10.Streszczenia

Streszczenie w jezvku polskim

Narastajaca lekoopornos¢ Helicobacter pylori (H. pylori) na stosowane obecnie
antybiotyki ogranicza skutecznos$¢ eradykacji, co wiaze sie z koniecznoscig poszukiwania
nowych celow molekularnych dla potencjalnych lekéw. W pracy scharakteryzowano
wybrane komponenty degradosomu RNA H. pylori, biorac pod uwage ich strukture
i funkcje, a takze wzajemne oddzialtywania: fosforylaze polinukleotydowa PNP
(PNPaze), helikaze RhpA oraz bialko PapS, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli PNP
jako potencjalnego celu terapeutycznego. Okreslono funkcje PapS w metabolizmie RNA
1 zbadano wystepowanie interakcji PapS-RhpA. Oczyszczono rekombinowane biatka
PNP, RhpA i1 PapS. Zoptymalizowano testy aktywnosci PNP (reakcje polimeryzacji
i degradacji RNA). Wykazano, ze PNPaza wystepuje w formie trimeru i zachowuje
aktywnos$¢ enzymatyczng w warunkach umozliwiajacych dalsze badania przesiewowe.
PapS nie wykazywato aktywnosci poliadenylacyjnej wobec jednoniciowego RNA,
natomiast katalizowato sekwencyjna dobudowe konca 3' CCA do tRNA, co wskazuje na
funkcje enzymu dobudowujacego CCA. Stwierdzono przej$ciowe, umiarkowane
oddziatywanie PapS-RhpA. Analiza transkryptomiczna ujawnila ograniczone zmiany
ekspresji w szczepach delecyjnych H. pylori G27 Apnp i ApapS oraz rozlegla przebudowe
profilu transkryptomicznego w ArhpA. Delecja pnp nie wigzala sie¢ z obumieraniem
komorek, lecz powodowata istotne ograniczenie zdolnosci adaptacyjnych: obnizenie
tolerancji na stres temperaturowy (wolniejszy wzrost w 39°C 1 stabsze przezycie w 4°C),
wzrost wrazliwosci na UV-C i stres oksydacyjny, zahamowanie ruchliwosci i aktywnosci
ureazy oraz katalazy. Jakkolwiek delecja pnp wigzata si¢ z nasileniem tworzenia obszaru
biofilmu, czego wyjasnienie wymaga dalszych badan. Zastosowano czteroetapowa
strategi¢ przesiewowa uzytych w badaniach inhibitoréw PNP taczaca testy in vitro,
selekcje jakosciowa i ocene dzialania wobec komodrek bakteryjnych. Z biblioteki 8562
zwigzkow wyloniono 23 kandydatow do dalszej weryfikacji, a najbardziej obiecujacy
profil dzialania zalezny od obecnosci PNP wykazat niklozamid. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze PNPaza H. pylori, mimo ze nie jest niezb¢dna do przezycia bakterii stanowi
kluczowy wezel regulacji metabolizmu RNA determinujacy odpowiedz stresowa
1 fenotypy adaptacyjne bakterii oraz racjonalny cel dla poszukiwania inhibitoréw PNP
w celach terapeutycznych.
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