingham bratam udziat w identyfikacji transferazy
ramnozowej Corynebacterium glutamicucm NCgl0543 katalizujgcej dodanie koicowej ramnozy do rdzenia
arabinianowego (Zat. 3: 1.2.1. Art. 5).

We wspétpracy z Papieskim Uniwersytetem Katolickim z Rio Grande ustalilismy, ze
fosforybozylotransferaza uracylowa, kodowana przez upp (Rv3309c), katalizujgca utworzenie urydyno-5'-
monofosforanu (UMP) nie jest istotna dla przezycia M. tuberculosis (Zat. 3:1.2.1. Art. 18).

Hydrolazy epoksydowe Mycobacterium tuberculosis

Analiza genomu Mycobacterium tuberculosis wykazata obecnos¢ szesciu domniemanych hyrolaz
epoksydowych (EphA-EphF), prawdopodobnie zaangazowanych w metabolizm kwasoéw ttuszczowych. W
celu okreslenia funkcji tych enzymoéw dokonalismy delecji poszczegdlnych gendéw kodujacych hydrolazy
epoksydowe. Zadna z hydrolaz epoksydowych nie byta niezbedna Mycobacterium tuberculosis do
przezycia. Jednak mutanty pozbawione genu ephD, wykazaty zmiany w profilu kwaséw mikolowych.
Badania nad funkcjg hydrolazy epoksydowej D (EphD) zostaty podjete we wspdtpracy z dr Jana
Kordulakova z Uniwersytetu Komenskiego w Bratystawie. Wykazano, ze EphD jest zaangazowana w
synteze ketomikolandw. Wyniki tych badan zostaty zawarte w publikacji (Zat. 3: 1.2.1. Art. 19).
Prowadzili§my rowniez badania nad funkcjg hydrolazy epoksydowej E (EphE) (Zat. 3: X.2. kon. 15).

Okreélenie mechanizmu dziatania zwigzkéw wykazujagcych hamujgce dziatanie na wzrost M.
tuberculosis

Oprocz badan nad mechanizmem dziatania izoksylu, tioacetazonu (Zat. 3: VII, proj. 7,9,11) i ebselenu,
ktérych wyniki zostaty zawarte w publikacjach stanowiacych cykl habilitacyjny oraz zaprezentowane w
formie doniesien konferencyjnych (Zat. 3: X.2. konf. 13,14,16) prowadzitam badania nad 2-
aminotiopfenem inhibitorem Pks13. Badania te byty prowadzone we wspétpracy z Uniwersytetem Toledo.
Mo6j udziat polegat na okresleniu dziatania 2-aminotiofenemu na aktywnie rosngce komorki
M.tuberculosis. Wykazatam, ze 2-aminotiofen hamuje synteze wszystkich klas kwaséw mikolowych (Zat.
3:1.2.1. Art. 16).

Pochodna mocznika (AU1235) zidentyfikowana pierwotnie jako inhibitor MmplL3 okazata sie rowniez
inhibitorem hydrolaz epoksydowych M.tuberculosis. Opierajac sie na tym odkryciu, zsyntetyzowano
zwigzki o podobnej strukturze, ale odznaczajace sie lepszymi wtasciwosciami farmakokinetycznymi.
Opracowane inhibitory zostaty przetestowane pod wzgledem ich zdolnosci do hamowania EphA i EphB,
jak roéwniez aktywnie rosnacych pratkdw gruzlicy. Badania te byly prowadzone we wspétpracy z
Badawczym Szpitalem Dzieciecym im Sw. Juda i zostaty zaprezentowane w formie publikacji (Zat. 3:1.2.1.
Art. 8,10,12).
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