Streszczenie

Wywolywana przez bakteri¢ Mycobacterium tuberculosis gruzlica, to choroba, ktora
co roku powoduje $mier¢ okoto dwoch milionow ludzi na catym $wiecie (raport WHO, 2009).
Pomimo, ze skuteczna walka z tg chorobg rozpoczeta si¢ wiele dekad wczeéniej wraz z
wynalezieniem pierwszego przeciwgruzliczego antybiotyku — streptomycyny, to dane
statystyczne nie daja powodow do optymizmu. Na domiar ztego, w ostatnich latach obserwuje
si¢ dodatkowo pojawianie si¢ szczepow opornych na kilka lub nawet wszystkie klasycznie
stosowane leki przeciwgruzlicze. Za sukces Mycobacterium tuberculosis jako patogenu
uznawana jest powszechnie jego zdolno$¢ do precyzyjnego regulowania procesu namnazania
si¢ podczas rozwoju i przebiegu infekcji. Bakteria ta jest zdolna przetrwac wiele lat w stanie
utajonego — latentnego zakazenia, podczas ktorego nie namnaza si¢, lub namnaza si¢ w
powolnym tempie. Niestety, pratki gruzlicy sa w stanie wykorzysta¢c moment czasowego
obnizenia aktywno$ci systemu immunologicznego gospodarza i zaczynaja si¢ intensywnie
namnaza¢ powodujac nawr6t pelnoobjawowej choroby. Drugim niestychanie waznym
czynnikiem odpowiadajacym za zjadliwo$¢ patogennych mykobakterii jest niezwykta $ciana
komoérkowa, niespotykana u innych bakterii. Dzieki swoim unikalnym wlasciwosciom jest
ona w stanie ochroni¢ pratki gruzlicy przed niesprzyjajacymi warunkami bytowania we
wnetrzu organizmu ludzkiego, jak na przyktad przed kwasnym Srodowiskiem fagosomu do
ktorego pratki dostaja si¢ po wchtonigciu przez makrofagi alweolarne ptuc. Z drugiej strony,
elementy $ciany komérkowej pratkoéw takie jak glikolipidy, woski czy ostonka komorkowa sa
w stanie wpltywa¢ na uktad odpronosciowy gospodarza, modulujac typ odpowiedzi
immunologicznej i pozwalajac na unikanie mechanizméw obronnych gospodarza. Sciana
komorkowa mykobakterii pozostaje réwniez w duzym stopniu nie przepuszczalna dla
wigkszosci stosowanych w medycynie lekow przeciwbakteryjnych, obnizajac szans¢ na

szybkie 1 efektywne zwalczenie zakazenia.

Synteza $ciany komoérkowej od lat byta bardzo atrakcyjnym procesem dla
poszukiwania skutecznych lekéw przeciwbakteryjnych, gtownie ze wzglgdu na jego
znaczenie dla przezywania drobnoustrojow w $rodowisku 1 w organizmie cztowieka. Leki

hamujace synteze elementow Sciany komorkowej pozostaja w grupie najskuteczniejszych, nie
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mniej jednak wykazuja one obnizong aktywno$¢ wobec mikroorganizmoéw wolnorosngcych,
jak M. tuberculosis. Istnieja nawet przypuszczenia, ze jesli udatoby si¢ przyspieszy¢ tempo
namnazania si¢ pratkow wiele dostepnych obecnie lekéw stato by si¢ potencjalnie o wiele
bardziej aktywnych w walce z gruzlica. Powolny wzrost i fakt, ze pratki gruzlicy ograniczaja
synteze nowej Sciany komoérkowej jedynie do dwodch regionéw w komorce — przegrody
podziatowej oraz koncow komorki, wptywaja na limitowang skuteczno$¢ stosowanych lekow.
Podziat komoérki i zwigzane z nim wytwarzanie S$ciany komodrkowej s3 procesami
niezbednymi dla przetrwania i namnazania si¢ bakterii 1 upatrywane s3 jako potencjalne

tarcze dla nowych lekow przeciwpratkowych.

Podziat komorki pratkow nastepuje podczas cyklu komorkowego zaraz po replikacji
chromosomu bakteryjnego i1 cze$ciowo zazebia si¢ z jego segregacja do przeciwleglych
biegundéw komorki. Proces tworzenia przegrody podziatowej jest mozliwy dzieki biatku FtsZ,
ktore nalezy do dynamicznych elementéw cytoszkieletu bakteryjnego i ma wlasnosci
GTPazy. Biatko FtsZ jest zdolne do tworzenia pierScienia podzialowego, umiejscawianego w
centrum komorki gotowej do podzialu, dzigki dzialaniu skomplikowanych mechanizéw
regulacyjnych. Do powstajacego pierscienia podzialowego przylacza si¢ kolejno kilkanascie
innych bialek w celu zsyntetyzowania $ciany poprzecznej, a nastgpnie rozdzielenia
nowopowstalych komorek potomnych poprzez hydrolize nadmiaru $ciany komorkowe;j
pomiedzy nimi. Wspdtistnienie dwoch przeciwstawnych procesow — syntezy i hydrolizy
sciany komorkowej wymaga Scistego skoordynowania tych procesow, stad biatka wchodzace
w sktad kompleksu podziatowego sg rekrutowane w odpowiedniej kolejnosci. Jakiekolwiek
zaburzenia tego procesu powodowalyby bowiem niezdolno$¢ komorek bakteryjnych do

namnazania si¢ a czesto nawet $mier¢ komorki poprzez lize.

W prezentowanej pracy skoncentrowano si¢ na okreSleniu roli biatka Rv00llc,
bedacego homologiem biatka CrgA, niedawno opisanego u Streptomyces coelicolor jako
biatko zaangazowane w regulacje 1 przebieg podzialu komoérki. CrgA jako mate,
przezblonowe biatko zostato uznane za potencjalny inhibitor podziatu komarki u S. coelicolor
negatywnie oddzialywujac na stabilno$¢ biatka FtsZ. Z drugiej strony okazato si¢ ono
absolutnie niezbedne w przebiegu podzialu komorki blisko spokrewnionego S. arvemitilis.
Pomimo dwoch tak skrajnych wynikow z bardzo blisko spokrewnionych ze sobg bakterii, w
obydwu przypadkach CrgA zostalo w posredni lub bezposredni sposob powigzane z
mechanizmami podzialu komoérkowego przebiegajacego z udzialem biatka FtsZ. Nie

okreslono jego roli w alternatywnej drodze rozmnazania si¢ tych promieniowcow poprzez
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fragmentacj¢ komorki - strzepki. Gen kodujacy CrgA znajduje si¢ na chromosomie pratkow
gruzlicy w bezposrednim sgsiedztwie klasteru gendéw regulujacych ksztatt komorki i
uczestniczacych w procesie podziatu komorki, zawierajacego migdzy innymi: FtsZ interacting
protein A (fipA, rv0019c), RodA (rv0017c), PbpA (rv0016c), kinazy serynowo-treoninowe
PknA (rv0015c) i PknB (rv0014c). Przypuszcza si¢, ze geny znajdujgce si¢ w swoim poblizu
na genomie mogg potencjalnie by¢ odpowiedzialne za te same procesy, co wspiera hipotezg o

mozliwym zaangazowaniu CrgA w procesy tworzenia przegrody podziatowe;.

Dzigki zastosowaniu szeregu réznorodnych technik z pogranicza biologii
molekularnej, gentyki i biochemii, w prezentowanej pracy dokonano analizy funkcji
homologa CrgA w komoérkach Mycobacterium tuberculosis. W celu zrealizowania zatozen
projektu skonstruowano szczepy charakteryzujace si¢ zmienonym poziomem biatka CrgA.
Okreslono takze ilos¢ molekut tego biatka przypadajacych na kazda komorke pratka jako
okoto 20,000 czasteczek. Oznacza to, ze biatko CrgA jest do$¢ liczne w komorce, w
porownaniu na przyklad z innym biatkiem zaangazowanym w podzial komorki — FtsQ,
ktérego liczebno$¢ okresla si¢ jako mniej niz 100 na kazda komorke bakteryjng. W pracy
przeanalizowano nastepnie tempo wzrostu, morfologi¢ i dlugo$s¢ komorek, ktéore maja
zmienione ilodci biatka CrgA w komorce. Okazato sie, ze 4,5-krotna nadprodukcja CrgA, w
fazie logarytmicznego wzrostu, powodowata jedynie nieznaczne przyspieszenie
czestotliwosci podziatu komorek pratkoéw bez zmiany ich morfologii. Zmniejszenie poziomu
badanego biatka o ~33% poprzez wyciszenie ekspresji przy uzyciu antysensowego mRNA,
powodowato drastyczne zwolnienie tempa wzrostu komorek przy jednoczesnym ich
wydtuzeniu $rednio o 36% wzgledem szczepu dzikiego. Dla powyzszych szczepow
przebadano takze tworzenie blony komorkowej pomiedzy dzielagcymi si¢ komdrkami przy
uzyciu barwienia z FM4-64. Szczep dziki nie r6znit si¢ od nadprodukujacego CrgA w ktorym
stwierdzono ~13% komorek posiadajacych btone komorkowa w centrum komorki. Dla
szczepu z obnizonym poziomem badanego bialka zaobserwowano zwigkszona czgstosé
wystepowania btony miedzykomorkowej tj. u ~18% komorek, jednocze$nie odnotowano
jednak duza populacje dlugich komorek, ktore normalnie powinny byly przejs¢ podziat

komorkowy, bez widocznej przegrody.

Podobne wyniki liczbowe zaobserwowano przy zastosowaniu barwienia komoérek przy
pomocy fluorescencyjnej vankomycyny. O ile H37Rv posiadat sygnat fluorescencyjny na
srodku komoérki u ~14.5% komorek, a szczep z obnizonym poziomem CrgA u az 19,5%

komorek, to szczep nadprodukujacy CrgA wykazywal obecnos¢ fluorescencyjnego barwnika
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jedynie u okoto 9% komorek. Korzystajac z dostgpnosci w laboratorium fluorescencyjnego
analoga ramoplaniny, po raz pierwszy uwidoczniono miejsca pierwotnej syntezy
peptydoglikanu w komoérkach M. tuberculosis w alternatywny sposob. Ramoplanina jest
bowiem w stanie wigza¢ nie tylko zaangazowane w syntez¢ peptydoglikanu biatko murG ale

takze podjednostki syntezy peptydoglikanu — lipidu | oraz lipidu II.

Nastepnie, postanowiono uwidoczni¢ wewnatrzkomoérkowy lokalizacje biatka CrgA
poprzez dokonanie jego fuzji z bialkiem jasnoniebieskiej fluorescencji (CFP). Niestety ze
wzgledu na konieczno$¢ zastosowania specjalnych s$rodkdéw ostrozno$ci przy pracy z
patogennymi pratkami gruzlicy nie udato si¢ uzyskac zdje¢ mikroskopowych o odpowiedniej
jakosci, stad zdecydowano o wykorzystaniu gospodarza zast¢pczego — Mycobacterium
smegmatis. Byto to zasadne takze ze wzgledu na wysoki procent homologii miedzy CrgA z
obydwu gatunkow, siegajacy 81%. ECFP-CrgA lokalizowato do przegrody komoérkowej w
przypadku ~13% komorek i1 do koncow komorek w przypadku 18% populacji bakterii. Czgsto
bylo widoczne na koncach dwoch komorek, tuz przed ich ostatecznym rozdzieleniem, stad
wywnioskowano, iz obserwowana polarna lokalizacja ECFP-CrgA jest wynikiem niedawno
zakonczonego podzialu komoérkowego. Obserwowane potozenie analizowanego biatka w
centrum komorki byto catkowicie zalezne od obecnosci w komorce biatka FtsZ. W przypadku
szczepu z obnizonym poziomem FtsZ, CrgA nie bylo w stanie lokalizowa¢ do centrum
komorki. Z drugiej strony przy jednoczesnej ekspresji ECFP-CrgA wraz z FtsZ w fuzji z
biatkiem zottej fluorescencji wykazano, iz obydwa biatka znajduja si¢ w centrum komorek w
tym samym miejscu i czasie. Dodatkowo, przy zastosowaniu specjalnie skonstruowanych
skroconych form biatka CrgA ustalono, Ze to jego cytoplazmatyczna, N-koncowa domena jest

odpowiedzialna za specyficzne pozycjonowanie w komorce.

Dzigki zastosowaniu technik chromatografii powinowactwa wykazano istnienie
bezposrednich fizykochemicznych oddziatywan pomigdzy biatkami FtsZ 1 CrgA.
Jednoczes$nie, przy wykorzystaniu techniki in vivo — bakteryjnego systemu dwuhybrydowego
unaoczniono interakcje migdzy CrgA a biatkiem podziatu komoérkowego FtsQ a takze dwoma
komponentami aparatu podzialowego nalezacymi do klasy wysokoczasteczkowych biatek
wigzacych penicyling: Ftsl 1 PbpA. Zauwazono takze, iz molekulty CrgA sa w stanie
oddziatywa¢ pomiedzy soba, co zostalo nastgpnie potwierdzone przy zastosowaniu kolumny
filtracji zelowej. Pozwolito to na ustalenie formy biatka CrgA bgdacego w stanie rdwnowagi

termodynamicznej jako dimer.
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Oddziatywania pomiedzy czasteczkami charakteryzowanego w pracy biatka a
biatkami wigzacymi penicyling, uczestniczacymi w transpeptydacji peptydoglikanu podczas
syntezy przegrody migdzykomodrkowej, muszg mie¢ wyjatkowe znaczenie fizjologiczne.
Zmiany puli dostepnego w komorce CrgA okazaly si¢ bowiem znaczaco modulowac profil
antybiotykoopornoséci pratkow. Nadprodukcja CrgA prowadzita do istotnego zwickszenia
wrazliwosci M. tuberculosis na dziatanie cefaleksyny, antybiotyku beta laktamowego
wykazujacego najwyzsze powinowactwo do Ftsl, oraz zmniejszata wrazliwo$¢ tego szczepu
na dziatanie vankomycyny. Dodatkowo, zastosowane po raz pierwszy dla Mycobacterium,
barwienie M. smegmatis nadprodukujacego CrgA+g fluorescencyjnym analogiem penicyliny
V (bocilliny) ukazato wzmozenie intensywno$ci barwienia w pordwnaniu ze szczepem
dzikim. Poniewaz bocillina blokuje miejsca enzymatycznie czynne biatek wigzacych
penicyling, $wiadczylo to o wzmozonym lokalizowaniu, lub aktywacji biatek wigzacych
penicyling. Wyniki te zostaly poparte analizg lokalizacji GFP-Ftsl w badanych szczepach.
Podobnie jak w przypadku barwienia bocilling, sygnat GFP-FtsI byt o wiele bardziej wyrazny
w obecnos$ci podwyzszonych poziomoéw CrgA w komorce, niz w przypadku proby kontrolne;j.

Podsumowujac,  przy  zastosowaniu  réznorodnych  metod  badawczych
zcharakteryzowano CrgA jako nowe biatko wchodzace w sktad aparatu podzialowego
komorki  Mycobacterium tuberculosis. Pomimo tego, iz nie okreSlono aktywnosci
biochemicznej badanego biatka, na podstawie otrzymanych wynikéw mozna sugerowac
bezposrednie lub posrednie jego zaangazowanie w proces syntezy peptydoglikanu podczas
tworzenia przegrody poprzecznej komorki. Dodatkowo zdolno§¢ CrgA do oddzialywania z
wieloma biatkami podziatu komoérkowego jak FtsZ, FtsQ, Ftsl 1 PbpA, a by¢ moze takze
innymi biatkami wydaje si¢ wptywac na tempo wzrostu 1 antybiotykooporno$¢ patogennych
pratkéw. Dane zgromadzone w prezentowanej pracy nie tylko poszerzaja ciagle uboga wiedze
na temat podziatu komorki M. tuberculosis ale by¢ moze pozwolag w przysziosci na

opracowanie nowych skutecznych strategii w walce z tg niezwykle zjadliwa bakterig.



