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1, WSTEP

1.1. Charakterystyka bakterii z rodzaju Enterococcus

Bakterie z rodzaju Enterococcus (rodzina: Enterococcaceae) naleza do prawi-
dtowej mikroflory ludzi i zwierzat, a naturalnym miejscem ich bytowania u zdro-
wych ludzi sa $luzowki przewodu pokarmowego i uktadu moczowo-ptciowego.
Enterokoki sa Gram-dodatnimi (Fot. 1.), katalazo-ujemnymi ziarenkowcami,
wzglednie beztlenowymi, nieurzgsionymi (z wyjatkiem gatunkow: E. casseli-
flavus i E. gallinarum). Wystepuja pojedynczo, parami lub w tancuszkach. Wy-
kazuja zdolnos¢ wzrostu na podtozach zawierajacych 6,5% chlorku sodu oraz
w szerokim zakresie temperatur 10—45°C. Hydrolizuja eskuling w obecnos$ci
40% soli zotciowych, produkuja aminopeptydaze¢ leucynowa i pirolidonylary-
lamidaze (PYR) (z wyjatkiem E. cecorum, E. columbae, E. pallens i E. saccha-
rolyticus). Sa bardzo oporne na wysychanie. Identyfikacje gatunkéw w obrgbie
rodzaju Enterococcus przeprowadza si¢ gtdwnie na podstawie ich cech bioche-
micznych (Ryc. 1.).

Wazna cecha diagnostyczna w przypadku gatunku E. faecalis jest jego
zdolno$¢ do wzrostu i rozktadu eskuliny na podtozu z tellurynem potasowym.
Wigkszos¢ bakterii z rodzaju Enterococcus charakteryzuje obecno$¢ antygenu
grupowo-swoistego D Lancefield, u niektérych mozna stwierdzi¢ antygen Q Lan-
cefield. Enterokoki nie wywotuja hemolizy lub wywotujq hemolizg¢ o na agarze
tryptozowo-sojowym lub agarze z 5% krwig barania. Na podtozu z krwig konska,
krolicza lub ludzka niektore szczepy moga wywotywaé hemolize B [86, 179].

Fot. 1. Bakterie z rodzaju Enterococcus barwione metodg
Grama (pow. 1000 x).
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Aktualnie wyréznia si¢ 34 gatunki w obrgbie rodzaju Enterococcus. W ma-
teriale klinicznym pobranym od ludzi najczesciej wystepuje gatunek E. faeca-
lis, do ktorego nalezy 80-90% wszystkich izolatow enterokokow. Na drugim
miejscu znajduje si¢ E. faecium stanowiacy 10-15% ogotu enterokokow. Okoto
3% izolatow enterokokow stanowi gatunek E. durans, a tylko 1% — gatunek
E. avium. Pozostate gatunki razem stanowia okoto 1% ogolu enterokokow wy-
stepujacych w probkach materiatow pobieranych od ludzi [179, 192].

1.2. Czynniki zjadliwosci bakterii z rodzaju Enterococcus

Obecnie znanych jest wiele czynnikow warunkujacych patogennos¢ niektorych
szczepow enterokokow. Sa to glownie czynniki powierzchniowe, warunkujace
kolonizacj¢ komorek gospodarza, oraz wydzielane substancje, oddziatywujace
destrukcyjnie na komorki gospodarza. Najwazniejszymi czynnikami powierzch-
niowymi enterokokow sa: substancja agregujaca (AS), powierzchniowe biatko
enterokokowe (Esp), biatko wiazace kolagen (Ace), adhezyna $ciany komor-
kowej (Efa A) oraz biatko SgrA. Z kolei czynnikami wirulencji wydzielany-
mi przez enterokoki sa: cytolizyna (CylL), Zelatynaza oraz hialuronidaza (Hyl)
[154, 174, 179].

Substancja agregujaca (AS) jest biatkiem o m.cz. 137 kDa. AS ulatwia
przyleganie bakterii do komorek gospodarza, takich jak erytrocyty, makrofagi
i komorki nabtonkowe, wspomaga agregacje komoérek bakteryjnych, zwigksza
hydrofobowo$¢ powierzchni komorek bakterii oraz zwigksza przezywalnosé
bakterii w makrofagach [163, 177]. Aktywnos$¢ AS, polegajaca na tworzeniu
zagregowanych skupisk komorek bakterii, zapewnia kontakt pomigdzy nimi
w trakcie koniugacji, zwigkszajac efektywnos$¢ przenoszenia plazmidow. Cha-
rakterystyczny jest udzial w tym procesie feromonéw plciowych, ktdrych pre-
kursory sa kodowane przez geny zlokalizowane w chromosomie i oddziatuja-
cych swoiscie wobec okreslonego plazmidu koniugacyjnego. Synteza i transport
AS na powierzchni¢ komorki dawcy jest rezultatem wniknigcia do niej fero-
monu. Na powierzchni komorek enterokokdéw wystepuje substancja wiazaca
(EBS), ktéra oddziatuje z AS, tworzac agregaty koniugacyjne [25, 109]. Biatko
AS w obecnos$ci swoistego ligandu, posiadajacego budowg zblizona do kwasu
teichojowego, moze wykazywac cechy superantygenu [166].

Powierzchniowe biatko enterokokowe (Esp) posiada m.cz. 202 kDa i jest
najcigzszym wsrod poznanych biatek enterokokowych. Wytwarzane jest przez
szczepy E. faecalis oraz E. faecium. Gen dla biatka Esp zlokalizowany jest na
wyspie patogennosci (PAI), istotnie rozniacej si¢ jednak pomiedzy oboma gatun-
kami pod wzgledem zawartosci innych genéw kodujacych czynniki wirulencji.
Obecnos$¢ genu esp w tym obszarze jest prawdopodobnie wynikiem horyzon-
talnego transferu gendw pomigdzy tymi gatunkami [114]. Biatko Esp odgrywa
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najistotniejsza role w kolonizacji oraz zakazeniu drog moczowych. Wykazano,
ze biatko powierzchniowe Esp utatwia przyleganie bakterii do nablonka uktadu
moczowego, zwigksza ich wirulencje i umozliwia unikanie odpowiedzi immu-
nologicznej gospodarza [167]. Potwierdzony zostat rowniez wpltyw Esp na przy-
laczanie bakterii do powierzchni abiotycznych oraz tworzenie na nich biofilmu
[99, 181]. Biatko Esp enterokokéw wykazuje duze podobienstwo strukturalne
do biatka Bap wystepujacego u Staphylococcus aureus, zwigzanego z tworze-
niem biofilmu [183]. Udowodniona rola Esp w tworzeniu biofilmu moze wska-
zywac na udziat tego biatka w innym groznym schorzeniu zwigzanym z wyste-
powaniem tej struktury — w zapaleniu wsierdzia [82].

Bialko wiazace kolagen (Ace) posiada m.cz. 74 kDa. Wytwarzane jest jedy-
nie przez szczepy E. faecalis i odgrywa pomocnicza funkcje w procesie kolo-
nizacji tkanek gospodarza. Odpowiada za przyltaczanie E. faecalis do kolagenu
typu I, kolagenu typu IV, lamininy oraz zgbiny [108, 141]. Gen kodujacy biatko
Ace wystepuje powszechnie wsrdd szczepdw E. faecalis [142].

Adhezyna $ciany komorkowej (Efa A) posiada m.cz. 37 kDa i jest odpowie-
dzialna za adherencj¢ do komoérek wsierdzia. Zidentyfikowana zostata u szcze-
poOw E. faecalis izolowanych z krwi pacjentow z enterokokowym zapaleniem
wsierdzia, a takze u szczepow E. faecalis odpowiedzialnych za zakazenia endo-
dontyczne [55, 123, 164, 168].

Bialko SgrA jest jedynym znanym biatkiem E. faecalis wiazacym nidogen,
sktadnik wszystkich bton podstawnych. SgrA posiada réwniez wysoka zdolno$¢
wiazania do powierzchni abiotycznych oraz znaczny udziat w tworzeniu biofil-
mu [81].

Cytolizyna (CylL, m.cz. 3,4 kDa + CylL m.cz. 2 kDa) wytwarzana jest
przez szczepy E. faecalis 1 E. faecium. Szczepy wytwarzajace cytolizyng powo-
duja B-hemolizg erytrocytéw kroéliczych, konskich i ludzkich, a niekiedy tak-
ze krwinek baranich [7, 35, 137]. Oprocz aktywnosci cytolitycznej, toksyna ta
posiada wilasciwosci bakteriocyny skutecznej wobec bakterii Gram-dodatnich
[39]. Badania nad przebiegiem zakazen u krolikow i myszy wywotanych przez
E. faecalis wykazaly, ze szczepy wytwarzajace cytolizyng wywotuja zakazenia
o0 cigzszym przebiegu i z wyzsza $miertelno$cia niz szczepy pozbawione tej ce-
chy [28, 53].

Zelatynaza (m.cz. 30 kDa) jest metaloendoproteinaza zalezna od jonow cyn-
ku. Jest produkowana przez szczepy E. faecalis i niektore szczepy E. faecium.
Zelatynaza hydrolizuje Zelatyne, kolagen i elastyne, a takze inne peptydy ak-
tywne biologicznie, jak np. biatka zwiazane z feromonami, produkowane przez
E. faecalis [7].

Hialuronidaza (Hyl) posiada m.cz. 45 kDa. Jest to enzym proteolityczny wy-
twarzany przez szczepy E. faecium, powodujacy niszczenie tkanki tacznej, co
umozliwia rozprzestrzenianie si¢ bakterii [7].
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1.3.Najwazniejsze mechanizmy opornosci u bakterii z rodzaju
Enterococcus

Opornos¢ naturalna enterokokéw obejmuje cefalosporyny, niskie stezenia
aminoglikozydow, linkozamidy, trimetoprim/sulfametoksazol. E. faecium cha-
rakteryzuje si¢ rowniez obnizona wrazliwos$cia na penicyliny, a E. gallinarum
i E. casseliflavus posiadaja ponadto oporno$¢ naturalng na niskie st¢zenia gli-
kopeptydow (fenotyp VanC). Enterokoki posiadaja rowniez mechanizmy opor-
no$ci nabytej, sposrod ktorych najwigksze znaczenie kliniczne maja: opornosé
na wysokie stgzenia antybiotykéw aminoglikozydowych (HLAR), oporno$¢ na
glikopeptydy (VRE) oraz oporno$¢ na linezolid (LRE) [111]. Geny wrodzone;j
oporno$ci na antybiotyki kodowane sa na chromosomie bakteryjnym. Istotna
cecha enterokokow, a zwlaszcza szczepow wieloopornych, jest ich zdolno$¢ do
nabywania genow warunkujacych oporno$¢ na antybiotyki. U bakterii z rodza-
ju Enterococcus geny opornosci na antybiotyki moga by¢ przenoszone za po-
srednictwem transpozonow koniugacyjnych, plazmidéw swoistych gatunkowo
(w tym plazmidow kodujacych feromony ptciowe) oraz plazmidow nieswoistych
gatunkowo [34, 122].

1.3.1. Oporno$¢ na wysokie stezenia antybiotykéw aminoglikozydowych
(HLAR)

Naturalny mechanizm opornosci na niskie stgzenia aminoglikozydow wystgpu-
jacy u enterokokow zwiazany jest ze staba przepuszczalnoscig Sciany komorko-
wej bakterii dla czasteczek antybiotyku i uniemozliwia stosowanie tych lekow
w monoterapii. Skuteczne w leczeniu jest natomiast zastosowanie terapii sko-
jarzonej aminoglikozydu z penicylinami lub glikopeptydami, pod warunkiem
wrazliwosci in vitro na te grupy antybiotykoéw. Potaczenie wykazuje dziatanie
synergistyczne i umozliwia osiagnigcie efektu bakteriobojczego [29, 116].

Termin HLAR (ang. high level aminoglicoside resistance) jest uzywany do
okreslenia wysokiego poziomu opornosci na aminoglikozydy i oznacza brak
istotnego klinicznie synergizmu z -laktamami oraz glikopeptydami. Opornos¢
wysokiego stopnia na aminoglikozydy jest mechanizmem nabytym i zwiazana
jest z enzymami modyfikujacymi czasteczki aminoglikozydow: adenylotrans-
feraza streptomycyny, 3’-fosfotransferaza oraz 2’-fosfotransferaza i 6’-acety-
lotransferaza [54, 172], a w przypadku streptomycyny moze to by¢ takze mo-
dyfikacja podjednostki 30S rybosomu bakteryjnego, czyli miejsca docelowego
dziatania leku. Najwazniejsze fenotypy oporno$ci wysokiego stopnia na amino-
glikozydy to: HLGR, HLSR, HLKR.

Fenotyp HLGR — high level gentamicin resistance (MIC > 128 pg/mL wg
EUCAST [60]) oznacza wysoki poziom opornosci na gentamycyng. Klinicznie
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oznacza to opornos$¢ na wszystkie aminoglikozydy z wyjatkiem streptomycyny
oraz utrat¢ synergizmu z B-laktamami oraz glikopeptydami. Oporno$¢ ta zwia-
zana jest z dzialaniem enzymu o aktywnosci acetylazo-fosfotransferazy, warun-
kujacego oporno$¢ krzyzowa na wszystkie aminoglikozydy (z wyjatkiem strep-
tomycyny) [111].

Fenotyp HLSR — high level streptomycin resistant (MIC > 1024 pg/mL wg
EUCAST [60]) oznacza wysoki poziom opornos$ci na streptomycyng. Klinicznie
oznacza to oporno$¢ tylko na streptomycyne, przy zachowanej wrazliwosci na
pozostate aminoglikozydy oraz utratg synergizmu z 3-laktamami i glikopeptyda-
mi dla streptomycyny. Oporno$¢ ta zwigzana jest z dzialaniem enzymu o aktyw-
no$ci nukleotydylotransferazy, modyfikujacego streptomycyne, badz mutacjami
w obrgbie gendw kodujacych sktadniki podjednostki 30S rybosomu bakteryjne-
go [111].

Fenotyp HLKR — high level kanamycin resistant (MIC > 512 pg/mL wg
EUCAST [60]) oznacza wysoki poziom opornosci na kanamycyng. Klinicznie
oznacza to wysoki poziom opornosci na kanamycyne i amikacyne oraz utrate
synergizmu dziatania amikacyny i kanamycyny z -laktamami i glikopeptydami.
Opornos¢ ta zwigzana jest z dzialaniem fosfotransferazy lub enzymu o aktywno-
$ci acetylazofosfotransferazy [111].

1.3.2. Opornos¢ na glikopeptydy (VRE)
Mechanizm oporno$ci na wankomycyng (VRE — ang. vancomycin resistant ente-
rococci) polega na wytwarzaniu przez bakterie zmienionych czasteczek: D-ala-
nino-D-mleczanu oraz D-alanino-D-seryny o niskim powinowactwie do wanko-
mycyny, ktére wlaczane sa zamiast D-alanylo-D-alaniny w tancuch prekursora
bioracego udziat w budowie $ciany komorkowej. W przypadku wiaczenia zmie-
nionych czasteczek wankomycyna nie jest juz w stanie zablokowac syntezy pep-
tydoglikanu [38]. Zidentyfikowano 7 r6znych fenotypdéw opornosci na antybio-
tyki glikopeptydowe: VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG i VanL. Réznia
si¢ one poziomem opornosci na wankomycyng i teikoplaning oraz stopniem in-
dukcji opornos$ci przez te antybiotyki [45, 195]. Typy opornosci na antybiotyki
glikopeptydowe u bakterii z rodzaju Enterococcus przedstawiono w tabeli 1.
Najwigksze znaczenie kliniczne maja fenotypy VanA i VanB, ze wzgledu na czg-
sto$¢ wystgpowania i szybkos$¢ rozprzestrzeniania si¢ w populacji bakteryjne;.
Oporno$¢ VanA i VanB jest przekazywana migdzy komoérkami drobnoustrojow
za pomoca ruchomych elementdéw genetycznych, takich jak plazmidy i transpo-
zony, co warunkuje wysoki potencjat epidemiczny tych szczepoéw [37, 155].
Oporno$¢ typu VanA ma charakter indukcyjny, co znaczy, ze ujawnia si¢ do-
piero w obecnosci antybiotyku. Fenotyp VanA indukowany jest zarowno przez
wankomycyng (MIC 64—100 pg/ml) jak i teikoplaning (MIC 16-512 pg/ml).
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Wystepuje najczesciej u gatunkow: E. faecium, E. faecalis, ale rOwniez
u E. avium, E. durans oraz E. raffinosum [101].

Fenotyp VanB cechuje si¢ indukowalng opornoscia na wankomycyne na roz-
nym poziomie (MIC 4-1024 pg/ml) przy zachowanej wrazliwosci in vitro na
teikoplaning (MIC 0,5-1 pg/ml). Wystepuje u gatunkoéw E. faecium, E. faecalis
oraz E. durans i E. gallinarum [116, 191]. Wedlug danych KORDL VanB jest
obecnie dominujacym fenotypem w populacji enterokokoéw w Polsce [111].

Fenotyp VanC jest mechanizmem opornosci naturalnej, zwiazanym z kon-
stytutywnym, niskim stopniem opornosci na wankomycyng (MIC 2-32 pg/ml)
przy zachowanej wrazliwosci na teikoplaning (MIC 0,5-1 pg/ml). Mechanizm
ten wystepuje u gatunkoéw E. gallinarum oraz E. casseliflavus o niskim potencja-
le epidemicznym [37].

Pozostale fenotypy: VanD, VanE, VanG oraz VanL wystepuja rzadko i wa-
runkuja oporno$¢ na wankomycyneg (wyjatek stanowi VanD, ktory moze powo-
dowa¢ oporno$¢ na wankomycyng oraz teikoplaning).

1.3.3. Opornos¢ na linezolid (LRE)

Oporno$¢ na linezolid (LRE — ang. linezolid resistant enterococci) jest wynikiem
mutacji punktowej w genie kodujacym 23S rRNA, co w konsekwencji prowadzi
do utraty powinowactwa leku do rybosomu i zahamowania syntezy biatek [71].
Dotychczas LRE jest rzadko wystepujacym mechanizmem oporno$ci u entero-
kokow [111].

Oproécz szczepdéw patogennych znane sg rowniez szczepy enterokokow, kto-
re nie posiadaja czynnikéw wirulencji, korzystnie oddziatuja na mikroflore¢ prze-
wodu pokarmowego, hamujac wzrost bakterii patogennych, jak np. E. faecium
SF68 czy E. faecalis Symbioflor 1 [14, 48]. Produkowane przez takie szczepy
bakteriocyny (niskoczasteczkowe peptydy) wykazuja silne wlasciwosci prze-
ciwdrobnoustrojowe [21, 31].

1.4. Bakteriocyny

Bakteriocyny to niskoczasteczkowe peptydy, wykazujace wilasciwosci anty-
bakteryjne, zazwyczaj wobec gatunkow blisko spokrewnionych z producentem
[21, 31]. Produkowane sa zarowno przez bakterie Gram-dodatnie (Lactoba-
cillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Propionibacterium), jak i Gram-ujemne (Escherichia coli, Pseudomonas) [31,
143, 148]. Ze wzgledu na petniona funkcje, a takze podobienstwo strukturalne,
bakteriocyny naleza do grupy zwiazkoéw przeciwdrobnoustrojowych, ktora obej-
muje m.in.: defensyny (produkowane przez ssaki), tioniny (wytwarzane przez
ro$liny), magaininy (wydzielane przez zaby) czy mellityng (obecna w jadzie
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pszczot). Obecnie, wedlug bazy bakteriocyn BACTIBASE, opisanych zostato
210 bakteriocyn [10]. Zainteresowanie bakteriocynami wynika gléwnie z poten-
cjalnego zastosowania tych metabolitow, jak rowniez mikroorganizmow bakte-
riocynogennych jako naturalnych konserwantow zywnosci [42, 44].

Bakteriocyny produkowane przez bakterie Gram-dodatnie sklasyfikowane
zostatly po raz pierwszy przez Klaenhammera w 1993 roku [107]. Klasyfikacja
bakteriocyn, w tym enterocyn ulega ciaglym zmianom, co zwiazane jest przede
wszystkim z badaniami nad ich struktura, sekwencja aminokwasowa oraz po-
znawanymi mechanizmami dziatania. Z tego tez powodu, w tej pracy, przyjeto
ponizsza klasyfikacje bakteriocyn biorac pod uwage m.in. mase czasteczkowa,
wystepowanie motywu Y GNGVXC, wystgpowanie mostkow dwusiarczkowych,
aktywnos$¢ wobec bakterii z rodzaju Listeria, wrazliwo$¢ na temperature [68, 96,
143, 185].

Klasa I obejmuje lantybiotyki, czyli termostabilne peptydy o masie czastecz-
kowej ponizej 5 kDa. Ulegaja one modyfikacji potranslacyjnej. W swoim skta-
dzie zawieraja aminokwasy nietypowe, takie jak: lantionina, metylolantionina,
dehydroalanina, dehydrobutyryna czy D-alanina [ 147]. Lantybiotyki podzielono
na dwie grupy: lantybiotyki typu A i typu B, zr6znicowane na podstawie wtasci-
wosci strukturalnych i funkcjonalnych. Lantybiotyki typu A to wydtuzone cza-
steczki dziatajace poprzez permeabilizacje blony cytoplazmatycznej wrazliwych
komorek, natomiast lantybiotyki typu B to czasteczki globularne o zr6znicowa-
nym sposobie dziatania. Najlepiej poznana bakteriocyna, nalezaca do klasy I, jest
nizyna (Ryc. 2. i 3.) produkowana przez niektére szczepy Lactococcus lactis.
Nizyna charakteryzuje si¢ szerokim zakresem aktywnos$ci przeciwbakteryjnej
skierowanej wobec bakterii Gram-dodatnich, jak: Enterococcus, Leuconostoc,
Lactococcus, Lactobacillus, Staphylococcus, Micrococcus, Pediococcus, Liste-
ria. Zapobiega réwniez tworzeniu przetrwalnikow i hamuje rozwdj komorek
wegetatywnych bakterii z rodzaju Bacillus i Clostridium [31, 44]. Nizyna jest je-
dyna bakteriocyna posiadajaca status GRAS (generally recognized as safe) 1 jest
stosowana w ponad czterdziestu krajach jako konserwant, m.in. produktow mig-
snych i mlecznych, konserw warzywnych i owocowych, produktow z ryb i jajek
[165]. W przemysle spozywczym oznaczona jest jako E 234. Nizyna jest latwo
trawiona przez trypsyng i dlatego jest nietoksyczna w stosunku do organizmow
wyzszych, a zatem bezpieczna takze dla zdrowia cztowieka [152].

Do klasy II naleza bakteriocyny nielantybiotykowe, ktére nie zawieraja
w swoim skladzie lantioniny. Sa to termostabilne peptydy o masie czasteczko-
wej ponizej 10 kDa. Bakteriocyny te nie ulegaja modyfikacji potranslacyjnej. Na
podstawie roznic w ich budowie wyodrebnione zostaty trzy podklasy.
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Ryc. 2. Struktura pierwszorzedowa nizyny A, wg Cheigh i Pyun [26]. Modyfikowane potransla-
cyjnie reszty aminokwasowe: Dha — dehydroalanina, Dhb - kwas dehydromastowy, Abu — kwas
aminomastowy, Ala-S-Ala - lantionina, Abu-S-Ala — 3-metylolantionina.

Ryec. 3. Struktura trzeciorzedowa nizyny A (model wykona-
no przy uzyciu serwera I-TASSER [94]).

Do podklasy Ila zalicza si¢ pedicynopodobne bakteriocyny o silnej aktywno-
$ci wobec bakterii z rodzaju Listeria. Posiadaja one hydrofilowy region kationo-
wy z motywem konserwatywnym Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-X-Cys (YGNGVXC)
oraz dwie cysteiny potaczone mostkiem siarczkowym [68, 185]. Bakteriocyny te
wykazuja wysoki stopien zgodnosci sekwencji (38—80% identycznych sekwen-
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cji aminokwasowych), szczegdlnie w N-koncowym regionie czasteczki. Region
C-koncowy natomiast jest bardziej hydrofobowy i zré6znicowany [21, 64].

Podklasa IIb obejmuje bakteriocyny, posiadajace 1 mostek siarczkowy i zbu-
dowane z dwoch peptydow. Moga zawiera¢ N-koncowa sekwencje Tyr-Gly-Asn-
Gly-Val-X-Cys [185] lub jej nie zawieraja [68]. W podklasie IIb wyodrebnia sig:
a) bakteriocyny, ktorych aktywno$¢ wymaga obecnosci obu peptyddéw, poniewaz
osobno zaden z nich nie posiada aktywnos$ci przeciwbakteryjnej np. laktokok-
cyna G [146] oraz b) bakteriocyny, w ktérych jeden lub oba peptydy posiadaja
aktywnos$¢, ale kombinacja obu zwigksza tg aktywnos$¢, np. laktacyna F [6].

Do podklasy Ilc naleza bakteriocyny wydzielane na drodze sekrecji typu Sec,
nazywane bakteriocynami sec-zaleznymi. Posiadaja 1 mostek siarczkowy, ale
nie zawieraja N-koncowej sekwencji Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-X-Cys [69, 185].

Podklasa IId obejmuje bakteriocyny, ktore odbiegaja budowa, mechani-
zmem sekrecji i dziatania od bakteriocyn zaklasyfikowanych do podklas Ila-Ilc.
Przyktadem sa enterocyny L50 (EntL50A i EntL50B) wytwarzane przez En-
terococcus faecium L50. System EntL50 przypomina bakteriocyny zbudowane
z dwoch peptydow, poniewaz oba peptydy dziataja synergistycznie, jednak se-
kwencja tych peptydow nie wykazuje podobienstwa do bakteriocyn z podklas
[Ta-IIc, a ponadto sa one wydzielane z komorki bez udziatu peptydu sygnalnego
[31]. Podklasa IId obejmuje takze bakteriocyny aktywowane przez grupy tiolo-
we, takie jak laktokokcyna B [188].

Do klasy III naleza bakteriocyny o masie czasteczkowej powyzej 30 kDa. Sa
one termolabilne, produkowane gtownie przez bakterie z rodzaju Lactobacillus
[186].

Klasa IV obejmuje bakteriocyny, ktore do uzyskania pelnej aktywnosci wy-
magaja obecnosci czgsci lipidowej lub weglowodanowej w czasteczce [196].
Podstawowe charakterystyki wybranych bakteriocyn przedstawiono w tabeli 2.

Bakteriocyny, jako czasteczki o niskiej masie czasteczkowej i przewaznie
hydrofobowym charakterze, wykazuja tendencj¢ do taczenia si¢ w agregaty, co
powoduje spadek ich aktywnosci. Przykladem jest propionicyna PLG-1, ktéra
wystepuje w postaci matych czasteczek o masie okoto 10 kDa oraz agregatow
o masie powyzej 100 kDa [126]. Natomiast laktacyna B ma tendencj¢ do two-
rzenia makroczasteczkowych kompleksow z lipidowymi i weglowodanowymi
komponentami pozywek hodowlanych [11]. Wzrost aktywno$ci bakteriocyn
mozna uzyska¢ poprzez rozbicie agregatéw i zwigkszenie liczby czasteczek
aktywnych, stosujac np. Triton X100. Pod wplywem tej substancji wzrasta ak-
tywnos$¢ przeciwbakteryjna cereiny 7, najprawdopodobniej wlasnie w wyniku
dezagregacji wigkszych czasteczek [149]. Zdolno$¢ do rozbijania agregatow
bakteriocyn posiada rowniez mocznik, ktéry powoduje m.in. 200-krotny wzrost
aktywnosci lakatacyny B [11].
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Wigkszo$¢ bakteriocyn wykazuje dziatanie bakteriobojcze na komorki wraz-
liwe. Pierwszy kontakt bakteriocyny z wrazliwa komorka odbywa si¢ za pomoca
oddzialywan elektrostatycznych dodatnio natadowanej, hydrofobowej czastecz-
ki bakteriocyny z naladowanymi ujemnie fosfolipidami w blonie cytoplazma-
tycznej wrazliwej komorki [27]. Mechanizm dziatania bakteriocyn polega na
tworzeniu w btonie cytoplazmatycznej wrazliwych bakterii przejsciowych kom-
plekséw poracyjnych i kanatow jonowych (Ryc. 4.). Towarzyszy temu bierny
wyplyw malych czasteczek, takich jak: jony potasu, magnezu i fosforu, amino-
kwasy 1 ATP. W ten sposob dochodzi do zaburzenia potencjatu btonowego, gra-
dientu pH i zahamowania funkcji pompy protonowej. Niski poziom ATP i nie-
dobdr jonéw w komodrce powoduje zahamowanie syntezy DNA, RNA, bialek
i polisacharydow. Ostatecznie dochodzi do §mierci komoérki bakteryjnej [135].
Taki mechanizm zostal opisany migdzy innymi u Listeria monocytogenes pod
wplywem dziatania sakacyny P produkowanej przez Lactobacillus sakei subsp.
sakei 2a [42].

Wyptyw
jonéw
i ATP

Hydrofilowy kanat jonowy

Srodowisko

zewnatrzkomorkowe Czasteczki

bakteriocyny

anannnnnnan sl
.

Whnetrze komérki T Oddziatywania

hydrofobowe z btong

Ryc. 4. Schemat dziatania bakteriocyn tworzacych kanaty jonowe w btonie cytoplazmatycznej [77].

Innym mechanizmem dziatania bakteriocyn jest zdolno$¢ do wywotywania
lizy komorek bakteryjnych. Proces ten zwiazany jest z interakcja bakteriocyn
z kwasami: tejchojowym, lipotejchojowym lub tejchuronowym, bedacymi sktad-
nikami $ciany komorkowej. Dochodzi do uwolnienia i aktywacji zwigzanych
z tymi kwasami enzymow autolitycznych, co w efekcie prowadzi do autolizy
komorki. Takie dzialanie ma miejsce w przypadku plantarycyny C wytwarzane;j
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przez Lactobacillus plantarum 1.1.441. Bakteriocyna ta powoduje m.in. catkowi-
ta lizg komorek szczepu L. delbrueckii subsp. bulgaricus LMG 13551 [72]. Bak-
teriocyny, nalezace do klasy lantybiotykow, moga dodatkowo zaburza¢ procesy
biosyntezy $ciany komorkowej. Hamuja synteze peptydoglikanu na poziomie
transglikozylacji, przy czym nie dochodzi do zaburzen biosyntezy DNA, RNA
i biatek [135].

1.5. Enterocyny

Enterocyny sa bakteriocynami produkowanymi przez bakterie z rodzaju Ente-
rococcus [69, 107, 143]. Enterocyny charakteryzuja si¢ duza réznorodnoscia
i szerokim rozprzestrzenieniem w$rdd izolatow pobranych z roznych zrodet. Ta
roznorodno$¢ wydaje si¢ by¢ zwiazana z mozliwoscia otrzymywania materiatu
genetycznego. Sugeruje sig, ze enterocyny mogg by¢ wynikiem wymiany ge-
netycznej pomigdzy réznymi rodzajami bakterii, co potwierdzaja m.in. podo-
bienstwa sekwencji enterolizyny i gronkowcowej lizostafiny czy tez enterocyny
AS-48 (Ryc. 5.) i cyrkularyny wytwarzanej przez Clostridium beijerinckii [68].

Do dobrze opisanych mechanizméw transferu genow u Enterococcus naleza pla-
zmidy koniugacyjne i niekoniugacyjne oraz transpozony koniugacyjne. Szcze-
golne znaczenie dla przenoszenia genow bakteriocyn maja plazmidy koniuga-
cyjne wrazliwe na feromony [34].

Ryc. 5. Struktura trzeciorzedowa enterocyny AS-48 (modele wykonano przy uzyciu
serwera |-TASSER [94]).
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Na plazmidach kodowane sa m.in. determinanty genetyczne cytolizyny, bakterio-
cyny 31, enterocyny EJ97 i enterocyny AS-48. Taki mechanizm transferu genow
moze powodowac szybkie i efektywne przeniesienie genow enterocyn pomigdzy
enterokokami. Jednoczes$nie plazmidy koniugacyjne feromono-wrazliwe moga
zawiera¢ geny opornosci na antybiotyki, co ma duze znaczenie kliniczne. Pro-
dukcja bakteriocyn moze rowniez odgrywac rol¢ w kolonizacji przetwordw spo-
zywcezych przez enterokoki, szczegdlnie produktow mlecznych i migsnych. Wie-
le enterocyn wykazuje szerokie spektrum aktywnos$ci przeciwbakteryjnej wobec
bakterii z rodzajow: Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Staphylococcus,
Listeria czy Clostridium. Z tego tez powodu enterokoki produkujace bakterio-
cyny, a takze wyizolowane bakteriocyny, hamujace rozwoj Listeria monocyto-
genes czy Clostridium tyrobutyricum, badane sa w kierunku ich zastosowania
w produkcji serow oraz w procesach fermentacji [68]. W tabeli 3. przedstawiono
podstawowe charakterystyki wybranych enterocyn, za§ w tabeli 4. — sekwencje
wybranych enterocyn (czg$¢ danych uzyskano z bazy bakteriocyn BACTIBASE
[10, 78]).
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Tabela 4. Sekwencje aminokwasowe wybranych enterocyn (na podstawie bazy BACTI-

BASE [10])
Enterocyna | Sekwencja aminokwasowa
KLASA I - Lantybiotyki
Cytolizyna | 11 p A CFTIGLGVGALFSAKFC
(CylL,.)
fg;’fzina TTPVCAVAATAAASAACGWVGGGIFTGVTVVVSLKHC
.
KLASA II
Podklasa Ila
. MTRSKKLNLREMKNVVGGTYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAISIIGNN-
Awicyna A

SAANLATGGAAGWKS

Enterocyna A

MKHLKILSIKETQLIYGGTTHSGKYYGNGVYCTKNKCTVDWAKATTCI
AGMSIGGFLGGAIPGKC

Enterocyna P

MRKKLFSLALIGIFGLVVTNFGTKVDAATRSYGNGVYCNNSKCWVNW
GEAKENIAGIVISGWASGLAGMGH

Podklasa IIb

Enterocyna |

MGAIAKLVAKFGWPIVKKYYKQIMQFIGEGWAINKIIEWIKKHI

(L50A)

Enterocyna Q | MNFLKNGIAKWMTGAELQAYKKKYGCLPWEKISC

Enterocyna MQNVKEVSVKEMKQIIGGSNDSLWYGVGQFMGKQANCITNHPVKH-
Xalfa MIIPGYCLSKILG

Enterocyna MKKYNELSKKELLQIQGGIAPIIVAGLGYLVKDAWDHSDQIISGFKK-
Xbeta GWNGGRRK

Podklasa Ilc

Enterocyna B

MQNVKELSTKEMKQIIGGENDHRMPNELNRPNNLSKGGAKCGAAIAG
GLFGIPKGPLAWAAGLANVYSKCN

Hiracyna MKKKVLKHCVILGILGTCLAGIGTGIKVDAATYYGNGLYCNKEKCWYV
IM79 DWNQAKGEIGKIIVNGWVNHGPWAPRR
Durancyna MQTIKELNTMELQKIIGGENDHRMPYELNRPNNLSKGGAKCAAGILGA
TW-49M GLGAVGGGPGGFISAGISAVLGCM
Ente 06 | MLNKKLLENGVVNAVTIDELDAQFGGMSKRDCNLMKACCAGQAVTY
nierocyna AIHSLLNRLGGDSSDPAGCNDIVRKYCK
KLASA III
MKNILLSILGVLSIVVSLAFSSYSVNAASNEWSWPLGKPYAGRYEEGQQF
GNTAFNRGGTYFHDGFDFGSAIYGNGSVYAVHDGKILYAGWDPVGGGSL
GAFIVLQAGNTNVIYQEFSRNVGDIKVSTGQTVKKGQLIGKFTSSHLHLG
Enterolizyna A | MTKKEWRSAHSSWNKDDGTWENPIPILQGGSTPTPPNPGPKNFTTNVRY

GLRVLGGSWLPEVTNFNNTNDGFAGYPNRQHDMLYIKVDKGQMKYRV
HTAQSGWLPWVSKGDKSDTVNGAAGMPGQAIDGVQLNYITPKGEKLSQ
AYYRSQTTKRSGWLKVSADNGSIPGLDSYAGIFGEPLDRLQIGISQSNPF
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cd. tabeli 4.

Niesklasyfikowane

MVKENKFSKIFILMALSFLGLALFSASLQFLPIAHMAKEFGIPAAVAGTV
LNVVEAGGWVTTIVSILTAVGSGGLSLLAAAGRESIKAYLKKEIKKKGK
RAVIAW

Enterocyna
AS-48

Legenda: A — alanina, C — cysteina, D — kwas asparaginowy, E — kwas glutaminowy, F — fenyloalanina,
G — glicyna, H — histydyna, I — izoleucyna, K — lizyna, L — leucyna, M — metionina, N — asparagina, P — prolina,
Q — glutamina, R — arginina, S — seryna, T — treonina, V — walina, W — tryptofan, Y — tyrozyna

1.6. Chorobotworczos¢ bakterii z rodzaju Enterococcus

Enterokoki rozwingly wiele mechanizméw umozliwiajacych ich przetrwanie
w przewodzie pokarmowym. W okreznicy cztowieka wystgpuje ponad 100
hodowlanych gatunkow bakterii, z przewaga beztlenowcow [121]. Enterokoki
uzdrowego gospodarza odpowiadajq za utrzymanie symbiozy pomiedzy uktadem
odpornosciowym a bakteriami. Zatamanie tej rOwnowagi, np. przez stosowanie
antybiotykow, moze prowadzi¢ do zmiany dynamiki kolonizacji i w nastepstwie
do rozwoju zakazenia. Podawanie antybiotykow o szerokim spektrum dziatania
powoduje zwigkszenie kolonizacji przewodu pokarmowego przez enterokoki
oporne na antybiotyki, w tym oporne na wankomycyng (VRE) oraz zmniejszenie
wydzielania czynnikéw przeciwbakteryjnych, w tym peptydu jelitowego Regllly,
produkowanego przez nabtonek jelitowy i komorki Panetha [49, 173, 175]. Pep-
tyd Regllly wykazuje aktywno$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich. Zmniejsze-
nie jego wydzielania wydaje si¢ by¢ zwiazane z eradykacja, przez antybiotyki
o szerokim spektrum dziatania, bakterii Gram-ujemnych, gtownie beztlenowych,
ktore sa odpowiedzialne za aktywacj¢ sygnatow niezbednych do produkcji pep-
tydu Regllly. Innym czynnikiem, ktoéry moze réwniez dziala¢ preferencyjnie na
wzrost liczby enterokokow w jelicie, jest podwyzszone pH zotadka, zwykle jako
nastepstwo stosowania inhibitoréw pompy protonowej. Nadmierny wzrost licz-
by enterokokéw w jelicie moze mie¢ wptyw na wystapienie deficytu immunolo-
gicznego, zwigkszajac tym samym ryzyko zakazenia [18].

Bakterie z rodzaju Enterococcus wywotuja przede wszystkim zakazenia
drég moczowych, drog zolciowych, zapalenie wsierdzia, ropnie w obrebie brzu-
cha i miednicy, zakazenia ran pooperacyjnych, zakazenia w obrebie skory i tka-
nek migkkich, bakteriemie oraz posocznice [154]. Enterokoki sa obecnie bardzo
waznymi patogenami szpitalnymi, okre$lanymi jako patogeny XXI wieku lub
super-zarazki. Naleza do najczestszych czynnikoéw etiologicznych zakazen szpi-
talnych, gléwnie E. faecalis i E. faecium [17, 192]. Enterokoki odpowiedzial-
ne sa za wywotywanie 12,8-24% szpitalnych zakazen uktadu moczowego oraz
5-10% pozaszpitalnych zakazen uktadu moczowego [63, 129, 134]. Jak wynika
z badan epidemiologicznych Enterococcus faecalis jest najczesciej izolowanym
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gatunkiem kolonizujacym cewniki pgcherzowe Folley’a [46]. Natomiast u pa-
cjentow po przeszczepie nerki czesto$¢ zakazen uktadu moczowego wywota-
nych bakteriami z rodzaju Enterococcus w okresie okotozabiegowym wynosi
33% [4].

Enterokoki odpowiedzialne sa za 5—17% przypadkdéw wszystkich bakteryj-
nych zapalen wsierdzia. Najczg$ciej izolowany jest E. faecalis (80%), rzadziej
E. faecium (10%), sporadycznie E. hirae i inne [65, 83, 139, 140].

Bakterie z rodzaju Enterococcus izolowane sa rOwniez w mieszanych za-
kazeniach ran chirurgicznych i oparzeniowych, a takze w ranach przewlektych
u pacjentow z cukrzyca (w szczeg6lnosci zakazenia stopy cukrzycowej) i niewy-
dolnoscia krazenia. U chorych ze stopa cukrzycowa enterokoki odpowiedzialne
sa za 7-13,5% zakazen [3, 32].

Enterokoki, szczeg6lnie E. faecalis, maja duze znaczenie w zakazeniach
kanatow korzeniowych zebdéw. Badania wykazuja, ze E. faecalis wystepuje
w 23-70% kanatéw korzeniowych w przewleklym zapaleniu tkanek okoto-
wierzchotkowych zwigzanym z leczeniem endodontycznym. Czgsto zakazenia
te sa jednogatunkowe, co tlumaczy si¢ supresyjnym oddziatywaniem na inne ga-
tunki bakterii, substancji wytwarzanych przez E. faecalis, takich jak: cytolizyna
i bakteriocyny [102].

Stwierdzono, ze bakterie E. durans i E. hirae moga wywolywac zapalenia zo-
tadkowo-jelitowe o tagodnym i umiarkowanym przebiegu [58]. Ponadto, dobrze
juz udokumentowano wystgpowanie endogennych zakazen bakteriami z rodzaju
Enterococcus w przebiegu chorob nowotworowych, gtéwnie przewodu pokar-
mowego. Juz w 1951 roku McCoy i Mason [130] opisali przypadek posocznicy
enterokokowej w przebiegu raka esicy. Wspotwystgpowanie zakazenia entero-
kokowego w przebiegu choroby nowotworowej uktadu pokarmowego prezento-
wali takze inni autorzy: Roses i wsp. [158] — w raku jelita grubego-odbytnicy;
Teitz i wsp. [180] — zwiazek infekcji E. faecalis z rakiem esicy; Milbrandt [133]
— zwiazek infekcji E. faecalis z rakiem jelita $lepego; Christakis i wsp. [30]
—zwiazek infekcji E. faecalis z rakiem jelita grubego. Jednoczesnie, publikowa-
no opisy zakazen wywolywanych enterokokami we wczesnych bezobjawowych
postaciach raka jelita grubego [2, 66]. Z powyzszych raportow klinicznych wy-
nika, ze zakazenie enterokokowe moze stanowi¢ jeden z wyznacznikow tocza-
cego sig procesu NOWOtworowego.

W kontekscie tych danych, prawdopodobna wydala si¢ mozliwo$¢ oddzia-
lywania produktow wytwarzanych przez enterokoki na proliferacje komorek
nowotworowych. We wstepnych badaniach, przeprowadzonych w Katedrze
i Zaktadzie Mikrobiologii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu, stwierdzono, ze szczepy gatunkow Enterococcus
faecalis 1 Enterococcus durans moga oddziatywac na wzrost komorek rakowych
poprzez wytwarzanie czynnika o wlasciwos$ciach antyproliferacyjnych [178].
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2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byto dokonanie identyfikacji fizyko-chemicznej oraz za-
nalizowanie wybranych wlasciwosci czynnika antyproliferacyjnego, wytwarza-
nego przez szczepy bakterii z rodzaju Enterococcus. Cel ten byt realizowany
w nastgpujacych zadaniach badawczych:

1.

Izolacja nowego czynnika wytwarzanego przez bakterie z rodzaju Entero-
coccus 1 okreslenie jego natury biochemicznej.

Dokonanie oceny lekowrazliwosci szczepdw z rodzaju Enterococcus w kon-
tekscie izolowanego czynnika.

Oznaczenie masy czasteczkowej izolowanego czynnika wytwarzanego przez
bakterie z rodzaju Enterococcus.

Dokonanie analizy aktywnosci przeciwbakteryjnej izolowanego czynnika
wytwarzanego przez bakterie z rodzaju Enterococcus.

Dokonanie oceny aktywnos$ci antyproliferacyjnej izolowanego czynnika
wytwarzanego przez bakterie z rodzaju Enterococcus.

Dokonanie oceny histologicznej wybranych linii komoérek rakowych i ich
ekspresji gené6w pod wplywem izolowanego czynnika wytwarzanego przez
bakterie z rodzaju Enterococcus.
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3. MATERIAL | METODYKA BADAN

Niniejsza pracg wykonano w nast¢pujacych jednostkach naukowych:

= Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej UM im. Karola Marcinkowskie-
go w Poznaniu

= Katedra Patomorfologii Klinicznej UM im. Karola Marcinkowskiego w Po-
znaniu

= Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii UM im. Karola Marcinkowskiego

w Poznaniu
= Instytut Immunologii i Terapii Dos§wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN

we Wroctawiu.

Na badania uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy UM im. K. Marcin-
kowskiego w Poznaniu: Uchwata nr 246/12. Badania byty finansowane z uczel-
nianego projektu badawczego T.M. Karpinskiego nr 502-14-02206316-50508
oraz badan statutowych nr 502-01-02206316-02658.

3.1. Szczepy Enterococcus

Material badawczy stanowito 30 szczepdw bakterii z rodzaju Enterococcus, izo-
lowanych od pacjentow w wieku 23-60 lat (20 kobiet, 10 mezczyzn), zgtaszaja-
cych si¢ do Katedry i Zaktadu Mikrobiologii Lekarskiej UM w Poznaniu, w celu
wykonania badan bakteriologicznych. U 24 os6b stwierdzono zakazenia drog
moczowych, u 6 zakazenia ran skory.

3.2. Hodowla bakterii z rodzaju Enterococcus

Probki materiatu klinicznego posiewano na podtoze D-Coccosel agar (bioMe-
rieux). Agar D-Coccosel, zawierajacy m.in. z6¥¢ i eskuling, uzywany jest do wy-
bidrczej izolacji 1 réznicowania enterokokow. Wybidrczos$¢ podtoza w stosunku
do bakterii Gram-ujemnych zwiazana jest z obecnoécia azydku sodu. Z6t¢ hamu-
je wzrost niektorych bakterii Gram-dodatnich, innych niz enterokoki. Hodowle
inkubowano w temperaturze 37°C przez 18-24 godzin w atmosferze tlenowe;.
Charakterystyczne kolonie enterokokow sa bezbarwne lub szare, otoczone czar-
na obwoddka (hydroliza eskuliny) (Fot. 2.).
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Fot. 2. Wzrost bakterii z rodzaju Enterococcus na podtozu
D-Coccosel agar.

Identyfikacje gatunkowa wyizolowanych, klinicznych szczepdéw enteroko-
kow przeprowadzono przy uzyciu testu biochemicznego rapid ID 32 STREP
(bioMerieux) (Fot. 3.) zgodnie z instrukcja producenta, stosujac odczyt w apara-
cie ATB (bioMerieux). Zdolno$¢ wyizolowanych enterokokéw do wytwarzania
hemolizy badano na agarze z krwia konska (bioMerieux).

@@ﬁ' 0.0@@@?’.‘.1.
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Fot. 3. Test biochemiczny rapid ID 32 STREP (bioMerieux) stosowany do identyfikacji bakterii z
rodzajow Streptococcus i Enterococcus.

Wrazliwo$¢ na antybiotyki szczepow Enterococcus oznaczano jako warto$¢
MIC (Minimal Inhibitory Concentration) wykorzystujac metode dyfuzji z paska
zawierajacego gradient antybiotyku, zachowujac wymagane warunki standary-
zacji podane przez European Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing
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(EUCAST) i Krajowy O$rodek Referencyjny ds. Lekowrazliwosci Drobnoustro-
jow (KORLD) [60, 111, 115]. Uzywano zawiesiny bakteryjnej o gestosci 0,5
McFarlanda (McF). W badaniach zastosowano paski Etest (bioMerieux) zawie-
rajace nastgpujace antybiotyki: penicyling G (PG), ampicyling (AM), gentamy-
cyne (GM), ciprofloksacyne (CI), lewofloksacyne (LE), wankomycyng (VA)
i teikoplaning (TP). Hodowle prowadzono na podlozu Mueller-Hinton Agar
(bioMérieux) z 5% dodatkiem krwi baraniej i inkubowano w temperaturze 35 +
2°C przez 1618 godzin w atmosferze tlenowej. Zastosowana interpretacj¢ otrzyma-
nych wynikéw Etest, oparta na wytycznych EUCAST, przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Interpretacja wynikéw Etest (ug/ml) wg EUCAST

Antybiotyk Szczep wrazliwy (S) Szczep oporny (R)

penicylina G (PG) <8 >16

ampicylina (AM) <4 >8

gentamycyna (GM) <128 > 128

ciprofloksacyna (CI) <1 >4

lewofloksacyna (LE) <2 >8

wankomycyna (VA) <4 >4

teikoplanina (TP) <2 >2

3.3. Otrzymywanie supernatantéw z hodowli bakterii z rodzaju
Enterococcus

Z hodowli bakterii z rodzaju Enterococcus otrzymywano zawiesing 0,5 McF
bakterii w 2 ml soli fizjologicznej. Do 2 ml RPMI-1640 wzbogaconego 0,5%
glukoza dodawano 0,1 ml zawiesiny bakterii i hodowano przez 24 godziny
w 37°C. Nastgpnie hodowlg filtrowano przez saczki uzyskujac supernatant.

3.4. Izolacja i oczyszczanie czynnika antyproliferacyjnego

Izolacje 1 oczyszczenie czynnika antyproliferacyjnego z uzyskanych supernatan-
tow z hodowli Enterococcus przeprowadzono w Zaktadzie Immunologii Chorob
Zakaznych (kierownik: prof. dr hab. Andrzej Gamian) Instytutu Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu.
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3.4.1. Elektroforeza biatek w zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych

Zasada rozdziatu biatek metoda elektroforezy poliakrylamidowej w warunkach
denaturujacych opiera si¢ na rd6znicy mas czasteczkowych analizowanych bia-
ek, ktore optaszczone zjonizowanym siarczanem dodecylu sodu (SDS) mi-
gruja z rozna predkoscia w polu elektrycznym w kierunku anody. Wyjsciowy
30% roztwor poliakrylamidow otrzymywano przez rozpuszczenie 29 g amidu
kwasu akrylowego i 1g N,N’-metyenobisakrylamidu w 70 ml wody. Roztwor
przechowywano w butelce z ciemnego szkta w temperaturze pokojowej. W celu
uzyskania czynnika antyproliferacyjnego elektroforez¢ SDS-PAGE supernatan-
tow z hodowli Enterococcus przeprowadzano w 15% zelu poliakrylamidowym,
w warunkach denaturujacych. Po spolimeryzowaniu i usunigciu grzebienia zel
umieszczano w aparacie do elektroforezy (Bio-Rad) wypelnionym buforem (25
mM Tris, 250 mM glicyny, 1% SDS). Elektroforez¢ prowadzono przy napigciu
pradu wynoszacym 10—-15 V/cm dhugosci zelu. Po zakonczonym rozdziale zel
poliakrylamidowy umieszczano w roztworze barwigcym (0,25 g barwnika Co-
omassie Brilant Blue R-250, 50 ml etanolu, 10 ml lodowatego kwasu octowego,
40 ml wody) i inkubowano przez 2 godziny. Nastgpnie zel przenoszono do roz-
tworu odbarwiajacego (30 ml metanolu, 10 ml kwasu octowego, 60 ml wody).

3.4.2. Saczenie molekularne w systemie FPLC

W nastepnym etapie izolacji probki poddawano saczeniu molekularnemu w sys-
temie FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) na ztozu Toyopearl HW40
(Sigma) w buforze 50 uM Tris-HCIL, z 10 uM NaCl, w pH 7.5. Zastosowano ko-
lumng o dlugosci 100 cm i $rednicy 1,6 cm. Przeptyw wynosit 0,3 ml/min. Obje-
tos¢ frakceji wynosita 2,5 ml. Rechromatografie poszczegolnych frakeji przepro-
wadzano w wodzie na ztozu Toyopearl HW40 stosujac kolumng XK16/100 (GE
Healthcare). Objetos¢ proby wynosita 900 pl.

3.4.3. Analiza sktadu aminokwasowego

Analize sktadu aminokwasowego przeprowadzono za pomoca GLC-MS — chro-
matografii gazowo-cieczowe]j sprzezonej ze spektrometria masowa, stosujac
selektywny detektor masowy Hewlett-Packard 5971A. Badany materiat (0,1
mg) hydrolizowano przy pomocy 10M HCI (0,5 ml) w temp. 80°C przez 20
min. Standardem wewnetrznym dodanym w odpowiedniej ilosci do prébki byta
B-alanina. Hydrolizat suszono strumieniem azotu, po czym dodawano 0,3 ml
mieszaniny n-butanolu z chlorkiem acetylu (10:1 v/v) i reakcje przeprowadzano
w temperaturze 120°C przez 20 min. Probke suszono strumieniem azotu, a na-
stgpnie dodano 0,1 ml octanu etylu oraz 40 pl bezwodnika heptafluorobutyrylo-
wego (Sigma) i ogrzewano w 150°C przez 5 min. Po wysuszeniu strumieniem
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azotu probke rozpuszczono w octanie etylu i analizowano na chromatografie ga-
ZowWo-cieczowym, sprzgzonym ze spektrometrem masowym GLC-MS (Thermo-
Sci). Pochodne aminokwaséw analizowano na kolumnie kapilarnej HP-1 o wy-
miarach 0,22 mm x 12 m. Pomiary prowadzono w temp. 150-270°C (8°C/min),
z helem jako gaz no$ny.

3.4.4. Kontrola jakosci wyizolowanego peptydu Entap

Kontrolg jakosci i ilo$ci izolowanego biatka wykonano stosujac spektrometr
UV-VIS (Hewlett-Packard). Probki biatka odpowiednio rozcienczano i przeno-
szono do standardowych kuwet kwarcowych o pojemnosci 1 ml. Badano absorp-
cjg maksymalna, ktora dla biatek wynosi A__ =280 nm [79].

3.5. Hodowle komorkowe

Badania aktywnosci antyproliferacyjnej izolowanego peptydu przeprowadzono
na nastepujacych liniach komorkowych, uzyskanych z Amerykanskiej Kolekcji
Hodowli Komoérkowych (ATCC — American Type Culture Collection, Manassas,
USA) oraz z Fibiger Institute (Kopenhaga, Dania):

= komorki AGS (ATCC CRL-1739),

= komorki HeLa (ATCC CCL-2),

= komoérki MDA-MB-231 (ATCC HTB-26),

= komorki 22Rv1 (ATCC CRL-2505),

= komorki HT-29 (ATCC HTB-38),

= komorki K-562 (ATCC CCL-243),

= komorki HUV-EC-C (ATCC CRL-1730),

= komodrki MRC-5 (ATCC CCL-171),

= komorki CCD 841 CoN (ATCC CRL-1790),

= komorki HU-609 (Fibiger Institute).

Komoérki hodowano w naczyniach hodowlanych T-25 i T-75 (Nunc), w in-
kubatorze w temp. 37°C, w atmosferze 5% CO,. Podloze hodowlane ztozone
bylo z ptynu RPMI-1460 (Sigma) wzbogaconego 10% ptodowa surowica by-
dleca FBS (Sigma) z dodatkiem penicyliny 100 U/ml i streptomycyny 20 mg/ml
(Sigma). Podtoze wymieniano 3 razy w tygodniu.

Komoérki AGS (ATCC CRL-1739) sa komérkami ludzkimi o morfologii
nablonkowej. Pochodza z gruczolakoraka (adenocarcinoma) zotadka. Zostaty
wyizolowane w 1979 roku od 54-letniej kobiety pochodzenia kaukaskiego. Sa
komoérkami hyperdiploidalnymi, okoto 60% komoérek AGS posiada liczbg mo-
dalng 49 chromosomow, za$ 3,6% tych komorek cechuje si¢ poliploidia. Czas
duplikacji wynosi 20 godzin. Stanowia one dobry model dla badan raka (adeno-
carcinoma) zotadka in vitro [12].

Komoérki HeLa (ATCC CCL-2) sa komoérkami ludzkimi o morfologii na-
btonkowej. Pochodza z gruczolakoraka szyjki macicy. Zostaly wyizolowane
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w 1951 roku od 31-letniej kobiety rasy czarnej. Sa komodrkami posiadajacymi
liczbg modalng 82 chromosoméw. Wykazano, ze zawieraja sekwencje wirusa
brodawczaka ludzkiego HPV-18.

Komérki MDA-MB-231 (ATCC HTB-26) sa komorkami ludzkimi o morfo-
logii nabtonkowej. Pochodza z gruczolakoraka gruczotu piersiowego. Pobrane
zostaly z miejsca przerzutowego w optucnej. Zostaty wyizolowane od 51-letniej
kobiety pochodzenia kaukaskiego. Sa komdrkami aneuploidalnymi, posiadajacy-
mi liczbe modalna 64 chromosomow. Wykazuja ekspresje onkogenu WNT7B.

Komorki 22Rv1 (ATCC CRL-2505) sa komorkami ludzkimi o morfologii
nablonkowej. Pochodza z raka prostaty. Wykazuja ekspresjg antygenu swoistego
dla prostaty (PSA).

Komorki HT-29 (ATCC HTB-38) sa komoérkami ludzkimi o morfologii na-
btonkowej. Pochodza z gruczolakoraka okreznicy. Zostaly wyizolowane w 1964
roku od 44-letniej kobiety pochodzenia kaukaskiego. Komoérki HT-29 posiadaja
liczbe modalng 71 chromosomow.

Komorki K-562 (ATCC CCL-243) sa komdrkami ludzkimi o morfologii lim-
foblastow. Pochodza ze szpiku kostnego i maja cechy komorek biataczkowych
przewlektej biataczki mieloblastycznej (CML). Sa komdrkami wysoce niezrdz-
nicowanymi. Zostaty wyizolowane od 53-letniej kobiety w terminalnej kryzie
blastycznej. 25% komorek K-562 wykazuje ekspresj¢ antygenu CD7.

Komorki HUV-EC-C (ATCC CRL-1730) sg zdrowymi komdrkami ludzki-
mi o morfologii endotelialnej. Pochodza z zyly pgpowinowej. Przewidywany
czas zycia tych komorek to 50-60 duplikacji. W hodowli wymagaja suplementu
wzrostu komorek endotelialnych (ECGS).

Komorki MRC-5 (ATCC CCL-171) sa zdrowymi komodrkami ludzkimi
o morfologii fibroblastow. Zostaty pobrane z ptuca 14-tygodniowego ptodu. Po-
siadaja normalny kariotyp 46, XY.

Komoérki CCD 841 CoN (ATCC CRL-1790) sa komérkami ludzkimi o mor-
fologii nablonkowej. Pochodza ze zdrowej okreznicy. Zostaty pobrane z 21-ty-
godniowego ptodu plci zenskie;.

Komorki HU-609 (Fibiger Institute) sa zdrowymi komoérkami ludzkimi
o morfologii nabtonkowej. Pochodza z nablonka pgcherza moczowego osoby
doroste;.

3.6. Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej peptydu Entap

W ocenie aktywnosci przeciwbakteryjnej peptydu Entap zastosowano metode
dyfuzyjno-krazkowa oraz fluorescencyjna metodg oceny zywotnosci bakterii.
Badano wptyw peptydu wzgledem nastgpujacych szczepow klinicznych bak-
terii: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae i Escherichia coli.
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W metodzie dyfuzyjno-krazkowej standardowe krazki bibutowe o $rednicy
6 mm nasaczano rozcienczeniami otrzymanego w trakcie izolacji supernatantu,
zawierajacego peptyd w stezeniu 400 pg/ml, uzyskujac odpowiednio:

= 20 pg peptydu/krazek — krazki nr 1,

= 10 pg peptydu/krazek — krazki nr 2,

= 5 pg peptydu/krazek — krazki nr 3,

= 2.5 ng peptydu/krazek — krazki nr 4,

= 1,125 pg peptydu/krazek — krazki nr 5 oraz

= krazki kontrolne (K) — nasaczone sola fizjologiczna.

Do badan uzywano zawiesiny bakteryjnej o gestosci 0,5 McFarlanda (McF).
Bakterie posiewano na podtoza Mueller-Hinton Agar lub agar z 5% dodatkiem
krwi baraniej (bioMérieux). Na hodowle nakladano przygotowane wcze$niej
krazki i inkubowano w temperaturze 35 + 2°C przez 24 godziny w atmosferze
tlenowej, po czym dokonywano odczytu.

Fot. 4. Zestaw Live/Death BacLight Bacterial Viability Kit zastoso-
wany do oceny zywotno$ci bakterii.

W metodzie oceny zywotnosci bakterii zastosowano test fluorescencyjny
Live/Death BacLight Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, USA) zawie-
rajacy SYTOO i jodek propidyny (Fot. 4.). SYTO9 wybarwia komorki zywe na
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kolor zielony, za$ jodek propidyny — komorki martwe na kolor czerwony. Na
plytce 96-dotkowej zaktadano podwojne hodowle poszczegdlnych bakterii:
* 1 mln bakterii/200 pl podtoza zlozonego z RPMI-1640 z 5% surowica
ptodowa bydleca (Sigma),
* 1 mln bakterii/187,5 ul podtoza z dodatkiem 12,5 ul supernatantu uzyska-
nego w trakcie izolacji, zawierajacego peptyd w stezeniu 400 pg/ml,
* 1 mln bakterii/175 pl podtoza z dodatkiem 25 pl powyzszego superna-
tantu,
* 1 mln bakterii/150 pl podtoza z dodatkiem 50 pl powyzszego superna-
tantu.
Hodowle inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Odczytu do-
konywano w czasie zerowym, po 1 godzinie i po 24 godzinach przy uzyciu mi-
kroskopu fluorescencyjnego Nikon Eclipse E200 (pow. 1000 x).

3.7. Badania wytwarzania Entap przez bakterie z rodzaju
Enterococcus

Z hodowli bakterii z rodzaju Enterococcus otrzymywano zawiesing 0,5 McF
bakterii w 2 ml soli fizjologicznej. Do 2 ml RPMI-1640 (Sigma) wzbogaconego
0,5% glukoza dodawano 0,1 ml zawiesiny bakterii i hodowano przez 2, 4, 6, 8,
10, 12, 24 1 48 godzin w 37°C. Nastepnie hodowle filtrowano przez saczki uzy-
skujac supernatanty.

W badaniach okreslano zawarto$¢ peptydu Entap (ug/ml) w poszczegoélnych
supernatantach, stosujac przedstawione wyzej metody izolacji 1 oczyszczania.

3.8. Badania aktywnosci antyproliferacyjnej Entap

Oceny aktywnosci proliferacyjnej komorek ludzkich dokonywano przy uzyciu
testu proliferacji komoérek (TACS MTT Cell Proliferation Assay, Trevigen) (Fot.
5.). Badano aktywnos$¢ proliferacyjna komorek w obecnos$ci zbuforowanej soli
fizjologicznej PBS (20 ul/10° komorek/1 ml podtoza) oraz w obecnosci izolowa-
nego peptydu (20 pg/10° komoérek/1 ml podtoza). Podtoze stanowit ptyn RPMI-
1460 (Sigma) wzbogacony 10% ptodowa surowica bydlgca FBS (Sigma). Przy-
gotowane komorki inkubowano przez 2 godziny w inkubatorze w 37°C z 5%
CO,. Nastepnie przeptukiwano ptynem hodowlanym i przeprowadzano badania
aktywnosci proliferacji komorek stosujac test TACS MTT Cell Proliferation As-
say. Do probek dodawano po 10 ul MTT i inkubowano przez 20 godzin w 37°C,
po czym dodawano po 100 pul detergentu (Detergent Reagent) i inkubowano 3
godziny. Wyniki odczytywano przy absorbancji 570 nm.
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Redukcje proliferacji badanych ludzkich linii komoérkowych w obecnosci
izolowanego peptydu obliczano na podstawie odczytu absorbancji (czytnik Re-
ader 250, BioMerieux). Procent redukcji proliferacji obliczano wg wzoru:

% redukciji proliferacii = (warto$¢ A, proliferacji komorek — warto$¢ A,
w obecnosci peptydu) x 100%.

57 Proliferacji komorek

Fot. 5. Zestaw TACS MTT Cell Proliferation Assay zastosowany do
oceny aktywnosci proliferacyjnej komarek.

3.9. Badania histologiczne linii komoérek rakowych

Badania histologiczne zostaty przeprowadzone w Katedrze Patomorfologii Kli-
nicznej (kierownik: prof. dr hab. med. Przemystaw Majewski) Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.9.1. Badania w mikroskopii optycznej

Dokonano oceny histologicznej wybranych linii komorek rakowych: gruczo-
lakoraka zotadka AGS (ATCC CRL-1739), gruczolakoraka gruczotu piersiowego
MDA-MB-231 (ATCC HTB-26) i gruczolakoraka okr¢znicy HT-29 (ATCC HTB-
38). Komorki badano w obecnosci zbuforowanej soli fizjologicznej PBS (20 pl
/10® komorek/1 ml podtoza) oraz w obecnosci izolowanego peptydu (20 ug/10°
komorek/1 ml podtoza). Podloze stanowit ptyn RPMI-1460 (Sigma) wzbogacony
10% plodowa surowica bydleca FBS (Sigma). Przygotowane komorki inkubo-
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wano przez 2 godziny w inkubatorze w 37°C z 5% CO,, po czym przeptukiwano
je ptynem hodowlanym i hodowano przez 20 godzin w 37°C. Nastgpnie wykony-
wano rozmaz na szkietku podstawowym. Preparaty utrwalano stosujac odczyn-
nik cytofix. Nastepnie barwiono je hematoksylina i eozyna (H+E). Jednocze$nie
przeprowadzano badania mikroskopowo-elektronowe probek.

3.9.2. Badania ultrastruktury w transmisyjnej mikroskopii elektronowej

Materiat pobrany do badan ultrastrukturalnych byt utrwalany w utrwalaczu wg
Karnowskiego, zawierajacym 4% paraformaldehyd i 0,5% aldehyd glutarowy
w 0,2 M buforze kakodylowym (pH 7.,4), temp. 4°C. Po utrwaleniu materiat ptu-
kano w 0,1 M buforze kakodylowym (ph 7,4) przez noc w temp. 4°C, a nastepnie
dotrwalano wodnym roztworem 1% czterotlenku osmu z dodatkiem 0,8% zela-
zicyjanku potasowego przez 1 godzing. Tak przygotowany materiat byt odwad-
niany poprzez przeprowadzenie przez szereg alkoholowo-acetonowy i zatapiany
w zywicy epoksydowej Epon 812 (SERVA). Zatopiony materiat pozostawiano
w cieplarce w temp. 40°C na 24 godziny, a nast¢pnie w temp. 60°C do spolime-
ryzowania.

Fot. 6. Transmisyjny mikroskop elektronowy JEM-1011.

37



Materiat do oceny w mikroskopie $wietlnym

Z bloczkow eponowych sporzadzano skrawki potcienkie grubosci 1 pm, ktore
dobarwiano btekitem toluidyny w 1% boraksie. Oceng §wietlno-mikroskopowa
preparatdow wykonano przy uzyciu mikroskopu Olympus CH-2.

Materiat do oceny w transmisyjnym mikroskopie elektronowym

Bloczki z zatopionym materialem krojono na ultramikrotomie Reichert na
skrawki grubosci 75 nm. Skrawki nanoszono na miedziane siatki, a nast¢pnie
kontrastowano 9% nasyconym roztworem octanu uranylu przez 5 minut, ptu-
kano woda bidestylowana, dobarwiano cytrynianem otowiu przez 5 minut i po-
nownie ptukano woda bidestylowana. Tak przygotowane skrawki byly oceniane
i fotografowane w kolumnie transmisyjnego mikroskopu elektronowego JEM-
1011 (Fot. 6.).

3.10. Badania ekspresji genéw w komérkach rakowych

Badania ekspresji genow zostaty przeprowadzone dzigki uprzejmosci prof.
dr hab. Ludwika K. Malendowicza w Katedrze i Zaktadzie Histologii i Embrio-
logii (kierownik: prof. dr hab. Maciej Zabel) Uniwersytetu Medycznego im. Ka-
rola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Zmiany w ekspresji genéw w hodowlach komoérek nowotworowych pod
wplywem izolowanego peptydu (20 pg/10° komoérek/1 ml podtoza) badano przy
uzyciu metody mikromacierzy. Zastosowano zestaw GeneAtlas 3’ IVT Express
Kit i GeneAtlas Hybridization, Wash and Stain Kit for 3’ IVT Arrays (Affy-
metrix) przeznaczony do badania ekspresji genow ludzkich oraz mikromacierze
Affymetrix® Human Genome U219 Array Strip zawierajace ponad 36 000 trans-
kryptoéw i wariantdéw, reprezentujacych ponad 20000 gendw.

RNA badanych komorek izolowano stosujac TRI Reagent (Sigma-Aldrich),
zgodnie z zaleceniami producenta, po czym oczyszczano przy uzyciu kolumn
NucleoSpin RNA Binding (Macherey-Nagel). Analizg iloéci oraz czysto$ci wy-
izolowanego RNA przeprowadzono przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop
1000 Spectrophotometer (Affymetrix).

Badania ekspresji genéw przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producen-
ta. Pierwszym etapem badania ekspresji gendw jest odwrotna transkrypcja zaini-
cjowana przez przyltaczenie startera T7-Oligo prowadzaca do syntezy pierwszej
nici cDNA zawierajacej sekwencje promotora T7. Nastepnie przy udziale poli-
merazy DNA i RNazy H dochodzi do réwnoczesnej degradacji RNA oraz syn-
tezy drugiej nici cDNA. Kolejny etap to transkrypcja in vitro (IVT) przy udziale
biotynylowanych analogéw rybonukleotydow, prowadzaca do amplifikacji kopii
modyfikowanego biotyna aRNA. Zamplifikowane znakowane aRNA jest oczysz-
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czane oraz fragmentowane. Nastegpnie przeprowadza si¢ hybrydyzacje na mikro-
macierzach Affymetrix® Human Genome U219 Array Strip. Do wykonania hy-
brydyzacji oraz odczytu ekspresji gendw zastosowano blok cieplny AccuBlock
(Labnet), aparat GeneAtlas Personal Microarray System (Affymetrix) (Fot. 7.)
oraz oprogramowanie Partek Express i Ariadne Pathway Express (Affymetrix
Edition). Schemat procedury amplifikacji aRNA przedstawiono na ryc. 6.

Fot. 7. Blok cieplny AccuBlock oraz zestaw GeneAtlas Personal
Microarray System (ponizej) stosowane w badaniach ekspresji
genow.
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3. Synteza drugiej nici ‘ 1.5 godziny
cDNA
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4. '_fransl:( rypcj-:i i";::ko O—E:::Iyol:ylowm'y 16 godzin
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TT?
3 Uuuuu &'
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5. Oczyszczanie aRNA ‘ 0,75 godziny
75 godzin
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godzina
7. Hybrydyzacja & » 16 godzin
&

Legenda: TEOB BB RNA T TU DNA EEEEPromotor T/ @-Biotyna

Ryc. 6. Schemat procedury amplifikacji aRNA w badaniu ekspresiji genow.
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3.11. Metody statystyczne

Uzyskane w badaniach wyniki analizowano przy uzyciu programu kompute-
rowego STATISTICA 8 dla systemu operacyjnego Windows. W analizie staty-
stycznej zastosowano testy nieparametryczne, ktore pozwalaja na wyliczanie
szerokiego zakresu réznych miar potozenia (Srednia, mediana itd.) i dyspers;ji
(odchylenie standardowe) dajac w ten sposob pelny obraz danych. Sa to metody
niezalezne od parametrow lub niezalezne od rozktadu.

W analizie poréwnawczej aktywnosci proliferacyjnej stosowanych linii ko-
morkowych zastosowano test nieparametryczny Manna-Whitneya oraz test Kru-
skala-Wallisa. W badaniu ekspresji genow zastosowano test ANOVA. Hipotezy
statystyczne weryfikowano na poziomie istotnosci p < 0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka fenotypowa izolowanych szczepéw klinicz-
nych Enterococcus

Sposrod 30 szczepdw bakterii z rodzaju Enterococcus, izolowanych od pacjen-
tow, 25 nalezato do gatunku E. faecalis, 4 do gatunku E. faecium i1 do E. durans.
Zdolnos¢ do wytwarzania hemolizy alfa (Fot. 8.) stwierdzono u 12 szczepdéw
E. faecalis oraz 2 szczepdw E. faecium, hemolizy beta (Fot. 9.) u 8 szczepoéw
E. faecalis, 1 szczepu E. faecium oraz szczepu E. durans. Brak wytwarzania hemo-
lizy stwierdzono u 5 szczepow E. faecalis oraz 1 szczepu E. faecium (Tabela 6.).

Fot. 8. Hemoliza alfa na agarze z krwig kofska.

Tabela 6. Charakterystyka badanych szczepow bakterii z rodzaju Enterococcus

Materiat badany Typ hemolizy
Gatunek Mocz Wymaz z rany Alfa Beta Gamma
n=24 n=>6 n=14 n=10 n=>6
Enterococcus faecalisn=25 | 22 3 12 8 5
Enterococcus faecium n =4 2 2 2 1 1
Enterococcus durans n = 1 - 1 - 1 -
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Fot. 9. Hemoliza beta na agarze z krwig kofska.

Tabela 7. Analiza lekowrazliwo$ci szczepow z gatunku E. faecalis

Szczepy wrazliwe (S) Szczepy oporne (R)
Antybiotyk liczba zakres wartos$ci liczba zakres warto$ci
o MIC (pg/ml) %) MIC (pg/ml)
o [mediana] ’ [mediana]
o 24 0,75-4 1
penicylina G (PG) (96%) [1,75] (4%) 236
o 24 0,25-1 1
ampicylina (AM) (96%) [0.5] (4%) 256
23 0,25-96 2 256
gentamycyna (GM) (92%) (8] (8%) [256]
‘ 21 0,25-1 4 4-32
ciprofloksacyna (CI) (84%) [0,5] (16%) [6]
23 0,125-2 2 32-48
lewofloksacyna (LE) (92%) [0,5] (8%) [40]
25 0,54
wankomycyna (VA) (100%) [1,5]
_ . 25 0,032-0,5
teikoplanina (TP) (100%) [0,125]
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Wrazliwo§¢ badanych szczepow Enterococcus na wybrane antybiotyki,
oznaczona jako warto$§¢ MIC, zostata przedstawiona w tabelach 7-9. Wszyst-
kie izolowane szczepy byty wrazliwe na wankomycyng i teikoplaning (szczepy
VSE). Z kolei dwa szczepy E. faecium oraz dwa szczepy E. faecalis charaktery-
zowaly sig opornoscia wysokiego stopnia na aminoglikozydy (szczepy HLAR).

Tabela 8. Analiza lekowrazliwo$ci szczepdw z gatunku E. faecium

Szczepy wrazliwe (S) Szczepy oporne (R)
Antybiotyk liczba zakres wartosci liczba zakres wartosci
%) MIC (pg/ml) %) MIC (pg/ml)
° [mediana] : [mediana]
_. 3 12 1
penicylina G (PG) (75%) [1] (25%) 64
— 3 0,38-0,5 1
ampicylina (AM) (75%) [0,5] (25%) 64
2 4-16 2 256
gentamycyna (GM) (50%) [10] (50%) [256]
_ 3 0,38-0,75 1
ciprofloksacyna (CI) (75%) [0,5] (25%) 32
3 0,19-0,25 1
lewofloksacyna (LE) (75%) [0,25] (25%) 12
4 0,25-3
wankomyeyna (VA) | ;504 [15]
] ] 4 0,094-0,25
teikoplanina (TP) (100%) [0,1575]

Tabela 9. Analiza lekowrazliwo$ci szczepu z gatunku E. durans

Antybiotyk xﬁffs‘l Vl\vxlr?(i:“(g/f:l))
penicylina G (PG) 1,5
ampicylina (AM) 0,75
gentamycyna (GM) 3
ciprofloksacyna (CI) 0,19
lewofloksacyna (LE) 0,38
wankomycyna (VA) 3
teikoplanina (TP) 0,047
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Na fotografi 10. przedstawiono przyktadowe strefy zahamowania wzrostu
bakterii z rodzaju Enterococcus, w badaniu lekowrazliwosci. Zastosowano paski
Etest zawierajace gradient antybiotyku. Hodowle prowadzono na podtozu Muel-
ler-Hinton Agar z 5% dodatkiem krwi baranie;.

Fot. 10. Strefy zahamowania wzrostu bakterii z rodzaju Enterococcus, w badaniu lekowrazliwosci.
Zastosowano paski Etest zawierajace gradient antybiotyku.
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4.2. Wytwarzanie peptydu przez bakterie z rodzaju Enterococcus

Stwierdzono, ze w warunkach hodowli, wszystkie badane szczepy Enterococcus
wytwarzaja peptyd o wlasciwosciach antyproliferacyjnych. Peptyd ten jest wy-
dzielany do podtoza w fazie wzrostu bakterii, poczawszy od okoto 3. godziny, az
do wczesnej fazy stacjonarnej (okoto 10-12 godzin od zatozenia hodowli). Po
tym czasie dochodzi do zahamowania produkcji peptydu (Ryc. 7.).

pgimi

250,0

200,0
150,0

100,0

0.0 v czas
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 (godziny)

Ryc. 7. Wytwarzanie peptydu o witasciwo$ciach antyproliferacyjnych przez
szczepy Enterococcus w hodowli 48-godzinnej (temp. 37°C).

4.3. 1zolacja peptydu

W przeprowadzonych badaniach aktywnego supernatantu, uzyskanego z bakterii
Enterococcus, analiza elektroforetyczna SDS-PAGE wykazata obecnos$¢ pepty-
du o masie czasteczkowej okoto 6,2 kDa.

Oczyszczenie peptydu prowadzono stosujac metode saczenia molekularnego
w systemie FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography). W badaniu tym wyka-
zano kilka frakcji, ktore testowano pod wzgledem aktywnos$ci antyproliferacyj-
nej (Ryc. 8.). Aktywny materiat rozdzielano dalej w procesie rechromatografii
i rowniez testowano uzyskane frakcje pod wzgledem ich aktywnosci antyproli-
feracyjnej (Ryc. 9.). W razie koniecznosci frakcje aktywne poddawano dalszej
rechromatografii. Caty proces pozwolil na uzyskanie ostatecznej frakcji aktyw-
nej, ktora analizowano na obecno$¢ aminokwasdéw przy uzyciu chromatografii
gazowo-cieczowej, sprzezonej ze spektrometria masowa (Tab. 10.).
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Ryc. 8. Chromatogram FPLC frakcji aktywnej zawierajacej izolowany peptyd.
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Ryc. 9. Rechromatografia FPLC frakcji aktywnej zawierajacej
izolowany peptyd.

Analiza aminokwasowa wykazata obecno$¢ znacznej iloSci aminokwasow
hydrofobowych (Ala, Gly, Val, Leu, Ile), co determinuje silne hydrofobowe wia-
sciwosci badanego materiatu. Charakterystyczny jest brak aminokwaséw siar-
kowych w badanej czasteczce. Nie stwierdzono obecnosci cukrow lub lipidow
w probkach aktywnych frakc;ji.
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Tabela 10. Wyniki oznaczenia aminokwaséw metodg GLC-MS

Aminokwas Czas retencji [min] nmol/w probie Proporcje molarne

Alanina 7,15 4,914 9,83

Glicyna 7,36 12,705 25,41

Walina 8,32 4,763 9,53

Leucyna 8,70 4,205 8,41

Izoleucyna 9,01 5,722 11,45

Hydroksyprolina 10,93 0,763 1,53

Seryna 11,25 2,113 4,23

Treonina 11,52 0,264 0,53

Fenyloalanina 12,06 1,188 2,38
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Ryc. 10. Widmo masowe (zalezno$¢ masaftadunek) GLC-MS piku izolowanego peptydu (jon 1041/1042).
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Ryc. 11. Widmo masowe dla jonu 1041/1042 m/z.

Badania GLC-MS wykazaty, ze frakcja aktywna ztozona jest z kilku pepty-
doéw posiadajacych podobna masg czasteczkowa, oraz identyczny sktad amino-
kwasowy gltéwnej sekwencji. Roznice masy czasteczkowej pomigdzy peptyda-
mi zwigzane sa z wystgpowaniem lub brakiem dwoch aminokwasow (Gly+Val
lub Gly+Ala) na koncu tancucha aminokwasowego czasteczki. Podstawowym
peptydem wyizolowanym z aktywnej frakcji jest czasteczka biatkowa o ma-
sie 6247,2 Da (Ryc. 10., Tabela 11.). Na rycinie 11. pokazano chromatogram
masowy GLC-MS, na ktérym wystepuje zespot kilku peptydoéw posiadajacych
podobna masg czasteczkowa, w tym zidentyfikowany peptyd w czasie retencji
24,74 minut. Peptyd ten charakteryzuje si¢ obecnoscia okoto 62 aminokwasow
o sktadzie pokazanym w tabeli 10., gdzie przewazaja aminokwasy hydrofobo-
we. Hydrofobowa natura peptydu oraz liczba aminokwaséw pozwalaja wniosko-
wac o sferycznej budowie i przewidywanej tendencji do skupiania si¢ w Srodowi-
sku wodnym w agregaty. Potwierdza to uzyskany model przestrzenny izolowanego
peptydu (Ryc. 12.).

W badaniu spektrofotometrycznym UV-VIS uzyskano widmo zgodne ze
sktadem aminokwasowym, czyli z wysoka zawartoscia aminokwaséw alifa-
tycznych nie absorbujacych przy dtugosci fali w zakresie 270-290 nm, gdzie
mozliwe maksimum na widmie o niskiej intensywnos$ci moze jedynie pocho-
dzi¢ od pier$cienia aromatycznego fenyloalaniny wystepujacej w matej ilosci
(Ryc. 13.).
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Tabela 11. Wybrane wyniki pomiaréw spektrometrycznych dla izolowanych peptydéw
frakcji B2B3 z ryc. 9.

Jon [m/z] Ladunek Masa [Da] Srednia masa [Da]
1021,02 6 6120,1 6120,1
1250,44 5 62472
1042,20 6 62472 6247,2
893,46 7 6247,2
1283,05 5 6410,2
1069,38 6 6410,3 6410,3
916,75 7 6410,3
1095,39 6 6566,3
939,04 7 6566,3 6566,4
821,80 8 6566,4

Ryc. 12. Analizowany metoda wizualizacji elektronomikroskopowej model prze-
strzenny Entap. Hydrofobowe domeny sg oddzielone hydrofilowymi, co nadaje cza-
steczce wiasciwosci amfipatyczne. Jednoczesnie, brak aminokwaséw siarkowych,
jak w grupie peptydéw posiadajacej mostki dwusiarczkowe stabilizujace strukture
oraz brak aminokwas6w zasadowych jak w grupie peptydow kationowych.
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Uzyskany czynnik antyproliferacyjny jest substancja peptydowa o masie
czasteczkowej 6247,2 Da, termostabilna w temperaturze 75°C przez 0,5 godziny.
Badania peptydu wskazuja na jego unikalng hydrofobowa budowe wynikajaca
ze sktadu aminokwasowego. Jednoczesnie peptyd ten ma tendencje do tworze-
nia agregatow. W zwiazku z aktywno$cig antyproliferacyjna peptydu nadano mu
nazwe Entap (Enterococcal antiproliferative peptide).
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Ryc. 13. Widmo UV-VIS wyizolowanego peptydu.

4.4. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna izolowanego peptydu Entap

W przeprowadzonych badaniach nie wykazano dziatania przeciwbakteryjnego
peptydu Entap zaréwno przy zastosowaniu metody dyfuzyjno-krazkowej, jak
i fluorescencyjnego testu oceny zywotno$ci bakterii. W metodzie dyfuzyjno-
krazkowej, stosujac krazki nasaczone odpowiednimi st¢zeniami izolowanego
peptydu, nie stwierdzono stref zahamowania wzrostu po 24 godzinach hodowli
nastgpujacych szczepdw bakterii: Listeria monocytogenes, Staphylococcus au-
reus, Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae
i Escherichia coli. W tescie fluorescencyjnym, zarowno w probkach kontrol-
nych (bez zawarto$ci peptydu), jak i w probkach po inkubacji z izolowanym
peptydem, zywotnos¢ powyzszych szczepow bakterii w czasie zerowym, po 1
godzinie i po 24 godzinach wynosita 92-98%. Wyniki badania aktywnosci prze-
ciwbakteryjnej peptydu Entap wobec poszczegolnych szczepow bakterii przed-
stawiono na fotografiach 11-16.
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Fot. 11. Wyniki badania aktywnosci przeciwbakteryjnej peptydu Entap wobec szczepu Listeria
monocytogenes: a) fluorescencyjny test zywotnosci bakterii, odczyt w czasie zerowym, b) fluore-
scencyjny test zywotnosci bakterii, odczyt po 24 h inkubaciji z peptydem Entap (pow. 400 x), c)
metoda dyfuzyjno-krazkowa, hodowla 24 h.
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Fot. 12. Wyniki badania aktywnos$ci przeciwbakteryjnej peptydu Entap wobec szczepu Staphy-
lococcus aureus: a) fluorescencyjny test zywotnosci bakterii, odczyt w czasie zerowym, b) flu-
orescencyjny test zywotnosci bakterii, odczyt po 24 h inkubacji z peptydem Entap, ¢) metoda
dyfuzyjno-krazkowa, hodowla 24 h.
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Fot. 13. Wyniki badania aktywnosci przeciwbakteryjnej peptydu Entap wobec szczepu Enterococ-
cus faecalis: a) fluorescencyjny test zywotno$ci bakterii, odczyt w czasie zerowym, b) fluorescen-
cyjny test zywotnosci bakterii, odczyt po 24 h inkubacji z peptydem Entap, ¢) metoda dyfuzyjno-
-krazkowa, hodowla 24 h.
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Fot. 14. Wyniki badania aktywnosci przeciwbakteryjnej peptydu Entap wobec szczepu Strepto-
coccus pyogenes: a) fluorescencyjny test zywotno$ci bakterii, odczyt w czasie zerowym, b) flu-
orescencyjny test zywotnosci bakterii, odczyt po 24 h inkubacji z peptydem Entap, ¢) metoda
dyfuzyjno-krazkowa, hodowla 24 h.

55



Fot. 15. Wyniki badania aktywnosci przeciwbakteryjnej peptydu Entap wobec szczepu Strep-
tococcus agalactiae: a) fluorescencyjny test zywotno$ci bakterii, odczyt w czasie zerowym, b)
fluorescencyjny test zywotnosci bakterii, odczyt po 24 h inkubacji z peptydem Entap, c) metoda
dyfuzyjno-krazkowa, hodowla 24 h.
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Fot. 16. Wyniki badania aktywno$ci przeciwbakteryjnej peptydu Entap wobec szczepu Escheri-
chia coli: a) fluorescencyjny test zywotno$ci bakterii, odczyt w czasie zerowym, b) fluorescencyjny
test zywotnosci bakterii, odczyt po 24 h inkubacji z peptydem Entap, ¢) metoda dyfuzyjno-krazkowa,
hodowla 24 h.
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4.5. Aktywnos¢ antyproliferacyjna izolowanego peptydu Entap

W serii wstgpnych doswiadczen z uzyciem podioza RPMI-1460 oraz podioza
RPMI-1460 wzbogaconego 10% ptodowa surowica bydleca (FBS) nie stwier-
dzono wptywu FBS na aktywnos$¢ proliferacyjna komorek. W badaniach do-
$wiadczalnych in vitro wykazano silne dziatanie antyproliferacyjne izolowane-
go peptydu Entap wobec ludzkich komoérek nowotworowych: gruczolakoraka
zotadka AGS (ATCC CRL-1739), gruczolakoraka szyjki macicy HeLa (ATCC
CCL-2), gruczolakoraka gruczohu piersiowego MDA-MB-231 (ATCC HTB-26),
raka prostaty 22Rv1 (ATCC CRL-2505) oraz gruczolakoraka okreznicy HT-29
(ATCC HTB-38).

Tabela 12. Aktywnos¢ antyproliferacyjna peptydu Entap wobec komérek rakowych

Aktywnosé Aktywnos¢ % redukcji
roliferacyjna proliferacyjna aktywnosci
Badane p , Y komorek po inkubacji 4 . istotno$¢
o komorek proliferacyjne;j
komorki . . o z uzyskanym .. statystyczna
rakowe — $rednia warto$¢ entvdem Enta w obecnosci
OD_ +SD P 'p A p peptydu Entap p
(Kontrola) — Srednia wartos¢ | T ia £ SD
OD_, +SD
AGS A. 1,431 +0,053 Avs. Cp<0,0001
0,
(ATCC CRL-1739) C. 1,074 £ 0,073 35,6 +8,0%
B. 1,427 £ 0,042 B vs. Cp<0,0001
Hel. A. 1,418 +0,090 Avs. Cp<0,0001
elLa o
(ATCC CCL-2) C. 1,127 £ 0,099 29,1+£33%
B. 1,423 + 0,063 B vs. Cp<0,0001
MDA-MB.231 A. 1,799 + 0,098 Avs. Cp<0,0001
3 B 0
(ATCC HTB-26) C. 1,428 £0,109 384+33%
B. 1,775+ 0,071 B vs. Cp<0,0001
IRV A. 1,269 + 0,090 Avs. Cp<0,0001
v
+ +6,09
(ATCC CRL-2505) C. 0,918 + 0,060 350£6,0%
B. 1,240 + 0,089 B vs. Cp<0,0001
HT-29 A.1,288+0,114 Avs. Cp<0,0001
B 0
(ATCC HTB-38) C. 0,967 + 0,136 32,0+43%
B. 1,279 £ 0,096 B vs. Cp<0,0001

A — Badanie kontrolne, B — Badanie kontrolne po inkubacji z 50 pl soli fizjologicznej PBS, C — Badanie dzia-
tania peptydu Entap na komorki nowotworowe po 2h inkubacji (temp. 37°C).

Procent redukcji aktywnosci proliferacyjnej powyzszych linii komérkowych
w obecnosci peptydu Entap wynosit 29,1-38,4%. Jednoczesnie stwierdzono sta-
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be oddziatywanie wobec komorek biataczkowych K-562 (ATCC CCL-243); pro-
cent redukcji aktywnosci proliferacyjnej wynosit 5,3%. W przypadku ludzkich
linii komorek zdrowych: komorek endotelialnych zyty pepowinowej HUV-EC-C
(ATCC CRL-1730), fibroblastow pluc MRC-5 (ATCC CCL-171), komoérek na-
btonka okreznicy CCD 841 CoN (ATCC CRL-1790) oraz komorek nabtonka pe-
cherza moczowego HU-609 (Fibiger Institute) wykazano bardzo stabe dziatanie
antyproliferacyjne Entap. Procent redukcji aktywnos$ci proliferacyjnej powyz-
szych linii komorkowych w obecnosci peptydu Entap wynosit 3,1-3,9%. Wyniki
te nie roznily sig istotnie od wynikéw kontrolnych (w obecnosci PBS) Wyniki
badan aktywnosci antyproliferacyjnej peptydu Entap przedstawiono w tabelach
12. 1 13. Uzyskane warto$ci redukcji aktywnosci proliferacyjnej komorek rako-
wych pod wplywem Entap roznity sig istotnie (p < 0,0001) wzgledem wartosci
redukcji aktywnosci proliferacyjnej komorek zdrowych.

Tabela 13. Aktywno$¢ antyproliferacyjna peptydu Entap wobec komérek biataczkowych
oraz komérek zdrowych cztowieka

Aktywnos¢
Aktywnos$¢ proliferacyjna % redukcji
Badane prohfergcy]na kf)morek ) akwanos.m ' istotnodé
L komorek po inkubacji proliferacyjnej
komorki . . o - statystyczna
nierakowe — $rednia warto$¢ z uzyskanym w obecnosci
OD,,, +SD peptydem Entap peptydu Entap p
(Kontrola) — $rednia warto$¢ — $rednia + SD
OD_, +SD
K560 A. 1,122 £ 0,073 A vs. C p=0,0900
- 0
(ATCC CCL-243) C. 1,069 + 0,058 53+1,4%
B. 1,063 £ 0,084 B vs. C p=0,8550
HUV-EC.C A. 1,012 +0,056 A vs. Cp=0,2719
Bl 0
(ATCC CRL-1730) C. 0,982 + 0,062 3,1+1,6%
B. 1,024 £ 0,051 B vs. C p=10,2245
MRC-S A. 1,047 0,081 A vs. Cp=0,2737
- 0
(ATCC CCL-171) C. 1,008 + 0,073 39+1,1%
B. 1,040 £ 0,073 B vs. C p=0,3400
CCD 841 CoN A. 0,972 +0,103 A vs. C p=10,4876
o
+ +1,59
(ATCC CRL-1790) C.0,939+0,105 34+£1,5%
B. 0,982 + 0,095 B vs. C p=0,3504
HU-609 A. 0,946 + 0,084 A vs. Cp=0,2844
o . C. 0,908 + 0,069 38+ 1,7%
(Fibiger Institute)
B. 0,928 + 0,076 B vs. C p=0,5460

A — Badanie kontrolne, B — Badanie kontrolne po inkubacji z 50 pl soli fizjologicznej PBS, C — Badanie
dziatania peptydu Entap na komorki po 2h inkubacji (temp. 37°C).
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4.6. Ocena badanych komérek rakowych w mikroskopii optycznej

W barwieniu H+E badane komorki AGS, HeLa, MDA-MB-231, 22Rv1 1 HT-
29, w badaniach kontrolnych, wykazuja cechy charakterystyczne dla komorek
rakowych. Widoczne sa formy podziatu, wielojadrowos$¢, polimorfizm jader ko-
morkowych, jaderka, ziarnista chromatyna, a w cytoplazmie drobne wodniczki.
W powyzszych komorkach inkubowanych z peptydem Entap pojawiaja si¢ ce-
chy apoptozy.

A)

B)

Fot. 17. Komorki gruczolakoraka zotadka w hodowli 20 h — AGS (pow. 600 x):
A) kontrola, B) po preinkubacji 2 h z Entap.
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W komorkach gruczolakoraka zotadka AGS (Fot. 17.), gruczolakoraka szyjki
macicy HeLa (Fot. 18.) oraz gruczolakoraka gruczotu piersiowego MDA-MB-
231 (Fot. 19.) dochodzi do zmniejszenia rabka cytoplazmy lub jego braku, jadra
komorkowe staja sig mniejsze, jednoczesnie o wigkszej gestosci (bardziej homo-
genne), w porownaniu z kontrola. Obecne sa komorki, ktore ulegly degradacji.

A)

B)

Fot. 18. Komorki gruczolakoraka szyjki macicy w hodowli 20 h — Hela
(pow. 600 x): A) kontrola, B) po preinkubaciji 2 h z Entap.
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A)

'

B)

-
.’.
Fot. 19. Komoérki gruczolakoraka gruczotu piersiowego w hodowli 20 h — MDA-MB-231

(pow. 600 x): A) kontrola, B) po preinkubacji 2 h z Entap.
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W komorkach gruczolakoraka okreznicy HT-29 (Fot. 20.) oraz komoérkach
raka prostaty 22Rv1 (Fot. 21.) inkubowanych z peptydem Entap, w poréwnaniu
z kontrola, dochodzi do zmniejszenia rabka cytoplazmy lub jego braku, jadra ko-
morkowe staja si¢ pyknotyczne, brak jest widocznych jaderek. Obecne sa liczne
komorki, ktére ulegly degradacji.

A)

. 2

B)

£

ame’
e
&

Fot. 20. Komorki gruczolakoraka okreznicy w hodowli 20 h — HT-29 (pow. 600 x):
A) kontrola, B) po preinkubacji 2 h z Entap.
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A)

B)

o."é}yo

Fot. 21. Komoérki raka prostaty w hodowli 20h — 22Rv1 (pow. 600 x): A) kontrola,
B) po preinkubaciji 2 h z Entap.
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4.7. Ocena badanych komoérek rakowych w transmisyjnej mikro-
skopii elektronowej

W obrazie mikroskopowo-elektronowym komorki gruczolakoraka zotadka AGS
(kontrola) charakteryzuja si¢ obecnoscia form podziatu, wielojadrowoscia i po-
limorfizmem jader komodrkowych. Komoérki posiadaja liczne mikrokosmkowa-
te wypustki. Cytoplazma komoérkowa zawiera kanaty szorstkie retikulum en-
doplazmatycznego, kanaty gladkie i rozproszone polirybosomy. Mitochondria
komoérkowe maja regularny uktad grzebieni i jasna macierz. Jadra komoérkowe
zawieraja aktywne jaderka. W cytoplazmie obecne sa drobne wodniczki (Fot.
22.AiB).

W komorkach gruczolakoraka zotadka AGS, po inkubacji 2 h z Entap, po-
jawiaja si¢ wykladniki apoptozy, jak: zmniejszenie wymiaru komorek, konden-
sacja chromatyny i cytoplazmy, struktury odpowiadajace autofagosomom (Fot.
23.AiB).

Fotomikrografie elektronowe prezentuja:

= Fot. 23A. Komorka obrzezona mikrokosmkowatymi wypustkami. Cyto-

plazma komdrkowa zawiera kanaty szorstkie retikulum endoplazmatycz-
nego i kanaly gladkie. Polirybosomy wystepuja w rozproszeniu. W cy-
toplazmie struktury odpowiadajace autofagosomom zawierajace materiat
drobnowlokienkowy.

= Fot. 23B. Komorka ulegta pelnej degradacji. W cytoplazmie i na obrzezu

komorki wystepuja liczne wakuole oraz struktury odpowiadajace autofa-
gosomom i autolizosomom, brak polirybosomow. Wystepuje obrzek mi-
tochondriow. W jadrze komoérkowym poszerzone pory jadrowe.
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Fot. 22. Komoérki gruczolakoraka zotadka AGS w hodowli 20 h - kontrola
(pow. ok. 26250 x).



A)

B)

Fot. 23. Komorki gruczolakoraka zotadka AGS w hodowli 20 h — po prein-
kubacji 2 h z Entap (pow. ok. 26250 x).
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W obrazie z mikroskopu elektronowego komorki gruczolakoraka gruczotlu
piersiowego MDA-MB-231 (kontrola) na powierzchni bocznej posiadaja liczne
mikrokosmkowate wypustki. Cytoplazma komorkowa zawiera kanaty szorstkie
retikulum endoplazmatycznego, kanaty gladkie i rozproszone polirybosomy.
Mitochondria komorkowe maja regularny uktad grzebieni i jasng macierz. W cy-
toplazmie obecne drobne lizosomy (Fot. 24.).

AN
35 amen

Fot. 24. Komoérki gruczolakoraka gruczotu piersiowego MDA-MB-231 w hodowli
20 h - kontrola (pow. ok. 21000 x).

W komorkach gruczolakoraka gruczohu piersiowego MDA-MB-231, po in-
kubacji 2 h z peptydem Entap, pojawiaja si¢ wyktadniki apoptozy, jak: zmniej-
szenie wymiaru komorek, kondensacja chromatyny i cytoplazmy, uszkodzenie
btony jadrowej, struktury odpowiadajace autofagosomom (Fot. 25 Ai B).
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Fot. 25. Komorki gruczolakoraka gruczotu piersiowego MDA-MB-231 w hodowli
20 h - po preinkubaciji 2 h z Entap (pow. ok. 21000 x).
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Fotomikrografie elektronowe prezentuja:

= Fot. 25 A. Komorka nie posiada wypustek. Cytoplazma komoérkowa za-
wiera kanaty szorstkie retikulum endoplazmatycznego, nieliczne poliry-
bosomy i mitochondria. W cytoplazmie znajduje si¢ wewnatrzcytopla-
zmatyczne $wiatlo, do ktérego wystaja dlugie, cienkie filopodia. Obecne
sa rowniez struktury odpowiadajace autofagosomom oraz dwa duze auto-
lizosomy zawierajace mitochondria i ziarniste ztogi.

= Fot. 25 B. Komorka ulegta pelnej degradacji. W cytoplazmie i na obrze-
7zu komorki wystepuja liczne struktury odpowiadajace autofagosomom
i autolizosomom. W cytoplamie brak polirybosoméw, obecne pojedyncze
puste wakuole. Widoczny obrzgk mitochondriow.

W obrazie z mikroskopu elektronowego komorki gruczolakoraka okreznicy
HT-29 (kontrola) na powierzchni bocznej posiadaja liczne mikrokosmkowate
wypustki. Cytoplazma komodrkowa zawiera kanaty szorstkie retikulum endopla-
zmatycznego, kanaty gtadkie i rozproszone polirybosomy. Mitochondria komor-
kowe maja regularny uktad grzebieni i jasna macierz. W cytoplazmie obecne sa
lizosomy (Fot. 26.).

...‘l : 8 Y

Fot. 26. Komorki gruczolakoraka okreznicy HT-29 w hodowli 20 h — kontrola
(pow. ok. 26250 x).
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W komorkach gruczolakoraka okreznicy HT-29, po inkubacji 2 h z peptydem
Entap, pojawiaja si¢ wyktadniki apoptozy, jak: zmniejszenie wymiaru komorek,
kondensacja chromatyny i cytoplazmy, uszkodzenie blony jadrowej, struktury
odpowiadajace autofagosomom oraz autolizosomom (Fot. 27A i B).

Fot. 27. Komorki gruczolakoraka okreznicy HT-29 w hodowli 20 h
— po preinkubacji 2 h z Entap (pow. ok. 26250 x).
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Fotomikrografie elektronowe prezentuja:

= Fot. 27 A. Komorka okala szerokie, wewnatrzcytoplazmatyczne $wiatto,
do ktorego uwolnione zostaty mitochondria, fragmenty blon retikulum
endoplazmatycznego i materiat drobnowtokienkowy. Komoérka na po-
wierzchni posiada nieliczne mikrokosmkowate wypustki. Cytoplazma
komorkowa zawiera krotkie kanaty szorstkie retikulum endoplazmatycz-
nego, zlogi polirybosomoéw oraz struktury odpowiadajace autofagoso-
mom i autolizosomom zawierajace resztki bton retikulum endoplazma-
tycznego, mitochondridow oraz geste ziarniste ztogi.

= Fot. 27 B. Komodrka ulegta pelnej degradacji. W cytoplazmie i na obrzezu
komorki wystepuja liczne wakuole oraz struktury odpowiadajace autofa-
gosomom i autolizosomom zawierajace gesty material drobnoziarnisty.
Nieliczne mitochondria charakteryzuja si¢ obrzekiem. W nieregularnym
jadrze komorkowym liczne ziarnisto$ci.

4.8. Analiza ekspresji wybranych genéw w badanych komérkach
rakowych

W dokonanej analizie ekspresji wybranych genéw we wszystkich komoérkach
rakowych, pod wptywem dziatania peptydu Entap, wykazano istotne statystycz-
nie (p < 0,05) zmiany w ekspresji genéw zwiazanych z proliferacja i apopto-
za (Tabela 14.). Nastapito zmniejszenie ekspresji genow cykliny D1 — CCND1
(p = 0,0217) cykliny E2 — CCNE2 (p = 0,0082) i fosfatazy Cdc25A — CDC25A
(p=0,0141), przy jednoczesnym zwigkszeniu ekspresji genu NFKB1 (p=0,0112)
i genu kinazy zwiazanej ze $miercig (DAPK1) (p = 0,0169). W komorkach gru-
czolakoraka gruczohu piersiowego MDA-MD-231, pod wptywem peptydu En-
tap, doszto dodatkowo do wzrostu ekspresji genéw kodujacych cytokiny IL-8
(p<0,0001)1IL-6 (p=0,0023) oraz gendéw kodujacych receptory dla TNF (p=0,0015)
oraz dla chemokin CXCL3 (p <0,0001) i CXCL2 (p <0,0001). Wyniki przedsta-
wiono w tabeli 15. W badaniach nie wykazano zmian ekspresji genu dla biatka
p53 (p = 0,1036) oraz dla genéow kodujacych kaspazy: kaspazg 3 (p = 0,7373),
kaspazg 6 (p = 0,5342), kaspaze 7 (p = 0,5672), kaspaze¢ 8 (p = 0,1775), kaspaze
9 (p=0,7574) i kaspazg 10 (p = 0,3486).

W badaniach wykazano rowniez zmiany w ekspresji genu dla biatka zwia-
zanego z opornoscia na cisplatyng (gen Crop). W komorkach gruczolakoraka
zotadka AGS i gruczolakoraka szyjki macicy HeLa nastapit nieznaczny wzrost
ekspresji tego genu, jednak zmiany te nie byly istotne statystycznie. W komor-
kach 22Rv1, HT-29 oraz MDA-MB-231 nastapito istotne statystycznie (p <0,01)
zmnigjszenie ekspresji genu Crop (Tabela 16.).
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Tabela 14. Wptyw wyizolowanego peptydu (Entap) na zmiane poziomu ekspresji ge-
ndw zwigzanych z proliferacjq i apoptozg badanych komorek rakowych po 2 h inkubacii

z Entap
Badany Funkcja Sredni poziom
gen w cyklu komorkowym zmiany ekspresji
Kodowana cyklina D1 — zapewnia aktywno$¢ kinaz 1 1,79 (—44%)
CCND1 Cdk; jej zmniejszenie uwalnia inhibitor p21 zatrzy- zmniejszenie
mujacy cykl komorkowy w fazie G1 ekspresji
)
Kodowana cyklina E2 — jest konieczna do aktywacji ! 2’2.4.( 55.@
CONE2 kinazy Cdk2/E whaczajaca faze S (synteza DNA) ZIMNIEISZENE
y qczajaca fazg S (sy ekspresji
0,
Kodowana fosfataza Cdc25A — aktywuje kinazg ! 1’9.5,(49.4)
CDC25A Cdk2/E wiaczajaca fazg S (synteza DNA) Zmnicjszenie
aczajacq fazg S 8y ekspres;ji
+ 0,
NFKB1 Kodowany NFKB1 — ulega zwigkszonej aktywacji 12,20 (+120 A).).
wzrost ekspresji
DAPK]1 Stanowi tzw. gen supresorowy guza; kodowana 11,84 (+84%)
kinaza DAP — indukuje apoptozg komoérek wzrost ekspresji

Tabela 15. Wptyw wyizolowanego peptydu (Entap) na zmiane poziomu ekspresji genow

zwigzanych z proliferacjg i apoptozg komérek MDA-MB-231 po 2 h inkubacji z Entap

Badany gen Funkcja Srgdm poziom
zmiany ekspresji
—+ 0,
IL8 Koduje IL-8 1 10,4 (+1040%)
wzrost ekspresji
0,
IL6 Koduje IL-6 13,5 (+350%)
wzrost ekspresji
0,
CXCL3 Gen receptora dla chemokin 14,5 (+450%) -
wzrost ekspresji
0,
CXCL2 Gen receptora dla chemokin T 4,4 (+440%) B
wzrost ekspresji
—+ 0,
TNFRSF9 Gen receptora dla TNF 13,0 (+300%) -
wzrost ekspresji
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Tabela 16. Wptyw wyizolowanego peptydu (Entap) na zmiane poziomu ekspresji genu
dla biatka zwigzanego z oporno$cig na cisplatyne (gen Crop) w badanych komérkach po
2 h inkubacji z Entap

Badane Sredni poziom zmiany
komorki rakowe ekspresji genu Crop

AGS 11,20 (+20%)

(ATCC CRL-1739) wzrost ekspresji

HeLa 11,27 (+27%)

(ATCC CCL-2) wzrost ekspresji

MDA-MB-231 12,70 (-69%)

(ATCC HTB-26) zmniejszenie ekspresji

22Rv1 1 1,92 (-48%)

(ATCC CRL-2505) zmniejszenie ekspresji

HT-29 1 1,75 (-42%)

(ATCC HTB-38) zmniejszenie ekspresji
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5. DYSKUSJA

Enterokoki sa waznymi patogenami czlowieka. Gatunki E. faecalis 1 E. faecium
sa odpowiedzialne za 25-33% zakazen szpitalnych. Jednoczes$nie zwigksza si¢
liczba szczepow enterokokoéw opornych na aminoglikozydy i glikopeptydy.
W Polsce oporno$¢ na wankomycyng stwierdza si¢ u okoto 10% szczepdw kli-
nicznych E. faecalis, natomiast na teikoplaning — u okoto 5% szczepow klinicz-
nych E. faecalis (szczepy VRE) [101]. W 1993 roku opisano, po raz pierwszy,
szczepy kliniczne enterokokow zalezne od wankomycyny (VDE — vancomy-
cin-dependent enterococci) [193]. Szczepy VDE posiadaja geny opornosci na
glikopeptydy typu VanA lub VanB, przy czym ligaza D-alanylo-D-alaninowa
tych szczepow jest nieaktywna. Prowadzi to do niezdolnosci szczepow VDE do
wzrostu w srodowisku nie zawierajacym wankomycyny [22].

W prezentowanej pracy izolowane szczepy Enterococcus byly szczepami
pozaszpitalnymi, od pacjentow zglaszajacych si¢ do badan bakteriologicznych,
wrazliwymi na wankomycyng i teikoplaning (szczepy VSE). Wykazano obec-
no$¢ 2 (8%) szczepow E. faecalis oraz 2 (50%) E. faecium charakteryzujacych
si¢ oporno$cia wysokiego stopnia na aminoglikozydy (szczepy HLAR). W Pol-
sce oporno$¢ wysokiego stopnia na aminoglikozydy posiada okoto 50% szcze-
pow E. faecalis, natomiast wsrod E. faecium zakres odsetkowy szczepow HLAR
jest szeroki i wynosi 28-80% [110, 153, 160].

Najnowsze, interesujace wyniki uzyskali Tyrrell i wsp. [184] wskazujac na
wystepowanie odwrotnej zaleznosci pomigdzy zjadliwoscia i wielolekooporno-
$cig bakterii. Oznacza to, ze u szczepoéw klinicznych hiperwirulencja nie jest
zwiazana z wielolekoopornoscia.

W przedstawionych badaniach wykazano, ze Entap powoduje zmniejsze-
nie poziomu ekspresji genu dla biatka zwiazanego z oporno$cia na cisplatyng
(gen Crop) w komorkach raka prostaty 22Rv1, gruczolakoraka okreznicy HT-
29 oraz gruczolakoraka gruczotu piersiowego MDA-MB-231. Efekt ten moze
skutkowa¢ zwigkszona wrazliwoscia komorek raka prostaty, okreznicy i gru-
czotu piersiowego na leczenie cisplatyna. Cisplatyna jest chemioterapeutykiem
swoistym dla cyklu komorkowego. Jej dziatanie polega na tworzeniu wiazan
krzyzowych pomigdzy sasiadujacymi ni¢mi DNA oraz w obrgbie tej samej nici.
Tworzenie tych poprzecznych wigzan uniemozliwia replikacj¢ DNA i podziat
komorki. Cisplatyna wywiera tez wplyw na funkcje metaboliczne, uruchamiajac
proces apoptozy komorki [23, 156]. Uzyskanie tych danych moze by¢ zatem
przydatne przyszto§ciowo w programowaniu personalizowane;j terapii przeciw-
nowotworowej, uwzgledniajac zastosowanie Entap.

Wyizolowany, nowy peptyd — Entap, o masie czasteczkowej 6247,2 Da, bg-
dacy produktem badanych szczepoéw Enterococcus, posiada unikalna budowe
wynikajaca ze sktadu aminokwasowego. Wtasciwosci Entap, takie jak masa
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czasteczkowa, struktura globularna, termostabilno$¢ oraz dominacja aminokwa-
sow hydrofobowych, upodabniaja go do bakteriocyn/enterocyn klasy II, co ze-
stawiono w tabeli 17. Bakteriocyny, np. propionicyna PLG-1 [126], posiadaja
dodatkowo tendencje do tworzenia agregatoéw, co rowniez charakteryzuje Entap.
Jednak bakteriocyny wykazuja aktywnos$¢ przeciwbakteryjna, zazwyczaj wobec
gatunkow blisko spokrewnionych z wytwarzajacym drobnoustrojem [21, 31].
Entap nie posiada aktywnosci przeciwbakteryjnej. Brak tej waznej wiasciwosci,
a takze brak aminokwasow siarkowych wyklucza przynaleznos$¢ tego peptydu
do bakteriocyn.

Tabela 17. Cechy wyrdzniajace peptyd Entap

1. Masa czasteczkowa 6247,2 Da

2. Struktura globularna

3. Termostabilno$¢

4. Dominacja aminokwaséw hydrofobowych

5. Brak aminokwasow siarkowych

6. Tworzenie agregatow

7. Brak aktywnosci przeciwbakteryjnej

8. Aktywnos$¢ antyproliferacyjna wobec ludzkich komorek rakowych

Wyjatkowa cecha Entap jest aktywnos$¢ antyproliferacyjna wobec ludzkich
komorek rakowych. W prezentowanych badaniach doswiadczalnych in vitro wy-
kazano silne dziatanie antyproliferacyjne izolowanego peptydu Entap wzglgdem
ludzkich komoérek nowotworowych: gruczolakoraka zotadka (AGS), gruczola-
koraka szyjki macicy (HeLa), gruczolakoraka gruczotu piersiowego (MDA-MB-
231), raka prostaty (22Rv1) oraz gruczolakoraka okreznicy (HT-29). Jednocze-
$nie, stwierdzono bardzo stabe oddziatywanie Entap wobec komorek zdrowych,
ktore jednak nie roéznito sig istotnie od wynikow kontrolnych (w obecnosci PBS).
W przypadku biatek pochodzenia bakteryjnego stwierdzono, ze wiele z nich ma
dziatanie toksyczne wzgledem komorek gospodarza, co uniemozliwia lub utrud-
nia ich zastosowanie terapeutyczne. Jednak Entap, wykazujac wybiorcza aktyw-
no$¢ skierowana przeciwko komorkom rakowym, stwarza nadziej¢ na jego za-
stosowanie w terapii przeciwnowotworowe;j.

Oceny aktywnosci proliferacyjnej komorek dokonywano przy uzyciu testu
z bromkiem 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowym (MTT).
Zasada testu opiera si¢ na reakcji, ktora zachodzi w zywych komorkach i polega
na redukcji zottego MTT do bigkitnego formazanu. MTT jest powszechnie sto-
sowany do oceny aktywnosci proliferacyjnej komorek [61, 90, 144, 186]. Inna
substancja stosowana w badaniach proliferacji komorek jest 5-bromo-2’-deok-
syurydyna (BrdU). W tescie z MTT badana jest aktywnos$¢ mitochondrialnych
dehydrogenaz w zywych komorkach, natomiast w tescie z BrdU dochodzi do
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inkorporacji czynnika z DNA, co pozwala na oceng syntezy DNA. W badaniach
porownawczych Lappalainen i wsp. wykazali, ze uzyskane wyniki cytotoksycz-
no$ci oraz oceny proliferacji, przy zastosowaniu testow z MTT lub BrdU, byly
podobne [113]. Jednoczes$nie, Levkoff i wsp. wykazali, ze BrdU hamuje proli-
feracje komorek rakowych in vitro i in vivo [120]. Dzialanie takie moze miec
wplyw na warto$¢ otrzymanych wynikdw oceny proliferacji. Z tego powodu
w przedstawionych badaniach uzyto test z MTT, ktory jednoczesnie powszech-
nie stosuje si¢ w ocenie dzialania preparatow na komoérki nowotworowe.

Proby zastosowan bakterii lub ich produktow w leczeniu choréb nowotwo-
rowych siggaja przetomu XIX i XX wieku. Chirurg nowojorski — William Coley
[36] w leczeniu chorych z nieoperacyjnymi guzami stosowat kuracj¢ nadsaczami
z hodowli bakterii Streptococcus pyogenes 1 Serratia marcescens. Preparat ten
nazwany toksynami Coley’a zastosowano u okoto 1200 chorych na nowotwor
ztosliwy, czgsto uzyskujac regresje guza, a u 30 pacjentow, jakoby — catkowi-
te wyleczenie. Obecnie przyjmuje sig, ze gtdwnym czynnikiem odpowiedzial-
nym za lecznicze dziatanie toksyn Coley’a byta indukcja wzmozonej sekrecji
czynnika martwicy nowotworu-o (TNF-o) w organizmie pacjenta. Skuteczno$¢
przeciwnowotworowa TNF-a potwierdzono na modelu zwierzgcym, obserwujac
zahamowanie wzrostu, a nawet calkowita regresj¢ guza [20, 75]. Ponadto, w nie-
ktorych badaniach wykazano, ze drobnoustroje chorobotworcze moga namnazac
si¢ w obrebie hipoksyjnych zmian nowotworowych, jednoczesnie stymulujac
uktad odpornosciowy gospodarza podczas infekcji, co z kolei prowadzi do zaha-
mowania progresji choroby nowotworowe;j. Przykladem moze by¢ szczep szcze-
pionkowy BCG (Mycobacterium bovis Calmette-Guérin), stosowany w leczeniu
powierzchownego raka pecherza moczowego [5]. Stwierdzono, ze atenuowane
bakterie Sa/monella Typhimurium podane myszom posiadajacym zmiany no-
wotworowe prowadza do zwigkszonej regresji nowotworow [151]. Podobnie,
regresj¢ nowotworow u myszy wykazano stosujac bakterie beztlenowe z rodzaju
Clostridium w potaczeniu z wybranymi chemioterapeutykami i lekami hamuja-
cymi waskularyzacje [40]. Aktualnie uznaje sig, ze zakazenie wybranymi drob-
noustrojami moze prowadzi¢ do aktywacji makrofagdow i limfocytow, w wyni-
ku czego dochodzi do produkcji czynnikéw cytotoksycznych, gtéwnie TNF-o,
o aktywnosci przeciwnowotworowej [40, 150].

Burzliwy rozwdj proteomiki w ostatnich 20 latach umozliwit identyfikacje
wytwarzanych przez drobnoustroje biatek, ktore toksycznie oddziatywuja na ko-
morki nowotworowe. Jednym z biatek bakteryjnych, z ktérym wiaze si¢ nadzieje
w leczeniu nowotworow jest azuryna, majaca m. cz. 14 kDa, produkowana przez
bakterie Pseudomonas aeruginosa [187]. Yamada i wsp. przeprowadzili bada-
nia, w ktorych przez 22 dni myszom z obnizona odpornoscia i przeszczepionymi
komorkami ludzkiego czerniaka (melanoma UISO-Mel-2) podawano azuryneg.
Stwierdzono, ze u myszy leczonych azuryna doszto do zmniejszenia rozmia-
rOw guzow w porownaniu z myszami nie poddanymi leczeniu; nie odnotowano
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zadnego przypadku $miertelnego. Zdolnos¢ azuryny do niszczenia komorek ra-
kowych wydaje sig polegac¢ na stabilizacji biatka p53, ktore hamuje rozwoj pro-
cesu nowotworowego poprzez zatrzymywanie podziatow komorek lub indukcje
apoptozy. Stwierdzono, ze azuryna w jadrze komodrki nowotworowej oddziaty-
wuje z p53, chroniac je przed zniszczeniem. Konsekwencja tego jest zapoczat-
kowanie mitochondrialnej drogi apoptozy [187, 198, 199]. Vasu i wsp. wykazali,
ze azuryna dziala silnie cytotoksycznie wzgledem linii komdrkowej raka gruczo-
hu piersiowego MCF-7 powodujac ponad 50% wzrost nasilenia apoptozy. Nato-
miast w komorkach raka gruczotu piersiowego MDA-MB-157, MDD2 i MDA-
MB-231 wzrost nasilenia apoptozy wynosit 15-18% [187].

Innym opisanym peptydem pochodzenia bakteryjnego, o aktywnosci prze-
ciwnowotworowej jest Pep27anal2, bedacy analogiem Pep27. Pep27 jest pep-
tydem sygnalowym, produkowanym przez bakterie Streptococcus pneumoniae.
Inicjuje on program $mierci tych bakterii, a takze ma wlasciwosci przeciwdrob-
noustrojowe [176]. Lee i wsp. zsyntetyzowali analog peptydu Pep27, nazwany
Pep27anal2, zbudowany z 27 aminokwasow. Uzyskany analog Pep27anal2 oka-
zal si¢ czasteczka bardziej hydrofobowa w poroéwnaniu do peptydu wyjsciowe-
go. Stwierdzono ponadto, ze posiada wlasciwosci przeciwnowotworowe. Bada-
cze, stosujac test z MTT, wykazali redukcje proliferacji komodrek biataczkowych
(AML-2, HL-60, Jurkat), komorek raka zotadka (SNU-601) i komorek raka
gruczotu piersiowego (MCF-7). Jednoczesnie stwierdzono, ze Pep27anal2 wni-
ka do btony komoérkowej, a nastgpnie indukuje apoptoze niezalezna od kaspaz
i niezalezna od cytochromu c. Autorzy sugeruja, ze wazna rol¢ w permeabiliza-
cji btony, jak i w aktywnos$ci przeciwnowotworowej, odgrywa hydrofobowos¢
peptydu [117]. Huang i wsp. uwazaja, ze hydrofobowo$¢ peptydéw odgrywa
zasadnicza role w mechanizmie dziatania przeciwko komorkom rakowym, co
powinno by¢ uwzgledniane w projektowaniu potencjalnych peptydowych lekow
przeciwnowotworowych [90].

Entap, podobnie jak Pep27anal2, jest peptydem silnie hydrofobowym. Po-
nadto Entap, Pep27anal2 oraz azuryna charakteryzuja si¢ niska masa czastecz-
kowa. Te cechy wydaja si¢ by¢ wazne dla etapu wnikania tych peptydow do
komorek, szczegdlnie komorek nowotworowych, ktérych powierzchnia roézni
si¢ pod wzgledem niektorych cech od komoérek prawidtowych. Blona komor-
kowa komorek nowotworowych, w przeciwienstwie do blony komorek prawi-
dlowych, jest bogata w kwas sjalowy [136]. Jednocze$nie komorki prawidlowe,
w poréwnaniu do nowotworowych, maja na swojej powierzchni znacznie mniej
czasteczek natadowanych ujemnie. Prawdopodobnie ujemnie naladowana btona
komoérek nowotworowych zmniejsza ich wzajemne przyleganie, co uwrazliwia
je na dziatanie powyzszych peptydow. Komorki nowotworowe posiadaja row-
niez duza liczbe wypustek, przez co charakteryzuja si¢ wigksza powierzchnia.
Pozwala to na wiazanie si¢ z btona wigkszej liczby czasteczek peptyddéw oraz
selektywne przyleganie peptydow kationowych [24, 87]. Budowa bton komor-
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kowych komoérek nowotworowych, a takze ich duza powierzchnia moga powo-
dowa¢, ze komorki nowotworowe ulegaja penetracji przez peptydy z wigksza
wybiodrczoscia niz komorki prawidlowe [170].

Obecnie wiadomo, ze niektore peptydy, znane dotychczas ze swoich wtasci-
wosci przeciwbakteryjnych, moga rowniez dziata¢ przeciwnowotworowo. Na-
leza do nich m.in. niskoczasteczkowe peptydy, zbudowane z 20—-50 aminokwa-
sow, posiadajace region hydrofobowy: BMAP-27, BMAP-28, cekropina A i B,
LL-37, magaininy oraz defensyny [24, 87, 127, 131, 132].

W prezentowanych w tej pracy badaniach ekspresji genow wykazano, ze En-
tap powoduje w wybranych komoérkach rakowych zmniejszenie ekspresji genow
cykliny D1, cykliny E2 i fosfatazy Cdc25A. Dziatanie Entap prowadzi najpraw-
dopodobniej do zatrzymania cyklu komoérkowego w fazie G1 (Ryc. 14.).

cykl komorkowy

Entap
K. %

START
P
cyklina E2 T
CCNE2 %e
fosfataza ( ) CACE G 1 M
Cdc25A /[\
(CDC25A) P
cyklina D1 ; kinaza
(CCND1) Cdk2

Ryc. 14. Schemat podstawowego mechanizmu odpowiedzialnego za rozpoczecie fazy S cyklu
komarkowego i jej blokowania przez Entap.

Cykl komoérkowy jest procesem bardzo ztozonym. Szczegdlne znaczenie
ma prawidlowa regulacja cyklu komorkowego przy przejsciu z fazy G1 do S
i z fazy G2 do M, a takze podczas mitozy przy tworzeniu wrzeciona karioki-
netycznego 1 rozdziale chromatyd do komorek potomnych. W regulacji cyklu
komoérkowego uczestniczy wewnetrzny mechanizm sktadajacy sig z trzech grup
biatek: kinaz biatkowych zaleznych od cyklin (cyklin-dependent kinases — Cdk),
ich endogennych regulatoréw (rodzin biatek INK4 i biatek CIP/KIP) oraz cyklin
[70, 84]. W punkcie kontrolnym w fazie S dodatkowe znaczenie kontrolne ma
fosfataza Cdc25A, enzym odpowiedzialny za aktywacje¢ kinaz Cdk. Fosfataza
Cdc25A dziata przede wszystkim w komoérkach bedacych w fazach S, G2 oraz
we wczesnej fazie G1 [62]. Aktywnos¢ fosfatazy Cdc25A determinuje poziom
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ufosforylowania jej domeny regulatorowej przez liczne kinazy biatkowe, w tym
kinazy Cdk, aktywowane w warunkach stresu, zwlaszcza po uszkodzeniach
DNA [52, 85]. Zaobserwowano, ze ekspresje genu CDC25A w keratynocytach
obniza TGF-B. [91]. Fosfataza Cdc25 jest jednym z gtéwnych regulatoréw cy-
klu komdrkowego i posiada trzy izoformy: A, B i C. Fosfataza Cdc25A dziata
w fazach G1 1 S i aktywuje kinaze Cdk2/cyklina E; fosfatazy Cdc25B i Cdc25C
dziataja w fazie G2 i aktywujq przede wszystkim kinazy Cdk2 i Cdkl1, ktorych
aktywnos$¢ reguluja cykliny mitotyczne A i B [67, 100].

W komorkach ssakow dziatanie kinaz (Cdk4, Cdk6, Cdk2 i Cdc2) jest po-
wiazane z aktywnos$cia cyklin (cyklina D, E, A i B). Cykling wytwarzana w fa-
zie G1 cyklu komoérkowego, w odpowiedzi na bodzce zewnatrzkomorkowe (np.
czynniki wzrostowe), jest cyklina D, tworzaca kompleks z cyklino-zaleznymi
kinazami Cdk4 i Cdk6. Pod koniec trwania fazy G1 aktywny jest rowniez kom-
pleks Cdk2-cyklina E [125, 138, 157]. Zatrzymanie cyklu w koncu fazy G1 np.
przez biatko p21 prowadzi do zahamowania aktywnosci cyklino-zaleznych kinaz
Cdk, ktorych podjednostkami regulatorowymi sg cykliny z rodziny D oraz cy-
klina E. W nastepstwie tego nie dochodzi do uruchomienia transkrypcji genow,
ktorych produkty sa konieczne do rozpoczecia syntezy DNA w fazie S i komorki
pozostaja w fazie G1 [50, 76].

W prezentowanych badaniach wykazano, ze Entap prowadzi do istotne-
go zmniejszenia ekspresji gendéw fosfatazy Cdc25A (CDC25A), cykliny D1
(CCND1) i cykliny E2 (CCNE2) w komorkach rakowych. Wskutek zmniejsze-
nia syntezy fosfatazy Cdc25A, jak rowniez cyklin D1 i E2, najprawdopodob-
niej nie dochodzi do optymalnej aktywacji kinazy Cdk2 i tworzenia komplek-
su Cdk2/cyklina E. Kompleks Cdk2/cyklina E konieczny jest do rozpoczgcia
syntezy DNA w fazie S cyklu komdrkowego. Tak wigc, nastgpstwem dziatania
Entap jest najprawdopodobniej zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie G1
(Ryc. 13.). Zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G1 zwiazane z inaktywa-
cja cykliny D1 wystepuje m.in. w wyniku napromieniowania lub po podaniu
cisplatyny [1].

W prezentowanych badaniach wykazano, ze Entap prowadzi do apoptozy
komorek rakowych. Cechy morfologiczne apoptozy wykazano w badaniach hi-
stologicznych, natomiast w badaniach ultrastrukturalnych stwierdzono dodatko-
wo obecno$¢ struktur odpowiadajacych autofagosomom i autolizosomom. Po-
nadto, badania ekspresji genow potwierdzity, ze mechanizm indukcji apoptozy,
wywolanej przez Entap, nie jest zalezny od kaskady kaspaz.

Apoptoza, czyli programowana $mier¢ komorki zostata opisana w 1972 roku
[112]. Dobrze juz udokumentowano, ze mechanizm $mierci komoérek w prze-
biegu apoptozy zwiazany jest z aktywnos$cig kaspaz. Sygnalem do rozpoczecia
procesu moze by¢ uszkodzenie DNA, aktywacja onkogendw, stymulacja specy-
ficznych receptoréw btonowych i wewnatrzkomorkowych, obecnos¢ wolnych
rodnikow lub promieniowanie jonizujace. W procesie programowanej $mierci
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komoérki mozna wyrdzni¢ trzy podstawowe etapy: inicjacje, fazg efektorowa
i destrukcje.
Czynniki inicjujace apoptoze¢ mozna podzieli¢ na trzy grupy:
1) prowadzace do aktywacji tzw. receptorow smierci,
2) stanowiace zawarto$¢ granulosomow komorek cytotoksycznych,
3) uszkadzajace bezposrednio [8, 171].

W pierwszym etapie apoptozy podejmowana jest decyzja o $mierci komorki
pod wptywem dzialajacych czynnikow. W kolejnym etapie dochodzi do aktywa-
cji wewnatrzkomoérkowych enzyméw proteolitycznych — kaspaz, bezposrednio
odpowiedzialnych za $mier¢ komorki. Kaspazy naleza do proteaz cysteinowych
syntetyzowanych w formie nieaktywnych proenzyméw. Aktywacja prokaspaz
przebiega wedlug mechanizmu homoaktywacji lub heteroaktywacji. W pierw-
szym z nich dochodzi do aktywacji kaspaz inicjujacych (np. kaspazy -8/-10, -9)
oraz powstawania komplekséw: DISC w szlaku receptorowym i apoptosomu
w szlaku mitochondrialnym apoptozy. Aktywacja kaspaz prowadzi do proteolizy
kolejnych kaspaz, a proces ten nazywany jest kaskada kaspaz. Heteroaktywacja
natomiast prowadzi do katalitycznego ataku kaspaz inicjujacych badz innych
proteaz (np. granzymu B, kalpainy) na kaspazy wykonawcze (kaspazy -3, -6, -7).
W ostatnim etapie apoptozy — w fazie degradacji — kaspazy wykonawcze doko-
nuja proteolizy ponad 60 biatkowych substratéw komorkowych, co prowadzi do
uszkodzenia struktury i funkcji komodrek oraz ich $mierci. Istotna rol¢ w regulacji
procesu apoptozy odgrywa biatko p53, bedace regulatorem transkrypcji DNA.
Bialko p53, wiazac sie¢ z DNA, rozpoznaje uszkodzenia w DNA i posredniczy
w procesie zahamowania cyklu komorkowego [57, 103, 196].

W komorce eliminowanej na drodze apoptozy dochodzi do nastgpujacych
zmian morfologicznych: obkurczenia i zmniejszenia objetosci komaorki wskutek
utraty wody, kondensacji chromatyny, fragmentacji jadrowego DNA, tworzenia
ciatek apoptotycznych — pecherzykoéw zawierajacych fragmenty DNA, otoczo-
nych btona cytoplazmatycznag [51].

W badaniach przeprowadzonych w tej pracy nie wykazano zmian w eks-
presji genu kodujacego biatko p53 oraz gendéw kodujacych kaspazy. Natomiast
stwierdzono istotne zwigkszenie ekspresji genu dla kinazy zwiazanej ze $mier-
cia (DAPK). Te dane wskazuja, ze Entap moze indukowa¢ tzw. programowana
$mier¢ komorki II typu, czyli apoptoze autofagowa. Wniosek ten uwiarygadniaja
wyniki badan ultrastrukturalnych, wskazujac na obecnos¢ struktur odpowiadaja-
cych autofagosomom i autolizosomom.

Apoptoza II typu, zwana tez autofagowa $miercia komorki lub II typem pro-
gramowanej $mierci komorki, stanowi mechanizm degradacji wewnatrzkomor-
kowej, zaleznej od lizosomdéw. Obecnie wiadomo, ze zjawisko to moze prowa-
dzi¢ do supresji nowotwordw. Apoptoza Il typu zwiazana jest §cisle z autofagia,
w szczegoOlnosci z makroautofagia [197]. Makroautofagia jest czteroetapowym
procesem obejmujacym kolejno nastgpujace fazy:
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1) indukcje, podczas ktorej dochodzi do wytworzenia fagoforu — ,,woreczka”
tworzonego z btony biatkowej, otaczajacego struktury komoérkowe przezna-
czone do degradacji;

2) tworzenie autofagosomu wskutek zamkniegcia sig¢ brzegéw fagoforu;

3) dojrzewanie autofagosomu i utworzenie autofagolizosomu (autolizosomu)
poprzez fuzje z lizosomem,;

4) degradacje zawarto$ci cytozolu w autofagolizosomie przez enzymy lizoso-
malne i w nastepstwie $mieré komorki [119, 197].

W kontroli procesu makroautofagii biorg udziat produkty rodziny genow
Atg. Powstanie fagoforu inicjowane jest najprawdopodobniej w retikulum en-
doplazmatycznym (ER), pozostajacym w dynamicznej rownowadze z aparatem
Golgiego i poznymi endosomami [105, 119].

Autofagowa $mier¢ komorki charakteryzuje sie¢ morfologicznie obecnoscia
autofagowych wakuoli cytoplazmatycznych, autofagosoméw i autolizosomow,
obrzgkiem mitochondrialnym, poszerzeniem retikulum endoplazmatycznego
i aparatu Golgiego, uwypukleniami btony komorkowej z wytworzeniem peche-
rzykow (ang. blebbing) oraz kondensacja jadra. Ponadto, w komorkach obser-
wuje si¢ rowniez cechy charakterystyczne dla apoptozy I typu, jak: pyknoza
jader, uszkodzenia bton komoérkowych i fragmentacja DNA. Apoptoza I typu
i autofagowa $mier¢ komorki nie wykluczaja si¢ wzajemnie i moga wystgpowac
wspolnie in vivo, w poszczegolnych tkankach lub hodowlach komoérkowych [33,
93, 104]. Ponadto, apoptoza I typu i apoptoza autofagowa moga mie¢ udziat
w takich mechanizmach i zmianach, jak utrata przepuszczalno$ci btony mito-
chondrialnej oraz utrata potencjatu blonowego [56].

Aktualnie uznaje sig, ze za autofagowa $mier¢ komorki odpowiada kinaza
zwiazana ze $Smiercia (DAPK) [73, 74]. DAPK jest kinaza serynowo-treoninowa,
regulowang przez wapn i kalmoduling. W swojej budowie posiada domeng kina-
zy, segment regulowany przez kalmoduling, 8 powtdrzen ankirynowych, region
wiazacy cytoszkielet oraz domeng $§mierci. DAPK odgrywa role pozytywnego
mediatora w odpowiedzi na r6zne czynniki prowadzace do apoptozy, m.in. [FN-
v, TNF-a, TGF-B.[15, 43,97, 106, 112]. Kinaza zwiazana ze $§miercia wydaje si¢
funkcjonowac¢ jako czujnik inicjujacy apoptoze [92]. Dodatkowo, DAPK dziata
jako supresor guza, gdyz spadek ekspresji DAPK jest zwiazany z powstawaniem
nowotworu [59]. Jednoczes$nie odgrywa istotna rolg w powstawaniu uwypuklen
btony komoérkowej z wytworzeniem pecherzykow (blebbing) [92].

W prezentowanych badaniach wykazano, ze po inkubacji 2 h z peptydem
Entap, w komoérkach rakowych obecne sa wyktadniki apoptozy II typu, w tym
struktury odpowiadajace autofagosomom i autolizosomom. Obserwowany
obrzek mitochondriéw oraz wakuolizacja komorek sa cechami charakterystycz-
nymi dla apoptozy niezaleznej od kaspaz [19, 41]. W przeprowadzonych ba-
daniach nie stwierdzono zmian w ekspresji genu kodujacego biatko p53 oraz
genow kodujacych kaspazy, waznych dla procesu apoptozy I typu. Jednocze$nie
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wykazano znaczna ekspresje genu dla kinazy zwiazanej ze $miercig (DAPK)
(Ryc. 15.). Stwierdzone zatem wyktadniki zmian ultrastruktury w komorkach ra-
kowych, a takze znaczna ekspresja genu DAPK dowodza wystepowanie induk-
cji programowanej $mierci komorki II typu, okreslanej apoptoza autofagowa.

kaspazy )
I I inicjujace kmazzerAP
(kaspaza 8) (DAPKI)

Aktywacja Aktywacja Enta P

kaspazy
II wykonawcze -~
(-3,-6,-7) B ,,

APOPTOZA APOPTOZA

Ryc. 15. Mechanizmy wykonawcze apoptozy.

Reasumujac, przedstawione tu dane dokumentuja, ze szczepy kliniczne
wankomycynowrazliwych bakterii z rodzaju Enterococcus (VSE), produkuja
peptyd (Entap) o m.cz. 6247,2 Da, wykazujacy aktywno$¢ antyproliferacyjna
wobec komorek rakowych, natomiast nie posiadajacy aktywnosci przeciwdrob-
noustrojowej. Entap charakteryzuje si¢ termostabilno$cia oraz wysoka zawarto-
$cig aminokwasow hydrofobowych, co determinuje unikalny charakter jego cza-
steczki. Zidentyfikowanie peptydu Entap i okreslenie jego wlasciwosci wydaje
si¢ mie¢ istotne znaczenie kliniczne, gdyz stwarza nadziejg na jego zastosowanie
w terapii przeciwnowotworowe;j.

&3



6. WNIOSKI

84

Szczepy kliniczne Enterococcus faecalis, E. faecium i E. durans, izolowane
od ludzi, wytwarzaja w fazie wyktadniczego wzrostu rozne peptydy/biatka,
w tym termostabilny peptyd — Entap, o m.cz. 6247,2 Da.

Szczepy kliniczne Enterococcus faecalis, E. faecium 1 E. durans, izolowane
od ludzi, produkujace Entap wykazuja wrazliwo$¢ na wankomycyne (szcze-
py VSE), przy czym niektore z nich charakteryzuja si¢ opornosciag wysokie-
go stopnia na aminoglikozydy (szczepy HLAR).

Izolowany peptyd — Entap charakteryzuje si¢ wysoka zawartoscia amino-
kwasow hydrofobowych, co determinuje unikalny charakter czasteczki.

Wytwarzany przez szczepy kliniczne Enterococcus peptyd — Entap nie wy-
kazuje aktywnosci przeciwbakteryjnej.

Wytwarzany przez szczepy kliniczne Enterococcus peptyd — Entap, wykazu-
je aktywnosc¢ antyproliferacyjna wobec komorek rakowych.

Aktywno$¢ antyproliferacyjna Entap, wobec komorek rakowych, wyraza si¢
hamowaniem ich cyklu komorkowego w fazie G1 oraz indukcja apoptozy
autofagowej.
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8. STRESZCZENIE

Nowy peptyd (Entap) o aktywnosci antyproliferacyjnej produkowany przez bak-

terie z rodzaju Enterococcus.

Bakterie z rodzaju Enterococcus naleza do prawidtowej mikroflory przewodu
pokarmowego ludzi i zwierzat. Jednoczesnie sg one obecnie bardzo waznymi pa-
togenami szpitalnymi, okreslanymi jako patogeny XXI wieku lub super-zarazki.
W materiale klinicznym, pobranym od ludzi, najczesciej wystepuje gatunek E.
faecalis, do ktorego nalezy 80-90% wszystkich izolatéw enterokokow. Na dru-
gim miejscu znajduje sig E. faecium stanowiacy 10-15% ogotu enterokokow.

Dobrze juz udokumentowano wystgpowanie endogennych zakazen bakte-
riami z rodzaju Enterococcus w przebiegu chorob nowotworowych, gtownie
przewodu pokarmowego. Wykazano, ze zakazenia wywotywane enterokokami
towarzysza zarowno objawowym, jak i wczesnym bezobjawowym postaciom
raka jelita grubego. Z raportow klinicznych wynika, ze zakazenie enterokokowe
moze stanowi¢ jeden z wyznacznikOw toczacego si¢ procesu nowotworowego.
We wstepnych badaniach, przeprowadzonych w Katedrze i Zaktadzie Mikrobio-
logii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Po-
znaniu, stwierdzono, ze szczepy gatunkow Enterococcus faecalis 1 Enterococcus
durans moga oddziatywa¢ na wzrost komoérek rakowych poprzez wytwarzanie
czynnika o wlasciwos$ciach antyproliferacyjnych.

Celem niniejszej pracy byto dokonanie identyfikacji fizyko-chemicznej oraz
zanalizowanie wybranych wilasciwosci czynnika antyproliferacyjnego, wytwa-
rzanego przez szczepy bakterii z rodzaju Enterococcus. Cel ten byl realizowany
w nastepujacych zadaniach badawczych:

1. Izolacja nowego czynnika wytwarzanego przez bakterie z rodzaju Entero-
coccus 1 okreSlenie jego natury biochemiczne;j.

2. Dokonanie oceny lekowrazliwo$ci szczepow z rodzaju Enterococcus w kon-
tekscie izolowanego czynnika.

3. Oznaczenie masy czasteczkowej izolowanego czynnika wytwarzanego przez
bakterie z rodzaju Enterococcus.

4. Dokonanie analizy aktywnosci przeciwbakteryjnej izolowanego czynnika
wytwarzanego przez bakterie z rodzaju Enterococcus.

5. Dokonanie oceny aktywnosci antyproliferacyjnej izolowanego czynnika
wytwarzanego przez bakterie z rodzaju Enterococcus.

6. Dokonanie oceny histologicznej wybranych linii komoérek rakowych i eks-
presji ich genéw pod wptywem izolowanego czynnika wytwarzanego przez
bakterie z rodzaju Enterococcus.

Material badawczy stanowito 30 szczepow bakterii z rodzaju Enterococcus,
izolowanych od pacjentow, z zakazeniami drog moczowych (24 szczepy) lub
zakazeniami ran skory (6 szczepow). Identyfikacji gatunkowej dokonywano na
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podstawie cech biochemicznych, stosujac test rapid ID32 STREP (bioMerieux).
Jednoczesnie okreslano cechy fenotypowe, jak zdolnos¢ do wytwarzania hemo-
lizy 1 wrazliwo$¢ na wybrane antybiotyki.

Z supernatantow hodowli bakterii z rodzaju Enterococcus izolowano
i oczyszczano czynnik antyproliferacyjny, stosujac elektroforeze biatek w zelu
poliakrylamidowym SDS-PAGE oraz saczenie molekularne w systemie FPLC.
Sktad czynnika okres$lono stosujac chromatografi¢ gazowo-cieczowa sprz¢zona
ze spektrometria masowa. Badania aktywnosci antyproliferacyjnej izolowanego
peptydu przeprowadzono na nastgpujacych liniach komérkowych: gruczolako-
raka zotadka — AGS (ATCC CRL-1739), gruczolakoraka szyjki macicy — HeLa
(ATCC CCL-2), gruczolakoraka gruczotu piersiowego — MDA-MB-231 (ATCC
HTB-26), raka prostaty — 22Rv1 (ATCC CRL-2505), gruczolakoraka okrezni-
cy — HT-29 (ATCC HTB-38), przewlektej biataczki mieloblastycznej — K-562
(ATCC CCL-243), endotelium — HUV-EC-C (ATCC CRL-1730), fibroblastow
—MRC-5 (ATCC CCL-171), nabtonka okrgznicy — CCD 841 CoN (ATCC CRL-
1790) i nablonka pecherza moczowego — HU-609 (Fibiger Institute). Oceny ak-
tywnosci proliferacyjnej komoérek dokonywano stosujac test proliferacji komo-
rek (TACS MTT Cell Proliferation Assay, Trevigen).

W ocenie aktywnosci przeciwbakteryjnej izolowanego peptydu zastosowa-
no metodg dyfuzyjno-krazkowa oraz fluorescencyjna metodg oceny zywotnosci
bakterii. Dokonano réwniez oceny histologicznej, wybranych linii komoérek ra-
kowych w obecnosci izolowanego peptydu. Ponadto, wykonano badania eks-
presji wybranych genow w powyzszych komorkach rakowych w nastgpstwie
oddzialywania izolowanego peptydu.

Sposréd 30 szezepdw bakterii z rodzaju Enterococcus, izolowanych od pa-
cjentow, 25 nalezato do gatunku E. faecalis, 4 do gatunku E. faecium i 1 do E.
durans. Wszystkie izolowane szczepy byty wrazliwe na wankomycyng i teiko-
planing. Z kolei, 2 szczepy E. faecium oraz 2 szczepy E. faecalis charakteryzo-
waly sig opornoscia wysokiego stopnia na aminoglikozydy (szczepy HLAR).

Wykazano, ze w warunkach hodowli, wszystkie badane szczepy Enterococ-
cus wytwarzaja peptyd o wlasciwosciach antyproliferacyjnych. Peptyd ten jest
wydzielany do podioza w fazie wzrostu bakterii, poczawszy od okoto 3 godzi-
ny, az do wczesnej fazy stacjonarnej. W przeprowadzonych badaniach wyka-
zano obecnos¢ aktywnego peptydu o masie czasteczkowej 6247,2 Da. Peptyd
jest termostabilny w temperaturze 75°C przez 0,5 godziny. Charakteryzuje sig
on unikalng hydrofobowa budowa wynikajaca ze sktadu aminokwasowego. Jed-
noczesnie peptyd ten wykazuje tendencje do tworzenia agregatow. W zwiazku
z aktywno$cia antyproliferacyjna izolowany peptyd nazwano — Entap (Entero-
coccal antiproliferative peptide). W przeprowadzonych badaniach nie wykazano
dzialania przeciwbakteryjnego Entap wobec: Listeria monocytogenes, Staphy-
lococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
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agalactiae 1 Escherichia coli, zarbwno przy zastosowaniu metody dyfuzyjno-
-krazkowej, jak i fluorescencyjnego testu zywotnosci bakterii.

W badaniach do$wiadczalnych in vitro wykazano silne dziatanie antypro-
liferacyjne izolowanego peptydu Entap wobec ludzkich komorek nowotworo-
wych: gruczolakoraka zotadka (AGS), gruczolakoraka szyjki macicy (HeLa),
gruczolakoraka gruczotu piersiowego (MDA-MB-231), raka prostaty (22Rv1)
i gruczolakoraka okre¢znicy (HT-29). Procent redukcji aktywnosci proliferacyj-
nej powyzszych linii komoérkowych w obecno$ci Entap wynosit 29,1-38,4%.
Jednoczesnie stwierdzono stabe oddzialywanie Entap wobec komorek K-562
oraz komoérek zdrowych — procent redukcji aktywnos$ci proliferacyjnej wynosit
w zakresie 3,1-5,3%. Uzyskane wyniki redukcji aktywno$ci proliferacyjnej ko-
morek rakowych pod wplywem Entap roznity sig istotnie (p <0.0001) wzgledem
wynikow redukcji aktywnosci proliferacyjnej komorek zdrowych.

W badaniach ultrastrukturalnych komorek rakowych, inkubowanych z En-
tap, stwierdzono wyktadniki degradacji, cechy apoptozy autofagowej: w cyto-
plazmie — liczne wakuole oraz struktury odpowiadajace autofagosomom i auto-
lizosomom.

W dokonanej analizie ekspresji wybranych genow we wszystkich komorkach
rakowych w obecnosci Entap wykazano istotne statystycznie zmiany w ekspresji
genow zwiazanych z proliferacja i apoptoza autofagowa. Nastapito zmniejszenie
ekspresji genow cykliny D1, cykliny E2 i fosfatazy Cdc25A, przy jednoczesnym
wzro$cie ekspresji genu kinazy zwiazanej ze $Smiercia (DAPK1). Jednoczesnie
wykazano zréznicowanie ekspresji genu dla biatka zwigzanego z opornoscia na
cisplatyng (gen Crop); wyrazne zmniejszenie ekspresji Crop stwierdzono pod
wptywem Entap w komorkach 22Rv1, HT-29 oraz MDA-MB-231.

Uzyskane wyniki dokumentuja, ze szczepy kliniczne wankomycynowrazli-
wych bakterii z rodzaju Enterococcus (VSE), produkuja peptyd (Entap) o m.cz.
6247,2 Da, wykazujacy aktywnos$¢ antyproliferacyjna wobec komorek rako-
wych, natomiast nie posiadajacy aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej. Aktyw-
no$¢ antyproliferacyjna Entap wobec komorek rakowych wyraza si¢ hamowa-
niem ich cyklu komorkowego w fazie G1 oraz indukcja apoptozy autofagowe;.
Entap charakteryzuje si¢ termostabilnoscia oraz wysoka zawarto$cia aminokwa-
sow hydrofobowych, co determinuje unikalny charakter jego czasteczki. Ziden-
tyfikowanie peptydu Entap i okreslenie jego wlasciwosci wydaje si¢ mie¢ istotne
znaczenie kliniczne, gdyz stwarza nadziejg na jego zastosowanie w terapii prze-
ciwnowotworowe;j.
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9. SUMMARY

Bacteria of Enterococcus genus belong to normal microflora of alimentary tract

in humans and animals. In parallel, they also are serious hospital pathogens, ter-

med the pathogens of 21st century or super-bugs. Clinical material, sampled from

humans, most frequently contains the species of E. faecalis, comprising 80-90%

of all enterococcal isolates. It is followed by E. faecium comprising 10-15% of

all enterococcal isolates.

Manifestation of endogenous infections with bacteria of Enterococcus genus
was well documented in the course of neoplastic diseases, particularly those of
alimentary tract. Infections induced by Enterococcus were shown to accompany
both symptomatic and early asymptomatic stages of colorectal carcinoma. Clini-
cal reports indicate that enterococcal infection may represent one of exponents
of an ongoing neoplastic process. In preliminary studies conducted in the Chair
and Department of Medical Microbiology, Poznan University of Medical Sci-
ences strains of Enterococcus faecalis and Enterococcus durans species were
found to be capable of affecting growth of cancer cells due to their production of
an anti-proliferative agent.

This study aimed at physicochemical identification and analysis of selected
properties manifested by anti-proliferative agent produced by bacteria of En-
terococcus strains. The study was implemented in the following investigative
stages:

1. Isolation of the new agent produced by bacteria of Enterococcus genus and
determination of its biochemical nature;

2. Evaluation of drug sensitivity manifested by strains of Enterococcus genus
in the context of the isolated agent;

3. Determination of molecular weight of the isolated agent produced by bacte-
ria of Enterococcus genus;

4. Analysis of anti-bacterial activity shown by the isolated agent, produced by
bacteria of Enterococcus genus;

5. Evaluation of anti-proliferative activity manifested by the isolated agent,
produced by bacteria of Enterococcus genus;

6. Histological appraisal of selected cancer cell lines and expression of their ge-
nes under effect of the isolated agent produced by bacteria of Enterococcus
genus.

The investigated material included 30 bacterial strains of Enferococcus ge-
nus, isolated from patients with infection of urinary tract (24 strains) or with
infected dermal wounds (6 strains). Identification of species was performed on
the basis of biochemical traits, using rapid ID 32 STREP test (bioMerieux). In
parallel, phenotypic traits were examined, such as ability to induce haemolysis
and sensitivity to selected antibiotics.
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The anti-proliferative agent was isolated from supernatants of bacterial cul-
tures and purified using polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
molecular sieving in the FPLC system. Composition of the agent was defined
using gas-fluid chromatography coupled to mass spectrometry. Studies on anti-
proliferative activity of the isolated peptide were performed on the following cell
lines: cells of gastric adenocarcinoma - AGS (ATCC CRL-1739), cells of uterine
cervix adenocarcinoma - HeLa (ATCC CCL-2), adenocarcinoma of mammary
gland - MDA-MB-231 (ATCC HTB-26), prostate carcinoma - 22Rv1l (ATCC
CRL-2505), colon adenocarcinoma - HT-29 (ATCC HTB-38), chronic myelo-
blastic leukaemia - K-562 (ATCC CCL-243), endothelial cells - HUV-EC-C
(ATCC CRL-1730), fibroblasts - MRC-5 (ATCC CCL-171), colon epithelium
- CCD 841 CoN (ATCC CRL-1790) and epithelium of urinary bladder - HU-609
(Fibiger Institute). Cell proliferative activity was estimated using cell prolifera-
tion test (TACS MTT Cell Proliferation Assay, Trevigen).

In evaluation of anti-bacterial activity manifested by the isolated peptide the
disc-diffusion technique was used and fluorescent technique for estimation of
bacterial viability. Histological appraisal was also performed of selected can-
cer cell lines, exposed to the isolated peptide. Moreover, expression of selected
genes was examined in the cancer cell lines, as affected by exposure to the iso-
lated peptide.

Among 30 bacterial strains of Enterococcus genus, isolated from patients, 25
represented the species of E. faecalis, 4 represented the species of E. faecium and
1 represented the species of E. durans. All the isolated strains were sensitive to
vancomycin and teicoplanin. In turn, 2 strains of E. faecium and 2 strains of E.
faecalis proved to be highly resistant to aminoglycosides (HLAR strains).

In culture all the studies strains of Enterococcus were found to produce
peptide of anti-proliferative properties The peptide was produced to medium at
the stage of bacterial growth, beginning at around third hour of the culture up
to early stationary phase. Our studies demonstrated presence of an active pep-
tide of 6247.2 Da molecular weight, thermostable at the temperature of 75°C
for 0.5 hour. The peptide manifested a unique hydrophobic structure, resulting
from its amino acid composition. In parallel, the peptide manifested a tendency
to form aggregates. In view of its anti-proliferative activity the isolated peptide
was termed Entap (Enterococcal anti-proliferative peptide). The conducted ex-
periments failed to demonstrate anti-bacterial activity of Entap toward Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus agalactiae and Escherichia coli, using either the disc-
diffusion technique or the fluorescent test for bacterial viability.

In in vitro experiments a pronounced anti-proliferative activity of the iso-
lated Entap was documented targeted at human neoplastic cell lines, includ-
ing cells of gastric adenocarcinoma (AGS), adenocarcinoma of uterine cervix
(HeLa), adenocarcinoma of mammary gland (MDA-MB-231), prostate cancer
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(22Rv1) or adenocarcinoma of colon (HT-29). Proliferative activity of the cell
lines exposed to Entap was found to be reduced by 29.1-38.4%. In parallel, En-
tap weakly acted on K-562 cells and healthy cells reducing their proliferative
activity by 3.1-5.3%. The difference in reduction of proliferative activity under
effect of Entap between cancerous cells and normal cells proved to be highly
significant (p <0.0001).

Ultrastructural studies on cancer cells exposed to Entap disclosed exponents
of decomposition, traits of autophagous apoptosis: the cytoplasm contained nu-
merous vacuoles and structures corresponding to autophagosomes and autoly-
sosomes.

In the conducted analysis of selected genes in all cancer cells exposed to
Entap significant alterations were disclosed in expression of genes linked to pro-
liferation and autophagous apoptosis. Expression of cyclin D1, cyclin E2 and
phosphatase Cdc25A genes was reduced while expression of death of cell-as-
sociated phosphokinase 1 (DAPK1) was found to be increased. In parallel, a
differentiation was noted in expression of gene coding for the protein linked to
resistance to cisplatin (Crop gene): a clearly decreased expression of Crop under
effect of Entap was disclosed in cells of 22Rv1, HT-29 and MDA-MB-231.

The obtained results demonstrate that clinical strains of vancomycin-sensi-
tive bacteria of Enterococcus genus (VSE), produce a peptide (Entap) of 6247.2
Da molecular weight, manifesting an anti-proliferative activity toward cancerous
cells but free of anti-microbial activity. The anti-proliferative activity of Entap
toward cancerous cells is manifested by inhibition of their cell cycle in G1 phase
and by induction of autophagous apoptosis. Entap manifests thermal stability
and high content of hydrophobic amino acids, which determines a unique char-
acter of its molecule. Identification of the new peptide - Entap and determination
of its properties seems to carry a high clinical significance as it opens prospects
for its application in therapy of tumours.
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