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Wedlug doniesien Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), Mycobacterium tuberculosis
(pratek gruzlicy) — drobnoustrdj atakujacy cztowieka i czynnik etiologiczny gruzlicy, w 2017 roku
pozbawit zycia okoto 1,5min ludzi na $wiecie. Obecnie prawie 2 mld ludzi na $§wiecie jest zakazone
pratkiem gruzlicy a patogen ten jest uwazany za jedno z najbardziej niebezpiecznych zagrozen
pochodzenia bakteryjnego, dla globalnego systemu ochrony zdrowia. Leczenie gruzlicy wymaga
podawania czterech lub pigciu antybiotykow przeciwpratkowych przez wiele miesigcy. Niepokojace
jest coraz czestsze pojawianie si¢ szczepow gruzlicy opornej na stosowane leki lub wielolekooporne;.

Przerwanie cigglosci pojedynczej lub obu nici podwdjnej helisy DNA moze by¢ $miertelne dla
mikroorganizmu, moze bowiem skutkowa¢ mutacjami, czy fragmentacja genomu, a przez to
doprowadzi¢ do catkowitej utraty zywotno$ci. Pratki wyksztalcily szereg mechanizméw naprawczych
co ma zwiazek z patogeneza. W trakcie infekcji, mykobakterie bytuja w ludzkich aktywowanych
makrofagach, ktére produkujg istotne ilosci reaktywnych form tlenu i azotu, powodujgcych
uszkodzenia DNA takie jak utlenianie guaniny czy deaminacja zasad azotowych. Pratki przezywaja a
nawet sg w stanie intensywnie si¢ namnaza¢ wewnatrz makrofagow dzigki wielu mechanizmom
obronnym oraz czynnikom wirulencji. Bakterie te posiadajag migdzy innymi réznorodne szlaki napraw
DNA, z charakterystycznie rozbudowanym systemem napraw uszkodzonych zasad azotowych (z ang.
base excision repair, BER) i co najmniej trzy szlaki napraw pekniec¢ obu nici DNA.

Najnowsze doniesienia w renomowanych czasopismach naukowych ujawnity istnienie u
pratkdw nieopisanych dotad mechanizméw naprawy DNA. Kierownik projektu uczestniczyt w
odkryciu systemu napraw zle sparowanych nukleotydow u mykobakterii, dzialajacego z udziatem
nukleazy NucS, podobnej do enzymow archeonéw [Castaneda-Garcia et al. Nat Com, 2017] oraz w
opisaniu szlaku napraw BER, dzialajagcego z udziatem acheo-eukariotycznej prymazy-polimerazy
Prim-PolC, aktywnej podczas stacjonarnej fazy wzrostu bakterii [Plocinski et al. Nat Com, 2017].

Proponowane badania zostaty zaprojektowane w celu doktadnego zbadania mechanizméw
napraw pgknie¢ podwdjnej helisy DNA, jak rowniez pegknigé pojedynczej nici DNA, czy braku
pojedynczego nukleotydu, na modelach mykobakteryjnych. Pierwszym celem projektu jest
udokumentowanie aktywno$ci mechanizméw napraw peknieg¢ DNA w fazie wzrostu
logarytmicznego i stacjonarnego, oraz zrozumienie w jaki sposob nastepuje wybor konkretnej
Sciezki naprawy. Projekt zaklada odkrycie i opisanie nowych, dotad niezbadanych czynnikéw
napraw DNA bioracych udzial w rozpoznawaniu uszkodzen, zidentyfikowanych na podstawie
wezesSniejszych badan wlasnych. Planowane eksperymenty zakladaja wykorzystanie szeregu technik
mikrobiologii, biochemii i biologii molekularnej. W ramach projektu zostang przeprowadzone badania
proteomiczne, migdzy innymi identyfikacja oddziatywan biatko-DNA i biatko-biatko z
wykorzystaniem spektrometrii mas. Poniewaz naprawy DNA aktywne w stacjonarnej fazie wzrostu
bakterii wprowadzaja do DNA rybonukleotydy, same w sobie stanowia elementy niestabilno$ci
genetycznej i docelowo wymagaja dalszej naprawy. Taka aktywno$cig charakteryzuje si¢ system
wycinania rybonukelotydéw, jak dotad nie opisany u mykobakterii. Drugim celem projektu jest
zbadanie i opisanie mechanizméw wycinania fragmentéw z wbudowanymi rybonukleotydami w
celu odzyskania pelnej integralnosci genomu pratkow kwasoopornych. Sekwencjonowanie nowej
generacji (technologia Nanopore i Illumina) DNA izolowanego ze szczepoéw mykobakterii poddanych
dziataniu genotoksycznych czynnikéw utleniajacych pozwoli na zbadanie proceséw wprowadzania
rybonukleotyow do genomu i umozliwi $ledzenie napraw peknie¢ nici DNA w czasie rzeczywistym.

Projekt zaktada intensywne badania nad mechanizmami napraw pgknigé DNA, ktore z zasady
sg konserwowane ewolucyjnie u bakterii i eukariontow. Z tego wzgledu, otrzymane wyniki pozwola
lepiej zrozumie¢ analogiczne mechanizmy u ludzi, zwigzane z nowotworzeniem, starzeniem si¢ oraz
wieloma innymi zagadnieniami. Ponadto, znalezienie unikalnych aktywnosci lub procesow
naprawczych moze przyczyni¢ si¢ do zaprojektowania nowatorskich terapii przeciwpratkowych.



