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Wstep

Ponad potowa ludzi na $wiecie jest zakazona Gram-ujemng bakteria Helicobacter pylori
(H. pylori). U okoto 20% z nich rozwija si¢ zapalenie btony Sluzowej zotadka, wrzody zotadka
lub dwunastnicy, a przewlekte zakazenie moze prowadzi¢ do raka zotadka. Ze wzgledu na
rosngcg opornos¢ H. pylori na antybiotyki stosowane w zwalczaniu takich zakazen
(metronidazol, amoksycylina, klarytromycyna) istnieje konieczno$¢ poszukiwania nowych
lekow oraz celow molekularnych, ktérych zaburzenie mogloby zaktoci¢ metabolizm tych
bakterii 1 doprowadzi¢ do ich eradykacji. Zahamowanie proceséw degradacji i metabolizmu
RNA, moze potencjalnie takie efekty spowodowac. Do gléwnych biatek degradosomu RNA
H. pylori naleza min. helikaza RNA (RhpA) oraz fosforylaza polinukleotydowa (PNP). Wedtug
literatury zahamowanie aktywnos$ci PNP moze wpltywac¢ na oporno$¢ patogendw bakteryjnych
na antybiotyki i wspomagac ich eliminacje.

Materialy i metody

Rekombinowane biatka PNP i RhpA H. pylori produkowano w systemie ekspresji
E. coli i oczyszczano za pomoca technik chromatograficznych. Poszukiwanie inhibitorow
aktywno$ci biatka PNP odbywato si¢ w oparciu o testy hamowania aktywnos$ci
poliadenylacyjnej tego biatka w opracowanym tescie fluorymetrycznym z wykorzystaniem 8
tys. zwigzkéw chemicznych z MedChemExpress. Mutanty H. pylori w zakresie PNP lub RhpA
konstruowano poprzez przerywanie ciggtos$ci genu kodujacego dane biatko z wprowadzeniem
kasety oporno$ci na kanamycyng¢. Za pomoca chromatografii zelowej oraz termoforezy
mikroskalarnej sprawdzano wystgpowanie oddziatywan pomiedzy biatkiem PNP i RhpA.
Wyniki

Zidentyfikowano 402 zwigzki chemiczne, ktore hamowaty aktywnos$¢ biatka PNP przy stezeniu
100 uM oraz hamowaty wzrost H. pylori. Skonstruowano dwa zywotne mutanty delecyjne
H. pylori osobno dla biatek PNP i RhpA. Wykluczono interakcje pomiedzy biatkami PNP i
Rhpa. Analiza transkryptomiczna mutantéw delecyjnych wykazata znaczace zmiany
w profilu transkryptomicznym w przypadku delecji genu RhpA oraz ograniczone zmiany
transkryptomiczne po delecji genu PNP. Mutanty delecyjne cechowaly si¢ zmienionym
profilem lekowrazliwosci wzgledem wybranych antybiotykow (amoksycylina, metronidazol).
Whioski

Zidentyfikowano zwiazki chemiczne hamujace aktywnos¢ PNP, co pozostawalo
w zwigzku z zahamowaniem wzrostu H. pylori Uzyskane wyniki stanowig obiecujaca podstawe
do opracowania nowych terapii przeciwko tym chorobotwdrczym pateczkom wskazujac na
mozliwo$¢ celowania w metabolizm RNA bakterii. Opracowana strategia stanowi nowe
podejscie w walce z zakazeniami wywolywanymi przez szczepy H. pylori oporne na
antybiotyki.
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