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Celem projektu jest wykazanie, ze pobierana z zewnatrz witamina B12 jest niezbedna dla pratka gruilicy
Mycobacterium tuberculosis do podtrzymania syntezy lipidow sciany komérkowej, niezbednych do przetrwania
w komadrce gospodarza a tym samym moze by¢ wykorzystana w projektowaniu koniugatéw typu "Kon trojanski”,
w ktérych petni¢ bedzie role nosnika molekularnego, utatwiajagcego dostarczanie lekéw przeciwgruzliczych
poprzez $ciane komdrkowa pratka.

Do czasu pandemii SARS-CoV-2 gruzlica, choroba wywotywana przez pateczke Mycobacterium tuberculosis, byta
gtéwnga przyczyng zgondéw z powodu pojedynczego czynnika zakaznego na Swiecie. Globalny wzrost czestosci
wystepowania przypadkdow gruzlicy o rozszerzonej opornosci na leki stale przypomina nam o potrzebie badan nad
metabolizmem M. tuberculosis w celu identyfikacji stabych punktow, ktére mogg zosta¢ wykorzystane w
projektowaniu nowych lekdw przeciwgruzliczych. M. tuberculosis jest fakultatywnym, wewnatrzkomdrkowym
patogenem makrofagéw i innych komodrek odpornosciowych. Stwarza to co najmniej dwie przeszkody na drodze do
penetracji leku przeciwgruzliczego z krwi do celu wewnatrz komérki bakterii. Pierwsza to stabo przepuszczalna
Sciana komédrkowa pratka, a druga to réznorodne typy komorek, tkanek i zmian ogniskowych gospodarza, ktére musi
przemierzy¢, zanim dotrze do patogenu. Dlatego wraz z projektowaniem nowych lekdéw przeciwgruzliczych celowe
wydaje sie badanie nowych sposobdw ich dostarczania do komadrki w celu zwiekszenia skutecznej dawki, unikniecia
nabywania tolerancji dla leku i skrocenia leczenia. Koniugacja typu "Kon trojanski" jawi sie jako obiecujgca metoda
modyfikacji antybiotykéw. W nawigzaniu do mitologicznego pochodzenia nazwy, antybiotyk jest tutaj sprzegany z
czgsteczkg docelowg, ktdrg jest zwykle niezbedny dla przetrwania bakterii sktadnik odzywczy, ktdéry bakteria
zmuszona jest pobierac ze Srodowiska wzrostu poprzez wigzanie ze specyficznymi receptorami oston komdrkowych.
Umozliwia to wykorzystanie dedykowanych systemdw transportu nosnika do przetransportowania antybiotyku do
wnetrza komorki bakterii. Podczas gdy tradycyjne antybiotyki dostajg sie do komédrki na drodze niespecyficznej
dyfuzji biernej, koniugaty typu "Kon trojanski" uzyskujg dostep do jej wnetrza poprzez aktywny transport, co
skutkuje wewnatrzkomérkowa akumulacjg leku wbrew gradientowi stezen, selektywng aktywnoscig wzgledem
bakterii i zmniejszong toksycznoscig.

W naszym projekcie pragniemy zbadaé potencjat witaminy B12 (kobalaminy, Cbl) jako nosnika dla zwigzkéw
przeciwpratkowych. Poczatkowo, w badaniach wstepnych, wykazano niezdolno$¢ M. tuberculosis do syntezy
endogennej witaminy B12 i catkowity zalezno$¢ od jej egzogennego wychwytu, co stanowi "piete achillesowg"
metabolizmu pratkéw gruzlicy w organizmie gospodarza i jest w tym przypadku podstawowym warunkiem
kwalifikacji danej molekuty jako nosnika. Pobieranie witaminy B12 jest niezbedne do dtugotrwatego przetrwania M.
tuberculosis w organizmie gospodarza, co stanowi drugi, konieczny warunek dla potencjalnego nosnika, jednakze
mechanizm metaboliczny, poprzez ktéry B12 bierze udziat w patogenezie gruzZlicy, pozostaje stabo poznany. Na
podstawie wstepnych badan sformutowano hipoteze, iz witamina B12 moze by¢ kluczowym regulatorem syntezy
lipiddw wirulencji $ciany komérkowej M. tuberculosis, warunkujgc mozliwos¢ przetrwania wewnatrz a nastepnie
ucieczki z komorki fagocytarnej gospodarza.

Dlatego w pierwszej czesci projektu, poprzez zastosowanie sekwencjonowania masowego mRNA (RNA-Seq) pratka
gruzlicy, hodowanego na zréznicowanych Zrédtach wegla z witaming B12 lub bez niej, chcieliby$Smy zidentyfikowac
wszystkie, potencjalne, zalezne od witaminy B12, szlaki metaboliczne tego drobnoustroju. Poprzez konstrukcje
mutantow w obrebie szlakéw metabolicznych zaleznych od witaminy B12 a nastepnie badanie ich wzrostu w réznych
warunkach in vitro i w ludzkich fagocytach oraz izolacje i analize lipidéw kluczowych w wirulencji chcielibysmy
wyjasni¢ mechanizm, na drodze ktérego witamina B12 umozliwia przezycie pratka w organizmie gospodarza.
Nastepnie, druga czes$¢ projektu ma na celu synteze biokoniugatéw witaminy B12 z obecnie stosowanymi lekami
przeciwgruzliczymi (Bedakilina, Rifampicyna, Etambutol, Amikacyna) oraz dwiema nowymi pochodnymi 1H-
benzo[d]imidazolu, ktdrych dziatanie przeciwpratkowe wykazano w naszych wczesniejszych badaniach i
zweryfikowanie in vitro oraz wewnatrz ludzkich makrofagéw, czy koniugacja z witaming B12 poprawia ich aktywnos¢
wobec M. tuberculosis. Poprzez zastosowanie antybiotykdw o zrdzinicowanych wiasciwosciach i strukturze
chcielibysmy zweryfikowac¢, jakie wtasciwosci fizyczne, chemiczne i strukturalne sg bardziej podatne na
wykorzystanie w koniugacji z witaming B12, wykazujgc oczekiwany, korzystny wptyw na przenikanie leku do komorki
pratka. Aktywnosc zsyntetyzowanych biokoniugatow zostanie przetestowana in vitro na laboratoryjnym szczepie
pratka gruzlicy w zrdinicowanych warunkach metabolicznych w odniesieniu do aktywnosci lekéw
nieskoniugowanych. Po ocenie cytotoksycznosci dziatanie wybranych, obiecujgcych koniugatéw zostanie nastepnie
przetestowane na pratkach gruzlicy znajdujgcych sie wewnatrz ludzkich fagocytéw. Biorgc pod uwage bardzo
ograniczong liczbe skutecznych lekéw stosowanych w leczeniu gruzlicy, koniugacja z nosnikiem moze stanowic
przetlomowg metode rozszerzajgcy asortyment lekow przeciwgruzliczych nie tylko o nowe klasy zwigzkdw, ale takze
o istniejgce antybiotyki nie stosowane w terapii ze wzgledu na niskg penetracje oston komdrkowych pratka, niska
rozpuszczalnosé i/lub konieczno$é podawania w duzych dawkach, stwarzajgcych ryzyko wystgpienia powaznych
dziatan niepozadanych.



