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Synteza witaminy Bi2 u mykobakterii

STRESZCZENIE

Gruzlica jest chorobg zakazng wywotywang przez pratki Mycobacterium tuberculosis.
Kazdego roku ok. 1,5min ludzi umiera z jej powodu. Skuteczna kontrola gruzlicy jest
uznawana zajeden z glownych celow wspdiczesnej medycyny. Ze wzgledu na rosnaca
lekoopornos¢ bakterii jest to jednak choroba trudna w leczeniu. Jedng z potencjalnych tarcz
molekularnych dla nowych lekéw przeciwpratkowych jest RNaza klasy I, kodowana przez gen
rv2228c M. tuberculosis. Homologiem Rv2228c u modelowego szczepu
Mycobacterium smegmatis jest biatko MSMEG4305. Sktada si¢ ono z N-terminalnej domeny
homologicznej z eukariotyczng i prokariotyczng RNaza H, a takze z C-terminalnej domeny
z aktywnoscig kwasnej fosfatazy o potencjalnej roli w syntezie witaminy Bi>. Metabolizm
witaminy B1> u M. tuberculosis wcigz pozostaje niewyjasnionym problemem. Witamina B
znana réwniez jako kobalamina jest rozpuszczalng w wodzie strukturalnie ztozong czasteczka,

ktora, jak si¢ uwaza, wpltywa na metabolizm M. tuberculosis poprzez dwa mechanizmy:

) pelienie roli kofaktora dla trzech enzymoéw: syntazy metioniny, mutazy
metylomalonylo-CoA oraz reduktazy rybonukleotydow,

i) regulacje ekspresji gendw przez przylaczanie si¢ do ryboprzelacznikow w mRNA.

Celem pracy bylo okreslenie znaczenia witaminy Bi» dla komoérek mykobakterii.

Cel ten zrealizowano poprzez:

ocene mozliwos$ci syntezy witaminy B12 przez M. tuberculosis,

okreslenie znaczenia domeny CobC dla funkcjonowania biatka MSMEG4305
w komorkach M. smegmatis,

analiz¢ fenotypowa mutanta M. smegmatis, u ktorego uposledzony jest szlak syntezy
witaminy Bio,

identyfikacj¢ czynnikoéw Srodowiskowych wptywajacych na syntezg witaminy Bio.



Ocene mozliwosci syntezy witaminy Bi» przez M. tuberculosis wykonano poprzez
ocen¢ poziomu substytucji synonimicznych i niesynonimicznych w genach zaangazowanych
W metabolizm tej witaminy w populacji 3798 szczepdéw klinicznych. Wykazano, ze geny
zwigzane z biosyntezg i transportem witaminy Bi» oraz kodujace enzymy wymagajgce
do swojej aktywno$ci kobalaminy znajdujg sie pod wplywem doboru oczyszczajgcego.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze obecno$¢ genéw szlaku syntezy witaminy B1o jest adaptatywna
dla funkcjonowania komorki bakteryjnej. Co wigcej, obecno$é doboru oczyszczajacego,
dziatajacego na szlak syntezy witaminy B12 W komorkach M. tuberculosis, sugeruje, ze szlak

ten jest funkcjonalny.

W kolejnym etapie prac badano udzial biatka MSMEG4305 w syntezie kobalaminy
u M. smegmatis. Wzrost mutanta M. smegmatis pozbawionego genu msmeg4305 analizowano
na podtozu z propionianem oraz kontrolnie na podtozu z glukoza, jako jedynymi zrodtami
wegla. Ponadto w szczepie mutancie Amsmeg4305 dodatkowo inaktywowano gen prpR
kodujacy biatko regulujace ekspresje enzymow zaangazowanych w degradacj¢ propionianu.
Delecja genu prpR wymusza w komorce uruchomienie alternatywnego szlaku
metabolizujacego propionian — szlaku metylomalonylo-CoA, ktorego glowny enzym — MCM -
wymaga do swojej aktywnosci kobalaminy. Przygotowano takze mutanta M. smegmatis AcoblJ
pozbawionego zdolnosci do syntezy enzymow o potwierdzonym udziale w procesie biosyntezy
witaminy Bi> u mykobakterii. Zaobserwowano catkowite zahamowanie wzrostu mutanta
AcoblJ/AprpR na podtozu z propionianem jako jedynym zrodtem wegla oraz ostabienie
wzrostu szczepu Amsmeg4305/AprpR. Przeprowadzono rowniez analize ste¢zenia witaminy B
w lizatach komorkowych mutantéw Amsmeg4305 oraz AcoblJ M. smegmatis wobec szczepu
dzikiego M. smegmatis mc? 155 przy uzyciu testu immunoenzymatycznego. Nizszy poziom
witaminy Bi» w komorkach mutanta Amsmeg4305 M. smegmatis oraz obserwowane
spowolnienie wzrostu Amsmeg4305/AprpR na podtozu z propionianem sugerujg, ze produkt
genu msmeg4305 jest zaangazowany w syntez¢ witaminy Bi2 in vivo, ale jego funkcja moze

by¢ czg$ciowo wypelniana przez inne, nieznane jeszcze enzymy.

Réwnolegle analizowano wplyw domeny CobC biatka MSMEG4305 na domeng
RNazowg. Analiza krzywych wzrostu mutantow komplementowanych catym funkcjonalnym
genem msmeg4305 (ArnhA/Amsmeg4305-attB::Pamimsmeg4305) Iub genem skroconym
pozbawionym  C-terminalnej  domeny  kodujacej CobC  (ArnhA/Amsmeg4305-
attB::Pamimsmeg43053 -19944)) M. Smegmatis pozwolita na wyciggniecie wniosku, ze domena

CobC ma niewielki wplyw na funkcjonowanie domeny RNazowej u mutanta M. smegmatis.



Whiosek ten wysnuto na podstawie zaobserwowanego nieznacznego zahamowania wzrostu
mutanta z delecjag domeny CobC (ArnhA/Amsmeg4305-attB::Pamimsmeg4305; 1(19944))
w stosunku do mutanta ze skomplementowanym funkcjonalnym genem msmeg4305.
Wykazano takze, ze poziom hybryd DNA\RNA w izolatach komorkowych pozyskanych
ze szczepow komplementowanych ArnhA/Amsmeg4305-attB::Pamimsmeg4305,
ArnhA/Amsmeg4305-attB::Pamimsmeg4305;3-4-19944) M. Smegmatis wzgledem szczepu dzikiego
byt identyczny.

W kolejnym etapie prac przeprowadzono fenotypowa analize mutanta M. smegmatis,
u ktérego uposledzony jest szlak syntezy witaminy B12. Wstepne badania fenotypowe mutanta
z delecjg genu msmeg4305 M. smegmatis z wykorzystaniem systemu BIOLOG pozwolity
na zidentyfikowanie grupy zwigzkow wptywajacych na metabolizm mutanta, w tym grupy
substancji chemicznych zaangazowanych w metabolizm folianow w komorce. W kolejnym
eksperymencie analizowano fenotyp wspomnianego mutanta, wykorzystujac zjawisko ,,putapki
metylofolianowej”. Zaobserwowano uwrazliwienie si¢ szczepu z delecja genu msmeg4305
na obecng w podtozu sulfametazyne. Suplementacja podtoza kobalaming, przy rownoczesnej
obecnosci sulfametazyny, powodowata regresje fenotypu, sugerujac, iz produkt genu
msmeg4305 odgrywa istotng role w metabolizmie kobalaminy, a tym samym wplywa

na prawidtowe funkcjonowanie komorki.

Ostatnim etapem badan byla analiza czynnikow $rodowiskowych mogacych wptywaé
na biosyntez¢ 1 akumulacje¢ kobalaminy w komorce. Analiza qRT-PCR wykazata
konstytutywng lub obnizong ekspresje gendw zaangazowanych w metabolizm kobalaminy.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze zwigkszony poziom witaminy B1> w komorce jest wynikiem
jej akumulacji w komoérkach mykobakterii, a nie zwigkszonej ekspresji genow uczestniczacych

w szlaku biosyntezy kobalaminy u M. smegmatis.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w tej pracy wskazuja, ze chociaz geny zwigzane
z witaming Bi2 nie sg niezbedne dla metabolizmu pratkdw, to sg one istotne dla prawidtowego
funkcjonowania komorki poprzez regulacje szlakow metabolicznych —  cyklu
metylomalonylowego i metabolizmu kwasu foliowego. Uzyskane wyniki sugeruja rowniez,

ze produkt genu msmeg4305 jest zaangazowany w synteze witaminy Biz in vivo.
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