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Streszczenie

Wstep. Postep w oznaczaniu opornoéci na PZA dokonat sie wraz z poznaniem geno-
mu pratka oraz okres$leniem molekularnych mechanizméw opornoséci na lek, jakimi sg mu-
tacje w genie pncA. Gen pncA jest odpowiedzialny za prawidtowg synteze pirazynamida-
zy (PZaza) przeksztatcajgcej lek w jego aktywng forme. Mutacje w genie pncA wystepuja
na catej jego dtugosci (561pz) oraz w regionie promotorowym. Maja one r6znorodny cha-
rakter, najczesciej typu missense (skutkujgce substytucjg aminokwasu), ponadto insercje,
delecje oraz mutacje typu nonsense.

Cel pracy. Celem pracy byta identyfikacja mutacji w genie pncA wystepujacych wérod
pratkéw gruzlicy opornych na pirazynamid.

Materiat i metody. Analizie poddano 195 szczepéw M. tuberculosis opornych na pi-
razynamid, ktére zostaty wyizolowanie od polskich chorych w latach 2000-2011. Muta-
cje wykrywano, analizujgc sekwencje genu pncA i jego regionu promotorowego (700pz)
w poréwnaniu z sekwencjg ,dzikiego” genu pncA szczepu M. tuberculosis H R .

Wyniki. Analiza sekwencyjna genu pncA oraz regionu promotorowego wykazata, ze
174 (89,2%) szczepy oporne na PZA posiadaty mutacje w genie odpowiedzialnym za
oporno$¢ na ten lek. Wykryto 57 r6znych mutacii, ktére rozmieszczone byty wzdtuz cate-
go genu, ponad 60% szczepdw wykazywato mutacje w czesci 3’ genu, miedzy kodonem
86 a 187. W pracy zidentyfikowano 25 nowych mutacji, ktore do tej pory nie zostaly zare-
jestrowane w bazie TB Drug Resistance Mutation Database.

Whioski. Identyfikacja mutacji w genie pncA daje mozliwo$¢ uzyskania w krétkim cza-
sie informacji o PZA-opornoséci, co skutkuje szybkim wiaczeniem prawidtowego leczenia
chorego na gruZlice. Przedstawiona w pracy analiza moze by¢ podstawg do opracowania
wiarygodnych i szybkich testéw molekularnych do wykrywania PZA-opornosci.

Summary

Introduction. Progress in the determination of resistance to PZA was made while learn-
ing the genome of the mycobacterium and molecular mechanisms of the resistance to the
drug, which are mutations in the pncA gene. The pncA is responsible for the proper syn-
thesis of pyrazinamidase (PZase) which converts the drug into its active form. The pncA
mutations are highly diverse and scattered along the gene (561 bp) as well as the promot-
er region. They have diverse character, mostly missense causing amino acid substitutions,
in some cases nucleotide insertions or deletions and nonsense mutations.

Aim. The aim of the study was to identify mutations in the pncA gene among PZA-re-
sistant M. tuberculosis strains.

Material and methods. This study included 195 PZA-resistant M. tuberculosis strains
isolated from Polish patients in the years 2000-2011. Mutations in the pncA gene were
detected by comparing DNA sequences with the corresponding sequence of a wild-type
pncA gene of M. tuberculosis H,R,.

**Praca wykonana w ramach projektu systemowego Samorzadu Wojewddztwa Mazowieckiego pn. ,Potencjat naukowy wsparciem dla gospodarki Mazowsza — stypen-
dia dla doktorantéw” (Poddziatanie 8.2.2 PO KL). Projekt wspoétfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego.
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Results. The sequence analysis of the pncA gene revealed that 174 (89.2%) strains had
mutation. 57 different mutations were detected and they were dispersed along the pncA
gene but more than 60% of the strains showed mutations in the 3’ part of the gene (be-
tween 86 and 186 codon). Among 57 different mutations 25 not previously reported in TB
Drug Resistance Mutation Database were found.

Conclusions. Analysis of the pncA gene provides rapid information regarding PZA
susceptibility in M. tuberculosis and may therefore contribute to early optimization of treat-
ment. Analysis of mutations in the pncA gene in M. tuberculosis strains may contribute
to the development of reliable and rapid molecular tests for detection of PZA resistance.

WSTEP

Pirazynamid (PZA) nalezy do grupy gtownych lekow
przeciwpratkowych, ktéry razem z izoniazydem, rifam-
picyna i etambutolem stosowany jest w rekomendowa-
nym schemacie leczenia. Pomimo ze zajmuje bardzo
wazne miejsce w leczeniu gruzlicy, WHO nie reko-
menduje oznaczenia opornosci na ten lek, co wynika
gtéwnie z trudnosci w wykonaniu testu lekoopornosci
na PZA. Postep w oznaczaniu PZA-opornosci dokonat
sie wraz z poznaniem genomu pratka oraz molekular-
nych mechanizméw opornosci na lek (1, 2).

Podstawowym mechanizmem opornosci pratkdw gruz-
licy na pirazynamid sg mutacje w genie pncA (561 pz).
Gen pncA odpowiedzialny jest za prawidtowg synteze pi-
razynamidazy (PZasa) przeksztatcajgcej lek w jego aktyw-
ng forme (2-4). Wéroéd szczepow PZA-opornych enzym
ten nie wykazuje swojej aktywnosci lub jego aktywnosé
jest nizsza niz u szczepow wrazliwych (2).

Mutacje odpowiedzialne za oporno$¢ na PZA wy-
stepujg wzdtuz catego genu pncA i obszaru promoto-
rowego oraz majg réznorodny charakter. Najczesciej
sg to mutacje typu missense skutkujace substytucjg
aminokwasu, ale réwniez insercje, delecje oraz muta-
cje typu nonsense (1, 5). Liczne badania pokazuja, ze
istnieje kilka obszardw w genie pncA, ktére w znaczacy
sposob mogg wptywac na aktywno$¢ pirazynamidazy.
Mutacje wystepujgce w pierwszym kodonie (Met1)
genu pncA zakidcajg proces inicjacji translacji (6, 7).
Mutacje w kodonie Asp8, ktéry jest czescig triady kata-
litycznej Cys138-Asp8-Lys96, wptywaja na zaburzenie
jej prawidtowego funkcjonowania, a co za tym idzie
utrudniajg proces wiazania substratu podczas katali-
zy, podobnie w przypadku mutacji w kodonach Lys96
oraz Cys138. Ostatnie badania nad strukturg krysta-
liczng biatka PncA wyizolowanego od M. tuberculo-
sis wykazaty, ze wiekszos¢ obserwowanych mutaciji
wpltywa na zmniejszenie stabilnosci struktury biatka,
co w konsekwencji powoduje obnizong aktywnos$c¢
enzymu. Mutacje dotyczace aminokwasow wystepuja-
cych zarébwno w aktywnym centrum katalitycznym, jak
i W miejscu wigzania jondéw zelaza czy miejscu wigza-
nia substratu sg mutacjami bezposrednio zaangazo-
wanymi w oporno$¢ na pirazynamid. Mutacje w kodo-
nach Asp49, His51, His57 oraz His71 skutkuja zmiang
w miejscu wigzania jonu zelaza. Mutacje w kodonach
Asp8, Val9, Thr47, Gly132, Ala134, Cys138 oraz Val139
wptywaja na centrum aktywne enzymu, w wyniku cze-
go powodujg utrate jego aktywnosci. Zmiany w ko-
donach GIn10, Asp12, Ser104 oraz Thr142 zakitdcajg
tworzenie wigzan wodorowych miedzy atomami tancu-

cha gtéwnego i tancuchdw bocznych biatka. Wszystkie
Z wymienionych mutacji w istotny sposdb wptywajg na
aktywnos$¢é enzymatyczna biatka PncA (8).

CEL PRACY

Celem pracy byta identyfikacja mutacji w genie
pncA wystepujacych wérdéd pratkéw gruzlicy opornych
na pirazynamid.

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowito 195 szczepdw
M. tuberculosis opornych na pirazynamid, ktére
zostaty wyizolowanie w latach 2000-2011 od cho-
rych pochodzacych z réznych rejonéw Polski.

Mutacje w genie pncA wykrywano, sekwencjo-
nujac gen wraz z jego regionem promotorowym
(fragment 700 pz), ktéry otrzymywano w wyniku
amplifikacji technika PCR przy uzyciu pary star-
terow pncA, (5-GCTGGTCATGTTCGCGATCG-3))
i pncA (5-GCTTGCGGCGAGCGCTCCA-3’) (9).
Otrzymane produkty PCR oczyszczano z zastoso-
waniem zestawu ExoSAP-IT (GE Healthcare, United
States), a nastepnie sekwencjonowano przy uzyciu
automatycznego analizatora DNA typu ABI PRISM
310 (Applied Biosystems, CA, USA) w Zaktadzie
Sekwencjonowania DNA firmy Genomed. Do se-
kwencjonowania uzywano tych samych primeréw,
ktére stosowano w amplifikacji genu pncA metoda
PCR. Analize otrzymanych sekwencji nukleotydo-
wych prowadzono przy uzyciu programu Chromas
1.45 oraz programu Mutation Surveyor ver. 3.30
(SoftGenetics LLC, USA). Sekwencje analizowano
w odniesieniu do sekwencji ,dzikiego” genu pncA
szczepu M. tuberculosis H, R, dostgpnej w bazie
GenBank (kod dostepu: NC_018078).

WYNIKI

Wsrod analizowanej puli 195 szczepow M. tu-
berculosis opornych na PZA, u 174 (89,2%) stwier-
dzono mutacje w genie pncA. Wiekszos¢ analizo-
wanych szczepdw posiadato mutacje w czesci 3’
genu pncA, tj. miedzy kodonem 86 a 186. Muta-
cje w kodonach 86-131 stwierdzono u 36 szcze-
pow (18,5%), w kodonach 132-142 u 21 (10,8%),
w kodonach 142-186 u 53 szczepow (27,2%). Muta-
cje w genie pncA stwierdzono rowniez w kodonach:
1-4 (3 szczepy — 1,5%), 5-12 (17 szczepdw — 8,7%),
13-68 (20 szczepow — 10,3%), 69-85 (14 szczepdw
— 7,2%) oraz w regionie promotorowym (10 szcze-
pow — 5,1%) (ryc. 1).
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Ryc. 1. Miejsce wystepowania mutacji w genie pncA wsréd pratkow
gruzlicy opornych na PZA.

W analizowanej puli szczepéw wykryto 57 réz-
nych mutacji, ktére rozmieszczone byly wzdtuz
catego genu pncA (tab. 1). Wiekszo$¢ wykrytych
mutacji (42 z 57) to mutacje punktowe skutkujgce
substytucjg aminokwaséw (133 szczepy). Pozo-
state mutacje to: 7 delecji (24 szczepy), 5 inser-
cji (7 szczepdw) oraz 1 delecja i 2 mutacje punkto-
we W regionie promotorowym (10 szczepow).

Wsréd analizowanych szczepdéw najczesciej
wystepowaty dwie mutacje w genie pncA. Byta to
substytucja T — G w pozycji 347 skutkujaca za-
miang aminokwaséw w kodonie 116 Leu — Arg
oraz delecja 6 pz (CCAGCG) w pozycji 533 genu
pncA skutkujaca delecjg 178 i 179 aminokwasu
(A178 Ala, 179 Ser). Odsetek szczepdw, u ktérych
stwierdzono ww. mutacje, wynosit odpowiednio
10,8% (21 szczepodw) oraz 8,2% (16 szczepdw).

Analiza sekwencji nukleotydowych i amino-
kwasowych genu pncA pozwolita na wykrycie
u 70 szczepbéw 25 nowych mutacji, do tej pory nie-
zarejestrowanych w bazie TB Drug Resistance Mu-
tation Database (tab. 1).

DYSKUSJA

Mutacje w genie pncA identyfikowane sgu 72-97 szcze-
pow pratkow gruzlicy opornych na PZA (3, 4, 10). Jak
opisano we wstepie, sg to przede wszystkim mutacje
typu missense, ale rowniez insercje, delecje oraz mu-
tacje nonsense (5, 10, 11). W pracy, wsrod analizo-
wanych 195 szczepow pratkdw u 174 (89,2%) stwier-
dzono mutacje w genie pncA. Mutacje te wstepowaty
wzdtuz catego genu pncA, jednak ponad 60 szczepow
wykazywato mutacje w czesci 3° genu — pomiedzy ko-
donem 86 a 187. Podobny rozktad mutacji w genie
pncA obserwowano w Brazylii, gdzie 61 szczepow
posiadato mutacje w kodonach od 128 do 171 (12).
Inny rozktad zaobserwowali Clemente i wsp., ktorzy
u 60 szczepdw mutacje w genie pncA zidentyfikowa-
li pomiedzy 46 a 63 kodonem (13). Rowniez Pandey
i wsp. czesciej stwierdzali mutacje w kodonach od
18 do 57 oraz od 82 do 128 niz w pozostatych regio-
nach genu (14).

244

Scorpio i wsp. w swoich badaniach nad poszuki-
waniem molekularnych podstaw opornosci na PZA
stwierdzili, ze istniejg trzy regiony w genie pncA, w kt6-
rych mutacje pojawiajg sie najczesciej. Do regiondéw
tych naleza kodony 5-12, 69-85 oraz 132-142 (15). Le-
maitre i wsp., na podstawie badah wtasnych oraz ba-
dan pochodzacych z Azji oraz Ameryki Pétnocnej i Po-
tudniowej, zasugerowali trzy nieco inne regiony genu
pncA, w ktérych najczesciej wystepuje mutacja. Regio-
ny te w duzym stopniu pokrywajg sie z tymi zapropo-
nowanymi przez Scorpio i sg to kodony: od 3 do 17,
od 61 do 76 i od 132 do 142 (16). Jednak Barco i wsp.
w swoich badaniach wykazali, ze ponad 60 badanych
szczepow pratkdw gruzlicy posiada mutacje w innych
regionach genu pncA niz opisywane przez Lemaitre’a
i wsp. oraz Scorpio i wsp. Autorzy obserwowali najcze-
$ciej mutacje w kodonach 45-59 (23), 96-120 (23) oraz
w kodonach 155-172 (18) genu pncA (17).

W pracy gen pncA podzielono na 8 obszarow,
uwzgledniajgc przede wszystkim regiony zaproponowa-
ne przez Scorpio, region promotorowy oraz pozostate
sagsiadujace regiony. Z przeprowadzonej analizy wynika,
ze mutacje w genie pncA najczesciej wystepowaty w ko-
donach od 143 do 187 (27,2%) oraz w kodonach od 86
do 131 (18,5%), a wiec w kodonach sgsiadujacych z opi-
sanymi przez Scorpio. W kodonach od 5 do 12, od 69
do 85 oraz od 132 do 142 odsetek stwierdzonych mutaciji
wynosit odpowiednio 8,7%, 7,2% oraz 10,8%.

Przeprowadzona analiza sekwencyjna genu pncA po-
zwolita na zidentyfikowanie 57 r6znych mutacji, z czego
wiekszos¢ stanowity mutacje punktowe (74%) skutkujace
substytucjg aminokwasow. Pozostate to delecje (12%), in-
sercje (9%) oraz mutacje w promotorze (5%).

W literaturze $wiatowej szeroko opisywane sg mu-
tacje w regionie promotorowym genu pncA, ktére
wptywaja na proces transkrypcji, a w konsekwencji na
synteze biatka (17). Do najczesciej opisywanych nale-
zy tranzycja A — G w pozycji -11 przed genem, kt6ra
wystepuje wsrod réznych pod wzgledem filogenetycz-
nym szczepow (18). Mutacje te stwierdzono u szcze-
poéw PZA-opornych izolowanych od chorych w Sta-
nach Zjednoczonych (11), Kanadzie (19), Brazylii (17),
Peru (20), Korei (21), Iranie (22), Rosji (5), Portuga-
li (7) oraz Szweciji (23). W badaniach wtasnych wsréd
10 szczepow posiadajgcych mutacje w regionie pro-
motorowym u 6 stwierdzono substytucje A - G w po-
zycji -11 przed genem. W tej samej pozycji u trzech
szczepow stwierdzono inny typ mutacji — transwersje
A — C, ktora rowniez opisywana jest przez wielu auto-
réw (15, 18). Inne mutacje w regionie promotorowym
to: -12T — C (11), -10T — C (24), -7T — C (21) oraz
-6G — C (18). W pracy, podobnie jak w badaniach
przeprowadzonych przez Stoffelsa i wsp., oprécz mu-
tacji punktowych w regionie promotorowym stwierdzo-
no rowniez delecje. W badaniach wtasnych byta to de-
lecja G w pozyciji -8, natomiast w badaniach Stoffelsa
delecja A w pozyciji -4 (18).

W pracy u 20 szczepdw PZA-opornych zidenty-
fikowano mutacje, ktére, jak opisano we wstepie,
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Tabela 1. Mutacje w genie pncA wsrdd 195 szczepdw M. tuberculosis opornych na PZA.

Kodon Zmiana w sekwencji nukleotydowej? Zmiana w sekwencji aminokwasowej® | Liczba szczepow %

-8 del.G* - 1 0,5

Promotor -11A—=C - 3 1,5
“11A—-G - 6 3,1

Kodony 1-4 2T — A* 1 Met — Lys 3 1,5
20T — C* 7 Val — Ala 3 1,5

23 A — C* 8 Asp — Ala 4 2,1

Kodony 5-12 29A—-C 10 GIn — Pro 3 1,5
29A -G 10 Gin — Arg 6 3,1

36 C — G* 10 Asp — Glu 1 0,5

42C — A* 14 Cys — STOP 2 1,0

50G—>T 17 Gly — Val 1 0,5

83C—=A 28 Ala — Asp 1 0,5

102C — G* 34 Tyr — STOP 1 0,5

141-219 del. 79 pz.* Zmiana ramki odczytu 1 0,5

Kodony 13-68 147 C - G* 49 Asp — Glu 1 05
153C —= A 51 His — Gin 2 1,0

153C -G 51 His — GiIn 7 3,6

185C —= A 62 Pro — Gin 2 1,0

202T—-G 68 Trp — Gly 2 1,0

211C—->T 71 His — Tyr 1 0,5

212A—=G 71 His — Arg 3 1,5

Kodony 69-85 214T > C 74 Cys — Arg 1 05
226 A—=C 76 Thr — Pro 9 4,6

286 A—C 96 Lys — Gin 1 0,5

292 dup. G* Zmiana ramki odczytu 1 0,5

308 A —G 103 Tyr — Cys 2 1,0

309C = A 103 Tyr — STOP 1 0,5

316 T —» G* 106 Phe — Val 2 1,0

321-561 del. 241pz* Zmiana ramki odczytu 1 0,5

Kodony 86-131 322G — C* 108 Gly — Arg 1 05
340A—=C 114 Thr — Pro 1 0,5
347T -G 116 Leu — Arg 21 10,8

383 T — G* 128 Val — Gly 1 0,5

389 del. T* Zmiana ramki odczytu 1 0,5

391 dup. G Zmiana ramki odczytu 3 1,5

401C—>T 134 Ala — Val 2 1,0

403A—=C 135 Thr — Pro 2 1,0

404 C — A* 135 Thr — Asn 9 4,6

Kodony 132-142 416 T—C 139 Val — Ala 1 0,5
422 A - C 141 GIn — Pro 1 0,5

424 A -G 142 Thr — Ala 3 1,5

429C — T* 142 Pro — Ser 1 0,5

430-434 del. GAGGA* Zmiana ramki odczytu 2 1,0

446-447 del. AT Zmiana ramki odczytu 2 1,0

465ins. T Zmiana ramki odczytu 1 0,5

470 T — C* 157 Val — Ala 9 4.6

476 T—=C 159 Leu — Pro 1 0,5

478 A—=C 160 Thr — Pro 1 0,5

487 ins. T* Zmiana ramki odczytu 1 0,5

Kodony 143-186 486 dup.T* Zmiana ramki odczytu 1 0,5
511G—=C 171 Pro — Ala 1 0,5

512C—A 171 Ala — Glu 2 1,0

515T - G* 172 Leu — Arg 4 2,1

523A—=G 175 Met — Val 7 3,6

524 T — C* 175 Met — Thr 4 2,1

531-536 del. CGCCAG* 178 del. Ala, 179 del. Ser 1 0,5

533-538 del. CCAGCG* 178 del. Ala, 179 del. Ser 16 8,2

aT — Tymina, C — Cytosyna, A — Adenina, G — Guanina, del. — Delecja, ins. — Insercja, dup. — Duplikacja, pz — Par zasad
bAla - Alanina, Arg — Arginina, Asn — Asparagina, Asp — Kwas asparaginowy, Cys — Cysteina, GIn — Glutamina, Glu — Kwas glutaminowy, Gly — Glicyna,
His — Histydyna, Leu — Leucyna, Lys — Lizyna, Met — Metionina, Phe — Fenyloalanian, Pro — Prolina, Ser — Seryna, Thr — Treonina, Trp — Tryptofan,

Tyr — Tyrozyna, Val — Valina

*Mutacje w genie pncA, do tej pory niezarejestrowane w bazie TB Drug Resistance Mutation Database (http://www.tbdreamdb.com).

W znaczacy sposob obnizajg aktywnos$¢ pirazy- tacje skutkujace zmiang w miejscu wigzania zelaza
namidazy. Dla 3 szczepow zidentyfikowano muta- stwierdzono facznie u 14 szczepdw i dotyczyty one
cje wptywajaca na proces inicjacji translacji (Met1), kodonow Asp49 (1 szczep), His51 (9 szczepdw) oraz
u 5 mutacje zaburzajgcg funkcjonowanie triady kata- His71 (4 szczepy). Dla trzech szczepdw stwierdzo-
litycznej (Asp8 — 4 szczepy, Lys96 — 1 szczep). Mu- no mutacje majace bezposrednio wptyw na aktywne
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centrum enzymu — 3 szczepy (Ala134 — 2 szczepy oraz
Val139 — 1 szczep) oraz mutacje zaktdcajace tworzenie
wigzan wodorowych — 13 szczepow (Thr142 — 3 szcze-
py, GIn10 — 10 szczepdw).

W literaturze $wiatowej oprécz mutaciji majacych ne-
gatywny wptyw na strukture biatka PncA, a w konse-
kwencji na jego aktywno$¢, opisano réwniez mutacje
wptywajace neutralnie lub stabilizujgco na funkcje biat-
ka. Mutacje wptywajgce stabilizujgco zlokalizowane sg
w kodonie 46 oraz 64, mutacje neutralne w kodonach
82, 87, 103, 175. Jedynym wyjasnieniem charakteru
mutacji moze by¢ to, ze dotycza one aminokwasow
Ala46 (46Ala — Val/Ser/Pro), His82 (82His — Asp/Arg/
Leu), Tyr103 (103Tyr — His/Ser/Asp/Cys), potozonych
w niewielkiej odlegtosci od miejsca wigzania substratu.
W zwigzku z tym moga wptywac na aktywnos$¢ enzy-
matyczng pirazynamidazy, ale nie na strukture samego
biatka (8).

W pracy zidentyfikowano mutacje opisywane w li-
teraturze jako neutralne i dotyczyty one kodonéw:
Tyr103 (103 Tyr — Cys — 2 szczepy) oraz Met175
(175 Met — Val — 7 szczepdw, 175 Met — Thr 4 szczepy).

Z przegladu literatury wynika, ze wiekszo$¢ opisywa-
nych mutacji w genie pncA to mutacje punktowe typu
missens lub mutacje o charakterze niewielkich (1-8-nu-
kleotydowych) delecji lub insercji. W niektérych ba-
daniach stwierdzono jednak insercje (16) lub delecje
wiekszej liczby nukleotyddéw (23), jak rowniez delecje
catego genu pncA (21, 25). Przyktadem jest insercja
29 pz w pozycji 215 genu pncA (20), jak rowniez de-
lecje opisywane w badaniach pochodzacych z Korei,
Turciji, Francji czy Azerbejdzanu. W Korei w$rdd szcze-
poéw opornych na PZA wykryto delecje 80 pz w po-
zycji 151 genu pncA oraz delecje 234 pz w pozycji
56 genu pncA (6, 21), w Turcji delecje 167 pz w pozyciji
102 genu pncA (24), we Francji delecje 68 pz w po-
zycji 419 genu pncA (24), natomiast w Azerbejdzanie
delecje 68 pz w pozycji 195 genu pncA (25). Wsréd
szczepodw opornych na PZA stwierdzono réwniez dele-
cje wiekszej liczby nukleotydéw w genie pncA. Byta to
delecja 79 pz w pozycji 141 genu pncA (1 szczep) oraz
delecja 241 pz w pozycji 321 genu pncA (1 szczep);
obie skutkowaty zmiang ramki odczytu (ang. frame-
shift). Wéréd 195 analizowanych szczepdw pratkdéw
gruzlicy nie stwierdzono insercji wiekszej liczby nukle-
otyddéw w obrebie genu pncA.

Ciekawe zjawisko dotyczgce insercji zaobserwo-
wano w badaniach przeprowadzonych we Franciji.
Szczep oporny na PZA posiadat insercje 1,355 pz
w pozycji 341 genu pncA, ktdéra powodowata duplika-
cje 3 pz docelowej sekwencji, co sugerowato istnienie
procesu transpozycji. Autorzy stwierdzili, ze sekwencja
fragmentu 1,335 pz odpowiada sekwencji insercyjnej
IS6110 (16). Z przegladu literatury wynika, ze francuscy
naukowcy po raz pierwszy zidentyfikowali transpozycije
kompletnej sekwenciji insercyjnej IS6770 do genu od-
powiedzialnego za lekoopornos$¢. Sekwencja IS67110
moze by¢ wigczana w rézne miejsca chromosomu
M. tuberculosis, jednak z wiekszg czestosciag wiaczana
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jestw tzw. ,gorace miejsca” (ang. hot spots), jak np. re-
gion DR (ang. direct repeat), locus ipl (ang. the IS6110
preferential locus) oraz DK1 (1). Ten niespotykany fakt
mozna wyttumaczy¢ tym, ze insercja sekwencji IS6110
wystgpita w regionie obejmujacym sekwencje od 337
do 346 nukleotydu w genie pncA (GGCAC | GCCAC),
ktory jest identyczny jak sekwencja hot spots w locus
ipl (od 382 do 391 nukleotydu - GGCACGCCAC) (16).

Analiza sekwencyjna genu pncA przeprowadzona
wsérod szczepOw opornych na PZA izolowanych od
chorych na gruzlice w Polsce wykazata, ze najczesciej
obserwuje sie substytucje T — G w pozycji 347 skutku-
jaca zamiang aminokwaséw w kodonie 116 Leu — Arg
oraz delecje 6 pz w pozycji 533 genu pncA. Odsetek
szczepdw, u ktorych stwierdzono ww. mutacje, wy-
nosit odpowiednio 10,8 oraz 8,2. Transwersja T — G
W pozycji 347 genu pncA po raz pierwszy zostata zi-
dentyfikowana przez Marttile i wsp. w Ros;ji (5). Obec-
nie rejestrowana jest w roznych regionach $wiata,
m.in. w Szwecji (23), Hong Kongu (26), Chinach (4),
Peru (27), Brazylii (12) i Stanach Zjednoczonych (28).
Delecje 6 pz w pozycji 533 genu pncA po raz pierwszy
zidentyfikowano w niniejszej pracy.

W niniejszej pracy po raz pierwszy zidentyfikowano
réwniez 24 inne mutacje, ktére do tej pory nie zostaty
zarejestrowane w bazie TB Drug Resistance Mutation
Database (29). Wiekszo$¢ z nich stanowity mutacje
punktowe (60), nastepnie delecje (24), insercje (12)
oraz mutacje w regionie promotorowym (6).

Jak wspomniano, gtdbwnym mechanizmem oporno-
§ci pratkéw gruzlicy na pirazynamid sa mutacje w ge-
nie pncA, jednak wyniki badan wielu prac pokazujg, ze
od 3 do 28 szczepdw fenotypowo opornych nie posia-
da mutacji w tym genie (1, 3, 10). W pracy stwierdzono
21 (10,8%) takich szczepdw. Brak mutacji sugeruje ist-
nienie innych, alternatywnych mechanizméw oporno-
§ci na pirazynamid.

W literaturze $wiatowej do alternatywnych mecha-
nizméw opornosci na pirazynamid zalicza sie: obnize-
nie absorpcji leku przez komorke bakteryjna, system
aktywnie wypompowujacy POA z komorki bakteryj-
nej (tzw. efflux pump) (30), jak réwniez zaburzenia
w wigzaniu POA do miejsc jego dziatania (31). Cheng
i wsp. sugeruja istnienie genu regulacyjnego, ktory
moze prawdopodobnie wptywaé na ekspresje pncA.
Jego zidentyfikowanie pozwolitoby do konca wyjasni¢
podstawy opornosci na PZA pratkdw gruzlicy (19).

Badania przeprowadzone w 2011 roku przez Shi
i wsp. wykazaly, ze za PZA-oporno$¢ odpowiedzial-
ne sg mutacje w genie rpsA (Rv1630) (31). Gen rpsA
jest genem kodujacym rybosomalne biatko S1 (RpsA),
z ktérym moze faczy¢ sie kwas pirazynowy, zaburzajac
proces translacji oraz trans-translacji. Autorzy pracy
opisali szczep oporny na PZA (MIC > 200 ug/ml) nie-
posiadajacy mutacji w pncA, z mutacjg w genie rpsA.
Wykryta mutacjg byta delecja 3 pz GCC w pozycji 1314
genu rpsA, kitéra skutkowata utratg alaniny (AAla438)
na C-koncu RpsA - regionie, ktory nie jest wymaga-
ny do syntezy biatka in vivo (1). Naukowcy wyizolo-
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wali zmutowane biatko RpsA i ocenili jego zdolno$é
do wigzania POA. Kontrole badania stanowito biatko
RpsA wyizolowane z dzikiego szczepu M. tuberculosis
oraz biatko RpsA wyizolowane z M. smegmatis, szcze-
pu naturalnie opornego na PZA. Wykazano, ze POA
wigzato sie z RpsA dzikiego szczepu M. tuberculosis
oraz w niewielkim stopniu z RpsA M. smegmatis, nie
wigzato sie natomiast z biatkiem RpsA wyizolowanym
ze zmutowanego szczepu. Wyniki badan sugeruja, ze
POA najprawdopodobniej wigze sie z C-kohcem biat-
ka RpsA. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych
RpsA réznych gatunkéw pratkow wykazato, ze C-ko-
niec jest najbardziej zmiennym regionem biatka wsréd
szczepow opornych na PZA. Wyniki badan sugeruja,
Ze zmiany w opisywanym regionie biatka RpsA moga
mie¢ réwniez wptyw na PZA-opornosc.

Aleksander i wsp. badajacy wptyw mutacji w genie
rpsA na PZA-oporno$é wykazali, ze szczep wzorco-
wy M. bovis BCG, naturalnie oporny na PZA, oprocz
charakterystycznej mutacji w pncA (169 A — G,
57His — Asp) posiada réwniez mutacje w genie rpsA
— substytucje G — A w pozycji 1318 genu skutkuja-
cg zamianag 440 aminokwasu (440 Ala — Thr). Muta-
cja ta okazata sie konserwatywng zmiang wystepujaca
réwniez u pozostatych szczepdéw M. bovis naturalnie
opornych na PZA. Wptyw mutacji na PZA opornosé
pozostaje nadal do ustalenia, cho¢ przypuszcza sie,
Ze wystepowanie jej w sgsiedztwie wspomnianej wyzej
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