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Badanie skoordynowanej regulacji ilosci lipopolisacharydéw (LPS) i fosfolipidéw przez niezbedne
bialka skladania LPS LapB/LapC oraz przez udzial nowej tioesterazy

Najbardziej definiujacg i wyrdzniajacg cecha bakterii Gram-ujemnych, takich jak Escherichia coli, jest
obecno$¢ asymetrycznej btony zewnetrznej (OM), ktora jest niezbedna dla ich zywotnosci. Asymetria ta
wynika z wystepowania lipopolisacharydu (LPS) w zewnetrznej warstwie OM i fosfolipidow w czgsci
wewnetrznej. LPS nalezy do najwazniejszych czynnikéw wirulencji bakterii chorobotworczych i jest
przyczyng sepsy bakteryjnej. Na calym $wiecie sepsa jest jedng z gtdéwnych przyczyn $miertelnosci, z ponad
1500 zgonow dziennie. LPS pokrywa blisko 70% powierzchni komorki, a jego synteza i translokacja do OM
wymaga ponad 50 gendow, z ktorych okoto 30 jest niezbednych do zycia, stanowiac 10% wszystkich
koniecznych do zycia genow u E. coli. Poniewaz wiele z nich jest kluczowych i1 unikalnych dla bakterii, sa
one atrakcyjnymi celami do odkrywania nowych antybiotykow i szczepionek. Aby u bakterii wystgpowat
zrownowazony wzrost, musi istnie¢ $cista rOwnowaga miedzy fosfolipidami a LPS, posiadajgcymi wspolny
prekursor metaboliczny. Jakiekolwiek zaburzenie stosunku ilosci LPS do fosfolipidow powoduje $mierc
bakterii. Omawiana rOwnowaga jest osiggana poprzez regulacje ilosci biatka LpxC, ktore katalizuje pierwszy
nicodwracalny etap biosyntezy LPS, oraz przez enzym FabZ, ktory inicjuje synteze fosfolipidow. LpxC jest
niestabilnym biatkiem, ktdrego stabilno$¢ jest kontrolowana przez wiele czynnikow. W ciggu ostatnich kilku
lat wykazali$my, ze biatlka FtsH i LapB posrednicza w proteolizie LpxC, a nowo odkryte, niezbgdne do zycia
biatko LapC hamuje aktywno$¢ LapB i zapobiega niepozgdanemu usuwaniu LpxC. Poniewaz nie wiadomo,
w jaki sposob jest regulowana aktywno$¢ LapB i LapC w odpowiedzi na zapotrzebowanie na LPS i ktore
aminokwasy w LapB i LapC posrednicza w interakcji z LPS, aspekty te sa przedmiotem badan niniejszego
projektu. LPS szczepu dzikiego E. coli zawiera wysoce konserwowalny heksaacylowany lipid A, bedacy
fundamentalng endotoksyna, rozpoznawany przez kluczowy i niezb¢dny do zycia transporter LPS - MsbA
odpowiedzialny za translokacj¢ LPS przez btong wewnetrzng (IM). Nasze ostatnie badania wykazaty, ze gdy
bakterie syntetyzujag LPS z niedoacylowanym lipidem A, to wymagaja kardiolipiny dla swojej zywotnosci.
Podobnie jest w przypadku braku biatka LapD Iub gdy LapC jest niefunkcjonalne. Wtedy rowniez synteza
kardiolipiny jest niezb¢dna, aczkolwiek molekularne podstawy tego wymagania nie sg poznane. Aby wyjasnic¢
kluczowe, nieznane elementy, zastosowalismy kilka strategii. Po pierwsze, zostata zainicjowana mutageneza
LapB i LapC, a zmutowane biatka, ktére prawdopodobnie utracity zdolno$¢ do oddziatywania, na podstawie
doswiadczen typu ,,pull-down”, sugeruja, ze transmembranowe zakotwiczenia biatka LapC oraz N-koncowy,
membranowy region LapB posrednicza w ich oddzialywaniach. Planujemy kontynuowaé¢ powyzsze badnia
i zidentyfikowaé specyficzne aminokwasy, ktore sg niezbedne do wigzania LPS oraz do oddzialywan biatko-
biatko. W tym celu zostang zmierzone powinowactwa wigzania i ich wptyw na proteoliz¢ LpxC. Aby jeszcze
bardziej poszerzy¢ nasza wiedzg na temat regulacji LpxC 1 tego, jak bakterie utrzymujg symetric OM,
wykorzystano to, ze szczepy z defektywnym LapC maja powazne zaburzenia w strukturze LPS i zwigzane
z tym nieprawidlowos$ci we wzro$cie oraz to, ze szczepy jednoczesnie pozbawione syntazy kardiolipiny oraz
ostatniego enzymu, ktéry wytwarza heksaacylowany lipid A, wykazuja warunkowo letalny fenotyp,
i wyizolowano supresory, ktdre przezwycigzaja powyzsza letalno$¢. Wstepne wyniki naszych badan
zidentyfikowaty jeszcze jedno, nowe biatko TesD o przewidywanej aktywnosci tioesterazy. Na podstawie
wprowadzajacych do$wiadczen biochemicznych stwierdzono, ze TesD oddziatuje z kilkoma enzymami
zaangazowanymi w synteze LPS i fosfolipidow, w tym z centralnym bialkowym no$nikiem grup acylowych.
Wobec powyzszego proponowane w projekcie doswiadczenia beda okreslac ilosSciowo wcezesniej wymienione
oddziatywania, a takze zbadaja, w jaki sposob nieobecnos¢, jak rowniez nadprodukcja TesD wplywaja na
stabilno$¢ LpxC oraz na sktad LPS. Ponadto chcemy ustali¢, czy TesD jest selektywne w stosunku do
konkretnej dlugosci tancucha acylowego kwaséw thuszczowych, co moze wplywac na rdwnowage migdzy
nasyconymi a nienasyconymi kwasami thuszczowymi i tym samym zmienia¢ stabilno§¢ LpxC. Supresory
przywracajace wzrost bakterii, ktore posiadaja defektywne biatko LapC, zostang wyizolowane i przetestowane
celem stwierdzenia, czy przezwyci¢za nieprawidtowosci w asymetrii 1 przepuszczalnosci OM. Beda
przeprowadzone eksperymenty w celu ustalenia czy wspomniana nadekspresja zapobiega nadmiernej
degradacji LpxC w mutantach lapC czy tez dziata jako induktor do sygnatu stabilizacji LpxC. Wszystkie
powyzej opisane doswiadczenia naukowe pozwolg zidentyfikowaé nowe, regulacyjne kontrole biosyntezy
LPS i fosfolipidow. Ponadto peptydy oparte na sekwencji biatek LapB i LapC moga w przysztosci stuzy¢ jako
nowe $rodki przeciwdrobnoustrojowe. Inhibitory LpxC, takie jak CHIR090, sg juz znanymi, nowymi
antybiotykami, a peptyd z LapC wykazat si¢ rowniez skutecznoscig przeciwko okreslonym bakteriom, stad
nasze badania beda mialy szersze znaczenie.



