Streszczenie rozprawy doktorskiej ,,Badania nad biosynteza oraz aktywnoscia prozapalng

form bakteriocyny peptydowej BacSp222”

Bakteriocyny to szeroko rozpowszechniona grupa peptydow i biatek bakteryjnych, ktore hamuja wzrost
blisko spokrewnionych (wzgl¢dem producenta) gatunkdéw bakterii. Zwiagzki te badane sg glownie pod
wzgledem aktywnos$ci bakteriobdjczej i potencjalnego wykorzystania w terapii zakazen, przemysle
spozywczym lub rolnictwie. Nadal jednak nie jest dobrze poznany potencjalny wpltyw bakteriocyn na
komorki gospodarza.

Niedawno odkryta bakteriocyna peptydowa BacSp222 produkowana przez odzwierzecy szczep
Staphylococcus pseudintermedius 222 to pierwsza znana bakteriocyna, ktora potranslacyjnie ulega
bursztynylacji na grupie e-aminowej reszt lizyny. BacSp222 wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne
wzgledem bakterii Gram-dodatnich i posiada réwniez cechy czynnika wirulencji oraz peptydu
pobudzajacego uktad odpornosciowy gospodarza.

W badaniach objg¢tych niniejsza rozprawa wykazano, ze bursztynylacja BacSp222 przez szczep
producencki zalezna jest od warunkéw srodowiska takich jak temperatura, pH otoczenia, dostep do
sktadnikow odzywczych oraz dostgp do wybranego zrodta wegla, a takze od obecno$ci zwigzku
stresogennego jakim jest tlenek azotu. Bursztynylacja BacSp222 moze zachodzi¢ w warunkach in vitro
w reakcji nieenzymatycznej, gdy donorem grupy bursztynylowej jest bursztynylo-koenzym A - istotny
sktadnik metabolizmu komoérkowego, m.in. w cyklu Krebsa. Natomiast reakcja debursztynylacji
w warunkach in vitro wymaga obecnosci lizatu bakteryjnego oraz formy utlenionej dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego, co $wiadczy o tym, ze reakcja ta jest najprawdopodobniej enzymatyczna.

Bursztynylacja BacSp222 znaczgco redukuje wiasciwosci lityczne bakteriocyny, zarowno
wzgledem komorek bakteryjnych jak i eukariotycznych. Modyfikowane formy BacSp222 majg takze
znaczaco nizszg aktywno$¢ bojczg wzgledem komorek producenta, co sugeruje, ze bursztynylacja
peptydu moze by¢ forma autoochrony przed toksycznym dziataniem bakteriocyny na producenckie
komorki Staphylococcus pseudintermedius 222. Biorac pod uwage znane ukierunkowane dziatanie
BacSp222 na membrany bakteryjne, obserwowane obnizenie aktywnosci litycznej form potranslacyjnie
modyfikowanych BacSp222 wzgledem czasteczki niemodyfikowanej spowodowane jest
najprawdopodobniej zmiang tadunku na modyfikowanych resztach lizyny z dodatniego na ujemny. Na
skutek tego czasteczka stabiej oddziatuje z dodatnio natadowanymi btonami komérkowymi bakterii.

Natomiast aktywno$¢ prozapalna form bursztynylowanych jest identyczna jak formy
niemodyfikowanej BacSp222. Bakteriocyna ta rozpoznawana jest przez heterodimer receptorow
TLR2/TLR6, powodujac zalezng od MyD88 aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-xB. W wyniku
pobudzenia NF-kB dochodzi do aktywacji syntezy wielu cytokin prozapalnych, w tym TNF (przez
mysie komorki monocytarno-makrofagowe) oraz IL-8 (przez ludzkie neutrofile). Co wigcej,
w obecnosci IFN-y BacSp222 wykazuje zdolnos¢ do pobudzania mysich komoérek monocytarno-

makrofagowych do produkcji indukowalnej syntazy tlenku azotu, i w konsekwencji do wydzielania



tlenku azotu. Pozbawienie czasteczki BacSp222 N-koncowej formylowanej metioniny znaczaco
ogranicza wlasciwos$ci zapalne peptydu, co sugeruje, ze N-koncowy fragment czasteczki jest istotny
w rozpoznawaniu BacSp222 przez receptor.

BacSp222 jest pierwsza dokltadnie przebadang bakteriocyna, ktoéra wykazuje wilasciwosci
lityczne zaréwno wzgledem komorek bakteryjnych jak i eukariotycznych. Przedstawione w niniejsze;j
pracy doswiadczenia, w przeciwienstwie do wielu innych opisanych w literaturze badan zwigzanych
z tematyka bakteriocyn, wykonane byly z uzyciem doktadnie zweryfikowanych pod wzgledem
czystosci (w tym pod wzgledem potencjalnych zanieczyszczen endotoksynami) preparatach.
Dodatkowo, po raz pierwszy przedstawiono prozapalne wlasciwosci czasteczki bakteriocyny dla
doktadnie zweryfikowanych, nietoksycznych stezen BacSp222, jednoczesnie rozpoznajgc receptor,
ktory odpowiada za interakcje peptydu z komorkami eukariotycznymi. Uzyskane w ramach rozprawy
doktorskiej dane sugerujg pewien potencjat BacSp222 do zastosowania w medycynie. Jako ligand
receptora TLR2, czasteczka ta moze bowiem zosta¢ wykorzystana w terapiach przeciwnowotworowych

lub jako adiuwant w szczepionkach, jednak wymaga to dalszych badan.



