Streszczenie

Inspiracja do podjecia badan opisanych w niniejszej dysertacji byly przestanki
literaturowe $wiadczace o istnieniu silnego zwigzku pomiedzy obecnoscig bakterii
Fusobacterium nucleatum (Fn) w tkankach jelita grubego, a nowotworem tego narzadu. Do tej
pory, udowodniono znaczne nagromadzenie populacji Fn, wysoki poziom jonow miedzi(II)
a takze wzmozong generacje reaktywnych form tlenu (RFT) w tkankach nowotworowych jelita
grubego. Wymienione sktadowe zatem staly si¢ wyznacznikiem do powstania tej dysertacji,
Ktora jest swoistq probg opisania wstepnego mechanizmu wolnorodnikowych procesow
kancerogenezy jelita grubego z udziatem Fn i jonéw Cu(Il).

W pierwszej czesSci pracy przedstawiono charakterystyke sposobu wigzania jondw
Cu(Il) do siedmiu ligandéw peptydowych (sze$¢ liniowych i jeden cykliczny), bedacych
fragmentami biatka FomA bakterii Fn. Zaprojektowane ligandy charakteryzuja si¢ r6zng ilo$cia
reszt histydylowych (His) w sekwencjach (od jednej do trzech reszt His). Miareczkowanie
potencjometryczne umozliwitlo wyznaczenie sumarycznych statych trwatosci (logp) i statych
deprotonacji (pKa) poszczegdlnych form kompleksowych. Ponadto, okreslono stechiometrie
powstatych  kompleksow i ich stabilno$¢ (wartos¢ logK”), ktora poréwnano
z literaturowymi kompleksami Cu(ll). Dodatkowo, stechiometri¢ kompleksow potwierdzono
poprzez wykorzystanie spektrometrii mas (MS). Komplementarne metody spektroskopowe:
elektronowa spektroskopia absorpcyjna w zakresie UV-Vis, spektroskopia dichroizmu
kotowego (CD) oraz spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR)
pozwolity na zaproponowanie modeli koordynacyjnych dla okreslonych form kompleksowych.
Udowodniono tworzenie mono-, di- lub trijgdrowych kompleksow Cu(Il) w roztworze
wodnym w zaleinosci od badanego ukladu.

Nadrzednym celem pracy byto jednak zbadanie aktywnosci prooksydatywnej jonow
Cu(ll) po ich skoordynowaniu do ligandow peptydowych w obecnosci H202, kwasu
askorbinowego (Asc) lub ich mieszaniny H>O2/Asc. Znajac model koordynacyjny uktadow
Cu(I)-peptyd w pH jelita grubego (zakres 5,5-7,5), zbadano ich reaktywnos$¢ w roztworze
wodnym. Stosujac elektronowg spektroskopie absorpcyjng i emisyjng, technike putapkowania
spinowego EPR oraz elektroforez¢ w zelu agarozowym udowodniono, Ze najwyzszy poziom
RFT tworza peptydowe kompleksy Cu(ll). Tworzgce si¢ RFT zidentyfikowano jako rodnik
hydroksylowy ("OH), tlen singletowy (*O2) oraz rodnik nadtlenkowy (RO-*). Udowodniono
natomiast, e kompleksy Cu(Il) nie generujg anionorodnika ponadtlenkowego (O2").
Ponadto, wyprodukowane RFT przyczyniajg si¢ do jedno- i dwuniciowych cig¢ DNA. Co
wigcej, spostrzeiono, Ze liczba imidazolowych atomow azotu skoordynowanych do jonu
Cu(1l) jak i cyklizacja tancucha peptydowego wplywa na ilos¢ tworzonych RFT.

Waznym aspektem pracy byla jej interdyscyplinarnos¢, ktora znacznie wykracza poza
dziedzing chemii. W zwigzku z tym, w ramach stazy naukowych, samodzielnie wykonano
liczne eksperymenty biologiczne (in vitro na komorkach jelita grubego CT26) oraz
mikrobiologiczne (z wykorzystaniem szczepu bakteryjnego Fusobacterium nucleatum subsp.
polymorphum DSM 20482).

Wykazano, ze fragmenty biatka FomA wraz z jonami Cu(Il) mogg stanowié
reprezentatywny model do badania interakcji Cu(ll)-biatko bakterii-komoérka gospodarza,
poniewaz nie wnikaja do wnetrza komorki (zastosowanie spektrometrii mas z plazma sprz¢zong
indukcyjnie, ICP-MS). Peptydowe kompleksy Cu(Il) stymulujg komorke CT26 do wewnatrz-
i zewnatrzkomorkowej produkcji RFT (wykorzystanie elektronowej spektroskopii emisyjnej
w zakresie UV-Vis oraz techniki pulapkowania spinowego EPR). Ostatecznie wykazano, Ze



badane kompleksy Cu(ll) prowadzg do wewngtrzkomorkowego wyrzutu RFT, ktore
uszkadzajq wielonienasycone kwasy tluszczowe, prowadzgc do powstawania dialdehydu
malonowego (MDA) w komdrce.

Ponadto, przeprowadzono badania, ktore pozwolily okreslic przezywalnosé
beztlenowej Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum DSM 20482 w obecno$ci jondw
Cu(ll) 1 H202. w ekspozycji na warunki tlenowe. Udowodniono, ze $mieré komorek
bakteryjnych nastgpuje po 90 minutach. W ostatecznym kroku udowodniono, ze zywy
organizm jakim jest Fn w obecnosci jonow Cu(Il) i H2O> jest zdolny do generacji RFT
(zastosowanie elektronowej spektroskopii absorpcyjnej w zakresie UV-Vis).
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