Gyraza bedaca bakteryjng topoizomerazg Il jest enzymem niezbg¢dnym do zmiany topologii
DNA podczas proceséw replikacji i transkrypcji. Heterotetramer gyrazy sktada si¢ z dwoch
podjednostek GyrA i dwoch podjednostek GyrB. Enzym jest wyjatkowy, poniewaz jako jedyna
topoizomerazg jest w stanie generowac¢ ujemnie superskrety DNA. Gyraza jest atrakcyjnym
celem dla antybiotykow ze wzgledu na fakt, ze podczas cyklu reakcji enzym musi przej$¢ przez
etap posredni, w ktorym DNA jest przecigte na obu niciach. Antybiotyki hamujace ligacje
przecigtych nici powoduja nagromadzenie dwuniciowych przerw w DNA komoérkowym, ktore
sg letalne dla komorki. Antybiotyki, ktorych molekularnym celem jest gyraza, wigza si¢ do
réznych miejsc enzymu. Przykladem takich klinicznie istotnych antybiotykow sa
fluorochinolony, wprowadzone do uzytku w polowie lat 80. Niestety oporno$¢ na
fluorochinolony stata si¢ powszechna. Mutacje odpowiedzialne za obnizenie wigzania

fluorochinolonéw do gyrazy DNA zostaty szeroko opisane.

W ciagu ostatnich 15 lat pojawila si¢ réwniez plazmidowo przenoszona oporno$¢ na
fluorochinolony. Najpopularniejszy gen gnr koduje biatko zawierajace motyw powtorzen
pentapeptydowych (PRP). Plazmid gnr zapewnia jedynie umiarkowany poziom ochrony przed
dziataniem fluorochinolonéw. Jednak czesciowa oporno$¢ umozliwia rozwdj petnej opornosci

dzigki nabyciu dodatkowych mutacji chromosomalnych lub pomp btonowych.

Istniejg trzy podstawowe modele biatek PRP oddziatujacych z gyraza DNA. Po rozwigzaniu
pierwszej struktury biatka PRP oddziatujacego z topoizomerazag MfpA z Mycobacterium
tuberculosis zasugerowano, ze MfpA konkuruje z dwuniciowym DNA o wigzanie si¢ z
regionem enzymu, w ktorym dochodzi do rozcinania i ligacji DNA. W tym modelu biatka PRP
nasladuja segment G DNA i wigzg si¢ z miejscem wigzania segmentu G w podjednostce GyrA.
Zaproponowano réwniez inny mechanizm wyjasniajacy w jaki sposob biatka PRP dajg ochrong
przed dziataniem fluorochinolondéw bez wptywu na superskrecanie, ktore byloby obserwowane
w pierwszym modelu na skutek kompetycji wigzania DNA. Sugeruje si¢, ze zamiast
nasladowac poczatkowy stan zwigzania DNA i konkurowa¢ o jego miejsce wigzania, PRP
rozpoznaja kompleks enzymu, ktory jest stabilizowany przez wigzanie fluorochinolonu.
Interakcja ta powoduje destabilizacje kompleksu, w wyniku ktorej dochodzi do dysocjacji
fluorochinolonu z miejsca wigzania i uwolnienia enzymu. Pozwala to na kontynuowanie reakcji

przez gyrazg. Istnieje jeszcze inny, alternatywny model dzialania PRP. W tym modelu PRP



nasladuje segment T ktory jest transportowany podczas reakcji superskrecania PRP jest

wychwytywany przez kompleks gyraza-DNA, w ktorym segment G jest juz zwigzany.

Celem niniejszej pracy byto dostarczenie informacji strukturalnych i biochemicznych
na temat interakcji mi¢dzy biatkami PRP a gyrazag DNA z Escherichia coli. Uzyskane dane
wykorzystano do proby wyjasnienia obserwowanej specyficznosci dzialania hamujacego i
ochronnego, w ktorym posrednicza rézne bialtka PRP. Na podstawie uzyskanych wynikéw

zbudowano nowy model interakcji gyrazy z biatkami PRP.

Podczas badan analizowano dziatania trzech r6znych PRP. QnrB1 z Klebsiella pneumoniae
odpowiedzialny za oporno$¢ na fluorochinolony, AIbG z Xanthomonas albilineans
odpowiedzialny za ochrong przed albicydyng oraz McbG z Escherichia coli odpowiedzialny za
ochron¢ przed mikrocyng B17. Albicydyna i mikrocyna B17 sg naturalnie syntetyzowanymi
toksynami wigzacymi gyraze, ktore podobnie jak fluorochinolony oddziatlujg z gyraza poprzez

stabilizacje kompleksu gyraza: DNA: fluorochinolon.

Biatko QnrB1 zostalo oczyszczone i1 przeanalizowane biochemicznie oraz strukturalnie. W
trakcie analiz potwierdzono specyficznos¢ protekcji w stosunku do fluorochinolonow.
Wykazano, ze biatko skutecznie destabilizuje kompleks gyraza: DNA: fluorochinolon w
obecnosci hydrolizy ATP. Ustalono, Ze hydroliza jest niezbgdna do ochronnego dziatania biatka
QnrB1. Dodatek QnrB1 stymulowat aktywnos¢ ATPazowa gyrazy DNA. W trakcie analiz
biochemicznych stwierdzono, ze gyraza B jest gléwnym celem interakcji biatka QnrBl.
Reakcja sieciowania indukowana UV z ortogonalnym aminokwasem inkorporowanym do

QnrB1 wykazala miejsca interakcji z enzymem w biatku QnrB1.

Model strukturalny QnrB1: DNA: gyraza: moxifloxacyna zostal zbudowany w oparciu o dane
Cryo-EM. Dane strukturalne potwierdzity obserwacje biochemiczne interakcji QnrB1 z gyraza
B. Uzyskane dane dla QnrB1 pozwolily zaproponowa¢ nowy model interakcji PRP z gyraza.
Wydaje sig, ze prawidlowy mechanizm zawiera w sobie pewne elementy mimikry segmentu T
i rozpoznawania kompleksu gyraza: DNA. QnrB1 wydaje si¢ obiera¢ droge segmentu T
podczas wigzania do enzymu, a dziatanie ochronne ma miejsce za posrednictwem rozpoznania

specyficznych cech struktury kompleksu gyraza: DNA: fluorochinolon.



Biatko AIbG analizowano podobnie jak QnrB1l. Wykazano jego zdolno$¢ do destabilizacji
kompleksu gyraza: DNA; albicydyna i1 specyficzno$s¢ wobec albicydyny. W przeciwienstwie
do QnrBl1, wykazano interakcje¢ AIbG =z obiema podjednostkami gyrazy podczas
eksperymentow sieciowania. AlbG nie stymulowat aktywnosci ATPazy gyrazy. Mutacja AlbG
z delecja petli, nie wykazata aktywnosci ochronnej przeciwko albicydynie, Wyniki, te moga
korelowa¢ z danymi przedstawionymi dla biatka QnrB1 pozbawionego petli. Biatka
chimeryczne: AIbG z petla QnrB1 1 QnrB1 z petla AIbG nie wykazaly zadnej aktywnosci, co
sugeruje, ze sama petla obecna w strukturze niektorych biatek PRP nie jest jedynym czynnikiem

determinujacym swoisto$¢ PRP.

Struktura biatka McbG badanego w pracy, w przeciwienstwie do QnrB1 i AlbG, nie jest znana.
W pracy zastosowano kilka metod ekspresji w celu uzyskania wigkszej ilosci biatka do
krystalizacji. Pomimo wysitkow ekspresja nie byta skuteczna i dane krystalograficzne nie
zostaly pomyslnie zebrane. Eksperymenty biochemiczne wykazaty ochronng aktywnos$¢ McbG
wobec mikrocyny B17. Niestety, mata ilo$¢ i niestabilno$¢ oczyszczonego biatka pozwolita

jedynie na ograniczong analize biochemiczng.

Wyniki uzyskane w pracy pozwolily sformutowaé nowy model dzialania PRP oddziatujacych
z gyraza. Zebrane dane mozna wykorzysta¢ do projektowania nowych czasteczek inhibitorow
gyrazy przy uzyciu badan strukturalnych, ktore moga utorowaé¢ droge do przezwyciezenia

problemu opornosci gyrazy na $rodki przeciwdrobnoustrojowe.



