Nr rejestracyjny: 2017/25/B/NZ7/01290; Kierownik projektu: prof. dr hab. Jarostaw Dziadek

Mimo intensywnych prac badawczych oraz dedykowanych programow WHO gruzlica pozostaje
jednym z najwazniejszych wyzwan epidemiologicznych XXI wieku wérdd chorob infekcyjnych. Wg
raportu WHO co roku z powodu gruzlicy umiera okoto 1,5 miln ludzi a okoto 9,6 min 0sob ulega
zakazeniu. Gruzlica lekowrazliwa (powstajaca w wyniku zakazeni pratkami wrazliwymi na podstawowe
tuberkulostatyki) jest choroba w pelni uleczalng, cho¢ eradykacja pratkow wymaga az
sze$ciomiesigcznego procesu leczenia i konieczno$ci codziennego przyjmowania ,,koktajlu”
poczatkowo czterech (2 miesigce) a nastepnie 2 lekow. Narastajagcym problemem epidemiologicznym i
wyzwaniem dla stuzby zdrowia na catym $wiecie sg pratki leko- i wielolekooporne, ktorych eradykacja
wymaga nawet dwuletniej terapii, jest bardzo kosztowna i w ponad 50% przypadkéw konczy sig¢
niepowodzeniem. Leczenie gruzlicy, nawet lekowrazliwej, jest skomplikowane ze wzgledu na charakter
pratkow: powolny wzrost, tatwos$¢ rozwoju lekoopornosci oraz zdolno$¢ do przezywania w stanie
latencji. Mykobakterie, w tym pratki gruzlicy, s3a naturalnie oporne na wiele antybiotykow, co
spowodowane jest wysoka hydrofobowoscig $ciany komoérkowej dziatajacej jako skuteczna bariera
przepuszczalno$ci. Ponadto pratki maja tatwo$¢ nabywania opornosci na leki poprzez akumulacje
mutacji w genach kodujacych ich miejsca docelowe (np. opornos¢ na rifampicyne warunkowana
punktowymi mutacjami w genie kodujacym podjednostke [ polimerazy RNA, opornos$¢ na
streptomycyng wynikajaca z akumulacji mutacji w genach kodujacych rybosomalne RNA lub biatko)
badz kodujacych enzymy niezb¢dne dla wewnatrzkomorkowej aktywacji proleku (np. izoniazyd do
aktywacji wymaga mykobakteryjnego enzymu o aktywnosci katalazy/peroksydazy). Oporno$é
wielolekowa jest warunkowana poprzez akumulacje mutacji odpowiedzialnych za oporno$¢ na
pojedyncze leki. Obecnie stosowane leki przeciwgruzlicze sa inhibitorami zaledwie kilka niezbgdnych
dla pratkow procesow komorkowych takich jak synteza elementow $ciany komorkowej (np. izoniazyd,
pirazynamid, etambutol), transkrypcja (rifampicyna), translacja (streptomycyna, kanamycyna). Dlatego
tez ogromnym wyzwaniem wspotczesnej farmakologii jest nie tylko zwigkszenie puli dostgpnych w
leczeniu gruzlicy lekow ale takze identyfikacja aktywnych biologicznie substancji zdolnych do
interakcji z innymi, niezbednymi dla mykobakterii procesami komoérkowymi.

Wybdr optymalnego miejsca docelowego dla potencjalnych lekéw wymaga przeprowadzenia
wielokierunkowych badan pozwalajacych na eksperymentalng oceng efektu obnizenia jego st¢zenia na
metabolizm pratkéw poprzez analizy zdolnosci do wzrostu, badania transkryptomiczne i/lub
proteomiczne, a takze okreslenie funkcji badanej tarczy molekularnej w metabolizmie bakterii.

Taka szczegotowa molekularna charakterystyka enzymow metabolizmu RNA (PAP Ii PNP) jako
potencjalnych miejsc docelowych dla nowych lekéw przeciwgruzliczych jest celem niniejszego
projektu.

Realizacja projektu pozwoli na okreslenie minimalnego, pozwalajgcego na wzrost pratkow gruzlicy,
stezenia wybranych enzyméw metabolizmu RNA, PAP I oraz PNP. Zbadanie wrazliwosci obu
enzymoOw na znane i potencjalne inhibitory polimeraz DNA i RNA. Okreslenie minimalnego st¢zenia
inhibitorow PAP I i/lub PNP hamujacego wzrost pratkow gruzlicy z fizjologicznym oraz obnizonym
poziomem badanych enzymoéw. Rola poliadenylacji mRNA w adaptacji pratkéw gruzlicy do
okreslonych warunkow srodowiska, w tym wewnatrzkomoérkowego $rodowiska ludzkich makrofagow,
zostanie oceniona na poziomie globalnej analizy transkryptomu szczepdéw z obnizonym lub
podwyzszonym poziomem badanych biatek, rosnacych w okreslonych warunkach §rodowiska, w tym
po wzbogaceniu frakcji mRNAs zawierajacych sekwencje poli(A). Zbadana zostanie wrazliwos¢
mykobakterii charakteryzujacych si¢ obnizonym poziomem PAP I i/lub PNP na szereg czynnikow
uszkadzajagcych DNA. Poprzez przygotowanie biatek fuzyjnych, wspoétoczyszczanie kompleksow
biatkowych i ich identyfikacj¢ metodg spektrometrii mas, scharakteryzowane zostang biatka wigzace
PAP | i/lub PNP w pratkach gruzlicy, ze szczegélnym zwrdoceniem uwagi na biatka napraw DNA.
Zbadana zostanie zdolno$¢ wigzania biatek PAP I i/lub PNP do biblioteki jedno i dwuniciowych
substratow DNA, rowniez w obecnosci bialek partnerskich, oraz zbadana zostanie aktywno$¢ ww.
enzymow z zastosowaniem réznorodnych matryc DNA, RNA i RNA/DNA. Zidentyfikowane biatka
partnerskie, matryce DNA i RNA oraz aktywnosci enzymatyczne pozwolg na zrekonstruowanie procesu
naprawy DNA w warunkach in vitro z udzialem PAP I i/lub PNP.



