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Vibrio cholerae jest Gram-ujemnym patogenem, zyjacym w S$rodowisku wodnym
badz przewodzie pokarmowym zwierzat. Zakazenie V. cholerae wystepuje glownie w krajach
rozwijajacych si¢ 1 prowadzi do ostrej choroby wuktadu pokarmowego.
Glownym czynnikiem wirulencji tej bakterii, odpowiedzialnym za objawy choroby, jest
toksyna cholery. Powszechnie przyjety sposob leczenia zakazen V. cholerae polega
na nawodnieniu doustnym, jednakze nie prowadzi to do wyeliminowania patogenu
z organizmu. W tym celu wykorzystuje si¢ antybiotyki, jednak zwickszajaca si¢
antybiotykooporno$¢ szczepow V. cholerae utrudnia kuracje. Dlatego tez tak istotne jest
poszukiwanie nowych substancji przeciwbakteryjnych. Rosliny sg bogatym zrodtem takich
substancji, a jednym z ich przyktadow sa glukozynolany. Jest to grupa zwiagzkow nalezaca do
tioglikozydéw obecna w ro$linach kapustowatych. W wyniku hydrolizy glukozynolanow
przez mirozynaz¢ powstaja izotiocyjaniany (ITC), substancje o wlasciwosciach

chemoprewencyjnych i antybakteryjnych oraz przeciwzapalnych.

Gléwnym celem mojej pracy doktorskiej bylo zbadanie wpltywu wybranych
izotiocyjaniandw na rozwoj i wirulencj¢ bakterii V. cholerae. W swojej pracy badatam
dziatanie dwéch ITC aromatycznych, tj. benzylu (BITC) i fenetylu (PEITC) oraz sulforafanu
(SFN), bedacego izotiocyjanianem alifatycznym.

Jednym =z etapow dysertacji byto okreslenie wptywu badanych zwigzkow
na zywotno$¢ bakterii. Na podstawie wartoSci minimalnych stezen hamujacych wzrost
bakterii (MIC) 1 minimalnych stezen bakteriobojczych (MBC) ustalitam, ze kazdy
z wybranych przeze mnie izotiocyjanianow posiadal potencjat antybakteryjny.
Okreslitam roéwniez, ze najefektywniejsze dziatanie wobec V. cholerae wykazywat BITC
(MIC 0,5 mM), a najstabsze PEITC (MIC 2 mM). Ponadto, kazdy ITC hamowat wzrost
hodowli bakterii, a ograniczenie tego wzrostu bylo zalezne od stosowanych stezen.
Stwierdzitam rowniez, ze ITC zmniejszaty zdolno$¢ V. cholerae do tworzenia biofilmu, a

takze ograniczaty aktywno$¢ metaboliczng komorek tworzacych biofilm.

Badane ITC prowadzilty do zmniejszenia syntezy zaréwno DNA, jak i RNA.
Zjawisko gwaltownego zahamowania syntezy RNA w komorkach bakteryjnych zwigzane jest
z indukcja odpowiedzi Scistej. Jest to jeden z kluczowych mechanizmow adaptujacych

komorke bakteryjng do warunkow stresowych. W odpowiedzi $cistej udziat biorg dwa



podstawowe biatka: syntetaza RelA oraz dwufunkcyjne biatko SpoT posiadajace wlasciwosci
syntetazy i hydrolazy cztero- i pigciofosforanow guanozyny ((p)ppGpp). Biatka te w wyniku
niekorzystnych warunkow $srodowiskowych, takich jak gtéd aminokwasowy, niedobdr wegla,
fosforu czy zelaza prowadza do syntezy i akumulacji (p)ppGpp. Alarmon ten posrednio
1 bezposrednio wplywa na regulacje transkrypcji wielu genow komorkowych u bakterii.
W moich badaniach wykazatam, iz kazdy z badanych ITC prowadzit do akumulacji
alarmonow (p)ppGpp. Ponadto, w obecnosci nadmiaru specyficznych aminokwasow (Ala,
Trp, Met, Asp, Leu, Cys, 1zo, Phe, His, Tyr) obserwowalam odwrocenie efektu indukcji
odpowiedzi $cistej przez izotiocyjaniany 1 zahamowanie akumulacji alarmonow (p)ppGpp.
Moze to wskazywa¢ na wplyw dziatania ITC na metabolizm aminokwaséw czy proces

translacji.

Na podstawie analizy qPCR okreslitam, ze dodanie do hodowli V. cholerae PEITC
jak 1 SFN prowadzito do efektywnego zahamowania transkrypcji gendéw zwigzanych z
wirulencjg patogenu. Na podstawie podobienstwa w zahamowaniu transkrypcji tych genow w
wyniku gltodu aminokwasowego oraz przez ITC, moge przypuszczaé, ze badane zwigzki

dzialajg poprzez indukcje odpowiedzi Sciste;.

Co wigcej, analiza Western blot potwierdzita, ze PEITC oraz SFN obnizaty poziom
syntezy form podjednostki B toksyny cholery. Bardzo istotnym wynikiem mojej pracy jest
obserwacja, iz w obecnosci badanych ITC w hodowli lizaty bakteryjne wykazywaty obnizona

toksycznos¢ wobec linii komorkowych Hela 1 Vero.

Podsumowujac, badane ITC hamuja wzrost bakterii V. cholerae, a takze wplywaja
na ograniczenie masy 1 zywotnosci komoérek w biofilmach. Ponadto ITC prowadza
do uposledzenia ekspresji gendOw zaangazowanych w wirulencj¢ patogenu oraz bezposrednio

na zahamowanie syntezy podjednostek toksyny cholery.

Proponowany mechanizm dziatania zwigzkow polega na indukcji odpowiedzi $cistej
1 akumulacji (p)ppGpp w komorkach, prowadzac do efektywnego zahamowania ekspres;i

gendw odpowiedzialnych za wirulencj¢ oraz zmniejszenia toksycznosci V. cholerae.



