Baltyckie cyjanobakterie z gatunku Nostoc edaphicum
jako cenne zrodlo unikalnej grupy metabolitow

— nostocyklopeptydow
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WPROWADZENIE

Cyjanobakterie stanowig cenne zrédto metabolitow wtérnych charakteryzujacych sie bogactwem struktur oraz szerokim przekrojem funkgji i aktywnosci
biologicznych. Ze wzgledu na potencjalne biotechnologiczne zastosowanie, coraz wigksze zainteresowanie naukowcéw skupia sie na cyjanopeptydach syntezowanych
W sposob nierybosomalny. Przyktadem takich zwigzkow sa nostocyklopeptydy (Ncps) produkowane wytacznie przez cyjanobakterie z rodzaju Nostoc.

Peptydy te stanowia niewielka grupe metabolitow wtdrnych - jak dotad, znane byly tylko trzy naturalnie produkowane Ncps oraz ich formy liniowe.
Z jednym wyjatkiem, zwigzki te s3 zbudowane z siedmiu reszt aminokwasowych, ktére w cyklicznej formie sg potaczone unikalnym wigzaniem iminowym pomiedzy
C-koncowym aldehydem a N-konicowa grupa aminowa tyrozyny.

Celem niniejszej pracy bylo poznanie réznorodnosci strukturalnej nostocyklopeptydéw produkowanych przez battycki szczep Nostoc edaphicum CCNP1411.
Analizy struktur przeprowadzono z zastosowaniem tandemowej spektrometrii mas (LC-MS/MS).

MATERIALY I METODY

Liofilizat
A 10 mg w 1 mL:
Hodowla biomasy — J
) H.O; 20% MeOH (pH 3.5; 6; 8); 50% MeOH .
N. edaphicum CCNP1411 mump Ekstrakcja s : eOH (p ) € Analiza LC-MS/MS
(28+NaCl; 22£1°C, Swieza biomasa -
5-10 uM fotonéw ms™) 500 mg w 10 mL 20% MeOH R
Rys. 1 Battycki szczep
WYNIKI I DYSKUSJA Nostoc edaphicum CCNP1411

» W niniejszej pracy wykazano, ze Nostoc edaphicum szczep CCNP1411 (Rys. 1) wyizolowany z Morza Baltyckiego produkuje dziesieé¢ wariantéw Ncps, w tym szes$¢
jak dotad nieznanych struktur (Tab. 1, Rys. 3-4). Oprocz CCNP1411, produkcje Ncps potwierdzono tylko u kilku innych szczepéw Nostoc sp.:
szczep ASN_M wyizolowany z pol ryzowych (Iran) [1], szczep ATCC53789 zyjacy w symbiozie z porostami (Szkocja) [2], szczep XSPORK 13A zyjacy w symbiozie
ze $limakami (Finlandia) [3] oraz kilka szczepéw bedacych symbiontami watrobowcoéw (Norwegia) [4].

+  Wykazano, Zze znaczna cze$¢ aminokwasow (5 pozycji) w taricuchu peptydowym jest konserwatywna (z jednym wyjatkiem — Ncp-E3). Réznice dotycza dwoch
reszt aminokwasowych: w pozydji szdstej wystepuje prolina (Pro) lub jej metylowana forma (MePro), z kolei w pozydji siddmej potwierdzono wystepowanie
leucyny (Leu) i fenyloalaniny (Phe) (Tab. 1).

+  Wbrew wcze$niej opublikowanym danym, formy cykliczne Ncps nie sa formami dominujacymi. W wyniku analiz ekstraktéw zliofilizowanej i $wiezej
biomasy, z zastosowaniem réznych rozpuszczalnikéw (Rys. 2) oraz roztworéw o roznej wartosci pH, w niniejszej pracy potwierdzono, ze zawartos¢ liniowych

nostocyklopeptydow (aldehydowych) w komoérkach Nostoc jest zdecydowanie wyzsza niz form cyklicznych.

*  Ncp-E4-L wystepuje pod postacia liniowego peptydu sktadajacego sie tylko z szedciu reszt aminokwasowych. Poniewaz identyczna sekwengja jest obecna w

Ncp-A1l i-A2 oraz w ich liniowych analogach, zaktada sie, ze Ncp-E4-L moze by¢ ich prekursorem (Tab. 1).

*  Autorzy innych prac [3, 5] wskazuja, ze Ncps maja potencjat antytoksyczny, poniewaz hamuja transport cyjanotoksyn (nodularyna, mikrocystyna-LR) do
szczurzych komoérek watrobowych oraz ludzkich embrionalnych komérek nerkowych. Identyfikacja nowych form Ncp u battyckiego szczepu Nostoc stwarza
mozliwosci dalszych badan nad mozliwoscia biotechnologicznego zastosowania oraz srodowiskowego znaczeniem tych zwigzkow

Tabela 1 Nostocyklopeptydy (Ncps) zidentyfikowane w surowym ekstrakcie 6,0

N. edaphicum CCNP1411. Kolorem niebieskim i zielonym oznaczono pozycje reszt & 50 A B
aminokwasowych w ktérych zachodza réznice strukturalne pomiedzy poszczegdnymi E §
wariantami Ncps. :‘7 4

8 3,0

m/z [M+H]* e

£ 20

@
Nep Struktura Forma  Forma g 10 ‘

]

=00

cykliczna liniowa [-COH]

Ncp-A1/A1-L Ncp-A2/A2-L Ncp-E1/E1-L  Ncp-E2/E2-L  Ncp-A1/A1-L Ncp-A2/A2-L Ncp-E1/E1-L Ncp-E2/E2-L
Nep-Al Tyr+Gly+GlntlletSer+MePro+Leu 757 6,0

Nep-Al-L  Tyr+Gly+Gln+letSer+MePro+Leu 775 %504 C D
Nep-A2 Tyr+Gly+Gln+le+Ser+MePro+Phe 791 & a0

Ncp-A2-L  Tyr+Gly+Gln+letSer+MePro+Phe 809 § 20

Nep-E1 Tyr+Gly+Gln+lle+Ser+Pro+Phe 777 § !

Nep-El-L  Tyr+Gly+Gln+lle+Ser+Pro+Phe 795 520

Nep-E2 Tyr+Gly+Gln+le+Ser+Pro+Leu 743 g10 i i i I I
Nep-E2-L  Tyr+Gly+Gln+lle+Ser+Pro+Leu 761 £ 0,0

Nep-E3  TyriGlyrGlntValiSerrMeProtleu 743 Ncp-A1/A1-L Ncp-A2/A2-L Nep-E1/E1-L Ncp-E2/E2-L Ncp-A1/A1-LNcp-A2/A2-L Nep-E1/E1-L Nep-E2/E2-L
Nep-E4-L*  Tyr+Gly+Gln+lle+Ser+MePro 677

Rys. 2 Komorkowa zawartos¢ Ncps wyekstrahowanych z biomasy komorek N. edaphicum CCNP1411. Ekstrakcje wykonano z 10 mg materiatu

*jedyny liniowy Nep Y wstrukturze grupe -COOH zamiast -COH zliofilizowanego z zastosowaniem A) wody MiliQ, B) 50% MeOH i D) 20% MeOH, oraz z 500 mg $wiezej biomasy ekstrahowanej 20% MeOH (C).
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Rys. 3 Struktura oraz widmo fragmentacyjne cyklicznego peptydu Nep-E1 (m/z 777). Rys. 4 Struktura, widmo fragmentacyjne oraz droga fragmentadji liniowego peptydu Nep-E1-L (1/z 795).
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