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Wykaz skrotow
APS nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)
ATP adenozynotrojfosforan (ang. adenosine triphosphate)

BPVF pochodna bibenzimidazolu (ang. 5-(4-butylpiperazin-1-yl)-2'-(3,4-
dimethoxyphenyl)-1H,1'H-2,5'-bibenzo[d]imidazole)

BPalLM schemat leczenia oparty na przyjmowaniu bedakiliny, pretomanidu, linezolidu,

moksyfloksacyny (ang. bedaquiline, pretomanid, linezolid, moxifloxacin regimen)
BRD domena cigcia i ponownego taczenia DNA (ang. breakage-reunion domain)
CFU jednostka koloniotwoércza (ang. colony forming unit,)

CIP ciprofloksacyna (ang. ciprofloxacin)

CTD domena C-koncowa (ang. C-terminal domain)

DCO podwojna wymiana migdzy chromosomami homologicznymi (ang. double cross-

over)

DLS dynamicznego rozpraszania §wiatta (ang. dynamic light scattering)

DNA kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

DSF réznicowa fluorymetria skaningowa (ang. differential scanning fluorimetry)
DTT ditiotreitol (ang. dithiothreitol)

EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
EP wzorcowanie ewolucyjne (ang. evolutionary patterning)

FQ fluorochinolony (ang. fluoroquinolones)

GEP gepotidacyna (ang. gepotidacin)

GFX gatifloksacyna (ang. gatifloxacin)

GHKL poddomena ATP-azowa typu GHKL GyrB—Hsp90—kinaza histydynowa—MutL
(ang. gyrase B—Hsp90—-histidine kinase—MutL domain)

GWAS badanie asocjacyjne catego genomu (ang. genome-wide association study)
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HEPES kwas 2-[4-(2-hydroksyetyl)piperazyno|etanosulfonowy (ang. 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)

ICso stgzenie hamujace 50% aktywnosci (ang. half maximal inhibitory concentration)
LB podtoze Luria—Bertani (ang. lysogeny broth)

LDH dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)

LFX lewofloksacyna (ang. levofloxacin)

LHS lewa strona (ang. left-hand side)

LPA test hybrydyzacyjny (ang. line probe assay)

LTBI utajone zakazenie gruzlica (ang. latent tuberculosis infection)

MABA metoda mikrorozcienczen na 96-dotkowych ptytkach z uzyciem wskaznika

Alamar Blue (ang. microplate Alamar Blue assay)

MBC minimalne stezenie bakteriobojcze (ang. minmum bactericidal concentration)
MCS region wielokrotnych miejsc restrykcyjnych (ang. multi-cloning site)

MDR szczepy wielolekooporne (ang. multidrug-resistant)

MFX moksyfloksacyna (ang. moxifloxacin)

MGTI inhibitory mykobakteryjnej gyrazy DNA (ang. mycobacterial gyrase inhibitors)
MIC minimalne stezenie hamujace (ang. minimum inhibitory concentration)

MOM mykobakteryjna blona zewnetrzna (ang. mycobacterial outer membrane)

NBTI nowe inhibitory bakteryjnych topoizomeraz (ang. novel bacterial topoisomerase

inhibitors)
NAD dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. nicotinamide adenine dinucleotide)

NADH zredukowana forma dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. reduced

nicotinamide adenine dinucleotide)
NTM pratki niegruzlicze (ang. non-tuberculous mycobacteria)

OADC dodatek OADC kwas oleinowy, albumina, dekstroza, katalaza (ang. oleic acid,

albumin, dextrose, catalase supplement)
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OFX ofloksacyna (ang. ofloxacin)
PEP fosfoenolopirogronian (ang. phosphoenolpyruvate)
PK kinaza pirogronianowa (ang. pyruvate kinase)

PPEF pochodna bibenzimidazolu (ang. 2'-(4-ethoxyphenyl)-5-(4-propylpiperazin-1-yl)-
1H, 1'H-2,5"-bibenzo[d]imidazole)

pre-XDR szczepy oporne (ang. pre-extensively drug-resistant)
PRP rodzina bialek pentapeptydowych (ang. pentapeptide repeat proteins)
gPCR ilosciowy PCR, PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative PCR)

QRDR region determinujacy opornos¢ na chinolony (ang. quinolone resistance-

determining region)
RHS prawa strona (ang. right-hand side)
RNA kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

SCO pojedyncza wymiana miedzy chromosomami homologicznymi (ang. single cross-

over)

SDS dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)

SNP polimorfizm pojedynczych nukleotydow (ang. single nucleotide polymorphism)
SPT spiropirymidynetriony (ang. spiropyrimidinetriones)

TAE bufor Tris—octan-EDTA (ang. Tris-acetate-EDTA buffer)

TB gruzlica (ang. tuberculosis)

TEMED N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina (ang. N,N,N',N'

tetramethylethylenediamine)
TGB bufor Tris—glicyna (ang. Tris-Glycine buffer)

tNGS celowane sekwencjonowanie nowej generacji (ang. targeted next-generation

sequencing)
TOPRIM domena topoizomeraza-primaza (ang. topoisomerase—primase domain)

WGS sekwencjonowanie catogenomowe (ang whole-genome sequencing)
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WHD domena helisowo-skrzydetkowa (ang. winged helix domain)
WHO Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

XDR szczepy o rozszerzonej opornosci (ang. extensively drug-resistant)
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1. Wstep
1.1 Epidemiologia gruzlicy

Gruzlica (ang. tuberculosis, TB) jest chorobg zakazna, ktéra towarzyszy ludzkosci od
starozytnosci. Przelomowym wydarzeniem w rozpoznawaniu gruzlicy, bylo odkrycie
przez Roberta Kocha (1882 r.) pratka gruzlicy — Mycobacterium tuberculosis, czynnika
etiologicznego tej choroby!. Do infekcji pratkiem gruzlicy dochodzi najczesciej droga
kropelkowa, cho¢ nie zawsze prowadzi to do aktywnej postaci choroby, a znacznie
czegsciej mamy do czynienia ze stanem latentnym (ang. latent tuberculosis infection,
LTBI), ktéry w warunkach obnizonej odpornosci moze prowadzi¢ do rozwoju
petlnoobjawowej choroby. Gruzlica atakuje gléwnie ptuca, ale moze obejmowac roéwniez
inne narzady jak na przyktad: wezty chtonne, kosci, opony mdézgowo-rdzeniowe, skorg,
serce czy narzady przewodu pokarmowego’. Najczestszymi objawami gruzlicy sa:
przewlekty kaszel, krwioplucie, b6l w klatce piersiowej, duszno$ci, goraczka oraz
ostabienie i utrata masy ciata’. Wedtug raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang.
World Health Organisation, WHO) w 2024 roku z powodu gruzlicy zmarto 1,23 miliona
osob, a szacuje si¢, ze chorowato okoto 10,7 milionéw (Ryc. 1.1) z czego ponad potowe,
54% stanowili mezczyzni, 35% kobiety, a 11% dzieci. Swiatowy wspétczynnik
zapadalnosci na gruzlice w 2024 roku wyniost 131 na 100 000 oso6b. Obszarami
charakteryzujacymi si¢ najwigksza czestosciag wystgpowania zakazen byty tereny Azji
Potudniowo-Wschodniej (34% przypadkow), region Zachodniego Pacyfiku (27%) oraz
Afryki (25%). Ponad dwie trzecie przypadkow gruzlicy pochodzi z o§miu krajow: Indii
(25%), Indonezji (10%), Filipin (6,8%), Chin (6,5%), Pakistanu (6,3%), Nigerii (4,8%),
Demokratycznej Republiki Konga (3,9%) oraz Bangladeszu (3,6%)*.

Istotny problem dla zdrowia publicznego stanowi rosnaca lekoopornos¢ pratkow
gruzlicy. Wsrdd szczepdw M. tuberculosis wyrdznia si¢ szczepy: wielolekooporne MDR
(ang. multidrug-resistant: oporne na dzialanie ryfampicyny 1 izoniazydu),
o rozszerzonej opornosci pre-XDR (ang. pre-extensively drug-resistant: oporne na
dzialanie ryfampicyny, izoniazydu 1 dowolnego fluorochinolonu) 1 XDR (ang.
extensively  drug-resistant: niewrazliwe wzgledem ryfampicyny, izoniazydu,
fluorochinolonéw, bedakiliny lub linezolidu). W 2023 odnotowano okoto 1,5 miliona
przypadkow, gdzie zidentyfikowano oporno$¢ na izoniazyd, a okoto 390 000 stanowity

szczepy MDR. Ponad potowa wielolekoopornych szczepéw M. tuberculosis pochodzi
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z Indii (32%), Chin (7,1%), Filipin (7,1%) i Rosji (6,7%)* Lekooporno$¢ pratkéw
stanowi duze utrudnienie w leczeniu i zapobieganiu nowym zakazeniom. Z tego wzgledu
zasadnym jest poszukiwanie nowych lekéw, ktore charakteryzowatyby sie wigksza

skutecznos$cig 1 mniejszg toksycznoscia.

Incidence per 100 000
population per year

[ o-99 k
[ 10-49

B s0-99

[ 100-299

Il 300-499

Il =500

:] No data

Not applicable

Rycina 1.1 Mapa $wiata przedstawiajaca liczbe nowych zachorowan na gruzlice
w przeliczeniu na 100 000 mieszkancéw w 2024 roku. Pobrano z ,,Global tuberculosis report

2025” WHO?, licencja CC BY-NCSA 3.0 IGO.

Strategia End TB to globalny plan Swiatowej Organizacji Zdrowia, ktorego celem
jest zakonczenie epidemii gruzlicy poprzez zmniejszenie liczby zgonow 1 zachorowan
oraz zwigkszenie dostepu do diagnostyki i leczenia na calym $wiecie. Jednym z zatozen
prowadzonej strategii byto zmniejszenie przypadkéw gruzlicy o 50% do 2025 roku,
a obecnie spadek ten wynosi 12%. Kolejnym celem End TB byta redukcja liczby zgonow
0 75%, z obecnym wynikiem 29%, oraz eliminacja probleméw zwigzanych z kosztami

leczenia®.

1.1.1 Sytuacja epidemiologiczna w Polsce

W Polsce podobnie jak w innych krajach Unii Europejskich w ostatnich latach
obserwuje si¢ powolny spadek zapadalnos$ci na gruzlice, cho¢ trend ten zostat zaburzony
w 202012021 roku podczas pandemii COVID-19, ze wzgledu na utrudniong diagnostyke
i leczenie®. W 2024 roku w Polsce odnotowano 3737 nowych przypadkéw gruzlicy,
a zarejestrowano 4236 wszystkich postaci gruzlicy. Najwigcej zachorowan

zarejestrowano u mezczyzn (74%), a najczestsza postacig byta gruzlica pluc (ponad
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96%). Odnotowano 376 nowych przypadkow gruzlicy u cudzoziemcéw, z czego
najwigksza grupe stanowily osoby z Ukrainy (229), Indii (25) i Gruzji (13).
Wspodiczynnik zachorowalnosci w 2024 roku wynidst 11,3 na 100 000 mieszkancow i byt
nizszy o 4,2% niz w 2023 roku. Najwiecej przypadkoéw gruzlicy odnotowano
w wojewodztwie $laskim (718), mazowieckim (601), dolnoslaskim (386), lubelskim
(328) oraz matopolskim (307). Gruzlice wielolekooporng (MDR-TB) rozpoznano u 106
0s0b, ponadto zidentyfikowano 6 szczepdw opornych wytacznie na ryfampicyng i 80 na
izoniazyd. W 2023 roku w Polsce z powodu gruzlicy zmarly 483 osoby, 384 me¢zczyzn
i 99 kobiet, a najwieksza grupe stanowily osoby w wieku 45-64 lat’.

1.2 Leki wykorzystywane w terapii gruzlicy

Wsrod obecnie stosowanych lekow przeciwgruzliczych mozna wyrdzni¢ leki
pierwszej linii wykorzystywane w leczeniu gruzlicy lekowrazliwej oraz leki stosowane
w leczeniu gruzlicy typu MDR, sklasyfikowane na podstawie ich skuteczno$ci
1 bezpieczenstwa stosowania. Do lekow grupy A stosowanych w leczeniu MDR-TB,
o najwyzszej skuteczno$ci naleza: lewofloksacyna, moksyfloksacyna, bedakilina,
linezolid, pretomanid. Grupa B, czyli leki uzupeiniajace to klofazymina, cykloseryna
1 terizydon, a grupa C to leki rezerwowe takie jak: etambutol, delamanid, pirazynamid,
amikacyna, streptomycyna, etionamid, pretonamid, kwas p-aminosalicylowy,

meropenem, imipenem-cylastatyna®’.

Zastosowanie odpowiedniego leczenia ma za zadanie nie tylko eliminacje pratkow,
ale réwniez musi zapobiega¢ rozwojowi lekoopornosci. W leczeniu gruzlicy wrazliwej
na leki u dorostych i mtodziezy w wieku powyzej 12 lat, Swiatowa Organizacja Zdrowia
zaleca nowy, skrocony do 4 miesigcy schemat leczenia 1 stosowanie izoniazydu,
ryfapentyny, pirazynamidu 1 moksyfloksacyny. Natomiast standardem nadal pozostaje
6-miesigczny schemat leczenia z fazg intensywng (2 miesigce), gdzie przyjmowany jest
izoniazyd, ryfampicyna, pirazynamid oraz etambutol, a nastgpnie w fazie kontynuacji (4
miesigce) izoniazyd i ryfampicyna’. W Polsce podobnie jak w innych krajach
europejskich, ze wzgledu na brak dostepnosci ryfapentyny stosuje si¢ standardowy,
6-miesieczny schemat leczenia®. Dla pacjentéw powyzej 14 roku Zycia z gruzlicg oporna
MDR lub pre-XDR, WHO warunkowo rekomenduje nowoczesne, krotkie, 6-miesi¢czne

schematy leczenia BPaLM (bedakilina, pretomanid, linezolid, moksyfloksacyna) lub
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BPaL (bedakilina, pretomanid, linezolid)™. Z kolei schematy 9-miesigczne lub dtuzsze
przeznaczone sg dla osob z nietolerancja na leki ze schematu BPaL(M) lub z XDR.
W tym przypadku w pierwszej fazie (4 miesigce, lub 6 miesiecy w przypadku dodatniej
bakterioskopii) przyjmuje si¢ bedakiling (6 miesigcy), lewofloksacyne lub
moksyfloksacyne, etambutol, etionamid lub linezolid, izoniazyd, pirazynamid oraz
klofazyming. W fazie kontynuacji leczenia pacjenci przyjmuja przez 5 miesiecy

lewofloksacyne lub moksyfloksacyne, klofazyming, etambutol oraz pirazynamid’.

1.2.1 Mechanizmy opornoSci

Mechanizmy oporno$ci na leki u M. tuberculosis mozna podzieli¢ na naturalne -
wynikajace z budowy komorki bakteryjnej oraz nabyte, ktére sa spowodowane
pojawianiem si¢ mutacji punktowych. Gtéwnym czynnikiem naturalnej bariery pratkow
jest ich $ciana komorkowa. Zbudowana jest z peptydoglikanu, arabinogalaktanu
i przytaczonych kwasé6w mykolowych, ktére tworza specyficzng warstw¢ nazywang
mykobakteryjng blong zewne¢trzng (ang. mycobacterial outer membrane, MOM).
Bardziej na zewnatrz wyrdézniamy warstwe wolnych lipidow, gdzie znajduja si¢
glikolipidy zwigzane z wirulencja, jak na przyktad dimykocerozyniany ftiocerolu oraz
weglowodany: a-D-glukan i D-arabino-D-mannan. Taka ostona stanowi barierg dla wielu
antybiotykow, ktore nie sg w stanie skutecznie przenika¢ do wnetrza komorki®C.
Kolejnym mechanizmem opornos$ci naturalnej sg bakteryjne pompy wyrzutu (ang. efflux
pumps). U szczepow M. tuberculosis zidentyfikowano pompy z rodziny ABC (ang. ATP
Binding Cassette Transporters) regulowane przez hydroliz¢ ATP; MFS (ang. Major
Facilitator Superfamily Transporters) regulowane przez zmiany konformacyjne; MATE
(ang. Multidrug And Toxic compound Extrusion Transporters), ktore nie zostaly dobrze
scharakteryzowane u M. tuberculosis, RND (ang. Resistance Nodulation Cell Division
Transporters) oraz SMR (ang. Small Multidrug Resistance Transporters), na ktorych
ekspresje wpltywa obecno$¢ antybiotykow lub innych substancji w komoérce'®12, Ponadto
istnieja mechanizmy polegajace na zmianach w celach molekularnych lekéw oraz
szlakach metabolicznych M. tuberculosis. Mykobakteryjna metylotransferaza Erm(37)
moze modyfikowaé¢ miejsca wigzania makrolidow przez metylacje nukleotydow 23S
rRNA'"C. Pratki wytwarzajg rowniez B-laktamaze, BlaC, ktora hydrolizuje B-laktamy, co

skutkuje brakiem skuteczno$ci zwigzkéw z tej grupy. Inny mechanizm opiera si¢ na
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ekspresji oraz nadekspresji, w wyniku mutacji, biatka Eis (ang. enhanced intracellular
survival protein) M. tuberculosis, ktdre posiada zdolno$¢ do acetylacji zwiazkow z grupy

aminoglikozydow oraz kapreomycyn przez co dochodzi do ich inaktywacjil®13,

Z kolei opornos¢ nabyta jest wynikiem mutacji w chromosomalnym DNA w genach
bedacych celem dziatania lekow, biorgcych udziat w ich aktywacji lub regulujacych
wyplyw substancji z komoérki. Ten rodzaj opornosci pojawia si¢ w wyniku mutacji
spontanicznych po ekspozycji na dane leki przeciwgruzlicze. Wsérod tych lekéw mozna
wyr6zni¢ inhibitory syntezy S$ciany komodrkowej: izoniazyd, etionamid, etambutol,
cykloseryna, meropenem, imipenem oraz terizydon, a oporno$¢ na te zwiazki jest
zwigzana z pojawianiem si¢ mutacji m.in. w genach inhA, katG, ahpC, etaA, ethA, embA,
embB, embC, alrA, blaC. Kolejna grupa lekéw - ryfamycyny (ryfampicyna, ryfapentyna,
ryfabutyna) hamuje proces transkrypcji przez wigzanie do podjednostki B polimerazy
RNA, a lekooporno$¢ warunkowana jest przez mutacje pojawiajace si¢ w genie rpoB.
W przypadku inhibitoréw translacji, takich jak: streptomycyna, amikacyna 1 linezolid ich
dlugotrwate i niewtasciwe stosowanie moze prowadzi¢ do akumulacji mutacji w genach
rpsL, rrs, rplC odpowiadajacych za zwigkszenie opornosci. Za zaburzenia funkcji btony
komorkowej przez hamowanie syntetazy ATP odpowiada bedakilina, a genem, w ktorym
nastepuje akumulacja mutacji odpowiadajgcych za rozwdj opornosci jest atpE'34,
Pirazynamid to prolek aktywowany przez enzym pirazynamidaze kodowang przez gen
pncA, w ktérym mutacje sa gtdwng przyczyna opornosci na ten lek. Jednakze w szczepach
lekoopornych zaobserwowano takze obecno$¢ mutacji w genach rpsA4, panD, clpCI czy
genach kodujacych pompy wielolekowej opornosci. Lek ten dziata wielotorowo, poprzez
indukcje stresu oksydacyjnego, zaktocenie metabolizmu NAD, translacji oraz
destabilizacje btony komorkowej'*>*8. Innymi prolekami sa: delamanid oraz pretonamid,
ktore réwniez wpltywaja na zahamowanie syntezy S$ciany komodrkowej, a ponadto
zaburzaja oddychanie komoérkowe, przez generowanie reaktywnych form azotu. Genami,
w ktorych dochodzi do akumulacji mutacji zwigzanych z pojawianiem si¢ opornosci na
oba leki s3: ddn, fbiA, fbiB, fbiC oraz fgd1'"'®. W postaci proleku podawany jest rowniez
wspomniany wczesnie] izoniazyd, ktory przeksztatcany jest do formy aktywnej,
kompleksu z NAD przez katalaze¢/peroksydaze (KatG) i1 wiaze si¢ z NAD-zalezng
reduktazg enoilo-ACP (InhA), bioragca udziat w szlaku biosyntezy kwasow
mykolowych®®. Klofazymina posiada kilka mechanizmoéw dziatania przez co nie ma

specyficznego markera opornosci. Moze ona wplywaé na destabilizacje blony
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komoérkowej, oddychanie komérkowe oraz transport jonéw>’. Kwas p-aminosalicylowy
wplywa na zaburzenie syntezy nukleotydow, a mutacje w genach thyA, folC przyczyniaja
si¢ do braku wrazliwosci na ten zwigzek. Z kolei opornos$¢ na fluorochinolony pojawia
si¢ w wyniku mutacji w genach gyr4 oraz gyrB kodujacych podjednostki gyrazy DNA,
nalezacej do topoizomeraz uczestniczacych w procesach metabolicznych kwasow

nukleinowych!3!4.

1.3 Topoizomerazy

Topoizomerazy s3 enzymami uczestniczagcymi w regulacji topologii DNA. Ze
wzgledu na réznice w strukturze i mechanizmie dzialania wyrdézniono dwie grupy
topoizomeraz: typu I oraz typu II (Ryc. 1.2). Enzymy te uczestniczag w wielu procesach
metabolicznych DNA, takich jak: replikacja, transkrypcja, rekombinacja homologiczna,
naprawa oraz dekatenacja DNA. Podczas replikacji przesuwajace si¢ przed widetkami
replikacyjnymi nici DNA, ktore sg rozplatane przez helikaze, tworza napigcia torsyjne
przez gromadzenie si¢ dodatnich superskretow. Podczas transkrypcji, przed kompleksem
transkrypcyjnym powstaja dodatnie superskrety, a za nim ujemne?®!. Dodatkowg trudno$¢
stanowig kolizje pomigdzy procesami transkrypcji i replikacji, gdzie moze dochodzi¢ do
powstawania hybryd RNA-DNA, R-petli, co utrudnia ruch widetek replikacyjnych i moze
prowadzi¢ do uszkodzenia pojedynczych nici DNA. Dziatanie topoizomeraz umozliwia
prawidlowe zachodzenie replikacji 1 transkrypcji poprzez niwelowanie nadmiernych
skretow DNA?2. Waznym procesem w metabolizmie DNA jest rekombinacja
homologiczna, ktéra odpowiada nie tylko za zmienno$¢ genomow, ale takze uczestniczy
w naprawie dwuniciowych pgknig¢ DNA. Podczas naprawy i wymiany nici DNA
tworzone s3 struktury Holidaya, a podczas migracji nici powstaja naprezenia torsyjne
DNA, ktore sg niwelowane przez topoizomerazy?. Topoizomerazy odpowiadajg rowniez
za dekatenacj¢ DNA, czyli rozdzielenie splecionych czasteczek DNA chromosomalnego,
co jest niezbedne do prawidlowego rozdzialu materialu genetycznego podczas podziatu

komérkowego?!.
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topoizomerazy

bakteryjne
topoizomerazy topoizomerazy
typu I typu II
1A: IB: IA: 11B:
topoizomeraza | topoizomeraza V gyraza DNA topoizomeraza VI
topoizomeraza I11 topoizomeraza IV

odwrotna gyraza

Rycina 1.2 Podziat bakteryjnych topoizomeraz?!.

U M. tuberculosis zidentyfikowano tak zwany ,,minimalny zestaw topoizomeraz”
w sktad, ktorego wchodzi jedna topoizomeraza typu I — topoizomeraza I (TopA) oraz
jedna typu II — gyraza DNA (GyrA:2B2). Oba enzymy sa niezbedne dla prawidlowego

funkcjonowania patogenu®*.

1.3.1 Topoizomeraza I

Topoizomeraza I (TopA) M. tuberculosis jest monomerem kodowanym przez gen
topA (Rv3646¢c). Zbudowana jest z 934 aminokwasow, ktore tworza cztery domeny
N-terminalne: D1, D2, D3, D4 oraz region C-terminalny (CTD) w sktad, ktérego
wchodza domeny D5, D6, D71 D8 (Ryc.1.3, Ryc.1.4). Masa czasteczkowa biatka wynosi
102 kDa**°.

1 50 86 156 212 302 433 516 631 705 787 843 908 934 [aa]

D3 D2 D4 D5 D6 D7 m

czes¢ N-koncowa

D1 | D4 | D1 D4 D2

Y342

czesc C-koricowa

Rycina 1.3 Budowa domenowa topoizomerazy I M. tuberculosis z podzialem na czes$é

N-konicowg oraz C-koncowa i z zaznaczeniem katalitycznej reszty tyrozynowej Y342.
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D7

Rycina 1.4. Schemat struktury przestrzennej topoizomerazy I M. tuberculosis: domeny D1-D5
(krysztat 8TFG) oraz M. smegmatis: domeny D1-D7 z ssDNA (krysztat 6PCM). Krysztaty
pobrano z bazy PDB?’ i opracowano z wykorzystaniem programu PyMOL. Topoizomeraza |

z M. tuberculosis i M. smegmatis maja 82% identycznosci sekwencji aminokwasowej?.

Enzym ten katalizuje relaksacje DNA, niezaleznie od obecnos$ci i hydrolizy ATP.
Reakcja zachodzi przez rozpoznanie segmentu G nici DNA, nast¢pnie reszta tyrozynowa
w centrum aktywnym enzymu wigze si¢ kowalencyjnie z koncem 5’ DNA przez wigzanie
fosfotyrozynowe. W ten sposob w obecnosci jonéw magnezu powstaje posredni
kompleks biatko-DNA, gdzie jedna z nici DNA zostaje przecigta. Nastgpnie przez zmiany
konformacyjne biatka dochodzi do rozsunigcia przecietych koncéw, dzigki czemu
mozliwe jest przej$cie drugiej nici - segmentu T DNA. Na tym etapie dochodzi do zmiany
liczby skretéw DNA i jego relaksacji. Dalej w reakcji odwrotnej transestryfikacji pgknigte
konce DNA sa ponownie taczone, a DNA jest uwalniane lub zachodzi kolejny cykl
reakcyjny (Ryc. 1.5). W kazdym cyklu eliminowany jest jeden ujemny superskret DNA

chromosomalnego?’.
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Rycina 1.5 Schemat relaksacji DNA przez topoizomeraze I M. tuberculosis na podstawie

Dasgupta i in. 2020, licencja CC BY 4.0°°

U M. tuberculosis topoizomeraza I, poza gtéwna funkcja polegajaca na relaksacji
DNA, posiada roéwniez aktywnos$¢ topoizomerazy RNA, a wigc zdolno$¢ do hydrolizy
RNA, rozplatania hybryd RNA-DNA, RNA-RNA oraz weztow RNA’!L Nie
zidentyfikowano u M. tuberculosis topoizomerazy IV odpowiedzialnej za dekatenacje
DNA, czyli rozplatywania czasteczek DNA splecionych po replikacji. U pratka gruzlicy
funkcj¢ ta pelni glownie gyraza DNA, ale aktywno$¢ dekatenacji posiada roéwniez

topoizomeraza I (Ryc. 1.6)*2.
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Rycina 1.6 Schemat przedstawiajgcy funkcje topoizomerazy I M. tuberculosis (TopA)>.

Opracowano z wykorzystaniem programu Bio-Render.

1.3.1.1 Topoizomeraza I M. tuberculosis jako cel dzialania lekow

Z uwagi na fakt, ze topoizomeraza I (TopA) M. tuberculosis jest enzymem
niezbednym dla prawidtowego funkcjonowania komorki bakteryjnej, biatko to stanowi
atrakcyjny cel dzialania dla poszukiwania nowych lekow przeciwgruzliczych. Obecne
badania in vitro oraz in silico wskazuja na kluczowe sekwencje TopA, ktore moga by¢
miejscem docelowym dla kilku grup inhibitoréw o réznych mechanizmach dziatania®®%.
Antybiotyki z grupy kumaryn, jak chrysomycyna A, maja zdolno$¢ do hamowania
relaksacji DNA prawdopodobnie przez wigzanie si¢ ze specyficznymi sekwencjami
DNA, jak i topoizomeraza I. Wykazano, ze zwigzek ten dziata synergistycznie z innymi
lekami przeciwgruzliczymi i moze rowniez hamowaé aktywno$¢ gyrazy DNA3*. Zwigzki
srebra (III) takie jak makrocykle oraz chelaty tworzag nowa grup¢ inhibitoréw
topoizomerazy 1, dziatajaca selektywnie wzgledem tej grupy enzyméw. Mechanizm
dziatania zwigzkéw srebra prawdopodobnie opiera si¢ na zahamowaniu wigzania lub
etapu ciecia nici DNAY. Pochodne fluorochinofenoksazynéw réwniez maja zdolnoéé do
hamowania aktywnosci topoizomeraz M. tuberculosis. Chociaz wiadomo, ze zwigzki te

interkalujg do DNA, to mechanizm zahamowania aktywnos$ci enzymow nie jest do konca
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znany*®. Zwigzki z grupy imidazopirydyny, o wilasciwoséciach antydepresyjnych, jak
imipramina oraz nor-klomipramina wigzg si¢ do TopA w miejscu wigzania jondw
magnezu, niezbednych podczas transestryfikacji, przez co prowadza do zatrzymania
podstawowych funkcji enzymu®’. W podobny sposob dziataja alkaloidy, pochodne
boldyny: seconeolitsyna oraz N-metylo-seconeolitsyna®®. Pochodne bibenzymidazoli:
PPEF oraz BPVF, hamuja wzrost M. tuberculosis, a ich dziatanie opiera si¢ na
przylaczaniu do kompleksu TopA z DNA w miejscu wigzania dwoch czasteczek
i stabilizacji kompleksu, co skutkuje zahamowaniem aktywnosci enzymu’’. Mate
czasteczki oparte na szkielecie poliaminowym, moga by¢ inhibitorami katalitycznymi
enzymu, ale ich doktadny mechanizm dziatania nie jest znany*’. Inng grupe inhibitorow
stanowig przeciwciata monoklonalne jak 1E4F5, 2F3G4, 1D9D10, hamujace rézne etapy
relaksacji: Iaczenie z DNA, cigcie DNA, pasaz nici DNA przez peknigcie czy uwalnianie
DNA. Przeciwciata monoklonalne stanowig punkt wyjscia dla projektowania inhibitorow
peptydowych®*!.  Kolejnym inhibitorem TopA jest biatko MazF4 (Rv1495)
M. tuberculosis, nalezace do systemu toksyna-antytoksyna. MazF4 jest
endorybonukleaza, pelnigca funkcje toksyny, odpowiedzialng za rozcinanie
specyficznych sekwencji jednoniciowego RNA. Biatko to ma zdolno$¢ do wigzania si¢
z topoizomerazg I i hamowania rozluzniania DNA. Z drugiej strony cze$¢ C-koncowa
TopA moze wigzaé si¢ z MazF4 i ostabia¢ jego zdolnos¢ do cigcia RNA. W ten sposob
enzymy te wzajemnie si¢ reguluja, a dwie konserwatywne lizyny topoizomerazy,
kluczowe dla interakcji TopA-MazF4, moga stanowi¢ dobre miejsce wigzania dla
nowych zwiazkéw przeciwgruzliczych®?. Duza ilo$¢ grup zwiazkéw chemicznych
1 czasteczek zdolnych do hamowania aktywnosci topoizomerazy I, zachgcaja do
poszukiwania nowych, skutecznych lekéw przeciwgruzliczych ukierunkowanych na ten

cel molekularny.

1.3.2 Gyraza DNA

Gyraza DNA M. tuberculosis (GyrA2Bz) nalezy do topoizomeraz typu IIA. Enzym
ten jest heterotetramerem, zbudowanym z dwoch podjednostek GyrA oraz dwoch
podjednostek GyrB, kodowanych odpowiednio przez geny gyrd (Rv0006) oraz gyrB
(Rv0005). Gen gyr4 koduje biatko GyrA skladajace si¢ z 838 aminokwasow, o masie
czagsteczkowej 92 kDa?>*, Podjednostka A gyrazy sklada sie zdomeny N-koficowej BRD
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(ang. breakage-reunion domain) uczestniczacej w cigciu i ponownym laczeniu nici
segmentu G DNA oraz domeny C-koncowej karboksyterminalnej, CTD (ang. C-terminal
domain) biorgcej udziat w wigzaniu i owijaniu DNA. W obrgbie domeny BRD znajduja
si¢ trzy poddomeny: WHD (ang. winged helix domain) z katalityczng tyrozyna, tower,
oraz superhelikalna (ang. coiled-coil subdomain) (Ryc. 1.7, Ryc. 1.8)*34, Gen gyrB
koduje biatko GyrB zbudowane z 675 reszt aminokwasowych o masie czasteczkowe;j
74 kDa**°. W podjednostce B znajduje sic N-koncowa domena — ATPazowa, ktora
sktada si¢ z poddomeny GHKL (ang. gyrase B-Hsp90-histidine kinase-MutL) wigzacej
ATP oraz poddomeny transducer (ang. transducer domain) odpowiedzialnej za
przekazywanie sygnatu 1 zmiany konformacyjne biatka. Dodatkowo w obrebie
poddomeny GHKL znajduje si¢ krotki odcinek, petla C (ang. C-loop), ktory odpowiada
za oddziatywania z C-koncowa domeng TOPRIM (ang. TOPoisomerase—PRIMase
domain) oraz podjednostkg A gyrazy i wykazuje kluczowa role podczas dimeryzacji
domeny ATPazowej. Udowodniono, ze C-koficowa domena TOPRIM uczestniczy
w koordynacji jonu magnezu w otoczenie reszty tyrozynowej w domenie WHD przez
aminokwasy: D526, D528, E498 oraz interakcje podjednostki GyrB z GyrA (Rye. 1.7,
Ryc. 1.8)%343746,

143 357 510 838 [aa]

|
A

domena N-koricowa BRD

domena C-koricowa CTD

1 255 433 675 [aa)
GyrB GHKL transducer TOPRIM

domena N-koricowa ATPazowa

domena C-koncowa TOPRIM

Rycina 1.7 Budowa domenowa i poddomenowa podjednostki A i B gyrazy DNA

M. tuberculosis z wyszczegdlniong katalityczng resztg tyrozynowa Y1293,
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Rycina 1.8 Schemat struktury przestrzennej gyrazy DNA M. tuberculosis w konformacji otwartej
(krysztat 6GAV - brak domeny CTD GyrA). Krysztat 6GAV (A, B) pobrano
z bazy PDB?" i opracowano z wykorzystaniem programu PyMOL.

Kompleks gyrazy DNA odpowiada za regulacj¢ topologii DNA przez
wprowadzanie ujemnych superskretéw w DNA z wykorzystaniem energii pochodzace;j
z hydrolizy ATP. Ponadto gyraza DNA M. tuberculosis, jako jedyna topoizomeraza typu
I1, posiada rowniez zdolno$¢ do dekatenacji DNA (Ryc. 1.9)%.

Gyraza DNA

l ! |

superskrecanie przez wprowadzenie relaksacja przez wprowadzenie negatywnych dekatenacja DNA
negatywnych superskretow superskretdw do pozytywnie superskreconego DNA
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Rycina 1.9 Funkcje gyrazy DNA M. tuberculosis®. Opracowano z wykorzystaniem programu
Bio-Render.
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W strukturze heterotetrameru gyrazy wyr6znia si¢ bramki: N, DNA i C, ktore
uczestniczg odpowiednio w wigzaniu i hydrolizie ATP, cigciu, przejsciu i ponownym
faczeniu DNA (Ryc. 1.10). Rdzen katalityczny gyrazy zbudowany jest z domeny
TOPRIM GyrB oraz domeny BRD podjednostki GyrA**.

GyrB bramka N GyrB

domena l domena
ATPazowa TOPRIM

bramka DNA
GyrA GyrA
domena domena
CTD T BRD

bramka C

Rycina 1.10  Schemat struktury gyrazy DNA M. tuberculosis. Opracowano

z wykorzystaniem programu BioRender.

Mechanizm dziatania gyrazy opiera si¢ na prawoskr¢tnym owinigciu DNA wokot
C-terminalnej domeny GyrA. Kluczowymi aminokwasami uczestniczagcymi w wigzaniu
DNA sa: Y577, D669, R691, R745 oraz G729. W centrum aktywnym pomig¢dzy tym
fragmentem DNA, nazywanym segmentem G, a resztg tyrozynow3a (Y 129) znajdujaca si¢
w domenie BRD GyrA, zostaje wytworzone wigzanie 5’-fosfotyrozynowe. W ten sposob
tworzone jest pekniecie nici DNA, a kazda z dwoch podjednostek A przecina jedna nic.
Sam atak reszty tyrozynowej na grupg fosforylowa DNA jest wywolany polaryzacja
aminokwasu przez jon magnezu, ktory z kolei ulega deprotonacji przez histydyny GyrA
(kodon 78, 80). Pekniecie DNA jest przesunigte pomiedzy ni¢émi DNA o cztery
nukleotydy. Dalszy fragment DNA nazywany segmentem T zostaje przetransportowany
przez bramke N gyrazy DNA, tworzong przez domen¢ ATPazowa. Po zwigzaniu ATP
bramka N zostaje zamknigta, a po hydrolizie jednej czasteczki dochodzi do przecigcia
segmentu G DNA, otwarcia bramki DNA 1 transportu fragmentu T. Segment T DNA
zostaje przetransportowany przez dwuniciowe peknigcie segmentu G, a nastgpnie przy
hydrolizie drugiej czasteczki ATP i uwolnieniu ADP, bramka C zostaje otwarta, a DNA

uwolniony. W ten sposob do czasteczki DNA wprowadzane sg dwa ujemne superskrety.
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W kolejnym etapie dwuniciowe peknigcia segmentu G DNA sa ponownie laczone.
Nastepuje uwolnienie drugiej czasteczki ADP w celu powrotu kompleksu do stanu
wyjsciowego 1 otwarcia bramki N. Segment G DNA zostaje uwolniony lub dochodzi do

kolejnego cyklu reakcyjnego (Ryc. 1.11)%474,

2

wprowadzenie
segmentu T

1

T fragment DNA
bramka N

zamkniecie

otwarcie bramek

bramki N

otwarcie

bramki C bramki DNA

Rycina 1.11 Mechanizm dziatania gyrazy DNA (GyrA — fioletowy, GyrB — niebieski)
M. tuberculosis z wyszczegdlnionymi zmianami konformacyjnymi biatka, na podstawie Spencer
i Panda 2023, licencja CC BY 4.0 **. 1) Segment G DNA (jasnozielony) przylgcza sie do domeny
CTD GyrA; 2) segment T DNA (ciemnozielony) przechodzi przez bramk¢ N gyrazy; 3) dwie
czasteczki ATP przylaczajg si¢ do GyrB, nastepuje zamknigcie bramki N; 4) nastepuje przecigcie
segmentu G DNA, otwarcie bramki DNA 1 przejscie segmentu T DNA, ten etap wymaga
hydrolizy jednej czasteczki ATP; 5) bramka C zostaje otwarta, a segment T DNA uwolniony,
nastepuje uwolnienie ADP i hydroliza drugiej czasteczki ATP; 6) druga czasteczka ADP jest
uwalniana, nastgpuje zamknigcie bramki C, a otwarcie bramki N, enzym wraca do konformacji

poczatkowe;j.
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1.4 Gyraza DNA jako cel dzialania lekow

Gyraza DNA jest jedyng topoizomerazg typu Il u M. tuberculosis, jest niezbedna do
prawidlowego funkcjonowania komorki bakteryjnej 1 stanowi cel dziatania kilku grup
lekow przeciwgruzliczych. Co istotne, nie zidentyfikowano gyrazy DNA w komodrkach
ssakow, a ludzka topizomeraza typu II jest na tyle odmienna od prokariotycznych, ze
mozliwe jest bezpieczne wykorzystanie inhibitorow gyrazy w leczeniu ludzi. Enzym ten
jest molekularng tarczg dziatania fluorochinolonéw, jednej z gldéwnych grup lekow
stosowanych w leczeniu gruzlicy. Obecnie dostgpne sa rowniez inne zwigzki oraz

czasteczki bedgce inhibitorami gyrazy DNA, ktére zostaty opisane ponizej*®!.

1.4.1 Fluorochinolony

Fluorochinolony  (ang.  fluoroquinolones, FQ) to syntetyczna  grupa
chemioterapeutykéw wywodzaca si¢ z chinolonow. Zwiazki te zostaty odkryte w latach
60. XX wieku, na skutek fluoryzacji pier§cienia chinolowego i wprowadzenia atomu
fluoru w pozycji C-6. Zsyntetyzowane zwiazki charakteryzowaly si¢ szerszym spektrum
dziatania oraz wigkszg aktywno$cig przeciwbakteryjng przez wzrost lipofilnosci,

przenikalno$ci przez blony bakteryjne i powinowactwa do gyrazy DNA (Ryc. 1.12)°%3,

0 0]
R, O  OH
F NN ) 0
0 |
R lTl R,
R, R,

Rycina 1.12 Schemat budowy fluorochinolonéw. A) schematyczny wzor strukturalny
opracowany z wykorzystaniem bazy ZINC20%, B) wzor strukturalny moksyfloksacyny, pobrany
z bazy PubChem**, numer CID 152946.

Mechanizm dziatania zwigzkéw z grupy fluorochinolonéw opiera si¢ na wigzaniu
do kompleksu topoizomerazy typu II z przecigtym DNA. Do kompleksu gyrazy z DNA
wigzg si¢ dwie czasteczki zwigzku, po jednej na kazda podjednostke GyrA.

Fluorochinolony interkalujg pomigdzy pary zasad przecigtego segmentu G kwasu
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nukleinowego (Ryc. 1.13). Grupa karbonylowa (—-C=0) przy weglu C-4 pierScienia
chinolinowego oraz grupa karboksylowa (—COOH) przy C-3 odpowiadajg za chelatacj¢
jonu magnezu, ktory jest koordynowany przez czasteczki wody. Pomig¢dzy czasteczkami
wody, a miejscem aktywnym gyrazy, obecne s3 wigzania wodorowe. Kompleks jest
stabilizowany przez fluorochinolony, przez co ponowne taczenie peknigtego fragmentu
DNA jest niemozliwe. W efekcie dochodzi do nagromadzenia dwuniciowych pgknigé
oraz zahamowanie aktywno$ci enzymu 1 zaburzenia podstawowych procesOw
komorkowych takich jak transkrypcja czy replikacja. Dodatkowo, wystepowanie pgknigé

DNA prowadzi do wewnatrzkomoérkowej akumulacji reaktywnych form tlenu, co

43,53

rowniez jest toksyczne dla komorki bakteryjne;j

Rycina 1.13 Schemat struktury przestrzennej gyrazy M. tuberculosis (podjednostka GyrA —
zielony, podjednostka GyrB — fioletowy) z fragmentem DNA o dlugosci 24 nukleotydow
(pomaranczowy) w obecnosci moksyfloksacyny (czerwony) i jondw magnezu (z6tty). Krysztat

5BS8 (A, B, C) pobrano z bazy PDB?’ i opracowano z wykorzystaniem programu PyMOL.
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Poczatkowo ofloksacyna 1 ciprofloksacyna byly szeroko stosowanymi
chemioterapeutykami drugiego rzutu w leczeniu gruzlicy lekoopornej. Jednakze obecnie
zostaly zastgpione przez nowsza generacj¢ fluorochinolonéw: moksyfloksacyne
1 lewofloksacyng, ktore wykazujg zwigkszong aktywnos$¢ przeciwpratkowa, lepszy profil
farmakokinetyczny oraz posiadaja mniej efektow ubocznych zwigzanych z ich
stosowaniem. Moksyfloksacyna i lewofloksacyna obecnie zaliczane sg do lekow grupy
A i s3 wykorzystywane szczegdlnie w leczeniu przypadkéow MDR-TB’-*°. Pacjentom
podaje si¢ 400 mg moksyfloksacyny raz na dobe’ oraz w zaleznosci od masy ciata 750 —
1500 mg lewofloksacyny raz na dobe>®. Takie dlugotrwate podawanie lekow podczas
leczenia gruzlicy moze stwarza¢ ryzyko rozwoju opornosci, ale moze tez prowadzi¢ do
pojawiania si¢ dzialan niepozadanych jak zaburzenia osrodkowego uktadu nerwowego,
tendinopatie czy zaburzenia rytmu serca®’. Gatifloksacyna pomimo wysokiej aktywnos$ci

wzgledem M. tuberculosis zostata wycofana z rynku ze wzgledu na zaburzanie glikemii®®.

W ostatnich latach intensywnie poszukuje si¢ nowych fluorochinolonéw, zwlaszcza
w konteks$cie narastajacej opornosci szczepow M. tuberculosis, ktére moglyby uzupetnié
lub w przysztosci zastgpic¢ obecnie stosowane zwigzki. W badaniu klinicznym, w ktorym
wzieto udziat 30 pacjentéw z gruzlica, fluorochinolon nowej generecji - sitafloksacyna,
wykazywal lepsza aktywno$¢ bakteriobdjcza niz izoniazyd i lewofloksacyna oraz
charakteryzowat si¢ dobrym profilem bezpieczenstwa®®. Ponadto w testach in vitro
wykazano lepsza aktywno$¢ tego zwigzku wzgledem opornych szczepow niz
w przypadku moksyfloksacyny 1 lewofloksacyny. Dodatkowo cz¢§¢ mutacji
warunkujacych oporno$¢ na obecnie stosowane FQ nie wptywala na aktywno$¢
sitafloksacyny, co daje potencjalng mozliwos$¢ jej zastosowania w leczeniu lekoopornych
przypadkow gruzlicy®. Sitafloksacyna jest lekiem obecnie zarejestrowanym w Japonii
do leczenia zapalenia ptuc, zakazen drog oddechowych, uktadu moczowego czy jamy
ustnej®’. W testach in vitro bada sie réowniez skuteczno$¢ innych nowych
fluorochinolonéw jak finafloksacyna i delafloksacyna wzgledem M. tuberculosis %>, Leki
te sa obecnie zatwierdzone do stosowania w leczeniu ostrego zapalenia ucha
zewngtrznego (finafloksacyna) oraz w ostrych bakteryjnych zakazeniach skory i1 tkanek

miekkich (delafloksacyna)®*%4,
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1.4.2 Nowe inhibitory bakteryjnych topoizomeraz

Obiecujaca grupe zwigzkow, dla ktorych celem molekularnym jest gyraza DNA,
stanowi nowa klasa matych czasteczek okreslanych jako NBTI (ang. Novel Bacterial
Topoisomerase Inhibitors). Zwigzki te zbudowane sg z trzech fragmentéw: czesci LHS
(ang. left-hand side) odpowiedzialnej za interkalacje pomiedzy DNA, cze$ci RHS (ang.
right-hand side) o charakterze lipofilnym, odpowiedzialnej za wigzanie z GyrA oraz
centralnego lacznika (ang. linker) (Ryc. 1.14)%. Fragment RHS odpowiada za wigzanie
z hydrofobowymi resztami aminokwasowymi znajdujagcymi si¢ na styku dwoch
podjednostek GyrA. Z kolei ptlaski, aromatyczny pierscien fragmentu LHS wsuwa si¢
rownolegle pomiedzy sasiadujgce pary zasad DNA i uniemozliwia ponowne tgczenie.
Wigzanie DNA z LHS jest stabilizowane przez dzialanie sit van der Waalsa oraz wigzania
n-n. Kluczowa jest rowniez bezposrednia interakcja jonowa pomiedzy dodatnio
natadowang aming centralnego lacznika, a kwasem asparaginowym Asp83 jednej
podjednostki GyrA i za posrednictwem czasteczki wody drugiej podjednostki. Centralny
facznik jest uznawany za kluczowy element w wigzaniu i aktywnosci zwigzkdw z grupy
NBTI, jak réwniez umozliwia prawidlowe utozenie przestrzenne pozostatych czesci

6667  Zwigzki z grupy NBTI stabilizuja kompleks DNA-gyraza, ale

zwigzku
w przeciwienstwie do fluorochinolondw, wigkszo§¢ z nich prowadzi do utrzymania
kompleksu z peknigciami pojedynczej nici DNA, a nie obu. Do kompleksu DNA-gyraza
wiaze si¢ jedna czasteczka zwigzku, a ich dziatanie polega na hamowaniu aktywnosci

enzymu przez uniemozliwienie wprowadzenia podwojnych peknie¢®’.

—

N
linker — Q

N}

=N
RHS — \ 7
b

Rycina 1.14 Schemat budowy gepotidacyny, GSK-2140944 (zwigzku z grupy NBTI). Wzor
strukturalny pobrano z bazy PubChem>*, nr CID zwigzku: 25101874.
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Na rynku, dostgpne sa inhibitory gyrazy M tuberculosis okreslane MGI (ang.
Mycobacterial Gyrase Inhibitors) opracowane przez firm¢ GlaxoSmithKline. Stanowig
one podklas¢ zwigzkow NBTI ukierunkowanych na dziatanie wzgledem topoizomerazy
typu II tego patogenu®’. Wiodacym zwigzkiem przeciwpratkowym z grupy NBTI jest
gepotidacyna (Ryc. 1.14, Ryc. 1.15), zdolna do hamowania 50% aktywnosci gyrazy (ang.
half maximal inhibitory concentration, ICso) w stezeniu 4 uM, a warto§¢ minimalnego
stezenia hamujacego wzrost bakterii (ang. minimum inhibitory concentration, MIC)

wynosi 0,86 uM.

Rycina 1.15 Schemat struktury przestrzennej gyrazy M. tuberculosis (podjednostka GyrA —
zielony, podjednostka GyrB — fioletowy) z fragmentem DNA o dlugosci 150 par zasad
(pomaranczowy) w obecnos$ci gepotidacyny (czerwony) i jonéw magnezu (zo6tty). Krysztat 8S7K
(A, B, C) pobrano z bazy PDB? i opracowano z wykorzystaniem programu PyMOL.
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Gepotidacyna jest lekiem zarejestrowanym klinicznie i stosuje si¢ ja w niektérych
krajach w leczeniu niepowiktanych zakazen uktadu moczowego®®. Ponadto jest w trzeciej
fazie badan klinicznych do wykorzystania w leczeniu rzezaczki®. Niedawno opisany
inhibitor AMK32b z omawianej grupy zwigzkow, charakteryzuje si¢ wysoka
aktywnos$cig wzgledem pratka gruzlicy z wartoscig ICso rowng 0,17 uM w analizie
zahamowania wzrostu szczepu referencyjnego M. tuberculosis H37Rv na podstawie
pomiarow gestosci optycznej oraz ICso wynoszacym 96 nM w enzymatycznym tescie in
vitro®. Ponadto wykazano mozliwo$¢ zastosowania tych zwigzkéw w leczeniu infekcji
pratkami niegruzliczymi (ang. non-tuberculous mycobacteria, NTM), miedzy innymi
Mycobacterium abscessus powodujacego choroby ptuc, ktorych leczenie jest szczegolnie
wymagajace ze wzgledu na wysoka naturalng lekoopornoéé szczepow®’. Ze wzgledu na
nowy mechanizm dziatania oraz brak opornosci krzyzowej z fluorochinolonami, zwiazki
NBTI stanowig obiecujacg grupe do zastosowania w leczeniu gruzlicy, cho¢ problemem

jest ich kardiotoksyczno$é5®.

1.4.3 Aminokumaryny

Aminokumaryny to inhibitory domeny ATPazowej podjednostki B gyrazy DNA.
Do grupy tych zwiagzkéw zalicza si¢ nowobiocyne, klorobiocyne czy kumermycyne A.
Stanowia one naturalne antybiotyki wytwarzane przez szczepy z rodzaju Streptomyces.
Aminokumaryny konkuruja z ATP o miejsce wigzania w N-terminalnej domenie GyrB,
przez co dziataja na zasadzie inhibitora kompetycyjnego (Ryc. 1.16). Zahamowanie
wigzania ATP, a zatem hydrolizy 1 pozyskiwania energii prowadzi do utraty aktywnosci
gyrazy, a dalej do zaburzenia podstawowych procesow komorkowych zwigzanych

z metabolizmem kwasow nukleinowych i émierci komorki bakteryjnej’® !,

Nowobiocyna byla stosowana w leczeniu infekcji wywolanych przez bakterie
Gram-dodatnie, jednak ze wzgledu na duza toksycznos$¢, niekorzystng farmakokinetyke
oraz mniejszg aktywno$¢ wzgledem bakterii Gram-ujemnych, nie jest juz zalecana do
stosowania w leczeniu infekcji. Pomimo potwierdzonej in vitro zdolno$ci nowobiocyny
do hamowania aktywnosci gyrazy DNA M. tuberculosis, zwiazki te nie zostaly nigdy
wlaczone do schematu leczenia gruzlicy ze wzgledu na ich toksyczno$¢, ale rowniez na
staba przenikalnos¢ przez $ciane komorkowa pratkow’!~7>. Nowobiocyna hamuje wzrost

szczepu M. tuberculosis H37Rv przy wartosci minimalnego stezenia hamujacego (MIC)
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4 mg/L. Mozliwosci wprowadzania modyfikacji w strukturze tej grupy zwiazkéw oraz
poszukiwania nowych pochodnych daje perspektywe ich przysztego wykorzystania

w leczeniu gruzlicy’!.

Rycina 1.16 Schemat struktury przestrzennej dimeru domeny ATPazowej gyrazy DNA
M. smegmatis (r6zowy, fioletowy) w obecno$ci nowobiocyny (czerwony) i jonéw sodu
(niebieski). Krysztat 6Y8O (A, B) pobrano z bazy PDB? i opracowano z wykorzystaniem
programu PyMOL.

1.4.4 Spiropirymidynetriony

Grupa zwigzkéw zdolna do wigzania komplekséw DNA-gyraza w innym miejscu
niz fluorochinolony to spiropirymidynetriony (ang. spiropyrimidinetriones, SPT). Takie
wiazanie sprawia, ze nie dochodzi do rozwoju opornosci krzyzowej, co daje mozliwos¢
zastosowania tych zwigzkow w leczeniu zakazen szczepami M. tuberculosis opornymi na
obecnie stosowane fluorochinolony. Zwigzki z grupy SPT stabilizujg kompleks
przecigtego DNA z gyraza, niezaleznie od obecnosci jondw magnezu, co prowadzi do
nagromadzenia dwuniciowych peknig¢ DNA, a takie uszkodzenia genomu sg letalne dla
komorki bakteryjnej. Odpowiednie modyfikacje prowadza do selektywnego dziatania
wzgledem gyrazy M. tuberculosis, co jest korzystne z punktu widzenia mikroflory
bakteryjnej cztowieka i ryzyka rozwoju opornosci podczas koinfekcji’*. Przedstawiciel
tej klasy zwigzkow, zoliflodacyna, jest doustnym antybiotykiem bedacym

w zaawansowanym stadium rozwoju klinicznego w terapii rzezaczki’>. Z kolei zwigzek
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H3D-005722 to wiodacy kandydat z tej grupy, hamujacy aktywno$¢ gyrazy pratka

gruzlicy o podobnej aktywnos$ci do moksyfloksacyny i ciprofloksacyny, a nawet wigkszej

)76.

niz w przypadku zoliflodacyny (Ryc. 1.17

Rycina 1.17 Schemat struktury przestrzennej gyrazy DNA Staphylococcus aureus (podjednostka
GyrA — zielony, podjednostka GyrB - fioletowy) =z fragmentem DNA
o dhugosci 20 nukleotydéw (pomaranczowy) w obecnosci zolifodacyny (czerwony) oraz jonow
sodu (niebieski) i manganu (czarny). Krysztat 8BP2 (A, B, C) pobrano z bazy PDB?¥

i opracowano z wykorzystaniem programu PyMOL.

1.4.5 Inne inhibitory gyrazy DNA M. tuberculosis

Wsrod niedawno odkrytych zwigzkow (w 2022 roku) jest ewybaktyna, ktora jest
makrocyklicznym peptydem wytwarzanym przez bakterie Photorhabdus noenieputensis.
Celem dziatania tego zwiazku jest gyraza DNA. Wykazano, ze ewybaktyna dziala

selektywnie wzgledem pratka gruZlicy, prawdopodobnie przez obecno$¢ transportera
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BacA w blonie komorkowej M. tuberculosis. Mechanizm dzialania peptydu opiera si¢ na
jego wigzaniu allosterycznym z podjednostka A gyrazy, co powoduje zmiany

konformacyjne w centrum aktywnym odpowiedzialnym za ciecie DNA (Ryc. 1.18)"".

Rycina 1.18 Schemat struktury przestrzennej gyrazy DNA M. tuberculosis (podjednostka GyrA
— zielony, podjednostka GyrB — fioletowy) z fragmentem DNA o dtugosci 46 nukleotydow
(pomaranczowy) w obecnosci ewybaktyny (czerwony) i jondw magnezu (z6lty). Krysztat TUGW
(A, B, C) pobrano z bazy PDB?’ i opracowano z wykorzystaniem programu PyMOL.

W ostatnich latach ro$nie zainteresowanie inhibitorami podjednostki B gyrazy DNA.
Takie podejscie daje mozliwo$¢ poszukiwania zwigzkow skutecznych wzgledem bakterii
niezaleznie od obecno$ci mutacji w gyrazie DNA warunkujacych oporno$¢ na
fluorochinolony. Jedng z grup takich zwigzkéw sa pirolaminy. Wartosci MIC wzgledem
M. tuberculosis H37Rv zwigzkow z tej grupy wynosily 0,015-1 pg/ml i byly skuteczne
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réwniez wzgledem lekoopornych, klinicznych szczepow pratka. Ponadto testowane
zwigzki hamowaly potowe aktywnosci gyrazy DNA pratka gruzlicy w stezeniu
mniejszym niz 5 nM, a wartosci Kd ponizej 0,6 nM §wiadcza o wysokim powinowactwie
do podjednostki GyrB. Potwierdzono réwniez ich skuteczno$¢ w badaniach in vivo
z wykorzystaniem mysich modeli’. Inng grupa zwiazkéw o potencjalnym dziataniu
przeciwgruzliczym sa zwiazki z grupy mocznikow tiazolopirydynowych, ktore dziataja
przez hamowanie aktywnosci ATPazowej GyrB, a wartosci MIC wzgledem szczepu
M. tuberculosis dla inhibitoréw z tej grupy wynosza 2 - 21 pM’®. Podobnie dzialaja
zwigzki begdace pochodnymi karbazoli, benzoindolu, czy indolu, zdolne do hamowania
aktywnos$ci ATPazowej w 50% (ICso) przy stezeniu <l uM i z warto$ciami MIC
wzgledem szczepu M. tuberculosis H37Rv <25 ug/ml 3. Cyklotialidyny réwniez hamuja
aktywno$¢ ATPazowg gyrazy, jednak ich aktywno$¢ wobec M. tuberculosis nie jest
doktadnie poznana, a wobec gyrazy DNA M. smegmatis wykazano znacznie mniejszg

aktywno$¢ zwiazkow z tej grupy niz w przypadku testow z biatkiem E. coli 8.

Prowadzone sag takze badania zmierzajagce do zahamowania aktywno$ci gyrazy
z wykorzystaniem biatek. Proponowane jest zastosowanie przeciwcial monoklonalnych.
W badaniach wykorzystano przeciwciata klasy IgG: MsGyrA:C3 oraz MsGyrA:H11
majace zdolno$¢ do wigzania regionu czeSci N-terminalnej GyrA, przez co
uniemozliwiajg uwolnienie segmentu T kwasu nukleinowego z kompleksu enzym-DNA
1 hamujg aktywno$¢ gyrazy. Przeciwciala mogg stanowi¢ punkt wyjscia do projektowania

nowych inhibitoréw peptydowych podjednostki A gyrazy DNA®2,

Innym proponowanym peptydowym inhibitorem gyrazy jest biatkko MfpA (ang.
Mycobacterium fluoroquinolone resistance protein A) z M. tuberculosis, ktore nalezy do
rodziny biatek pentapeptydowych (ang. pentapeptide repeat proteins, PRP). Jego
sekwencja sktada si¢ z szeregu powtdrzen motywu pentapeptydowego, ktore fatdujg sie
w charakterystyczng prawoskretng B-helis¢. Taka struktura MfpA nasladuje czasteczke
DNA 1 konkuruje z nim o wigzanie do gyrazy DNA (Ryc. 1.19). Biatko to prowadzi do
zahamowania wszystkich aktywno$ci gyrazy, ale rowniez posrednio chroni przed

toksycznym wptywem fluorochinolonow®3.
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Rycina 1.19 Schemat struktury przestrzennej A), B) fragmentu N-terminalnego podjednostki B
gyrazy DNA M.  smegmatis  (fioletowy) z  homodimerem  biatka  MIfpA
M. smegmatis (niebieski) oraz C) homodimeru biatka MfpA M. tuberculosis (niebieski). Krysztat
6ZT5 (A, B) oraz 2BM4 (C) pobrano =z bazy PDB? i opracowano
z wykorzystaniem programu PyMOL.

Innym biatkiem zdolnym do hamowania aktywnosci gyrazy DNA jest Murl,
ktorego gtéwna funkcja jest udziat w szlaku biosyntezy peptydoglikanu przez
racemizacje¢ L-glutaminianu do D-glutaminianu. Dodatkowo Murl, podczas podziatow
komorkowych, zmniejsza zdolno$¢ gyrazy do wigzania DNA, a tym samym, przez

zahamowanie nadmiernej aktywnosci gyrazy, reguluje topologic DNA bakterii*.

1.5 Mutacje w genach gyrazy DNA

Nieprawidtowe przyjmowanie lekdéw, przerywanie terapii, dlugi czas leczenia oraz
nieprawidlowo dobrane schematy leczenia, mogg prowadzi¢ do rozwoju opornosci na
stosowane leki. Rozwdj oporno$ci nabytej zwigzany jest z pojawianiem si¢ mutacji
punktowych w genach kodujacych cele molekularne lekéw lub czasteczek

uczestniczacych w ich transporcie i metabolizmie, co prowadzi do zmniejszenia
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powinowactwa leku do miejsca wigzania, obnizenia jego wewnatrzkomorkowego
stezenia lub catkowitego unieczynnienia. W przypadku inhibitoréw gyrazy DNA
M. tuberculosis, oporno$¢ pojawia si¢ w wyniku mutacji w genach gyr4 oraz gyrB

kodujacych podjednostki biatka®’.

Wigkszos¢ jak dotad zdefiniowanych mutacji dotyczy opornosci na fluorochinolony,
chemioterapeutyki stosowane w leczeniu gruzlicy. Mutacje te pojawiaja si¢ gidwnie
w regionach determinujacych opornos$¢ na chinolony, QRDR (ang. quinolone resistance-
determining region) i obejmuja kodony 74-113 dla GyrA oraz kodony 461-540 dla
GyrB*¢. Na podstawie analiz asocjacyjnych GWAS (ang. genome-wide association
study) z wykorzystaniem ponad 52 tysigcy szczepow, w lipcu 2023 roku, WHO
opracowato katalog mutacji zidentyfikowanych w genomach szczepdw Mycobacterium
tuberculosis complex. W katalogu opisano m. in. mutacje w gyr4 oraz gyrB warunkujace
oporno$¢ na lewofloksacyne i moksyfloksacyn¢ — 18 substytucji (Tab. 1.1), mutacje
niezwigzane z wystepowaniem opornosci na fluorochinolony — 14 substytucji, oraz te
ktérych znaczenie nie jest znane — 760 substytucji aminokwasowych. Najczesciej
pojawiajace si¢ mutacje zwigzane z wystepowaniem opornosci na fluorochinolony to

substytucje w kodonie 90 i 94 GyrAY.

Tabela 1.1 Substytucje w GyrA oraz GyrB warunkujace lekooporno$¢ na fluorochinolony
wymienione w opublikowanym przez WHO “Catalogue of mutations in Mycobacterium
tuberculosis complex and their association with drug resistance, 2nd ed”®’. Wedtug klasyfikacji
WHO ,,associated with resistance” wskazuje, ze dana mutacja jest zwigzana z wystepowaniem
opornosci i stanowi marker, natomiast ,,associated with resistance — interim” dotyczy mutacji,
ktore najprawdopodobniej sa zwigzane z wystgpowaniem opornosci, ale co do nich nie ma

potwierdzonych dowodow.

Gen Mutacja Klasyfikacja wedtug WHO
grd p.Gly88Ala associated with resistance — interim
gyrd p.Gly88Cys associated with resistance
gyrd p-Asp89Asn associated with resistance
gyrd p-Ala90Val associated with resistance
gyrd p-Ser91Pro associated with resistance
gyrd p-Asp94Ala associated with resistance
gyrd p-Asp94Asn associated with resistance
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gyrd p-Asp94Gly associated with resistance
ayrd p-Asp94His associated with resistance
ayrd p.Asp94Tyr associated with resistance
grB p-Asp461His associated with resistance — interim
ayrB p-Asp461Asn associated with resistance
ayrB p-Serd447Phe associated with resistance — interim
gyrB p-Asn499Asp associated with resistance
ayrB p-Asn499Thr associated with resistance
ayrB p-Glu501Asp associated with resistance — interim
gyrB p.Glu501Val * associated with resistance — interim
gyrB p-Ala504Val associated with resistance — interim

* Mutacja uwzgledniona w katalogu WHO jako zwigzana z pojawianiem si¢ opornosci na
fluorochinolony ze wzgledu na wynik testu genotypowego i mutacji w kodonie 501 gyrB,

w ktérym mutacje ES01D powoduja pojawianie si¢ opornosci.

Z punktu widzenia oceny opornosci szczepdw M. tuberculosis na FQ, najwazniejsze
s mutacje w gyrazie DNA. Niemniej jednak na oporno$¢ pratkow na fluorochinolony
moga wplywac réwniez inne mechanizmy, jak na przyklad nadekspresja pomp wyrzutu.
Zaobserwowano, ze zwickszona ekspresja pompy PstB, z rodziny transporteréw ABC,
wptywala na wzrost warto$ci MIC lewofloksacyny w przypadku klinicznych szczepow
M. tuberculosis®®. Dodatkowo zauwazono, ze nadprodukcja biatka MfpA, pentapeptydu
nasladujacego DNA, réwniez moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu opornosci na
fluorochinolony®. Inny niedawno opisany mechanizm opornoéci na fluorochinolony
zalezny od GyrB wskazuje na istotng role sukcynilacji w nabywaniu opornosci. Za te
potranslacyjna modyfikacje odpowiada acetylotransferaza FEis, ktérej zwigkszona
ekspresja prowadzi do wzrostu wartosci MIC fluorochinolonéw wzgledem szczepoéw

M. tuberculosis™.

1.6 Wzorcowanie ewolucyjne

W toku ewolucji dochodzi do utrwalania zmienno$ci w populacji na drodze doboru
naturalnego oraz dryfu genetycznego (Ryc. 1.20). Dryf jest wynikiem losowych zdarzen,
a przyktadami dzialania dryfu genetycznego jest efekt waskiego gardta oraz efekt

zatozyciela. Efekt waskiego gardia polega na naglym zmniejszeniu liczebnos$ci populacji
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na skutek katastrofy czy kataklizmu. Ocalale osobniki odtwarzaja populacje, ktora jednak
nie posiada juz takiej samej puli genowej. Efekt zatozyciela polega na odtaczeniu od
populacji wyjsciowej niewielkiej grupy osobnikow, ktéra na nowym obszarze tworzy
populacje o odmiennej puli genowe;j’!. Dobor naturalny prowadzi do ukierunkowanych
zmian w populacji, ktére zwigkszaja adaptacje do warunkéw srodowiskowych. Osobniki
o niekorzystnych genotypach sa eliminowane, a zwyci¢zajg osobniki posiadajgce genotyp
warunkujacy fenotyp o lepszym przystosowaniu do warunkow srodowiskowych.
Dzialanie doboru naturalnego ma wptywac¢ na dostosowanie organizmu, jego zdolnos$¢
do przetrwania i przekazania informacji. Dobor naturalny dziala na sekwencje biatek
w dwoch kierunkach: jako oczyszczajacy lub roznicujacy. Dobdr oczyszczajacy
ogranicza zmienno$¢ aminokwasOw na danej pozycji, jesli nawet w kodonach pojawiaja
si¢ mutacje w nukleotydach to prowadza do podstawien synonimicznych, ktére nie
wplywaja na zmian¢ kodowanego aminokwasu. Aminokwasy na pozycjach pod
wpltywem dziatania doboru oczyszczajacego sg uznawane za konserwatywne. Z kolei
pozycje bedace pod dziataniem doboru réznicujgcego charakteryzuja si¢ zmienno$cia na
poziomie nukleotydowym i aminokwasowym, wyzsza niz wynikatoby z rachunku
prawdopodobienstwa. Dana pozycja aminokwasowa podlega czgstym zmianom
w populacji, na przyktad na skutek dziatania antybiotykow, ktére powoduja tzw. presje
selekcyjna, w wyniku ktérej w populacji utrwalane sa mutacje punktowe zwigzane

z powstawaniem lekoopornosci®' 3.

; dryf genetyczny
dobor naturalny AN/dS = 1
ol a « g S
dobor roznicujacy dobor oczyszczajacy Efekt waskiego Efekt zatozyciela
dN/dS > 1 dN/dS < 1 gardla

Rycina 1.20 Schemat przedstawiajgcy mechanizmy ewolucji.

Kazda pozycja aminokwasowa, zaleznie od pierwotnie kodowanego aminokwasu, ma
inny potencjat do podlegania mutacjom synonimicznym i niesynonimicznym. Zliczenie
pojawiania si¢ mutacji synonimicznych (dS) 1 niesynominicznych (dN),
z uwzglednieniem rachunku prawdopodobienstwa pojawiania si¢ zmian, pozwala na

obliczenie wspolczynnika sity 1 kierunku dziatania doboru naturalnego (w=dN/dS) na
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dang pozycj¢ aminokwasowa. Kiedy podstawienia niesynonimiczne przewazaja nad
synonimicznymi (dN/dS>1), to na dang pozycje, wedle modeli matematycznych, dziata
dobor réznicujacy. Kiedy podstawienia niesynonimiczne sg rzadsze niz synonimiczne
(dN/dS<1), to dana pozycja znajduje si¢ pod wplywem dziatania doboru
oczyszczajacego. Natomiast kiedy stosunek podstawien jest z  rachunku

prawdopodobienstwa rowny (dN/dS~1) dana pozycja ulega dryfowi genetycznemu’*.

Pojawianie si¢ mutacji i zmienno$¢ aminokwasdéw w sekwencji biatkowej, moze
by¢ analizowane metodg wzorcowania ewolucyjnego (ang. evolutionary patterning, EP).
Metoda ta opiera si¢ na badaniu zmiennosci wielu sekwencji wybranego genu w danej
populacji szczepdéw 1 pozwala oceni¢ site i1 kierunek dzialania doboru naturalnego.
Wzorcowanie ewolucyjne z zalozenia umozliwia identyfikacje miejsc silnie
konserwatywnych, nie mogace podlega¢ mutacjom, ktére znalazty si¢ pod dziataniem
doboru oczyszczajacego 1 moglyby stanowi¢ potencjalnie dobre miejsce wigzania dla
nowych lekow. Z drugiej strony mozliwa jest identyfikacja miejsc charakteryzujacych sig¢
wigksza zmiennos$cia, bedacych pod dzialaniem doboru roznicujacego i stanowiacych
potencjalne miejsca tworzenia mutacji zwigzanych z nabywaniem lekoopornosci pod
wplywem presji ze strony antybiotykoterapii’>.

W zbiorze sekwencji biatka w danej populacji obserwuje sie, ze czg$¢ zmian
aminokwasowych pojawia si¢ w charakterystycznych pozycjach tworzac wzorce
ewolucyjne (Ryc. 1.21). Na podstawie modeli matematycznych mozliwe jest okreslenie
stosunku podstawien niesynonimicznych do synonimicznych - wspodtczynnika dN/dS,
ktérego warto$¢ wskazuje czy dany kodon jest pod dziataniem doboru oczyszczajacego,

réznicujacego czy moze dziata na niego dryf genetyczny (Ryc. 1.20)%.

—
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Rycina 1.21 Schemat przedstawiajacy poszukiwanie wzorcow ewolucyjnych (zaznaczone

strzatkami) na podstawie substytucji (czerwone) w sekwencji aminokwasowej biatek.

43



Do tej pory metoda wzorcowania ewolucyjnego nie zostata eksperymentalnie
zweryfikowana. Pratki gruzlicy moga stanowi¢ dobry model badawczy do analiz
opartych na tej metodzie ze wzgledu na niska zmienno$¢ zwigzang z pojawianiem si¢
mutacji punktowych. Réznorodno$¢ genetyczna wsrod szczepow M. tuberculosis jest
niewielka, obserwuje si¢ bowiem az 99% podobienstwo pomiedzy nimi. U tego gatunku
nie obserwuje si¢ horyzontalnego transferu genoéw, a réznorodno$¢ genetyczna jest
zwigzana gtownie z obecnoscig polimorfizmu pojedynczych nukleotydow (ang. single

nucleotide polymorphism, SNP) w genomie®3>.
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2.

Cel pracy

Gléwnym celem pracy byla ocena mozliwosci wykorzystania wzorcowania

ewolucyjnego do optymalizacji chemoterapii gruzlicy oraz usprawnienia diagnostyki

lekoopornych szczepow M. tuberculosis.

Cel ten realizowano przez nast¢pujace cele czastkowe:

v

Identyfikacje pozycji aminokwasowych w genach kodujacych gyraze DNA
M. tuberculosis bedacych pod dziataniem doboru naturalnego, na podstawie
analizy bioinformatycznej opartej o wzorcowanie ewolucyjne.

Eksperymentalng weryfikacj¢ znaczenia wybranych mutacji punktowych
w gyrazie DNA na funkcjonowanie M. tuberculosis, poprzez konstrukcje
mutantow 1 ich analizy fenotypowe.

Weryfikacj¢ wpltywu mutacji zwigzanych ze wzrostem oporno$ci na aktywnos¢
gyrazy oraz ocen¢ znaczenia wybranych miejsc konserwatywnych w testach
in vitro z wykorzystaniem biatek rekombinowanych.

Identyfikacje¢ inhibitorow gyrazy DNA M. tuberculosis z wykorzystaniem badan
bioinformatycznych.

Oceng aktywnosci potencjalnych inhibitorow gyrazy DNA w testach in vitro (test
oceny superskrecania DNA) oraz in vivo (test oceny wrazliwosci szczepow

M. tuberculosis - MABA).
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3. Materialy i metody
3.1 Analizy bioinformatyczne
3.1.1 Poszukiwanie kodonoéw pod wplywem dzialania doboru naturalnego

Analizy majace na celu okreslenie kierunku 1 sily dziatania doboru naturalnego na
geny gyrA i gyrB kodujace podjednostki gyrazy DNA M. tuberculosis, przeprowadzono
z wykorzystaniem szeregu narzedzi bioinformatycznych. W tym celu wykorzystano bazy
sekwencji genetycznych 3798 szczepow gatunku Mycobacterium tuberculosis, 165
przedstawicieli gatunkow z rodzaju Mycobacterium oraz zbudowano bazg 377
przedstawicieli gatunkéw z typu Actinobacteria. Bazg zbudowano poprzez pobranie
sekwencji genomowych z bazy NCBI Genome. Nastgpnie pliki zawierajace wybrane
sekwencje oczyszczono ze zduplikowanych odczytow oraz usunigto sekwencje o niskiej
jakos$ci sekwencjonowania sktadajace si¢ z wielu kontigow. W ten sposéb otrzymano
baze sktadajaca si¢ z 340 sekwencji genomow reprezentujacych 340 gatunkow bakterii
nalezacych do typu Actinobacteria. Za pomoca oprogramowania Geneious Prime
1 narzgdzia MAFFT Alignment przeprowadzono dopasowanie wielosekwencyjne.
Sekwencje poddano obrobce w celu otrzymania unikatowych sekwencji, dla ktorych
ponownie przeprowadzono dopasowanie wielosekwencyjne. Tak przygotowane
sekwencje zostaly wykorzystane do dalszych badan z zastosowaniem narze¢dzi
bioinformatycznych pakietu HyPhy (FELL, FUBAR, SLAC, MEME) oraz MEGA?7,
ktore miaty na celu okreslenie wptywu doboru naturalnego, na podstawie stosunku liczby
podstawien niesynonimicznych (dN) do liczby podstawien synonimicznych (dS) dla
danej pozycji aminokwasowej, czyli dN/dS. Jako wartos$ci krytyczne przyjeto
prawdopodobiefistwo p-value <0,05 dla SLAC, FEL, MEME oraz MEGA
1 prawdopodobienstwo a’posteriori 0,95 dla FUBAR. Do dalszych analiz wybrano
wszystkie kodony bedace pod wpltywem dzialania doboru réznicujacego w bazie
sekwencji szczepow M. tuberculosis, poniewaz obecno$¢ tego rodzaju doboru moze by¢
zwigzana z presja selekcyjng spowodowang przez stosowanie antybiotykéw i moze by¢
odpowiedzialna za tworzenie lekoopornosci. Ze wzgledu na duzg liczbe wykrytych
kodonéw pod dziataniem doboru oczyszczajagcego wybrano kodony silnie
konserwatywne, czyli kodony ktore: 1) w trzech bazach sekwencji genetycznych nie
wykazywaty substytucji niesynonimicznych, 2) zidentyfikowano przynajmniej w dwoch

bazach sekwencji nukleotydowych jako bedace pod wptywem doboru oczyszczajacego
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przez wszystkie programy pakietu HyPhy oraz 3) wykazywaly minimalny
znormalizowany stosunek dN/dS na poziomie pigciu w bazie Mycobacterium i trzech
w bazie Actinobacteria w przypadku gyrA, natomiast w przypadku gyrB stosunek wynosit

trzy.

Nastepnie wybrane kodony gendéw gyrd 1 gyrB analizowano pod katem
przewidywania wplywu substytucji aminokwasowych na funkcjonowanie biatka za
pomocg programow pakietu PredictSNP (obejmujacego narz¢dzia SIFT, PolyPhen-1,
Poly-Phen2, MAPP, PhD-SNP)*. W przypadku kodonéw pod doborem réznicujacym do
dalszych badan wybrano te substytucje aminokwasowe, ktére obserwowano w populacji
klinicznych szczepdw M. tuberculosis. Dla kodonow pod doborem oczyszczajagcym
wybrano podstawienia, ktore w analizie PredictSNP nie wplywaly negatywnie na
funkcjonowanie biatka lub ten wplyw byt jak najmniejszy w analizie wilasciwosci

hydrofobowych aminokwasow.

Doktadny opis 1 wyniki analiz in silico zostaly zawarte w pracy magisterskiej ,,Gyraza
Mycobacterium tuberculoisis jako tarcza dla lekow przeciwpratkowych”, Daria Zygata,

Uniwersytet £.odzki, 2021 rok.

3.2 Poszukiwanie inhibitorow gyrazy DNA

3.2.1 Poszukiwanie inhibitoréw gyrazy M. tuberculosis przez dokowanie

molekularne

Do identyfikacji inhibitorow gyrazy wykorzystano dokowanie molekularne, ktore
zostalo przeprowadzone we wspoOlpracy z Instytutem Farmakologii imienia Jerzego Maja,
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie przez dr Sabing Podlewska. Metoda ta polega na
ocenie sity oddziatywania ligandow z receptorem i wyborze zwiazkow wigzacych si¢ do

ligandu.

W pierwszym podej$ciu poszukiwano potencjalnych inhibitorow wiazacych si¢ do
kodondw gyrazy, w ktorych substytucje zwigzane sg z pojawianiem si¢ lekoopornosci.
W tym celu wykorzystano krysztaty gyrazy 6GAV 1 SBTA dostepne w bazie Protein Data
Bank?’ oraz skonstruowano modele homologiczne kompleksu biatkowego w oparciu
o krysztat 6GAV, noszace mutacje A90V 1 D94G oraz w oparciu o krysztal SBTA —

noszacy mutacje A90V. Substytucje w tych kodonach zwigzane sa z pojawianiem si¢
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opornos$ci na fluorochinolony. Poszukiwanie zwigzkéw wigzacych si¢ do biatek z takimi
mutacjami daje mozliwos¢ identyfikacji zwigzkow skutecznych wzgledem opornych
szczepOw M. tuberculosis. Do przygotowanych krysztatow biatek przeprowadzono
dokowanie zwigzkow obecnych w bazie ChemBridge. Po przyjeciu odpowiednich
progdw odcigcia po wartosci funkcji oceniajacej programu dokujacego (Glide)
zidentyfikowano czg$¢ wspdlng zbioréw zwigzkoéw z dokowan do poszczegolnych biatek.

Zamowiono zwiagzki, ktore byty dostepne w ilosci co najmniej 1 mg w firmie Chemat.

W drugiej probie poszukiwania potencjalnych inhibitorow gyrazy DNA wigzacych
si¢ do wybranych miejsc konserwatywnych podczas dokowania wykorzystano krysztat
domeny ATPazowej GyrB oraz gyrazy DNA M. tuberculosis (3ZKD, 6GAV z bazy PDB)
1 dokowano zwiazki z bazy BindingDB oraz ChEMBL. Zakupiono zwigzki dostepne
w bibliotece MCULE.

3.2.2 Poszukiwanie inhibitoréow gyrazy DNA z wykorzystaniem sztucznej

inteligencji

Poszukiwanie inhibitoréw z wykorzystaniem wytrenowanego modelu sztucznej
inteligencji przeprowadzono we wspotpracy z Laboratorium Modelowania
Molekularnego Instytutu Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk (dr Rafat
Bachorz)”’. Model wytrenowano na podstawie znanych inhibitoréw gyrazy DNA (351
z bazy ChEMBL 1 108 z bazy BindingDB) z wykorzystaniem modelu regresyjnego
opartego o sztuczng inteligencje. Na podstawie wytrenowanego modelu przeszukano
baze¢ ChEMBL i zidentyfikowano 333 potencjalnych inhibitoréw. Zastosowano dwa
podejscia do kryteridw odcigcia: 1) na podstawie prawdopodobienstwa aktywnos$ci >75%
oraz predykcji ICso z regresora <50 000 nM (14 zwiazkéw), 2) na podstawie
prawdopodobienstwa aktywnosci >50% oraz predykcji ICso z regresora <20 000 nM (18

zwigzkow). Mozliwych do zamowienia byto osiem zwigzkow (Suplement Tab. S4).

3.3 Bakteriologia
3.3.1 Szczepy bakteryjne i hodowla

Hodowle szczepdéw Escherichia coli prowadzono na podtozu Luria-Bertani ptynnym

lub statym (z dodatkiem 1,5% agaru) przez 24 godziny w temperaturze 37°C.
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W przypadku hodowli E. coli (Tab. 3.1) w celu nadprodukcji biatek, namnazanie

prowadzono w zmiennych warunkach w zalezno$ci od biatka.

Hodowle szczepow M. tuberculosis (Tab. 3.1) prowadzono w podtozu plynnym
Middlebrook 7H9 z dodatkiem 10% OADC (kwas oleinowy, albumina, dekstroza,
katalaza) oraz 0,05% Tween 80 w temperaturze 37°C przez 5-14 dni. Hodowle na
podiozu stalym prowadzono =z wykorzystaniem podtoza Middlebrook 7HI10

z dodatkiem 10% OADC 1 0,5% glicerolu w temperaturze 37°C przez 3-4 tygodnie.

W zaleznosci od przeprowadzanego eksperymentu do podt6éz dodawano odpowiednie

stezenia antybiotykow lub innych substancji (Materiaty i metody 3.3.2).

Tabela 3.1 Wykaz szczepow bakteryjnych wykorzystanych w pracy

Szczep

Charakterystyka

Zrodto

E. coli TOP10

F’,  mcrd, A(mrr-hsdRMS- mcrBC),
©80lacZAM15, AlacX74, recAl, araD139,
A(ara-leu), 7697 galU, galK, rpsL (StrR),

endAl, nupG.

Thermo Fisher

pLySs Star

E. coli Rosetta (DE3) | F°, ompT, hsdSB(rB- mB-), gal, dem (DE3), | Novagen
pRARE (CamR).
E. coli BL21 (DE3) | F-, ompT, hsdSB, (rB-mB-), gal, dcm, | Invitrogen

rnel31 (DE3), pLysS (CamR)

M. tuberculosis

H37Rv

Szczep referencyjny, linia filogenetyczna 4

Instytut Biologii
Medycznej PAN

M. tuberculosis

AgyrA/attB::gyrA

Szczep z delecja genu gyrd w miejscu
natywnym 1 jego komplementacja w

miejscu attB.

Niniejsza praca

doktorska

M. tuberculosis

AgyrB/attB::gyrB

Szczep z delecja genu gyrB w miejscu
natywnym 1 jego komplementacja w

miejscu attB.

Niniejsza praca

doktorska

M. tuberculosis
AgyrA/attB::gyrA;
AgyrB/attB::gyrB

z szeregiem mutacji

punktowych

Mutacje punktowe analizowane w ramach

pracy doktorskiej.

Niniejsza praca

doktorska
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3.3.1 Podloza mikrobiologiczne i substancje dodawane do podloz

Podtoze LB (ang. lysogeny broth) ptynne

Sktadnik Stezenie
chlorek sodu 1%
trypton 1%
ekstrakt drozdzowy 0,5%
Podtoze LB state
Sktadnik Stezenie
chlorek sodu 1%
trypton 1%
ekstrakt drozdzowy 0,5%
agar 1,5%
Podtoze do autoindukcji ptynne
Sktadnik Stezenie
trypton 1%
ekstrakt drozdzowy 0,5%
NaHPO4 25mM
KH2PO4 25mM
NH4Cl 50mM
NaxSO4 SmM
o-laktoza 0,2%
glukoza 0,05%
glicerol 0,5%
MgSO4:7H>0 2mM
mieszanina pierwiastkow $ladowych (50uM FeCls-6H20, 0,02%

20mM CaClz-2H>0, 10mM MnCl,-4H>0, 10mM ZnSO4-7H>0,
2mM CoCly-6H,0, 2mM CuCly-2H>0, 2mM NiCls-6H,0, 2mM
NaxMoO4 2H,0, 2mM Na,SeOs, 2mM H3BO3)
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Podtoze Middlebrook 7H9 ptynne

Sktadnik Stezenie
Middlebrook 7H9 (Difco) 0,47%
Tween 80 0,05%
OADC (Becton Dickinson) 10%
Podtoze Middlebrook 7H10 state

Sktadnik Stezenie
Middlebrook 7H10 (Difco) 1,9%
glicerol 0,5%
OADC (Becton Dickinson) 10%

Wykaz antybiotykow dodawanych do podtoz

antybiotyk E. coli M. tuberculosis
Ampicylina 100 pg/ml -
Chloramfenikol 34 pg/ml -
Kanamycyna 50 pg/ml 25 pg/ml
Higromycyna B 200 pg/ml 50 pg/ml
Gentamycyna 10 pg/ml 10 pg/ml

Inne substancje dodawane do podtoz

Substancja Stezenie w podlozu
X-gal 50 pg/ml
IPTG 1 mM
sacharoza 2%
witamina B2 0,5 —10 pg/ml
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3.3.2 Przygotowanie komorek kompetentnych

Komoérki kompetentne E. coli przygotowywano wedlug protokotu Green i Rogers
(2013)”® z niewielkimi zmianami. Czas inkubacji komérek bakteryjnych w roztworach

z chlorkiem rubidu zostat wydtuzony kolejno do 30 minut i 2 godzin.

Komérki kompetentne M. tuberculosis przygotowywano wedlug protokotu

zamieszczonego w ,,Mycobacteria Protocols” Parish i Roberts (2015)*.
3.3.3 Transformacja

Transformacj¢ komorek E. coli przeprowadzano metoda szoku cieplnego. Komorki
kompetentne inkubowano na lodzie przez 30 minut. Nast¢gpnie dodawano do 100 ug
plazmidowego DNA 1 dalej inkubowano 30 minut. W celu wnikniecia DNA przez btong,
komorki umieszczano w 42°C na 90 sekund 1 ponownie schtadzano. Kolejno dodawano
500 pl podtoza ptynnego LB i inkubowano jedng godzing w 37°C w celu namnozenia
transformantéw. Zawiesing wysiewano na podtoze stale LB z dodatkiem odpowiednich

czynnikow selekcyjnych.

Transformacj¢ komoérek M. tuberculosis przeprowadzano metoda elektroporacji
wedhug protokohu zamieszczonego w ,,Mycoabcteria Protocols” Parish i Roberts, (2015)*
przy impulsie elektrycznym o napigciu 2,5 kV, pojemnosci elektrycznej 25 pF

1 oporze 1000 Q.
3.3.4 Ocena poziomu wrazliwosci szczepow M. tuberculosis

Ocena poziomu wrazliwosci szczepdw M. tuberculosis zostala przeprowadzana
z wykorzystaniem metody mikrorozcienczen na 96-dotkowych ptytkach i testu Alamar
Blue (ang. microplate Alamar Blue assay, MABA) jako wskaZznika zahamowania
aktywnosci komorek. Hodowle szczepow M. tuberculosis prowadzono na podlozu
ptynnym Middlebrook 7H9/OADC/Tween do ODeoo 0.8-1, a nastgpnie rozcienczano do
uzyskania gestosci komorek rownej 1 w skali McFarlanda, ktora dalej rozcienczano
stukrotnie. Tak przygotowana zawiesing bakteryjng nanoszono w objetosci 100 ul do
studzienek ptytki 96-dotkowej zawierajacych 100 pl podloza plynnego z réznymi
stezeniami (8 — 0,0156 pg/ml) fluorochinolondéw: 2 generacji — ciprofloksacyny (CIP),
ofloksacyny (OFX), 3 generacji: lewofloksacyny (LFX) oraz 4 generacji:
moksyfloksacyny (MFX) i gatifloksacyny (GFX) lub gepotidacyny (GEP) zwigzku
z grupy NBTI w stezeniu (25 — 0,195 pg/ml). Kontrole stanowito podtoze ptynne oraz
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hodowla bakteryjna bez dodatku antybiotykow. Plytk¢ inkubowano przez 7 dni
w temperaturze 37°C. Po tym czasie dodawano 30 pl roztworu 0,02% resazuryny
1 inkubowano przez 24 godziny w 37°C, a nast¢pnie oceniano minimalne st¢zenie
zwiazkow (ang. minimal inhibitory concentration, MIC) hamujgce wzrost szczepow
M. tuberculosis na podstawie zdolnosci do redukcji niebieskiej resazuryny, do rézowe;j
resorufiny przez aktywne komorki. Ocena wartosci MIC zostala wykonana w minimum

trzech powtorzeniach biologicznych 1 dwoch technicznych.

Dodatkowo dla wybranych szczepdw M. tuberculosis charakteryzujacych sie¢
zwigkszonym poziomem opornosci lub wrazliwosci przeprowadzono analiz¢ wrazliwos$ci
na fluorochinolony w Krajowym Referencyjnym Laboratorium Pratka, Instytutu Gruzlicy
1 Choréb Pluc w Warszawie. W tym celu hodowle szczepdw M. tuberculosis prowadzono
na podlozu statym Middlebrook 7H10/OADC. Nastepnie przygotowywano zawiesing
bakteryjng badanego szczepu w soli fizjologicznej za pomoca mozdzierzy. Hodowlg
rozcienczano do uzyskania gestosci komorek rownej 0,5 w skali McFarlanda, a nastepnie
100 pl zawiesiny dodawano do 11 ml podtoza plynnego Middlebrook 7H9/OADC. Tak
przygotowang zawiesine bakteryjng nanoszono w objetosci 100 ul do studzienek plytki
96-dotkowej typu V zawierajacych 100 ul podioza ptynnego z réznymi stezeniami
fluorochinolonéw (8 — 0,004 pg/ml). Po okresie 2-4 tygodni (w zaleznosci od wzrostu
kontroli pozytywnej — hodowla bez dodatku zwigzku) oceniano wartosci MIC na

podstawie obecnosci lub braku osadu komérkowego w odpowiednich dotkach ptytki.
3.3.5 Ocena stezenia moksyfloksacyny wykazujacego efekt bakteriobdjczy

Dla szczepow wykazujacych wzrost poziomu lekoopornosci ocenie poddano réwniez
warto$ci minimalnego stezenia moksyfloksacyny potrzebnego do zabicia >99% bakterii
(ang. minimal bactericidal concentration, MBC). W tym celu hodowle wybranych
szczepOdw M. tuberculosis w logarytmicznej fazie wzrostu rozcieniczano do ODgo=0,1
w objetosci 10 ml, dodawano wybrane st¢zenia moksyfloksacyny (0,05 — 1,6 pg/ml)
1 inkubowano w 37°C. W czasie 0 (start hodowli) oraz po 7 i 14 dniach dokonywano
pomiar6w ODsoo z r6znymi st¢zeniami moksyfloksacyny oraz wysiewano na podloze
state Middlebrock 7H10/OADC i inkubowano 4 tygodnie w temperaturze 37°C w celu
okreslenia wartosci jednostek koloniotwoérczych (ang. colony forming unit, CFU).

Wartosci MBC zostaly ustalone na podstawie stosunku liczby kolonii podczas hodowli
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z wybranym st¢zeniem moksyfloksacyny do liczby kolonii w hodowli bez inhibitora.

Eksperyment zostal wykonany w trzech powtorzeniach.
3.3.6 Analiza tempa wzrostu szczepow M. tuberculosis

Tempo wzrostu szczepdw M. tuberculosis zostalo ocenione na podstawie gestosci
optycznej przy ODegoo. Hodowle szczepdw M. tuberculosis w logarytmicznej fazie
wzrostu rozcienczano do ODsoo=0,1 w objetosci 10 ml i inkubowano w 37°C. Nastgpnie
dokonywano pomiaru wartosci ODegoo na spektrofotometrze w siedmiu punktach
czasowych: 48, 72, 96, 120, 144, 216 1 264 godzin. Krzywe regresji dopasowano
wykorzystujac model regresji nieliniowej, logistycznej uwzgledniajacej fazy wzrostu
bakterii. Otrzymane wyniki analizowano pod katem obecno$ci rdznic statystycznych
pomiedzy szczepami w danych punktach czasowych wykorzystujac test t dla préb

niesparowanych w oprogramowaniu GraphPad Prism 10.

3.4 Biologia molekularna
3.4.1 Syntetyczne oligonukleotydy

Tabela 3.2 Sekwencje oligonukleotydowe wykorzystane w celu konstrukcji plazmidow

wymaganych do przygotowania modelu genetycznego M. tuberculosis.

Nazwa Sekwencja 5' - 3' Zastosowanie
Rv-gyrA-GR1- | CGGTACCTGGCAACGATGT
Kpnl GGTGCGATC Amplifikacja fragmentu 5’ gyrd
Rv-gyrA-GR2- | GAAGCTTTCTCCTGCTCGAT z sekwencja powyzej genu
HindIII GTCAACCGG
Rv-gyrA-GR3- | CAAGCTTGACGTCAGCGAC
HindIII GAGGATTTGATC Amplifikacja fragmentu 3’ gyr4
Rv-gyrA-GR4- | CAGTACTCCGACTCTCAAA z sekwencja ponizej genu
Scal ACATTAGTCCCGG
Rv-gyrB-GR1-
natKpnl TTAGCGCCGATTTGCCGTTG | Amplifikacja fragmentu 5’ gyrB
Rv-gyrB-GR2- | GAAGCTTGATAGACGCAGC z sekwencja powyzej genu
HindIII GCCGTATTCGT
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Rv-gyrB-GR3- | GAAGCTTGTGACCCGGAAT
HindIII TCGCATACTCC Amplifikacja fragmentu 3’ gyrB
Rv-gyrB-GR4- | CAGTACTAGTCACCCCGAC z sekwencja ponizej genu
Scal TCCTAACACTCGT
CAAGCTTGGGCAATCAGGT
Amplifikacja fragmentu DNA
Gm-sen-HindIII GCGACAATCTATC
kodujacego gen opornosci na
GAAGCTTACAGGAATCGAA
gentamycyne
Gm-rev-HindlIII TGCAACCGGC
CTCTAGAGTAGGCGGCCAT
Amplifikacja fragmentu DNA
PmetE-Xbal-F GTCAGCGG
kodujacego sekwencje
PmetE-Ndel- | CAAGCTTCCATATGCTGTCC
promotorowg metE
HindIII-R TTCGATCGACGGGTGG
Rv-gyrA-Ndel- | CCATATGACAGACACGACG
Amplifikacja fragmentu DNA
F TTGCCGCC
kodujacego podjednostke A
CATCGATCGGGCGAGCCTG
gyrazy DNA (gyr4)
Rv-gyrA-Clal-R ATTAATTGC
Rv-gyrB-Pown- | CTCTAGAATGGTGCTCGGC
Amplifikacja fragmentu DNA
Xbal-F CAGTGGTCT
kodujacego podjednostke B
Rv-gyrB- CAAGCTTCGCAGGGTTGCG
gyrazy DNA (gyrB)
HindIII-R TTAGACATCC

Tabela 3.3 Sekwencje oligonukleotydowe wykorzystane do potwierdzenia genotypu

szczepOow AgyrA/attB::gyrA oraz AgyrB/attB::gyrB.

Nazwa Sekwencja 5' - 3' Zastosowanie
Rv-gyrA-GR3- | CAAGCTTGACGTCAGCGA | Amplifikacja fragmentu genu gyr4
HindIII CGAGGATTTGATC z wewnetrzna delecjg w celu

Rv-gyrA- CAAGCTTAATTGCCCG potwierdzenia genotypu
HindIII-rev TCTGGTCTGCGC pojedynczych rekombinantow gyr4
(SCO)
Rv-gyrB-GR3- | GAAGCTTGTGACCCGGAA | Amplifikacja fragmentu genu gyrB
HindIII TTCGCATACTCC z wewnetrzng delecja w celu
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Rv-gyrB- CAAGCTTCGAACGCAGGG potwierdzenia genotypu
HindIII-R TTGCGTTAGAC pojedynczych rekombinantow gyrB
(SCO)
RvgyrAseq-in-3 | TATCGCAGCCAGAAACGC | Amplifikacja fragmentu genu gyr4
oraz sekwencji ponizej genu w celu
pMV306-Clal- | AAGGCCCAGTCTTTCGAC | Potwierdzenia komplementacji
rev TGAG gyrdA w szczepie SCO
Rv-gyrB-GR3- | GAAGCTTGTGACCCGGAA | Amplifikacja fragmentu genu gyrB
HindIII TTCGCATACTCC oraz sekwencji ponizej genu w celu
pMV306-Clal- | AAGGCCCAGTCTTTCGAC potwierdzenia komplementacji
rev TGAG gyrB w szczepie SCO
BgllI-Mtb- CAGATCTATGACAGACAC | Amplifikacja fragmentu genu gyr4
gyrA-sen GACGTTGCC oraz sekwencji ponizej genu w celu
Rv-gyrAdown- | GGTGCAGTCACCCCGACT potwierdzenia genotypu
rev CCTAACA podwojnego rekombinanta (DCO)
1 delecji natywnego genu gyr4
Rv-gyrB-Ncol-F | GCCATGGCTGCCCAGAAA | Amplifikacja fragmentu genu gyrB
AAGAAGGCCC oraz sekwencji ponizej genu w celu
Rv-gyrBdown- | TGCGCTGCATCTCCTGCTC potwierdzenia genotypu
rev G podwojnego rekombinanta (DCO)

1 delecji natywnego genu gyrB

Tabela 3.4 Sekwencje oligonukleotydowe wykorzystane do przygotowania sondy do

hybrydyzacji typu Southern blot.

Nazwa

Sekwencja 5' - 3'

Zastosowanie

Rv-gyrA-probe-F

CAGGTTCTCGGCGACCGACG

Potwierdzenie genotypu

Rv-gyrA-probe-R

mutanta AgyrA/attB::gyrA

CCGAACACCCTTGGTCTGCCG

GAAGCTTGTGACCCGGAATTC

Rv-gyrB-probe-F GCATACTCC
CAAGCTTCGAACGCAGGGTTG
Rv-gyrB-probe-R CGTTAGAC

Potwierdzenie genotypu

mutanta AgyrB/attB::gyrB
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Tabela 3.5 Sekwencje oligonukleotydowe wykorzystane w celu przeprowadzenia reakcji

amplifikacji genow gyrd i gyrB w czasie rzeczywistym (qPCR).

Nazwa Sekwencja 5' - 3' Zastosowanie

Rv-RTPCR-gyrA-F CAACTACCACCCGCACGGCG

Ocena poziomu

Rv-RTPCR-gyrA-R CACCCGGCCGTCGTAGTTAGGG ekspresji genu gyr4

Rv-RTPCR-gyrB-F | GTGAGCGCGCGGTTTACACCATCTCA

Ocena poziomu

Rv-RTPCR-gyrB-R | CAGATATCGCATACGCGTCCGAGTC | ekspresiji genu gyrB

Tabela 3.6 Sekwencje oligonukleotydowe wykorzystane w celu przeprowadzenia

mutagenezy punktowej genu gyrA.

Nazwa Sekwencja 5' - 3' Substytucja Mutacja
aa nt

Rv-gyrA-A90V-F CACGGCGACGTGTCGATCTAC A90V GCG>GTG
Rv-gyrA-A90V-R CGGGTGGTAGTTGCCCAT

Rv-gyrA-D94C-F | GTCGATCTACTGCAGCCTGGTG D94C GAC>TGC

CGCATGGCCC
Rv-gyrA-D94C-R GCGTCGCCGTGCGGGTGG
Rv-gyrA-D94G-F | TCGATCTACGGCAGCCTGGTGC D9%4G GAC>GGC
GC

Rv-gyrA-D94G-R CGCGTCGCCGTGCGGAGTG

Rv-gyrA-E131A-F | AGGTACACCGcAGCCCGGCTG E131A GAA>GCA
Rv-gyrA-E131A-R CATCGCCGCCGGTGGGTC

Rv-gyrA-E131L-F | GAGGTACACCCTAGCCCGGCTG E131L GAA>CTA

ACCC
Rv-gyrA-E131L-R ATCGCCGCCGGTGGGTCA
Rv-gyrA-E131D-F | GAGGTACACCGATGCCCGGCTG E131D GAA>GAT
A
Rv-gyrA-E131D-R ATCGCCGCCGGTGGG
Rv-gyrA-E162Q-F | CCGGGTGCAACAGCCGACGGT E162Q GAG>CAG
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Rv-gyrA-E162Q-R | CCGTCGTAGTTAGGGATGAAAT
CG

Rv-gyrA-E196D-F | CAACCTGCGTGACCTGGCCGA | E196D | GAG>GAC
CG

Rv-gyrA-E196D-R | TGCGGCGGGATATTGGTTGC

Rv-gyrA-H368F-F | TTACGTTGACTTCCAACTCGAC | H368F | CAC>TTC
GTCATTG

Rv-gyrA-H368F-R TAGCGGATCAGCTGGTCC

Rv-gyrA-E447Q-F | GGCCGCACTGCAACGCCAGCG | E447Q | GAA>CAA

Rv-gyrA-E447Q-R AGGCGCCGCAACTGCATG

Rv-gyrA-E482D-F CGCGACGATCTCGCC E482D | GAA>GAT

Rv-gyrA-E482D-R CACGATCCCACGCTGC

Tabela 3.7 Sekwencje oligonukleotydowe wykorzystane w celu przeprowadzenia

mutagenezy punktowej genu gyrB.

Nazwa Sekwencja 5' - 3' Substytucja | Mutacja nt
AA
Rv-gyrB-G22S-F | CATTCTCGAAAGCCTGGAGGCC G22S GGG>AGC
GTC
Rv-gyrB-G22S-R GTGATAGACGCAGCGCCG
Rv-gyrB-E24D-F AAGGGCTGGACGCCGTCCGCA E24D GAG>GAC
Rv-gyrB-E24D-R | CGAGAATGGTGATAGACGCAGC
Rv-gyrB-G41A-F GGTGAGCGCGCTTTACACCAT G41A GGT>GCT
Rv-gyrB-G41A-R GGTCGAGCCAATGTACATG
Rv-gyrB-G41S-F CGGTGAGCGCAGTTTACACCA G41S GGT>AGT
Rv-gyrB-G41S-R GTCGAGCCAATGTACATG
Rv-gyrB-E48D-F | TCATTTGGGACGTGGTCGACAAC E48D GAG>GAC
Rv-gyrB-E48D-R GATGGTGTAAACCGCGCT
Rv-gyrB-E48Q-F | TCTCATTTGGCAGGTGGTCGACA E48Q GAG>CAG
ACGCGGT

Rv-gyrB-E48Q-R

TGGTGTAAACCGCGCTCACCGGT
CGAGCCA
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Rv-gyrB-G60A-F GCGATGGCCGCTTATGCAACC G60A GGT>GCT
Rv-gyrB-G60A-R CTCGTCGACCGCGTTGTC
Rv-gyrB-G60S-F | GGCGATGGCCAGTTATGCAACCA G60S GGT>AGT
CAGTGAA
Rv-gyrB-G60S-R | TCGTCGACCGCGTTGTCGACCAC
CTCCCAA
Rv-gyrB-Y114F-F | TCGGACGCGTTTGCGATATCTGG Y114F TAT>TTT
Rv-gyrB-Y114F-R GTCGAACTTGCCGCCGGC
Rv-gyrB-Y114W-F | TCGGACGCGTGGGCGATATCTGG Y114W TAT>TGG
TGG
Rv-gyrB-Y114W-R GTCGAACTTGCCGCCGGC
Rv-gyrB-Y114V-F | CTCGGACGCGGTTGCGATATCTG Y114V TAT>GTT
Rv-gyrB-Y114V-R TCGAACTTGCCGCCG
Rv-gyrB-G118A-F | GCGATATCTGCTGGTCTGCACG G118A GGT>GCT
Rv-gyrB-G118A-R ATACGCGTCCGAGTCGAA
Rv-gyrB-G122A-F | GGTCTGCACGCAGTCGGCGTGT G122A GGC>GCA
Rv-gyrB-G122A-R ACCAGATATCGCATACGC
Rv-gyrB-G122S-F | TGGTCTGCACAGCGTCGGCGT G1228 GGC>AGC
Rv-gyrB-G122S-R CCAGATATCGCATACGCGTCC
Rv-gyrB-G143N-F | CAAGCGCGACAACTACGAGTGG G143N GGG>AAC
TCTCAGG
Rv-gyrB-G143N-R ATCTCGACTTCGAGCCGG
Rv-gyrB-G168A-F | AAGAAGACGGCGTCAACGGTGC G168A GGG>GCG
GGTTC
Rv-gyrB-G168A-R GGTCGGCGCCCCTTGCTT
Rv-gyrB-D176S-F | GTTCTGGGCCAGCCCCGCTGTTT D176S GAC>AGC
TCG
Rv-gyrB-D176S-R CGCACCGTTGACCCCGTC
Rv-gyrB-R193K-F | CGTCGCCCGCAAGCTGCAAGAG R193K CGG>AAG
Rv-gyrB-R193K-R GTTTCGAAGTCGTATTCCGTG
Rv-gyrB-D210E-F | ACCTGACCGAGGAGAGGGTGA D210E GAC>GAG
Rv-gyrB-D210E-R TGATGGTCAGCCCCTTGTT
Rv-gyrB-G256A-F | TATCCGGGTGCCCTGGTGGAC G256A GGC>GCC
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Rv-gyrB-G256A-R

GTGAAAGGTGCGGCTCTTAAC

Rv-gyrB-E318D-F | CCCACGAAGACGGCTTCCGCAG E318D GAG>GAC
CG
Rv-gyrB-E318D-R TGCCGCCCTCGTGGGTGT E318D
Rv-gyrB-K341R-F | ACTGAAGGACCGGGACCCCAAC K341R AAG>CGG
CTCACC
Rv-gyrB-K341R-R AGCTTGCGGTCCTTGGCG
Rv-gyrB-G347N-F | CAACCTCACCAATGACGATATCC G347N GGT>AAT
GGG
Rv-gyrB-G347N-R GGGTCCTTGTCCTTCAGT
Rv-gyrB-G347T-F | CAACCTCACCACTGACGATATCC G347T GGT>ACT
GGG
Rv-gyrB-G347T-R GGGTCCTTGTCCTTCAGT
Rv-gyrB-G347A-F | CAACCTCACCGCTGACGATATCC G347A GGT>GCT
Rv-gyrB-G347A-R GGGTCCTTGTCCTTC
Rv-gyrB-E352D-F ATATCCGGGATGGCCTGGCCG E352D GAA>GAT
Rv-gyrB-E352D-R CGTCACCGGTGAGGTTGG
Rv-gyrB-G353A-F | ATCCGGGAAGCCCTGGCCGCT G353A GGC>GCC
Rv-gyrB-G353A-R ATCGTCACCGGTGAGGTTGG
Rv-gyrB-G353S-F | TATCCGGGAAAGCCTGGCCGCTG G353S GGC>AGC
TGATCTC
Rv-gyrB-G353S-R TCGTCACCGGTGAGGTT
GGGGTCCTTGTCC
Rv-gyrB-K374R-F GACCAAGACCCGGTTGG K374R AAG>CGG
GCAACACCGAG
Rv-gyrB-K374R-R TGGCCCTCGAACTGCGGT
Rv-gyrB-A420S-F CCGTATCGCGTCACGTAAGGC A420S GCA>TCA
Rv-gyrB-A420S-R GCTTGCGCCGAGGACACA
Rv-gyrB-R446C-F | GGCCGATTGCTGTTCCACGGA R446C CGT>TGT
Rv-gyrB-R446C-R AGCTTGCCGGGCAATCCA
Rv-gyrB-R446H-F | GCCGATTGCCATTCCACGGATC R446H CGT>CAT
Rv-gyrB-R446H-R CAGCTTGCCGGGCAATCC
Rv-gyrB-R446L-F | GCCGATTGCCTTTCCACGGATC R446L CGT>CTT
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Rv-gyrB-R446L-R CAGCTTGCCGGGCAATCC
Rv-gyrB-S447F-F | GATTGCCGTTTCACGGATCCGCG | S447F | TCC>TTC
Rv-gyrB-S447F-R GGCCAGCTTGCCGGGCAA
Rv-gyrB-S447Y-F | GATTGCCGTTACACGGATCCGC S447Y | TCC>TAC
Rv-gyrB-S447Y-R GGCCAGCTTGCCGGGCAA
Rv-gyrB-E50ID-F |  ACACCGACGTTCAGGCGAT ES0ID | GAA>GAC
Rv-gyrB-ESOID-R | TCTTTAGCACCCGGTCGATG
Rv-gyrB-Y524F-F | AAGCTGCGCTTCCACAAGAT Y524F | TACSTTC
Rv-gyrB-Y524F-R GCCGATATCGAACTCGTC
Rv-gyrB-Q565H-F | TTTTGGCACACCCGCCGCTGT Q565H | CAA>CAC
Rv-gyrB-Q565H-R | ACACATGCCCGTTCTCGATG
Rv-gyrB-D584E-F | CATACTCCGAACGCGAGCGCG D584E | GAC>GAA
Rv-gyrB-D584E-R | CGAATTCCGGGTCACTGCG
Rv-gyrB-G594A-F | CTGGAGGCGGCGCTGAAGGCC | G59%4A | GGG>GCG
Rv-gyrB-G594A-R CAGACCGTCGCGCTCGCG
Rv-gyrB-E620Q-F | CGCTAAGCAGTTGTGGGAGA E620Q | GAG>CAG
Rv-gyrB-E620Q-R | TCCATTTCACCTAGACCCTTGTA
Rv-gyrB-E646Q-F | CGCCGCCGACCAGTTGTTCTCCA | E646Q | GAG>CAG
TC
Rv-gyrB-E646Q-R GCGGCGTCGTCCAGCGTC

Tabela 3.8 Sekwencje oligonukleotydowe wykorzystane w celu amplifikacji fragmentow

zmutowanych genow gyrA4 i gyrB oraz sekwencjonowania metodg Sangera.

Nazwa Sekwencja 5' - 3' sprawdzana substytucja produkt
amplifikacji
[pz]
seqA-1F | GCAGCTACATCGACTATGCGA GyrA A90V, D94G, 637
seqA-4R TGGGATCCGACGATCAGTC D94C, E162Q, E131A,
E131L, E131D, E196D
seqA-2F TGGCAACCAATATCCCGC GyrA H368F 643
seqA-3R TCGAGCGCTTTAACCAGG
seqA-3F ATGCTAGCGATCGTCGACG GyrA E447Q, E482D 926
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seqA-2R AGGTTGACCGCCACGATT
seqB-0OF GTGCGATCGCTAAAGATCA GyrB G228, E24D 697
seqB-5R AGACCACCAGATATCGCATA
seqB-1F ATTCTCGAAGGGCTGGAGG GyrB G41A, G418, 543
E48D, E48Q, G60A,
G60S, Y114F, Y114W,
seqB-4R GAACGCCATCTCTTGCAGC Y114V, GI18A, G122A,
G122S, G143N, G168A,
DI176S
seqB-2F TGTTTTCGAAACCACGGAA GyrB R193K, D210E, 524
G256A, E318D, E318Q,
K341R, G347N, G347T,
seqB-3R CTTCCCGGATATCGTCACC G347A, E352D, G353A,
G3538, K374R, A4208S,
R446C, R446H, R446L,
S447F, S447Y
seqB-4F | ACGTAAGGCACGAGAGTTGG GyrB E501D, Q565H, 699
Y524F, D584E, G594A,
seqB-1R | CCCATCAGGATGGAGAACAA E6200
seqB-5F | ACGTAAGGCACGAGAGTTGG GyrB E646D 822
seqB-OR TCGATCGTACGCTAGTTAAC
Tabela 3.9 Sekwencje oligonukleotydowe wykorzystane do przygotowania plazmidu

o zwigkszonej ekspresji genu gyrA.

Nazwa

Sekwencja 5' - 3'

Zastosowanie

sen

Bglll Mtb gyrA

GTTGCCG

CAGATCTATGACAGACACGAC

Amplifikacja gyr4 na
matrycy plazmidu do

A rev

HindIIl Mtb gyr

CTGCG

CAAGCTTAATTGCCCGTCTGGT

integracji pMV306 z

wklonowanym genem
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3.4.2 Wektory plazmidowe
Wykorzystane wektory plazmidowe:

pJET 1.2/blunt — wektor shuzacy do
klonowania produktow amplifikacji. Zawiera
gen: bla warunkujacy opornos$¢ na ampicyling,
rep niezbedny do replikacji w komorkach
E. coli oraz miejsce polilinkerowe, MCS (ang.
multi-cloning site) w  obrgbie genu

samobojczego eco47IR (Thermo Scientific).

p2NIL — wektor rekombinacyjny,
niereplikujacy u mykobakterii. Zawiera gen
aph warunkujacy opornos$¢ na kanamycyne,
Ori E - miejsce inicjacji replikacji u E. coli,
miejsce MCS oraz bakteriofagowy system

replikacji Ori 1'%,

pGOAL17 — wektor posiadajacy kasete
markerowa zawierajaca geny: sacB 1 lacZ
oraz gen bla warunkujacy oporno$¢ na
ampicyling, Ori E - miejsce inicjacji

replikacji u E. coli'®.

AmpR \3047;9
MCS
pJET1.2/blunt \

2974 bp

rep

KmR

vl

&5

!f".: y
/ 4
.

orif1

i

MCS OriE

sacB

lacZ

pGOAL17
8855 bp
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pMV306-KmR — wektor integracyjny
umozliwiajacy rekombinacje miejscowo-
specyficzng, posiadajacy gen integrazy
mykobakteriofaga L5 (int), aph
warunkujacy oporno$¢ na kanamycyne,
miejsce inicjacji replikacji u E. coli (Ori E)

oraz miejsce attP (Med-Immune Inc.).

pMV306-HygR — wektor integracyjny
umozliwiajacy rekombinacj¢ miejscowo-
specyficzng, posiadajacy gen integrazy
mykobakteriofaga L5 (int), hph
warunkujacy opornos¢ na higromycyng,
miejsce inicjacji replikacji u E. coli (Ori E)

oraz miejsce attP (Med-Immune Inc.).

pMV261-KmR — wektor posiadajacy
promotor genu Asp60, gen aph warunkujacy
opornos¢ na kanamycyng, miejsca inicjacji
replikacji u E. coli i u mykobakterii (Ori E i
Ori M) oraz miejsce MCS (Med-Immune
Inc.).

int

KmR

pMV360-KmR

3996 b
attP ‘ P
/Oﬂ E

pMV306-HygR

4075 bp

MCS

Promaotor
hsp60 , KmR

pMV261-KmR

4488 bp
A E

Oorim
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pHis-parallell — wektor umozliwiajacy
ekspresje¢ genow pod promotorem T7
w celu nadprodukcji biatek z metka
histydynowa, posiadajacy gen warunkujacy

oporno$¢ na ampicyling!?!.

pJET1.2/blunt + GmR -  wektor
pJET1.2/blunt z wklonowanym genem
(dostepny

Fizjologii

oporno$ci na gentamycyng.

w  Pracownia

Mycobacterium, IBM PAN).

Genetyki 1

Wektory skonstruowane w niniejszej pracy:

6xHis

/ Meisce 1g,,

lacl
AmpR

pHis-parallell
5549 bp

rop

N

OriE

ecod7IR

AmpR

pJET1.2
+ GmR

| GmR

e  Wektory plazmidowe do rekombinacji homologicznej M. tuberculosis:

pDZ1 Wektor pJET1.2/blunt z wklonowanym fragmentem 5’ genu gyrd
1 sekwencja powyzej genu.

pDZ2  Wektor pJET1.2/blunt z wklonowanym fragmentem 5’ genu gyrB
1 sekwencja powyzej genu.

pDZ3  Wektor pJET1.2/blunt z wklonowanym fragmentem 3’ genu gyrd
1 sekwencja ponizej genu.

pDZ4  Wektor pJET1.2/blunt z wklonowanym fragmentem 3’ genu gyrB
1 sekwencja ponizej genu.

pDZ5  Wektor p2NIL z wklonowanym fragmentem 5’ genu gyrd i1 sekwencja

powyzej genu.
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pDZ6  Wektor p2NIL z wklonowanym fragmentem 5’ genu gyrB i1 sekwencja
powyzej genu.

pDZ7  Wektor p2NIL z wklonowanym genem gyrA4 z wewng¢trzng delecja.

pDZ8  Wektor p2NIL z wklonowanym genem gyrB z wewngetrzng delecja.

pDZ9  Wektor p2NIL z wklonowanym genem gyrd z wewngtrzng delecja
oraz kasetg gentamycynowa pomi¢dzy fragmentami genu gyrA.

pDZ10 Wektor p2NIL z wklonowanym genem gyrB z wewnetrzng delecja
oraz kasetg gentamycynowa pomi¢dzy fragmentami genu gyrB.

pDZ11  Wektor p2NIL z wklonowanym genem gyr4 z wewng¢trzng delecja, kaseta
gentamycynowg oraz genami markerowymi lacZ 1 sacB.

pDZ12  Wektor p2NIL z wklonowanym genem gyrB z wewnetrzng delecja, kaseta

gentamycynowg oraz genami markerowymi lacZ i sacB.

e Wektory plazmidowe do rekombinacji miejscowo-specyficznej M. tuberculosis:

pDZ13  Wektor pJET1.2/blunt noszacy sekwencj¢ promotorowa metE.

pDZ14  Wektor pJET1.2/blunt z wklonowanym genem gyrA.

pDZ15 Wektor pMV306-HygR z wklonowang sekwencja promotorowa genu metE.

pDZ16  Wektor pMV306-HygR z wklonowanym genem gyr4A pod promotorem
metE.

pDZ17 Wektor pJET1.2/blunt z wklonowanym genem gyrB pod promotorem
natywnym.

pDZ18  Wektor pMV306-HygR z wklonowanym genem gyrB i jego sekwencja

promotorowa.

e Wektory plazmidowe wykorzystane do wprowadzenia mutacji w genach gyrazy

DNA na drodze rekombinacji miejscowo- specyficznej M. tuberculosis:

pDZ19

Wektor pMV306-KmR z wklonowanym genem gyrd 1 sekwencja

promotorowa metkE.

pDZ20

Wektor pMV306-KmR z wklonowanym genem gyrB 1 sekwencja

promotorowg metE.

66



pDZ21-
pDZ31

Wektory pMV306-KmR noszace gyrd z mutacjami punktowymi: A90V,
D94G, D94C, E162Q, E131A, E131L, E131D, E196D H368F E447Q,
E482D, otrzymane przez mutageneze punktowg wektora pDZ19.

pDZ32-
pDZ74

Wektory pMV306-KmR noszace gyrB z mutacjami punktowymi: G228,
E24D, G41A, G418, E48D, E48Q, G60A, G60S, Y114F, Y114W, Y114V,
GI18A, G122A, G122S, G143N, G168A, D176S, R193K, D210E, G256A,
E318D, E318Q, K341R, G347N, G347T, G347A, E352D, G353A, G3538,
K374R, A420S, R446C, R446H, R446L, S447F, S447Y, ES01D, Q565H,
Y524F, D584E, G594A, E620Q, E646D, otrzymane przez mutageneze
punktowg wektora pDZ20.

pDZ75

Wektor pJET1.2/blunt z wklonowanym genem gyr4 z mutacja E131A.

pDZ76

Wektor pMV261-KmR z wklonowanym genem gyr4 z mutacjg E131A.

pDZ77

Wektor pMV306-KmR z wklonowanym genem gyr4 z mutacja E131A pod
kontrolg promotora Asp60.

e Wektory plazmidowe do nadprodukcji bialek GyrA oraz GyrB:

6xHis

Bglll

.t ""‘Ilv:e Tey

Plazmid pHis-parallell z wklonowanym Bamb

genem gyrA (uzyskany podczas realizacji

lacl /

gyrA

pracy magisterskiej).

( pHis+gyrA .}_Hmd:u
\_— AmpR

rop
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6xHis

Ncol

\

Plazmid pHis-parallell z wklonowanym a8

lacl
EcoRl

genem gyrB (uzyskany podczas realizacji

pracy magisterskiej).
l pHis+gyrB _}_H.nd.

op

\— AmpR
/—-

s £
. . +~
pDZ78-pDZ81: plazmidy pHis-parallell ayA
lacl
z wklonowanym genem gyrd o
z substytucjami: A90V, D94C, DY4G,
EI31A. Otrzymane przez mutageneze ( pDZ78-pDZE1 }

punktowg plazmidu z genem bez mutacji.

rop

K_ o

T 2
pDZ82-pDZ94: plazmidy pHis-parallell — "f‘ -
z wklonowanym genem grB = \ -
z substytucjami: G41A, E48D, Y114F,

G122A, G347N, G353A, R446C, R446H, ( pDZ82-pDZ94 }

R446L, S447F, S447Y, E501D, Q565H.
rop

Otrzymane przez mutagenez¢ punktowg
k— AmpR

plazmidu z genem bez mutacji.



3.5 Techniki wykorzystywane podczas pracy z DNA
3.5.1 Izolacja plazmidowego DNA

Izolacje plazmidowego DNA przeprowadzano z wykorzystaniem zestawu
komercyjnego Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System firmy Promega

zgodnie z protokotem opracowanym przez producenta.
3.5.2 Izolacja chromosomalnego DNA

Genomowy DNA z hodowli M. tuberculosis izolowano z zastosowaniem metody
mechanicznej dezintegracji komoérek. Hodowle z podtoza statego zawieszano w 200 pl
buforu TE (10mM Tris pH 8, ImM EDTA) z kulkami cyrkoniowymi o $rednicy 0,1 mm.
Nastepnie dokonywano mechanicznej dezintegracji z wykorzystaniem aparatu FastPrep-
24 (MP Biomedicals) - dwa razy po 45 sekund, przy predko$ci 6 m/s, a nastgpnie
lizowano przez dodanie 200 pl DNA-zolu. W celu oczyszczenia DNA z zanieczyszczen
biatkami dodawano 200 pl mieszaniny chloroform:alkohol izoamylowy w stosunku 24:1
1 inkubowano 10 min na lodzie. Kolejno wirowano (10 minut, 13000 x g, 4°C),
przenoszono warstwe wodna zawierajaca DNA do nowej probowki i1 precypitowano
przez dodanie trzech objetosci 96% etanolu 1 1/10 objetosci 5 M octanu potasu. Po 15
minutach inkubacji na lodzie, ponownie wirowano i osad DNA przemywano 70%
etanolem. Ostatecznie DNA zawieszano w 200 pl wody i trawiono 20 pg RNAzy A przez

30 minut w temperaturze 37°C w celu usunigcia zanieczyszczen RNA.
3.5.3 Amplifikacja DNA

Amplifikacje genow lub fragmentow DNA przez tancuchowa reakcje polimerazy
przeprowadzano z wykorzystaniem polimerazy DNA zaleznej od DNA AccuPrime Pfx
DNA Polymerase (Invitrogen) wedtug zalecen producenta. Przygotowywano mieszaning

reakcyjng o sktadzie:

100 ng DNA

1 uM odpowiednich starterow
1x stezony bufor reakcyjny

1 ul polimerazy Pfx
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w objetosci catkowitej 50 pl i po 2 minutach wstepnej denaturacji w 95°C, mieszaning
poddawano 35 cyklom kolejnej denaturacji (95°C, 30 sekund), przylaczania starterow
(50-65°C, 30 sekund), wydtuzania (68°C, 1 minuta / 1 kb). Ostatnim etapem byto

koncowe wydtuzanie fragmentéw w 68°C przez 15 minut.

W przypadku amplifikacji krotkich fragmentow DNA, do potwierdzania poprawnos$ci
wprowadzonej mutacji stosowano ALLin Taq Mastermix (highQu). Przygotowywano

mieszaning reakcyjng:

100 ng DNA

1x stezony Mastermix

0,1 uM odpowiednich starteréw

w objetosci catkowitej 25ul 1 po 1 minucie wstepnej denaturacji w 95°C, mieszaning
poddawano 40 cyklom kolejnej denaturacji (95°C, 15 sekund), przylaczania starterow
(55-64°C, 15 sekund), wydtuzania (72°C, 15 sekund / 1kb).

3.5.4 Trawienie enzymami restrykcyjnymi

Trawienie enzymami restrykcyjnymi (Thermo Fisher) wykonywano zgodnie

z zaleceniami producenta.
3.5.5 Laczenie fragmentow DNA

Laczenie fragmentow DNA wykonywano z wykorzystaniem ligazy T4 (Thermo

Fisher) zgodnie wytycznymi producenta.
3.5.6 Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym

Elektroforeze pozioma w 1% zelu agarozowym przeprowadzano w buforze TAE
w obecnosci 0,4 pg/ml bromku etydyny lub Zel wybarwiano w bromku etydyny po
rozdziale elektroforetycznym w zalezno$ci od przeprowadzanego eksperymentu.
Elektroforeze prowadzono w temperaturze pokojowej, przy napigciu 5-10 V/em
w zalezno$ci od eksperymentu. Wizualizacji dokonywano z wykorzystaniem
transilluminatora przy dlugosci fali UV A=320 nm lub systemu do detekcji 1 analizy
Imager2 (VWR) oraz ChemiDoc Image System (BioRad). Dla oceny dlugosci
fragmentow DNA wykorzystywano wzorzec wielkosci: GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Thermo Fisher).
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3.5.7 Elucja fragmentow DNA z Zelu agarozowego

Elucje¢ DNA z 1% zelu agarozowego przeprowadzano przy uzyciu zestawu
komercyjnego QIAGEN II Gel Extraction Kit (Qiagen) zgodnie z zaleceniami

opracowanymi przez producenta.
3.5.8 Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie  fragmentow DNA  przeprowadzano metoda Sangera
z wykorzystaniem sekwenatora Genetic Analyzer 3500/3500xL (Applied Biosystems).
Sekwencjonowanie zostato przeprowadzone w Instytucie Biologii Medycznej PAN

w Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycoabcterium przez dr Matgorzate Korycka-Machate.

Sekwencjonowanie catogenomowe szczepdw M. tuberculosis przeprowadzono
metoda nanoporowa z wykorzystaniem urzadzenia MinlON (Oxford Nanopore

Technologies) przez firme¢ genXone.
Do analizy wynikow wykorzystano oprogramowanie Geneious Prime.
3.5.9 Konstrukcja plazmidow i szczepow M. tuberculosis
o Konstrukcja wektorow do rekombinacji homologiczne;j

W pierwszym etapie z wykorzystaniem sekwencji oligonukleotydowych (Tab.
3.2) amplifikowano fragmenty DNA powyzej konca 5’ (fragmentl) i ponizej konca 3’
(fragment2) genu poddawanego delecji (gyrA lub gyrB). Produkty oczekiwanej wielko$ci
klonowano do wektora pJET1.2/blunt (pDZ1-4). Plazmidy transformowano do komoérek
kompetentnych E. coli TOP10 1 poddawano sekwencjonowaniu celem sprawdzenia
poprawnosci klonowanej sekwencji. Nastepnie powyzsze fragmenty regiondw
flankujacych geny oraz gen warunkujacy oporno$¢ na gentamycyneg, a takze kasete
markerowa (lacZ 1 sacB) z plazmidu pGOAL17 przeklonowano do plazmidu p2NIL.
Poprawno$¢ klonowanych fragmentow DNA sprawdzano z wykorzystaniem enzymow
restrykcyjnych (Tab. 3.2) 1 rozdzialu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym.
Przygotowane w ten sposob plazmidy p2NIL (pDZ11 i pDZ12) z niefunkcjonalnymi
genami gyrazy, poshuzyty do wymiany natywnych gendow M. tuberculosis H37Rv na

drodze rekombinacji homologicznej (Ryc. 3.1).
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Rycina 3.1 Schemat konstrukcji plazmidow pDZ11 oraz pDZ12 do rekombinacji

homologicznej z delecja w genach gyrd i gyrB M. tuberculosis.
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W celu przygotowania szczepow pratka gruzlicy pozbawionych natywnych
genow gyrazy DNA, ktore sa niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania bakterii,
w kolejnym etapie przygotowano plazmidy do komplementacji genow gyr4 lub gyrB
w miejscu attB. Fragmenty DNA noszace geny gyrA/gyrB amplifikowano na matrycy
chromosomalnego DNA M. tuberculosis H37Rv z wykorzystaniem PCR. Produkty
reakcji PCR o odpowiedniej wielkosci wklonowano do plazmidu pJET1.2/blunt.
Plazmidy transformowano do komorek kompetentnych E. coli TOP10. Poprawnos¢
sekwencji nukleotydowej gendw zostala sprawdzona za pomoca sekwencjonowania
metoda Sangera. Nastepnie geny przeklonowano do plazmidu pMV306-HygR
zawierajacego miejsce attP 1 gen warunkujacy oporno$¢ na higromycyne. Plazmidy
zaprojektowano w taki sposob, aby ekspresja genu gyrB odbywala si¢ z udziatem
promotora natywnego. Natomiast, ze wzgledu na usytuowanie genow w genomie pratka,
w przypadku plazmidéw zawierajacych gen gyrAd, wykorzystano promotor genu metE,
umozliwiajacy ekspresje genu na poziomie zblizonym do naturalnego. Poprawnos¢
klonowania sprawdzano przez trawienia odpowiednimi endonukleazami (Tab. 3.2)

1 rozdzial elektroforetyczny w zelu agarozowym (Ryc. 3.2, Ryc. 3.3).

Amplifikacja promotora metE na matrycy Amplifikacja genu gyrA na matrycy
M. tuberculosis i klonowanie do pJET1.2/blunt M. tuberculosisiklonowanie do pJET1.2/blunt

DAl gl

i

ecod7IR
pDZ13
"

| Promotor
| mete

i klonowanie do pMV306

Trawienie Xbal, Hindlll
HygR

OriE
Promotor
metE

int

Rycina 3.2 Schemat konstrukcji plazmidu pDZ16 do komplementacji genu gyr4 pod promotorem
metE.

73



Amplifikacja genu gyrB z promotorem natywnym na matrycy
M. tuberculosisiklonowanie do pJET1.2/blunt

DAPIAP orie

AmpR Hng

gyr8

Trawienie Xbal, Hindlll pDZlS
i klonowanie do pMV306-HygR

pDZ17

\

Rycina 3.3 Schemat konstrukcji plazmidu pDZ18 do komplementacji genu gy»B pod promotorem

int

natywnym.
e Konstrukcja mutantow SCO 1 DCO

W pierwszym etapie przeprowadzono elektroporacje plazmidu zawierajacego
niefunkcjonalne geny gyrazy, kasete gentamycynowa oraz geny lacZ, sacB do komorek
kompetentnych M. tuberculosis (pDZ11 1 pDZ12). Bakterie wysiewano na podioze
z dodatkiem kanamycyny, gentamycyny 1 X-galu. Po inkubacji (4-6 tygodni, 37°C)
otrzymano niebieskie kolonie wykazujagce wzrost na podtozu z dodatkiem kanamycyny
oraz gentamycyny. W pierwszym etapie rekombinacji homologicznej otrzymano mutanty
SCO (ang. single cross-over) posiadajace natywne geny gyrazy oraz niefunkcjonalne
fragmenty genow. Nastepnie przeprowadzono elektroporacje plazmidow do
komplementacji, czyli pMV306-HygR z gyrd lub gyrB (pDZ16/18) do komorek
kompetentnych szczepdw SCO M. tuberculosis. Bakterie wysiewano na podloze state
z dodatkiem higromycyny oraz X-galu. Uzyskano kolonie zdolne do rozkladu X-galu
1 oporne na higromycyne¢, kanamycyne i1 gentamycyng. W ten sposob na drodze
rekombinacji miejscowo-specyficznej otrzymano mutanty SCO z komplementacja,
noszace natywne, niefunkcjonalne oraz komplementowane geny gyrazy DNA w miejscu
attB (szczep SCO komplementowany). W kolejnym kroku, otrzymane klony wysiewano
na podioze stale w duzej gestosci generujacej stres, wptywajacy na zwigkszenie czestosci
pojawiania si¢ mutacji, co umozliwia uzyskanie mutantéw DCO (ang. double cross-over).
Po inkubacji (10 dni), wykonano szereg rozcienczen zawiesiny bakteryjnej i wysiewano
na podtoze stale z dodatkiem 2% sacharozy, X-galu 1 higromycyny. Uzyskano kolonie
niezdolne do rozktadu analogu laktozy, oporne na dziatanie higromycyny i1 gentamycyny,

ale wrazliwe na kanamycyng. Otrzymano mutanty DCO komplementowane, posiadajace
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niefunkcjonalne geny gyrazy DNA oraz komplementacj¢ odpowiednich genoéw gyrA lub
gvrB (Ryc. 3.4). Poprawnos$¢ szczepow sprawdzono przez amplifikacje fragmentoéw
chromosomalnego DNA metoda PCR z zastosowaniem odpowiednich sekwencji
oligonukleotydowych (Tab. 3.3) oraz przez hybrydyzacje Southern Blot

z wykorzystaniem zaplanowanych sond genetycznych (Tab. 3.4).

\

-—
\ pDz11/12 \}/\ S

oo Y M. tub losis H37R
J uberculosis v KmR, GmR, X-gal

- o oo
B, \-._ N~ I :3hicid
-~ -
M. tuberculosis szczep SCO HygR, KmR, GmR, X-gal
KmR, GmR, lacZ, sacB
-
R

s — D -~

'] o -2 -3 4
10° 107 102 10% 10 M. tuberculosis

2% sacharoza, HygR, X-gal 10 dni inkubacji szczep SCO komplementowany
HygR, KmR, GmR, lacZ, sacB

-
\-\ \\
\/
M. tuberculosis
szczep DCO komplementowany
HygR, GmR
Rycina 3.4. Schemat otrzymywania mutantow M. tuberculosis - DCO
komplementowanych, pozbawionych natywnych genow gwrd Iub grB

z komplementacja odpowiedniego genu. Opracowano z wykorzystaniem programu

BioRender.

e Konstrukcja wektorow do wprowadzania mutacji w genach gyA/gyrB

M. tuberculosis na drodze rekombinacji miejscowo-specyficznej

Geny gyrA oraz gyrB z odpowiednimi promotorami przeklonowano z plazmidow
pDZ161pDZ18 do pMV306-KmR (Ryc. 3.5), ktore postuzyly do mutagenezy punktowe;j
w celu otrzymania plazmidéw z mutacjami punktowymi (pDZ21-74) i wprowadzenia

wybranych mutacji do genomu M. tuberculosis.
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Rycina 3.5 Schemat konstrukcji plazmidow pDZ19 oraz pDZ20 do integracji genow gyrd/gyrB

z wybranymi mutacjami.

o Konstrukcja szczepow M. tuberculosis z mutacjami punktowymi w genach gyr4

1gyrB

W celu otrzymania szczepow M. tuberculosis z mutacjami punktowymi w genach
gyrA oraz gyrB przeprowadzono elektropolacje plazmidow po mutagenezie punktowej
(pDZ21-74) do komorek kompetentnych szczepéw DCO z komplementacja. Bakterie
wysiewano na podtoze z dodatkiem kanamycyny, a obecno$¢ mutacji sprawdzano przez
amplifikacje fragmentu genu gyr4 lub gyrB z wykorzystaniem odpowiednich sekwencji
starterowych (Tab. 3.8) i sekwencjonowanie metoda Sangera. W ten sposob na drodze
rekombinacji miejscowo-specyficznej do genomu wprowadzano gen gyrazy z mutacja

(Ryc. 3.6).
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Rycina 3.6 Schemat otrzymywania mutantow M. fuberculosis, DCO komplementowanych

z mutacjg punktowg w genach gyrazy DNA.

e Konstrukcja wektora do nadekspresji genu gyr4

W celu nadekspresji genu gyrA4 z substytucja E131A (gyr4 mutE131A) w szczepie
M. tuberculosis skonstruowano plazmid pMV306Km z wklonowanym zmutowanym
genem gyrA pod kontrola promotora hsp60. Po amplifikacji genu gyr4 (Tab. 3.9) na
matrycy plazmidu pDZ19 z mutacja w gyrd (mutE131A), produkt wklonowano do
pJET1.2/blunt. Nastgpnie gen przeklonowano do plazmidu pMV261-KmR
z wykorzystaniem enzymow restrykcyjnych Bglll i HindIIl. Kolejno gyr4 mut E131A
wraz z promotorem Asp60 wklonowano do plazmidu pMV306-KmR (pDZ77) (Ryc. 3.7).

Plazmid pDZ77 postuzyt do elektroporacji komorek kompetentnych
M. tuberculosis DCO komplementowanych i uzyskania szczepu ze zwigkszong ekspresja

genu gyr4 z mutacja E131A 1 opornos$cig na kanamycyne.
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Rycina 3.7 Schemat otrzymania plazmidu do nadekspresji: pMV306-KmR z wklonowanym

genem gyrA z substytucja E131A pod kontrolg promotora Asp60.
e Konstrukcja wektorow do nadprodukcji biatek

Wektory pHis-parallell z wklonowanymi genami gyr4 lub gyrB skonstruowano
podczas realizacji pracy magisterskiej pt.: ,,Gyraza Mycobacterium tuberculosis jako
tarcza dla lekow przeciwpratkowych”. Plazmidy te postuzyty jako matryca do otrzymania
plazmidéw z wybranymi mutacjami w genach gyrazy DNA oraz dalszej nadprodukcji

1 oczyszczania bialek z substytucjami.

3.5.10 Hybrydyzacja technika Sothern blot

W celu potwierdzenie poprawnosci genotypu szczepdw M. tuberculosis SCO, SCO
z komplementacjg oraz DCO z komplementacja, chromosomalny DNA trawiono za
pomoca odpowiednich enzymoéw restrykeyjnych (Pvull dla gyr4; Pvull, HindIIl dla
gyrB) 1 poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu w 1% zelu agarozowym

1 transformowano na membrang nylonowg zgodnie z zaleceniami producenta (Cytiva).

W celu przygotowania sondy przeprowadzono reakcje amplifikacji fragmentow genu

gvrA /gyrB z odpowiednimi sekwencjami oligonuklotydowymi (Tab. 3.4), a otrzymany
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produkt znakowano z wykorzystaniem zestawu ECL Direct Nucleic Acid Labelling and
Detecting System (Amersham Biosciences) zgodnie z protokolem opracowanym przez

producenta.
3.5.11 Mutageneza

Mutageneze plazmidow pMV306-KmR oraz pHis-parallell z wklonowanymi genami
gvrA lub gyrB przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu komercyjnego Q5 Site-
Directed Mutagenesis Kit (LabJot) lub w przypadku trudnosci w uzyskaniu
odpowiedniego plazmidu wykorzystywano zestaw komercyjny Phusion Site-Directed
Mutagenesis Kit (Thermo Fisher) zgodnie z procedurg opracowang przez producenta.
Matrycowy plazmid poddawano amplifikacji w obecnosci zaprojektowanych sekwencji
oligonukleotydowych (Tab. 3.6, Tab. 3.7) noszacych wybrane mutacje punktowe.
Wielko$¢ otrzymanych produktéw sprawdzano przez rozdzial elektroforetyczny w 1%
zelu agarozowym, nastgpnie usuwano matrycowy DNA za pomoca enzymu Dpnl,
fosforylowano konce produktow PCR przez kinaz¢ (w przypadku drugiego zestawu
uzywano fosforylowanych sekwencji oligonukleotydowych) i taczono konce przy udziale
ligazy w celu cyrkulizacji plazmidu (Ryc. 3.8). Otrzymany produkt transformowano do
komorek kompetentnych E. coli TOP10, wysiewano na podloze selekcyjne LB
z kanamycyna. Obecno$¢ wprowadzanych mutacji  potwierdzano  przez

sekwencjonowanie metodg Sangera (Tab. 3.8).

N
zaprojektowanie
4 sekwencji
l.., : oligonukleotydowych

polimeraza

DNA

—+ produkt amplifikacji
kinaza
ligaza
Dpnl
ey plazmid

Z mutacjg punktowa

Rycina 3.8 Schemat wprowadzania mutacji punktowej i przebiegu mutagenezy. Opracowane na

podstawie New England Biolabs i programu BioRender.
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3.6 Techniki wykorzystywane podczas pracy z RNA
3.6.1 Izolacja calkowitego RNA

W celu izolacji catkowitego RNA hodowle M. tuberculosis prowadzono do
ODs00=0,6 1 wirowano (15 minut, 3000 x g, 35°C). Osad komorkowy (z 30 ml hodowli)
zawieszano w 300 ul ddH>O 1 900 pl odczynnika TRIzol (Zymoo Research), a nast¢pnie
przenoszono do probowek Lysing Matrix (Fisher Scientific) zawierajacych kulki
krzemionkowe. Kolejno prowadzono mechaniczng dezintegracje z wykorzystaniem
urzadzenia FastPrep-24 przy parametrach dla komorek Mycobacterium. Po oddzieleniu
supernatantu od kulek dodawano 250 pl chloroformu, doktadnie mieszano i inkubowano
10 minut na lodzie. Po odwirowaniu (15 minut, 12000 x g, 4°C) warstw¢ wodng
precypitowano przez dodanie jednej objetosci izopropanolu i 1/10 objgtosci 3M octanu
sodu. Dodatkowo w celu uwidocznienia osadu RNA dodawano 1 ul GlycoBlue
(Invitrogen). Po catonocnej inkubacji w -80°C prébki wirowano (30 minut, 20000 x g,
4°C), osad plukano przez dodanie 500 pl 70% etanolu i ponownie wirowano. Po
osuszeniu osad RNA zawieszano w 40 pl ddH2O, a nastgpnie 8 pg catkowitego RNA
trawiono z wykorzystaniem zestawu komercyjnego Turbo DNase (Invitrogen) wedtug

protokotu opracowanego przez producenta.
3.6.2 Odwrotna transkrypcja

W celu otrzymania cDNA przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji dla 10 ng
RNA po trawieniu DNazg, za pomocg zestawu komercyjnego SuperScript III FirstStrand

Synthesis SuperMix Kit (Invitrogen) wedlug protokotu opracowanego przez producenta.
3.6.3 Reakcja lancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR)

Analiza poziomu ekspresji gendw zostata przeprowadzona z wykorzystaniem qPCR
na aparacie QuantStudio 5 (Applied Biosystems). Mieszanina reakcyjna (10 pl) sktadata

si¢ z:

10 ng cDNA,

1x stezonego SYBR Green qPCR Master Mix (Applied Biosystems),
po 0,3 uM odpowiednich sekwencji oligonukleotydowych (Tab. 3.5),

areakcje prowadzono przez wstepna denaturacja w 50°C przez 2 minuty i kolejno w 95°C

przez 2 minuty. Nastgpnie probki poddano 40 cyklom kolejno: denaturacji (95°C przez
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15 sekund), przylaczania starterow (62°C przez 15 sekund) oraz wydtuzania z odczytem
fluorescencji (72°C przez 1 minutg). W celu oceny specyficznosci i czystosci produktu
amplifikacji przeprowadzono krzywa topnienia (95°C - 15 sekund, 60°C - 1 minuta, 95°C
- 15 sekund).

Do oceny poziomu ekspresji genow gyrA4 i gyrB wykorzystano gen referencyjny sigd
kodujacy podjednostke sigma A polimerazy RNA M. tuberculosis. Poziom ekspresji
genow ustalano poprzez analize¢ metoda komparatywng AACt (wedhug Livak
i Schmittgen, 2001'°%). W celu oceny réznicy poziomu ekspresji badanych genéw
w stosunku do genu referencyjnego w pierwszym etapie dla kazdej probki wyznaczano
wartos¢ ACt, czyli roznice pomigdzy wartoscig Ct genu badanego 1 genu referencyjnego.
Kolejno obliczano AACt co stanowito réznic¢ pomiedzy ACt szczepu badanego
i kontrolnego. Nastepnie wyznaczano wzgledna ekspresj¢ badanego genu na podstawie
warto$ci wspolczynnika R, ktory odpowiada 2724¢!, Otrzymanie wyniku >1 oznacza
wzrost ekspresji genu, a przy wartosci <l obserwujemy zmniejszenie ekspresji badanego
genu. Analiza zostata wykonana w trzech powtoérzeniach biologicznych oraz w trzech

powtorzeniach technicznych.
3.6.4 Pomiar stezenia kwaséw nukleinowych

Pomiaréw stgzenia kwaséw nukleinowych dokonywano na urzadzeniu NanoDrop

ND 100 V3.5.2 metodg spektrofotometryczna.

3.7 Techniki wykorzystywane podczas pracy z bialkami
3.7.1 Elektroforeza pionowa w zZelu poliakrylamidowym

Elektroforeze¢ pionowa przeprowadzano w celu rozdziatu bialek na podstawie ich
masy czgsteczkowej w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE), w dwuwarstwowym
zelu poliakrylamidowym, w buforze TGB (1x stezony) przy napigciu 90 V dla zelu
zageszczajacego 1 120 V dla zelu rozdzielajacego. Probki biatek (15 pl) obcigzano 5 pl
4x stezonego buforu Laemmliego, inkubowano przez 10 minut w temperaturze 96°C
1 nanoszono do studzienek zelu. W celu wizualizacji zele barwiono przy pomocy

odczynnika Instant Blue (Expedeon).
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Zele poliakrylamidowe i bufory do rozdziatu elektroforetycznego biatek:

- Zel zageszczajacy 4% (4% akrylamid/bisakrylamid; 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 0,1%
SDS; 0,1% APS; 0,1% TEMED)

- Zel rozdzielajacy 12% (12% akrylamid/bisakrylamid; 375 mM Tris-HCI pH 8,8; 0,1%
SDS; 0,1% APS; 0,1% TEMED)

- bufor TGB (25 mM Tris-HCI, 250 mM glicyna, 1% SDS)

- bufor obcigzajacy do rozdzialu elektroforetycznego biatek - 4x stezony bufor
Laemmliego (0,04% biekit bomofenolowy; 200 mM Tris-HCI pH 6,8; 30% glycerol; 400
mM DTT; 8% SDS).

W celu oceny masy czasteczkowe]j biatek wykorzystywano marker wielko$ci mas:

PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific).
3.7.2 Pomiar stezenia bialek

Pomiaréw stgzenia bialek dokonywano na urzadzeniu NanoDrop ND 100 V3.5.2
metoda Bradford lub na urzadzeniu Thermo Scientific NanoDrop One przez pomiar

absorbancji przy dtugosci fali A=280 nm.
3.7.3 Nadprodukcja bialek
Nadprodukcja podjednostki A gyrazy DNA M. tuberulosis (GyrA):

Otrzymane wczesniej plazmidy ekspresyjne pHis-parallell z wklonowanym
genem gyrA oraz plazmidy po mutagenezie transformowano do komorek E. coli Rosetta
metoda szoku termicznego. Hodowle ptynng (3 L) w podlozu do autoindukcji
z dodatkiem laktozy inkubowano w temperaturze 37°C z wytrzasaniem do osiggnigcia
warto$ci wspolczynnika gestosci ODesoo wynoszacej od 0,5 do 0,7, a nastgpnie
kontynuowano w temperaturze 20°C przez noc. W celu otrzymania osadu komoérkowego
hodowle wirowano przez 20 minut, 3700 x g, w 4°C, usuwano supernatant, a osad

przechowywano w -80°C.
Nadprodukcja podjednostki B gyrazy DNA M. tuberculosis (GyrB):

Otrzymane wczesnie] plazmidy ekspresyjne pHis-parallell z wklonowanym
genem gyrB oraz plazmidy po mutagenezie transformowano do komorek E. coli Rosetta

lub w przypadku substytucji G353 A do komorek E.coli BL21 pLySs Star, metoda szoku
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termicznego. Prowadzono hodowle ptynng (1 L) na podtozu LB w temperaturze 37°C
z wytrzasaniem do osiaggni¢cia wartosci wspotczynnika gestosci ODgsoo wynoszacej od 0,5
do 0,7. W celu indukcji ekspresji biatka do hodowli dodawano analog laktozy - IPTG
w stezeniu 1 mM 1 kontynuowano hodowlg w temperaturze 30°C z wytrzasaniem przez
trzy godziny. Hodowlg¢ wirowano przez 20 minut, 3700 x g, w 4°C, a osad

przechowywano w -80°C.
3.7.4 Oczyszczanie bialek przez chromatografi¢ metalopowinowactwa

Oczyszczanie rekombinowanych bialek GyrA:Osad otrzymany po nadprodukc;ji
biatka rozmrazano i zawieszano w 30 ml buforu do lizy: (50 mM cytrynian sodu, 300
mM NaCl, 40 mM imidazol, 10% glicerol, 0,1 mM fluorek fenylometylosulfonylu, 2 mM
2-merkaptoetanol, 3% TritonX-100, 10 pg/ml RNaza, 100 pg/ml lizozym, 100 U
benzonaza, 0,1% koktajl inhibitorow proteaz, pH 7). Nastgpnie przeprowadzano
dezintegracje komorek E. coli z wykorzystaniem ultradzwiekdéw przy 30 seriach sonikacji
po 9,9 sekundy pulsu i 9,9 sekundy przerwy, przy wartosci amplitudy rownej 30%.
Otrzymang zawiesing wirowano w probowkach okraglodennych przez jedna godzing,
16000 x g, w 4°C, a supernatant dodatkowo filtrowano za pomoca filtru (o $rednicy poréw
0,45 um). Przesacz mieszano ze ztozem agarozowym wysyconym jonami niklu HisPur
Ni-NTA Resin (Thermo Scientific) przeptukanym wcze$niej 20 ml buforu
oplaszczajacego (50 mM cytrynian sodu, 300 mM NaCl, 40 mM imidazol, 10% glicerol,
0,1 mM fluorek fenylometylosulfonylu, 2 mM 2-merkaptoetanol, pH 7) 1 inkubowano
przez 60 minut na rotorze (4°C). Po tym czasie mieszaning nanoszono na kolumne i ztoze
ze zwigzanym bialkiem plukano 100 ml buforu optaszczajacego w celu usunigcia
zanieczyszczen. Kolejno biatko eluowano przez 10-krotne naniesienie 1 ml buforu do
elucji (50 mM cytrynian sodu, 300 mM NaCl, 400 mM imidazol, 10% glicerol, 0,1 mM
fluorek fenylometylosulfonylu, 2 mM 2-merkaptoetanol, pH 7). W ten sposob
otrzymywano 10 frakcji, ktore nastgpnie analizowano za pomocg elektroforezy SDS-
PAGE. Odpowiednie frakcje zatezano przez wirowanie przy 1100 x g, w 4°C
z wykorzystaniem koncentratorow wir6wkowych z odcigciem 50 kDa masy

czasteczkowej biatka.
Oczyszczanie rekombinowanych biatek GyrB:

Oczyszczanie biatka GyrB przeprowadzono analogicznie do oczyszczania biatka

GyrA, przy czym wykorzystano odmienne bufory do lizy komorek E. coli (20 mM Tris-
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HCl, 500 mM NaCl, 40 mM imidazol, 10% glicerol, 0,1 mM fluorek
fenylometylosulfonylu, 2 mM 2-merkaptoetanol, 3% TritonX-100, 10 pg/ml RNaza, 100
pg/ml lizozym, 100 U benzonaza, 0,1% koktajl inhibitorow proteaz, pH 7.5), do
oplaszczania biatka (20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 40 mM imidazol, 10% glicerol,
0,1 mM fluorek fenylometylosulfonylu, 2 mM 2-merkaptoetanol, pH 7,5) oraz elucji
biatka (20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol, 10% glicerol, 0,1 mM fluorek
fenylometylosulfonylu, 2 mM 2-merkaptoetanol, pH 7,5).

Oczyszczanie wariantu GyrB z substytucja G353 A, ktérego nadprodukcj¢ uzyskano
w E. coli BL21 pLySs Star przeprowadzono z wykorzystaniem buforéw o takim samym

sktadzie jak dla biatek GyrA.
3.7.5 Oczyszczanie bialek przez chromatografi¢ zelowa wykluczenia

W drugim etapie biatka doczyszczano przez filtracj¢ zelowa. Zasada dziatania tej metody
polega na wnikaniu matych czasteczek w porowata strukture ztoza i wykluczaniu duzych
czasteczek, przez co wigksze czasteczki sa eluowane pierwsze. Filtracja zelowa zostala
przeprowadzona z wykorzystaniem kolumny ze ztozem z dekstranu i1 bisakrylamidu
(Sephacryl S-300 HR) oraz systemu do oczyszczania biatek AKTA start. W pierwszym
etapie kolumng¢ odptukano z 20% etanolu i kalibrowano odpowiednim buforem przy
przeptywie 0,5 ml na minutg przez noc. Dla biatek GyrA oraz GyrB G353 A wykorzystano
bufor sktadajacy si¢ z 50 mM cytrynianu sodu, 300 mM chlorku sodu i 10% glicerolu.
Dla bialek GyrB wykorzystano bufor o sktadzie: 20 mM Tris-HCI, 500 mM chlorek sodu
1 10% glicerol. Bufory uprzednio filtrowano i odgazowano przy pomocy pompki wodne;j
1 fazni ultradzwigkowe;j. Po kalibracji, na kolumne¢ nanoszono 800 ul biatka uzyskanego
po oczyszczaniu metoda chromatografii metalopowinowactwa 1 eluowano przy
przepltywie 1 ml na minutg. Po uptywie okoto 30 minut, gdy obserwowano wzrost
absorbancji, zbierano frakcje bialek, ktore nastgpnie analizowano z wykorzystaniem zeli
SDS-PAGE. Frakcje zawierajace biatko o odpowiedniej masie czasteczkowej
koncentrowano z wykorzystaniem koncentratorow wirowkowych 50 kDa. Po
zakonczeniu elucji, kolumne 1 system do oczyszczania biatek przeptukiwano

dejonizowang wodg oraz 20% etanolem.
3.7.6 Przygotowanie bialka bez metki histydynowej

W celu oceny tworzenia kompleksoéw biatka GyrA z biatkiem GyrB z substytucjami

nalezato otrzymac preparat biatka GyrA bez metki histydynowej do testu pull-down. Po
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nadprodukcji GyrA oraz oczyszczaniu przez chromatografi¢ metalopowinowactwa do
oczyszczonego preparatu biatka dodawano proteaz¢ TEV (oczyszczong przez
pracownikow Ghilarov Lab, John Innes Centre) w stosunku 100:1. Nastepnie
przeprowadzono dialize przez noc w 4°C w buforze do dializy (50 mM cytrynian sodu,
80 mM chlorek sodu, 10% glicerol, | mM EDTA, 1 mM DTT). Kolejno biatko poddano
chromatografii jonowymiennej, ktora przeprowadzono z wykorzystaniem systemu
AKTA Go i kolumny HiTrap Q FF. W pierwszej kolejnosci kolumne kalibrowano przez
przeptukanie buforem A bez chlorku sodu (50 mM cytrynian sodu, 10% glicerol, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT, pH 7) i nanoszono biatko. Nastepnie ptukano 5% buforu B
0 wysokim stezeniu soli (50 mM cytrynian sodu, 1 M chlorek sodu, 10% glicerol, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT, pH 7) w celu odptukania zanieczyszczen, czyli biatek o punkcie
izoelektrycznym wyzszym od pH buforu, eluowano biatko GyrA bez metki histydynowe;j
w gradiencie stezenia soli (buforu B) od 5-50%. Otrzymane frakcje analizowano w zelach
SDS-PAGE, a probki z biatkiem GyrA doczyszczano przez zastosowanie chromatografii

zelowej wykluczenia i koncentrowano.
3.7.7 Ocena struktury I1I-rzedowej bialek

W celu sprawdzenia prawidlowego sfaldowania biatek przeprowadzono analizg
nanoDSF z wykorzystaniem systemu PrometheusPanta (NanoTemper). Probki biatek po
oczyszczaniu rozcienczano do osiaggnigcia stezenia 1 mg/ml 1 wirowano 10000 x g przez
10 minut. Nastgpnie okoto 10 pl probki nanoszono do szklanych kapilar w dwoch
powtdrzeniach technicznych 1 umieszczano w kasecie urzadzenia. Stabilno$¢ termiczng
analizowano przez pomiar fluorescencji przy dtugosci fali 330 1 350 nm i rozproszenie

swiatta w funkcji temperatury w zakresie 20-95°C (1°C/min).

3.8 Testy in vitro z wykorzystaniem rekombinowanych bialek
3.8.1 Test zdolnosci gyrazy do superskre¢cania DNA

W celu oceny aktywnosci gyrazy DNA M. tuberculosis oraz wpltywu
moksyfloksacyny na dzialanie enzymu przeprowadzano test zdolno$ci enzymu do
wprowadzania negatywnych superskretow w DNA plazmidowym (Ryc. 3.9).
W pierwszym etapie ustalano jedng jednostke aktywnosci biatka (1 U). Przygotowywano
mieszaning reakcyjng (30 ul) sktadajaca si¢ z:
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- 0,5 pl zrelaksowanego DNA plazmidowego pBR322 o stezeniu 1 pg/pl (Inspiralis),

- 6 ul 5x stezonego buforu reakcyjnego (koncowe st¢zenie: 10 mM HEPES, 1,2 mM
octanu magnezu, 0,8 mM DTT, 0.4 mM spermidyny, 1 mM ATP, 20 mM glutaminianu

potasu, 0,01 mg/ml acetylowanej albuminy),
- 20,5 pl ddH20,
- 3 pl enzymu w wybranym st¢zeniu

1 inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie reakcje hamowano przez
dodanie 30 ul buforu STEB (40% glicerol, 100 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM EDTA, 0,5
mg/ml biekit bromofenolowy) i 30 pl mieszaniny chloroform:alkohol izoamylowy
w stosunku 24:1 (v:v). Mieszaning reakcyjng wytrzasano przez 5 sekund i wirowano
przez 2 minuty przy 14000 x g. Nastepnie 20 pl fazy wodnej nanoszono na 1% zel
agarozowy o wysokiej rozdzielczo$ci, pozostawiano na 20 minut inkubacji w celu
poprawy rozdzielczosci i stabilizacji probek w studzienkach zelu, a nastepnie poddawano
rozdziatowi elektroforetycznemu przez trzy godziny przy napigciu 50 V. Po zakonczeniu
rozdziatu zel barwiono w roztworze 1 pg/ml bromku etydyny przez godzing,
odplukiwano w wodzie przez 5 minut i wizualizowano przy uzyciu systemu do detekcji
i analizy Imager2 (VWR). Jedng jednostke aktywnosci enzymu oceniano jako
najmniejsze badane stezenie biatka zdolne do catkowitego skrgcenia zrelaksowanego

substratu DNA na podstawie obrazow zelow agarozowych.

gyraza DNA m

forma zrelaksowana forma superskrecona

Rycina 3.9 Schemat reakcji superskrecania DNA w obecnosci gyrazy DNA

M. tuberculosis. Opracowanie z wykorzystaniem programu BioRender.
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W celu oceny stgzenia moksyfloksacyny hamujacego aktywnos¢ gyrazy,

przygotowywano mieszaning reakcyjng (30 pl) sktadajaca si¢ z:

- 0,5 ul zrelaksowanego DNA plazmidowego pBR322 o stezeniu 1 pg/ul (Inspiralis),
- 6 ul 5x stezonego buforu reakcyjnego,

- 17,5 ul ddH20,

- 3 ul enzymu o stezeniu odpowiadajgcemu 10 U (1U w mieszaninie reakcyjnej),

- 3 ul moksyfloksacyny w wybranym stezeniu

1 postepowano w analogiczny sposob jak przy ustalaniu jednej jednostki aktywnoSci.
Otrzymane wyniki analizowano densytometrycznie z wykorzystaniem oprogramowania
ImageJ. Aktywno$¢ gyrazy oceniano jako stosunek ilosci formy superskreconej przy
danym stezeniu inhibitora do ilo$ci formy superskrgconej plazmidu przy braku inhibitora
1 przeliczano na procent aktywnos$ci. Eksperyment wykonywano w trzech powtdrzeniach.
Nastepnie oceniano stgzenie moksyfloksacyny, przy ktérym obserwowano 50%
zahamowanie zdolnos$ci gyrazy do wprowadzania superskretow (ICso, ang. half maximal
inhibitory concentration). Otrzymane dane analizowano 2z wykorzystaniem
oprogramowania GraphPad Prism 10 wykorzystujac regresj¢  nieliniowa,
czteroparametrowg przy zalezno$ci procentowej aktywnosci enzymu od logarytmu ze

stezenia inhibitora.

3.8.2 Test dekatenacji DNA

W celu oceny zdolnosci gyrazy do rozplatania 1 rozdzielania splecionych czasteczek
plazmidowego DNA przeprowadzono test dekatenacji DNA (Ryc. 3.10). Poczatkowo
ustalano jedng jednostke aktywnosci gyrazy przez przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

(30 ul) sktadajacej si¢ z:

- 1 pl dwoch superskrgconych, pojedynczo potaczonych, kolistych czasteczek DNA
o wielkosci 2,3 kb 1 2,6 kb — BisCat DNA (Inspiralis) o stezeniu 200 ng/ul,

- 6 ul 5x stezonego buforu reakcyjnego (koncowe stezenie 40 mM Tris-HCI, 6 mM octan
magnezu, 10 mM DTT, 10 mM chlorek sodu, 1 mM ATP, 250 mM glutaminian potasu,

0,5 mg/ml acetylowana albumina),
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- 20 pl ddH20,
- 3 ul enzymu o odpowiednim stezeniu

1 inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C. Kolejno reakcj¢ hamowano przez
dodanie 30 pl buforu STEB i 30 ul mieszaniny chloroform:alkohol izoamylowy (24:1,
v:v). Po intensywnym wytrzasaniu (5 sekund) i zwirowaniu (2 minuty, 14000 x g) probek,
20 pl fazy wodnej nanoszono do studzienek 1% zelu agarozowego o wysokiej
rozdzielczo$ci z dodatkiem bromku etydyny. Po 20 minutach inkubacji prowadzono
rozdzial elektroforetyczny przez 90 minut przy napieciu 80 V w obecnosci 0,4 pg/ml
bromku etydyny. Otrzymany wynik wizualizowano przy pomocy systemu Imager2
(VWR). Otrzymane obrazy zeli analizowano densytometrycznie z wykorzystaniem
oprogramowania ImageJ. Aktywno$¢ enzymu oceniano jako procent dekatenacji, czyli
stosunek ilo§ci DNA po dekatenacji w stosunku do catkowitej ilo§ci DNA (form
pojedynczych plazmidéw 1 splecionego substratu) po przeliczeniu na procenty.
Eksperyment wykonywano w trzech powtdrzeniach. Jedna jednostke aktywnosci enzymu

ustalano przy aktywnosci 95% lub wyzsze;.

plazmid 2,3 kb

S gyraza DNA
BisCat DNA m

plazmid 2,6 kb

Rycina 3.10 Schemat reakcji dekatenacji DNA w obecnosci gyrazy DNA M. tuberculosis.

Opracowanie z wykorzystaniem programu BioRender.

W kolejnym etapie oceniano wplyw moksyfloksacyny na aktywno$¢ biatka.

W tym celu przygotowywano mieszaning reakcyjng (30 pl) sktadajacy sie¢ z:
- 1 pl BisCat DNA (Inspiralis) o stezeniu 200 ng/ pl,
- 6 ul 5x stezonego buforu reakcyjnego,

- 17 ul ddH,0,
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- 3 ul enzymu o stezeniu odpowiadajacemu 10 U,
- 3 ul moksyfloksacyny w wybranym st¢zeniu

1 postepowano w analogiczny sposob jak przy ustalaniu jednej jednostki aktywnosci
enzymu. W analizie densytometrycznej z wykorzystaniem programu ImageJ oceniano
procent aktywnosci enzymu (stosunek form pojedynczych plazmidow do catkowitej
ilosci DNA) w obecnosci szeregu stgzen inhibitora — moksyfloksacyny. Eksperyment
wykonywano w trzech powtdrzeniach. Do oceny wartosci ICso wykorzystano
oprogramowanie  GraphPad Prism 10 wykorzystujac regresj¢  nieliniowg
czteroparametrowg przy zalezno$ci procentowej aktywnosci enzymu od logarytmu ze

stezenia inhibitora.

3.8.3 Test rozszczepienia lancucha DNA przez gyraze

W celu oceny zdolnosci gyrazy do przecinania plazmidowego DNA przeprowadzono
test rozszczepienie tancucha DNA (ang. cleavage assay) (Ryc. 3.11). W pierwszym
etapie, aby uwidoczni¢ tg aktywno$¢ gyrazy, test przeprowadzono w obecnosci jonow
wapnia zamiast magnezu, co zapobiega ponownemu }aczeniu nici DNA przez enzym.

Przygotowano mieszaning reakcyjng (30 ul) sktadajaca sie z:
- 0,5 pl superskrgconego DNA plazmidowego pBR322 (Inspiralis) o stezeniu 1 pg/ pl,

- 6 ul 5x stezonego buforu reakcyjnego (o koncowym stezeniu 50 mM HEPES, 100 mM
glutaminian potasu, 4 mM DTT, 2 mM spermidyna, 1 mM ATP, 0,1 mg/ml acetylowana

albumina, 4 mM chlorek wapnia),

- 3 pl drozdzowego ekstraktu tRNA o stezeniu 1 mg/ml,
- 17,5 ul ddH20,

- 3 ul odpowiedniego stezenia enzymu

1 inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie w celu uwolnienia DNA
z kompleksu enzym-DNA dodawano 3 ul 2% roztworu SDS oraz 3 pl proteinazy K
w stezeniu 1 mg/ml 1 ponownie inkubowano przez 30 minut w 37°C. Reakcje hamowano
przez dodanie 30 pl buforu STEB 1 30 pul mieszaniny chloroform:alkohol izoamylowy

(24:1, v:v). Po doktadnym wymieszaniu probek (5 sekund) i zwirowaniu (2 minuty,
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14000 x g), 20 ul fazy wodnej nanoszono do studzienek 1% zelu agarozowego i po 20
minutach inkubacji prowadzono rozdziat elektroforetyczny przez jedna godzing przy
napieciu 90V w obecnosci 0,4 pg/ml bromku etydyny. Wyniki wizualizowano
z wykorzystaniem systemu ChemiDoc Image System (BioRad) i1 analizowano
densytometrycznie z wykorzystaniem oprogramowania ImageJ. Procent aktywnosci
rozszczepiania tancucha DNA zostal wyznaczony jako stosunek ilosci formy liniowe;j
DNA do catkowitej 1losci DNA w danej linii zelu 1 przedstawiony w postaci procentow.
Eksperyment wykonywano w trzech powtorzeniach. Na podstawie testu w obecnos$ci

jondéw wapnia wybrano stezenia biatek do dalszych testéw z inhibitorem.

forma kowalencyjnie
zamknietego kota

m ona m forma iniovz
gyraza
forma superskrecona w obecnosci Ca**
m forma superskrecona

Rycina 3.11 Schemat przedstawiajacy reakcje rozszczepienia tancucha plazmidowego DNA

przez gyraz¢ DNA w obecno$ci jonéw wapnia. Opracowano z wykorzystaniem programu

BioRender

W celu uwidocznienia mechanizmu dziatania moksyfloksacyny, tj. stabilizacji
dwuniciowych peknig¢ DNA przeprowadzono test w obecnosci inhibitora 1 jonow

magnezu (Ryc. 3.12). Przygotowano mieszaning reakcyjng (30 pl) sktadajaca si¢ z:
- 0,5 pl superskreconego DNA plazmidowego pBR322 (Inspiralis) o st¢zeniu 1 pg/ pl,

- 6 ul 5x stezonego buforu reakcyjnego (o koncowym stezeniu 50 mM HEPES, 100 mM
glutaminian potasu, 4 mM DTT, 2 mM spermidyna, 1 mM ATP, 0,1 mg/ml acetylowana

albumina, 6 mM octan magnezu),
- 3 ul drozdzowego ekstraktu tRNA o stezeniu 1 mg/ml,

- 14,5 ul ddH-0,
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- 3 ul odpowiedniego stezenia enzymu,
- 3 ul moksyfloksacyny o stezeniu z zakresu 0,5-1000 puM,

a nastgpnie postepowano w analogiczny sposéb jak przy tescie w obecnosci jonow
wapnia: inkubowano (30 minut, 37°C), dodawano SDS i proteinaz¢ K, ponownie
inkubowano (30 minut, 37°C) i poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu. Otrzymane
zele wizualizowano z wykorzystaniem ChemiDoc Image System i poddawano analizie
densytometrycznej w celu oceny poziomu cigcia DNA (stosunek formy liniowej do
catkowitego DNA, przedstawiony w procentach) w obecnosci roznych stezen inhibitora.
Eksperyment wykonywano w trzech powtorzeniach. Do oceny wartosci
moksyfloksacyny przy ktorym obserwowano 50% maksymalnej aktywnos$ci
wprowadzania cieg¢ DNA (CCso ang. cytotoxic concentration) wykorzystano
oprogramowanie  GraphPad Prism 10 wykorzystujac  regresj¢  nieliniowa
czteroparametrowg przy zalezno$ci procentowej aktywnosci enzymu od logarytmu ze

stezenia inhibitora.

forma kowalencyjnie
zamknigtego kota

» forma liniowa
gyraza DNA
w obecnosci inhibitora
m forma superskrecona

Rycina 3.12 Schemat przedstawiajacy reakcje rozszczepienia tancucha plazmidowego DNA

przez gyraze¢ DNA M. tuberculosis w obecno$ci inhibitora - moksyfloksacyny. Opracowano

z wykorzystaniem programu BioRender

3.8.4 Test oceny tworzenia kompleksow gyrazy DNA

W celu oceny wigzania podjednostek GyrA oraz GyrB przeprowadzono test
tworzenia komplekséw (pull-down). W pierwszym etapie zmieszano 100 pg GyrA po

odcigciu metki histydynowej za pomoca proteazy TEV oraz 50 pg GyrB z metka
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1 inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie 80 pl ztoza agarozowego
wysyconego jonami niklu przeplukiwano buforem w celu kalibracji (50mM bufor
cytrynianowy, 250 mM NaCl) i nanoszono 200 pl mieszaniny biatek. Inkubowano 10
minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie wirowano (1000 x g, 1 minuta, 4C)
1 zbierano supernatant — frakcj¢ niezwigzanego biatka. Nastepnie ptukano buforem (50
mM bufor cytrynianowy, 250 mM NacCl, 20 mM imidazol) trzykrotnie w celu wymycia
niezwigzanych bialek, a zwigzane frakcje biatka eluowano przez naniesienie 100 ul
buforu do elucji (50 mM bufor cytrynianowy, 250 mM NaCl, 500 mM imidazol),
inkubacje¢ 5 minut w temperaturze pokojowej i wirowanie (1000 x g, 1 minuta, 4C).
Zbierano supernatant, w ktérym znajdowaty si¢ biatka zwigzane ze ztozem. Otrzymane
frakcje analizowano przez zmieszanie 5 pl probki z buforem Laemmliego, denaturacj¢

przez gotowanie i analiz¢ SDS-PAGE.

3.8.5 Test hydrolizy ATP

W celu oceny zdolno$ci do hydrolizy ATP przeprowadzono sprz¢zony test oparty na
ATP 1 NADH (ang. ATP/NADH coupled assay). W przypadku oceny aktywnos$ci
podjednostki B gyrazy DNA wykorzystywano test ATPazowy niezalezny od DNA.
W 96-dotkowej, ptaskodennej, transparentnej plytce przygotowywano mieszaniny

reakcyjne sktadajace si¢ z:

- 75 ul buforu reakcyjnego (koncowe stezenia: 50 mM HEPES, 8 mM octan magnezu, 5
mM 2-merkaptoetanol, 150 mM octan potasu, 2 mM fosfoenolopirogronian (PEP), 0,16
mM NADH, 1% mieszaniny kinaza pirogronianowa/dehydrogenaza mleczanowa
(PK/LDH)),

- 10 pl biatka GyrB o stezeniu 8 uM (lub buforu w ktorym znajdowato si¢ biatko),
- 10 pul nowobiocyny o stezeniu 100 uM (jako kontroli zahamowania aktywnos$ci gyrazy)
lub wody.

Plytke umieszczano w spektrofotometrze CLARIOstar (BMG LABTECH) w celu
wstepnego pomiaru absorbancji przez 10 minut w temperaturze 30°C. Nastepnie w celu
rozpoczecia reakcji dodawano 5 pl ATP o stezeniu 100 mM i mierzono absorbancje przy
dhugosci fali 340 nm. Pomiar6w dokonywano przez 60 minut co minute w temperaturze

30°C z mieszaniem 300 rpm przez 5 sekund przed kazdym pomiarem.
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W przypadku oceny hydrolizy ATP przez kompleks gyrazy DNA przeprowadzono
test ATPazowy zalezny od DNA (Ryc. 3.13). W 96-dotkowej plytce przygotowywano

mieszaniny reakcyjne sktadajace si¢ z:

- 75 pl buforu reakcyjnego zawierajacego dodatkowo 3 pg plazmidu pBR322 w formie
liniowe;j,

- 10 pl gyrazy DNA o stezeniu 2 uM lub buforu w ktorym znajdowato si¢ bialtko,
- 10 ul nowobiocyny 0 stezeniu 100 uM lub wody.
Dalszych pomiardw 1 rozpoczgcia reakcji poprzez dodanie ATP dokonywano

w analogiczny sposob jak dla testu niezaleznego od DNA.

Dane analizowano z wykorzystaniem prawa Lamberta-Beera 44 =€+ L - C, gdzie
AA to zmiana warto$ci absorbancji, czyli roznica pomiedzy absorbancja w obecnosci
gyrazy i bez bialka, € - molowy wspoétczynnik ekstynkcji, ktory dla NADH wynosi 6,22
mMem| L — dlugosé $ciezki optycznej dla reakcji o objetosci 100 pl, ktéra wynosita
0,34 cm, C — stezenie molowe NADH podane w molach/L [M]. Po przeksztatceniu C =
AA /( €- L) obliczano stezenie NADH. Zatozono, ze 1 mol NADH odpowiada 1 molowi
ATP, a zatem hydroliza 1 mola ATP odpowiada utlenieniu 1 mola NADH co widoczne
jest w spadku wartosci absorbancji.

fosfoenolopirogronian
(PEP)

kinaza - ADP
pirogronianowa +Pi gyraza DNA
(PK) Tt o

pirogronian

dehydrogenaza
mleczanowa -
(LDH)

NADH

NAD*

mileczan

Rycina 3.13 Schemat przedstawiajacy zasade¢ dziatania testu oceniajacego hydrolize ATP.

Schemat opracowano z wykorzystaniem programu BioRender.
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Dodatkowo oceniono poziom aktywnosci bialek pomiedzy 45-60 minutg testu, co
zostalo wyznaczone na podstawie réwnania: aktywno$¢ ATPazowa (S!) =
AA/(exLxTxCE), gdzie 1/S —wskaznik aktywnos$ci na sekunde, AA — zmiana absorbancji
przy dtugosci fali 340 nm, € - molowy wspdlczynnik ekstynkcji NADH, L — dtugos¢
sciezki optycznej dla reakcji o objetosci 100 ul, CE — stezenie molowe enzymu podane

w molach/L [M].
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4. Wyniki

4.1 Identyfikacja kodonoéw mykobakteryjnej gyrazy DNA pod wplywem

dzialania doboru naturalnego

W celu identyfikacji kodondw gyrazy DNA M. tuberculosis bedacych pod wplywem
doboru naturalnego wykorzystano szereg narzedzi bioinformatycznych, ktore
zaprezentowano na Rycinie 4.1. W poprzednich badaniach, w trakcie trwania pracy
magisterskiej, na podstawie przeprowadzonych analiz in silico wybrano pi¢¢ kodonow
genow gyrd oraz gyrB bedacych pod wpltywem dzialania doboru réznicujacego,
w ktorych substytucje potencjalnie mogg by¢ zwigzane z tworzeniem lekoopornosci.
Wybrano réwniez 32 kodony pod wplywem dziatania doboru oczyszczajacego, ktore
potencjalnie mogg by¢ miejscami konserwatywnymi i stanowi¢ dobre miejsce wigzania
dla nowych lekoéw (Tab. 4.1), przy czym pozycja 565 zostala wiaczona do badan cho¢
prawdopodobienstwo dziatania doboru réznicujacego zostatlo wyznaczone tuz ponizej
linii odcigcia (prawdopodobienstwo a’posteriori AN>dS FUBAR 0,94, przy przyjetym
odcieciu 0,95) W nastepnym etapie ustalono konkretne substytucje aminokwasowe
w wybranych kodonach, ktore zostaly przetestowane w dalszych analizach. Dla kodonow
bedacych pod dzialaniem doboru roznicujacego wybrano substytucje obserwowane
w populacji M. tuberculosis, mogace mie¢ zwigzek z pojawianiem Si¢ SzCzepOw
lekoopornych. Z kolei dla kodondéw bedacych pod dziataniem doboru oczyszczajacego,
okres$lono substytucje z wykorzystaniem analiz in silico PredictSNP. Wytypowano po
dwie substytucje na dang pozycje, tak aby zmiana aminokwasu miata neutralny lub jak
najmniej szkodliwy wptyw na funkcjonowanie biatka. Dla biatka GyrA wybrano trzy
substytucje aminokwasowe potencjalnie zwigzane z tworzeniem lekoopornosci oraz 12
substytucji w kodonach bedacych pod dziataniem doboru oczyszczajacego. Dla biatka
GyrB wybrano sze$¢ substytucji mogacych mie¢ zwigzek z tworzeniem lekoopornosci

oraz 52 w kodonach mogacych stanowi¢ miejsce konserwatywne (Tab. 4.2, Tab. 4.3).
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Zbudowanie baz sekwencji

Wyszukanie sekwencji

genomowych szezepow: genow gyrd i gyrB Wiggsjlj?\:z:l?nc OtrZymapie
3798 z gatunku M. tuberculosis, w skonstruowanych - Rckwcm,:‘i 1cm')v30 vz - S?kWC“CJ‘
165 z rodzaju Mycobacteium, bazach za pomoca ) MAFJT EAIi mezt - unikatowych
340 z typu Actinobacter: narzedzia BLAST g
Wybor kodonow Analiza wplywu substytucji , ..
Analiza stosunku dN/dS > gyrd 1 gvrB pod > aminokwasowych Wybor substytuji

pakietem HyPhy oraz

wplywem dzialania
doboru naturalnego
do dalszych analiz

MEGA7

* aminokwasowych do

w wybranych kodonach dalszych analiz

z wykorzytaniem pakietu
PredictSNP

Rycina 4.1 Schemat przeprowadzonych analiz bioinformatycznych w celu poszukiwania

kodonow gyrA/gyrB M. tuberculosis pod wptywem dziatania doboru naturalnego

Tabela 4.1 Kodony pod wptywem dziatania doboru réznicujgcego i oczyszczajacego wybrane do

dalszych badan na podstawie analiz in silico.

Kodon pod doborem réznicujagcym | Kodon pod  dziataniem  doboru
gen ) .
w bazie M. tuberculosis 0CZySZCZajacego
grd | 90, 94 131, 162, 196, 368, 447, 482
22,24, 41, 48, 60, 114, 118, 122, 143,
168, 176, 193, 210, 256, 318, 341, 347,
gyrB | 446,447, 565
352, 353, 374, 420, 524, 582, 594, 620,
646

Tabela 4.2 Wybrane substytucje aminokwasowe w biatku GyrA wyznaczone do dalszych badan.

Substytucje w kodonach GyrA | Substytucje w kodonach GyrA bedacych pod
bedacych pod doborem | doborem oczyszczajacym
rdéznicujacym
D94C E131A E131L
D94G E162Q E162V
A90V E196D E196Q
E447Q E447A
E482D E482Q
H368F H368Y
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Tabela 4.3 Wybrane substytucje aminokwasowe w biatku GyrB wyznaczone do dalszych badan.

Substytucje w kodonach GyrB
bedacych pod doborem réznicujagcym

Substytucje w kodonach GyrB bedacych pod

doborem oczyszczajagcym

Q565H
R446C
R446H
R446L
S447F

S447Y

A420S
D176S
D210E
D584E
E24D

E318D
E352D
E48D

E620Q
E646Q
G118A
G122A
G143N
G168A
G22A

G256A
G347N
G353A
G41A

G594A
G60A

K341R
K374R
R193K
Y114F
Y524F

A420G
D176A
D210N
D584G
E24Q
E318Q
E352Q
E48Q
E620D
E646D
G118S
G122S
G143S
G168S
G228
G256S
G347T
G353S
G418
G594T
G60S
K341Q
K374Q
R193Q
Y114W
Y524W
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4.2 Konstrukcja modeli genetycznych M. tuberculosis pozbawionych natywnych

genow gyrA lub gyrB

W celu oceny wplywu wybranych w analizach bioinformatycznych mutacji w gyrazie
DNA na funkcjonowanie komoérek M. tuberculosis, skonstruowano szczepy knock-out
z komplementacja gendéw gyrd i gyrB w miejscu attB (AgyrA/attB::gyrA;
AgyrB/attB::gyrB) jak opisano w rozdziale Materialy i metody 3.5.9 (Ryc. 4.2). Uzyskane
rekombinowane szczepy umozliwity relatywnie szybkie otrzymanie szczepow
z badanymi mutacjami punktowymi w genach gyr4 i gyrB. Szczepy uzyskano poprzez
wymiang, na drodze miejscowo-specyficznej rekombinacji, komplementacji ,,dzikim”
genem gyrd lub gyrB na geny noszace badane mutacje co umozliwito okreslenie
znaczenia wybranych mutacji w szczepach M. tuberculosis o jednolitym tle genetycznym.
Poprawno$¢ genotypow skonstruowanych mutantow weryfikowano przez amplifikacje
odpowiednich fragmentow DNA chromosomalnego z wykorzystaniem sekwencji
starterowych (Metody 3.4.1, Tab. 3.3), hybrydyzacj¢ Southern blot z sonda genetyczna
(Ryc. 4.3) (Metody 3.5.10) oraz poprzez sekwencjonowanie nanoporowe urzadzeniem

MinION (Oxford Nanopore Technologies).

attB
A — grB = awd /;/ Szezep dziki
M. ruberculosis H37TRv
atiB
) ] ]
B - “GmR - — gwB —  gwd | / Szczep SCO
Niefunkcjonalny
gen gvrB/gyvrd
I )
C THGHR AT )— B e —,L-{ Bl 7; Szezep SCO komplementowany
Niefunkejonalny Komplementacja
gen gyrB/gyrd genu gyvrB/gyrd
P I
4 4GmR - — EIIB ﬁ* ovrd F
V.
Niefunkcjonalny Komplementacja Szczep DCO komplementowany
D gen gyrd genu gyrd — AgyrA/attB::gyrA
- ) ) .
o -Gmﬁ " —— rd | =B AgyrB/attB::gyrB
Niefunkcjonalny Komplementacja
gen gyi'B genu gwrB ~

Rycina 4.2 Schemat przedstawiajacy konstrukcje modeli genetycznych M. tuberculosis
pozbawionych natywnych genow gyrd lub gyrB i z komplementacjg odpowiedniego genu
w miegjscu attB. Schemat genomu A) M. tuberculosis, B) szczepu SCO (ang. single cross-over),
C) szczepu SCO z komplementacjg, D) szczepu DCO (ang. double cross-over)

z komplementacja.
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<—mutant

<«~—natywny

<«—komplementacja

AgyrA/attB::gyrA AgyrB/attB::gyrB

Rycina 4.3  Potwierdzenie  genotypu  skonstruowanych  modeli  genetycznych
z wykorzystaniem techniki Southern blot. A) Konstrukcja mutanta Agyrd/attB::gyrd
z komplementacja genu gyrdpmerMVHyg. Chromosomalny DNA szczepu kontrolnego
M. tuberculosis H37Rv - 1; mutanta SCO - 2; SCO z komplementacja gyr4pmecMVHyg - 3; DCO
z komplementacja gyr4pmeeMVHyg — 4, trawiono endonukleazg Pvull. B) Konstrukcja mutanta
AgyrB/attB::gyrB z komplementacja genu gyrBp,MVHyg. Chromosomalny DNA szczepu
kontrolnego M. tuberculosis H37Rv - 5; mutanta SCO - 6; SCO z komplementacja
2yrBp.aMVHyg - 7; DCO z komplementacja gyrBpr..MVHyg — 8, trawiono enzymami Pvull
i HindIll, Na rycinie strzalkami zaznaczono fragmenty DNA wskazujace na obecno$¢ genu

natywnego, genu komplementowanego w miegjscu a#tB oraz mutanta (genu z delecja).

Ze wzgledu na komplementacje genu gyrd pod promotorem metE
przeprowadzono weryfikacje poziomu ekspresji genéw kodujacych podjednostki gyrazy
DNA z wykorzystaniem techniki qPCR. W pierwszym etapie izolowano RNA ze szczepu
kontrolnego M. tuberculosis H37Rv oraz otrzymanych modeli genetycznych,
hodowanych na podtozu bogatym 7H9/OADC/Tween80, do osiggnigcia logarytmiczne;j
fazy wzrostu. Nastepnie otrzymane probki poddawano trawieniu DNAza i reakcji
odwrotnej transkrypcji w celu syntezy cDNA, ktory postuzyt do przeprowadzenia
ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym. Jako gen referencyjny
wykorzystano sigA4, ulegajacy konstytutywnej ekspresji w komorkach Mycobacterium
w roznych warunkach hodowli. Analiza metodg komparatywng wykazata 4-krotny wzrost
ekspresji genu gyrd w szczepie AgyrA/attB::gyrA w stosunku do M. tuberculosis H37Rv.

Poziom ekspresji genu gyrB w skonstruowanym modelu nie ulegt zmianie (Ryc. 4.4).
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Poziom ekspresji genu gyrd Poziom ekspresji genu gyrB

100 100

i
S)

i

o

H
—

I ——
H37Rv AgyrB/attB::gyrB

-
4

H37Rv AgyrA/attB::gyrA

Wielokrotnos¢ zmiany ekspresji
genu gyrA (logl0)

Wielokrotnoéc zmiany ekspresji
genu gywB (logl0)

0 0,1

Rycina 4.4 Analiza poziomu ekspresji genéw A) gyr4 oraz B) gyrB w skonstruowanych modelach
genetycznych: odpowiednio Agyrd/attB::gyrA oraz AgyrB/attB::gyrB w stosunku do szczepu
referencyjnego M. tuberculosis H37Rv.

W celu oceny mozliwosci wykorzystania skonstruowanych szczepéw do analiz
poziomu wrazliwo$ci na leki, ustalono minimalne st¢zenia hamujace wzrost bakterii dla
pieciu fluorochinolondw. Wartosci MIC fluorochinolonéw: 2 generacji — ciprofloksacyny
(CIP), ofloksacyny (OFX), 3 generacji: lewofloksacyny (LFX) oraz 4 generacji:
moksyfloksacyny (MFX) i gatifloksacyny (GFX), dla skonstruowanych modeli
genetycznych, byly takie same jak dla szczepu referencyjnego M. tuberculosis H37Rv
(Tab. 4.4)

Tabela 4.4 Ocena wartosci MIC fluorochinolonéw: ciprofloksacyny (CIP), ofloksacyny (OFX),
lewofloksacyny (LFX), moksyfloksacyny (MFX) i gatifloksacyny (GFX) przeprowadzona
metoda mikrorozcienczen w podtozu ptynnym i odczynnika Alamar blue dla wybranych

szczepodw M. tuberculosis.

szczep

M. tuberculosis H37Rv
AgyrA/attB::gyrA
AgyrB/attB::gyrB

Dodatkowo oceniono stezenie moksyfloksacyny wykazujace efekt bakteriobodjczy
(MBC), czyli zdolnos¢ do zabicia >99% bakterii. Warto§¢ MBC dla moksyfloksacyny
wynosita 0,1 pg/ml zarowno dla skonstruowanych szczepow jak i szczepu kontrolnego

H37Rv (Tab. 4.5).
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Tabela 4.5

Ocena  warto$ci

MBC moksyfloksacyny dla

wybranych  szczepow
M. tuberculosis.
szczep MBC dla Sredni % liczby MBC dla Sredni %
MFX komorek przy MFX liczby
[ng/ml] wartosci MBC [ng/ml] komorek przy
w 7 dniu w 14 dniu | warto$ci MBC
M.  tuberculosis 0,24% + 0,34% 0,83% = 0,14%
H37Rv
AgyrA/attB::gyrA 0,3% + 0,33% 0,4% £+ 0,5%
AgyrB/attB::gyrB 0,08% + 0,08% 0,18% % 0,09%

W kolejnym etapie badan analizowano kinetyke wzrostu badanych szczepow na
podtozu bogatym (7TH9/OADC/Tween80) poprzez pomiar gestosci optycznej ODeoo.
Wykazano brak istotnych statystycznie réznic w tempie wzrostu skonstruowanych

modeli genetycznych w stosunku do szczepu M. tuberculosis H37Rv (Ryc. 4.5).

3_
—o- M. tuberculosis H37Rv
AgyrA/attB::gyrA

2+ —— AgyrB/attB::qyrB
g
a
o

1 -

0 ? 1 I | I 1 1

0 48 96 144 192 240 288
czas [h]

Rycina 4.5 Kinetyka wzrostu szczepow M. tuberculosis H37Rv (szary), Agyrd/attB::gyrA (z6Olty)
oraz AgyrB/attB::gyrB (niebieski) w warunkach standardowych. Analizy statystyczne

przeprowadzono z wykorzystaniem testu t-studenta dla prob niesparowanych przy poziomie

istotnosci 0=0,05 w programie GraphPad.

101



Przeprowadzone badania na skonstruowanych modelach genetycznych
AgyrA/attB::gyrdA 1 AgyrB/attB::gyrB wykazaly brak réznic w ocenie wartosci MIC,
MBC 1 tempa wzrostu oraz niewielki wzrost ekspresji genu gyrd. Ze wzgledu na brak
roznic w opornosci na fluorochinolony oraz konieczno$¢ rownomolowej obecnosci
podjednostek GyrA i GyrB dla aktywnos$ci gyrazy DNA, zdecydowano o kontynuowaniu
dalszych badan na skonstruowanych modelach genetycznych AgyrA/attB::gyrA oraz
AgyrB/attB::gyrB.

4.3 Ocena wplywu mutacji punktowych w kodonach gyrazy bedacych pod

doborem roéznicujacym na lekoopornos¢ M. tuberculosis
4.3.1 Uzyskanie mutantow M. tuberculosis noszacych mutacje w gyrA4 i gyrB.

Zgodnie z procedurg opisang w rozdziale Materialy 1 metody (3.5.9)
przygotowano rekombinowane plazmidy pMV306-KmR zawierajace geny gyr4 lub gyrB
z wprowadzonymi z zastosowaniem mutagenezy punktowej (Metody 3.5.11) mutacjami

punktowymi (Tabela 4.6).

Tabela 4.6 Wprowadzone mutacje punktowe w kodonach genow gyrd/gyrB w celu uzyskania

szczepow potencjalnie lekoopornych wzgledem fluorochinolonow.

gen substytucja kodon natywny kodon z mutacjg
gvrB R446C CGT TGT
gyrB R446H CGT CAT
gyrB R446L CGT CTT
gvrB S447F TCC TTC
gvrB S447Y TCC TAC
gvrB E501D GAA GAC
gyrB Q565H CAA CAC
gyrd A90V GCG GTG
gvrd D94C GAC TGC
gyrd D9%4G GAC GGC

Plazmidy te wykorzystano nastgpnie do wymiany, na drodze miejscowo-

specyficznej rekombinacji, komplementacji genéw w szczepach modelowych
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M. tuberculosis AgyrA/attB::gyrA oraz AgyrBlattB::gyrB zast¢pujac ,,dzikie” formy

genow gyrA lub gyrB genami zawierajacymi badane mutacje (Rycina 4.6).

“_HGmR - — gvrBignd ‘%‘-‘ awrB/gyrd 7L Szczep DCO komplementowany

Niefunkcjonalny Komplementacja
gen gyrB/gyrd genu gyrB/gvrd
* Szczep DCO komplementowany
= =GmR - = gyrBigyrd % KmR =] gvB/gyrd 7; z mutach punktows
Niefunkcjonalny Komplementacja w genie gyrB/gyrA
gen gyrB/gyrd genu gyrB/gvird

z mutacja punktowy

Rycina 4.6 Schemat przedstawiajacy wprowadzanie mutacji punktowych w genach gyrd/gyrB
szczepow M. tuberculosis DCO z komplementacja (AgyrA/attB::gyrA lub AgyrB/attB::gyrB).

Obecnos¢  wprowadzonych mutacji  punktowych w uzyskanych szczepach
M. tuberculosis (AgyrA/attB::gyrAmut oraz AgyrB/attB::gyrBmut) sprawdzano przez
amplifikacje fragmentu genu gyr4 lub gyrB zawierajacego analizowane mutacje
punktowe z wykorzystaniem odpowiednich sekwencji oligonukleotydowych (Metody
3.4.1, Tab. 3.8), ktore poddawano sekwencjonowaniu metoda Sangera. Uzyskano
dziewie¢ rekombinowanych szczepdéw z mutacjami w kodonach begdacych pod doborem
roéznicujacym, wybranych na podstawie analiz bioinformatycznych: 90 i 94 dla gyr4 oraz
446, 447 1 565 dla gyrB (Tab. 4.6). Dodatkowo jako kontrole pozytywna przygotowano

szczep z mutacja w kodonie 501 gyrB, ktora warunkuje oporno$¢ na moksyfloksacyne.

4.3.2 Ustalenie poziomu wrazliwosci na fluorochinolony

W celu zbadania zalezno$ci pomigdzy obecnoscig mutacji w kodonach pod
doborem réznicujacym, a zwigkszonym poziomem opornosci na fluorochinolony
oceniono wrazliwos$¢ rekombinowanych szczepow M. tuberculosis zawierajacych badane
mutacje na pi¢¢ fluorochinolonéw. Oceng przeprowadzono metoda mikrorozcienczen
w podiozu ptynnym 7H9/OADC/Tween80 z uzyciem odczynnika Alamar Blue (Metody
3.3.5), (Tab. 4.7). Dodatkowo ocen¢ wartosci MIC dla badanych fluorochinolonéw
przeprowadzono podczas odbywania stazu w laboratorium referencyjnym w Instytucie
Gruzlicy 1 Choroéb Pluc w Warszawie metoda mikrorozcienczen w podlozu plynnym

1 analizy obecnos$ci osadu komorkowego (Tab. 4.8).
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Tabela 4.7 Ocena warto$ci MIC fluorochinolonow: ciprofloksacyny (CIP), ofloksacyny (OFX),
lewofloksacyny (LFX), moksyfloksacyny (MFX) 1 gatifloksacyny (GFX) metoda

mikrorozcienczen i odczynnika Alamar blue dla wybranych szczepow M. tuberculosis

z mutacjami punktowymi.

szczep

M. tuberculosis H37Rv

AgyrA/attB:

2gyr4

AgyrB/attB:

:gyrB

AgyrA/attB:

2gyr4A A9V

AgyrA/attB:

:gyr4 D94G

AgyrA/attB:

2gyr4d D94C

0,25

AgyrB/attB:

.gyrB R446C

0,25

AgyrB/attB:

:ayrB R446H

AgyrB/attB:

:gyrB R446L

AgyrB/attB:

:ayrB S447F

AgyrB/attB:

:ayrB S447Y

AgyrB/attB:

:2yrB E501D

AgyrB/attB:

2gyrB Q565H

Tabela 4.8 Ocena wartosci MIC fluorochinolonow: ciprofloksacyny (CIP), ofloksacyny (OFX),

lewofloksacyny (LFX),
mikrorozcienczen 1

M. tuberculosis z mutacjami

moksyfloksacyny (MFX)
oceny obecnosci
punktowymi.

Referencyjnym Laboratorium Pratka w Instytucie Gruzlicy i Chorob Pluc w Warszawie.

i

gatifloksacyny (GFX) metoda

osadu komorkowego dla wybranych szczepow

Badanie przeprowadzono w Krajowym

szczep

AgyrA/attB::

AgyrB/attB::

AgyrA/attB:

:gyr4 A9OV

AgyrA/attB:

2gyr4 D94G

AgyrA/attB:

2gyr4A D94C

AgyrB/attB:

:gyrB R446C

AgyrB/attB:

:gyrB R446H

AgyrB/attB:

.gyrB R446L

AgyrB/attB:

:2yrB S447F

AgyrB/attB:

;gyrB S447Y

AgyrB/attB:

:gyrB E501D
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Szczepy M. tuberculosis z mutacjami A90V, D94G w gyrd oraz ES01D, S447F
w gyrB, na podstawie danych przedstawianych przez Swiatowa Organizacje Zdrowia, sa
obecnie uznane jako zwigzane z pojawianiem si¢ oporno$ci na fluorochinolony
1 stanowity kontrol¢ pozytywna przeprowadzanych badan. Zidentyfikowano pi¢¢ nowych
mutacji: D94C w gyr4 oraz R446C, R446H, R446L i S447Y w gyrB, ktore warunkuja
wzrost poziomu opornosci na szereg fluorochinolonéw w stosunku do szczepow
kontrolnych Agyrd/attB::gyrA oraz AgyrB/attB::gyrB. W przypadku mutacji R446L
w GyrB w metodzie z wykorzystaniem odczynnika Alamar Blue obserwowano brak
wzrostu opornosci na ofloksacyne, podobnie jak dla szczepu kontrolnego z mutacja
E501D. Dla szczepu z substytucja w kodonie 565 gyrB nie odnotowano zmian warto$ci

MIC w stosunku do szczepu kontrolnego.

4.3.3 Okreslenie efektu bojczego (MBC) moksyfloksacyny na rekombinowane

szczepy

Dla wykonania petniejszej analizy wptywu nowych mutacji w gyr4 oraz gyrB
warunkujacych wzrost lekoopornosci, zdecydowano o ocenie efektu bakteriobdjczego
moksyfloksacyny potrzebnego do zabicia >99% bakterii (MBC) skonstruowanych
szczepow. W tym celu prowadzono hodowle wybranych szczepdw M. tuberculosis
w obecnosci szeregu stezen moksyfloksacyny i oceniano ich tempo wzrostu przez pomiar
gestosci optycznej oraz okreslano procent przezywalnos$ci przez oceng liczby jednostek
koloniotworczych (CFU) po 7 i 14 dniach hodowli w obecnos$ci moksyfloksacyny
w stosunku do hodowli bez antybiotyku (Tab. 4.9).

Tabela 4.9 Ocena wartosci MBC otrzymanych mutantéw wykazujacych wzrost opornosci

wzgledem moksyfloksacyny.

szczep MBC | Sredni % liczby | MBC | Sredni % liczby
[ng/ml] komoérek w 7 [ug/ml] | komoérek w 14
w 7 dniu dniu w 14 dniu dniu

AgyrA/attB::gyrA

AgyrB/attB::gyrB

AgyrA/attB::gyr4 D94C

AgyrB/attB::gyrB R446C 0,3| 0,31%+0,13% 0,3 0,24%+0,06%
AgyrB/attB::gyrB R446H 0,3 0,57%+0,3% 0,3 0,53%+0,27%
AgyrB/attB::gyrB R446L 0,3| 0,03%+0,02% 0,3 0,86%+0,06%
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AgyrB/attB::gyrB S447F 0,3 0,62%+0,18% 0,3 0,14%+0,21%

AgyrB/attB::gyrB S447Y 0,3] 0,51%+0,33% 0,3 0,19%+0,16%

Wartosci MBC dla moksyfloksacyny w 7 1 14 dniu wynosily: dla mutacji D94C
w gyrdA 0,7 pg/ml, a dla R446C, R446H, R446L, S447Y w gyrB 0,3 ng/ml. Mutacje
S447F oraz ESO0ID w gyrB z wartosciami MBC odpowiednio 0,3 pg/ml i 1,5 pg/ml
stanowity kontrole pozytywna. Potwierdzono zwigzek obecnosci nowych mutacji ze
wzrostem opornosci na moksyfloksacyne. Dodatkowo zaobserwowano, ze stosunek
wartosci MBC/MIC jest mniejszy niz 4, co potwierdza efekt bakteriobojczy

moksyfloksacyny rowniez wzglgdem szczepow z wybranymi mutacjami.

4.3.4 Ustalenie poziomu opornosci szczepow z mutacjami w kodonach pod

doborem roéznicujacym na zwigzek z grupy NBTI

W kolejnym etapie pracy zdecydowano o badaniu wptywu wybranych mutacji na
wrazliwos¢ wzgledem zwigzku z innej grupy inhibitorow gyrazy DNA — NBTI (ang.
novel bactericidal topoisomerase inhibitors). Do testow wybrano gepotidacyne,
antybiotyk z klasy triazaacenaftylendw. Ocen¢ wrazliwosci szczepow Agyrd/attB::gyrA,
AgyrB/attB::gyrB oraz z mutacjami R446C, R446H, R446L, S447Y, S447F, E5S01D
w gyrB 1 A90V, D94C, D94G w gyrd przeprowadzono metodg mikrorozcienczen
w podtozu ptynnym i wskaznika Alamar Blue (Tab. 4.10).

Tabela 4.10 Ocena wrazliwo$ci wybranych szczepdw M. tuberculosis na gepotidacyne

z wykorzystaniem metody mikrorozcienczen i wskaznika Alamar Blue.

szczep MIC [pg/ml] MIC [uM]
M. tuberculosis H37Rv 1,56 3,47
AgyrA/attB::gyrA 1,56 3,47
AgyrB/attB::gyrB 1,56 3,47
AgyrA/attB::gyr4 ASOV 0,78 1,74
AgyrA/attB::gyrA D94C 3,13 6,98
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AgyrA/attB::gyr4d D94G 1,56 3,47
AgyrB/attB::gyrB R446C 3,13 6,98
AgyrB/attB::gyrB R446H 3,13 6,98
AgyrB/attB::gyrB R446L 3,13 6,98
AgyrB/attB::gyrB S447F 6,25 13,93
AgyrB/attB::gyrB S447Y 6,25 13,93
AgyrB/attB::gyrB ES01D 3,13 6,98
AgyrB/attB::gyrB Q565H 1,56-3,13 3,47-6,98

W przypadku szczepoéw z substytucjami D94C w gyrA oraz R446C, R446H, R446L,
E501D w gyrB zaobserwowano zwigkszong oporno$¢ na gepotidacyne. Dla szczepow
z mutacjami w kodonie 447 gyrB wykryto znaczny wzrost opornosci, a wartosci MIC
byly czterokrotnie wyzsze w stosunku do szczepow kontrolnych, bez mutacji. Mutacja
D94G w gyrA nie powodowata zmian wartosci MIC, a w przypadku wariantu A90V
obserwowano zwigkszong wrazliwo$¢ na antybiotyk z grupy NBTI. Dla wariantu
z mutacja w kodonie 565 gyrB pomimo kilkukrotnych préb, obserwowano réznice

w otrzymywanych wartos$ciach i ustalono MIC w zakresie 1,56-3,13 ug/ml.

4.3.5 OKkreslenie tempa wzrostu rekombinowanych szczepow M. tuberculosis

Analize kinetyki wzrostu przeprowadzono w celu weryfikacji czy dziatanie
doboru roéznicujgcego moze mie¢ wplyw na tempo wzrostu szczepow M. tuberculosis
noszacych wybrane mutacje. Dodatkowo oceniono czy kinetyka wzrostu moze wplywac
na poziom wrazliwosci na fluorochinolony (warto$ci MIC). W tym celu badane szczepy
M. tuberculosis hodowano na podtozu bogatym i oceniano ggsto$¢ optyczna hodowli
ODsoo w siedmiu, wybranych punktach czasowych: 48, 72, 96, 120, 144, 216 1 264 godzin
(Ryc. 4.7).
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Rycina 4.7 Analiza tempa wzrostu szczepdéw z mutacjami w genach A) gyrd oraz B) gyrB
wybranych w analizach in silico jako miejsca pod doborem réznicujagcym. Analizy statystyczne
przeprowadzono z wykorzystaniem testu t-studenta dla prob niesparowanych przy poziomie

istotnosci 0=0,05 w programie GraphPad.

Analiza kinetyki wzrostu nie wykazala istotnych statystycznie rdznic pomigdzy
szczepami M. tuberculosis z badanymi mutacjami: A90V, D94G, D94C w gyrAd oraz
R446C, R446H, R446L, S447F, S447Y, ES01D, Q565H w gyrB w porownaniu do
szczepOdw kontrolnych bez mutacji. W przypadku szczepu z mutacja Q565H w gyrB
obserwowano nieznacznie wyzsze tempo wzrostu w ostatnim punkcie pomiarowym

1 pOZniejsze przejscie w faze stacjonarnego wzrostu.
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43.6 Ocena wplywu substytucji aminokwasowych na aktywnosé

rekombinowanych bialek GyrA i GyrB

4.3.6.1 Umiejscowienie kodonoéw potencjalnie zwiazanych z wystepowaniem

lekoopornosci w gyrazie DNA M. tuberculosis

Kodony 90 1 94 GyrA umiejscowione w domenie N-kofncowej cigcia 1 tagczenia
DNA (BRD) (Wstep 1.3.2, Ryc. 1.7) i kodon 501 GyrB znajdujacy si¢ w domenie
C-koncowej TOPRIM, odpowiedzialnej za interakcj¢ z GyrA oraz wigzanie G-segmentu
DNA#86:103 stanowity kontrole opornosci na fluorochinolony. Miejsca te znajdujg sie
w obrebie regionu zwigzanego z wystgpowaniem opornosci na chinolony, QRDR

w kieszeni wigzacej fluorochinolony (Ryc. 4.8).

Rycina 4.8 Schemat struktury przestrzennej gyrazy DNA M. tuberculosis (podjednostka GyrA —
zielony, podjednostka GyrB — fioletowy) z fragmentem DNA o dlugosci 24 nukleotydow
(pomaranczowy) w obecnosci moksyfloksacyny (czerwony) i jondw magnezu (zo0lty)
z zaznaczonymi kodonami 90, 94 (A, B) oraz 501 (C, D) w obrebie regionu QRDR, w ktorych
mutacje prowadzg do pojawienia si¢ oporno$ci na fluorochinolony. Krysztat SBTA (A, B, C, D)

pobrano z bazy PDB?’ i opracowano z wykorzystaniem programu PyMOL.
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Kodony 446, 447 znajduja si¢ w obrebie N-koncowej domenie ATPazowe;j,
a doktadnie w subdomenie odpowiadajacej za przekazywanie sygnatu (transducer), na
faczeniu z kolejng domena GyrB: TOPRIM. Kodon 565 GyrB, podobnie jak kodon 501,
znajdujg si¢ w domenie TOPRIM*>8¢103 W zamknigtej konformacji krysztatu SBTA
gyrazy DNA M. tuberculosis, kodony te wydaja si¢ by¢ umiejscowione w zewnetrznych
czesciach biatka (Ryc. 4.9).

R446 S447

Rycina 4.9 Schemat struktury przestrzennej gyrazy DNA M. tuberculosis (podjednostka GyrA —
zielony, podjednostka GyrB — fioletowy) z fragmentem DNA o dlugosci 24 nukleotydow
(pomaranczowy) w obecnosci moksyfloksacyny (czerwony) i jondw magnezu (zo6lty)
z zaznaczonymi kodonami 446 i 447 (A, B, C) oraz 565 (D, E, F) w GyrB, w ktérych mutacje
prowadza do wzrostu poziomu opornosci na fluorochinolony i gepotidacyne. Krysztat SBTA (A-

F) pobrano z bazy PDB?’ i opracowano z wykorzystaniem programu PyMOL.
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4.3.6.2 Oczyszczanie rekombinowanych bialek

W celu okreslenia wptywu substytucji aminokwasowych bezposrednio na
aktywnos$¢ biatek w testach in vitro, otrzymano biatka rekombinowane GyrA oraz GyrB
z wybranymi substytucjami. Wykorzystujac system ekspresyjny E. coli oraz plazmidy
ekspresyjne pHis.parallell z wklonowanymi genami gyr4 lub gyrB, do ktorych
wprowadzono wybrane mutacje przez mutagenez¢ punktowa (Tab. 4.6), dokonano
nadprodukcji odpowiednich bialek, ktore w kolejnym etapie oczyszczono wykorzystujac
chromatografi¢ metalopowinowactwa (Metody 3.7.4), (Suplement Ryc. S1) oraz
chromatografi¢ zelowa wykluczenia (Metody 3.7.5), (Ryc. 4.10).

wzorzec wielkosSci
GyrA mutA90Vv
GyrA mutD94C
GyrA mutD94G
wzorzec wielkosSci
GyrB mutR446C
GyrB mutR446H
GyrB mutR446L
GyrB mutS447F
GyrB mutS447Y
GyrB mutE501D
GyrB mutQ565H

GyrB

250 kD 250 kD = '

150 kD 150 kD
100 kD 100 kD

70 kD 70kD |
50 kD 50 kD
40 kD 40kD |

l
I
l
!

l
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30kD 30 kD

20kD | 20kD

10 kD 10 kD

Rycina 4.10 Preparaty biatkowe (2 pg) GyrA oraz GyrB z substytucjami w kodonach pod
doborem rdznicujagcym (oczyszczone z wykorzystaniem chromatografii metalopowinowactwa

oraz zelowej wykluczenia) po rozdziale w 12% zelu poliakrylamidowym.

Aby wykluczy¢ zanieczyszczenie nukleazami lub podjednostkami gyrazy
pochodzacymi ze szczepu E. coli przeprowadzono test aktywno$ci gyrazy
(superskrecenia zrelaksowanego DNA plazmidowego w obecnosci 50 pug/ml jednej
podjednostki biatka: okoto 540 nM GyrA oraz 670 nM GyrB), co pozwolilo na
wykluczenie fatszywie pozytywnych wynikéw (Ryc. 4.11).
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GyrA + GyrB
GyrB mutR446C
GyrB mutR446H
GyrB mutR446L
GyrB mutS447F
GyrB mutS447yY
GyrB mutE501D
GyrB mutQ565H
GyrA mutA90V
GyrA mutD94C
GyrA mutD94G

N
o
o™
o
o
o

Rycina 4.11 Test zdolno$ci do wprowadzania superskretéw w plazmidowym DNA (pBR322)
w obecnosci 50 pg/ml podjednostki GyrA lub GyrB z wybranymi substytucjami w celu oceny

zanieczyszczen biatek.

Dodatkowo w celu oceny obecnos$ci $ladowych zanieczyszczen nukleazami, dla
wybranych biatek przeprowadzono test cigcia superskreconego, plazmidowego DNA
(pBR322) w obecnosci jonow wapnia oraz magnezu (Ryc. 4.12). Do testu wykorzystano
30 pg/ml biatek (325 nM podjednostki GyrA i 400 nM GyrB). W przypadku testu
z jonami wapnia nie zaobserwowano obecnos$ci liniowej formy DNA, natomiast
w obecnosci jondw magnezu widoczna byta niewielka aktywnos¢ nukleaz (forma liniowa
nie przekroczyta 1% catkowitej ilosci DNA plazmidowego). Ponadto test ten
przeprowadzono dla dwukrotnie wyzszego st¢zenia podjednostek GyrA oraz GyrB niz

stezenie wykorzystane dalej do oceny zdolnosci komplekséw gyrazy do rozszczepiania
fancucha DNA.

GyrA mutD94C
GyrA mutD94G
GyrA mutE131A
GyrB mutR446H
GyrB mutS447Y
GyrB mutS447F

pBR322
GyrA

GyrB
GyrA mutD94C

GyrA mutD94G
GyrA mutE131A
GyrB mutR446H
GyrB mutS447Y
GyrB mutS447F

pBR322
GyrA
GyrB

Mg2+
CaZ*

Rycina 4.12 Test zdolno$ci do wprowadzania cig¢ w superskreconym DNA plazmidu pBR322
przez GyrA lub GyrB z wybranymi substytucjami w obecnosci jonéw: magnezu (A) i wapnia (B).

112



Ponadto w celu sprawdzenia prawidtowego sfaldowania otrzymanych biatek
z substytucjami w wybranych kodonach przeprowadzono analize¢ z wykorzystaniem
systemu PrometheusPanta (NanoTemper). Analiza wykazata, ze dla rekombinowanych
biatek GyrA temperatura topnienia wynosita 50-60°C, a dla GyrB utrata struktury
trzeciorzedowej nastgpowata przy temperaturze 40-50°C (Ryc. 4.13 A).

GyrA mutA9ov GyrB mutR446C
—— GpA0DZ N 089 yr8.0.02_Ths
— 028 — e o
o /-/ — GyrB R446C_0_DZTris
5 036 //"’
o 2 085
A 3 E 084 +
2 0483
™ 082
081
08
|
“ |
120 i
£z 1
Bi:"® !
100 74|
&0 :
316227 — i
. 1000
3 _ 316228
i£f .
A 3623
0
3 0 0 &0 g 20 0
Temperature [C]

GyrB mutR446H GyrB mutR446L

2
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350 nm £ 330
BER
Rat
350 am £ 330 nm
g &
\

188

s

Rycina 4.13 Przyktadowe krzywe denaturacji termicznej biatek GyrA oraz GyrB
z substytucjami w kodonach potencjalnie zwigzanych ze wzrostem lekoopornosci na
fluorochinolony w odniesieniu do biatek kontrolnych. Panel A to wykres zaleznosci stosunku
absorbancji 350/330 nm (Ratio) od temperatury. Panel B wskazuje na zme¢tnienie probki
(Turbidity), a panel C $rednicg hydrodynamiczng czastek przez rozproszenie $wiatta (Cumulant

Radius) wraz ze wzrostem temperatury.
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Wykresy zmetnienia (Turbidity) wskazuja na powstawanie agregatow po
denaturacji biatka (Ryc. 4.13 B). Dla wariantow GyrB: mutR446C oraz mutR446L
obserwowano szybsza agregacj¢ niz dla wariantu natywnego. Pomiar dynamicznego
rozpraszania Swiatta (DLS, ang. dynamic light scattering) odzwierciedla wielkos¢ i liczbe
czastek w roztworze wraz ze wzrostem temperatury przez analiz¢ S$rednicy
hydrodynamicznej (Cumulant Radius), co pozwala na okreslenie agregacji bialek po ich
denaturacji (Ryc. 4.13 C). Wykresy analizy z wykorzystaniem Prometheus Panta dla
wszystkich biatek GyrA oraz GyrB z substytucjami zostaty zawarte w Suplemencie Ryc.
S2. Przeprowadzone analizy wykazaly, ze badane biatka zar6wno typu dzikiego, jak
1 noszace mutacje posiadajg prawidlowg strukture, a ewentualne réznice w ich aktywnosci

beda wynikiem wprowadzonych substytucji, a nie denaturacji.

4.3.6.3 Ocena zdolnosci do superskrecania DNA plazmidowego.

Oczyszczone, rekombinowane biatka z substytucjami poshuzyly do
przeprowadzenia testow in vitro pozwalajacych na oceng¢ wplywu danej substytucji na
pojawianie si¢ opornosci na moksyfloksacyne. Podstawowa aktywnosciag gyrazy jest
wprowadzanie negatywnych superskretow, co moze by¢ widoczne w roznicach pomiedzy
formami topologicznymi plamidowego DNA na obrazie zelu agarozowego po rozdziale
elektroforetycznym. W tym celu przeprowadzono test superskrecenia plazmidowego
DNA. W pierwszym etapie ustalono jedng jednostke aktywnosci enzymu, czyli ilo§¢
potrzebng do petlnego skrecenia 0,5 pg zrelaksowanego DNA plazmidu pBR322 w czasie
pot godziny (Ryc. 4.14, Suplement Ryc. S3). Dla biatka natywnego jedng jednostke
aktywnosci ustalono przy 7,5 nM, a dla wariantéw z substytucjami w GyrA: mutA90V —
7,5 nM, mutD94C — 12 nM, mutD94G — 9 nM oraz dla wariantéw z substytucjami
w GyrB: mutR446C — 15 nM, mutR446H — 7,5 nM, mutR446L — 120 nM, mutS447F —
15 nM, mutS447Y — 30 nM, mutE5S01D — 60 nM, mutQ565H — 7,5 nM (Tab. 4.11).
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Rycina 4.14 Ocena jednej jednostki aktywnos$ci gyrazy DNA na podstawie rdznic
w migracji form topologicznych plazmidowego DNA pBR322 w zelu agarozowym. PC —
kontrola pozytywna, komercyjna gyraza DNA M. tuberculosis. (Test dla biatek
rekombinowanych z substytucjami w kodonach GyrA oraz GyrB - Suplement Ryc. S3)

Tabela 4.11 Stezenia gyrazy DNA z substytucjami w kodonach GyrA oraz GyrB potencjalnie
zwigzanymi z wystepowaniem lekoopornosci, odpowiadajace jednej jednostce aktywnosci

enzymu w tescie superskrecania plazmidowego DNA.

biatko Stezenie odpowiadajace 1U [nM]

GyrA + GyrB 7,5
GyrA mutA90V + GyrB 7,5
GyrA mutD94C + GyrB 12
GyrA mutD94G + GyrB 9
GyrA + GyrB mutR446C 15
GyrA + GyrB mutR446H 7,5
GyrA + GyrB mutR446L 120
GyrA + GyrB mutS447F 15
GyrA + GyrB mutS447Y 30
GyrA + GyrB mutES01D 60
GyrA + GyrB mutQ565H 7,5

Kolejno w celu oceny wpltywu wybranych substytucji aminokwasowych na
pojawianie si¢ lekooporno$ci przeprowadzono test oceniajacy zdolno$¢ gyrazy do
wprowadzania superskretdéw w plazmidowym DNA - pBR322 w obecno$ci szeregu
stezeh moksyfloksacyny (MFX) oraz jednej jednostki aktywnosci biatka
rekombinowanego (Ryc. 4.15).
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Rycina 4.15 Ocena wplywu wybranych substytucji aminokwasowych na pojawianie si¢
lekoopornosci na moksyfloksacyne (MFX). Ocene przeprowadzono z wykorzystaniem testu
superskrecania zrelaksowanego DNA pBR322 w obecnosci jednej jednostki aktywnosci biatka
rekombinowanego oraz wybranych stezen moksyfloksacyny. 0 — kontrola pozytywna, reakcja bez

inhibitora.
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Aktywnos¢ biatka oceniano poprzez pordwnanie wartosci ICso wyznaczonych na
podstawie pomiaru densytometrycznego formy superskreconego DNA w obecnosci

szeregu stezen moksyfloksacyny i regresje nieliniowa (Ryc. 4.16, Tab. 4.12).
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Rycina 4.16 Wykres zalezno$ci aktywnosci gyrazy DNA z wybranymi substytucjami od
logarytmu ze stezenia moksyfloksacyny (MFX). A) biatka rekombinowane z mutacjami
warunkujacymi znaczny wzrost opornosci na moksyfloksacyng, B) biatka z substytucjami
o niewielkim wptywie na aktywnos¢ gyrazy w obecnosci moksyfloksacyny w stosunku do formy

natywnej. Krzywe dopasowano z wykorzystaniem regresji nieliniowej, czteroparametrowe;.
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Tabela 4.12 Ocena wartoSci ICso moksyfloksacyny (MFX) wzgledem gyrazy

z substytucjami w kodonach GyrA oraz GyrB potencjalnie zwigzanymi z wystgpowaniem

lekoopornosci.
Bialko ICso MFX [uM]

GyrA + GyrB 6,58
GyrA mutA90V + GyrB 43,76
GyrA mutD94C + GyrB 56,08
GyrA mutD94G + GyrB 59,72
GyrA + GyrB mutR446C 8,82
GyrA + GyrB mutR446H 3,93
GyrA + GyrB mutR446L 5,48
GyrA + GyrB mutS447F 10,78
GyrA + GyrB mutS447Y 11,78
GyrA + GyrB mutES01D 40,28
GyrA + GyrB mutQ565H 4,71

Dla wariantu natywnego GyrA + GyrB obserwowano 50% zahamowanie aktywnosci
enzymu przy 6,58 uM moksyfloksacyny. W przypadku substytucji w GyrA: mutA90V,
mutD94C, mutD94G obserwowano okoto 8-krotny wzrost wartosci ICso, co potwierdza
zwigzek tych substytucji z wystgpowaniem opornosci. Dla substytucji w GyrB
mutE501D wykazano okoto 6-krotny wzrost wartosci ICso, a dla substytucji w kodonie
447 (mutS447F, mutS447Y) okolo 2-krotny wzrost. Dla substytucji w kodonie 446 oraz
565 (mutR446C, mutR446H, mutR446L, mutQ565H) nie odnotowano znaczacych

w roznic warto$ci ICso w odniesieniu do biatka natywnego.

4.3.6.4 Ocena stabilizacji kompleksow DNA-enzym w teScie cigcia DNA

W celu poznania mechanizmu opornos$ci na MFX skorelowanego z mutacjami
w kodonach 446 1 447 GyrB oraz 94 GyrA jako kontroli pozytywnej, przeprowadzono
test cigcia DNA (ang. cleavage assay), ktory umozliwia uwidocznienie dwuniciowych
peknig¢ w DNA. Po wprowadzeniu cig¢ w DNA przez gyraze, inhibitory z grupy
fluorochinolonéw wigzg sie 1 stabilizujg kompleks enzym-DNA, uniemozliwiajac

ponowne laczenie przecigtego DNA. Test ten umozliwia oceng, czy wybrane substytucje
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aminokwasowe zmniejszaja zdolno$¢ inhibitora do stabilizacji kompleksu, a zatem

wplywaja na wzrost opornosci.

W pierwszym etapie, w celu ustalenia stezen rekombinowanych biatek do
dalszych testow z inhibitorem, przeprowadzono reakcje w obecnos$ci jonéw wapnia, ktore
stabilizujg kompleksy enzymu z przecigtym DNA i hamuja ponowne faczenie koncéw
(Ryc. 4.17, Suplement Ryc. S4). Reakcja z jonami wapnia, zamiast z jonami magnezu,
umozliwia wskazanie zdolno$ci enzymu do generowania cig¢ w DNA, niezaleznie od

obecnosci antybiotyku.

GyrA + GyrB [nM]

pBR322

25 5 10 15 20 30 40 50 100

_-—‘-"_--..“..

Rycina 4.17 Ocena aktywnosci gyrazy DNAw tescie ciecia superskreconego DNA plazmidowego
pBR322 na podstawie stosunku formy liniowej do catkowitej zawartosci plazmidowego DNA

w zelu agarozowym (Dla biatek GyrA i GyrB z substytucjami - Suplement Ryc. S4).

Na podstawie pomiaréw densytometrycznych ustalono stezenia gyrazy, przy
ktorych zdolno$¢ do cigcia DNA wynosita 10%. Dla natywnej formy gyrazy ustalono
stezenie 30 nM, a dla wariantow z substytucjami w GyrA mutD94G 1 mutD94C,
odpowiednio 15 nM 1 50 nM. W przypadku biatek z substytucjami w GyrB mutR446H,
mutS447Y, mutS447F obserwowano znacznie nizsza zdolno$¢ do cigcia DNA
w obecnos$ci jonow wapnia, odpowiednio 2,3%; 1,8% 1 0,2% nawet w przypadku
maksymalnego stezenia biatek (100 nM). Z tego wzgledu dla wariantéw z substytucja
w kodonie 447 wybrano maksymalne stezenie biatka odpowiadajace 100 nM. Natomiast
dla substytucji w kodonie 446 wybrano stezenie 30 nM odpowiadajace wariantowi
natywnemu, przy ktorym obserwowano poréwnywalne wartoSci maksymalnej
obserwowanej aktywnosci cigcia DNA przy stezeniu 100 pM moksyfloksacyny (Tab.
4.13). Przy zastosowaniu maksymalnego stezenia 100 nM GyrA+GyrB mutR446H
w obecnosci wysokich stgzen inhibitora, obserwowano zwigkszong aktywnos$¢ cigcia
DNA, co prowadzito do znacznej degradacji kwaséw nukleinowych i utrudniato pomiar

densytometryczny.
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Tabela 4.13 Stezenia gyrazy DNA wybrane w te$cie cigcia DNA plazmidu pBR322

w obecnosci jonéw wapnia.

biatko stezenie % aktywnos$ci = SD
GyrA + GyrB 30 nM 10+1,4
GyrA mutD94C + GyrB 50 nsM 101
GyrA mutD94G + GyrB 15 nM 10+ 1,7
GyrA + GyrB mutR446H 30 nM 0,2+0,2
GyrA + GyrB mutS447Y 100 nM 1,8+0,1
GyrA + GyrB mutS447F 100 nM 0,2+0,3

W drugim etapie, po wyborze odpowiednich stezen biatek, przeprowadzono test

w obecnosci jondOw magnezu 1 réznych stezen inhibitora — moksyfloksacyny (Ryc. 4.18).
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= o

a 0 0,05 0,1 0,5 2 0 005 01 05 1 5 10 50 100

GyrA + GyrB[30nM] GyrA mutD94G + GyrB [15nM]

MFX [uM] MFX [uM] —

pBR322

GyrA mutD94C + GyrB [50nM] GyrA + GyrB mutR446H [30nM]
§ MFX [uM] N MEX [uM)
_4 o
o o
2 000501 05 1 S5 10 50 100 2 000501 05 1 5 10 50 100
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Rycina 4.18 Ocena aktywnosci bialek rekombinowanych z substytucjami w kodonach GyrA oraz
GyrB z  wykorzystaniem testu cigcia  superskreconego DNA  plazmidowego
w obecnosci moksyfloksacyny (MFX).
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Zwigzek wybranych mutacji z pojawieniem si¢ oporno$ci na moksyfloksacyne
oceniono przez stabilizacj¢ kompleksu DNA-enzym wyznaczajac wartosci CCso (ang.
half-maximal cleavage concentration, st¢zenie moksyfloksacyny, przy ktorym
odnotowano 50% maksymalnej aktywno$ci cigcia DNA). Przeprowadzono analize¢
densytometryczng w celu oceny aktywnos$ci enzymu, obliczajac stosunek ilosci liniowej
formy DNA, do catkowitej zawartosci DNA, w obecnosci wybranych stezen inhibitora
w mieszaninie reakcyjnej. Wartosci CCso wyznaczono z wykorzystaniem regresji
nieliniowej przy uzyciu modelu zaleznosci odpowiedzi (procenta formy liniowej DNA)

od logarytmu ze st¢zenia inhibitora (Ryc. 4.19, Tab. 4.14).

07 -o- 30nM GyrA+GyrB
‘T 30 -m- 50nM GyrA D94C+GyrB
.E 20 -4 15nM GyrA D94G+GyrB
i 100nM GyrA+GyrB S447Y
E 10+ —— 100nM GyrA+GyrB S447F
2 e 30nM GyrA+GyrB R446H
s 0 =, /-7F 1

-7 -6 -5 -4 -3
-10- log(MFX [M])

Rycina 4.19 Wykres zaleznosci ilosci formy liniowej DNA w teScie cigcia przez gyrazy DNA
z wybranymi substytucjami od logarytmu ze st¢zenia moksyfloksacyny (MFX). Krzywe

dopasowano z wykorzystaniem regresji nieliniowej, czteroparametrowe;j.

Tabela 4.14 Wartosci CCso moksyfloksacyny ustalone na podstawie testu cigcia DNA przez
pomiar densytometryczny i ocene stosunku ilosci liniowej formy do catkowitej zawartosci DNA

z wykorzystaniem regresji nieliniowe;.

biatko Stezenie | CCso Maksymalna Maksymalna
biatka (uM] obserwowana | aktywnos¢ przy
aktywnos$¢ [%] | stezeniu MFX [uM]
GyrA + GyrB 30 nM 4,8 33,6 £2,8 100
GyrA mutD94C + GyrB | 50 nM 15,9 34+£1 100
GyrA mutD94G + GyrB | 15 nM 196,2 10,5+£0,9 100
GyrA + GyrB mutR446H | 30 nM 6,0 293+1,8 100
GyrA + GyrB mutS447Y | 100 nM 13,1 30,8+1,9 100
GyrA + GyrB mutS447F | 100nM | 57,5 225+1,3 100
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Analiza wykazata okoto 3-krotny wzrost wartosci CCso w przypadku substytucji
mutD94C w GyrA oraz mutS447Y w GyrB w stosunku do formy natywnej. Dla
wariantow stanowigcych kontrole pozytywna: mutD94G w GyrA oraz mutS447F w GyrB
obserwowano odpowiednio 40-krotny 1 12-krotny wzrost wartosci CCso. Dla wariantu
z substytucja mutR446H w GyrB nie zaobserwowano istotnych zmian mogacych
wskazywaé na wystepowanie opornosci. Dodatkowo zaobserwowano mniejsza
aktywnos$¢ bialek z substytucjami w kodonach 446 i 447 (mutR446H, mutS447F,
mutS447Y) GyrB do wprowadzania cig¢ w DNA bez zdolnosci do ich ponownego

laczenia w tescie z jonami wapnia.
4.3.6.5 Ocena dekatenacji DNA

W celu okreslenia czy i w jaki sposob wybrane mutacje w kodonach 446, 447 oraz
565 GyrB (wybranych w analizach bioinformatycznych jako miejsca bedace pod
dzialaniem doboru roéznicujacego, ale warunkujacych nizszy poziom lub brak opornosci
na fluorochinolony) wptywaja na dekatenacj¢ DNA, przeprowadzono test in vitro
z wykorzystaniem rekombinowanych biatek i substratu — splecionych pojedynczym
wigzaniem, dwoch czasteczek plazmidowego DNA. Dekatenacja DNA polega na
rozpleceniu potaczonych ze sobg katenatéw, dzieki czemu mozliwy jest prawidlowy
rozdziat materialu genetycznego do komoérek potomnych. Ze wzgledu na brak
topoizomerazy IV u M. tuberculosis funkcje dekatenacji DNA pelni gyraza.
W pierwszym etapie ustalono jedng jednostke aktywnos$ci enzymu, ktora odpowiadata
stezeniu gyrazy, przy ktorym obserwowano aktywno$¢ dekatenacji w minimum 95%

(Ryc. 4.20, Suplement Ryc. S5).

GyrA + GyrB [nM]

5 10 15 20 30 40 50 100 200

Rycina 4.20 Ocena dekatenacji DNA z zastosowaniem bialek rekombinowanych GyrA

i GyrB (warianty z substytucjami w kodonach GyrB Suplement Ryc. S5).
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Dla biatka natywnego ustalono 1 U przy stezeniu 30 nM, a dla wariantow
z substytucjami w GyrB, ktore wptywaja na wzrost lekoopornosci, pelna dekatenacja
substratu wymagata wyzszych stezen enzymu: 100 nM dla mutR446H, 50 nM dla
mutS447F, 100 nM dla mutS447Y (Tab. 4.15). Substytucja w kodonie 565 GyrB, ktoéra
na podstawie analiz bioinformatycznych, zostata zidentyfikowana jako bedaca tuz pod
progiem prawdopodobienstwa wystgpowania doboru rdéznicujacego, nie wptywala na
wzrost opornos$ci na fluorochinolony, powodowata nieznaczny wzrost zdolnosci enzymu
do dekatenacji DNA w porownaniu do wariantu natywnego (Tab. 4.15). Oceng¢
przeprowadzono na podstawie stosunku formy po dekatenacji do catkowitej zawartosci

substratu w zelu agarozowym.

Tabela 4.15 Stezenia wybranych biatek rekombinowanych z substytucjami w kodonach pod
doborem réznicujacym odpowiadajace jednej jednostce aktywnosci enzymu w tescie dekatenacji

DNA.

biatko jedna jednostka aktywnosci 1 U [nM]

GyrA + GyrB 30
GyrA + GyrB mutR446H 100
GyrA + GyrB mutS447F 50
GyrA + GyrB mutS447Y 100
GyrA + GyrB mutQ565H 20

Ponownie po ustaleniu jednej jednostki aktywnosci enzyméw przystapiono do
testow dekatenacji w obecnosci inhibitora (moksyfloksacyny) w celu sprawdzenia
zwigzku obecno$ci mutacji z wystgpowaniem opornosci na fluorochinolony (Ryc. 4.21).
Ocene przeprowadzono na podstawie pomiardéw densytometrycznych, poprzez
wyznaczenie warto$ci ICso, czyli stezenia moksyfloksacyny, ktére powodowato

zahamowanie zdolno$ci enzymu do dekatenacji w 50%.
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Rycina 4.21 Ocena aktywnosci biatek rekombinowanych z substytucjami w kodonach GyrB

w obecnosci moksyfloksacyny (MFX) w tescie dekatenacji DNA.

Wartosci ICso wyznaczono z wykorzystaniem regresji nieliniowej przy uzyciu modelu
zalezno$ci odpowiedzi (procenta substratu po dekatenacji) od logarytmu ze stezenia

inhibitora (Ryc. 4.22, Tab. 4.16).
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Rycina 4.22 Wykres zalezno$ci ilosci DNA po dekatenacji w tescie dekatenacji DNA przez
gyrazy z wybranymi substytucjami od logarytmu ze stezenia moksyfloksacyny (MFX). Krzywe

dopasowano z wykorzystaniem regresji nieliniowej, czteroparametrowe;j.
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Tabela 4.16 Wartosci ICso moksyfloksacyny ustalone na podstawie testu dekatenacji DNA przez
pomiar densytometryczny i oceng stosunku ilosci formy po dekatenacji do catkowitej zawartosci

DNA z wykorzystaniem regresji nieliniowej, czteroparametrowe;.

biatko Stezenie biatka [nM] ICso [uM]
GyrA + GyrB 30 95,49
GyrA + GyrB mutR446H 100 174
GyrA + GyrB mutS447F 50 111,7
GyrA + GyrB mutS447Y 100 122

W przypadku substytucji mutR446H w GyrB zaobserwowano prawie 2-krotny
wzrost wartosci ICso w stosunku do biatka natywnego, co wskazuje na wystgpowanie
lekooporno$ci na moksyfloksacyng¢ w tym tescie. Dla substytucji w kodonie 447
(mutS447F oraz mutS447Y) GyrB odnotowano niewielki wzrost wartosci ICso (Tab.
4.16).

4.3.6.6 Wplyw gepotidacyny na aktywnos¢ bialek rekombinowanych

Dla wybranych biatek rekombinowanych z substytucjami w kodonach pod
doborem roznicujagcym oceniono wplyw zwigzku z grupy NBTI na aktywnos¢ gyraz. Do
testOw wybrano rekombinowane biatka: GyrA mutA90V (zwigkszona wrazliwo$¢ na
gepotidacyne w teScie MABA) oraz GyrB z substytucjami w kodonach 446, 447
o niewyjasnionym zwiazku z lekoopornos$cig na MFX w testach in vitro oraz z substytucja
w kodonie 565 GyrB, ktora nie wptywata na wzrost lekoopornosci. Kontrolg stanowito
biatko natywne bez mutacji. Ocene¢ aktywnoS$ci gyrazy przeprowadzono

z wykorzystaniem testu superskrecania plazmidowego DNA pBR322 (Ryc. 4.23).
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Rycina 4.23 Ocena wartosci ICso gepotidacyny wzgledem gyrazy z substytucjami
w kodonach GyrA oraz GyrB. Ocen¢ przeprowadzono w tescie superskrgcania zrelaksowanego
DNA plazmidu pBR322 przez jedna jednostke aktywnosci rekombinowanego biatka oraz
wybranych stezen gepotidacyny.

Wartos¢ 1Cso  wyznaczono po pomiarze densytometrycznym formy
superskreconego  DNA po reakcji superskrgcania w obecno$ci szeregu stgzen
gepotidacyny na obrazie Zeli agarozowych 1 przeliczono jako procent w stosunku do
pomiaru w reakcji bez inhibitora. Nastepnie wykorzystano regresje nieliniowa,
czteroparametrowg przy zalezno$ci procentowej aktywnosci enzymu od logarytmu ze

stezenia inhibitora (Ryc. 4.24, Tab. 4.17).
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Rycina 4.24 Wykres zaleznosci aktywno$ci gyrazy DNA z wybranymi substytucjami od

logarytmu ze stezenia gepotidacyny (GEP). Krzywe dopasowano z wykorzystaniem regresji

nieliniowej, czteroparametrowe;.

Tabela 4.17 Ocena warto$ci ICsp gepotidacyny wzglegdem gyrazy 2z substytucjami
w kodonach GyrA oraz GyrB w tescie superskrgcania DNA pBR322.

biatko ICso uM
GyrA + GyrB 1,56
GyrA mutA90V+GyrB 0,80
GyrA + GyrB mutR446H 12,73
GyrA + GyrB mutS447Y 7,09
GyrA + GyrB mutS447F 12,66
GyrA + GyrB mutQ565H 5,84

Dla wariantu natywnego warto$¢ ICso gepotidacyny wyniosta 1,56 uM.
W przypadku wariantu mutQ565H w GyrB, ktory nie wptywat na wzrost opornosci
wzgledem fluorochinolonéw obserwowano ponad 3-krotny wzrost wartosci 1Cso, a dla
wariantu z substytucja mutS447Y w GyrB 4-krotny wzrost. Najwigkszym poziomem
opornosci wzgledem gepotidacyny w tym teScie charakteryzowaly si¢ gyrazy
z substytucjami mutR446H oraz mutS447F GyrB, gdzie nalezalo uzy¢ ponad 7-krotnie
wyzszego stezenia gepotidacyny do zahamowania aktywno$ci enzymu w 50%.
W przypadku substytucji mutA90V w GyrA, zwigzanej z wystgpowaniem opornos$ci na
fluorochinolony, potwierdzono zwigkszong wrazliwo$¢ tego wariantu na gepotidacyne
w stosunku do formy natywnej, a nawet najnizsze stezenia zwigzku (0,1 pM)

powodowaty spadek aktywnos$ci enzymu.
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4.4 Ocena wplywu mutacji punktowych w kodonach gyrazy bedacych pod
doborem oczyszczajacym na funkcjonowanie komorek M. tuberculosis oraz

aktywnos¢ bialek GyrA i GyrB
4.4.1 Wybor miejsc konserwatywnych w kodonach gyrazy M. tuberculosis.

Potencjalne miejsca konserwatywne w gyrazie pratka gruzlicy zostaly wybrane na
podstawie analiz bioinformatycznych poprzez okreslenie kodondéw bedacych pod
wptywem dziatania doboru oczyszczajacego. W celu weryfikacji konserwatywnosci
kodonéw podjeto proby wprowadzenia do genomu M. tuberculosis mutacji wybranych
na podstawie analizy narzgdziem PredictSNP, gdzie zidentyfikowano substytucje, ktére
nie wplywaly negatywnie na aktywno$¢ bialka lub wplyw ten byt jak najmniejszy.
W pierwszym etapie przygotowano plazmidy pMV306-Km® z wklonowanymi genami
gyrA lub gyrB, do ktérych wprowadzono wybrane mutacje punktowe przez zastosowanie
mutagenezy punktowej (Metody 3.5.11). Plazmidy te postuzyly do transformacji
szczepdw modelowych M. tuberculosis AgyrA/attB::gyrA, AgyrB/attB::gyrB 1 oceny
mozliwo$ci wprowadzenia mutacji w danym miejscu. Obecno$¢ wybranych mutacji
punktowych w szczepach M. tuberculosis sprawdzano przez amplifikacje fragmentow
genu gyrd i gyrB zawierajacych analizowane mutacje punktowe, z wykorzystaniem
odpowiednich  sekwencji  oligonukleotydowych  (Metody 3.4.1, Tab. 3.8)
1 sekwencjonowanie metodg Sangera. Dokonywano dwoch prob transformacii, a z kazde;j
proby sekwencjonowano minimum po 3 transformanty. W przypadku braku mozliwosci
otrzymania mutanta sprawdzano mozliwos¢ otrzymania alternatywnej substytucji, innym
aminokwasem. Dla niektorych z wariantow zastosowano dodatkowe kryterium
1 weryfikowano mozliwo$¢ wprowadzenia mutacji w danym kodonie powodujacej
zamian¢ na trzy roézne aminokwasy: dwie substytucje wybrane na podstawie analiz
bioinformatycznych oraz substytucja aminokwasem z tej samej grupy uwzgledniajac

charakter chemiczny aminokwaséw (Ryc. 4.25).
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Rycina 4.25 Schemat przedstawiajacy etapy oceny konserwatywnos$ci kodonoéw gyr4 oraz gyrB,

wybranych w analizach bioinformatycznych jako miejsca pod doborem oczyszczajacym

Sposréd 32 kodondw gyrA oraz gyrB wytypowanych w analizie wzorcowania
ewolucyjnego dla 7 z nich nie bylo mozliwosci wprowadzenia mutacji, a dla pozostatych

25 miejsc otrzymano mutanty M. tuberculosis (Tab. 4.18).

Tabela 4.18 Analiza konserwatywno$ci kodonow gyrd oraz gyrB, wytypowanych

w analizach bioinformatycznych jako miejsca pod doborem oczyszczajacym, przez

wprowadzenie wybranych mutacji do genomu M. tuberculosis.

Gen Numer Uzyskane Brak mozliwo$ci Kodony uznane za
kodonu mutanty uzyskania mutanta wysoce
konserwatywne
gyrd 131 - E131A, E131L, E131D 131
162 E162Q - -
196 E196D - -
368 H368F - -
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447 E447Q - -
482 E482D - -
VB 22 G22S - -
24 E24D ; ;
41 - G41A, G41S 41
48 ; E48D, E48Q 48
60 G60S G60A
114 Y114F, Y114W, 114
Y114V
118 G118A - -
122 G122A, G122S 122
143 G143N : .
168 G168A - -
176 D176S - -
193 R193K - -
210 D210E - -
256 G256A - -
318 E318Q E318D -
341 K341R ; ;
347 - G347N, G347T, 347
G347A
352 E352D - -
353 - G353A, G353S 353
374 K374R - -
420 A420S - .
524 Y524F - _
565 Q565H - -
584 D584E - -
594 G594A ; _
620 E620Q E620D -
646 E646D - -
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Na podstawie tej analizy jako miejsca wysoce konserwatywne wybrano kodony:

41,48, 114, 122,347,353 w gyrB oraz 131 w gyrA.

Ze wzgledu na mozliwos¢ otrzymania 25 szczepow z substytucjami w kodonach
pod doborem oczyszczajacym oceniono wptyw obecno$ci mutacji w tych kodonach na
ich wrazliwo$¢ na fluorochinolony metoda mikrorozcienczen w podtozu pltynnym
z uzyciem odczynnika Alamar Blue. Cztery szczepy z mutacjami w kodonach 118, 352,
420, 620 gyrB wykazywaty zwigkszong wrazliwo$s¢ na pi¢¢ fluorochinolondéw
(moksyfloksacyne, ofloksacyne, ciprofloksacyne, gatifloksacyne, lewofloksacyng),
a szczepy z mutacjami w kodonach 162 gyr4 oraz 256, 318, 584, 594 gyrB byly bardziej
wrazliwe wzgledem tylko niektorych fluorochinolonéw. Wartosci MIC dla wigkszo$ci

otrzymanych szczepdéw (16) byly rowne wartosciom szczepoéw kontrolnych bez mutacji

(Tab. 4.19).

Tabela 4.19 Ocena warto$ci MIC fluorochinolonéw: ciprofloksacyny (CIP), ofloksacyny (OFX),
lewofloksacyny (LFX), moksyfloksacyny (MFX) 1 gatifloksacyny (GFX) metoda
mikrorozcienczen i odczynnika AlamarBlue dla wybranych szczepow M. tuberculosis

z mutacjami punktowymi w kodonach pod doborem oczyszczajacym.

MFX OFX |CIP GFX LFX
szczep [ng/ml] |[pg/ml]|[pg/ml] |[pg/ml] |[pg/ml]
M. tuberculosis H37Rv 0,0625 0,5 0,25 0,0625 0,25
AgyrA/attB::gyrA 0,0625 0,5 0,25| 0,0625 0,25
AgyrB/attB::gyrB 0,0625 0,5 0,25| 0,0625 0,25
AgyrA/attB::gyrA E162Q | 0,03125 0,25 0,125| 0,03125 0,25
AgyrA/attB::gyrA E196D 0,0625 0,5 0,25| 0,0625 0,25
AgyrA/attB::gyrA H368F 0,0625 0,5 0,25| 0,0625 0,25
AgyrA/attB::gyrA E447Q 0,0625 0,5 0,25| 0,0625 0,25
AgyrA/attB::gyrA E482D 0,0625 0,5 0,25| 0,0625 0,25
AgyrB/attB::gyrB G228 0,0625 0,5 0,25| 0,0625 0,25
AgyrB/attB::gyrB E24D 0,0625 0,5 0,25| 0,0625 0,25
AgyrB/attB::gyrB G60S 0,0625 0,5 0,25| 0,0625 0,25
AgyrB/attB::gyrB G118A | 0,03125 0,25 0,125| 0,03125| 0,125
AgyrB/attB::gyrB G143N | 0,0625 0,5 0,25| 0,0625 0,25
AgyrB/attB::gyrB G168A | 0,0625 0,5 0,25| 0,0625 0,25
AgyrB/attB::gyrB D176S 0,0625 0,5 0,25| 0,0625 0,25
AgyrB/attB::gyrB R193K | 0,0625 0,5 0,25| 0,0625 0,25
AgyrB/attB::gyrB D210E 0,0625 0,5 0,25| 0,0625 0,25
AgyrB/attB::gyrB G256A | 0,0625 0,25 0,125 0,0625 0,25
AgyrB/attB::gyrB E318Q | 0,03125 0,25 0,25] 0,03125| 0,125
AgyrB/attB::gyrB K341R 0,0625 0,5 0,25 0,0625 0,25
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AgyrB/attB::gyrB E352D | 0,03125 0,25 0,125| 0,03125| 0,125
AgyrB/attB::gyrB K374R | 0,0625 0,5 0,25 0,0625 0,25
AgyrB/attB::gyrB A420S | 0,01563 [ 0,125] 0,0625|0,015625| 0,0625
AgyrB/attB::gyrB Y 524F 0,0625 0,5 0,25 0,0625 0,25
AgyrB/attB::gyrB D584E 0,0625 0,25 0,25| 0,03125 0,25
AgyrB/attB::gyrB G594A | 0,0625 0,25 0,125| 0,03125| 0,125
AgyrB/attB::gyrB E620Q | 0,03125 0,25 0,125| 0,03125| 0,125
AgyrB/attB::gyrB E646D 0,0625 0,5 0,25 0,0625 0,25

Dla siedmiu szczepow wykazujacych wrazliwos¢ na minimum cztery antybiotyki
z grupy fluorochinolonow przeprowadzono dodatkowo ocen¢ ich wrazliwosci
w Instytucie Gruzlicy i Chorob Pluc w Warszawie, za pomoca metody mikrorozcienczen

w podtozu ptynnym i wzrostu szczepow w postaci osadu komorkowego (Tab. 4.20).

Tabela 4.20 Ocena wartosci MIC fluorochinolonéw: ciprofloksacyny (CIP), ofloksacyny (OFX),
lewofloksacyny (LFX), moksyfloksacyny (MFX) 1 gatifloksacyny (GFX) metoda

mikrorozcienczen i oceny obecnosci osadu komoérkowego dla wybranych szczepow
M. tuberculosis z mutacjami punktowymi w kodonach pod doborem oczyszczajagcym. Badanie
przeprowadzono w Krajowym Referencyjnym Laboratorium Pratka w Instytucie Gruzlicy

1 Choréb Pluc w Warszawie.

MFX OFX |CIP GFX LFX
szczep [ng/ml] |[pg/ml]|[pg/ml]|[pg/ml] |[pg/ml]
AgyrA/attB::gyrA 0,125 1 0,25 0,125 0,25
AgyrB/attB::gyrB 0,125 1 0,25 0,125 0,25
AgyrA/attB::gyrA E162Q 0,0625 0,5 0,25 0,0625 0,25
AgyrB/attB::gyrB G118A 0,125 0,5 0,25 0,125 0,25
AgyrB/attB::gyrB E318Q 0,125 1 0,25 0,125 0,25
AgyrB/attB::gyrB E352D 0,0625 0,5 0,125 0,0625 0,125
AgyrB/attB::gyrB A420S 0,0625 0,25| 0,125 0,0625 0,125
AgyrB/attB::gyrB G594A 0,125 0,5 0,25 0,125 0,25
AgyrB/attB::gyrB E620Q 0,125 0,5 0,25 0,0625 0,125

Dla szczepu z mutacjg w kodonie 318 gyrB nie wykazano roznic w wartosct MIC
wzgledem szczepow kontrolnych. Szczepy z mutacjami w kodonie 352 oraz 420
ponownie wykazaly zwigkszony poziom wrazliwo$ci na pig¢ fluorochinolonow,
a pozostale cztery szczepy wykazywaly zwigkszong wrazliwo$¢ na wybrane

fluorochinolony.
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W celu oceny wptywu mutacji na tempo wzrostu szczepdw oraz potencjalny
zwigzek spowolnionego wzrostu z wystepowaniem nadwrazliwos$ci, przeprowadzono
analiz¢ kinetyki wzrostu dla szczepow o nizszych wartosciach MIC fluorochinolonow
w stosunku do szczepu bez mutacji. Analiz¢ przeprowadzono poprzez pomiar gestosci
optycznej hodowli na podtozu bogatym w siedmiu punktach czasowych: 48, 72, 96, 120,
144,216 1 264 godzin (Ryc. 4.26).

3 —
AgyrA/attB::gyrA

-& AgyrB/attB::gyrB
AgyrA/attB::gyrA E162Q
AgyrB/attB::gyrB G118A

-0~ AgyrB/attB::gyrB E318Q

B AgyrB/attB::gyrB E352D

—&— AgyrB/attB::gyrB A420S

04— . . . . ! AgyrB/attB::gyrB G594A

0 48 96 144 192 240 288 o ) oy rB/attBigyrB E620Q
czas [h]

Rycina 4.26 Analiza tempa wzrostu szczepow z mutacjami w kodonach genow gyrA oraz gyrB
wybranych w analizach in silico jako miejsca pod doborem oczyszczajacym. Analizy statystyczne
przeprowadzono z wykorzystaniem testu t-studenta dla prob niesparowanych przy poziomie

istotnosci 0=0,05 w programie GraphPad.

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic w tempie wzrostu szczepow
z mutacjami E162Q w gyrd oraz G118A, E318Q, E352D, A420S, G594A, E620Q
w gyrB.

4.4.2 Weryfikacja wplywu substytucji w kodonach pod doborem

oczyszczajacym na aktywno$¢ rekombinowanych bialek GyrA i GyrB
4.4.2.1 Umiejscowienie konserwatywnych kodonow w krysztale gyrazy DNA

Zidentyfikowane konserwatywne kodony 41, 48, 114, 122, 347 oraz 353 GyrB
umiejscowione s3 w N-koncowej domenie ATPazowej (Wstep 1.3.2, Ryc. 1.7). Pierwsze

cztery znajduja si¢ w poddomenie GHKL 1 odpowiadajg za wigzanie lub tworzenie
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kieszeni dla ATP®. Z kolei kodony 347 i 353 s3 czesciag poddomeny transducer, ktora
)04

umozliwia wprowadzanie zmian konformacyjnych enzymu (Ryc. 4.27

Rycina 4.27 Schemat struktury przestrzennej domeny ATPazowej gyrazy DNA
M. tuberculosis (fioletowy) z czasteczka AMPPN - analogu ATP (zielony)
w obecnosci jondw magnezu (z6tty) z zaznaczonymi kodonami 41, 48 (A, B), 114, 122 (C, D)
oraz 347 1 353 (E, F) w GyrB zidentyfikowanych jako miejsca konserwatywne. Krysztat 3ZKD
(A, B, C, D, E, F) pobrano z bazy PDB?’ i opracowano z wykorzystaniem programu PyMOL.

Wytypowany podczas analizy konserwatywny kodon podjednostki A gyrazy
DNA - 131 umiejscowiony jest w obrebie domeny N-koncowej BRD, a doktadniej
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w poddomenie WHD blisko katalitycznych reszt aminokwasowych (R128, Y129)
odpowiedzialnych za tworzenie pekniecia i wigzanie z DNA (Ryc. 4.28)*. Kodon ten

moze uczestniczy¢ w tworzeniu bramki DNA gyrazy M. tuberculosis.

Rycina 4.28 Schemat struktury przestrzennej gyrazy DNA M. tuberculosis (podjednostka GyrA
— zielony, podjednostka GyrB — fioletowy) z fragmentem DNA o dlugosci 24 nukleotydow
(pomaranczowy) w obecnos$ci moksyfloksacyny (czerwony) i jondow magnezu (z6lty)
z zaznaczonymi kodonami E131 (jasnoniebieski) i katalitycza reszta tyrozynowa Y129
(ciemnoniebieski) w GyrA. Krysztat 5BTA (A, B) pobrano z bazy PDB?’ i opracowano
z wykorzystaniem programu PyMOL.

4.4.2.2 Oczyszczanie rekombinowanych bialek

W celu weryfikacji znaczenia wybranych miejsc konserwatywnych w aktywnos$ci
gyrazy DNA, otrzymano bialtka rekombinowane GyrA z substytucja w kodonie 131 oraz
GyrB z substytucjami w kodonach 41, 48, 114, 122, 347, 353. Do nadprodukcji
rekombinowanych biatek wykorzystano system ekspresyjny E. coli oraz plazmidy
pHis.parallell z wklonowanymi genami gyr4 lub gyrB, do ktorych przez mutagenezg
punktowa wprowadzono mutacje (E131A w gyrd oraz G41A, E48D, Y114F, G122A,
G347N, G353A w gyrB). Nastgpnie biatka oczyszczono z wykorzystaniem
chromatografii metalopowinowactwa (Suplement Ryc. S6) oraz filtracji zelowej (Ryc.

4.29).
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Rycina 4.29 Preparaty biatkowe (2 pug) GyrA oraz GyrB z substytucjami w kodonach wybranych
jako  miejsca  konserwatywne  (oczyszczone z  wykorzystaniem  chromatografii

metalopowinowactwa oraz zelowej wykluczenia) po rozdziale w 12% zelu poliakrylamidowym.

Dodatkowo w celu oceny zanieczyszczen preparatow biatkowych nukleazami lub
podjednostkami gyrazy pochodzacymi ze szczepu E. coli i wykluczenia fatszywie
pozytywnych wynikow, przeprowadzono test aktywnosci gyrazy, polegajacy na
wprowadzaniu superskretow w zrelaksowanym DNA plazmidu pBR322, w obecnosci

jednej podjednostki biatka (Ryc. 4.30).

Dla bialka z substytucja mutG353A w GyrB w tescie zaobserwowano zwigkszong
zawarto$¢ formy kolistej plazmidu, jednak ze wzgledu na trudno$ci w otrzymaniu tego
wariantu GyrB zdecydowano o kontynuacji dalszych badan z tym preparatem
biatkowym. DIa wariantu biatka z substytucjag E131A w GyrA, ktore jako jedyne biatko
z substytucja w miejscu konserwatywnym zachowalo aktywnos$¢, zostala réwniez
oceniona obecno$¢ nukleaz w tesScie cigcia DNA 1 stabilizacji dwuniciowych peknig¢,

gdzie nie odnotowano obecnosci zanieczyszczen (Ryc. 4.12).

Badane biatka z zaloZenia miaty nie wykazywaé aktywnosci, wigc istotnym byto
wykazanie, ze brak aktywnosci wynika z wprowadzonej substytucji, a nie
z nieprawidlowego sfatdowania. Prawidtowe fatdowanie biatek oceniono wykorzystujac

system Prometheus Panta (NanoTemper) (Ryc.4.31).
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Rycina 4.30 Test zdolno$ci do wprowadzania superskretéw w plazmidowym DNA (pBR322)
w obecnosci 50 pg/ml podjednostki GyrA lub GyrB z wybranymi substytucjami.

GyrA mutE131A GyrB mutG41A GyrB mutE48D
jis // s o ; —
B i Y psmS— Bi B i
3 i 3
i T { H
(o § & (3 (off-
| B / ! !
GyrB mutY114F GyrB mutG122A GyrB mutG347N
o - S — . = =
AS;; - A N // A /
» g
e : / L~
Bii s / s i
i ) Bii ; { B i |
ok ‘ 1 i g
i c3 / C i1 /
: i i /
/
GyrB mutG353A
- ==
A%
B{f
C 1;

Rycina 4.31 Krzywe denaturacji termicznej bialek GyrA oraz GyrB z substytucjami
w konserwatywnych kodonach z kontrolag — odpowiednim biatkiem bez mutacji. Panel A - wykres
zaleznosci stosunku absorbancji 350/330 nm (Ratio) od temperatury. Panel B - wskazuje na
zmetnienie probki (Turbidity), a panel C - $rednice hydrodynamiczng czastek przez rozproszenie

swiatta (Cumulant Radius) wraz ze wzrostem temperatury.
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Dla biatka GyrA temperatura topnienia wynosita okoto 60°C, a dla biatek GyrB
utrata struktury trzeciorzedowej nastgpowata w zakresie temperaturowym 40-50°C (Ryc
4.31 A). Wykresy zmetnienia (Turbidity, panel B) oraz promienia czasteczek (Cumulant
radius, panel C) wskazujg na powstawanie agregatow po denaturacji biatka. W przypadku
wariantu GyrB mutG353A biatko wykazywato mniejsza stabilnos$¢ i szybsza agregacje
niz wariant natywny (Ryc 4.31 B, C). Pozostale bialka z substytucja w konserwatywnych
kodonach GyrA mutE131A oraz GyrB mutG41A, mutE48D, mutY 114F, mutG122A
1 mutG347N charakteryzowaty si¢ podobnymi wiasciwosciami do wariantow natywnych

bez substytucji.

4.4.2.3 Ocena zdolnos$ci rekombinowanych bialek z mutacjami w kodonach pod

doborem oczyszczajacym do superskrecania DNA

W pierwszej kolejnosci oceniono czy substytucje w konserwatywnych kodonach
powodowaty utrate aktywno$ci biatka. W tym celu przeprowadzono test in vitro
oceniajacy zdolnos¢ biatek rekombinowanych do wprowadzania superskretow

w plazmidowym DNA pBR322 (Ryc. 4.32).

W przypadku biatek z substytucjami w kodonie 41, 114, 122 oraz 353 w GyrB
zaobserwowano calkowity brak aktywno$ci enzymu, podczas gdy dla substytucji
w kodonach 48 1 347 GyrB obserwowano czg¢s$ciowa aktywnos¢ rekombinowanych
biatek, jednak nawet uzycie wysokich stezen biatek uniemozliwialo caltkowite
superskrecenie plazmidu. Z kolei, pomimo obecnosci substytucji w konserwatywnym
kodonie 131 w GyrA, biatko zachowato peilng aktywnos$¢, a stezenie odpowiadajace

jednej jednostce aktywnosci bylo takie same jak dla wariantu natywnego biatka — 7,5 nM.
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Rycina 4.32 Ocena aktywno$ci biatek rekombinowanych z substytucjami w kodonach GyrA oraz
GyrB wybranymi jako miejsca konserwatywne w tescie superskrecania zrelaksowanego pBR322,

na podstawie roznic w migracji form topologicznych plazmidowego DNA w Zelu agarozowym.

4.4.2.4 Ocena tworzenia kompleksow gyrazy DNA

Brak aktywno$ci rekombinowanych biatek z substytucjami w miejscach

konserwatywnych GyrB, wykazany w te$cie superskrecania DNA, moze by¢
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spowodowany ograniczeniem do tworzenia kompleksu sktadajacego si¢ z dwoch
podjednostek GyrA oraz dwodch podjednostek GyrB. Z tego wzgledu przeprowadzono
test interakcji pomigdzy biatkami w celu oceny tworzenia kompleksow enzymu. Do
przeprowadzenia testu wykorzystano biatko GyrA pozbawione metki histydynowej za
pomoca proteazy TEV oraz biatka GyrB z substytucjami w miejscach konserwatywnych
posiadajace na N-koncu sze$¢ histydyn oraz ztoze agarozowe wysycone jonami niklu
(Ryc. 4.33). Obecnos¢ obu biatek po zwigzaniu 1 elucji ze ztoza identyfikowano przez

rozdzial elektroforetyczny w zelu SDS-PAGE.
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Rycina 4.33 Ocena tworzenia kompleksow gyrazy w tescie pull-down. Na rycinie przedstawiono

frakcje niezwigzanego ze ztozem biatka oraz frakcje biatka po elucji ze ztoza.

W przypadku wszystkich sze§ciu mutantdéw z substytucjami w kodonach

konserwatywnych GyrB potwierdzono zdolno$¢ do tworzenia kompleksow GyrA-GyrB.

4.4.2.5 Ocena zdolnosci do hydrolizy ATP

Z uwagi na fakt, ze konserwatywne kodony 41, 48, 114, 122, 347 1 353 w GyrB znajduja
si¢ w domenie ATPazowej biatka, postanowiono przeprowadzi¢ test hydrolizy ATP,
dzigki czemu mozliwa byta ocena wptywu substytucji w GyrB na zdolno$¢ do hydrolizy
czasteczki ATP. Wykonano sprzezony test enzymatyczny z wykorzystaniem
ATP/NADH (ang. ATP/NADH coupled assay), a aktywno$¢ rekombinowanych biatek
oceniano na podstawie réznic w absorbancji, przy dlugosci fali 340 nm, silnie
absorbowanej przez NADH. W celu potwierdzenia, Ze zmiana absorbancji jest wywolana
wylacznie aktywnoscig GyrB lub kompleksu enzymu wykorzystano nowobiocyng, ktora

jest inhibitorem gyrazy DNA. Nowobiocyna przytacza si¢ do GyrB w miejscu wigzania
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ATP i uniemozliwia hydroliz¢ tej czasteczki. Oceniono zdolno$¢ do hydrolizy ATP przez

GyrB w tescie niezaleznym od DNA (Ryc 4.34).
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Rycina 4.34 Poziom hydrolizy czasteczki ATP przez biatka GyrB z substytucjami
w konserwatywnych kodonach w sprzezonym te$cie enzymatycznym ATP/NADH
w czasie. Na niebiesko zaznaczono reakcje w obecnos$ci biatka GyrB, a na pomaranczowo biatka

z inhibitorem — nowobiocyng.

W przypadku wariantow z substytucjami mutG122A oraz mutG353A GyrB
zaobserwowano catkowity brak zdolnosci do hydrolizy ATP. Dla wariantow G41A oraz

Y 114F GyrB odnotowano zahamowanie hydrolizy, ktorej poziom byt znacznie nizszy niz
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dla wariantu natywnego. Biatka GyrB z substytucjami mutE48D oraz mutG347N byty
w pelni aktywne. Z tego wzgledu dla aktywnych biatek zdecydowano o przeprowadzeniu
testu hydrolizy ATP przez kompleks GyrA>B, w obecno$ci DNA (Ryc. 4.35).
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Rycina 4.35 Poziom hydrolizy czasteczki ATP przez gyraze DNA z substytucjami
w konserwatywnych kodonach GyrB w obecnosci DNA w sprzgzonym teScie enzymatycznym
ATP/NADH w czasie. Na niebiesko zaznaczono reakcje w obecno$ci enzymu, a na

pomaranczowo biatka z inhibitorem — nowobiocyna.

Po przeprowadzeniu testu, w ktérym wykorzystano kompleks gyrazy i DNA,
substytucje GyrB mutE48D oraz mutG347N spowodowaly obnizenie zdolnosci do
hydrolizy ATP w stosunku do gyrazy natywnej (Ryc. 4.35).

Ponadto oceniono aktywno$¢ biatek rekombinowanych poprzez pomiar
katalitycznej szybko$ci obrotu enzymu, czyli liczby czasteczek substratu (ATP)
przeksztalcanej przez jedng czasteczke gyrazy w ciagu jednej sekundy. Statg katalityczng
wyznaczono pomigdzy 45, a 60 minutg testu (Ryc. 4.36).
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Rycina 4.36 Poziom aktywnosci ATPazowej A) GyrB z substytucjami i B) kompleksow gyrazy
z substytucjami w konserwatywnych kodonach GyrB (niebieski) oraz poziom aktywnosci
w obecnosci inhibitora — nowobiocyny (pomaranczowy) wyznaczony pomiedzy 45-60 minuta

testu hydrolizy ATP.

W przypadku testu z wykorzystaniem podjednostki B najwigkszy spadek
aktywnos$ci w stosunku do biatka natywnego obserwowano dla GyrB mutG122A (do
4,5%) oraz GyrB mutG353A (do 1%). Aktywnos¢ ATPazowa byla na podobnym
poziomie do aktywnos$ci GyrB dla mutE48D (83%) oraz mutG347N (115%). Podczas
analizy komplekséw GyrA + GyrB odnotowano ponad dwukrotny spadek aktywnosci
gyrazy spowodowany substytucjami mutE48D 1 mutG347N w GyrB, odpowiednio (42%
148% aktywnosci kompleksu GyrA + GyrB bez substytucji).

4.4.2.6 Aktywnos¢ enzymatyczna GyrA z substytucja E131A

Z uwagi na zaobserwowang aktywno$¢ wariantu GyrA mutE131A (biatko
z substytucja w miejscu konserwatywnym) w tescie superskrgcenia pBR322, na poziomie
jak dla bialka natywnego postanowiono skonstruowaé szczep M. tuberculosis ze

zwigkszong ekspresja genu gyr4 z mutacja E131A. W tym celu przygotowano plazmid
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integracyjny pMV306-KmR z wklonowanym genem gyr4 z mutacja E131A pod
promotorem Asp60. Zwigkszenie ekspresji gyrA z ta mutacja nie pozwolilo na otrzymanie

szczepu M. tuberculosis.

W kolejnym tescie in vitro oceniajagcym poziom cigcia DNA przez gyraze

zaobserwowano zwigkszong aktywno$¢ enzymu z mutacjag E131A w GyrA (Ryc. 4.37).

A
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Rycina 4.37 Ocena aktywno$ci rekombinowanego biatka GyrA mutE131A w tescie cigcia
superskreconego DNA plazmidowego pBR322 w obecnosci A) jonéw wapnia i B) jonow

magnezu.

W obecnosci jonéw wapnia okoto 10% aktywnos$ci enzymu zaobserwowano przy
30 nM biatka natywnego i 15 nM biatka z mutacjag E131A, natomiast w obecnos$ci jondw
magnezu maksymalna aktywno$¢ wariantu natywnego, wyniosta okoto 2%, przy stezeniu
100 nM; podczas gdy podobng aktywnos¢ GyrA mutE131A obserwowano przy 50 nM.
Oszacowano, ze enzym z mutacjg posiadal okoto dwukrotnie wiekszg aktywnos$¢ do
wprowadzania dwuniciowych peknig¢ w DNA, bez zdolnosci do ponownego taczenia
koncoéw przecigtego DNA (Tab. 4.21). Ocene przeprowadzono na podstawie pomiarow
densytometrycznych przez stosunek formy liniowej do catkowitej zawartosci DNA

w reakcji dla trzech niezaleznych powtorzen.
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Tabela 4.21 Ocena aktywnos$ci biatka GyrA mutE131A w tescie cigcia DNA na podstawie

pomiaru densytometrycznego stosunku formy liniowej do catkowitej zawarto$ci plazmidowego

DNA w zelu agarozowym.
biatko warunki stezenie % aktywnos$ci = SD
GyrA + GyrB Obecnos¢ jondw 30 nM 10+1,4
GyrA mutE131A + GyrB wapnia 15 nM 9+13
GyrA + GyrB Obecnos¢ jondow 100 nM 1,8 £0,2
GyrA mutE131A + GyrB magnezu 50 nM 1,9+0,7

Dodatkowo sprawdzono wplyw mutacji na aktywno$¢ gyrazy w obecnosci

moksyfloksacyny (Ryc. 4.38). Analize przeprowadzono w taki sam sposob jak dla

wariantéw biatek z substytucjami w kodonach pod doborem r6znicujacym.
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Rycina 4.38 Ocena wplywu moksyfloksacyny na aktywno$¢ rekombinowanego biatka GyrA

mutE131A w teScie cigcia superskreconego DNA plazmidowego pBR322.

W tescie z inhibitorem zaobserwowano brak znaczacego wplywu substytucji

E131A w GyrA na opornos¢ lub wrazliwos¢ na moksyfloksacyne (Tab. 4.22)

Tabela 4.22 Ocena wplywu moksyfloksacyny na aktywnos$¢ biatka GyrA mutE131A

w tescie cigcia DNA na podstawie pomiaru densytometrzycznego stosunku formy liniowej do

catkowitej zawartosci plazmidowego DNA w Zzelu agarozowym.

biatko Stezenie CCso [uM] Maksymalna Maksymalna
biatka obserwowana | aktywnos$¢
aktywnos¢ [%] | przy stezeniu
MFX [uM]
GyrA + GyrB 30 nM 4.8 33,6 +£2.8 100
GyrAmutE131A+ | 15nM 26,4+ 0.9 100
GyrB 4.1
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Ponadto sprawdzono wptyw obecnos$ci substytucji na zdolno$¢ do dekatenacji
DNA w teScie in vitro. Zaobserwowano trzykrotne zwickszenie aktywnoS$ci

zmutowanego wariantu w stosunku do natywnego enzymu (Ryc. 4.39).

GyrA + GyrB [nM] GyrA mutE131A + GyrB [nM]

pBR322
pBR322

5 10 15 20 30 40 50 100 200

5 10 15 20 30 40 50 100 200

Rycina 4.39 Ocena aktywnosci biatka GyrA mutE131A w te$cie dekatenacji 1 pg substratu DNA
(pBR322).

Jedna jednostke aktywnoS$ci, czyli zdolno$¢ do dekatenacji minimum 95%
substratu ustalono przy 10 nM dla wariantu z substytucja mutE131A i 30 nM dla
natywnego biatka (Tab. 4.23).

Tabela 4.23 Stgzenia biatka natywnego oraz GyrA mutE131A odpowiadajace jednej jednostce

aktywnos$ci enzymu w tescie dekatenacji DNA.

biatko jedna jednostka aktywnosci 1 U [nM]
GyrA + GyrB 30
GyrA E131A + GyrB 10

Ze wzgledu na zaobserwowang zwigkszong aktywno$¢ gyrazy z substytucja
E131A w GyrA, podjeto probe otrzymania szczepu M. tuberculosis ze zmniejszong
ekspresja genu gyr4 z mutacjg E131A. Umiejscowienie genu gyr4 pod promotorem genu
metE, ktorego ekspresja jest zalezna od obecnosci kobalaminy!®, umozliwito
wykorzystanie witaminy Bi2 w celu zmniejszenia ekspresji genu gyr4. Plazmid pMV306-
KmR z wklonowanym genem gyrA pod kontrolg promotora metE wprowadzono metoda
elektroporacji do komorek kompetentnych Agyrd/attB::gyrA M. tuberculosis.
Transformaty wysiewano na podioza hodowlane 7H10/OADC z dodatkiem réznych
stezen witaminy Bi2: 0,5; 5 oraz 10 pg/ml. Obecno$¢ mutacji sprawdzono przez
amplifikacje odpowiedniego fragmentu genu i1 sekwencjonowanie metoda Sangera.
Pomimo kilku prob nie udato si¢ otrzymaé szczepu M. tuberculosis ze zmniejszong

ekspresja gyr4 z mutacja E131A.
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4.5 Identyfikacja nowych, potencjalnych inhibitorow gyrazy
4.5.1 Wybor zwigzkow

Do identyfikacji nowych, potencjalnych inhibitoréw gyrazy DNA M. tuberculosis
wykorzystano dwie metody: dokowanie molekularne przeprowadzone we wspotpracy
z Zaktadem Chemii Lekow Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii
Nauk w Krakowie oraz poprzez wytrenowanie modelu sztucznej inteligencji we
wspotpracy z Laboratorium Modelowania Molekularnego Instytutu Biologii Medycznej

Polskiej Akademii Nauk.

Podczas poszukiwania zwigzkéw skutecznych wobec szczepdw M. tuberculosis
opornych wzgledem fluorochinolonéw, wykorzystano dokowanie zwigzkéw obecnych
w bazie ChemBridge do krysztatlow bialka numer 6GAV oraz SBTA z bazy PDB oraz
skonstruowanych modeli krysztalow gyrazy DNA M. tuberculosis z wprowadzonymi
substytucjami A90V i D94G w GyrA warunkujacymi lekooporno$¢ (Ryc. 4.40, Ryc.
4.41). Na podstawie tej metody zidentyfikowano 165 zwiazkéw z czego mozliwy byt
zakup 74 z nich (Suplement Tab. S1, S2).

Rycina 4.40 Schemat dokowania molekularnego
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Rycina 4.41 Diagram oddziatywan gyrazy DNA ze zwigzkiem ZINC04714730 w postaci 2D.

W kolejnym etapie, w celu poszukiwania zwiazkéw mogacych wigzaé si¢ do
miejsc konserwatywnych (kodony 41, 48, 114, 122, 347 oraz 353 w GyrB) wykorzystano
dokowanie molekularne zwigzkow z bazy BindingDB do miejsc 347 oraz 353
podjednostki GyrB gyrazy DNA na krysztale 3ZKD oraz 6GAV z bazy PDB, gdzie
zidentyfikowano 104 zwigzki. Ponadto dokowanie zwigzkéw z bazy ChEMBL pozwolito
na zidentyfikowanie 50 zwigzkéw skierowanych na kieszen ATPazowa gyrazy.
Dodatkowo na podstawie danych literaturowych wybrano 13 zwiazkéw bedacych
inhibitorami podjednostki B bakteryjnej gyrazy DNA (Suplement Tab. S3). Sposrod
zidentyfikowanych zwigzkow mozliwy byt zakup 88 inhibitorow wigzacych si¢ do
kodonu 347 oraz 353 GyrB oraz jednego zwiazku wybranego na podstawie przegladu

literaturowego.

Na podstawie wytrenowanego modelu sztucznej inteligencji, czyli podobienstwa
strukturalnego do obecnie znanych inhibitorow gyrazy zidentyfikowano 32 potencjalne

zwiazki z czego mozliwy byt zakup o§miu z nich (numery 1-8) (Suplement Tab. S4).
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4.5.2 Weryfikacja dzialania potencjalnych inhibitorow gyrazy w tescie MABA

W celu weryfikacji zwigzkoéw bedacych potencjalnymi inhibitorami gyrazy DNA
oceniono ich aktywno$¢ wzgledem szczepow M. tuberculosis wykorzystujac metode
mikrorozcienczen w podtozu ptynnym i wskaznika Alamar Blue (MABA). Dla zwigzkow
wybranych w dokowaniu molekularnym z wykorzystaniem modeli krysztatow
z lekoopornymi substytucjami oceniono poziom wrazliwosci szczepow: M. tuberculosis
H37Rv, Agyrd/attB::gyrA A90V 1 AgyrA/attB::gyrA D94G. W pierwszym etapie
wytypowano zwigzki, ktére hamowaty wzrost bakterii przy st¢zeniu 30 pg/ml,
a nastgpnie wykorzystujac geometryczny szereg rozcienczen ustalono doktadne wartosci

MIC (Tab 4.24).

Tabela 4.24 Wartosci MIC zwiazkow wybranych przez dokowanie molekularne do krysztalow
gyrazy i lekoopornych wariantéw biatka wyznaczone w tescie MABA wzgledem szczepow

M. tuberculosis H3TRv, AgyrA/attB::gyrA A0V 1 AgyrAd/attB::gyr4 D94G.

nr zwigzku | masa molowa [g/mol] | MIC pg/ml| MIC uM
M. tuberculosis H37Rv
1-2B 430,98 15,2 35,4
1-5A 409,47 4,2 10,2
1-6F 431,54 3.8 8,8
1-7D 353,47 8,4 23,7
1-7E 355,45 7,6 214
1-10C 485,53 18,3 37,6
1-12B 444,57 18,3 41,2
2-10B 366,43 7,6 20,8
AgyrA/attB::gyr4 A9OV
1-2B 430,98 15,2 35,4
1-5A 409,47 >30 >73,3
1-6F 431,54 > 30 > 69,5
1-7D 353,47 > 30 > 84,9
1-7E 355,45 > 30 > 84,4
1-10C 485,53 18,3 37,6
1-12B 444,57 18,3 41,2
2-10B 366,43 >30 > 81,9
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AgyrA/attB::gyr4 D94G

1-2B 430,98 15,2 35,4
1-5A 409,47 > 30 >73,3

1-6F 431,54 >30 > 69,5
1-7D 353,47 > 30 > 84,9

1-7E 355,45 > 30 > 84,4
1-10C 485,53 18,3 37,6
1-12B 444,57 18,3 41,2
2-10B 366,43 > 30 > 81,9

Dla szczepu M. tuberculosis zidentyfikowano osiem zwigzkow, dla ktérych
warto$ci MIC wyniosty ponizej 20 pg/ml, a dla szczepéw z mutacjami warunkujacymi
lekoopornos$¢ trzy takie zwiazki. Zwigzkami charakteryzujagcymi si¢ najwyzsza
aktywnos$cig wzgledem szczepu M. tuberculosis sa zwiazki 1-5A oraz 1-6F, dla ktérych
ustalono wartosci MIC odpowiednio w st¢zeniu 4,2 pg/ml i 3,8 pg/ml. Dla testowanych
fluorochinolonéw wartosci MIC dla szczepu referencyjnego wyniosly ponizej 0,5 pg/ml.
W przypadku trzech zwigzkow: 1-2B, 1-10C, 1-12B, skutecznych wzgledem szczepow
opornych na dziatanie fluorochinolonéw, wartosci MIC wynosity okoto 20 pg/ml i nie

r6znily si¢ pomigdzy szczepem dzikim, a lekoopornymi.

W przypadku zwigzkdw wybranych na podstawie poszukiwania inhibitorow
wigzacych sie do miejsc konserwatywnych zidentyfikowano sze$¢ zwigzkow
o wartosciach MIC mniejszych lub rownych 30 pg/ml wzgledem szczepéw kontrolnych
M. tuberculosis, AgyrA/attB::gyrA, AgyrB/attB::gyrB oraz z mutacjami wykazujacymi
wzrost  oporno$ci  wzgledem  fluorochinolondéw:  Agyrd/attB::gyr4  A90V,
Agyrd/attB::gyrA D94G, AgyrB/attB::gyrB ES01D (Tab. 4.25).
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Tabela 4.25 Wartosci MIC zwigzkow wybranych przez dokowanie molekularne do miejsc

konserwatywnych gyrazy DNA i na podstawie przegladu literaturowego, wyznaczone w tescie

MABA, wzgledem szczepéw M. tuberculosis H3TRv, AgyrA/attB::gyrA, AgyrB/attB::gyrB,
AgyrA/attB::gyrA A0V, AgyrA/attB::gyrA D94G, AgyrB/attB::gyrB ES01D.

numer zwigzku | masa molowa [g/mol] | MIC pg/ml MIC uM
M. tuberculosis H37Rv
1-A07 163,3 3,75 23
1-D09 410,6 15 36,5
1-GO1 814,1 7,5 9,2
1-G03 691,8 15 21,7
1-G04 787,9 30 38,1
2-B03 441,3 30 68
AgyrA/attB::gyrA
1-A07 163.,3 3,75 23
1-D09 410,6 30 73
1-GO1 814,1 7,5 9,2
1-G03 691,8 30 43,4
1-G04 787.,9 30 38,1
2-B03 441,3 30 68
AgyrB/attB::gyrB
1-A07 163.,3 3,75 23
1-D09 410,6 15 36,5
1-GO1 814,1 3,75 4,6
1-G03 691,8 30 43,4
1-G04 7879 30 38,1
2-B03 441,3 30 68
AgyrA/attB::gyr4 A90V
1-A07 163.,3 3,75 23
1-D09 410,6 15 36,5
1-GO1 814,1 7,5 9,2
1-G03 691,8 30 43,4
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1-G04 7879 30 38,1
2-B03 441,3 30 68
AgyrA/attB::gyr4A D94G
1-A07 163,3 3,75 23
1-D09 410,6 15 36,5
1-GO1 814,1 7,5 9,2
1-G03 691,8 30 43,4
1-G04 787,9 30 38,1
2-B03 441,3 30 68
AgyrB/attB::gyrB ES01D
1-A07 163,3 3,75 23
1-D09 410,6 15 36,5
1-GO1 814,1 3,75 4,6
1-G03 691,8 30 43,4
1-G04 787,9 30 38,1
2-B03 441,3 30 68

Dla zwiazkow 1-A07 oraz 1-G01 wartosci MIC wynosily ponizej 10 pg/ml i byty

na takim samym poziomie dla szczepéw opornych wzgledem fluorochinolonéw, jak dla

szczepdw kontrolnych.

Dla zwiazkow wyselekcjonowanych na podstawie wytrenowanego modelu

sztucznej inteligencji ustalenie wartosci MIC bylo mozliwe dla czterech z o$miu

zwigzkow ze wzgledu na ich wytracenie w podtozu hodowlanym (Tab. 4.26).

Tabela 4.26 Wartosci MIC zwiazkéw wybranych z wykorzystaniem sztucznej inteligencji

w tescie MABA wzgledem szczepu M. tuberculosis H37Rv. Zwiazki wytracajace si¢

w podtozu hodowlanym oznaczono |.

numer zwigzku | Masa molowa [g/mol] | MIC (ng/ml) MIC (uM)
1 420,5 15 35,7
2 398.,5 ! !
3 394,5 ! !
4 4245 J l
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5 408,5 120 293,7
6 569,6 30 52,7
7 428,5 ) !

8 3825 120 313,7

Otrzymane wartosci MIC dla trzech zwigzkéw byly wysokie (powyzej 50 uM),
a dla jednego ze zwigzkéow (nr 1), charakteryzujacych si¢ najwyzsza skuteczno$cig
wzgledem szczepu M. tuberculosis z tego zbioru zwigzkow, warto§¢ MIC wynosita 15

ug/ml (35,7 uM).

4.5.3 Weryfikacja dzialania potencjalnych inhibitoréow gyrazy DNA w testach

in vitro

Kolejne badania, zmierzajace do bezposredniego sprawdzenia czy celem dziatania
zwigzkow jest gyraza DNA, przeprowadzono test aktywno$ci gyrazy (zdolnosci do
wprowadzania  superskretow w  zrelaksowanym DNA  plazmidowym), dla
wyselekcjonowanych zwigzkéw charakteryzujacych si¢ zdolnoscia do zahamowania

wzrostu szczepdw M. tuberculosis (Wyniki 4.5.2).

Dla zwigzkéw wybranych na podstawie dokowania do krysztatow gyrazy
natywnej oraz modeléw z lekoopornymi substytucjami do testdéw in vitro wybrano
zwiazki, ktorych wartosci MIC w teScie MABA wyniosty ponizej 10 pg/ml (zwiazki
1-5A, 1-6F, 1-7D, 1-7E, 2-10B). Ponadto w charakterze kontroli zastosowano cztery
zwiazki (1-8F, 1-10D, 1-10H, 2-1) wytypowane na podstawie dokowania molekularnego
jako potencjalne inhibitory biatka RpoB — podjednostki beta polimerazy RNA
M. tuberculosis o wartosci MIC ponizej 10 pg/ml, wyznaczonej w tescie MABA. Ze
wzgledu na mozliwos$¢ zastosowania 1% DMSO w mieszaninie reakcyjnej w tescie
zastosowano najwyzsze mozliwe stezenie zwigzku oraz stezenie odpowiadajace potowie
tej wartosci. Wybrane stezenia roznity si¢ pomiedzy zwigzkami ze wzgledu na roézne
stezenia poczatkowe inhibitorow wykorzystanych w teécie. Dla badanych zwigzkéw
w wybranych stgzeniach nie zaobserwowano zahamowania aktywnos$ci gyrazy (Ryec.

4.42).
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Numer zwigzku

pBR322

X 1-5A 1-6F 1-7D 1-7E 1-8F 1-10D 1-10H 2-1D 2-10B

e . K K R e ayRea—— ~_~““

0 140 70 125 63 275 138 125 63 125 63 125 63 140 70 500 250 500 250
Stezenie zwigzkéw [pg/ml |
Rycina 4.42 Ocena aktywnos$ci gyrazy DNA w obecnos$ci badanych zwigzkéw wybranych na
podstawie  dokowania  molekularnego.  Zwiazki 1-5A, 1-6F, 1-7D, 1-7E,
2-10B wybrane jako potencjalne inhibitory gyrazy oraz zwigzki 1-8F, 1-10D, 1-10H,
2-1D wybrane jako potencjalne inhibitory RpoB podczas dokowania molekularnego.

x - kontrola pozytywna bez inhibitora.

W przypadku zwiazkow, wigzacych sie podczas dokowania molekularnego do
wybranych miejsc konserwatywnych, bedacych inhibitorami gyrazy, do testow in vitro
wytypowano zwiazki 1-A07 oraz 1-G01, ktorych wartosci MIC w tescie MABA wynosity
ponizej 10 pg/ml. Dodatkowo zastosowano wyzsze stezenia zwigzkéw, jednocze$nie
zwigkszajac zawartos¢ DMSO w mieszaninie reakcyjnej do 5%. Takie samo stgzenie

DMSO zastosowano w probie kontrolnej bez inhibitora (Ryc. 4.43).

Numer zwigzku

x1 x2 1-AO07 1-GO01

0 0 50 10 1 50 10 1

Stezenie zwigzkdéw [pg/ml]

Rycina 4.43 Ocena aktywnosci gyrazy DNA w tescie superskrecania zrelaksowanego
DNA pBR322 w obecnosci badanych zwiazkéw (1-A07, 1-GO1) wybranych na podstawie
dokowania molekularnego do wybranych miejsc konserwatywnych. Jako x1 oznaczono kontrole
pozytywng bez inhibitora w obecnosci 1% DMSO, a x2 w obecnosci 5% DMSO. W przypadku
zwigzku 1-A07 przy stezeniu 50 pg/ml zaobserwowano zahamowanie aktywnos$ci gyrazy

DNA, zwigzek 1-G01 hamowat aktywno$¢ enzymu w stezeniu 10 pg/ml.
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Inhibitor A-107 nalezy do grupy amin alifatycznych, z kolei 1-GO1 jest
fluorowang pochodng antracyklin (Ryc 4.44). Zwiazki te w dokowaniu molekularnym
wigzaly si¢ do kodonow 347 oraz 353 GyrB (Ryc. 4.45), a test in vitro potwierdzit ich

zdolnos¢ do hamowania aktywnos$ci gyrazy DNA M. tuberculosis.

2

Rycina 4.44 Wzory strukturalne zwiazkéw A) 1-A07 oraz B) 1-GO1, opracowane

z wykorzystaniem strony mcule.com'%,

MG
\“

"o
4

ne
1

N y
o~un

Rycina 4.45 Diagram interakcji ligand-biatko zwigzku numer 1-GO1 z GyrB.

Zwiazek 1-G01 wchodzi w kontakt z resztg G347 tworzac silne 1 stabilne wigzanie
wodorowe. Czasteczka jest dobrze zakotwiczona w kieszeni wigzacej dzigki dalszym
licznym wigzaniom wodorowym, w tym z R351 oraz E318, przy czym ta ostatnia rOwniez

tworzy mostek solny, dodatkowo stabilizujac konformacje¢ liganda.
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Rowniez dla zwigzkow wybranych z wykorzystaniem sztucznej inteligencji
przeprowadzono test aktywnos$ci gyrazy w obecnos$ci o$miu inhibitordw przy stg¢zeniu
0,05 1 0,25 mg/ml dla zwigzku numer jeden oraz 0,1 1 0,5 mg/ml dla pozostalych
zwiagzkow 2-8 (Ryc. 4.46).

Numer zwigzku

x 1+ 2 30 a4l 50 6 71 8 1l 20 3l 4l 50 6 7) 8

o o005 0101 01 01 012 01 0102 05 05 05 05 05 05 05

Stezenie zwigzkéw [mg/ml]

Rycina 4.46 Ocena aktywnosci gyrazy DNA w obecnosci badanych zwigzkow (1-8) wybranych
z wykorzystaniem wytrenowanego modelu sztucznej inteligencji. Jako x oznaczono kontrole
pozytywng bez inhibitora w obecnosci 1% DMSO, a oznaczenie | wskazuje na wytracanie

zwigzku w mieszaninie reakcyjne;j.

Pomimo zastosowania wysokich stgzen zaobserwowano brak ich wpltywu na
aktywno$¢ gyazy DNA. Dodatkowo zwigzki numer 1, 2, 3, 4, 5 oraz 7 wykazywaly rozny

stopien wytracania po dodaniu do mieszaniny reakcyjnej (Ryc. 4.45).
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5. Dyskusja

Fluorochinolony sa kluczowa grupa antybiotykow o szerokim spektrum dziatania
z powodzeniem wykorzystywang w schematach leczenia wielolekoopornej gruzlicy.
W trakcie realizacji pracy doktorskiej skupiono si¢ na identyfikowaniu pozycji
aminokwasowych warunkujgcych oporno$¢ pratkdbw na fluorochinolony, pozycji
konserwatywnych, stanowigcych potencjalne miejsca nowych, skutecznych inhibitorow
gyrazy DNA oraz poszukiwaniu nowych, potencjalnych inhibitorow gyrazy. Do
identyfikacji ww. pozycji aminokwasowych wykorzystano wzorcowanie ewolucyjne,
polegajace na wykrywaniu zmiennosci sekwencji genow gyrd oraz gyrB w populacji
bakterii nalezacych do gatunku M. tuberculosis, rodzaju Mycobacterium oraz typu
Actinobacteria. Po zdefiniowaniu, na podstawie analiz in silico, potencjalnych miejsc
zwigzanych z wystepowaniem lekoopornosci (kodony pod doborem réznicujacym) oraz
potencjalnych miejsc konserwatywnych (kodony pod doborem oczyszczajacym)
stanowigcych atrakcyjne miejsca wigzania dla nowych lekow przeciwgruzliczych,
przystapiono do eksperymentalnej weryfikacji znaczenia substytucji w wytypowanych
kodonach na funkcjonowanie szczepdw M. tuberculosis oraz na aktywnos¢

rekombinowanych biatek gyrazy DNA.

Opisane w niniejszej pracy analizy miaty na celu identyfikacj¢ nowych substytucji
aminokwasowych w genach gyrazy DNA, ktére wplywaja na wzrost opornosci na
fluorochinolony. Na podstawie analiz in silico z wykorzystaniem wzorcowania
ewolucyjnego, wytypowano pie¢ kodonow, w ktoérych mutacje mogg by¢ spowodowane
wystepowaniem presji selekcyjnej wywolanej przez chemioterapeutyki stosowane
w leczeniu gruzlicy, a co za tym idzie moga powodowaé pojawianie si¢ opornosci.
Wybrane mutacje wprowadzono do genomu szczepdw M. tuberculosis w oparciu
o skonstruowane modele genetyczne (AgyrA/attB::gyrA oraz AgyrB/attB::gyrB) w celu
oceny wptywu mutacji na funkcjonowanie pratka gruzlicy w jednolitym tle genetycznym.
Przeprowadzone badania pozwolity na potwierdzenie zwigzku znanych mutacji A90V,
D94G w gyr4 oraz ES01D, S447F w gyrB z generowaniem opornos$ci na fluorochinolony
poprzez wzrost wartosci MIC szczepow 1 wyznaczenie poziomu lekoopornosci dla
poszczegdlnych wariantéw. Co istotne zidentyfikowane w niniejszych badaniach mutacje
D94C w gyrA oraz R446C/H/L 1 S447Y w gyrB, rowniez warunkowaly wzrost opornosci

na szereg fluorochinolonéw w tescie MABA.
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Otrzymane wyniki wskazuja na skuteczno$¢ zaproponowanego modelu genetycznego
do oceny poziomu lekoopornosci dla poszczegdlnych mutacji w identycznym tle
genetycznym. Stanowi to istotng warto$¢ pracy, poniewaz zwykle badania poziomu
lekoopornosci oparte sg o szczepy kliniczne, u ktérych poziom lekoopornosci
warunkowany jest przez szereg oddzialywan epistatycznych, utrudniajac okreslenie
realnego wpltywu mutacji na wywolywanie lekoopornosci®’. Jest to szczegolnie istotne

dla substytucji wywotujacych niski poziom lekoopornosci.

W poprzednich badaniach Malik 1 wspotpracownikéw dotyczacych poziomu
lekoopornosci wywotywanych przez poszczegdlne mutacje w gyrazie, zastosowano
mutanty uzyskane w wyniku transdukcji, a mutacje wprowadzano bezposrednio w genach
natywnych!®’. W modelu zaproponowanym w niniejszej pracy geny natywne usunigto,
a mutacje wprowadzano w genach umieszczonych uprzednio w miejsce attB. Tego typu
rozwigzanie pozwolilo na usprawnienie i przyspieszenie procesu uzyskiwania mutantow
M. tuberculosis. Ograniczono w ten sposob dlugotrwaly proces uzyskiwania mutantow
z wykorzystaniem rekombinacji homologicznej, a mutageneze oparto o bardziej wydajng

rekombinacj¢ miejscowo-specyficzng w miejscu attB'%% 1%,

Uzyskane wyniki dotyczace poziomu lekoopornos$ci dla znanych wariantow wskazuja
na skuteczno$¢ zastosowanego modelu. W niniejszej pracy doktorskiej wartosci MIC
uzyskane w tescie MABA dla moksyfloksacyny dla szczepéw z wariantami gendow typu
dzikiego byty na poziomie 0,0625 pg/ml, a dla mutantow A90V 1 D94G, odpowiednio
0,5 pg/ml i1 pg/ml (8x 1 16x wyzsze). Takie samo stopniowanie zaobserwowano dla
ofloksacyny, gdzie wartos$ci wyniosty 0,5 pg/ml, 4 pg/ml i 8 pg/ml odpowiednio dla
szczepu dzikiego, mutanta A90V 1 mutanta D94G. W innych badaniach naukowcy
wykorzystywali odmienne metody do oceny lekoopornosci, ale poziom zmian pod
wplywem mutacji pozostat zblizony. Malik 1 wspotpracownicy w swoich badaniach
wykorzystywali metod¢ proporcji do oceny poziomu MIC w mutantach M. tuberculosis
uzyskanych w wyniku transdukcji otrzymujac takie same warto$ci MIC dla ofloksacyny
szczepow z mutacjami A90V i D94G jak w naszych badaniach!®’. W badanich Sirgela
1 wspoOtpracownikow, gdzie oceng wrazliwosci klinicznych szczepdéw przeprowadzono
z wykorzystaniem automatycznego sytemu BACTEC MGIT 960, szczepy wrazliwe
wykazywatly poziom lekoopornosci na ofloksacyne w zakresie 0,5 — 2 pg/ml, natomiast

szczepy noszace mutacje A90V 2-6 ug/ml, a D94G 6->10 pg/ml. Dla moksyfloksacyny

158



dla szczepow z mutacja A90V wartosci MIC wyniosty 0,25-1 pg/ml, a D94G
1-2 pg/ml'%,

Co istotne, zastosowany przez nas model okazat si¢ skuteczny do wykrycia
lekoopornosci wywotywanej mutacjami borderline. Mutacje borderline to mutacje
wywotujace niewielki wzrost opornosci na fluorochinolony, charakteryzujace si¢
wartosciami MIC zblizonymi do aktualnie zatozonego punktu odcigcia. Tego typu
mutacje czesto stanowig problem w diagnostyce, poniewaz wywotujg one niezgodnos¢
pomiedzy fenotypowa i genotypowa oceng lekoopornosci. Cho¢ Europejski Komitet ds.
Oznaczania Wrazliwosci na Leki Przeciwdrobnoustrojowe nie wyznaczyl jeszcze
oficjalnie wartosci krytycznych dla metody mikrorozcienczen w bulionie dla
M. tuberculosis, aktualnie stosowany punkt krytyczny dla moksyfloksacyny
z wykorzystaniem ptytek Sensititre firmy Thermo Fisher Scientific to 1 pg/ml!''°.
W naszych wynikach, podczas badania mutantow w Laboratorium Referencyjnym

Instytutu Gruzlicy 1 Choréb Pluc w Warszawie, substytucje na pozycjach R446C/H/L

1 S447Y wykazywaly poziom lekoopornosci na poziomie 0,5 pg/ml.

Szczepy z mutacjg R446C (jeden wsrod 87 szczepow klinicznych z Tanzanii oraz
9 wsérdd 15211 szczepow klinicznych z 23 krajow), R446H, R446L oraz S447Y w gyrB
(odpowiednio trzy, dwa i trzy szczepy wsrod 15211 przypadkéw klinicznych) byly
wczesniej identyfikowane jako oporne wzgledem fluorochinolonéw!!!"!12, Kodony 446
oraz 447 gyrB polozone sg daleko od miejsca wigzania fluorochinolondéw, dlatego
sugeruje si¢, ze mutacje w tych miejscach moga wplywac¢ na zmiany allosteryczne biatka
1 potozenie innych reszt aminokwasowych, a w szczego6lnosci kodonéow D461 1 R482
GyrB, ktore tworza kieszen wigzaca fluorochinolony'!'?. Za oporno$¢ szczepdéw pratka
gruzlicy na fluorochinolony odpowiadaja w okoto 90% mutacje w kodonie 90 1 94 gyrA.
Zidentyfikowana mutacja D94C w gyrd znajduje si¢ w kodonie, w ktorym mutacje
prowadza do zmiany ksztaltu kieszeni wigzacej fluorochinolony, przez co zmniejsza si¢
ich zdolno$¢ wigzania do kompleksu gyrazy z DNA!'3. Mutacja byta wczesnie;
raportowana u jednego z 138 szczepéw z 2007 roku w Chinach opornych na

ofloksacyne!!“.

Prawidtowa diagnostyka jest kluczowym elementem w kontroli zakazen pratkiem
gruzlicy. Umozliwia wdrozenie odpowiedniego leczenia, co z kolei zwigksza szanse

pacjentdw, jak rowniez zapobiega rozprzestrzenianiu si¢ lekoopornych szczepow
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1 pojawianiu si¢ wybuchdéw epidemiologicznych. Ztotym standardem diagnostyki
gruzlicy s3 metody mikrobiologiczne, opierajace si¢ na bakterioskopii i hodowli pratkow
na pozywkach, co jednak jest czasochtonne. Duzym usprawnieniem stalo si¢
wprowadzenie w 2010 roku zautomatyzowanych, molekularnych testoéw amplifikacji
kwasow nukleinowych (ang. nucleic acid amplification test, NAAT) Xpert MTB/RIF
umozliwiajacych oceng¢ obecnosci pratkow i ich oporno$ci na ryfampicyne. Testy te
obecnie s3 zalecane przez WHO do przeprowadzenia wstgpnej diagnostyki gruzlicy,
niemniej jednak posiadajg tez pewne ograniczenia - sg przeznaczone wylacznie do
wykrywania DNA pratka oraz oceny okreslonej liczby mutacji warunkujacych opornosé
wylacznie na ryfampicyng. Zatem brak jest mozliwo$ci oceny postepow leczenia jak
1 wznowy zachorowania, a dodatkowo wymagaja one dostepnosci odpowiedniej
aparatury. Testy te moga réwniez prowadzi¢ do otrzymania falszywych wynikéw
(czutos$¢ 1 swoistos$¢ testow Xpert MTB/RIF na poziomie odpowiednio 0,85 i 0,98,
natomiast wariant Ultra testu charakteryzuje si¢ wyzsza czutoécig rownag 0,9)!1>116, Testy
Xpert TB/XDR umozliwiaja ocen¢ opornosci na izoniazyd, etionamid, amikacyne,
kanamycyne, kapreomycyng czy fluorochinolony, ale ograniczaja si¢ tylko do najczescie;j
wystepujacych mutacji. Szacuje si¢, ze w przypadku szczepdéw opornych na
fluorochinolony, jedynie dla okoto 20% zostato wykonane badanie w kierunku oceny ich
wrazliwosci na te leki przed wdrozeniem procesu leczenia. Cho¢ testy molekularne
przyczyniaja si¢ do znacznego usprawnienia diagnostyki lekoopornej gruZzlicy, to
w przypadku fluorochinolondéw, opornos$¢ jest identyfikowana jedynie na podstawie
mutacji w kodonach 87-95 gyrd i 531-544 gyrB''®. Natomiast w przypadku innych,
nowszych antybiotykow jak linezolid czy bedakilina oporno$¢ nadal jest okreslana za
pomocg testow fenotypowych!!>. Wsérod testow NAAT mozna wyrdzni¢ réwniez
komercyjne testy LPA (ang. line probe assay) oparte o PCR i hybrydyzacj¢ z sondami
DNA umieszczonymi na membranie, ktore w przeciwienstwie do testow Xpert nie
wymagaja posiadania zaawansowanej aparatury!'>. Nowym standardem diagnostyki
molekularnej staje si¢ sekwencjonowanie catogenomowe (ang. whole-genome
sequencing, WGS) lub ukierunkowane sekwencjonowanie nastgpnej generacji (ang.
targeted next-generation sequencing, tNGS). Cho¢ wcigz w wigkszosci krajow
tNGS/WGS nie jest rutynowo stosowane w diagnostyce gruzlicy, to dostarcza istotnych
informacji na temat lekoopornosci szczepdw jak rowniez umozliwia $ledzenie transmisji
pratka gruzlicy i nadzér epidemiologiczny!!”"!8. Analiza wynikéw sekwencjonowania

pozwala na przewidywanie opornosci badanych szczepow w stosunku do wigkszosci
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stosowanych w leczeniu gruzlicy chemioterapeutykdéw, natomiast ocena ta opiera si¢ na
wiedzy dotyczacej zalezno$ci pomigdzy wystgpowaniem mutacji w okreslonych genach,
a opornoscia®’. Istotnym ograniczeniem diagnostyki z wykorzystaniem WGS lub tNGS
jest rowniez wysoki koszt analizy oraz koniecznos$¢, w przypadku standardowego WGS,
uzyskania hodowli pratka gruzlicy. Metoda tNGS moze by¢ natomiast wykorzystywana

bezposrednio z materiatu klinicznego (np. plwociny)!''&!1°,

Diagnostyka lekoopornosci z wykorzystaniem metod genetycznych opiera si¢ na
znajomos$ci mutacji warunkujacych oporno$¢ na wybrane zwigzki. W celu uniknigcia
zaklasyfikowania lekoopornego szczepu jako wrazliwego na fluorochinolony nalezy
okresli¢ znaczenie wszystkich mutacji pojawiajacych si¢ w gyrazie DNA klinicznych
szczepdw pratkow gruzlicy. Obecnie katalog WHO wskazuje na substytucje
aminokwasowe w genach gyrazy, ktére odpowiadaja za pojawianie si¢ opornosci na
moksyfloksacyne i lewofloksacyne, ale znaczna czg$¢ przedstawionych mutacji jest
0 nieznanym znaczeniu (760 substytucji aminokwasowych)®’. Nasze badania stanowig
uzupetnienie dla katalogu WHO, wskazujac na zwigzek pomigdzy mutacjami
w kodonach R446C/H/L 1 S447Y, a pojawianiem si¢ lekooporno$ci i wpisuja si¢
w strategic WHO End TB, usprawniajac ocen¢ poziomu lekoopornosci w oparciu

o metody genotypowelzo.

Analizy in vitro wariantow biatek noszacych badane substytucje aminokwasowe
pozwolily lepiej pozna¢ mechanizmy nabywania opornosci na fluorochinolony.
Wigkszo$¢ rekombinowanych biatek zachowata podobny poziom aktywnosci, zdolnosci
do superskrecania zrelaksowanego DNA plazmidowego, do natywnego enzymu. Jedynie
wariant R446L charakteryzowal si¢ mniejszg aktywnoS$cig, natomiast analiza
z wykorzystaniem PrometheusPanta wskazywala na mniejszg stabilno§¢ zmutowanego
wariantu biatka, co moze by¢ spowodowane obecnoscia badanej mutacji lub problemami
technicznymi z uzyskaniem stabilnych preparatéw tego biatka. W obecnosci
moksyfloksacyny znane mutacje zwigzane 2z opornoscig, jak roéwniez nowo
zidentyfikowane D94C w GyrA 1 S447Y w GyrB, powodowaty zwigkszenie wartosci
ICso w tescie superskrecania DNA (dla znanych mutacji A90V, D94G w GyrA, S447F,
E501D w GyrB 1,6-9x wzrost oraz 8,5x dla GyrA mutD94C i 1,7x dla GyrB mutS447Y).
W badaniach Aubry 1 wspotpracownikdéw rowniez zaobserwowano wzrost wartosci ICso
dla moksyfloksacyny dla bialek z substytucjami A90V 1 D94G w GyrA, odpowiednio

17,5 1 25x, co odpowiada niskiemu i wysokiemu poziomowi oporno$ci warunkowanemu
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tymi mutacjami'?!. Podobng tendencje zaobserwowano w badaniach przeprowadzonych
w niniejszej pracy, cho¢ roznice w wartosciach ICso byly mniejsze w stosunku do
wariantu natywnego. Dla mutacji w kodonie 446 GyrB, ktére powodowaly wzrost
minimalnych stezen hamujacych wzrost bakterii M. tuberculosis w obecnosci
fluorochinolonéw, na poziomie enzymu nie zaobserwowano znaczacego wplywu
substytucji na aktywnos$¢ superskrecania DNA przez biatka, co ma prawdopodobnie
zwiazek z mniejsza czutoscig testow in vitro. Co za tym idzie wzrost wartosci MIC
powodowany mutacjami w kodonie 446 mogl by¢ niewystarczajacy do zaobserwowania

wplywu substytucji na aktywnos¢ biatek.

Mykobakteryjna gyraza DNA charakteryzuje si¢ podobng aktywnos$cia
superskrecania jak u innych bakterii, natomiast posiada wigksza zdolno$¢ do relaksacji,
rozszczepiania tancuchéw DNA i dekatenacji'??, a za wybor rodzaju aktywnosci enzymu
prawdopodobnie odpowiada jon wapnia'?>. W teécie ciecia DNA warto$¢ CCso
moksyfloksacyny dla natywnego wariantu gyrazy wyniosta 4,8 uM. Podobne wyniki
otrzymano przez Aubry i wspotpracownikéw, gdzie dla 2U gyrazy wartos¢ CCso byta
réowna okoto 10 pM'?*, Inne badania wskazywaty warto$é CCas na poziomie 2,5-5 uM
dla wariantu natywnego oraz 10 uM z substytucja D94G w GyrA!?!. Test rozszczepiania
fancucha DNA pozwala na identyfikacje mechanizmu dzialania fluorochinolonow —
gromadzenia dwuniciowych pekni¢¢ przez co plazmidowy DNA widoczny jest w formie
liniowej. Dla nowo zidentyfikowanych mutacji D94C w GyrA oraz S447Y w GyrB
zaobserwowano wzrost wartosci CCso w stosunku do biatka bez substytucji. W przypadku
wariantu z mutacja w kodonie 446 GyrB w teScie cigcia DNA w obecno$ci

moksyfloksacyny rekombinowane biatko posiadato aktywnos$¢ zblizong do natywnego.

Jedynie w tescie dekatenacji DNA wariant z substytucjg R446H powodowat wzrost
warto$ci ICso moksyfloksacyny, co potwierdza zwigzek tej substytucji z wystepowaniem
opornosci 1 wzrost ten byly wyzszy niz w przypadku biatek z substytucja w kodonie 447
GyrB. Natomiast test dekatenacji wymagat uzycia wyzszych stezen biatek z mutacjami
w kodonach 446 1 447 GyrB (1U = 50 - 100 nM) niz w przypadku enzymu natywnego
(1U =30 nM). W innych badaniach podczas dekatenacji kDNA (kinetoplast) dla gyrazy
DNA M. tuberculosis obserwowano aktywno$¢ nawet przy 10 nM, natomiast badany

substrat byt inny niz ten wykorzystany w niniejszej pracy*®.
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Co istotne w przypadku enzymoéw z substytucjami w kodonie 446 oraz 447 w GyrB
obserwowano znacznie mniejszg zdolno§¢ biatek do wprowadzania cig¢ w DNA bez
ponownego taczenia. Poza wariantem GyrB R446L, pozostate biatka z substytucja
w kodonach 446 1447 wykazywaty taki sam lub zblizony do wariantu natywnego, poziom
aktywnosci w tescie superskrecania DNA. Wskazuje to, na brak wptywu substytucji
w badanych kodonach na ogoélng zdolno$¢ biatka do wprowadzania negatywnych
superskretow, natomiast w tescie rozszczepiania tancucha DNA zaobserwowano znaczny
wpltyw mutacji na zmniejszenie zdolnosci do religacji DNA w obecnosci jondéw wapnia.
Moze to wskazywac¢ na odmienng koordynacj¢ jonu wapnia wariantOw z mutacja, co
jednak wymaga dalszej weryfikacji. Taka aktywno$¢ biatka moze sprzyja¢ wystepowaniu
presji selekcyjnej 1 zmniejszaniu ilo$ci dwuniciowych peknieg¢ DNA w komorce

bakteryjnej, co z kolei moze wyjasnia¢ obecnos$¢ doboru rdéznicujacego.

Przeprowadzone w toku niniejszej pracy badania wskazujg na istotne znaczenie
mutacji w kodonie 446, 447 oraz 565 w gyrB w nabywaniu opornosci na zwigzek z grupy
NBTI - gepotidacyne. Natywny wariant biatka w te$cie aktywnosci (superskrecania DNA
plazmidowego) wykazywal porownywalny poziom ICso dla gepotidacyny (2 uM) jak
w badaniach przeprowadzonych przez Kokot i wspdtpracownikow (4 uM)%. Natomiast
obecno$¢ substytucji w wymienionych kodonach powodowata wyrazny wzrost (3-7x)
wartosci ICso. Podobnie bylo w przypadku oceny wartosci MIC dla gepotidacyny
wzgledem szczepow z mutacjami, gdzie rOwniez zaobserwowano zwigkszenie opornosci

mutantow, szczegdlnie dla wariantow z mutacja w kodonie 447 gyrB.

Podsumowujac cze$¢ pracy doktorskiej dotyczaca doboru roznicujacego, wyniki
pozwolity na identyfikacje nowych mutacji: warunkujacych opornos¢ na fluorochinolony
—D94C w gyrA, gepotidacyne — Q565H w gyrB oraz obie grupy zwigzkow — R446C/H/L
1 S447Y w gyrB. Jest to istotne z punktu widzenia diagnostyki klinicznej lekoopornych
zakazen jak i1 potencjalnego, przysztego wdrozenia inhibitorow z grupy NBTI do leczenia
gruzlicy. W toku realizacji pracy zidentyfikowano dodatkowg substytucje D94C w gyr4
zwigzang z lekoopornoscia na fluorochinolony, poza mutacjami D94A/N/G/H/Y
wezesniej zdefiniowanymi przez WHOY. Ze wzgledu na umiejscowienie kodonow 446,
447 oraz 565 gyrB z daleka od miejsca wigzania zaro6wno fluorochinolonow, jak
1 zwigzkow z grupy NBTI, mechanizm oporno$ci najprawdopodobniej opiera si¢ na
wprowadzaniu zmian allosterycznych w strukturze biatka 1 zmianie dotychczasowego

miejsca wigzania lekow!!2.  Alternatywnie, zmniejszenie aktywno$ci biatek
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z substytucjami w kodonach 446 1 447 GyrB w tescie cigcia DNA w obecnosci jonow

wapnia, moze wskazywac na znaczenie mutacji w stabilizacji komplekséw enzym-DNA.

Drugim filarem niniejszej pracy doktorskiej bylo poszukiwanie konserwatywnych
aminokwaséw w biatku, mogacych stanowi¢ potencjalnie najlepsze miejsce wigzania dla
nowych lekow przeciwpratkowych. W celu identyfikacji miejsc konserwatywnych
zastosowano wzorcowanie ewolucyjne’. Metoda ta nie jest pozbawiona mankamentow
- sposrdd 32 miejsc wybranych na podstawie analiz bioinformatycznych, jako bedacych
pod dziataniem doboru oczyszczajacego, po eksperymentalnej weryfikacji

zidentyfikowano jedynie siedem takich miejsc (okoto 20%).

Wyznaczenie kodonéw konserwatywnych jest znacznie trudniejsza niz tych
charakteryzujacych si¢ wysoka zmienno$cig. Brak zmienno$ci na danej pozycji nie
zawsze $wiadczy o wystgpowaniu doboru oczyszczajacego, ale moze by¢ wynikiem
braku zmienno$ci wywolanej przez dryf genetyczny. Populacja M. tuberculosis znana jest

z wysokiej homogennoéci szczepow!'?

. Dodatkowym czynnikiem ograniczajagcym
w niniejszych badaniach jest zmienne dostosowanie szczepow do przezywania
w warunkach klinicznych i w warunkach laboratoryjnych. Analizy bioinformatyczne
przeprowadzono z wykorzystaniem sekwencji genomoéw klinicznych szczepow
M. tuberculosis oraz bakterii srodowiskowych, a wprowadzenie mutacji w szczepie
laboratoryjnym mogto by¢ mozliwe ze wzgledu na hodowle w sztucznych warunkach,
gdzie zmiana aminokwasu nie wptyneta negatywnie na dostosowanie bakterii. Niemnie;j
jednak okreslono siedem miejsc konserwatywnych z czego jedno znajdowato si¢ w gyr4
(E131), a sze$¢ z nich znajdowalo si¢ w domenie ATPazowej podjednostki B gyrazy
DNA. Biatko noszace substytucje E131A zachowato aktywno$¢ do superskrecania DNA
1 wykazywato okoto dwukrotnie wigkszg aktywnos¢ do wprowadzania dwuniciowych
peknig¢ w DNA. Uzyskanie mutantow M. tuberculosis ze zwigkszong lub zmniejszong
ekspresja biatka okazato si¢ niemozliwe. Kodon EI131 znajduje si¢ w poblizu
katalitycznej reszty tyrozynowej Y 129 odpowiedzialnej za wigzanie DNA*. Substytucje
aminokwasowe w tym miejscu moga prowadzi¢ do zwigkszenia aktywnosci enzymu
zwigzanej z wprowadzaniem cig¢ DNA, co z kolei moze by¢ niekorzystne dla komorki
bakteryjnej 1 prowadzi¢ do toksycznego nagromadzenia dwuniciowych peknigé.
Uzyskane wyniki sa niejednoznaczne w kontekscie konserwatywnosci danej pozycji

aminokwasowej.
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Substytucje aminokwasowe w miejscach konserwatywnych GyrB prowadzily do
zahamowania aktywnosci gyrazy DNA przez inhibicj¢ hydrolizy ATP (G41, Y114,
G122, G353) lub przekazania sygnatu wewnatrz czasteczki biatka (E48, G347). Podczas
symulacji dynamiki molekularnej gyrazy DNA M. tuberculosis Kamsri
1 wspotpracownicy opisali propagacj¢ sygnalu w domenie ATPazowej. W trakcie analizy
wykazali, ze kodon G122 wraz z L.120 uczestniczy w tworzeniu wigzania wodorowego
pomiedzy biatkiem, a ATP. Z kolei aminokwasy E48, Y114 oraz N52, D55, 184 1 H121
tworza kieszen nukleotydowa i zmieniajg swoje polozenie w zaleznosci od obecnosci
ATP*. Mutacja E48D w GyrB, nie spowodowata catkowitego zahamowania hydrolizy
ATP, natomiast w niniejszej pracy przeprowadzono badania, w ktérych wykorzystano
substytucj¢ aminokwasem z tej samej grupy, co spowodowato skrdocenie tancucha o jeden
atom wegla. Prawdopodobnie utworzenie kieszeni dla czasteczki ATP byto mozliwe, ale
propagacja sygnalu zostala utrudniona. Pozostate kodony G347 oraz G353, ktére nie
uczestnicza w bezposredniej interakcji z ATP znajdujg si¢ w poddomenie transducer,
ktéra odpowiada za stabilizacj¢ dimeru GyrB oraz oddziatywania z GyrA, a tym samym
wplywaja na zmiany konformacyjne catego kompleksu w odpowiedzi na hydrolizg
czasteczki ATP*®. Podczas testu hydrolizy ATP przeprowadzonego w niniejszej pracy,
zaobserwowano, ze rekombinowane biatko GyrB z mutacja G353A, wykazywato
catkowity brak zdolnosci do hydrolizy ATP, co jednak mogto wynikaé z utrudnionego
oczyszczania tego wariantu oraz zaburzonej struktury IllI-rzgdowej (nanoDSF i1 DLS)
wplywajacej na jego stabilno$¢. Na podstawie powyzszych analiz mozna wnioskowac, ze
substytucja G353 A mogta zaburzy¢ prawidtowe faldowanie czgsteczki biatka, co mogto
wplynaé na catkowity brak aktywno$ci biatka. W przypadku wariantu GyrB mutG347N
obserwowano zachowanie zdolnosci podjednostki B do hydrolizy czasteczki ATP,

natomiast aktywnos$¢ catego kompleksu gyrazy DNA z tg substytucja byta zmniejszona.

Podsumowujac, w toku prowadzonych badan wskazano na dwie kieszenie biatka
GyrB w ktorej zakotwiczone sa aminokwasy konserwatywne (G41, E48, Y114, G122
oraz G347 1G353) 1 ktore moga stanowi¢ solidny punkt wigzania dla inhibitorow gyrazy.
Wczesniejsze badania rowniez wskazujag na mozliwos¢ wykorzystania kieszeni

33,126

ATPazowej dla inhibitorow gyrazy Badania symulacyjne i modelowanie

molekularne pokazaty, Ze nowobiocyna wigze si¢ do kieszeni ATPazowej, w tym do

6

Y114 poprzez oddziatywania hydrofobowe i wigzania n'?°. Pomimo zdolnosci

nowobiocyny do hamowania aktywnos$ci gyrazy, problemem jest jej niska aktywnos¢
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wzgledem bakterii M. tuberculosis, prawdopodobnie ze wzgledu na specyficzng budowe

$ciany komoérkowej i niska przepuszczalno§¢!?’.

W $wietle rosnacej lekoopornosci szczepow M. tuberculosis na chemioterapeutyki
stosowane w leczeniu, rowniez na te nowo wprowadzone do terapii jak delamanid czy
bedakilina, trzecim istotnym aspektem pracy byto poszukiwanie nowych, skutecznych
inhibitorow wzrostu pratkow gruzlicy. Poszukiwania oparto na kilku podejsciach:
1) dokowaniu molekularnym do dzikich i zmutowanych wariantéw biatek, 2) w oparciu
o sztuczng inteligencje 1 3) dokowaniu molekularnym do zidentyfikowanych kieszeni

konserwatywnych bialka.

W pierwszej kolejnosci za pomoca dokowania molekularnego zidentyfikowano
inhibitory skuteczne wobec natywnej gyrazy DNA oraz wobec wariantow z mutacjami
A90V 1 D94G w GyrA, warunkujacymi oporno$¢ na dziatanie fluorochinolonow.
Poszukiwano zwigzkéw skutecznych wzgledem lekoopornych szczepéw. Dokowanie
molekularne umozliwilo identyfikacj¢ pigciu zwigzkéw o wysokiej aktywnosci
wzgledem szczepu referencyjnego pratka gruzlicy (MIC < 10 pg/ml) oraz trzech
zwigzkow o takiej samej aktywnosci (10 pg/ml < MIC < 20 pg/ml) wzgledem szczepu
kontrolnego 1 szczepéw z mutacjami warunkujacymi lekoopornosé. Jednak nie
zaobserwowano wplywu zwigzkow na aktywnos$¢ gyrazy w enzymatycznym tescie
in vitro, co moze wskazywa¢ na inny niz gyraza cel molekularny tych zwiazkow
w komoérkach mykobakterii, brak inhibicyjnego dziatania na gyraz¢ w zastosowanych
warunkach eksperymentu in vitro, konieczng obecno$¢ dodatkowych elementéw (np.
kofaktoréw), ktorych nie dostarczono w badaniach biochemicznych lub na aktywacje
zwigzkow w komorce do formy aktywnej przez niezidentyfikowany dotychczas enzym
pratka. Wyjasnienie rozbiezno$ci pomigdzy testem fenotypowym, a testem in vitro
wymaga identyfikacji i charakterystyki mutantow opornych na badane zwigzki. Niemniej
jednak, niezaleznie od wynikéw dalszych badan, zwigzki te sg interesujace ze wzgledu
na silne dziatanie przeciwpratkowe réwniez wzgledem lekoopornych szczepow. Dalsze
modyfikacje chemiczne czy synteza pochodnych tych zwigzkow moze dodatkowo
zwigkszy¢ ich aktywnos$¢. Zidentyfikowane inhibitory o najwyzszej aktywnoS$ci
wzgledem referencyjnego szczepu pratka gruzlicy H37Rv, o wartosci MIC <5 pg/ml (1-
5A, 1-6F) naleza do grupy heteroaromatycznych zwiazkoéw triazynowych. Cho¢ dla

wybranych zwigzkéw nie potwierdzono zdolnosci do hamowania aktywnosci gyrazy
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DNA to badane s3 inhibitory tego enzymu, ktére w swojej strukturze posiadaja

triazyny'?®,

Innym podejsciem byto wytrenowanie modelu sztucznej inteligencji do poszukiwania
zwigzkOw na podstawie podobienstwa budowy strukturalnej do obecnie znanych
inhibitorow. W badaniach wskazano potencjalne inhibitory, natomiast ich dost¢gpno$¢ do
badan byta niska, a nast¢pnie trudnos$ci techniczne zwigzane z ich wytrgcaniem si¢
w podiozu hodowlanym spowodowaty niska wydajnos¢ zastosowanego podejscia. Nie
udato si¢ potwierdzi¢ zdolnosci zadnego ze zwigzkoéw do hamowania aktywnos$ci gyrazy
DNA. Tym niemniej, wyniki uzyskane dla wyselekcjonowanych zwiazkéw moga

pozwoli¢ na lepsze wytrenowanie modelu sztucznej inteligencji w przysztosci.

Najbardziej skutecznym podejsciem do poszukiwania nowych inhibitoréw
w niniejszych badaniach okazato si¢ zastosowanie wzorcowania ewolucyjnego.
Przeprowadzone dokowanie molekularne do wybranych miejsc konserwatywnych
pozwolito na identyfikacje dwoch zwigzkow 1-A07, 1-GO1 (wigzacych sie do kodonow
347 1 353) skutecznych wzgledem szczepdw M. tuberculosis (przy wartosci MIC
< 8 pug/ml) o potwierdzonej zdolnosci do zahamowania aktywnosci gyrazy DNA w tescie
in vitro. Ponadto zwiazki te byly réwniez skuteczne wzgledem szczepow M. tuberculosis
lekoopornych na fluorochinolony, co moze wskazywa¢ na ich odmienne miejsce
wigzania niz w przypadku tej grupy zwigzkow. Pierwszy ze zwiazkow (1-A07) nalezy do
aromatycznych amin alifatycznych natomiast drugi (1-GO1) to fluorowana pochodna
antracyklin — zwiazkow stosowanych w leczeniu nowotworow, ktérych celem dziatania
s topoizomerazy typu II. W poprzednich badaniach, antracyklina StafB wyizolowana ze
Streptomyces scabrisporus byta testowana w odniesieniu do aktywnosci wobec
referencyjnego szczepu M. tuberculosis H37Rv oraz opornego na ryfampicyne. Oceniono
warto$ci MIC, ktore wyniosty odpowiednio 7,8 pg/ml i 3,9 pg/ml. Dodatkowo StafB
wykazywata dziatanie przeciwpratkowe przy stezeniu ponad sze$ciokrotnie nizszym niz
stezenie toksyczne dla linii komorek nabtonkowych Vero!?’. Inne badania, na podstawie
dokowania molekularnego, zidentyfikowaly doksorubicyne, epirubicyne i idarubicyne
jako potencjalne inhibitory domeny ATPazowej gyrazy mykobakteryjnej, a za pomoca
analizy spektroskopii fluorescencyjnej potwierdzono wystepowanie wigzania pomig¢dzy
tymi antracyklinami 1 GyrB na poziomie Kd = 5,5-6,7 uM. Wykazano réwniez zdolnos¢
zwigzkow do hamowania hydrolizy ATP przez GyrB, a najnizsza wartos¢ MIC wzgledem

szczepu pratka gruzlicy wyniosta 6,3 pM dla epirubicyny!*. Zwigzek o numerze CID
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71966041, zidentyfikowany w niniejszej pracy (1-GO1) na podstawie dokowania
molekularnego do konserwatywnych miejsc gyrazy, moze stanowi¢ potencjalny inhibitor
domeny ATPazowej gyrazy DNA, co jednak powinno zosta¢ eksperymentalnie
zweryfikowane, a dalsze modyfikacje moga przyczyni¢ si¢ do zwickszenia aktywnos$ci

1 selektywnosci przeciwpratkowe;.

W toku realizacji pracy doktorskiej po raz pierwszy zweryfikowano metodg
wzorcowania ewolucyjnego poprzez eksperymentalng ocen¢ znaczenia mutacji gyrazy
DNA M. tuberculosis w miejscach pod wptywem dziatania doboru oczyszczajacego
1 roznicujacego. Metoda wzorcowania ewolucyjnego zostala po raz pierwszy opisana
przez Duranda 1 wspolpracownikow w 2008 roku, ale jak dotad nie =zostata
eksperymentalnie zweryfikowana. Jako model badawczy wybrano Plasmodium
falciparum, gatunek protista odpowiedzialny za wystepowanie malarii, bazujac na
kinazie glicerolowej tego pasozyta, enzymu istotnego w biosyntezie fosfolipidow
1 metabolizmie weglowodanéw. Na podstawie analiz  bioinformatycznych
zidentyfikowano kodony pod wplywem dzialania silnego doboru oczyszczajacego.
Walidacje konserwatywnos$ci miejsc przeprowadzono na dwa sposoby: poprzez analizg
innego regionu - reduktazy dihydrofolianowej-syntazy tymidylanowej (dhfr-ts)
1 kodonéw, w ktérych mutacje warunkujg oporno$¢ na pirymetaming. Na podstawie
analiz in silico miejsca te byty pod wptywem dziatania doboru réznicujacego, stabego
oczyszczajacego lub o neutralnym znaczeniu. Drugie podej$cie polegalo na
wykorzystaniu krysztatu bialtka, kinazy glicerowej E. coli do identyfikacji miejsc
istotnych dla aktywno$ci enzymu. Nastepnie okre§lono, Zze miejsca te sg pod wplywem
dziatania silnego doboru oczyszczajacego®. W obu przypadkach walidacje
przeprowadzono z wykorzystaniem metod bioinformatycznych. Badania prowadzone
w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej stanowig kontynuacje i rozszerzenie badan
dotyczacych wzorcowania ewolucyjnego. Wykazano, ze badania oparte o wzorcowanie
ewolucyjne wymagaja eksperymentalnej weryfikacji i moga stanowi¢ podstawg do
identyfikacji aminokwasdéw zaangazowanych w pojawianie si¢ lekooporno$ci oraz

kieszeni konserwatywnych biatka dla wigzania inhibitorow.

Prowadzone w toku niniejszej pracy doktorskiej badania nosza pewne ograniczenia.
Pierwszg trudnos$cig w pracy jest ocena fenotypu dostosowania pratkéw wzrastajacych na
podtozach hodowlanych. Nie mozna wykluczy¢, Zze wiele ze wstepnie zidentyfikowanych

pozycji aminokwasowych wplywa na funkcjonowanie pratkéw i innych bakterii, ale
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w zalozeniu, naturalna presja selekcyjna jest odmienna niz presja na podtozach
hodowlanych'3!. Stad ocena wzorcowania ewolucyjnego dla pozycji konserwatywnych
moze by¢ znieksztatcona. Drugg istotng niedogodno$cig pracy jest niemoznos¢
przebadania wszystkich pozycji z katalogu WHO o nieznanym znaczeniu
w generowaniu lekoopornosci. Cho¢ przebadanie wigkszej ilosci mutantow
M. tuberculosis byto niemozliwe ze wzgledow czasowych 1 finansowych, automatyzacja
procesu uzyskiwania plazmidow, a co za tym idzie usprawnienie procesu uzyskiwania
mutantéw M. tuberculosis, stanowi potencjalng dalsza $ciezke badan z wykorzystaniem
genetycznego modelu stworzonego w ramach niniejszej pracy. Model ten stanowi zatem
warto$ciowe narzgdzie, ktore moze zosta¢ ponownie wykorzystane zarowno do oceny
lekoopornos$ci mutantow M. tuberculosis, jak 1 walidacji nowych inhibitoréw. Ostatnim
waznym ograniczeniem jest ocena wzorcowania ewolucyjnego wytacznie na podstawie
gyrazy M. tuberculosis. Rozszerzenie badan o inne biatka M. tuberculosis oraz o biatka
innych organizméw pozwoli na lepsza ocen¢ skutecznosci zastosowania metody

wzorcowania ewolucyjnego w badaniach naukowych.

Podsumowujac, zastosowane podejScie wzorcowania ewolucyjnego pozwolito na
rozszerzenie wiedzy dotyczacej znaczenia poszczegolnych substytucji w generowaniu
lekoopornosci u pratkéw gruzlicy 1 wskazato nowe, potencjalne inhibitory. Uzyskane
wyniki maja przetozenie na usprawnienie procesu diagnostyki gruzlicy lekoopornej
1 stanowig punkt wyjscia dla dalszych badan nad rozwojem skuteczniejszych inhibitorow.
Oba procesy wpisujg si¢ w strategiec WHO End TB majacej na celu ochrong zycia
ludzkiego.
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6. Whnioski

Wystepowanie mutacji w kodonach 90, 94 w gyrA oraz 446, 447 w gyrB w genomach
M. tuberculosis powinna klasyfikowa¢ szczep jako potencjalnie oporny na

fluorochinolony.

Mutacje w kodonach 446, 447, 565 gyrB warunkuja opornos¢ na gepotidacyng co jest
istotna z punktu widzenia przysziego wdrozenia inhibitoréw z grupy NBTI do

leczenia gruzlicy

Obecnos¢ mutacji w kodonach 446 oraz 447 gyrB hamuje zdolno$¢ gyrazy do
wprowadzania ci¢¢ bez ponownego laczenia w obecnosci jonéw wapnia oraz do

dekatenacji DNA.

Kodony 41, 48, 114, 122, 347, 353 gyrB oraz 131 gyrd, jako konserwatywne,

stanowig dobre, potencjalnie miejsce wigzania dla nowych lekéw przeciwgruzliczych

Zwiazki 1-2B, 1-10C, 1-12B zidentyfikowane w badaniach in silico jako inhibitory
gyrazy DNA zawierajacej mutacje w kodonie 90 1 94 gyrd, wykazuja dziatanie
przeciwpratkowe w niskich stezeniach w stosunku do szczepu dzikiego, jak
i mutantow M. tuberculosis opornych na fluorochinolony i powinny by¢ poddane

dalszym badaniom przedklinicznym.

Wyselekcjonowane w badaniach in  silico zwiazki 1-A07 oraz 1-GOl,
zidentyfikowane jako wigzace si¢ do kodondéw konserwatywnych 347 i 353 gyrB,
wykazuja istotne dziatanie przeciwpratkowe oraz zdolno$¢ do hamowania
aktywnosci gyrazy DNA. Z uwagi na powyzsze, potencjalnie moga zapobiegaé
gromadzeniu mutacji warunkujgcych opornos¢ szczepow M. tuberculosis 1 powinny

zosta¢ poddane dalszym badaniom eksperymentalnym.
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7. Streszczenie

Mycobacterium tuberculosis jest czynnikiem etiologicznym gruzlicy, ktéra w 2024
roku byta przyczyng $§mierci 1,23 miliona oséb, a z cig¢zkimi objawami choroby zmagato
si¢ okoto 10,7 milionow. Gruzlica wcigz pozostaje jedng z 10 gtownych przyczyn zgonéw
na $wiecie (dane WHO na 2021 rok). Powazny problem stanowi rosngca lekoopornos¢
szczepdw, ktora znacznie utrudnia leczenie i1 zapobieganie rozprzestrzeniania si¢
zakazen. Jedng z istotnych grup lekéw stosowanych w leczeniu gruzlicy sa
fluorochinolony, ktorych celem dziatania jest gyraza DNA, jedyna topoizomeraza typu I1

pratka gruzlicy.

Celem pracy byla ocena mozliwosci wykorzystania analiz zmiennos$ci sekwencji
genow gyrAd 1 gyrB (wzorcowania ewolucyjnego), do optymalizacji chemoterapii gruzlicy
przez poszukiwanie nowych, skutecznych inhibitorow gyrazy DNA oraz usprawnienia
diagnostyki gruzlicy przez identyfikacje mutacji zwigzanych z wystepowaniem
opornosci. Podejscie to umozliwito otrzymanie danych mogacych przyczynié¢ si¢ do
utatwienia walki z lekoopornoscia M. tuberculosis. Ponadto pozwolilo na
eksperymentalng ocen¢ skuteczno$ci metody wzorcowania ewolucyjnego 1 mozliwosci
wykorzystania tego podej$cia do analiz innych genow pratka gruzlicy, czy kolejnych

patogenow.

W pierwszej kolejnosci na podstawie analiz in silico opartych o wzorcowanie
ewolucyjne zidentyfikowano kodony gyrazy DNA bedace pod dzialaniem doboru
roznicujacego (pig¢ kodondéw), w ktorych mutacje moga by¢ zwigzane z pojawianiem si¢
lekoopornos$ci oraz kodony bedace pod dziataniem doboru oczyszczajacego (32 kodony),
stanowigce potencjalne miejsca konserwatywne, dobre miejsca wigzania dla lekow
przeciwgruzliczych. Nastepnie przystapiono do eksperymentalnej weryfikacji znaczenia
mutacji w wybranych kodonach na fenotyp szczepow M. tuberculosis oraz aktywnos$¢

rekombinowanych biatek gyrazy DNA.

Po wprowadzeniu do genomu pratka gruzlicy mutacji w kodonach wybranych
w analizach bioinformatycznych jako potencjalnie zwigzanych 2z opornoscia,
przystapiono do weryfikacji poziomu wrazliwosci otrzymanych szczepéw na
fluorochinolony: moksyfloksacyne, lewofloksacyne, gatifloksacyng, ciprofloksacyne,
ofloksacyne oraz gepotidacyne, zwigzek z grupy nowych inhibitorow bakteryjnych

topoizomeraz (NBTI). Ponadto oceniono kinetyke wzrostu mutantow w celu weryfikacji
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wplywu mutacji na tempo wzrostu bakterii. Dodatkowo, celem udowodnienia
bezposredniego znaczenia wybranych substytucji na aktywno$¢ gyrazy DNA
w obecnosci inhibitoréw, oczyszczano rekombinowane biatka GyrA 1 GyrB
z substytucjami, ktore poddano szeregowi testow in vitro: superskrecania zrelaksowanego

DNA plazmidowego, cigcia oraz dekatenacji.

W przypadku potencjalnych miejsc konserwatywnych, otrzymanie szczepu z mutacja
w takim miejscu powinno by¢ niemozliwe, a sposrod 32 kodondw wytypowanych
in silico w przypadku siedmiu nie byto mozliwo$ci uzyskania szczepu M. tuberculosis
z mutacja. Miejsca te zostaly przeanalizowane pod katem znaczenia w aktywnosci
gyrazy, a w tym celu oczyszczono biatka rekombinowane GyrA oraz GyrB z wybranymi
substytucjami. Testy in vitro wskazaty na istotno$¢ sze$ciu kodonéw znajdujacych sie
w podjednostce B gyrazy DNA w procesie hydrolizy ATP i przekazywania sygnatu
wewnatrz biatka, a wybrane substytucje powodowaty brak aktywnos$ci enzymatyczne;.
Dla jednego kodonu znajdujacego si¢ w podjednostce A, pomimo zachowania
aktywnoS$ci enzymatycznej, gyraza z substytucjag w tym miejscu charakteryzowata si¢
zwickszong zdolnos$ciag do wprowadzania cig¢ w DNA bez ponownego ljczenia, co

z kolei moze mie¢ toksyczny wplyw dla komorki bakteryjne;.

Poszukiwania nowych inhibitoréw gyrazy DNA pratka gruzlicy oparto o analizy
dokowania molekularnego oraz wytrenowanego modelu sztucznej inteligencji. Wybrane
zwigzki testowano pod katem aktywnosci wzgledem szczepu referencyjnego
M. tuberculosis H37Rv oraz skonstruowanych szczepéw warunkujacych opornosé.
Zwiazki o najwyzszej skutecznosci wzgledem komodrek bakteryjnych (najnizszych
wartosciach MIC) sprawdzano pod katem zdolnoSci do inhibicji gyrazy DNA
z wykorzystaniem testu in vitro (superskrecania plazmidowego DNA przez

rekombinowang gyraze mykobakteryjna).

Uzyskane wyniki pozwolity na identyfikacj¢ dziewigciu mutacji w genach gyrA4 oraz
gyrB zwigzanych z pojawianiem si¢ opornos$ci: z czego trzy bylty zwigzane z opornoscia
na fluorochinolony (A90V, D94G/C w gyrAd), jedna warunkowata wzrost opornosci na
gepotidacyne (Q565H w gyrB), a pie¢ mutacji (R446C/H/L, S447F/Y w gyrB)
odpowiadato za wzrost opornosci na fluorochinolony oraz gepotidacyng. W katalogu
WHO, stanowigcym zbi6r mutacji zwigzanych z lekoopornoscig na szereg antybiotykow

u szczepdw pratka gruzlicy, sze$¢ z nich (D94C w gyrA4 oraz R446C/H/L, S447Y, Q565H
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w gyrB) zostalo okreslonych jako substytucje o niepotwierdzonym znaczeniu
w opornosci na moksyfloksacyne oraz lewofloksacyne. Otrzymane w niniejszej pracy
doktorskiej wyniki z wykorzystaniem metod molekularnych stanowig uzupeinienie
danych WHO, do uwzglednienia w diagnostyce szczepdéw klinicznych. Ponadto
zdefiniowano siedem miejsc konserwatywnych stanowigcych dobre miejsca wigzania dla
nowych lekéw, a metoda dokowania molekularnego pozwolila na identyfikacj¢ dwoch

inhibitorow gyrazy DNA zdolnych do zahamowania aktywnos$ci enzymu.
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8. Abstrakt

Mycobacterium tuberculosis is the etiological agent of tuberculosis, which in 2024
caused 1.23 million deaths, and approximately 10.7 million people suffered from severe
symptoms. Tuberculosis remains one of the 10 leading causes of death worldwide (WHO
data for 2021). Growing drug resistance of strains is a serious problem, significantly
hindering treatment and preventing the spread of infection. An important group of drugs
used in the treatment of tuberculosis are fluoroquinolones, which target DNA gyrase, the

only type II topoisomerase of M. tuberculosis.

This study aimed to assess the use of sequence variation analyses of the gyr4 and
gyrB genes (evolutionary patterning) to optimize tuberculosis chemotherapy by searching
for new, effective DNA gyrase inhibitors, and to improve tuberculosis diagnosis by
identifying resistance-associated mutations. This approach generated data that could help
facilitate the fight against drug-resistant M. tuberculosis. Furthermore, it enabled the
experimental evaluation of the effectiveness of the evolutionary patterning method and
its potential application to the analysis of different M. tuberculosis genes and other

pathogens.

First, in silico analyses based on evolutionary patterning identified DNA gyrase
codons under the influence of positive selection (five codons), where mutations may be
associated with the emergence of drug resistance, and codons under the influence of
negative selection (32 codons), which constitute potential conservative sites and good
binding sites for antituberculosis drugs. Next, we experimentally verify the significance
of mutations in selected codons on the phenotype of M. tuberculosis strains and the

activity of recombinant DNA gyrase proteins.

We introduce mutations potentially associated with resistance into the M. tuberculosis
genome, and verify the sensitivity of the strains to fluoroquinolones: moxifloxacin,
levofloxacin, gatifloxacin, ciprofloxacin, ofloxacin, as well as gepotidacin, a compound
from the group of novel bacterial topoisomerase inhibitors (NBTIs). Furthermore, we
assessed the growth kinetics of the mutants to verify the effect of the mutations on
bacterial growth. Moreover, to demonstrate the direct significance of the selected
substitutions on DNA gyrase activity in the presence of inhibitors, we purified
recombinant GyrA and GyrB proteins with the substitutions and subjected them to a series

of in vitro assays: relaxed plasmid DNA supercoiling, cleavage, and decatenation.
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In the case of potential conservative sites, obtaining a strain with a mutation at such
a site should have been impossible, and in seven out of 32 codons selected in silico,
obtaining M. tuberculosis strain with a mutation was impracticable. These sites were
analyzed for their significance in gyrase activity. For this purpose, we purified
recombinant GyrA and GyrB proteins with selected substitutions. /n vitro assays
indicated the importance of six codons, located in the B subunit of gyrase, in ATP
hydrolysis and intraprotein signaling, and the selected substitutions resulted in a lack of
enzyme activity. For one codon located in the A subunit, despite retaining enzymatic
activity, gyrase with a substitution at this site has an increased ability to introduce cuts

into DNA without rejoining, which in turn may have a toxic effect on the bacterial cell.

The search for new inhibitors of M. tuberculosis DNA gyrase was based on molecular
docking analyses and a trained artificial intelligence model. Then we tested selected
compounds for activity against the reference M. tuberculosis H37Rv strain and
engineered resistance strains. We also tested compounds with the highest efficacy against
bacterial cells (lowest MIC values) for their ability to inhibit DNA gyrase using an in

vitro assay (supercoiling of plasmid DNA by recombinant mycobacterial gyrases).

The obtained results allowed the identification of nine mutations in the gyr4 and gyrB
genes associated with the emergence of resistance, three of which are associated with
resistance to fluoroquinolones (A90V, D94G/C in gyrA), one determined the increase in
resistance to gepotidacin (Q565H in gyrB), and five mutations (R446C/H/L, S447F/Y in
gyrB) are responsible for the increase in resistance to fluoroquinolones and gepotidacin.
In the WHO catalog of mutations associated with drug resistance to a range of antibiotics
in Mycobacterium tuberculosis strains, six of them (D94C in gyr4 and R446C/H/L,
S447Y, Q565H in gyrB) are identified as substitutions of uncertain significance in
resistance to moxifloxacin and levofloxacin. The results obtained in this doctoral thesis
using molecular methods complement the WHO data for use in the diagnosis of clinical
strains. Furthermore, we defined seven conservative sites representing good binding sites
for new drugs, and molecular docking allowed us to identify the two DNA gyrase

compounds capable of inhibiting enzyme activity.
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Suplement

GyrA mutA90V GyrA mutD94C GyrA mutD94G
M 12 3 flf2f3 fafs f6 M 1 2 3 f1 f213f f5f6 M 1 2 3 f1 f2 3 fafs fe

GyrB mutR446C GyrB mutR446H GyrB mutR446L
M 1 2 3 f1 f21f3f fs fe M 1 2 3 f1f f3 f4 fs fe M 1 2 3f1f2 f3f4 fs fe

GyrB mutS447F GyrB mutS447Y GyrB mutE501D
M 1 2 3 f1f2f3 f4 f5 f6 M 1 2 3 f1 f2 3 f4 f5 f6 M 1 2 3 f1f2f3f4 f5f6
: e

GyrB mutQ565H
M1 2 3 f1 f2 3 fa {5 f6

Rycina S1. Rozdzial elektroforetyczny frakcji bialek GyrA (92 kDa) i GyrB (74 kDa)
z wybranymi substytucjami (po oczyszczaniu metoda chromatografii metalopowinowactwa)
w 12% zelu poliakrylamidowym. M — wzorzec wielkosci PageRuler, 1 — catkowita zawarto$¢
biatka otrzymana po nadprodukcji, 2 — biatka niezwigzane ze zlozem agarozowym wysyconym
jonami niklu, 3 — bialka wymyte ze ztoza podczas ptukania, f1-f6 — kolejne frakcje biatka po

elucji ze ztoza.
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Rycina S2. Krzywe denaturacji termicznej biatek GyrA oraz GyrB z substytucjami
w kodonach potencjalnie zwigzanych ze wzrostem lekoopornosci na fluorochinolony
w odniesieniu do bialek kontrolnych. Panel A to wykres zalezno$ci stosunku absorbancji 350/330
nm (Ratio) od temperatury. Panel B wskazuje na zmegtnienie probki (Turbidity), a panel C
srednice hydrodynamiczng czastek przez rozproszenie $wiatta (Cumulant Radius) wraz ze

wzrostem temperatury.
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Rycina S3. Ocena jednej jednostki aktywnosci gyrazy DNA z substytucjami w kodonach pod
doborem ro6znicujacym na podstawie réznic w migracji form topologicznych plazmidowego DNA
pBR322 w Zelu agarozowym. PC — kontrola pozytywna, komercyjna gyraza DNA

M. tuberculosis.
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GyrA + GyrB mutD94C [nM] GyrA + GyrB mutD94G [nM]
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Rycina S4. Ocena aktywnosci biatek rekombinowanych z substytucjami w kodonach GyrA oraz
GyrB w tescie cigcia superskrgconego DNA plazmidowego pBR322 na podstawie stosunku

formy liniowej do catkowitej zawartosci plazmidowego DNA w Zelu agarozowym.

GyrA + GyrB mutR446H[nM] GyrA + GyrB mutS447F [nM]
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5 10 15 20 30 40 50 100 200

5 10 15 20 30 40 50 100 200

GyrA + GyrB mutS447Y [nM] GyrA + GyrB mutQ565H [nM]
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5 10 25 50 100 150 200 250 300 5 10 15 20 30 40 50 100 200

Rycina S5. Ocena dekatenacji DNA =z zastosowaniem bialek rekombinowanych

z substytucjami w kodonach 446, 447, 565 GyrB.
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GyrA mutE131A GyrB mutG41A GyrB mutE48D
M 1 2 3 f1 f21f3f4 f5 f6

M 1 2 3 fi1f f3 f4 5 f6 M 1 2 3 f1f2f3 f4 f5 fe

GyrB mutY114F GyrB mutG122A GyrB mutG347N
M 1 2 3 fi1f2f3fs f5fe M 1 2 3 f1 f2f3 fa fsfe M 12 3 f1 f2 3 f4fsfe

GyrB mutG353A
M 1 2 3 f1f2 3 fa f5 f6

Rycina S6. Rozdzial elektroforetyczny frakcji biatek GyrA (92 kDa) i GyrB (74 kDa)
z substytucjami w wybranych miejscach konserwatywnych (po oczyszczaniu metoda
chromatografii metalopowinowactwa) w 12% zelu poliakrylamidowym. M — wzorzec wielkos$ci
PageRuler, 1 — calkowita zawarto§¢ biatka otrzymana po  nadprodukcji,
2 — bialka niezwigzane ze ztozem agarozowym wysyconym jonami niklu, 3 — biatka wymyte ze

ztoza podczas ptukania, f1-f6 — kolejne frakcje biatka po elucji ze ztoza.
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Tabela S1. Zwigzki wybrane na podstawie dokowania molekularnego do krysztatdéw gyrazy

(6GAYV, 5BTA) oraz modeli krysztatéw z substytucjami A90V i D94G warunkujgcymi opornosé

na fluorochinolony.

ZINC00076030

ZINCO02750701

ZINC67674431

ZINC77485027

ZINC67758028

ZINC00283890

ZINCO01143219

ZINC65384917

ZINC67869328

ZINC72159314

ZINC03152476

ZINC02685054

ZINC72138777

ZINC82138573

ZINC72419954

ZINC00290147

ZINCO02859205

ZINC72144081

ZINC72473455

ZINC72430769

ZINC02490441

ZINC00612413

ZINC55154263

ZINC77489441

ZINC72433038

ZINC19536967

ZINC04802205

ZINC55154263

ZINC67894554

ZINC39445897

ZINCO01230937

ZINC01059963

ZINC72150296

ZINC67895242

ZINC59383362

ZINCO00817568

ZINC01062434

ZINC77379953

ZINC12055146

ZINC77339169

ZINC12387615

ZINC17972454

ZINC77379953

ZINC20536239

ZINC95375292

ZINCO00172215

ZINC02883152

ZINC67803757

ZINC14992839

ZINC39445897

ZINC02911895

ZINC04820801

ZINC55199877

ZINC72167160

ZINC55211256

ZINC02201770

ZINC02442256

ZINC97551338

ZINC72167160

ZINC72167159

ZINCO02201770

ZINC20495065

ZINC97551338

ZINC77516344

ZINCO01305382

ZINC36129161

ZINC20494619

ZINC67833947

ZINC65507474

ZINC04714730

ZINC19771761

ZINCO01419224

ZINC12597007

ZINC67947698

ZINC00845916

ZINC00441782

ZINC03619555

ZINC12597007

ZINC92020504

ZINC59383362

ZINCO01196784

ZINC03619552

ZINC91644225

ZINC72479185

ZINC77339169

ZINC00670526

ZINC40268032

ZINC82115779

ZINC15071857

ZINC05270568

ZINC04497803

ZINC38790857

ZINC12299908

ZINC15071857

ZINC14883644

ZINC02293341

ZINCO02324877

ZINC19595669

ZINC72171097

ZINC19872236

ZINC02688870

ZINC11873447

ZINC72163481

ZINC72480133

ZINC77343613

ZINCO00172324

ZINC72423624

ZINC91657080

ZINC92061890

ZINC77344197

ZINCO08671879

ZINC82092009

ZINC95517320

ZINC67982165

ZINC95503712

ZINCO01173526

ZINC82092012

ZINC71752123

ZINC15076748

ZINC00847462

ZINC00376978

ZINC11998969

ZINC14981011

ZINC20866987

ZINC55385332

ZINCO01167937

ZINC67514819

ZINC19800190

ZINC92096824

ZINC67515331

ZINC00670768

ZINC95499974

ZINC91745622

ZINC65535949

ZINC67755896

ZINCO01778211

ZINC71730454

ZINC91793149

ZINC12094525

ZINC72144450

ZINCO01163252

ZINC20450851

ZINC95522393

ZINC12448623

ZINC72150889
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ZINC04147025

ZINC55074293

ZINC91829062

ZINC13596038

ZINC72164944

ZINCO01163832

ZINC77321819

ZINC95522964

ZINC14883211

ZINC72419954

ZINCO01165538

ZINC12208907

ZINC20271422

ZINC64066619

ZINC72463684

ZINCO01305383

ZINC77340044

ZINC20271422

ZINC67755896

ZINC95528328

Tabela S2. Zwiazki zakupione na podstawie identyfikacji przez dokowanie molekularne do

krysztatow gyrazy

(6GAV,

5BTA) oraz modeli

1 D94G warunkujgcymi oporno$¢ na fluorochinolony.

krysztatow z

substytucjami A90V

I-1A |CLCLNCCICCN(CI)C1CCCCl

1-2A CSclcec(CNCe2ccec30C0Oc3c2)ccl

1-4A OC(CNI1CCN(CC1)C=0)Cnlc2cccec2e2eceec]2

1-5A COclcee(Ne2ne(N)nc(CN3CCN(CC3)c3cece(F)ee3)n2)ccl

1-6A | NC(=0)C(Cclcccecl )NC(=O)clcceccclSCelceee(F)ecl

1-7A CLCOclcc(CNCC(O)c2cceee2)ce(Cl)e10CC(N)=0

1-8A | O=C(CCIN(Cc2cccc(Oc3ccecc3)c2)CCNC1=0)NCCNICCCCI

I-1TA | COclcec(CCN2C(=O)NC(C)(C3CCN(Cc4cencd-cdeccecd)CC3)C2=0)ccl
1-12A | COclecec(CCN2CCCC(CN(C)Cce3enc3-c3ccece3)C2)ccl

1-2B CL.OC(COclcccecl)Cnlc2eccee2n(CCN2CCCCC2)c1=N

1-3B Ccle(Ce2cceec2)se(NC(=0)CCc2ccccc2)c1C(N)=0

1-4B Ccleece(NC(=O)CN2C(=0)S\C(=C/c3ccc(OCc4cccc(F)cd)cc3)C2=0)ccl
1-5B NC(=0)clcccccINC(=0O)CCSCCC(=O)Nclcececec1C(N)=0

1-6B COclcee(cel)C(=O)NC(CO)cInne(SCC(=O)Nc2ceee(C)c2C)nlC

1-8B COclce(CNCCc2ccec(C)n2)cccIOCC(O)CNICCC(O)CCl

1-12B | COclcccecc1 CCNCeleec(OCC(O)CN2CCC(O)CC2)c(OC)cl

1-2C COclce(\C=c2\sc3nc4ccececdn3c2=0)ccc1OCclnnnl

1-3C OCCnlc(en2clnclcccec21)-cleee(ccl)-cleccecl

1-4C COclcee(CC(=0O)Nc2sc(Cce3cccec3)e(C)c2C(N)=0)ccl

1-5C NC(=0)clc(NC(=0)c2cec(02)-c2cc(Cl)cec2Cl)sc2CCCcl2

1-10C | Cclenc(CNC2CCc3c(C2)sc2nen(Ce4ccec(c4)C(F)(F)F)c(=0)c32)enl
1-2D Oclcc2ceccec2ec1 C(=O)NCCNC(=0)clec2eecec2eclO

1-3D OCCCNIC(=0)c2ccc(Oc3cec(OcdcccSC(=O)N(CCCO)C(=0)cS5c4)cc3)cc2C1=0
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1-4D COclcec(OCCCC(=0O)Nc2cceec2C(N)=0O)ccl

1-6D CC(Oclcee(C)ecl)C(=0O)Ncelsc(Ce2eceec2)c(C)c1C(N)=0

1-7D | NcInc(CN2CCN(CC2)c2cceee2)ne(nl)N1CCCCCl1

I-11D | COclcecec(CNCc2ccc(OC)c(OCC(O)CN(C)Cc3cccec3)e2)cl

I-1E COclcee(Ce2nnn2)cclOC

1-2E CL.CCOclcee(eel)C(O)Cnlc2eccec2n(CCN2CCCCC2)cl=N

1-3E O=C(CC1SC(=O)NC1=0)Nclccc(NC(=0)CC2SC(=0O)NC2=0)ccl
1-5E CC(C)(O)CH#Ccleee(s1)C(=O)NCCCNC(=0O)clece(s1)CHCC(C)(C)O
1-6E COclcece(NC(=0)C2CC(=O)NC3=C2C(=0)CC(C3)c2ccc(OC)cc2)ccl
1-7E Nclnc(CN2CCN(CC2)c2cccee2)nc(nl)N1CCOCCI

I-11E | COclceec(CNCe2eec(OC)cc20CC(O)CN2CCN(C)CC2)cel

1-1F COclcceccINTIC(=0)CC(N2CCN(Cc3ccc40C0Oc4c3)CC2)C1=0
1-2F C1.COclcce(ecl)C(O)Cnle2eceee2n(CCN2CCCCC2)cl=N

1-5F Oclccc(Ne2ne(cs2)-c2ecc(O)cc2)ecl

1-6F COclcee(ecc )NICCN(Ce2ne(N)nc(n2)N2CCCce3cceec23)CCl1

1-12F | COclce(CNCCCn2cenc2C)cecl OCC(O)CNICCOCC1

1-1G |[NNIC(=S)S\C(=C\c2ccc(Cl)ce2)C1=0

1-2G Oclecc(\C=N\N2CCN(Cc3ccc(Cl)ce3)CC2)c(O)cl

1-3G | COC(=0)C1=C(C)N\C(=C\c2ccc(CNC(=0)C(=0)Nc3cce(C)e(C)e3)02)C1=0
1-4G COclec(\C=C2\NC(=O)N(C2=0)c2ccccc2)ce(Br)c10Cclcee(C)cecl
1-6G | NC(=O)clcccccINC(=O)CNICCN(Cc2cccec2Cl)CC1

1-7G CN(C)clece(Ne2ee(Cync3e(enn23)-c2ece(Cl)ec2)cecl

1-9G | CC(C)(O)CCclceee(cl)C(=O)NCCCNICCNC(=0)C1

1-10G | CCCI(NC(=O)N(CC2COc3cceec302)C1=0)C1CCN(Cc2ccec(0)c2)CC1
1-2H Cclcec(ol)-cInn(ccI\C=CI\NC(=S)N(C1=0O)clcccccl)-clccececl
1-3H clc(nc2c3cccec3ceenl2)-cleec(ecl)-cleceeel

1-4H Cclcee2ne(sc2cel)-clecc(NC2=CC(=0)CC(C2)c2ccco2)ccl

1-5H CC(Oclcec(ecl)-cleccecl)C(=O)NCeleecc20COc2c1

1-6H | NC(=0O)clcccccI NC(=O)CNICCN(Cc2ccc30C0c3c2)CCl1

1-7H O=C(CCIN(Cc2ccc(cc2)-c2ccecc2)CCNCI=0O)NCCNICCCC1

2-1B Cclceceel-nlcc(CNC(=0O)CC2N(Cc3cceccc3F)CCNC2=0)cnl

2-10B | NC(=0)Cnlcencl CICCCN(Cc2cec(=0O)n3cccec3n2)Cl

2-11B | OC(CNC(=O)clcce2ne(en2cl)-cleccecl)cleec(O)ecl
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2-12B | COclec(CN2CCC(CC2)C#HN)eec1OCC(O)CNICCC(0)CC1

2-11C | O=C(CCclcc2CNCCCn2nl)NCCclnc(nol)-clceencl

2-3D CLCLCICC2(CNICICCN(CClI)eleee30C0Oc3c]l)CCNCC2

2-8D CLCl.Cclencec INICCCN(Cc2cece(CCN)ee2)CC1

2-2E CICC2(CCN1)CCC(CC2)NCICCN(CCI)1CcCcOocCCl

2-6F CclencecINTCCCN(Ce2cece(s2)CHCC(C)(C)O)CCl

2-8F |NC(=0)Cclcece(NC(=0)NCCN2CCCC(CO)C2)cl

2-9F CLCl1.Oclcc(ec2CN(CC3CCNC3)CCOc12)-clccee(Cl)el

2-7G | CCCCelnn(CC(=0)N2CCC(0)(C2)c2cccec2C)e(=0)n1CC

2-3H Cclncenl CCCN1CCCC(Cl)clncenlCelececcl

2-8H |CLCLNC(=O)clcecencINICCN(CC1)C(=O)CI1CC2(CN1)CCNCC2

2-9H CCCCclnn(CC(=O)N2CCNC(C2)c2cccec2)c(=0)n1CC

2-10H |CNICCC(CCI1)NCCCICN(CCO1)clenn(C)e(=0O)cl

3-1B OC(COclccece(CN2CC(C2)c2ceeeen2)cl)CN1CCC(O)CC1

3-1C NC(=0O)C1CCCN(CCNC(=0)c2cen(Ce3ccecc3F)nn2)Cl

3-2C COclcec(O)c(CN2CCC(CC2)C(=0O)Nc2cecee(cec2)-c2ecec(C)c2)cl

3-1E | CC(C)(0)CCelece(ce])C(=0)NCCNICCCC(C1)C(N)=0

3-1F CC(C)(O)CCcleec(CN2CCN(CC2)c2cencc2)cecl

Tabela S3. Zwiazki wybrane na podstawie dokowania molekularnego do konserwatywnych
miejsc GyrB, kieszeni ATPazowej oraz przez przeglad literaturowy. Zakupione zwigzki zostaty

oznaczone wedtug schematu 0-(A-H)00, a zwiazki, ktore nie zostaty zakupione 1-78.

numer SMILES identyfikacja

zwigzku

1-A01 | C1(C(C)=CC2=C(C=10)C(=C(C(0)=C2C(C)C)0)C= | wiazanie do kodonow
NCCOC1=CC=CC2C=CC=NC1=2)C1C(C)=CC2=C( | 347,353 GyrB
C=10)C(=C(C(0)=C2C(C)C)0)C=NCCOC1=CC=C
C2C=CC=NC1=2

1-A02 | S(=0)(=0)(C1=CC=C(C=C1)OCC(0)CNICCN(CC1) | wiazanie do kodonéw
C1C2C=CC=CC=2C2C=CC=CC1=2)C1=CC=C(C=C | 347,353 GyrB
1)OCC(O)CN1CCN(CC1)C1C2C=CC=CC=2C2C=C
C=CCl1=2
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1-A03

C1(=C(C)C=C2C(C(C=NCCOC3=CC=CC=C3F)=C(
C(0)=C2C(C)C)0)=C10)C1=C(C)C=C2C(C(C=NCC
0C3C=CC=CC=3F)=C(C(0)=C2C(C)C)0)=C10

wigzanie do kodonow

347,353 GyrB

1-A04 CI(SCC(=O)NC2C=CC(=CC=2)C(N)=0O)NC2=C(C= | wigzanie do kodonow
CC=C2)N=1 347,353 GyrB

1-A05 CI(NC(CSC2NC3C(=CC(=CC=3)OCC)N=2)=0)SC2 | wigzanie do kodonow
=C(C=CC(0OC)=C2)N=1 347,353 GyrB

1-A06 CI(NC(CSC2NC3C(=CC(=CC=3)OCC)N=2)=0)SC2 | wigzanie do kodonow
=C(C=CC(OCC)=C2)N=1 347, 353 GyrB

1-A07 C1(C(C)N)C=CC(=CC=1)C(C)C wigzanie do kodondéw

347,353 GyrB

1-A08 N1(C2C=CC=C(0C)C=2)C(=0)C(CCI1=0)NCCCI= | wigzanie do kodonoéw
CNC2C=CC(0C)=CC1=2 347, 353 GyrB

1-A09 CI(NC(=O)C(NC(=0)C2C=CC=CC=2)=CC2C=CC3 | wiazanie do kodonow
N(CC)CA4C=CC=CC=4C=3C=2)=CC=CC(=C1)SCIC | 347,353 GyrB
C(=O)N(C2C=CC(Br)=CC=2)C1=0

1-A10 NI1(CC(O)CN2CCN(CC2)CC(O)CN2C3C=CC=CC=3 | wigzanie do kodonow
C3C=CC=CC2=3)C2C=CC=CC=2C2C=CC=CC1=2 | 347,353 GyrB

1-B0O1 C1(=C(C)C=C2C(C(C=NCCOC3=CC(C)=C(C(C)=C | wigzanie do kodonow
3CDHCH=C(C(0)=C2C(C)C)O)=C10)C1=C(C)C=C2C | 347, 353 GyrB
(C(C=NCCOC3=CC(C)=C(C(C)=C3CHCH=C(C(O)=
C2C(C)C)0)=C10

1-B02 N1(C)C2=CC=CC=C2C(NC(C)C1=0)=0 wigzanie do kodonow

347,353 GyrB

1-B04 CI12C(N)=CC=C(0O)C=1C(CIC(=CC=C(0)C=1C2=0 | wigzanie do kodonow
)N)=0 347,353 GyrB

1-B05 CC(CI=CC(C)=C(F)C=CI1)N wigzanie do kodondéw

347,353 GyrB
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1-B06 [C@@H](N)(C1=CC=C(F)C=C1F)C wigzanie do kodonow
347,353 GyrB

1-B07 CI(=CC(=CC=C10C)CN[C@H]1CC[C@@H](CC1) | wigzanie do kodonow
0)OCC(O)CN(C)CC1C=CC=CC=1 347,353 GyrB

1-B0O8 CI(=NC=NC(CC)=CI1)NICCN(CCI)CCI(CNCC1)O. | wigzanie do kodonow
CLCl 347,353 GyrB

1-B09 NI(CCCCC1=0)CCNCC1=CC=CC(=C1)OCC(O)CN | wiagzanie do kodonow
1CCC2C(=CC=CC=2)C1 347,353 GyrB

1-B10 CI(C(=O)N2CCCC2)=C(CNCC2CCN(CC2)CCO)N2 | wiazanie do kodonow
C(C=CC=C2)=N1 347,353 GyrB

1-CO1 CI([C@H]2C[C@H](C2)N)=NN=C(CNCC2=CC3C( | wigzanie do kodonow
=CC=C(OC)C=3)N2)NICC 347,353 GyrB

1-C02 CI2CCN(CCC=IN=CN=C2NCCO)CCCC1=CC=CC | wiazanie do kodonow
=Cl1 347,353 GyrB

1-C03 C1(CN2CCC(CC2)(0O)CN2C=CN=C2)C2C=CC=CC= | wigzanie do kodonow
2N(CCC(N)=0)C=1 347,353 GyrB

1-C04 CI(=CC(=CC=C10C)CN(CCO)CCO)OCC(O)CN(C) | wiazanie do kodonow
CC1=CC=CC=C1 347,353 GyrB

1-C05 NI(C2C=CC=C(C)C=2)C(=0)C(CC1=0)NCCCI1C2C | wigzanie do kodonow
=CC=CC=2NC=1 347,353 GyrB

1-C06 CI(=CC(=CC=C10C)CN(CC)CCO)OCC(O)CN(C)C | wiazanie do kodonow
CI=CC=CC=Cl1 347,353 GyrB

1-C07 CI(N=C(C2C=CC(=CC=2)0OC)C=C(C(F)(F)F)N=1)S( | wiazanie do kodonow
=0)(=0)CCC(=0O)NC1C=CC=CC=1CC 347,353 GyrB

1-C08 NI(CC(=O)NC2C=CC(=CC=2)C(C)=0)C2=CC=CC= | wiazanie do kodonow
C2N=Cl 347,353 GyrB

1-C09 O=CIN(C2CNCCC2)CCCl1 wigzanie do kodondéw
347,353 GyrB

1-C10 CI(=CC(C)=CC(C)=CIOC)CNIC[C@@H]([C@H]( | wiazanie do kodonow

CN2CCC(CC2)CO)C1)CO

347,353 GyrB
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1-DO01 N1=CC2=C(C=CC=C2)NICCCNCC1=CC=C(C(OC) | wiazanie do kodondéw
=C1)OCC(O)CN(C)C(O)C 347,353 GyrB

1-D02 NI=C(NCCN2CCC3C(=CC=CC=3)C2)C=C(N=CIN) | wigzanie do kodonow
CICC(CI)N 347,353 GyrB

1-D03 NIC(N)=NC(=CC=INICC[C@H](N)C1)CICC(CI)N | wigzanie do kodonow
347,353 GyrB

1-D04 N1(C[C@@H]([C@@H](N(C)C)C1)O)C(=0)C1=CC | wiazanie do kodondéw
=C(C=C1)C1=CC=CC2=C(C=CN=CI12)N 347,353 GyrB

1-D05 NIC(N)=NC(=CC=IN1CCC(CCI)N1CCC(CC1)O)C | wiazanie do kodonow
1CC(CI)N.CL.CI1 347,353 GyrB

1-D06 N1(CCCC1=0)CCCNCCI=CC(OC)=CC=C10CC(O) | wigzanie do kodonow
CN1CCC(CC1)O 347, 353 GyrB

1-D07 N1=NC(=CNI[C@@H]ICN[C@H](C(NC)=0)C1)C | wigzanie do kodonow
NC(=O)NCI1C(F)=CC=C(F)C=1.Cl 347,353 GyrB

1-DO08 NI(CCC2C(=CC=CC=2)C1)CC(0)COCIC=CC=C(C | wigzanie do kodonow
NCCN2CCOCC2)C=1 347,353 GyrB

1-D09 S1C(C)=CC=C1CNCCI1C=CC(=CC=1)OCC(O)CN(C | wigzanie do kodondéw
)CC1C=CC=CC=1 347, 353 GyrB

1-D10 C1(=CC(=CC=C10C)CN(O)C(C)O)OCC(O)CN(C)C | wigzanie do kodonow
C1=CC=CC=Cl1 347,353 GyrB

1-E01 NIC(CNC(=O)NCC2CCN(CC3=CC=CC=C3F)C2)= | wiazanie do kodonow
NNCI1=0 347,353 GyrB

1-E02 C(=0)(C1=CC=CO1)NICCN(CCI)CCI(CNCC1)O.C | wigzanie do kodonow
1.Cl 347, 353 GyrB

1-E03 S1C(CNCC2=CC=C(C(OC)=C2)OCC(O)CN2CCC(C | wigzanie do kodondéw
C2)0)=CC=C1Cl 347,353 GyrB

1-E04 CI(CC(=O)NCC(=O)NCC(=O)NC[C@H]2CC[C@@ | wiazanie do kodonow

H](CC2)C(=0)N[C@@H](CSCC2=CC=CC=C2)C(N
CCCC(0)=0)=0)C(=0)0C2C(=CC(=C(0)C=2)CI)C
=1C

347,353 GyrB
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1-E06

N1(CC(CC1=0)N)C1=CC=CC=CIF

wigzanie do kodonow

347,353 GyrB

1-E07 N1(C2C=CC3=C(0CCO3)C=2)C(=0)C(CCI1=0)NC | wigzanie do kodonow
CC1C2C=CC=CC=2NC=1 347,353 GyrB
1-E08 NIC(C)=C(N(O)C=IC1=CC=CC=CI1)C wigzanie do kodonoéw
347,353 GyrB
1-E10 C12C(N)=CC=C(O)C=1C(C1=CC=CC=C1C2=0)=0 | wigzanie do kodonow
347,353 GyrB
1-FO1 CI1(COC(=O)NC(CC2N=CNC=2)C(=O)NC(CCC(=0) | wigzanie do kodonow
N)C(=O)N2CCCC2C(=0)0)C2C=CC=CC=2C2=CC= | 347,353 GyrB
CC=C12
1-F02 [I-].C1(C=CC(O)C)C=C[N+](C)=CC=1 wigzanie do kodonow
347,353 GyrB
1-FO3 C1(OC)C=C(C=C(OC)C=10C)C=NCCCNICCN(CC | wigzanie do kodonow
CN=CC2C=C(C(OC)=C(0C)C=2)0C)CC1 347,353 GyrB
1-F04 CI(N=CC=CC=1)S(=0O)CC#N wigzanie do kodonow
347,353 GyrB
1-FO5 C12C(=O)N(C(=O)N(C)C=IN=CN2CC(O)CNCCIC= | wigzanie do kodonow
CC=CC=1)C 347,353 GyrB
1-F06 NI1(C(=0)CC(N)C1)C1=CC=CC=C1.Cl wigzanie do kodonow
347,353 GyrB
1-FO07 CCC(C1=CC=C(F)C=C1)O wigzanie do kodonow
347,353 GyrB
1-FO8 OCI1=CC(C(N2CCCC2)=0)=CC=Cl1 wigzanie do kodonow
347,353 GyrB
1-F09 OCC1C2=C(C=CC=C2)CC(C1 wigzanie do kodonow
347,353 GyrB
1-F10 CC(CI=CC=C(C])C=CI1)(N)C wigzanie do kodondéw

347,353 GyrB
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1-GO1 C(F)(F)(C(F)(F)C=NN=C(C)[C@@]1(0)CC(OC2CC( | wigzanie do kodonow
[NH3+])C(C(C)02)O)C2C(C(O)C3C(C(=0)C4=C(C= | 347,353 GyrB
CC=C40C)C3=0)C20)C1)C(F)(F)C(F)(F)E.[CI-]

1-G02 CI1(C(F)(F)F)C2CCCCC=2N(CC(=O)NC2=CC=C(C= | wigzanie do kodonow
C2)C(C)=0)N=1 347, 353 GyrB

1-G03 CI12C(=CC=NC1=CC(C)=CC=2)NCCCNICCN(CCI | wigzanie do kodonow
)JCCCCCCNICCN(CCI)CCCNC1=CC=NC2=CC(Cl) | 347,353 GyrB
=CC=C12

1-G04 C12=CC=C(C=CIN=CC=C2N1CCN(CC1)CCCNIC | wigzanie do kodonow
CN(CC1)CCCNICCN(CCI)CCCNICCN(CCI)C1=C | 347, 353 GyrB
C=NC2=CC(Cl)=CC=C12)Cl

1-G06 OC/C=C/C1=CC(0OC)=C(0)C=Cl1 wigzanie do kodonow

347, 353 GyrB

1-G07 C(C1C=CC=CC=1)(CI1C=CC=CC=1)NICCN(CC(O) | wigzanie do kodonow
COC2C=CC(S(=0)(=0)C3C=CC(OCC(O)CN4CCN( | 347,353 GyrB
C(C5=CC=CC=C5)C5=CC=CC=C5)CC4)=CC=3)=C
C=2)CCl1

1-GO8 CI(CN)CC(Cc(co)xcnc wigzanie do kodonow

347,353 GyrB

1-G09 CI(N(CC)N=CC=INC(=0)CIC=CN(C(F)F)N=1)C(= | wiazanie do kodonow
O)NCIC=NN(C)C=1C 347, 353 GyrB

1-G10 N(=0)(=0)C1C(C)=CC=C(C=1)C(=O)NC1=CC=CC | wigzanie do kodonow
=CIC(NCCCNI1C=CN=C1)=0 347, 353 GyrB

1-HO1 C12C3=CC=CC=C3CCC1=C(N=C(SCC(NCCCNI1C= | wigzanie do kodonow
CN=C1)=0)N=2)C(F)(F)F 347,353 GyrB

1-HO02 N1(C=NC2C(=NC=NCI1=2)NC(C1=CC=CC=C1)=0) | wigzanie do kodonow

C1CC(C(CO)01)OP(=0)(0C1=CC=C(C=C1)C)OCC
1C(OP(OCCCHN)(=0)OC2=CC=C(C=C2)C1)CC(O1)
N1C=CC(=NC1=0)NC(C1=CC=CC=C1)=0

347,353 GyrB
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1-HO3

NI(CC(O)CN(CCO)CCO)C2=CC=CC=C2C2C=CC=
CC1=2

wigzanie do kodonow

347,353 GyrB

1-HO4 C(=O)(NC(CC(N)=0)C(=O)NC(CO)C(=O)NC(CCIC | wigzanie do kodonow
=CC(=CC=1)0OCCI1C=CC=CC=1)C(N)=0)C(C(C)0O) | 347,353 GyrB
NC(=0)OC(C)(O)C

1-HOS N1(C)C(SCC(=O)N2CCN(CC2)C)y=NN=CICC(=O)N | wigzanie do kodonoéw
cl1c=Cc=Cc=1 347, 353 GyrB

1-H06 C1(0C2=C(C=C(C=C2)CC)N=1)C1=CC(=CC=C10) | wigzanie do kodonow
NC(COC1C=CC(=CC=1)N(=0)=0)=0 347, 353 GyrB

1-HO7 N1(C2=CC=C(C=C2)CC)C(=0)C(CCI=0)NCCC1=C | wigzanie do kodonow
NC2C=CC(C)=CC1=2 347, 353 GyrB

1-HO8 N1(C2=CC=C(C=C2)C(C)=0)C(=0)C(CCI=0O)NCC | wigzanie do kodonoéw
CI1C2C=CC=CC=2NC=1 347, 353 GyrB

1-H09 N1(C2=CC(C)=CC(C)=C2)C(=0)C(CCI=0O)NCCC1 | wigzanie do kodonoéw
C2C=CC=CC=2NC=1 347, 353 GyrB

1-H10 NI(CCCN2C=CN=C2)C(=0)C2C(=CC(=CC=2)C(=0 | wiazanie do kodonow
)C2=CC=CC(=C2)N(=0)=0)C1=0 347, 353 GyrB

2-A01 N1(CC)C2C=CC=CC=2C2C=CC(=CC1=2)NC(CSC1 | wigzanie do kodonow
NC2=C(C=C(C=C2)CI)N=1)=0 347,353 GyrB

2-A02 N1(C(C)C(=O)NNC(=S)NC2C=CC(=CC=2)CI)N=C( | wigzanie do kodonow
C(N(=0)=0)=CI1C)C 347, 353 GyrB

2-A03 C1(C(F)(F)F)C=C(N(CCCNC(=0)C2=CC=C(COC3= | wigzanie do kodonow
C(F)C(F)=C(C(F)=C3F)F)O2)N=1)CICCl1 347, 353 GyrB

2-A04 N1(C(=0)C=CC(C2C=CC=CC=2)=N1)C(C)C(=O)N | wigzanie do kodonow
CI1C=CC(=CC=1)C(C)=0O 347,353 GyrB

2-A05 CI(N(C)C)NC2C(=C(N)N=CN=2)N=1 wigzanie do kodonow

347,353 GyrB
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2-A06 CI(C(C)=CC2=C(C(C=NCCCN3CCOCC3)=C(C(O)= | wigzanie do kodonow
C2C(C)C)0)C=10)C1C(C)=CC2=C(C(C=NCCCN3C | 347, 353 GyrB
COCC3)=C(C(0)=C2C(C)C)O)C=10

2-A07 NI1C(NC)=NC2=C(N=CN=C21)N wigzanie do kodondéw

347, 353 GyrB

2-A08 NICEO)[C@]([HN(CC(C)C)NC(=O)[C@@]([H])(C | wigzanie do kodondéw
CN)NC(=0)[C@@](H)(CCNC(=0)[C@@](IHD(C( | 347,353 GyrB
C)OINCEO)[C@@](HINCCN)NC(=O)[C@@]([H])
(CCN)NC(=0)[C@@]L([HDC(C)ONC(=0)[C@@I([
H])(CCNNC(=0)[C@@](H](C(CYONC(=O)[C@
@]([HD(CCN)NC(CCCCC(C)CC)=0

2-B01 CI(NN=C(C)N=NC2=CC=C3C(=C2)C2C=C(C=CC= | wigzanie do kodonow
2C3=0)N=NC(C)=NNC2=NC3=C(C=CC=C3)N2CC | 347, 353 GyrB
2=CC=CC=C2)=NC2=C(C=CC=C2)NICC1=CC=CC
=Cl1.Cl

2-B02 CI(SCC(NCCCN2CCOCC2)=0)N=C(C2=CC=C(C= | wigzanie do kodonow
C2)F)C=C(N=1)C(F)(F)F 347, 353 GyrB

2-B03 N(=0)(=0)C1=CC(SCC(CO)0O)=CC(NC(CC2C=C(C( | wigzanie do kodonow
=CC=2)Br)=0)=Cl 347,353 GyrB

2-B04 C1(C(F)(F)F)C=C(N(CCCNC(=0)CCS(=0)(=0)C2= | wigzanie do kodonow
CC=C3C(C=CC=C3)=C2)N=1)C1CC1 347, 353 GyrB

1 N1(C2C=CC(=CC=2)0OC)C(=0)C(CCI=0O)NCCCNI | wigzanie do kodonow
CCN(CCHCC 347,353 GyrB

2 NI1(CC)C(=O)C(SCI=NCCN(CC)CC)=CC=CI1SC2= | wigzanie do kodonoéw
C(C=CC=C2)NICC 347, 353 GyrB

3 CI1(SC=CC=INN)C(OC)=0 wigzanie do kodonow

347,353 GyrB
4 CLCLCLCLC(CN)(CN)(CN)CN wigzanie do kodondéw

347, 353 GyrB
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5 [H]CL.C(C1(N)CC2=C(C1)C=CC=C2)O wigzanie do kodonow
347,353 GyrB
6 CCC(CI=C(F)C(Cl)=CC=C1)O wigzanie do kodonow
347,353 GyrB
7 NI(CCCC(N)C1HC(C(O)C)=0 wigzanie do kodonow
347,353 GyrB
8 NI1(CCC2C(=CC=CC=2)C1)CC(O)COCIC=CC=C(C | wigzanie do kodonoéw
NCCC(N)=0)C=1 347,353 GyrB
9 NI=NC(=CN1[C@@H]ICN[C@H](C(NC)=0)C1)C1 | wigzanie do kodondéw
C=CC(=CC=1)CNICC[C@@H](O)C1.ClL.Cl 347,353 GyrB
10 NI1(CCC2C(=CC=CC=2)C1)CC(O)COCIC=CC=C(C | wigzanie do kodonoéw
=1)CN1CCCCC1 347,353 GyrB
11 C(F)(F)(C1C=CC=CC=1)C(N)=0 wigzanie do kodonow
347,353 GyrB
12 CC(N1C(=0)C(N)CC)C wigzanie do kodondéw
347,353 GyrB
13 N1(CCC[C@@]1([H)CEON[C@@]([HN(CC(C)C) | wiazanie do kodonow
C(=O)NCC(N)=0)C(=O)[C@@]([HN(CSCCC(=O)C( | 347,353 GyrB
O/O)YONCEO)[C@I(HDINC(CNC(=0)[C@@]([H]
)(C(C)CC)NC(=0)OC(C)(C)C)=0)CC(N)=0
14 C1(NC(CSC2=NC(C3=CC=CS3)=CC(=N2)C(F)(F)F) | wigzanie do kodonow
=0)SC(=C(CC)C=1C#N)C 347,353 GyrB
15 CCC(C1=C(F)C=C(F)C=C1)O wigzanie do kodonow
347,353 GyrB
16 CCC1=CC=C(C(N)(O)O)C=C1 wigzanie do kodonow
347,353 GyrB
17 CCNC(=O)NCI=CN(C2=CC(=CN=C12)C1=CC=CN | wigzanie do kieszeni

=C1)C1=NC(CCCO)=CC=N1

ATPazowej
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18 CNC1=C2NC3=C(C2=CC(F)=C1)C(=NC(CNC(=0)C | wigzanie do kieszeni
1=CN=CO1)=N3)N1CC[C@H]([NH3+])Cl1 ATPazowej

19 CNC1=C2NC3=C(C2=CC(F)=C1)C(=NC(CNC(=0O)C | wigzanie do kieszeni
1=CN=CO1)=N3)N1CC[C@H]([NH3+])Cl1 ATPazowej

20 C[C@H](NC(=0)C1=CC=C(NC(=0)C2=C(CI)C(Cl) | wigzanie do kieszeni
=C(C)N2)C(OCC[NH3+])=C1)C(O-])=0 ATPazowej

21 CNC1=C2NC3=C(C2=CC(F)=C1)C(=NC(CNC(=0)C | wigzanie do kieszeni
1=CN=CO1)=N3)N1CC[C@@H]([NH3+])C1 ATPazowej

22 CNC1=C2NC3=C(C2=CC(F)=C1)C(=NC(CNC(=0)C | wigzanie do kieszeni
1=CN=CO1)=N3)N1CC[C@@H]([NH3+])C1 ATPazowej

23 CCNC(=O)NCI1=CN2C(C=C(C=C2C2=NC=CC=N2) | wigzanie do kieszeni
C2=CN=CN=C2)=N1 ATPazowej

24 CCNC(=O)NCI=CN(C2=CC(=CN=C12)C1=CC=CN | wigzanie do kieszeni
=C1)CI=NC(CCCC(JO-])=0)=C(C)C=N1 ATPazowej

25 CNI1C2=C(C=CC1=0)C(=NN2)C1=CN=C(S1)C1=C | wigzanie do kieszeni
C=CN=Cl1 ATPazowej

26 CCN1C2=C(C=C(C)C1=0)C(=NN2)C1=CN=C(S1)C | wigzanie do kieszeni
1=CC=CN=Cl ATPazowej

27 CCNC(=O)NCI1=CN(C2=CC(=CN=C12)C1=CC=CN | wigzanie do kieszeni
=C1)C1=NC(CCO)=CC=N1 ATPazowej

28 CCNC(=O)NC1=NC2=CC(C3=CN=CN=C3)=C(0OC) | wigzanie do kieszeni
N=C2S1 ATPazowej

29 CCNC(=O)NCI1=CC(C2=NC(=CS2)C(F)(F)F)=C(C= | wigzanie do kieszeni
N1)C1=CN=CC(=C1)C1=NOC(=O)N1 ATPazowej

30 CNC1=C2NC3=C(C2=CC(F)=C1)C(=NC(CNC(=0)C | wigzanie do kieszeni

1=COC=N1)=N3)N1CC[C@H]([NH3+])C1

ATPazowe;j
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31 C=CCNI1C2=C(C=CC1=0)C(=NN2)CI1=CN=C(S1)C | wiazanie do kieszeni
1=CC=CN=C1 ATPazowej

32 CCNC(=O)NC1=CN(C2=CC(=C[NH+]=C12)C1=CC | wigzanie do kieszeni
=CN=C1)C1=NC(CCCO)=CC=N1 ATPazowej

33 CCNC(=O)NC1=CN(C2=CC(=C[NH+]=C12)C1=CC | wigzanie do kieszeni
=CN=C1)C1=NC(CCO)=CC=N1 ATPazowej

34 CCNC(=O)NC1=CC(C2=NC(=CS2)C(F)(F)F)=C(C= | wiazanie do kieszeni
N1)C1=CN=CC(=C1)C(\\N)=N\O ATPazowej

35 CCNC(=O)NC1=NC2=CC(=C(OC[C@H]3CCOC3)N | wiazanie do kieszeni
=C2S1)C1=CN=CC(OCC[NH+](C)C)=Cl1 ATPazowej

36 CCNC(=O)NC1=NC2=C(S1)N(C(C)C)C(=0)C(=C2) | wiazanie do kieszeni
C1=CN2N=CN=C2C=C1 ATPazowej

37 CCNC(=0)C1=CC2=C(N3C=CC(=N3)C(F)(F)F)C(= | wigzanie do kieszeni
CN=C2N1)C1=CN=CC(=C1)C(=O)NC ATPazowej

38 CCNC(=O)NC1=NC2=CC(=C(OC[C@@H]3CCOC3 | wigzanie do kieszeni
)N=C2S1)C1=CN=CC(OCCN(C)C)=Cl ATPazowej

39 CCNC(=O)NC1=NC2=CC(=C(NC[C@H]3CCOC3)N | wigzanie do kieszeni
=C2S1)C1=CC=CN=C1 ATPazowej

40 CCNC(=O)NC1=NC2=CC(=C(NC[C@@H]3CCOC3 | wigzanie do kieszeni
)N=C2S1)C1=CC=CN=Cl1 ATPazowej

41 CCNC(=O)NCI1=NC=C(C(=O)NC2=CC=CN=C2)C( | wigzanie do kieszeni
NC2=CC=C(0)C=C2)=Cl1 ATPazowej

42 CNC1=C2NC3=C(C2=CC(F)=C1)C(=NC(CNC(=0)C | wiagzanie do kieszeni
1=CN=CO1)=[NH+]3)N1CC[C@H]([NH3+])C1 ATPazowej

43 CCNC(=O)NCI1=NC2=CC(=C(OC[C@H]3CCOC3)N | wiagzanie do kieszeni

=C2S1)C1=CN=CC(OCCN(C)C)=C1

ATPazowe;j
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44 C[C@H](NC(=0)C1=CC=C(NC(=0)C2=C(CI)C(Cl) | wigzanie do kieszeni
=C(C)N2)C(OCC[NH3+])=C1)C1=NNC(=0)01 ATPazowej

45 CNC1=C2NC3=C(C2=CC(F)=C1)C(=NC(CNC(=0O)C | wigzanie do kieszeni
1=COC=N1)=[NH+]3)N1CC[C@@H]([NH3+])C1 ATPazowej

46 C[C@H](NC(=0)C1=CC=C(NC(=0)C2=C(CI)C(Cl) | wigzanie do kieszeni
=C(C)N2)C(OCCN)=C1)C([O-])=0 ATPazowej

47 CNC1=C2NC3=C(C2=CC(F)=C1)C(=NC(CNC(=0)C | wigzanie do kieszeni
1=CN=CO1)=[NH+]3)N1CC[C@@H]([NH3+])C1 ATPazowej

48 CNC1=C2NC3=C(C2=CC(F)=C1)C(=NC(CNC(=0)C | wigzanie do kieszeni
1=COC=N1)=[NH+]3)N1CC[C@H]([NH3+])C1 ATPazowej

49 CCNC(=O)NC1=NC=C(C(=O)NC2=CC=CN=C2)C( | wigzanie do kieszeni
NC2=CC=C(0C)C=C20C)=C1 ATPazowej

50 CCNC(=O)NCI1=NC2=CC(=C(OC[C@@H]3CCOC3 | wigzanie do kieszeni
)N=C2S1)C1=CC(=O)N(CC[NH+](C)C)C=C1 ATPazowej

51 CCNC(=O)NCI=NC2=C(S1)N(CC(F)F)C(=0)C(=C2 | wigzanie do kieszeni
)C1=CN=CC=Cl1 ATPazowej

52 CCNC(=O)NCI=CN2C(C=C(C=C2C2=NC=C(C)C= | wigzanie do kieszeni
N2)C2=CC=CN=C2)=N1 ATPazowej

53 CCNC(=O)NC1=NC2=CC(=C(NC3CCOCC3)N=C2S | wigzanie do kieszeni
1)C1=CC=CN=C1 ATPazowej

54 CCNC(=O)NCI=CN2C(C=C(C=C2C2=NC=C(F)C= | wigzanie do kieszeni
N2)C2=CC=CN=C2)=N1 ATPazowej

55 CCNC(=O)NCI=CN2C(C=C(C=C2C2=NC(=CC=N2) | wigzanie do kieszeni
C(=0)0C)C2=CC=CN=C2)=N1 ATPazowej

56 CCNC(=O)NCI1=NC2=CC(=C(OC[C@@H]3CCOC3 | wigzanie do kieszeni

)N=C2S1)C1=CC(=0)N(CCN(C)C)C=C1

ATPazowej
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57 CCNC(=O)NCI=NC2=CC(=C(OC[C@H]3CCOC3)N | wigzanie do kieszeni
=C2S1)C1=CC(=O)N(CC[NH+](C)C)C=Cl1 ATPazowej

58 CCCN1C2=C(C=CC1=0)C(=NN2)CI=CN=C(S1)C1 | wigzanie do kieszeni
=CC=C(N=CI1)N(O)C ATPazowej

59 CCNC(=O)NCI=NC2=CC(=C(OC[C@H]3CCOC3)N | wigzanie do kieszeni
=C2S1)C1=CC(=O)N(CCN(C)C)C=Cl1 ATPazowej

60 CC(C)OCI=CC(=CC=CINC(=0)CI=C(CHC(Cl)=C( | wigzanie do kieszeni
CND)C(=O)N[C@@H](C)C1=NNC(=0)01 ATPazowej

61 CCCC1=CC=CC2=CINN=C2C1=CN=C(S1)C1=CC= | wigzanie do kieszeni
C(CC(JO-])=0O)N=C1 ATPazowej

62 CCN1C2=C(C=CC1=0)C(=NN2)C1=CN=C(S1)Cl= | wigzanie do kieszeni
CC=CN=Cl ATPazowej

63 CCNC(=O)NCI=NC2=C(S1)N(C(C)C)C(=O)C(=C2) | wigzanie do kieszeni
C1=CC2=NC=NN2C=C1 ATPazowej

64 CCNC(=O)NCI1=CN2C(C=C(C=C2C2=NC=C(C)C= | wigzanie do kieszeni
N2)C2=CC(=O)N(CC)C=C2)=N1 ATPazowej

65 CCNC(=O)NCI=NC2=CC(=C(OC[C@@H]3CCOC3 | wigzanie do kieszeni
)N=C2S1)C1=CC(=O)N(C)C(=C1)C(C)C ATPazowej

66 CCNC(=O)NC1=NC2=CC(=C(OC[C@H]3CCOC3)N | wigzanie do kieszeni
=C2S1)C1=CC(=O)N(C)C(=C1)C(C)C ATPazowej

67 N#Cclenee(cl)c2neces?2 przeglad literaturowy

68 O=C(C1=NC=C(C2=NC=CS2)C=C1)0C przeglad literaturowy

69 COC(=0)clccc(enl)c2=nc=c(Br)s2 przeglad literaturowy

70 CCCclee2n(nec2ce(cl))C3CCOC(C3) przeglad literaturowy

71 CCCclce2[nH]nc(I)c2cl przeglad literaturowy

72 clee2n(ne([Sn](C)(C)C)e2c(c1)CCC)CICCOC(CI) przeglad literaturowy
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73 0O=C(O)clce(cenl)c2ne(c(s2)c3cdcceend[nH]e3)CCC | przeglad literaturowy

74 CCclncne2n(cen(c12)S3c4nceec4n3)NSCCC[C@H](N | przeglad literaturowy
)C5

75 CICN(C[C@H]IN)C2=NC(=NC3=C2C4=CC=CC=C | przeglad literaturowy
4N3)SC5=CC6=NC=CN=CO6N=C5

76 CC1=NC=C(C=N1)OC2=NC3=C(C4=C(N3)C(=CC(= | przeglad literaturowy
C4)F)NC)C(=N2)NSC[C@H]6CCN[C@H]6C5

77 CC1=NC=C(C=N1)OC2=NC3=C(C4=C(N3)C(=CC(= | przeglad literaturowy
C4)F)NC)C(=EN2))NSC[C@@H]6[C@@H](C[C@@]6
(C5C)N

1-E05 C1=CC=C(C=C1)C2=NC=C(S2)C3=CC=NN3 przeglad literaturowy

78 CN1C=CC(=N1)C2=CN=CS2 przeglad literaturowy

Tabela S4. Zwiagzki wybrane na podstawie wytrenowanego modelu sztucznej inteligencji.

Zakupiono zwiazki o numerach 1-8.

Wartosé
numer ICso
SMILES predykcji
zwiazku [nM]
regresra
CCOC(=0)clenc2cec(OC)ec2cINclece(N2CCN(
1 <50000 0,75
C)CC2)ccl
COclcec(NC(=O)N2CCN(c3nsc4cceee34)CC2)e
2 (NC=0) ( ) el <20000 0,5
0OC)cl
O=C(CCC(=O)N1CCN(c2nsc3cccec23)CCI)Nel
3 <50000 0,75
cceecl
COclcec(NC(=0O)CCC(=O)N2CCN(c3nscdccecece
4 (NC=0) =0) ( <20000 0,5
34)CC2)ccl
O=C(CCC(=O)N1CCN(c2nsc3cceec23)CCI)NCe
5 <50000 0,75
lceeecl
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CO[C@@H][C@@H](O)[C@@H](O)[C@H](

6 Oc2ccc3c(0O)c(NC(=0)cdccc(0)c(CC=C(C)C)c4) | <20000 0,5
¢(=0)oc3c2C)OCI(O)C
COclce(NC(=O)N2CCN(c3nscdcecec34)CC2)ec(

7 <20000 0,5
0C)c10C
Cclee(C)nc(CNC(=O)N2CCN(c3nscdceccec34)C

8 <20000 0,5
C2)nl
COclcee2ne(Cne(N3CCC(NC(=O)Ncdccc(F)ecs

9 (CnetN (NCE0) ® <50000 0,75
)CC3)c2cl
COC(=0)clcec2ec(NC(=O)N3CCCN(cdcee(0OC)c

10 <50000 0,75
c4)CC3)ccc2ol
COclcee2ne(C)ne(N3CCC(NC(=O)Ncdcceeed)C

11 (Cne(N (NCE0) ) <50000 0,75
C3)c2cl
Cclee(C(=O)N2CCC(NC(=O)Nc3ccce(F)ee3)CC2

12 (CE0) (NCE0) (Fec3) <50000 0,75
)c2ceeec2nl
COclcee2ne(C)ec(N3CCC(C(=0O)Ncdcceeed)CC

13 (CecN (€O ) <50000 0,75
3)c2cl
COclcee2ne(C)ec(C(=O)N3CC[C@H](NC(=O)N

” (C)ee(C(=0) [C@H](NC(=0) 250000 0.75
cdcec(F)ecd)C3)c2cl
COclcee2ne(C)ec(C(=O)N3CC[C H]J(NC(=0O

s (C)ee(C(=0) [C@@H](NC( £50000 0.75
)Nc4ccec(F)ced4)C3)c2cel
COclcee2ne(C)ne(N3CC[C H](NC(=O)Nc4c

16 (Cne(N [C@@RINCE0) <50000 0,75
cc(F)cc4)C3)c2cl
COclcee2ne(Cne(N3CC[C@H](NC(=O)Nc4éccc

17 (Cone( [C@RINCEO) ( <50000 0,75
F)cc4)C3)c2cl
COclcee2nc(C)ec(C(=O)N3CCC(NC(=O)Nc4cce

18 <50000 0,75
cc4)CC3)c2cl
CO[C@@H]1[C@H](OC(N)=0)[C@H](0)[C@

H](Oc2ccc3c(=0)[c-

19 @HI( ol <20000 0,5
J(NC(=0)c4cce(0)c(CC=C(C)C)c4)c(=0)oc3c2C
)YOCI(C)C
CO[C H]1[C@H](OC(N)=0)[C H](O)[C

20 [C@@H]1[C@H](OC(N)=0)[C@@H](O)[ ©20000 0.5

@H](Oc2ccc3c(=0)|c-
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J(NC(=0)c4ccc(0)e(CC=C(C)C)cd)c(=0)oc3c2C
)OC1(C)C

21

CO[C@@H]1[C@H](OC(N)=0)[C@H](O)[C@
H](Oc2ccc3ce(=0)|c-
J(INC(=0)c4ccc(O)c(CC=C(C)C)c4)c(=0)oc3c2C
)OC1(C)C

<20000

0,5

22

CO[C@@H]1[C@H](OC(N)=0)[C@@H](0)[C
@@H](Oc2ccc3e(=0)[c-
J(INC(=0)c4ccc(O)c(CC=C(C)C)c4)c(=0)oc3c2C
)OC1(C)C

<20000

0,5

23

CO[C@@H][C@@H](OC(=0)c2ccc(C)[nH]2)[
C@@H](0O)[C@H](Oc2ccc3c(O)c(NC(=0)cdccce(
O)c(CC=C(C)C)c4)c(=0)oc3c2CHOCI(C)C

<20000

0,5

24

CO[C@@H]1[C@H](OC(=0)c2ccc(C)[nH]2)[C
@@H](0O)[C@H](Oc2ccc3c(O)e(NC(=0)cdeece(
0)c(CC=C(C)C)c4)c(=0)oc3c2Cl)OCI1(C)C

<20000

0,5

25

CO[C@@H]1[C@H](OC(=0)c2ccc(C)[nH]2)[C
@H](O)[C@H](Oc2cce3c(O)c(NC(=0)cdceec(O)c
(CC=C(C)C)c4)c(=0)oc3c2CHOCI(C)C

<20000

0,5

26

CO[C@@H][C@@H](OC(=0)c2ccc(C)[nH]2)[
C@H](0O)[C@H](Oc2ccc3c(O)c(NC(=O)cdcec(O
)c(CC=C(C)C)c4)c(=0)oc3c2ClOCI(C)C

<20000

0,5

27

CO[C@II(O)[C@H](OC(=N)O)[C@@H](O)[C
@@H](Oc2cce3c(O)c(NC(=0)c4cec(0)c(CC=C(
C)C)c4)c(=0)oc3c2C)OCI(C)C

<20000

0,5

28

CO[C@]1(O)[C@H](OC(=N)O)[C@@H](O)[C
@H](Oc2ccc3c(O)c(NC(=0)cdcec(O)c(CC=C(C)
C)c4)c(=0)oc3c2C)O0C1(C)C

<20000

0,5

29

CO[C@]1(O)[C@H](OC(=N)0)[C@H](0)[C@
@H](Oc2ccc3c(O)c(NC(=0)cdcec(O)c(CC=C(C)
C)c4)c(=0)oc3c2C)OC1(O)C

<20000

0,5
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CO[C@II(O)[C@H](OC(=N)O)[C@H](0)[C@H

30 1(Oc2ccc3¢(0)c(NC(=0)cdcec(0)c(CC=C(C)C)c | <20000 0,5
4)c(=0)oc3c2C)OC1(O)C
COC(=0)clcc2ec(NC(=O)N3CCN(c4cee(IN+](=

31 (=0) (NC(=0) ( (IN+]( 250000 0.75
0)[0O-])cc4)CC3)cccol
COclcec(OC)c(NC(=O)N2CCN(c3nscdceccec34)

32 <20000 0,5

CC2)cl
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