l I ﬂ P v v Agentura na podporu vyskumu a vyvoja
v

Formular ZzK
Zavereéna karta projektu
Nazov projektu Evidenéné ¢&islo projektu APVV-0499
Nové aspekty v biogenéze mykobakterialneho bunkového obalu: funkéna
charakterizacia proteinov kédovanych génovym klastrom rv1459c-rv1456c¢.
Zodpovedny rieSitel RNDr. Jana Kordulakova, PhD.
Prijemca Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta

Nazov pracoviska, na ktorom bol projekt rieSeny
1. Katedra biochémie, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave
2.

3
4,
5

Nazov a stat zahraniéného pracoviska, ktoré spolupracovalo pri rieSeni

1. Dpt. of Microbiology, Immunology and Pathology, Colorado State University, Fort Collins,
USA (Dr. M. Jackson, Dr. D. Chatterjee)

2. Institute of Pharmacology and Structural Biology, Toulouse, Francuzsko (prof. G. Puzo)
3. Unidad de Biofisica (CSIC-UPV/EHU), Leioa, Spanielsko (Dr. M. Guerin)

Udelené patenty/podané patentové prihlasky, vynalezy alebo uzitkové vzory, ktoré su
vysledkami projektu

1. neboli
2.
3.

NajvyznamnejSie publikacie (knihy, €lanky, prednasky, spravy a pod.) zhriiujuce
vysledky projektu — uvedte aj publikacie prijaté do tlace

1. Skovierova, H., Larrouy-Maumus, G., Zhang, J., Kaur, D., Barilone, N., Kordulakova, J.,
Gilleron, M., Guadagnini, S., Belariova, M., Prevost, M. C., Gicquel, B., Puzo, G., Chatterjee,
D., Brennan, P. J., Nigou, J., Jackson, M. (2009) AftD, a novel essential
arabinofuranosyltransferase from mycobacteria. Glycobiology. 19(11): 1 235 - 47

2. Kordulakova, J., Belarova, M., Skovierova, H., Polakova, M., Zhang, J., Chatterjee, D.,
Mikusova, K., Jackson, M. The Functional Characterization of Rv1459c in Mycobacteria.
Eurocarb 15. — Vienna, Austria, 19-24 July 2009. - S. 293

3. Skovierova, H., Zhang, J., Kaur, Kordulakova, J., Chatterjee, D., Jackson, M. (2009) AftD,



a Novel Arabinofuranosyltransferase from Mycobacteria. Annual Meeting of the Society for
Glycobiology — San Diego, USA, 12-15 November 2009, publ. In Glycobiology. 19(11): 1322

4. Kordulakova, J. New trends in the fight against tuberculosis. Progress in Biology 2009,
Nitra : UKF, 2009, ISBN 978-80-8094-595-4 - S. 16

5. Bystricky, M., Belanova, M., Jackson, M., MikuSova, K., Korduldkova, J., Biochemical
characterization of Rv1459c protein - putative GT-C glycosyltransferase from mycobacteria.
22. biochemicky zjazd. Martin, 8. - 12- 9. 2010, ISBN 978-80-88866-83-1 - S. 195

Uplatnenie vysledkov projektu

Vysledky rieSeného projektu prinasaju nové poznatky o biosyntéze mykobakterialneho
arabinanu. Tato biosynteticka draha je validovanym cielom pre pésobenie ucinnych
antituberkulotik: V su¢asnosti pouzivané antituberkulotikum etambutol, ako aj nova trieda
extrémne ucinnych antimykobakterialnych inhibitorov - benzotiazinény pésobia prave na
enzymy zapojené do vystavby arabinanovej zlozky mykobakterialneho bunkového obalu.
Studované arabinozyltransferazy Rv1459c¢ a AftD su v testovanych podmienkach esenciélne
pre M. smegmatis a vzhlfadom na ich lokalizaciu v bunkovej stene su pristupné pre uéinné
pdsobenie inhibujucich latok.

Fuzia Rv1459c s maltézu-viazucim proteinom umoznila heterolégnu produkciu tohto
extrémne hydrofébneho proteinu v E. coli, jeho izolaciu pomocou afinitnej chromatografie a
nasledne krystalizaciu. Navrhujeme, Ze tuto metodiku mozno aplikovat aj na ostatné
mykobakterialne glykozyltransferazy z GT-C rodiny, ktorych produkcia, izolacia a kryStalizacia
su obtiazne.

CHARAKTERISTIKA VYSLEDKOV

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Projekt bol zamerany na odhalenie funkcie predpokladanej glykozyltransferazy Rv1459c a
pravdepodobného ABC transportéra Rv1458c-Rv1456¢ v kontexte vyskumu novych aspektov
v biosyntéze bunkovej steny mykobaktérii. Nase vysledky ukazali, Ze:

1. Gén rv1459c kdduje arabinozyltransferazu, pricom jeho expresia v M. smegmatis vedie k
stimulacii biosyntézy arabinanu a k produkcii alternativnych foriem mykobakterialnych
lipopolysacharidov.

2. Ortolég génu rv1459c je pre M. smegmatis v testovanych podmienkach esencialny.

3. Arabinozyltransferazu Rv1459c, ktora patri medzi vysoko hydrofébne GT-C
glykozyltransferazy mozno heterologne produkovat v E. coli vo forme fuzie s maltozu
viazucim proteinom. Fuzny protein MBP-Rv1459c sa nam podarilo izolovat a krystalizovat'.

4. Studovany ABC transportér sa zugastiiuje syntézy arabinanovej zlozky arabinogalaktanu a
lipoarabinomananu. Podarilo sa nam prerusit’ a Ciasto€ne deletovat gény kdédujuce
transmembranoveé podjednotky tohto transportéra a potvrdit jeho u€ast' v tejto metabolickej
drahe. Ukazali sme, Ze koprodukcia jeho transmembranovej a nukleotid-viaZzucej podjednotky
vyrazne stimuluje ATP&zovu aktivitu membranovej frakcie E. coli.

5. Arabinozyltransferaza Rv1459c priamo interaguje s jednotlivymi podjednotkami
Studovaného ABC transportéra.

6. Glykozyltransferaza AftD kédovana génom rv0236¢ predstavuje dalSiu
arabinozyltransferazu, ktora sa zu€astriuje biosyntézy mykobakterialneho bunkového obalu,
pricom jej ortolég v M. smegmatis je v testovanych podmienkach esencialny.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

The aim of the project was to reveal the functions of the putative glycosyltransferase Rv1459c
and the putative ABC transporter Rv1458c-Rv1456¢ in the context of investigation of the
novel aspects of biogenesis of the mycobacterial cell wall. The most important results
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emerging from our work showed that:

1. The gene rv1459c encodes arabinosyltransferase and its expression in M. smegmatis
stimulates arabinan biosynthesis and the production of alternative forms of mycobacterial
lipopolysaccharides.

2. The orthologue of the gene rv1459c is for M. smegmatis essential in tested conditions.

3. We succeeded in producing the arabinosyltransferase Rv1459c - highly hydrophobic
protein from the GT-C family of glycosyltransferases in E. coli in the form of phusion with
maltose binding protein. We were also able to purify and crystallize this phusion protein.

4. The studied ABC transporter is involved in the synthesis of arabinan part of
arabinogalactan and lipoarabinomannan. We disrupted and partially deleted the genes
encoding the transmembrane domains of this transporter and confirmed its role in this
metabolic pathway. We showed that co-production of its transmembrane and nucleotid-
binding domains markedly stimulates ATPase activity of membrane fraction of E. coli.

5. Arabinosyltransferase Rv1459c directly interacts with each of the subunits of studied ABC
transporter.

6. AftD encoded by the gene rv0236c¢ is another arabinosyltransferase involved in the
biosynthesis of mycobacterial arabinan and its orthologue in M. smegmatis is essential.
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Svojim podpisom potvrdzujem, Ze Udaje uvedené v zaverecnej karte su pravdivé a uplné
a suhlasim s ich zverejnenim.

Zodpovedny riesitel Statutarny zastupca prijemcu
RNDr. Jana Kordulakova, PhD. doc. RNDr. Milan Trizna, PhD.

V Bratislave 22.6.2011 V Bratislave 27.6.2011

" podpis zodpovedného riesitela podpis Statutarmeho zastupcu prijemeu
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