ZAHAMOWANIE PROCESOW DEGRADACJI RNA JAKO NOWY CEL MOLEKULARNY
W ZWALCZANIU LEKOOPORNYCH PALECZEK HELICOBACTER PYLORI
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Wstep: Nawet potowa populacji ludzi na $wiecie moze by¢ zakazona Gram-ujemng pateczka
Helicobacter pylori (H. pylori). U okoto 20% o0s6b, zakazenie prowadzi do zapalenia btony $luzowej
zotadka, choroby wrzodowej Zofadka czy owrzodzen dwunastnicy. W konsekwencji przetrwatego
zakazenia moze dochodzi¢ do rozwoju raka zotadka, ktory jest przyczyng okoto 1 min zgondéw rocznie.
W obliczu narastajgcej opornosci bakterii na antybiotyki, w tym izolatow klinicznych H. pylori (ok. 40%
izolatbw w Europie opornych na metronidazol), poszukuje si¢ nowych celéw molekularnych, ktorych
zaburzenie bedzie prowadzi¢ do eradykacji H. pylori. Synteza, jak rowniez degradacja RNA,
s3 kluczowymi dla przezycia bakterii procesami, ktérych zahamowanie moduluje profil opornosci
na antybiotyki 1 wptywa na zdolno§¢ do przezywania drobnoustrojow w warunkach stresowych.
Na podstawie danych literaturowych opisujacych biatka zaangazowane w metabolizm RNA u blisko
spokrewnionych patogenéw, zidentyfikowano fosforylaze polinukleotydowa (polynucleotide
phosphorylase, PNP), jako innowacyjny cel molekulamy do poszukiwania przysztych
chemioterapeutykow przeciwko H. pylori.

Cel pracy: Wyprodukowanie i oczyszczenie biatka rekombinowanego PNP i przeprowadzenie testow
enzymatycznych w celu wytypowania kandydatow zwiazkow chemicznych jako potencjalnych
inhibitoréw biatka PNP H. pylori.

Materialy i metody: Biatko PNP wyprodukowano w systemie ekspresyjnym Escherichia coli BL21 i
oczyszczano metodami chromatografii: 1) metalopowinowactwa, 2) jonowymiennej oraz 3) separacji
zelowej. W celu wytypowania zwigzkdw chemicznych hamujacych aktywno$¢ biatka PNP
wykorzystano komercyjnie dostepng bibliotek¢ ponad 8 tys. zwigzkéw bioaktywnych z firmy
MedChemExpress. Biblioteka sktada si¢ ze wstepnie scharakteryzowanych substancji chemicznych,
posrod ktorych znajdujg sie np. antybiotyki, chemioterapeutyki czy substancje pochodzenia naturalnego.
Ponadto, opracowano test fluorymetryczny z wykorzystaniem Tioflawiny T w celu oceny stopnia
zahamowania aktywnosci biatka PNP, mierzac aktywnos$¢ poliadenylacyjng PNP. Wyniki poddano
analizie matematycznej i wstgpnie Wytypowano zwigzki o charakterze hamujacym aktywno$¢ biatka
PNP.

Wyniki: Wybrano 360 zwigzkow chemicznych, ktore w stezeniu 100 mM hamowaty aktywnos$¢ biatka
PNP H. pylori in vitro na poziomie >90%. Wsrod potencjalnych inhibitoréw znajdowaty si¢ nastgpujace
zwigzki chemiczne:1) wplywajace na syntez¢ RNA/DNA tj. zwigzki o aktywnosci przeciwwirusowej
(np. Atazanavir); 2) antybiotyki i chemioterapeutyki (np. Cefepim, Trimetoprim); 3) zwigzki
przeciwpratkowe (pochodne Rifampicyny); 4) zwigzki wptywajace na szlaki metaboliczne komorki
zwigzane z apoptoza (np. Mangiferin, Licofelone) lub 5) zwigzki o aktywnosci przeciwgrzybiczej (np.
Fluazinam).

Whioski: Wstepnie zidentyfikowano substancje zdolne do hamowania aktywnos¢ biatka PNP H. pylori
in vitro. Dalsze badania postuzg zawezeniu puli inhibitorow do grupy zwiazkow o najlepszym
potencjale aplikacyjnym oraz otrzymaniu pochodnych tych zwigzkéw o najlepszych wiasciwosciach
hamujacych. Zostang wyznaczone wartosci MIC i MBC wzglgdem szczepow referencyjnych H.
pylori oraz wobec izolatow klinicznych. Badania bedg poparte wykluczeniem toksycznosci
zwiagzkow wobec ludzkiego biatka PNP 1 wzorcowych linii komorek eukariotycznych.
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