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Wiele badan wskazuje na zwigzek pomiedzy rakiem jelita grubego, a bakterig
Fusobacterium nucleatum. Doktadny mechanizm prowadzacy do rozwoju tej choroby jest
caly czas badany przez naukowcow z r6znych osrodkow. Jedna z hipotez zaklada zdolno$é¢
bakterii Fusobacterium nucleatum do generowania reaktywnych form tlenu (RFT) w
obecnosci jonow metali przejsciowych np.: miedzi(ll) oraz endogennych utleniaczy.
Wiadomo, ze nagromadzenie si¢ RFT w organizmie moze skutkowaé wystapieniem stanu
zapalnego,

w trakcie ktorego obserwuje si¢ rdwniez podwyzszony poziom jonow miedzi(Il). Ta dos¢
silna korelacja pomigdzy RFT, a jonami miedzi(II) oraz Fusobacterium nucleatum, a rakiem
jelita grubego stata si¢ punktem wyjscia dla badan prowadzonych w ramach tej dysertacji.

W ramach przedstawianej pracy scharakteryzowano wiasciwosci koordynacyjne
dwoch fragmentéw biatka FadA oraz dziewigciu fragmentow biatka P1 bakterii
Fusobacterium nucleatum wzglgdem jondéw miedzi(Il). Do realizacji postawionego celu
zastosowano szereg metod spektroskopowych takich jak: UV-Vis, CD, EPR, a takze NMR.
Ponadto, wykonane obliczenia teoretyczne (DFT) potwierdzily i wsparly zaproponowane
modele koordynacyjne dla komplekséw z fragmentami biatka FadA. Rownie istotnym celem
badan bylo okreslenie stechiometrii oraz statych trwalosci powstajacych miedziowych
kompleksow w roztworze wodnym. W celu realizacji tego zalozenia przeprowadzono
miareczkowanie potencjometryczne w funkcji pH roztworu. Dodatkowo do potwierdzenia
stechiometrii powstajacych kompleksow wybrano spektrometri¢ mas (MS). Obliczone zostaty
takze wartosci logK*, ktore umozliwity poréwnanie sity oddzialywania pomigdzy
poszczeg6lnymi kompleksami o tym samym sposobie wigzania jonu miedzi(II).

Z punktu zalozen tematyki podjetych badan niezwykle istotne okazato si¢ rowniez
zbadanie czy wybrane ligandy peptydowe, a takze ich kompleksy z jonami miedzi(Il) sa
zdolne do generowania reaktywnych form tlenu (RFT). Do detekcji RFT zastosowano metody
spektroskopowe (UV-Vis i luminescencj¢) wraz z odpowiednio selektywnymi zwigzkami

bedacymi molekutami raportujagcymi. Dodatkowo dla wybranych zwigzkéw zastosowano



takze technike poziomej elektroforezy zelowej za pomoca ktérej mozliwa byla nie tylko
identyfikacja powstajacych rodnikow ale rowniez ocena uszkodzen plazmidowego DNA.

Ostatni etap badan prowadzonych w ramach tej dysertacji obejmowal okreslenie
zdolnosci do generowania RFT przez calg komorke bakteryjng Fusobacterium nucleatum,
a takze wskazanie czy wolne rodniki powstaja na zewnatrz czy wewnatrz komorki
bakteryjnej.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze badane peptydowe ligandy zdolne sa do
tworzenia w roztworze wodnym z jonem miedzi(II) zaréwno komplekséw monojadrowych
(o stosunku molowym metalu do liganda 1:1 oraz 1:2) jak i polijadrowych. Nie wykazano
udzialu grupy karboksylowej z tancucha bocznego kwasu glutaminowego w wigzaniu jonu
miedzi(ll). Natomiast stwierdzono, ze pozycja reszty histydylowej wptywa na kierunek
procesu wigzania jonu metalu. Ponadto wszystkie ligandy zawierajace dwie reszty
histydylowe
w sekwencji aminokwasowej tworza kompleksy o duzym rozpowszechnieniu w pH 5,5
charakteryzujace si¢ podobng stabilnosciag. Wyjatkiem okazuje si¢ kompleks
Cu(Il)-Ac-FGEH*EH®GRDYKNGWE-NH; dla ktorego warto$¢ logK* byla o okoto rzad
wielkosci  wyzsza w  poréwnaniu do  wszystkich  pozostalych  kompleksow.
Najprawdopodobniej na stabilizacje tego kompleksu ma wptyw obecno$¢ reszty tryptofanu i
wynikajace z tego oddziatywania kation-m oraz interakcje pomiedzy pierscieniami reszty
tryptofanu i histydyny.

Zaobserwowano, ze efektywno$¢ generowania rodnika hydroksylowego zwigzana jest
z 1loscig reszt histydylowych w badanych sekwencjach aminokwasowych. Bowiem zwigzanie
jonu miedzi(Il) przez ligandy zawierajace jedng reszt¢ histydylowa stymuluje do tworzenia
wigkszych ilo$ci tego rodnika w poréwnaniu do wolnych ligandéw. Z kolei w przypadku
kompleksow z ligandami zawierajagcymi dwie lub trzy reszty histydylowe w sekwencjach
aminokwasowych reakcja ta przebiega z mniejsza wydajnosciag w porownaniu do wolnych
ligandow.

Przeprowadzone wstgpne badania na calej komodrce bakteryjnej Fusobacterium
nucleatum udowodnity, Zze w obecnosci jondw miedzi(Il), a takze nadtlenku wodoru, bakteria
ta zdolna jest do generowania wolnych rodnikéw. Dodatkowo stwierdzono, Ze powstaja one
na zewnatrz komorki bakteryjnej, co czeSciowo moze potwierdza¢ teze o zaangazowaniu
biatek powierzchniowych w proces powstawania rodnikéw.

Badania prowadzone w ramach tej dysertacji stanowig duzy wktad oraz wzbogacenie

wiedzy z zakresu chemii bionieorganicznej. Ponadto interdyscyplinarny charakter badan



pozwala na powigzanie Fusobacterium nucleatum 2z nowotworem jelita grubego

I zaproponowanie nowego mechanizmu nowotworzenia.



