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STRESZCZENIE POPULARNONAUKOWE

BacSp222 to niedawno odkryta w naszym zespole bakteriocyna peptydowa produkowana przez
Staphylococcus pseudintermedius szczep 222 - komensalng bakterig bytujgcg na skérze oraz na btonach
$luzowych zwierzat domowych. Bakteriocyna BacSp222 zabija szerokie spektrum bakterii Gram-dodatnich,
umozliwiajgc  komdérkom producenta wyeliminowanie konkurencyjnych szczepédw bakteryjnych.
Dotychczasowe badania nad BacSp222 koncentrowaty sie gtéwnie na biologii molekularnej peptydu, na
fizykochemicznym mechanizmie jego dziatania wobec bton bakteryjnych, a takie na okresleniu struktury
czasteczki peptydu technika jgdrowego rezonansu magnetycznego (NMR). Tym niemniej, najbardziej
intrygujgce okazaty sie wyniki dowodzace, ze opisana bakteriocyna nie tylko jest zdolna do zabijania
bakterii, ale takze wykazuje istotng aktywnos¢ wobec komdrek organizmu gospodarza. Przy wyzszych
dawkach peptyd dziata bowiem cytotoksycznie, natomiast przy stezeniach bardzo matych (nanomole/l)
dziata jako immunomodulacyjny czynnik prozapalny, stymulujgc wydzielanie czynnika martwicy nowotworu
(TNF) oraz indukujagc w makrofagowych liniach komérkowych produkcje tlenku azotu (NO) przez
indukowalng syntaze NO (iNOS). Drugie intrygujgce odkrycie wykazato, iz peptyd BacSp222 jest
produkowany i wydzielany wraz ze swoimi kilkoma potranslacyjnie modyfikowanymi izoformami,
zidentyfikowanymi jako pochodne bursztynylowane (butanodiowe). W odniesieniu do tych wstepnych
wynikéw, przedstawiony projekt poswiecony jest szeroko zakrojonym badaniom nad mechanizmem
powstawania wspomnianych modyfikacji potranslacyjnych bakteriocyny BacSp222, nad ich wptywem na
strukture czasteczki peptydu oraz nad aktywnoscig prozapalng izoform bakteriocyny wobec komodrek
eukariotycznych.

Badania beda prowadzone z wykorzystaniem izoform bakteriocyny BacSp222 wyizolowanych z pozywki
pohodowlanej bakterii. Jako peptyd kontrolny bedzie stosowana bakteriocyna w postaci natywnej -
niemodyfikowanej. Mechanizm obrdébki potranslacyjnej bakteriocyny oraz wptyw czynnikéw
srodowiskowych na to zjawisko bedzie badany technikami chromatograficznymi. Wptyw bursztynylacji na
strukture czasteczki BacSp222 bedzie okreslany technika NMR. Badania nad aktywnoscig bakteriobdjcza
oraz cytotoksyczng izoform bakteriocyny beda prowadzone na réinych szczepach bakterii oraz z
wykorzystaniem modelowych linii komérkowych zwierzecych i ludzkich, a takze komodrek pierwotnych.
Analiza cytokin lub czynnikédw wzrostowych wytwarzanych przez komérki po ekspozycji na izoformy
bakteriocyny zostanie przeprowadzona przy uzyciu cytometru przeptywowego i zestawdéw do badania wielu
cytokin. Badania nad wptywem izoform na ekspresje iNOS bedg prowadzone poprzez bezposrednie pomiary
aktywnosci enzymu w komodrkach oraz w oparciu o pomiary ekspresji genu enzymu metodg RT-PCR.
Identyfikacja receptoréw komodrkowych zaangazowanych w rozpoznanie izoform bakteriocyny bedzie
przeprowadzana z wykorzystaniem ko-stymulacji komdrek poprzez izoformy oraz specyficzne dla
okreslonych receptoréw zwigzki antagonistyczne, poprzez pomiary wydzielania okreslonych cytokin,
poprzez pomiary wewnatrzkomaorkowej mobilizacji cAMP oraz/lub przy uzyciu zmodyfikowanych linii
komérkowych, eksponujgcych okreslone komodrkowe receptory rekombinowane. Oznaczenia wptywu
izoform bakteriocyny na czynniki transkrypcyjne (np. AP-1, NFkB) bedg wykonywane przy uzyciu
elektroforetycznej techniki EMSA. Wptyw izoform bakteriocyny na morfologie komérek oraz weryfikacja ich
internalizacji do wnetrza komédrek beda badane za pomocg mikroskopii konfokalnej, znakowanego
fluorescencyjnie peptydu i/lub technikami immunochemicznymi.

Pod wzgledem biologicznym bakteriocyny definiuje sie jako peptydy lub biatka wytwarzane przez bakterie
na rybosomach, zdolne do zabijania blisko spokrewnionych szczepdw zyjgcych w tej samej niszy
fizjologicznej lub ekologicznej. Czgsteczki bakteriocyn petnig réwniez role regulatoréw metabolizmu bakterii
zaleznych od gestosci ich populacji lub obecnosci innych mikroorganizmdw. Szacuje sie, ze 99% szczepdw
bakterii wytwarza co najmniej jedng bakteriocyne, tak wiec biologiczne i ekologiczne znaczenie tych
czynnikéw jest ogromne. Ponadto, bakteriocyny lub tez mikroorganizmy produkujgce bakteriocyny sg
szeroko stosowane w produkcji zywnosci oraz pasz, w weterynarii i w medycynie. Realizacja badan
przedstawionych w niniejszym projekcie pozwoli na zbadanie nowego potranslacyjnego mechanizmu
regulacji aktywnosci biologicznej bakteriocyn, opartego na bursztynylacji taricucha polipeptydowego.
Pozwoli takze okresli¢, czy produkowane przez oportunistyczne patogeny bakteriocyny oraz ich
zmodyfikowane izoformy mogg takze odgrywaé role czynnikdw wirulencji, zdolnych do modulowania
aktywnosci komarek odpornosciowych zainfekowanego organizmu.



