Patrycja Skut

Wplyw poziomu topoizomerazy I na cykl komorkowy Mycobacterium smegmatis.

Chromosom bakteryjny stanowi wysoce zorganizowana struktur¢ podlegajaca
precyzyjnej kontroli na roznych etapach cyklu komorkowego. Negatywne superskrecenie
umozliwia upakowanie chromosomalnego DNA i jednocze$nie jest niezwykle istotne dla
prawidlowego przebiegu podstawowych procesow komoérkowych, przede wszystkim
replikacji DNA 1 transkrypcji. Z tego wzgledu zmiany gestosci superhelikalnej DNA
prowadza do zaburzen funkcjonowania komodrki. W kontrolg topologii DNA zaangazowane
sa biatka o funkcji enzymatycznej - topoizomerazy. Topoizomeraza I (TopA) nalezaca do
enzymow typu I, wprowadza zmiany poprzez przejsciowe cigcie zwykle tylko jednej nici
DNA 1 odpowiada za usuwanie negatywnych superskrgtow. Topoizomerazy jako enzymy
niezbedne dla wydajnego zachodzenia replikacji i transkrypcji stanowia potencjalny cel dla
antybiotykow.

Pratki gruzlicy naleza do patogenéw, z ktoérymi walka jest szczegélnie trudna, ze
wzgledu na ich zdolno$¢ do unikania systemu obronnego gospodarza i przetrwania w stanie
uspionym przez dhugi czas oraz gruba i nieprzepuszczalng $ciang komoérkowa. Biatko TopA
Mycobacterium wyrdznia wysoka procesywnoscia i obecnoscia dtugiej, domeny C-koncowe;j
o strukturze odmiennej od swoich homologéw pochodzacych z innych bakterii. Pomimo, ze
coraz wigcej doniesien literaturowych poswigconych jest aktywnosci TopA u Mykobakterii,
wewnatrzkomorkowej organizacji chromosomu pratkow, a takze przestrzennej dynamice
replikacji 1 segregacji DNA, nadal niewiele wiadomo na temat biologicznych konsekwencji
zahamowania aktywnos$ci TopA oraz zaburzen topologii DNA u tych bakterii.

Stosunkowo szybkorosnace M. smegmatis wydaja si¢ by¢ uzytecznym organizmem
modelowym w badaniu niektérych aspektow biologii pratkow, takze podczas poszukiwania
nowych celéow dla antybiotykow przeciwgruzliczych. W ramach projektu doktorskiego
zbadano jak zmiany poziomu TopA wptywaja na wzrost oraz dynamik¢ chromosoméw u M.
smegmatis. Wykazano, ze u M. smegmatis delecja topA jest niemozliwa, a znaczne obnizenie
poziomu TopA prowadzi do spowolnienia wzrostu, podczas gdy przy czg¢§ciowym obnizeniu
poziomu biatka nie zaobserwowano wyraznych zaburzen namnazania bakterii. Nadprodukcja
topoizomerazy I, z kolei nie powodowata zmian w tempie wzrostu bakterii. Ponadto, dzigki
wykorzystaniu techniki filmow poklatkowych zaobserwowano, ze obnizenie poziomu biatka
TopA prowadzi do zaburzen cyklu komorkowego, przede wszystkim procesu replikacji

DNA.W szczepie M. smegmatis z deplecja TopA zwigkszyla si¢ czgsto$¢ reinicjacji



replikacji, co prowadzitlo do nieprawidlowego przebiegu podzialdéw komorkowych.
Dodatkowo wykazano, ze domena C-koncowa TopA jest konieczna dla funkcji TopA in vivo.
Nadprodukcja domeny C-koncowej podobnie jak obnizenie poziomu TopA, cho¢ w
mniejszym stopniu, powodowata zaburzenia przebiegu cyklu komorkowego. Biologiczne
konsekwencje nadprodukcji domeny C-koncowej biatka TopA moga wynika¢ z jej
zaangazowania w oddzialywania migdzyczasteczkowe. Przeprowadzone w ramach pracy
badania zasugerowaty, ze pomimo, ze topoizomeraza I moze stanowi¢ dogodny cel dla
antybiotykow, jedynie calkowite zahamowanie jej aktywno$ci powoduje zatrzymanie
proliferacji M. smegmatis, co sugeruje udziat innych topoizomeraz w utrzymaniu homeostazy
topologicznej. Ponadto wskazano na istotna rolg¢ domeny C-koncowej enzymu dla
prawidlowego funkcjonowania biatka w komorce, co sugeruje, ze ten fragment biatka moze

by¢ celem molekularnym swoistych antybiotykow przeciwpratkowych.



