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AUTOREFERAT

1. Imie i nazwisko

Anna Maria Grudniak

Nazwisko panienskie: Jozwik

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe.

¢ 14.04.2003: Nadanie stopnia doktora nauk biologicznych w zakresie biologii uchwatg Rady
Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Rola
biatek opiekurczych DnaK i DnalJ w powstawaniu aktywnych komplekséw biatkowych
w Escherichia coli”. Promotorem w przewodzie doktorskim byta prof. dr hab. Krystyna |I.
Wolska (Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet
Warszawski), a recenzentami: prof. dr hab. Anna J. Podhajska (Miedzyuczelniany Wydziat
Biotechnologii, Uniwersytet Gdanski i Akademia Medyczna w Gdansku) oraz prof. dr hab.
Andrzej Piekarowicz (Zaktad Wirusologii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet
Warszawski).

e 06.1998: tytut magistra biologii w zakresie mikrobiologii uzyskany na Wydziale Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego. Tytut pracy magisterskiej: ,Préoba identyfikacji gendéw
wirulencji kodowanych na plazmidzie pYV Yersinia enterocolitica serotyp 0:9 i O:5 i ich
ekspresja w szczepach Escherichia coli”. Opiekunem pracy byfa dr Katarzyna Brzostek.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

¢ 01.10.2003-30.09.2004: adiunkt w Zaktadzie Genetyki Bakterii, Instytutu Mikrobiologii na
Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

¢ 01.10.2004-30.09.2016: adiunkt w Zaktadzie Genetyki Bakterii, Instytutu Mikrobiologii na
Woydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

e 01.10.20016 do chwili obecnej: asystent w Zakfadzie Genetyki Bakterii, Instytutu
Mikrobiologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

w tym:

06.2005-11.2005 (4 miesigce): urlop macierzynski

e 10.1998-04.2003: studia doktoranckie na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego

¢ 10.1993-06.1998: studia magisterskie na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego
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4.

Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art.16 ust.2 z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach

naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r.
poz. 882 zezm. W Dz. U. z 2016 r. poz.1311.)

a) Tytut osiggniecia naukowego

Rola biatka opiekunczego HtpG w fizjologii wybranych szczepéw bakterii z klasy
Gammaproteobacteria

b) Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego, ze szczegélnym oméwieniem
indywidualnego wktadu wnioskodawcy.

Grudniak A.M., K. Pawlak*, K. Bartosik*, K.I. Wolska. 2013. Physiological consequences of
mutations in the htpG heat shock gene of Escherichia coli. Mutation Research Fundamental and
Molecular Mechanism of Mutagenesis 745-746:1-5; DOl information:
10.1016/j.mrfmmm.2013.04.003 |

IF5013 —4,440; IF5 et —3,092; punktacja MNiSW —35; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) -7

Wktad habilitanta: 85%. Autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan; zaplanowanie
doswiadczen; wykonanie wszystkich doswiadczen — konstrukcja mutanta AhtpG metoda gene
replacement; oznaczanie aktywnosci alkalicznej fosfatazy oraz B-laktamazy, badanie zjawiska
proteolizy, badanie zdolnosci do tworzenia biofilméw. Przygotowanie manuskryptu, analiza
i interpretacja wynikéw badan, przygotowanie tabel i rycin do publikacji; opieka nad studentkami:
(K. Pawlak) — podczas wykonywania przez nig badan, ktére weszty w sktad publikacji czyli
przeniesienia mutacji AhtpG do odpowiedniego szczepu E. coli oraz (K. Bartosik) — podczas
wykonywania przez nig badan, ktére weszty w sktad publikacji czyli badanie zdolnosci do
tworzenia biofilmdow przez badane szczepy.

Markowska K.**, A.M. Grudniak, K. Krawczyk*, I. Wrdbel *, K.I. Wolska. 2014. Modulation of
antibiotic resistance and induction of a stress response in Pseudomonas aeruginosa by silver
nanoparticles. Journal of Medical Microbiology 63:849-854; DOI information: 10.1099/j.mm.
068833-0

IFy012 — 2,248; IFs.cni —2,362; punktacja MNiSW -25; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) -11

Wkfad habilitanta: 50% Wspdtautorstwo koncepcji badan, zaplanowanie i przeprowadzenie
wybranych doswiadczend badajacych wptyw nanoczastek srebra na indukcje odpowiedzi heat
shock w komorkach P. aeruginosa, indukcja biatek DnaK oraz HtpG; oczyszczenie biatek
i pozyskanie specyficznych przeciwciat. Opieka nad studentami wykonujgcymi prace dyplomowg
w Zaktadzie Genetyki Bakterii (K. Krawczyk, |. Wrébel) oraz doktorantkg K. Markowska podczas
wykonywania przez nig badan, ktore weszty w sktad publikacji — czyli badanie synergistycznego
dziatania AgNPs z wybranymi antybiotykami, weszty one w sktad rozprawy doktorskiej
K. Markowskiej (ktérej bytam promotorem pomocniczym). Dodatkowo przygotowywatam
manuskrypt oraz analizowatam i interpretowatam wyniki badan.

Grudniak A.M., K. Markowska*, K.l. Wolska. 2015. Interactions of Escherichia coli molecular

chaperone HtpG with DnaA replication initiator DNA. Cell Stress Chaperones 20: 951-957; DOI
information: 10.1007/s12192-015-0623-y

IF5015 — 2,583; IFs.cini —2,571, punktacja MNiSW —25; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) -1
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Wktad habilitanta: 85%. Autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan; zaplanowanie
doswiadczen; wykonanie wszystkich doswiadczen — przygotowanie konstruktdw do oczyszczania
biatek, oczyszczanie biatka HtpG, analiza oddziatywan pomiedzy badanymi biatkami w systemie
dwuhybrydowym oraz zmodyfikowang metodg pull-down; cross-linking. Przygotowanie
manuskryptu, analiza i interpretacja wynikdw badan; przygotowanie tabel i rycin do publikacji;
opieka nad studentkg (K. Markowskg) podczas wykonywania przez nig badan, ktore weszty
w skfad publikacji czyli oczyszczanie biatka DnaA, badanie oddziatywan biatek metoda cross-
linking.

iv. Grudniak A.M., B. Klecha*, K.I. Wolska. 2018 Effects of null mutation of the heat-shock gene htpG
on the producton of virulence factors by Pseudomonas aeruginosa. Future Microbiology 13:69-80;
DOl information: 10.2217/fmb-2017-0111

IF2016 — 3,374; IFs.cni —4,152; punktacja MNiSW —35; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) —0

Wktad habilitanta: 85% Autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan; zaplanowanie i
przeprowadzenie doswiadczen czyli konstrukcja mutanta AhtpG P. aeruginosa, oznaczanie
aktywnosci stafylolitycznej biatka LasA, badanie zdolnosci do wytwarzania piowerdyny,
piocyjaniny oraz ramnolipidéw. Badanie zdolnosci do tworzenia biofilméw oraz zdolnosci do
ruchu. Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw. Przygotowanie manuskryptu, tabel i rycin do
publikacji analiza i interpretacja wynikdw badan; opieka nad studentkg (B. Klechg) podczas
wykonywania przez nig badan, ktére weszty w sktad publikacji.

v. Wolska K.I, A.M. Grudniak, Z. Rudnicka*, K. Markowska**. 2016 Genetic control of bacterial
biofilms.
Journal of Applied Genetics 57(2):225-38; praca przegladowa DOI information: 10,0007/s13353-
015-0309-2

Wktad habilitanta: 40% Wspotautor publikacji. Zebranie literatury dotyczacej biofilméw
bakteryjnych, przygotowanie czesci manuskryptu poswieconej biofilmom P. aeruginosa.

IF2016— 1,655; IFs5 etni —1,996; punktacja MNiSW —20; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) —8

* studenci wykonujacy prace dyplomowe w Zakfadzie Genetyki Bakterii (Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski)
** doktoranci Zaktadu Genetyki Bakterii (Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski)

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania czasopism, w ktérych ukazaty sie publikacje
wchodzgce
w skfad osiggniecia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania — 14,31

Sumaryczna liczba punktéw MNiISW za publikacje wchodzace w sktad osiggniecia
naukowego — 140

Liczba cytowan publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego do dnia ztozenia
whniosku (wg bazy Web of Science) — 27
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c) Oméowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

WSTEP

Biatka opiekuncze — czaperony (ang. molecular chaperones), s szeroko
rozpowszechniong grupg biatek wystepujgcg u wszystkich gatunkéw organizméw zywych.
Definiowane sg, jako biatka posredniczace w utrzymywaniu i powstawaniu prawidtowej
struktury innych biatek i komplekséw biatkowych, ale niebedace sktadnikiem ich koncowych
struktur (Hartl, 1996; Van der Vies, 1991). Rozpoznajg one w biatkach reszty hydrofobowe,
Swiadczace o ich ztym zwinieciu (Buchner, 1999). Zadaniem biatek opiekunczych jest miedzy
innymi zapobieganie agregacji, ochrona polipeptydéw przed nieodwracalng denaturacjg
utatwianie dysocjacji nieaktywnych biatek i przywracanie ich natywnej konformacji (Hendrick
i Hartl, 1993, Morimoto i wsp., 1994). Czaperony zaangazowane s3 réwniez w tworzenie
oligomerycznych struktur biatkowych oraz w transport biatek przez btony (Hanein i wsp.,
1997; Ueguchi i Ito 1992). Zlokalizowane sg one gtéwnie na terenie cytoplazmy. Do grupy tej
nalezg réwniez biatka, ktére wigzg sie z rybosomami, wiele z nich do swej aktywnosci
wymaga energii pochodzacej z hydrolizy ATP. Duza grupa biatek opiekuniczych zaliczana jest
do biatek szoku cieplnego, nazywanych biatkami Hsp (ang. heat shock proteins).
Zapotrzebowanie na nie w komdrce drastycznie wzrasta nawet po chwilowym podniesieniu
temperatury, czyli w warunkach szoku cieplnego. Biatka Hsp wystepujg u wszystkich
organizméw zywych poczawszy od bakterii i archeonéw po eukariota. S3 one silnie
konserwowane w toku ewolucji. Do zwiekszonej produkcji biatek szoku cieplnego dochodzi
nie tylko w warunkach podwyziszonej temperatury, ale réwniez pod wptywem innych
czynnikdw stresowych jak np.: pH, etanol, metale ciezkie, zmiany osmolarnosci, gtdd
weglowy czy azotowy, promieniowanie UV, antybiotyki, stres tlenowy czy infekcje wirusowe
(Neidhardt i von Bogelen, 1987). Czynniki stresowe indukujg w komdrkach nagtg agregacje
biatek, ktéra doprowadzitaby do $mierci komoérki, jezeli nie dziatatyby czynniki naprawcze
w postaci biatek opiekunczych. To one wtasnie reaktywujg nieprawidtowo zwiniete lub
uszkodzone biatka a te, ktére nie mogg by¢ naprawione stajg sie substratami dla proteaz
szoku cieplnego (Bardweel i Craig, 1987; Gross, 1996).

W komoérkach Escherichia coli wykryto 20 biatek zaliczanych do Hsp, ich wielkos¢
waha sie od 10 kDa do 110 kDa. Do najlepiej poznanych czaperondw nalezg biatka
wchodzgce w sktad kompleksdw DnaK/Dnal/GrpE oraz GroEL/GroES a takze grupa matych
biatek IbpA/lbpB. Biatka Hsp nalezg do najsilniej konserwowanych w toku ewolucji. Geny 20
biatek szoku cieplnego tworzg wspdlny regulon, ktéry pozostaje pod pozytywng kontrolg
genu rpoH kodujacego o, podjednostke polimerazy RNA. Podjednostka ta taczy sie
z rdzeniem polimerazy RNA i odpowiedzialna jest za rozpoznawanie promotoréw gendéw
szoku cieplnego (Hamer i wsp., 1992). Biatko o> kontroluje transkrypcje genéw hsp zaréwno
w warunkach stresowych jak i fizjologocznych, jego delecja jest letalna dla komorki. Niektére
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geny hsp np. groEL i groES posiadaja promotory zalezne zaréwno od ¢’° jaki o> co zapewnia
im wyzszy poziom ekspresji biatek w warunkach szoku cieplnego. Regulacja syntezy biatek
Hsp jest procesem wieloetapowym, na ktéry sktadajg sie réwniez regulacja translacji mRNA
rpoH i jego stabilnosci oraz ztozony system autoregulacji.

Biatko DnaK (70 kDa) oraz jego biatko pomocnicze Dnal (40 kDa), byty przedmiotem
wieloletnich badan prowadzonych w Zaktadzie Genetyki Bakterii, Instytutu Mikrobiologii, na
Woydziale Biologii, UW pod kierunkiem prof. dr hab. K.I. Wolskiej. Staty sie one réwniez
tematem mojej pracy doktorskiej, ktdrg obronitam w 2003 r. na Wydziale Biologii, UW
promotorem rozprawy byta prof. dr hab. K.. Wolska. Tytut rozprawy: ,Rola biatek
opiekunczych DnaK i Dnal w powstawaniu aktywnych komplekséw biatkowych w Escherichia
coli”. Do najwazniejszych osiggnie¢ pracy doktorskiej nalezato wykazanie udziatu biatek DnaK
i Dnal w: (i) ekspresji tryptofanazy poprzez ich wptyw na stabilno$¢ pozytywnych
regulatoréw transkrypcji operonu tna, biatek GreA i GreB (Grudniak i wsp., 2004); (ii)
ekspresji wybranych operonéw nalezgcych do regulonu cysteinowego; efekt ten miat
zwigzek z zahamowaniem tworzenia aktywnych tetrameréw biatka CysB przy braku
badanych biatek opiekuniczych (Karpinski i wsp., 2002); (iii) funkcjonowaniu systeméw
naprawy mutacji spontanicznych i indukowanych UV i MMS zwtaszcza w systemie naprawy
btednej; w mutantach AdnaJ i AdnaKdnaJ) obserwowano obnizenie stabilnosci biatka UmuC
biorgcego udziat w naprawie uszkodzenn DNA przez polimeraze V (Grudniak i wsp., 2005); (iv)
opornosci E. coli na antybiotyki B-laktamowe, chloramfenikol i tetracykline (Wolska i wsp.,
2000). Badania dotyczace roli biatek DnaK/DnaJ w komérkach bakterii sg liczne a funkcje tych
biatek zostaty dobrze scharakteryzowane. Badania prowadzone przeze mnie w Zaktadzie
Genetyki Bakterii, UW zainspirowaty mnie do zajecia sie stabo scharakteryzowanym i jak
dotad niezbadanym biatkiem HtpG.

Biatko HtpG (ang. high temperature protein G) Escherichia coli jest bakteryjnym
odpowiednikiem eukariotycznych biatek Hsp90. Jak dotad wiadomo byto jedynie, ze biatko
to, podobnie jak inne biatka opiekuncze, odpowiada za prawidtowgq strukture konformacyjng
oraz odpowiednig lokalizacje komdrkowa nowosyntetyzowanych polipeptydéw. Jest ono
silnie konserwowane w toku ewolucji (Buchner, 1999; Georgopoulos i Spence, 1989,
Georogopoulos, 1992). Biatko HtpG w komérkach E. coli funkcjonuje, jako dimer. Kazdy
budujacy go monomer skfada sie z trzech domen: (A) N-terminalnej (39 kDa), (B) domeny
srodkowej (32 kDa) oraz (C) C-terminalnej (8 kDa). Do oddziatywan dochodzi gtéwnie miedzy
domenami A i B w tym samym polipeptydzie. Domene sSrodkowg mozna podzieli¢
strukturalnie i funkcjonalnie na dwie subdomeny. N-terminalng — BI, kontaktujgcy sie
z domeng A oraz C-terminalng — BIl kontaktujgca sie z domena C (Agard i wsp., 2004).
Domena N-terminalna wigze ATP i odpowiada za aktywnos¢ ATP-azowg biatka, moze réwniez
bra¢ udziat w wigzaniu substratu. Biatko substratowe moze wigza¢ sie z HtpG dopiero po
jego aktywacji, do ktdrej konieczna jest przynajmniej jedna runda hydrolizy ATP (Nemoto i
wsp., 2001). Kluczowg role w procesie dimeryzacji biatka HtpG odgrywa domena C-
terminalna, ktéra oddziatuje z sgsiednim monomerem HtpG i jednoczesnie z subdomeng BI
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tego samego monomeru. W stanie ,zamknietym”, gdy biatko jest zwigzane z ADP proces
dimeryzacji jest utrudniony (Huai i wsp., 2005).

Jak juz wspomniano biatko HtpG jest silnie ewolucyjnie konserwowane i wykazuje
okoto 40% homologie do swoich eukariotycznych odpowiednikéw np.: Hsp90 o i [ okoto
37%, Grp94 — 34% homologii. Obecnie jest ono odnajdywane u wiekszosci bakterii.
W niektérych gatunkach np. Streptomyces coelicolor i Bacteroides fragilis odnaleziono dwie
kopie genu htpG, u pozostatych gatunkéw bakterii odnajdywana jest jedna kopia genu htpG.
Podejrzewa sie, ze biatka te w toku ewolucji ulegty dwém oddzielnym duplikacjom jednak ich
przyczyna i poczatek ewolucji nie jest do konca poznany. Gen htpG pozostaje pod pozytywng
kontrolg czynnika 6% jest indukowany przede wszystkim w wyniku wzrostu temperatury,
jednak sg pewne wyjatki. Zaobserwowano na przykfad, ze u Helicobacter pylori HtpG wysoka
temperatura powoduje zanik transkryptu (Chen i wsp., 2006). Jak dotad, niewiele wiadomo
na temat potencjalnych funkcji biatka HtpG w komadrkach bakterii.

Eukariotyczne biatka Hsp90 zwigzane sg z wieloma procesami komorkowymi, m. in.
z regulujgcg transkrypcje transdukcjg sygnatu, dziatajg bowiem jako sktadniki
wielobiatkowego kompleksu w skfad ktérego wchodzg Hsp70 i Hsp40. W komérkach ssakow
odnajdywane s3 cztery izoformy tego biatka: Hsp90a, Hsp90B, mitochondrialne
TRAP1/Hsp75 i retikularne Grp94/Grp96 (Chen i wsp., 2006). Biatka Hsp90 uczestnicza
w dysocjacji trojsktadnikowego kompleksu p53/Hsp40/Hsc70 co prowadzi do powstania
p53/Hsp90. Biatko Hsp90 jest syntetyzowane na 10-krotnie wyzszym poziomie w komaérkach
nowotworowych, ochraniajgc inne komoérki potrzebne komodrkom nowotworowym do
wzrostu. W komoérkach eukariotycznych zapobiega ono réwniez agregacji biatek, zaktéca
wiele proceséw komorkowych oraz wptywa na regulacje transkrypcji. Hsp90 moze réwniez
tworzy¢ kompleks z ,koczaperonem” Cdc37 przez oddziatywanie domeny N-terminalnej
z domeng $Srodkowg Ahal. Jest ono celem leku antynowotworowego zarejestrowanego pod
nazwg Geldanamycyna 17AAG (17-allylaminogeldanamycin). Lek ten hamuje aktywnosc
biatka Hsp90 co skutkuje ubikwitynacjg podjednostki eukariotycznej telomerazy nTERT,
koniczacej sie jej degradacjg w proteosomie, czego oczywistym efektem jest zahamowanie jej
aktywnosci. Lek ma wybidrcze dziatanie, nie uszkadza komdrek zdrowych, nie ma skutkéw
ubocznych. Obecnie bada sie jego skutecznos¢ w stosunku do nowotwordw niemajgcych
pochodzenia nabtonkowego np.: czerniak, miesak, rak piersi, jelita grubego, trzustki, jajnika
czy ptuc (Hoeners i wsp., 2001). Biatka Hsp90 sg aktualnie badane jako potencjalne
autoszczepionki ze wzgledu na zdolnos¢ do aktywacji limfocytéw T cytotoksycznych
(Kowalczyk, 2006). Bardzo waznym aspektem ostatnich badan jest rola HtpG podczas infekcji
bakteryjnej czy wywotywanej przez pierwotniaki. Stwierdzono, ze gtdwnymi czynnikami
pobudzajgcymi ludzki uktad odpornosciowy oprdocz biatek Hsp70 i Hsp60 sg wiasnie biatka
Hsp90. Dziataja one jak antygeny; w przypadku malarii, kandydozy, trypanosomatozy
organizm reaguje wtasnie na Hsp90 patogena (Pockley, 2001). W Swietle powyzszych
doniesien wydaje sie, ze poznanie roli biatka HtpG i petnionych przez nie funkgji
w komérkach bakterii jest zadaniem istotnym poznawczo.
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Celem przeprowadzonych przez mnie badan byfta charakterystyka funkcji
petnionych przez biatko HtpG oraz poznanie procesow, w ktore moze by¢é ono
zaangazowane w komodrkach bakterii. Do badan wybrano modelowy organizm jakim jest
Escherichia coli oraz Pseudomonas areuginosa, ze wzgledu na potencjalne zaangazowanie
w patogeneze bakterii chorobotwdrczych. P. aeruginosa to bakteria zdolna do syntezy
licznych czynnikéw wirulencji oraz modelowy organizm do badania biofiiméw. Celem
przeprowadzonych badan byta weryfikacja hipotezy badawczej, zaktadajgcej udziat biatka
HtpG w podstawowych procesach zyciowych Gammaproteobacteria oraz w transporcie i
syntezie wybranych biatek determinujacych wirulencje P. aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa nalezagcy do Gammaproteobacteria jest tlenowcem, ktéry
moze réwniez rosng¢ w warunkach beztlenowych. Odnajdywany jest on w glebie oraz na
roslinach jak réwniez jest patogenem oportunistycznym organizmow wyzszych. Czesto
doprowadza do zakazen drég moczowych, rogdwki, ucha srodkowego czy zapalen otrzewnej.
Jest bakterig bardzo czesto izolowang z ran pooparzeniowych. Ponadto P. aeruginosa moze
kolonizowa¢ ptuca o0séb chorych na mukowiscydoze, prowadzac do nawracajgcych
i przewlektych zapalen tego narzadu. Jest groznym czynnikiem etiologicznym powodujgcym
czeste zakazenia szpitalne. Obecnie izoluje sie szczepy wielolekooporne niewrazliwe na
stosowane dotad antybiotyki. P. aeruginosa posiada liczne czynniki wirulencji, ktére mozna
podzieli¢ na dwie grupy: zwigzane z komoérkg takie jak wi¢, pilusy typu IV, adhezyny,
lipopolisacharyd oraz wydzielane poza komodrke jak elastazy LasB i LasA, egzotoksyna A,
fosfolipaza C, proteaza IV, lipaza, egzoenzymy S, T oraz Y, piocyjanina, piowerdyna,
siderofory czy ramnolipidy. Jednym z wazniejszych czynnikédw wirulencji jest zdolno$é do
tworzenia biofilmdéw (Meyer, 2000). Wiadomo, ze ponad 80% bakteryjnych infekcji przebiega
w organizmie ludzkim z wytworzeniem struktury biofilmu a P. aeruginosa to modelowy
organizm, jesli chodzi o badanie tej struktury. Dane te staty sie impulsem do wybrania przeze
mnie tego gatunku bakterii do dalszych badan obok E. coli.
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Badania, ktdére rozpoczetam po doktoracie miaty na celu wyjasnienie funkcji i roli
biatka HtpG w komodrkach modelowego organizmu, ktérym jest Escherichia coli MC1061
(ATCC 5338). Badania prowadzono in vivo i in vitro. Biatko HtpG nalezy do biatek silnie
konserwowanych w toku ewolucji. Gen htpG (poczatkowo nazywany C62.5) zlokalizowano
pomiedzy genami dnaZ a adk w 11,1 minucie chromosomu E. coli. Mutacje delecyjne genu
htpG nie s3 letalne dla komérki, wykazano natomiast, ze mutant AhtpG stabiej rosnie
w temperaturze 46°C, co umozliwito zakwalifikowanie HtpG do biatek szoku cieplnego
(HSPs). Defekt ten nie jest jednak tak silnie zaznaczony jak ma to miejsce w przypadku innych
biatek HSP jak np. AdnaK czy AdnaJ (Buchner i wsp., 2008; Colangelo i wsp., 1999). Wiadomo,
ze HtpG funkcjonuje w komdérkach jako biatko opiekunicze, umozliwiajac optymalne zwiniecie
nowo syntetyzowanych biatek komorkowych w warunkach stersowych (Thomas i Beneyx,
2000). Jednak mechanizm tego zwijania bez udziatu innych biatek pomocniczych, podobnie
jak wiekszos$¢ biatkowych substratéw HtpG, wcigz pozostaje nieznany (Buchner i wsp., 2007).
W ostatnich latach, wykazano udziat HtpG w zapobieganiu tworzeniu sie agregatéw
biatkowych, transporcie polipeptydéw oraz stabilizacji biatek odpowiedzialnych za wigzanie
duzych komplekséw biatkowych, fikobilisoméw u Cyjanobacteria (Buchner, 2010).
U Synechococcus elongatus biatko to jest wymagane do przezycia w warunkach
fizjologicznych, substratem dla biatka HtpG jest tu polipeptydowy tacznik Le>°, zaangazowany
w budowe i stabilizacje struktury fikobilisomdéw, HtpG ochrania go przed agregacja (Sato i
wsp., 2010). Badania ostatnich lat pozwolity na wyodrebnienie kilku prawdopodobnych
substratéw dla biatka HtpG jednym z nich jest rybosomowe biatko L2, ktére wymagane jest
do biogenezy rybosomdw; potgczone z HtpG nie agreguje nawet w 95°C (Motojima i wsp.,
2010). W mutancie AhtpG twierdzono zwiekszong agregacje, a co za tym idzie spadek
aktywnosci modelowego enzymu preS2-B-galaktozydazy, ktérego prawidtowe zwiniecie
uzaleznione jest od kompleksu DnaK/Dnal/GrpE oraz GroEL/GroES (Thomas i Beneyx, 2000).
Genest i wspotpracownicy wykazali natomiast, ze HtpG odpowiada za reaktywacje
termicznie inaktywowanej lucyferazy w reakcji zaleznej od Hsp70 (DnakK). Zasugerowano, ze
system DnaK/Dnal/GrpE jako pierwszy rozpoznaje biatko, nastepnie dochodzi do
oddziatywania pomiedzy HtpG a DnaK czego skutkiem jest rearanzacja zwigzanego wczesniej
polipeptydu. Przeprowadzone badania in vivo i in vitro wykazaty, ze pomiedzy biatkami
Hsp70 a HtpG dochodzi do bezposredniego oddziatywania w komdrkach E. coli. (Genest i
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wsp., 2011). Jak dotad poznano niewiele funkcji komdérkowych zaleznych od aktywnosci
HtpG. Wiadomo takze, ze HtpG zapobiega agregacji syntazy cytrynianowej przez
krotkotrwate potgczenie z wczesniej niezwinietymi intermediatami (Jakob i wsp., 1995).
HtpG wymagane jest réwniez do optymalnego zwijania niektérych biatek
cytoplazmatycznych E. coli w warunkach stresowych (Buchner i Richter, 2006). Rola HtpG
w ochronie biatek E. coli przed agregacjg poznana jest jak dotad jedynie marginalnie.

Analiza mutacji punktowych i delecyjnych to standardowa metoda badan, ktéra moze
dostarczy¢ podstawowych informacji na temat komodrkowej funkcji biatka. W $Swietle
przedstawionych doniesiern postanowitam zbadac funkcje biatka HtpG w oparciu o analize
mutanta delecyjnego AhtpG. Uzyskane wyniki przedstawiono w publikacji ,Physiological
consequences of mutations in the htpG heat shock gene of Escherichia coli” (Grudniak i wsp.,
2013). Pierwszym etapem badan byfa konstrukcja mutanta E. coli MC1061 AhtpG. W tym
celu zastosowano klasyczng metode wymiany alleli (ang. gene replacement) (Dastenko i
Wanner, 2000). Poprawnosé konstrukcji zostata potwierdzona w reakcji PCR oraz przez
sekwencjonowanie. Sprawdzono rdéwniez temperaturo-wrazliwy fenotyp otrzymanego
mutanta. Uzyskany mutant E. coli AhtpG wykorzystany zostat w dalszych badaniach.

Literatura dotyczgca wptywu biatek szoku cieplnego na synteze i eksport okreslonych
biatek, najczesciej enzymatycznych jest dos¢ liczna. Dotychczas wykazano m.in. udziat biatka
Dnal w syntezie -galaktozydazy i dwdch enzymoéw zwigzanych z btonami: dehydrogenazy
bursztynianowej i dehydrogenazy mleczanowej. Wykazano rdwniez udziat biatka DnaK
w aktywnosci i transporcie modelowych enzymoéw [—laktamazy i alkalicznej fosfatazy
w komdrkach E. coli. Powyzsze doniesienia zainspirowaty mnie do zbadania wptywu mutacji
w genie htpG na aktywno$¢ i transport wybranych enzyméw. Do badan wytypowano dwa
modelowe enzymy, ktérych lokalizacja w komodrkach E. coli jest peryplazmatyczna.
Pierwszym z nich byta wspomniana wczesniej alkaliczna fosfataza, niespecyficzny enzym
z klasy hydrolaz. Transport tego enzymu do peryplazmy nie zalezy od kompleksu biatek Sec,
jednego z gtéwnych systemoéw transportujacych biatka przez btone cytoplazmatyczng (Ullers
i wsp., 2007), lecz zwigzany jest z odcieciem sekwencji sygnalnej, co sprawia, ze dojrzate
biatko jest mniejsze od swojego cytoplazmatycznego prekursora (Wickner i wsp., 1991).
Kolejnym badanym przez mnie enzymem byta [-laktamaza réwniez o lokalizacji
peryplazmatycznej, ktéra hydrolizuje wigzanie amidowe w pierscieniu B-laktamowym
antybiotyku, co prowadzi do jego neutralizacji. Wiekszos¢ bakterii wykazujgca naturalng
antybiotykoopornos¢ na [-laktamy cechuje sie wytwarzaniem [-laktamaz z lokus
chromosomowego. Niektére gramujemne pateczki, jak np. E. coli, produkujg enzym
konstytutywnie. W transport (-laktamaz zaangazowane sg biatka GroEL/GroES (Kusukawa i
wsp., 1989) oraz DnaK/Dnal (Wolska i wsp., 2000). Aktywnos$¢ enzymow oznaczatam we
frakcji peryplazmatycznej oraz w lizatach catych komadrkach otrzymanych na drodze sonikacji
w temperaturach fizjologicznej 30°C oraz restrykcyjnej 42°C. Otrzymane wyniki wykazaty
znaczne zmniejszenie ilosci enzymu w szczepie mutanta E. coli AhtpG w obu badanych
frakcjach: komodrkowej (o 39%) oraz peryplazmatycznej (o 36%) po ekspozycji komédrek na
temperature 42°C. Potwierdza to udziaf biatka HtpG w syntezie badz stabilnosci -laktamazy
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a nie w jej transporcie do peryplazmy. Defekt ten podlegat komplementacji po
wprowadzeniu na plazmidzie pACYC184 dzikiej kopii genu htpG*. W przypadku alkalicznej
fosfatazy zaobserwowano natomiast zmniejszenie ilosci enzymu w mutancie E. coli AhtpG,
w obu badanych temperaturach, jedynie we frakcji komoérkowej. 1los¢ enzymu we frakcji
biatek peryplazmatycznych, ulegta zwiekszeniu okoto 1,56 raza. Defekt ten podlegat
komplementacji. W przeciwiedstwie do [-laktamazy Swiadczy to o wptywie HtpG na
translokacje alkalicznej fosfatazy do peryplazmy przy stabym wptywie na synteze enzymu.
Otrzymane wyniki sugerujg, ze biatko HtpG moze dziata¢ odmiennie niz biatka DnaK i Dnal
w transporcie alkalicznej fosfatazy (Grudniak i wsp., 2013).

Kolejnym etapem pracy byta ocena wptywu biatka HtpG na przebieg procesu
proteolizy nieprawidtowych biatek. Proteolityczna degradacja biatek w cytoplazmie bakterii
gramujemnych jest zapewniana przez pie¢ gtéwnych proteaz: Lon, CIpAP, ClpXP, HslUV oraz
FtsH, wszystkie wykazujg aktywnos¢ ATP-azowaq. Substrat musi by¢ na wstepie zwigzany
przez domene regulatorowg. Domena wigzgca substrat ma budowe oligomerycznag
uniemozliwiajgcg przypadkowe wigzanie wiekszosci biatek prawidtowo zwinietych.
Przypadkowa degradacja biatek przez proteazy wigzataby sie z ubocznymi efektami i
negatywnym wptywem na komorki bakteryjne, dlatego proces ten jest $cisle kontrolowany
na etapie rozpoznawania i wigzania substratu. Proteazy charakteryzujg sie wysoka
specyficznoscig substratowsy i selektywnoscig. Jednym z podstawowych zadan proteolizy, jest
usuwanie z komorek bakterii zagregowanych i niezwinietych biatek, ktérych znaczaca ilos¢
pojawia sie w komédrkach w warunkach stresowych. To wtasnie proteazy razem z biatkami
opiekunczymi tworzg swoisty system kontroli jakosci powstajgcych biatek, ktérego zadaniem
jest minimalizacja niekorzystnych efektédw powodowanych przez czynniki stresowe.
Proteoliza w komodrkach bakterii odgrywa rdowniez funkcje regulujgcg wiele proceséw
komodrkowych, jednym z nich moze by¢ na przyktad biosynteza lipopolisacharydu (LPS).
Udziat wybranych biatek opiekuficzych w proteolizie zostat juz wczesniej udokumentowany,
wykazano miedzy innymi, iz zalezna od proteazy Lon degradacja niezwinietych biatek jest
znacznie wolniejsza w mutancie pozbawionym dnaJ (Jubette i wsp., 1996). Mutanty
w genach dnaK, dnaJ oraz grpE wykazywaty defekt procesu proteolizy nienormalnych biatek
(Laskowska i Taylor, 1998; Wolska i wsp., 2002). Kilka grup badawczych potwierdzito takze
zahamowanie degradacji fragmentéw puromycynowych oraz biatek z fragmentami
kanawaniny w mutancie pozbawionym dnaKk (Keller i Simon 1988, Straus, 1988). Analizujac
wczesniejsze doniesienia literaturowe postanowitam zbadaé potencjalny udziat biatka HtpG
w procesie proteolizy nieprawidtowych biatek z wbudowang w ich strukture kanawaning.
Zastosowatam metode znakowania biatek **S-metionina. Znaczne réinice w ilosci
zdegradowanych biatek zauwazono po ekspozycji komdrek na wysokg temperature, kiedy to
zapotrzebowanie na biatka opiekuncze w komédrkach znacznie wzrasta. W mutancie AhtpG
poziom zdegradowanych biatek byt ponad dwukrotnie nizszy w stosunku do szczepu
dzikiego. Defekt ten podlegat komplementacji (Grudniak i wsp., 2013).

Biofilmy to struktury mogace kolonizowac rézne powierzchnie abiotyczne jak réwniez
biotyczne, regulacja ich powstawania jest tak rdzna jak powierzchnie, na ktérych mogg one
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powstawaé. W wielu $rodowiskach biofilm stanowi podstawowy i dominujacy styl Zzycia
bakterii, skutecznie chronigc komorki przed szkodliwymi czynnikami otoczenia. W ostatnich
latach szczegdlne znaczenie przypisuje sie mu w patogenezie bakterii chorobotwdrczych,
uwazajac strukture biofilmu jako jeden z wazniejszych czynnikdw wirulencji. W tworzenie
biofiiméw zaangazowane sg rdézne struktury jak np.: fimbrie, powierzchniowe biatka czy
polisacharydy. Bakterie tworzgce biofilm otoczone sg macierza zbudowang ze zwigzkdéw
wydzielanych na zewnatrz przez komorki. Wczesniej zaprezentowane przeze mnie badania
wykazaty udziat biatka HtpG w transporcie biatek do peryplazmy. Ueguchi i Ito wykazali
natomiast, ze biatko HtpG moze dziataé, jako supresor mutacji w genie secY (Ueguchi i Ito,
1992). Postanowitam wiec zbada¢ zdolno$¢ do tworzenia biofilmu przez szczep E. coli AhtpG.
Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty znaczace zahamowanie intensywnosci
tworzenia biofilmu w mutancie E. coli AhtpG zwtaszcza w temperaturze restrykcyjnej, defekt
ten podlegat komplementacji po wprowadzeniu na plazmidzie dzikiej kopii genu htpG”.
Dodatkowa analiza przezywalnosci komérek w biofilmie, przeprowadzona przy zastosowaniu
komercyjnego testu BacTiter-Glo™ (Promega), wykazata znacznie zmniejszong zywotnos¢
komoérek w biofilnie tworzonym przez szczep mutanta w 42°C (na podstawie pomiaru ilosci
uwalnianego ATP),(Grudniak i wsp., 2013). Proces tworzenia biofilmoéw jest ztozony z kilku
kluczowych etapéw. Na podstawie przeprowadzonych badan nie jesteSmy w stanie okreslic,
ktdry z etapdw jest hamowany. Badania biofilmu u E. coli staty sie inspiracjg do badan na
komadrkach Pseudomonas aeruginosa przedstawionych w dalszej cze$ci opracowania.

Kolejny cel badawczy, ktéry postawitam przed sobg polegat na zbadaniu interakcji
pomiedzy biatkami HtpG a DnaA w uktadzie in vitro i in vivo. Uzyskane wyniki zostaty
przedstawione w publikacji pt. ,Interactions of Escherichia coli molecular chaperone HtpG
with DnaA replication initiator DNA” (Grudniak i wsp., 2015). Procesem bez, ktérego zadna
komodrka zywa nie moze prawidtowo funkcjonowac jest replikacja chromosomu. Biatko DnaA
produkt genu dnaA, jest podstawowym biatkiem inicjatorowym replikacji chromosomu i
obecne jest we wszystkich bakteriach. Biatko to ma wielko$¢ 52 kDa i zlokalizowane jest na
terenie cytoplazmy komérki. Zaliczane jest ono do ATP-az z rodziny AAA*. DnaA ma duze
powinowactwo do ATP. W komdrkach oprdécz DnaA-ATP powstajg réwniez potgczenia DnaA-
ADP, jednak tylko pierwsza forma biatka jest zdolna do rozplecenia podwdjnej helisy. DnaA
wigze sie z DNA w Scisle okreslonych miejscach. Dzieki swej budowie, ma zdolnos$é¢ do
wigzania sie rowniez z podjednostka 3 polimerazy RNA oraz z produktami gendw takich jak.:
dnaB, dnaZ oraz groE. DnaA zaangazowane jest takze w inicjacje replikacji wielu plazmidéw.
Poza podstawowg funkcjg, jaka jest inicjacja replikacji chromosomu bakteryjnego biatko
funkcjonuje, jako czynnik transkrypcyjny. Badania interakcji pomiedzy biatkami
przeprowadzitam in vivo w komérkach E. coli z wykorzystaniem bakteryjnego systemu
dwuhybrydowego opisanego przez Di Lallo (Di Lallo i wsp., 2001). Zasada jego dziatania
opiera sie na zastosowaniu himerycznego operatora obecnego w chromosomie szczepu E.
coli R721. Wykorzystanie systemu, wymagato utworzenia odpowiednich konstruktéw
skladajagcych sie z gendw dnaA/htpG oraz zrekombinowanych plazmidéw niosgcych
N-terminalne fragmenty represoréw 434 lub P22. Otrzymane konstrukty w odpowiednich
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uktadach wprowadzano do szczepu E. coli R721. O sile oddziatywan wnioskowano na
podstawie aktywnosci B-galaktozydazy. W przypadku analizowanych przeze mnie biatek
dochodzi do silnych oddziatywan pomiedzy biatkami DnaA a HtpG; nalezy podkresli¢, ze do
interakcji takich dochodzi jedynie, gdy gen htpG zlokalizowany byt na plazmidzie
wysokokopiowym a dnaA na niskokopiowym. Prawdopodobnie do zaistnienia tego typu
interakcji konieczna jest nadprodukcja HtpG. W warunkach fizjologicznych poziom biatka
DnaA jest w komérkach wyzszy niz HtpG. Ekspresja htpG ulega zwiekszeniu w warunkach
szoku termicznego i to wtasnie wowczas moze dochodzié do interakcji miedzy biatkami, gdy
komdrkowy poziom biatka HtpG jest zwiekszony (Grudniak i wsp., 2015).

Kolejnym etapem eksperymentéw byto oczyszczenie biatek HtpG i DnaA do
homogennosci przy zastosowaniu klasycznego systemu ekspresyjnego, wykorzystujgcego
wektor pET, ktory pozwala na wydajng ekspresje gendéw kodujgcych zrekombinowane biatka
z domeng polihistydynowg. Oczyszczanie obu biatek wymagato optymalizacji procedury
zwtaszcza w przypadku biatka DnaA ze wzgledu na jego agregacje i poprzedzone byto
wieloetapowymi procesami klonowania. Oczyszczone biatka zostaty nastepnie wykorzystane
do reakcji immunizacji krélikéw, w wyniku ktérej pozyskano przeciwciata specyficzne
wzgledem biatek DnaA/HtpG (proces ten zostat przeprowadzony przez firme Eurogentec,
Belgia). Badania in vitro interakcji pomiedzy biatkami DnaA i HtpG przeprowadzono
zmodyfikowang metodg ,pull-down” oraz w reakcji sieciowania z aldehydem glutarowym,
wykorzystujgc oczyszczone biatka oraz pozyskane przeciwciata (Kedzierska i wsp., 2005).
Wysoce czuta i specyficzna metoda co-immunoprecypitacji, potwierdzita istnienie
bezposrednich oddziatywarn pomiedzy badanymi biatkami niezalezenie od obecnosci
ATP/ADP. Biatko HtpG po zwigzaniu z ATP ulega strukturalnym rearanzacjom, powstaje
struktura zamknieta niezdolna do zwigzania substratu. Substrat wigzany jest do dimeru
HtpG, po jego wczesniejszym zwigzaniu z ADP mechanizm tego procesu jest jednak nieznany.
DnaA wigze zaréwno ATP jak i ADP jednak hydroliza ATP jest niezbedna, gdy biatko to wigze
sie do DNA i dziata, jako inicjator replikacji umozliwiajgc rozplecenie podwéjnej nici DNA
w regionie oriC bakteryjnego chromosomu. Przeprowadzone badania wykazaty, ze zwigzanie
ATP/ADP nie jest niezbedne do utworzenia kompleksu z HtpG przez DnaA. Oddziatywania, do
jakich dochodzi pomiedzy DnaA a HtpG nie nalezg do typowych charakterystycznych dla
biatek opiekuniczych, do jakich dochodzi pomiedzy substratami. ATP nie jest niezbedny do
petnienia przez HtpG funkcji opiekuriczej w warunkach fizjologicznych. Mechanizm
oddziatywania biatka HtpG z biatkowymi substratami pozostaje nadal niewyjasniony.
W pracy (Grudniak i wsp., 2015) wykazano istnienie oddziatywan pomiedzy biatkami HtpG
a DnaA w mechanizmie niezaleznym od ATP.

Analiza oddziatywan biatek z zastosowaniem czynnikdw sieciujgcych, umozliwia
utrwalenie komplekséw naturalnie tworzonych przez czagsteczki biatkowe zdolne do
interakcji. Aldehyd glutarowy to homobifunkcyjny czynnik sieciujacy, posiadajacy dwie grupy
funkcyjne (aldehydowe), ktére uczestniczg w tworzeniu trwatych wigzan kowalencyjnych
miedzy grupami aminowymi (aminokwasdw zasadowych, najczesciej lizyny). Aby
oddziatywania byly efektywne minimalna ilo$¢ lizyn w biatku powinna wynosi¢ okoto 7%.
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HtpG zawiera 7,4 % a DnaA 4,92 % lizyn. Zaobserwowana zwiekszona zdolno$¢ do
oligomeryzacji biatka DnaA w obecnosci czynnika sieciujgcego, znaczgco utrudnita odczyt
wynikéw. Otrzymane rezultaty potwierdzity zdolnos$é¢ tworzenia komplekséw pomiedzy
biatkami DnaA i HtpG (Grudniak i wsp., 2015).

Otrzymane wyniki potwierdzajg istnienie oddziatywan pomiedzy biatkami HtpG a
DnaA, ktdre sugerujg prawdopodobny udziat biatka HtpG w stabilizacji biatka DnaA.
W warunkach stresowych biatko to moze partycypowac réwniez w podstawowej funkcji
DnaA jaka jest inicjacja replikacji chromosomowego DNA u bakterii.

Gtowne osiqgniecia poznawcze

¢ Otrzymanie mutanta delecyjnego AhtpG w komérkach E. coli MC1061.

¢ Wykazanie udziatu biatka HtpG w syntezie (stabilnosci) B-laktamazy.

e Stwierdzenie zahamowania transportu alkalicznej fosfatazy do peryplazmy w mutancie AhtpG.

¢ Udowodnienie wptywu biatka HtpG na degradacje (proteolize) biatek z wbudowang w ich strukture
kanawanina.

¢ Wykazanie obnizonej zdolnosci E. coli do tworzenia biofilméw przez szczep pozbawiony biatka
HtpG.

¢ Stwierdzenie bezposredniego oddziatywania pomiedzy biatkiem HtpG a DnaA, do ktérego moze
dochodzi¢ w warunkach stresowych, gdy ilos¢ biatka HtpG w komdrkach znaczgco wzrasta.

e Biatko HtpG stabilizuje DnaA, prawdopodobnie chronigc go przed agregacja.
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Badania zaprezentowane w dofgczonej pracy “Effects of null mutation of the heat-
shock gene htpG on the producton of virulence factors by Pseudomonas aeruginosa”
(Grudniak i wsp., 2018) przeprowadzono w oparciu o analize skonstruowanego przeze mnie
mutanta P. aeruginosa PAO1 AhtpG. W wyniku przeprowadzonych analiz fenotypowych
wykazatam, ze biatko HtpG odgrywa istotng role w tworzeniu przez P. aeruginosa biofilmu
zwfaszcza na wstepnym etapie adhezji. Wykazano, ze adhezja zahamowana jest o 68% w
mutancie P. aeruginosa AhtpG w pordwnaniu ze szczepem wyjsciowym. Poniewaz na
wstepnych etapach adhezji, kluczowym aspektem jest ruchliwos¢ komodrek postanowiono
zbadaé wptyw biatka HtpG na zdolnos¢ do ruchu komédrek P. aeruginosa. Ruchliwosé¢
Pseudomonas zwigzana jest z trzema rodzajami ruchu: ptywajagcym (swimming),
rozpetzliwym (swarming) oraz drgajgcym (twiching). Ruch typu ,swimming” to
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chemotaktyczna translokacja pojedynczych komoérek bakterii w srodowisku ptynnym. Ruch
ten napedzany przez wi¢ odpowiada za adhezje do powierzchni nieozywionych oraz bierze
udziat we wczesnych fazach kolonizacji tkanek gospodarza. Ruch typu ,swarming”, rowniez
odbywa sie za pomocg wici i uzalezniony jest dodatkowo od wytwarzania ramnolipidéw.
Ramnolipidy zapewniajg odpowiednie napiecie powierzchniowe, umozliwiajgc ruch wici po
powierzchniach pétstatych, gdy brakuje azotu lub gdy w podtozu obecne sg niektore
aminokwasy jak np.: kwas asparaginowy, glutaminowy, histydyna czy prolina. Ruch ten
podobnie jak proces tworzenia biofilmu regulowany jest przez c-di-GMP. Ruch drgajacy
»twiching” wynika natomiast z kurczenia sie pilusa. Pilusy odgrywaja waing role w
przytaczaniu bakterii do komdérek nabtonkowych i tym samym biorg udziat w wirulencji P.
aeruginosa. U P. aeruginosa w ruch ten zaangazowane sg pilusy typu IV, ktére uczestniczg w
adhezji komodrek gtéwnie do powierzchni abiotycznych. Przeprowadzone przeze mnie
badania wykazaty, ze P. aeruginosa pozbawiony biatka HtpG wykazuje znacznie zmniejszong
zdolnos$¢ do ruchu drgajacego i ptywajgcego az o 31% zwtaszcza po ekspozycji komdrek na
temperature 42°C. Zdolnos¢ do ruchu, rozpetzliwego réwniez byta zaburzona. Obserwowano
znacznie mniejszg ilos¢ wypustek tworzong przez szczep mutanta w temperaturze
restrykcyjnej (Grudniak i wsp., 2018).

P. aeruginosa posiada wiele czynnikdw wirulencji, cze$s¢ z nich zwigzana jest
z komorka a czes¢ wydzielana jest pozakomdrkowo jak np. elastazy LasB i LasA, egzotoksyna
A, fosfolipaza C, proteaza IV, lipaza, piocyjanina, piowerdyna czy ramnolipidy. LasA jest
proteazg serynowg o wielkosci 20 kDa nalezacg do rodziny [B-litycznych endopeptydaz.
W swojej budowie zawiera atom cynku. Proteaza ta odgrywa wazng role w patogenezie, na
etapie kolonizacji tkanek gospodarza zwtaszcza u pacjentéw z mukowiscydozg podczas
kolonizacji drég oddechowych. LasA P. aeruginosa posiada réwniez aktywnos¢ stafylolityczng
czyli zdolnos¢ do lizy komérek S. ureus, ktéra zostata zbadana w pracy. Udziat biatek szoku
cieplnego w proteolizie byt juz opisywany na przyktadzie groEL, dnaK i dna) mutantéw. Moje
wczesniejsze badania wykazaty, ze biatko HtpG jest niezbedne do degradacji uszkodzonych
biatek i zaangazowane jest w proteolize u E. coli. Mutant AhtpG P. aeruginosa wykazywat
znaczace obnizenie aktywnosci proteazy LasA, co bezposrednio wskazuje na wptyw biatka
HtpG na ten proces u P. aeruginosa i ma szczegdlne znaczenie zwfaszcza u pacjentéw
z mukowiscydozg. Wptyw HtpG na produkcje innych czynnikéw wirulencji badatam réwniez
u P. aeruginosa do analiz wybratam piocyjanine, piowerdyne oraz ramnolipidy. Piocyjanina
to 1-hydroksy-5-metylofenazyna, ktéra wykazuje wiasciwosci antybiotyczne. Nadaje ona
koloniom Pseudomonas charakterystyczne zabarwienie. Piocyjanina posiada zdolno$é do
katalizowania reakcji z udziatem tlenu, generuje powstawanie wolnych rodnikow
ponadtlenkowych i nadtlenku wodoru, co powoduje jej wysokg cytotoksycznos¢. Uszkadza
rowniez rzeski nabtonka dréog oddechowych, zwieksza wydzielanie IL-8 przez komorki
nabtonka a takze powoduje proliferacje neutrofili. Poziom piocyjaniny w szczepie mutanta
AhtpG byt znaczaco obnizony w obu badanych temperaturach w stosunku do szczepu
dzikiego P. aeruginosa. Kolejmym badanym metabolitem wtdrnym byta piowerdyna.
Piowerdyna zostata odkryta okoto 120 lat temu. Jest ona chromopeptydem, ktory
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w nadfiolecie wykazuje silng zielono-niebieska fluorescencje. Wydzielana jest ona do podtoza
w warunkach niedoboru zelaza i konkuruje o jony zelaza z ludzky transferryng. Synteza
piowerdyny odbywa sie w cytoplazmie, a nastepnie jest ona transportowana przez btone
wewnetrzng. Piowerdyna reguluje ponadto sekrecje jak réwniez wydzielanie innych
czynnikéw wirulencji jak: egzotoksyna A czy endoproteza. Jest ona istotnym czynnikiem
wirulencji P. aeruginosa, niezbednym podczas infekcji. W dotgczonej pracy wykazatam, ze
poziom piowerdyny w badanym mutancie AhtpG byt znaczgco obnizony w obu badanych
temperaturach w stosunku do szczepu dzikiego P. aeruginosa. Z kolei biosurfaktanty sg
powierzchniowo czynnymi zwigzkami wytwarzanymi przez bakterie, zalicza sie do nich
glikolipidy, lipopolisacharydy, oligosacharydy oraz lipopeptydy. Ramnolipidy stanowig jedng
z klas glikolipidow produkowanych przez P. aeruginosa. Sa one bardzo istotne podczas
kolonizacji przez P. aeruginosa ptuc u pacjentéw wentylowanych oraz u chorych na
mukowiscydoze. Zwigzki te odgrywajg waing role przy tworzeniu struktury biofilmu,
odpowiadajg za prawidtowe funkcjonowanie kanatéw, ktére przebiegajg w biofilmach i przez
ktore dostarczane sg substancje odzywcze. Eliminujg konkurencje z bezposredniego
otoczenia. Zaangazowane sg rowniez w ruch typu rozpetzliwego. Ramnolipidy oddziatywuja
ponadto z wieloma elementami uktadu immunologicznego pacjenta. W mutancie
P. aeruginosa AhtpG zaobserwowatam znaczne zahamowanie produkcji ramnolipidow
w stosunku do szczepu dzikiego w obu badanych temperaturach, jednak defekt ten byt silniej
zaznaczony w 42°C. Zmniejszona zdolno$¢ do wytwarzania ramnolipidéw przez mutanta
AhtpG moze mie¢ bezposredni wptyw na tworzenie przez niego biofilmu biorgc udziat
w eksporcie substancji tworzacych matriks (Grudniak i wsp., 2018). Zaangazowanie biatka
HtpG w transport zostato juz przeze mnie udowodnione w komérkach E.coli na przyktadzie
alkalicznej fosfatazy.

Reasumujgc wykazatam, ze bakteryjny homolog eukariotycznego biatka Hsp90 — HtpG
jest zaangazowany w wiele proceséw fizjologicznych kluczowych dla P. aeruginosa zwtaszcza
tych zwigzanych z jego wirulencjg, takimi jak ruchliwos¢, zdolno$é do tworzenia bioflméw,
aktywnos¢ proteolityczna, zdolnos¢ do wytwarzania barwnikéw czy biosurfaktantow. Wiele
z czynnikdw wirulencji u P. ageruginosa jest wydzielana pozakomdrkowo jest wiec wysoce
prawdopodobne, ze biatko HtpG uczestniczy w ich sekrecji.

Moje zainteresowania badawcze zwigzane sg réwniez z antybbakterjng aktywnoscig
nanoczastek srebra co zostatlo udokumentowane w omdwieniu pozostatych osiggniec
badawczych. Do osiggniecia naukowego stanowigcego podstawe wystgpienia o stopien
doktora habilitowanego, zdecydowatam sie dofaczy¢ publikacje ,,Modulation of antibiotic
resistance and induction of a stress response in Pseudomonas aeruginosa by silver
nanoparticles” (Markowska i wsp., 2014), ktéra w znacznej czesci poswiecona jest zdolnosci
nanoczastek srebra do indukcji odpowiedzi stresowej mierzonej poziomem biatek
opiekunczych w komérce. Mechanizm dziatania AgNPs na komdrki bakteryjne nie jest do
korica poznany. Uwaza sie, ze nanosrebro powoduje pojawianie sie w scianie komdrkowej
bakterii otworéw (pits) co doprowadza do kumulacji nanoczgstek w obrebie btony
zewnetrznej a nastepnie powoduje zwiekszenie jej przepuszczalnosci i w konsekwencji

15



Anna M. Grudniak
Zafacznik 2 [Autoreferat w jezyku polskim)]

Smier¢ komorki bakteryjnej. Ostatnio wykazano, ze AgNPs zwiekszajg produkcje ROS
(reactive oxygen species), powodujgc indukcje stresu oksydacyjnego dodatkowo
zaobserwowano, ze wewnatrz komorki moze dochodzi¢ do uwalniania jondw srebra, ktoére
hamujg dziatanie enzyméw tancucha oddechowego, jak réwniez indukujg uwalnianie ROS.
Liczne doniesienia literaturowe wykazujg, ze AgNPs majg wiele celéw komdérkowego
dziatania. Analizy proteomiczne wykazaty zmiany w ekspresji niektérych gendéw w komadrkach
E. coli poddanych dziataniu AgNPs, zaobserwowano miedzy innymi wzrost ilosci matych
biatek szoku cieplnego IbpA i IbpB (inclusion body binding proteins) oraz biatka S6 sktadnika
matej podjednostki 30S rybosomu. Dodatkowo analiza profillu biatkowego przeprowadzona
przez Lok i wspotpracownikéw wykazata, ze w obecnosci nanoczastek srebra dochodzi u
E. coli do indukcji matych biatek szoku cieplnego (Lok i wsp., 2006). Nanoczgstki metali, np.
srebra i tlenku cynku wptywajg na tworzenie biofilméw przez E. coli i S. aureus. W ostatnim
czasie pojawiajg sie prace potwierdzajgce skutecznos¢ nanoczgstek w zwalczaniu biofilméw
gatunkéw patogennych takich jak wspomniany wczesniej S. aureus czy P. aeruginosa.
Najwiekszg skutecznos¢ w tym procesie posiada nanosrebro.

Odpowiedz stresowa u bakterii indukowana jest przez wiele czynnikow miedzy
innymi przez wysoka temperature, etanol, zwigzki pochodzenia roslinnego i antybiotyki.
Postanowitam wiec zbada¢, czy nanoczastki srebra mogg réowniez indukowaé te odpowiedz.
W tym celu oznaczytam poziom biatka HtpG w komérkach P. aeruginosa poddanych
dziataniu subletalnych stezen nanoczastek srebra, tj. 0,15; 0,3; 0,45 MIC w pordwnaniu
z komérkami hodowli kontrolnej prowadzonej bez dodatku AgNPs. Jako kontrole zbadano
poziom indukcji biatka DnaK, bedacego gtéwnym biatkiem opiekuiczym w komdrkach
bakterii o ktédrym wiadomo, ze jego ilo$¢ znaczgco wzrasta w komodrkach poddanych
dziataniu klasycznych antybakteryjnych terapeutykéw. Biatka identyfikowano przy pomocy
technik SDS-PAGE oraz Western-blot z zastosowaniem specyficznych przeciwciat, uzyskane
obrazy poddano analizie densytometrycznej (w programie Imagel) oraz statystycznej
(w programie Statistica 13). Otrzymane wyniki wykazaty znaczny wzrost ilosci biatka DnaK
(2,5 — 3 krotny) w komérkach P. aeruginosa poddanych dziataniu nanoczgstek w stezeniach
subprogowych, nie zaobserwowano natomiast indukcji biatka HtpG w obecnosci AgNPs,
ilosci biatek byty nieznacznie zwiekszone bez istotnosci statystycznej. Spekulujgc na temat
braku indukcji czaperonu HtpG przez nanoczastki srebra, potencjalnej przyczyny mozna
dopatrywaé¢ w unikatowym sposobie indukcji tego chaperonu co zostato opisane w pracy
Mason i wsp., (1999).

Przedmiotem badan przedstawionych w powyzszych pracach oryginalnych jest
patogenna bakteria P. aeruginosa, praca przeglagdowa rowniez w znacznej czesci zawiera
dane uzyskane w trakcie badani nad tym gatunkiem duzo uwagi poswiecono jego biofilmowi.
P. aeruginosa odpowiedzialny jest za wiele $miertelnych infekcji zwtaszcza u oséb po
przeszczepach, chemioterapii oraz u chorych na mukowiscydoze szczegdlnie grozne sg jego
infekcje u oséb ze zmniejszong odpornoscig. Bakteria ta produkuje trzy wydzielane
pozakomérkowo polisacharydy: Pel, Psl oraz alginian. Alginian obok eDNA uwazany jest
za jeden z najwazniejszych czynnikéw wirulencji (Silby i wsp., 2011). W omdéwionej pracy pt.
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“Effect of null htpG mutation on the virulence factor of Pseudomonas aeruginosa PAO1”
(Grudniak i wsp., 2018), wykazatam wptyw czaperonu HtpG na rozwdj biofilméw
P. aeruginosa. Sktonito to naszg grupe badawcza, przy znacznym moim udziale, do zebrania
literatury dotyczgcej szerokiego problemu, genetycznych podstaw rozwoju biofilméw
bakteryjnych, praca ,Genetic control of bacterial biofilms” (Wolska i wsp., 2016). Prawie
wszystkie bakterie, wliczajgc w to patogeny posiadajg zdolnos¢ do tworzenia biofilmdw.
Proces tworzenia biofilmu jest serig silnie regulowanych etapéw. Molekularne mechanizmy
regulacji mogg réznié sie w szczegdtach w zaleznosci od gatunku organizmu, ale kluczowe
etapy s3 w swoich fundamentalnych zatozeniach i przebiegu podobne u wiekszosci
mikroorganizméw. Biofilm jest strukturg, w ktérej bakterie na wstepie adherujg do
powierzchni a nastepnie otaczajg sie zewnatrzkomdrkowg substancjg nazywang matriks,
w ktérej sktad wchodzg polisacharydy, eDNA oraz biatka. Bakteryjne biofilny stanowia
olbrzymi problem medyczny, zwtaszcza ze wzgledu na ich zwiekszong opornos$é w stosunku
do obecnie stosowanych konwencjonalnych antybiotykéw oraz trudnosci z ich trwatym
usunieciem. Wiele czynnikéw $rodowiskowych jak réwniez genetycznych jest uwiktanych
w tworzenie wtasciwej struktury biofilmu oraz w jego rozpad. Za najwazniejsze uwaza sie
zjawisko wyczuwania liczebnosci — QS (Quorum sensing), c-di-GMP (cykliczny kwas
diguanylanowy) oraz mate RNA. W dofaczonej pracy przegladowej dokonalismy analizy
potencjalnej roli tych regulatoréw w procesie tworzenia biofilméw przez wybrane gatunki
bakterii: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica serovar
Typhimurium oraz Vibrio cholerae, tresci dotyczace biofilméw P. aeruginosa przedstawiam w
duzym skrécie.

Wydaje sie, ze QS jest integralnym elementem globalne] sieci regulacji ekspresiji
gendw bakteryjnego biofilmu, jego rozwoju i adaptacji do zréznicowanych srodowisk.
Komérki bakterii potrafig komunikowaé sie ze sobg, dzieki czemu mogg synchronizowac
wazne dla nich procesy. Wykorzystujg do tego celu systemy uniwersalnych autoinduktoréw,
jak réwniez wysoce specyficznych do komunikacji wewnatrzgatunkowej jak np. QS. System
ten stuzy, jako prosty wskaznik gestosci populacji. Bakterie wytwarzajg czgstki sygnalizacyjne
(induktory), ktére po potaczeniu z odpowiednim receptorem, aktywujg transkrypcje
okreslonych genéw w tym réwniez odpowiedzialnych za synteze samego induktora.
Tworzenie przez bakterie biofilmu jest procesem grupowego zachowania zwigzanym
bezposrednio z oddziatywaniem miedzy sobg komodrek bakterii. Indukcja QS ma miejsce
podczas tworzenia struktury biofilmu i odpowiada za aktywacje procesu jego dojrzewania
lub demontazu. P. aeruginosa posiada dwa kompletne systemy AHL (N-acetylated
homoserine lactone) nalezgce do systemu LASI/R (Lasl/LasR oraz Rhll/RhIR). Systemy te
odpowiadajg za synteze Ahl oraz receptora typu LuxR. AHL stabilizujg wigzanie biatek typu
LuxR umozliwiajgc wigzanie DNA oraz regulujgc transkrypcje genéw docelowych (Mashburn-
Warren i wsp., 2008). U P. geruginosa QS wptywa przede wszystkim na pierwszy etap
tworzenia biofilmu, kontroluje ruchliwosé komoérek wptywajgc na ich efektywng adhezje oraz
produkcje egzopolisacharydéw wchodzacych w sktad matriks biofilmu a takze wytwarzanie
ramnolipidow. Uczestniczg one réwniez w tworzeniu kanatéw umozliwiajgcych kontakt
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miedzy komodrkami w ztozonych strukturach o budowie grzyba. Kanaty te umozliwiaja
wtasciwg dystrybucje sktadnikow odzywczych, tlenu oraz umozliwiaja usuwanie produktow
przemiany materii. Ekspresja operonu rhIAB odpowiedzialnego za synteze ramnolipidéw, ma
miejsce przede wszystkim w todydze grzybowej struktury (Lequette i Greenberg, 2005).
Nadprodukcja ramnolipiddw doprowadza do zwiekszonej dyspersji biofilmu. System QS
reguluje ponadto rowniez produkcje sktadnikéw istotnych do formowania struktury biofilmu
jak biatka LecA i LecB oraz siderofory. Dodatkowo zbyt wysoka lub zbyt niska koncentracja
jondéw w Srodowisku rowniez znaczaco wptywata na hamowanie tworzenia biofilmu przez
P. aeruginosa (Davey i O'Toole, 2000).

c-di-GMP jest specyficznym przekaznikiem bakteryjnym, regulujgcym ekspresje wielu
gendw odpowiedzialnym miedzy innymi za wytwarzanie rzesek, biosynteze adhezyn,
polisacharydéw wchodzacych w sktad matriks oraz posrednio kontrolujgcym ruch bakterii
oraz proces tworzenia biofilmu. U patogennych bakterii kontroluje on rdwniez geny
wirulencji. Poziom c-di-GMP w komoérkach P. aeruginosa zalezy od wielu czynnikéow:
(i) sensoréw odbierajgcych sygnaty sSrodowiskowe, (ii) enzymoéw odpowiedzialnych za
synteze i degradacje c-di-GMP, (iii) specyficznych biatek efektorowych, czesto bedacych
ryboprzetacznikami, ktére regulujg ekspresje gendw w odpowiedzi na zmiany stezenia c-di-
GMP, (iv) syntezy enzymdw komérkowych, wici, egzopolisacharyddw lub systemoéw sekreciji,
(v) wydajnosci produkcji specyficznych biatek efektorowych po ich wczesdniejszej aktywacji
przez c-di-GMP. W komodrkach P. aeruginosa Alg4d4 aktywowane przez c-di-GMP kontroluje
synteze alginianu i egzopolisacharydédw waznych na pdzniejszych etapach infekcji podczas
kolonizacji drég oddechowych. FleQ dziata jako represor/aktywator operonu pel
odpowiedzialnego za synteze egzoplisacharydu Pel, ponadto reguluje transport i synteze
adhezyny CdrA oraz umozliwia represje ekspresji gendw odpowiedzialnych za synteze wici.
Dwa inne biatka regulatorowe regulujg natomiast synteze Pel na poziomie post-
transkrypcyjnym i kontrolujg ruch P. aeruginosa (Romling i wsp., 2013; Hengge, 2009)

Mate niekodujgce czgsteczki RNA (sRNA) to post-transkrypcyjna grupa regulatorow
bakteryjnych. Zaangazowane sg one w regulacje wielu proceséw takich jak QS, odpowiedz
komodrek na stres czy zjadliwos¢ (Petrova i Sauer, 2010). Regulacja przez sRNA najlepiej
poznana zostata na przyktadzie rsmY oraz rsmZ. W mechanizmie tym kluczowg role
odgrywaja kinazy RetS, LadS oraz GacS. (Irie i wsp., 2010). Kolejne sRNA phrS u P. aeruginosa
odpowiada za stymulacje $ciezki PQS. Ekspresja phrS wymaga wrazliwego na tlen regulatora
ANR, ktéry zapewnia komunikacje pomiedzy dostepnym tlenem a PQS. sRNA to swoiste
elementy regulacyjne, sg one rdwniez zaangazowane w powstawanie sieci petli zwrotnych
i posredniczg w wymianie w globalnych sieciach regulacyjnych sygnatéw odpowiedzialnych
za adhezje biofilmu lub jego dyspersje. Lista czynnikdw kontrolujgcych tworzenie struktury
biofilmu przez P. aeruginosa powinna by¢ wydtuzona o czynnik sigma, RpoS. RpoS jest
pozytywnym regulatorem tworzenia polisacharydu niezbednego do prawidtowego
funkcjonowania biofilmu oraz pomaga w adhezji do podtoza odpowiada réwniez za przejscie
z wolnozyjacego trybu zycia do osiadtego. Reasumujac, dotychczasowe badania wykazaty, ze
niekodujace czasteczki RNA odgrywajg wazng role w tworzeniu biofilmu (Sonnleitner i wsp.,
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2011). Praca konczy sie wymienieniem i opisem dziatania zwigzkdw mogacych wptywaé na
powstawanie i rozwdj biofilméw, zwiaszcza tych hamujgcych dziatanie 3 gtéwnych,
uprzednio opisanych czynnikdw genetycznych. Wspomniano réwniez o podjetych przez
naszg grupe badaniach nad wptywem AgNPs na system QS u P. geruginosa. Starano sie to
wykazaé poprzez pomiar zahamowania syntezy gtdwnych regulatoréw tej odpowiedzi Lasl
oraz Rhll. Nie wykazano jednak hamujgcej aktywnosci nanoczastek srebra.

Gtowne osiqgniecia poznawcze

e Wykazano indukcje odpowiedzi szoku cieplnego w obecnosci AgNPs w komdrkach
P. aerugiosa.

¢ Udowodniono, ze szczep P. aeruginosa PAO1 AhtpG wykazuje obnizong zdolnos$¢ do tworzenia
biofilméw zwtaszcza na pierwszym etapie ich tworzenia (adhezji).

¢ Stwierdzono, ze szczep P. aeruginosa PAO1 AhtpG ma znacznie stabszg zdolnos¢ do ruchu zwtaszcza
w temperaturze 42°C, co ma kluczowe znaczenie na wstepnych etapach tworzenia biofilmu.

¢ Wykazano wptyw biatka HtpG na zdolnos¢ do produkcji piocyjaniny, piowerdyny oraz ramnolipidéw
majacych kluczowe znaczenie dla wirulencji P. aeruginosa.

e Zaobserwowano, ze P. aeruginosa PAO1 AhtpG wykazywat znacznie stabszg aktywnos¢
proteolityczng, ktdra jest niezbedna baterii podczas kolonizacji tkanek gospodarza.

PODSUMOWANIE

Wyniki badan wchodzace w sktad mojej rozprawy habilitacyjnej pozwolity
scharakteryzowac funkcje petnione przez biatko HtpG (Hsp90) w komdrkach bakteryjnych.
Opisatam liczne procesy w ktére to biatko jest zaangazowane. Wydaje sie, ze kluczowe
znaczenie ma tu jego udziat w proteolizie zaréwno u E. coli jak réwniez u P. aeruginosa.
Kolejng wazng obserwacjg jest stwierdzenie udziatu biatka HtpG w wytwarzanu licznych
czynnikdow wirulencji przez P. aeruginosa oraz w syntezie/stabilnosci lub transporcie
kluczowych dla komodrek polipeptyddw, jak B-laktamazy czy alkaiczna fosfataza w komérkach
E. coli. Jednak najwazniejszym procesem, w ktéry zaangazowanwane jest biatko HtpG,
zarowno w komorkach E. coli jak rowniez P. aeruginosa jest zdolnos¢ do wytwarzania
biofilmu, ktdéra jest sciSle zwigzana z patogennos$cig obu badanych bakterii. Najwiekszy
wptyw biatka HtpG obserwowano na wstepne etapy tworzenia tej struktury. Wykazano
rowniez, ze biatko HtpG w warunkach szoku cieplnego moze odgrywac kluczowg role dla
komorki poprzez oddziatywanie z biatkiem DnaA, stabilizujgc jego strukture i chronigc przed
agregacjg. Nanoczastki srebra stosowane, jako alternatywna terapia antybakteryjna,
indukujg w komoérkach bakterii klasyczng odpowiedz adaptacyjng, w wyniku, ktérej dochodzi
do zwiekszenia syntezy gtownego biatka opiekuriczego, DnaK. W wyniku dziatania AgNPs na
komorki P. aeruginosa nie dochodzi do zwiekszonej indukcji biatka HtpG.

Realizacja niniejszego osiggniecia byta mozliwa dzieki wykorzystaniu zaréwno
klasycznych, jak réwniez nowoczesnych metod badawczych z zakresu fizjologii bakterii,
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biologii molekularnej i genetyki. Wymagato to ode mnie miedzy innymi wiedzy
i doswiadczenia w konstrukcji mutantéw delecyjnych, wektoréw ekspresyjnych, oczyszczania
biatek, jak réwniez analiz in silico na poziomie sekwencji DNA. Prowadzone badania byty
mozliwe dzieki pozyskanemu i kierowanemu przeze mnie finansowaniu z MNiSW (projekt
zakonczony w NCN).

PLANY NAUKOWE

W najblizszych latach planuje realizacje projektéw naukowych zwigzanych z nastepujgcymi
zagadnieniami:

¢ wyjasnieniem wptywu biatka HtpG na wirulencje bakterii patogennych w tym bakterii
gramdodatnich;

¢ scharakteryzowaniem alternatywnych do antybiotykéw zwigzkéw antybakteryjnych ze
szczegdlnym uwzglednieniem mechanizmu dziatania nanoczastek oraz zbadaniem ich
skutecznosci wobec bakterii kolonizujgcych btony $luzowe; obecnie uzyskat finansowanie
projekt pt. ”“Opracowanie optymalnego skfadu roztworu koloidalnego nanoczastek
produkowanych przez Nano-Tech Polska w oparciu technologie aXonnite o duzej
skutecznosci antybakteryjnej i przeciwgrzybicznej” w ramach Programu Operacyjnego
Inteligentny Rozwdj 2014-2020, Poddziatanie POIR.02.03.02 Bony na innowacje dla MSP
uzyskany wraz firmg Nano-Tech Polska aktualnie (21.05.2018) uzyskat on finansowanie.
Jestem kierownikiem i gtdwnym wykonawcg projektu na UW;

* zidentyfikowaniem zmian mikrobiomu roslin i gleby po nawozeniu obornikiem oraz
okreslenie w jakim stopniu obrébka obornika moze ograniczyé rozprzestrzenienie opornych
na antybiotyki bakterii patogennych oraz zidentyfikowanie strategii interwencyjnych, ktoére
pomogg w ograniczeniu lub wyeliminowaniu rozpowszechniania opornosci na Srodki
przeciwdrobnoustrojowe (AMR, ang. antimicrobial resistance) wsréd patogendow
wymienionych jako priorytetowe juz na poczatku taricucha pokarmowego (obornik, gleba
nawozona obornikiem. Projekt INART pt. ,Ograniczenie transferu opornosci na antybiotyki
do tfancucha pokarmowego”, oryginalny tytut "Intervention of antimicrobial resistance
transfer into the food chain" uzyskat finansowanie w konkursie (2018) Joint Programming
Initiative on Microbial Resistance (https://www.jpiamr.eu/) pod kierunkiem dr hab.
Magdaleny Popowskiej, prof. UW (Polska), koordynowany jest przez dr. Fione Walsh
z Maynooth University w Irlandii. W sktad konsorcjum wchodzg naukowcy z 5 panstw:
Irlandia, Polska, Izrael, Kanada, Szwajcaria. Jestem jednym z wykonawcow projektu.
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5.0méwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Publikacje:

e Joiwik A. K.I. Wolska. 1999. Molecular chaprones. Acta Microbiologica Polonica 48: 221-231 (praca

przegladowa).

e Wolska K.I., B. tobacz, D. Jurkiewicz, E. Bugajska, M. Ku¢ and A. J6zwik. 2000a. Biosynthesis and secretion of
several enzymes in Escherichia coli dnaK and dnaJ mutants. Microbios 101: 157-168.

e Wolska K.I., E. Bugajska, D. Jurkiewicz, M. Kué, A. Jozwik. 2000b. Antibiotic susceptibility of Escherichia coli
dnakK and dnaJ mutants. Microbial Drug Resistance 6: 119-126.

e Grudniak A. and K.I. Wolska. 2001. Bakteryjna tryptofanaza, funkcja i regulacja biosyntezy. Postepy
Mikrobiologii 40 (1): 79-88 (praca przegladowa).

e Karpinski P., A.M. Grudniak and K.l. Wolska. 2002. Effect of mutations in dnaK and dnaJ genes on cysteine
operon expression in Escherichia coli. Folia Microbiologica 47: 371-375.

e Grudniak A.M., B. Nowicka-Sans, M. Macigg and K.I. Wolska. 2004. Influence of Escherichia coli DnaK and
Dnal chaperones on tryptophanase (TnaA) amount and GreA, GreB stability. Folia Microbiologica 49: 507-
512.

Prace naukowa w Zaktadzie Genetyki Bakterii, UW rozpoczetam od badan majacych
na celu okreslenie udziatu biatek opiekuriczych - DnaK oraz Dnal w wybranych cechach
fenotypowych Escherichia coli. Grupa badawcza pod kierunkiem prof. dr hab. K.I. Wolskiej
juz od kilku lat zajmowata sie badaniem czaperonéw DnaK i Dnal, ktére petnig istotng role
w wielu procesach komérkowych. Na poziomie molekularnym funkcja ich polega miedzy
innymi na umozliwieniu powstawania komplekséw biatkowych biorgcych udziat w waznych
dla komorki procesach. Biatka te partycypujg rowniez w transporcie innych biatek przez
ostony komédrkowe, czy ochraniajg przed nadmierng agregacja. W zwigzku z powyzszym
mutanty dnaK i dnaJ charakteryzujg sie efektem plejotropowym. Biatka szoku cieplnego
zaangazowane sg przede wszystkim w naprawe biatek pojawiajgcych sie w komérce po
zadziataniu na nig czynnikdw stresowych. Defekty te sg zazwyczaj wyrazniej zaznaczone
w podwyzszonej temperaturze. W przeprowadzonych przeze mnie badaniach staratam sie
rowniez okresli¢ molekularng przyczyne obserwowanego fenotypu. W badaniach
zastosowano dwa mutanty delecyjne Adna) oraz AdnaKdnal. Przeprowadzone badania
finansowane byty z grantu KBN (6 P04C 01420), ktérego bytam kierownikiem.
Najwazniejszymi osiggnieciami badan byto wykazanie udziatu biatek DnaK i Dnal w ekspresji
tryptofanazy poprzez wptyw na stabilnos¢ pozytywnych regulatoréw transkrypcji operonu
tna, biatek GreA i GreB (Grudniak i wsp., 2004). Kolejne badania prowadzone w naszej grupie
badawczej, w ktorych uczestniczytam zmierzaty do wyjasnienia roli biatek DnaK i Dnal
w kontroli regulonu cysteinowego. Badane mutanty AdnaJ oraz AdnaKdnaJ charakteryzowaty
sie obnizong ekspresja [B-galaktozydazy wyrazong z fuzji cysPTWA::lacZ i cysJIH::lacZ
w poréwnaniu z isogeneicznym dzikim szczepem. Defekt mutantéw
w hodowlach w logarytmicznej fazie wzrostu byt silniej zaznaczony po ekspozycji komorek na
podwyzszong temperature. Wykazano udziat biatek DnaK i Dnal w ekspresji wybranych
operonow nalezgcych do regulonu cysteinowego, a efekt ten miat zwigzek z zahamowaniem
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tworzenia aktywnych tetramerdw biatka CysB przy braku badanych biatek opiekunczych
(Karpinski i wsp., 2002). Udowodniono réwniez udziat badanych biatek w niektérych
mechanizmach warunkujgcych opornosc¢ E. coli na antybiotyki B-laktamowe, chloramfenikol i
tetracykline. Mutanty AdnaJ oraz AdnaKdnaJ posiadajg zaburzong translokacje 3-laktamazy
do peryplazmy, mutant AdnaKdnal charakteryzuje sie zwiekszong akumulacjg tetracykliny
wewnatrz komérek oraz obnizong aktywnoscig transacetylazy chloroamfenikolowej — CAT
(Wolska i wsp., 2000b). Wykazano takze udziat biatek DnaK oraz Dnal w sekrecji i biosyntezie
wybranych enzyméw w komorkach E. coli. Udowodniono zmniejszong synteze
[-galaktozydazy oraz obnizong aktywno$¢ alkalicznej fosfatazy w peryplazmie obu
analizowanych mutantow AdnaKdna) oraz AdnalJ a takie zahamowanie syntezy
b-cytochromu (Wplska i wsp., 2000a). Otrzymane wyniki zaowocowaty czterema
publikacjami oryginalnymi oraz dwiema pracami przegladowymi.

OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Publikacje:
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genes on conjugational DNA transfer, proteolysis and novobiocin susceptibility of Escherichia coli. Acta
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Escherichia coli membrane lipid composition. Polish Journal of Microbiology 53: 121-123.
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366.

e Grudniak A.M., J. Wtodkowska and K.l. Wolska. 2015. Chaperon Dnal influences the formation of biofilm in

Escherichia coli. Polish Journal of Microbiology 64:279-283

Tematyka biatek opiekunczych DnaK oraz Dnal byfa czescia badan prowadzonych
przeze mnie rowniez po doktoracie. Badania prowadzono na modelowym organizmie, jakim
jest Escherichia coli. Jak juz wykazano we wczesniejszych badaniach czaperony uczestniczg
w transporcie polipeptydédw przez ostony komdrkowe, utrzymujgc ich rozciggnieta
konformacje oraz uczestniczg w tworzeniu komplekséw biatkowych, a zatem mogg miec
wptyw na procesy wymagajace ich udziatu. Charakterystyke badanych biatek poszerzono o
dalsze cechy. W proces koniugacyjnego transferu zaangazowanych jest kilka polipeptyddw,
sposrod  ktéorych gtdwna role odgrywa biatko Tral. Wykazuje ono aktywnosé
endonukleolityczng, ATP-azowa jest rowniez ligazg oraz helikazg. Postulowano, ze gtéwne
biatka opiekuncze DnaK, Dnal umozliwiajg przyjecie odpowiedniej konformacji przestrzennej
przez biatko Tral, wptywajgc na liczne aktywnosci enzymatyczne tego wielofunkcyjnego
biatka. Kolejna koncepcja sugerowata, ze biatka te mogg braé¢ udziat w powstawaniu
kompleksu Tral z TraY i TraZ, ktére wystepujg in vivo w funkcjonalnym kompleksie Tral.
Zbadalismy wiec udziat biatek DnaK i DnaJ w koniugacyjnym transferze E. coli. Wykazno, ze
mutacje AdnaJ oraz AdnaKdnaJ hamujg koniugacyjny transfer E. coli, a efekt byt addytywny
(Modrzewska i wsp., 2002). Aktywnos¢ opiekuncza podjednostek ATP-azowych proteaz
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szoku termicznego umozliwia prezentacje substratéw podjednostkom proteolitycznym.
Przypuszcza sie, ze biatka DnaK, Dnal utrzymujg nieprawidtowe biatka w konformacji, ktéra
jest podatna na degradacje prowadzong przez proteaze Lon oraz inne proteazy
cytoplazmatyczne. Uzyskane przez nas wyniki wykazaty, ze produkty gendéw dnaKk oraz dnaJ
biorg udziat w proteolizie nieprawidtowych biatek zachodzacej w 42°C a mutacja Adnal
dodatkowo wptywa na wzrost przezywalnosci szczepu E. coli w obecnosci streptomycyny
(Modrzewska i wsp., 2002). Jak juz wspominano mutacje w genach dnaK oraz dnal majg
efekt plejotropowy, przez co kontrolujg wiele istotnych dla komdrek procesow.
Przeprowadzone przez nas analizy wykazaty, ze mutanty E. coli AdnaJ oraz AdnaKdnal maja
istotnie zmieniony ksztatt komoérek. W zwigzku z tym postanowiliémy zbada¢ wptyw biatek
DnaK oraz Dnal na sktad kwaséw ttuszczowych we frakcji lipidéw oraz we frakcji fosfolipidow
w ostonach komérkowych, dodatkowo przeanalizowaliémy strukture lipopolisacharydu
w badanych mutantach. Przeprowadzone badania wykazaty brak kwasu dodekanowego
w lipidach nie zawierajacych fosforu (NFL) w komdrkach mutantéw AdnaJ oraz AdnaKdnaJ
inkubowanych w 42°C. Natomiast biatka DnaK i Dnal nie wptywaty na obecnos$¢ kwasu
heksadekanowego (palmitynowego) w lipidach NPL oston E. coli chociaz nie stwierdzono
obecnosci estrowej pochodnej kwasu hydroksypalmitynowego. W mutantach AdnaJ oraz
AdnaKdnaJ inkubowanych w 42°C jak rowniez w 30°C wystepowanie kwasu
oktadekanowego skorelowane jest z nieobecnoscig oktadekanolu. Dodatkowo wykazano, ze
ilos¢ lipopolisacharydu badanych mutantéw ztozonych z czasteczek LPS bez krétkich
tancuchow O-swoistych jest mniejsza w mutancie AdnaKdnal) w obu badanych
temperaturach (Siefdczyk i wsp., 2004). Wykazano takze udziat biatek DnaK i Dnal
w funkcjonowaniu systemoéw naprawy mutacji spontanicznych i indukowanych UV i MMS
zwlaszcza w systemie ,naprawy btednej”. Do mutagenizacji zastosowano szczep E. coli
AB1157 bedacy wielokrotnym auksotrofem z doskonale poznanym ttem genetycznym.
Wykazano, ze mutanty AdnaJ oraz AdnaKdnal odznaczajg sie wiekszg czestoscig rewersji
spontanicznych oraz mniejszg czestoscig rewersji indukowanych UV i MMS w poréwnaniu ze
szczepem wyjsciowym. Obserwowana rdznica byta najsilniejsza w przypadku mutanta
podwdjnego po przejsciowej inkubacji w 42°C. Brak obu biatek opiekuriczych znaczaco
wptywat na obnizenie stabilnosci biatka UmuC bioracego udziat w naprawie uszkodzernt DNA
przez polimeraze V (Grudniak i wsp., 2005). Najnowsze badania wykazaty zaangazowanie
biatka Dnal w tworzenie przez E. coli biofilmu, zwtaszcza, gdy hodowle prowadzono
w warunkach restrykcyjnych. Zaobserwowano réwniez zahamowanie zdolnosci do ruchu
w szczepie Adnal, co posrednio mogto by¢ rowniez przyczyng zmniejszonej zdolnosci do
tworzenia biofilméw przez badany szczep. Zdolno$¢ do ruchu odgrywa kluczowg role we
wstepnym etapie tworzenia struktury biofilmu bezposrednio wptywa na efektywnos¢ adhezji
a przez to kolonizacji powierzchni (Grudniak i wsp., 2015). Przedstawione osiggniecia zostaty
opublikowane w czterech pracach oryginalnych.
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Przez krotki okres czasu zajmowatam sie zagadnieniem opracowania alternatywne;j
metody eliminacji patogendéw bakteryjnych przez nowo wprowadzone plazmidy
charakteryzujace sie okreslonymi cechami. W ostatnim czasie naduzywanie antybiotykéw do
celéw leczniczych a takie do produkcji zywnosci zarowno pochodzenia zwierzecego jak
rowniez roslinnego przyczynito sie do lawinowego wzrostu liczby szczepdw opornych na
antybiotyki. Obecnie mamy liczne wielolekooporne gatunki bakterii, ktérych nie mozemy
wyeliminowaé, postugujac sie klasycznymi terapeutykami. Nadmierne i niekontrolowane
stosowanie antybiotykdw przyczynia sie do nieodwracalnych zmian w s$rodowisku co
dodatkowo moze wptywaé na rozprzestrzenianie sie gendw opornosci pomiedzy réznymi
gatunkami bakteriami a nawet rodzajami organizméw. Jest to zjawisko bardzo
niebezpieczne. Wobec stabnacej skutecznosci antybiotykdow poszukuje sie alternatywnych do
antybiotykow zwigzkéw badz terapii antybakteryjnych, ktére mogtyby nas wspomadc w walce
z groznymi bakteryjnymi patogenami. Tak powstata koncepcja eliminacji bakterii
patogennych po koniugacyjnym wprowadzeniu plazmidéw. Strategia ta wymaga
zastosowania nieszkodliwych dla komérek dawcow plazmidéw, ktére jednoczesnie
skutecznie doprowadzajg do eliminacji komérek biorcy. Doktadny opis stosowanych strategii
»,Konia trojaniskiego”, w ktérych to planuje sie wykorzystanie koniugacyjno -—
mobilizowalnych plazmidéw do eliminacji komoérek patogendéw, zostat umieszczony
w zacytowane] powyzej pracy przegladowej, ktérej jestem wspotautorem (Wolska i wsp.,
2004).

Badania prowadzone w Zaktadzie Genetyki Bakterii, UW wykazaty mozliwos¢
koniugacyjnego przekazywania plazmidu R6K do rdéinych gatunkéw bakterii (Shigella,
Listeria, Haemophilus, Klebsiella, Yersinia), co udowodnito szerszy zakres gospodarza
plazmidu R6K. W wyniku przeprowadzonych badan wykazano takie wiekszg czesto$é
przekazywania oraz wiekszg stabilnos¢ w komdrkach transkoniugantéw nisko kopiowego
plazmidu pFL129 niz wysokokopiowego plazmidu pFL130, oba plazmidy sg pochodng R6K.
Plazmid pFL129 koduje dzikie inicjatorowe biatko m natomiast pFL130 koduje zmutowane
biatko m°F107S o fenotypie ,,copy-up”. Liczba kopii plazmidu pFL129 w transkoniugantach nie
roznita sie znacznie od liczby kopii w szczepie dawcy, podczas gdy liczba kopii plazmidu
pFL130 zawsze byta nizsza w uzyskanych transkoniugantach niz w szczepie dawcy. Plazmid
pFL129 przekazywany byt z wyzszg czestoscig i wykazywat wiekszg stabilnos¢ w komadrkach
uzyskanych transkoniugantéw w stosunku do plazmidu pFL130. Dodatkowo skonstruowany
przez nas plazmid pAG101 zawierajgcy obok mutacji F107S mutacje L84P, wykazywat szeroki
zakres gospodarza, jego stabilnos¢ w komadrkach transkoniugantéw byta wieksza niz pFl130
a liczba kopii najwyzisza sposrod badanych plazmidéw (Grudniak i wsp., 2007).
Przedstawione badania byty finansowane z funduszy przyznawanych przez Uniwersytet
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Warszawski, (dwa granty UW), ktérych bytam kierownikiem, oraz zostaty opublikowane
w zacytowanej powyzej pracy (Grudniak i wsp., 2007).
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Microbiology 63:21-25.

Nawigzujagc do wspomnianych wczeéniej probleméw zwigzanych z szybko
rozprzestrzeniajacg sie antybiotykoopornoscig wséréd bakterii, nasza grupa badawcza zajeta
sie poszukiwaniem i badaniem mechanizmu dziatania alternatywnych do antybiotykdow
terapeutykow. Nasze zainteresowanie przykuty zwigzki pochodzenia roslinnego kwas
oleanolowy (OA) i kwas ursolowy (UA), bedace zwigzkami biologicznie czynnymi, ktdre
izolowane sg z wielu roslin leczniczych, miedzy innymi z nagietka lekarskiego (Calendula
officinalis L.). Badania byty prowadzone we wspoétpracy z Zaktadem Biochemii Roslin, UW
i byty finansowane w ramach dwéch grantéw: KBN, ktdrego kierownikiem byta prof. dr hab.
W. Janiszowska oraz NCN, ktdrego kierownikiem byta prof. dr hab. K.I. Wolska, w obu
grantach bytam gtéwnym wykonawcga i uczestniczytam w planowaniu badan. Dodatkowo na
badania pozyskatam fundusze w ramach grantu UW, ktérego bytam kierownikiem. Badania
zaowocowaty czterema publikacjami oryginalnymi oraz jedng publikacjg przegladowa.

Kwas oleanolowy nalezy do grupy zwigzkdéw triterpenowych o budowie pentacyklicznej
w komorkach roslin najczesciej wystepuje w postaci pochodnych cukrowych. Glukozydy
i glukuronozydy réwniez zaliczane sg do substancji biologicznie czynnych posiadajgcych
aktywnos¢ przeciwzapalng, przeciwnowotworowa, antygrzybiczg i antybakteryjng. Badania
prowadzone przez naszg grupe wykazaty szerokie spektrum antybakteryjnego dziatania OA
i UA zaréwno wobec bakterii gramujemnych jak rowniez gramdodatnich, przy czym
nieznacznie lepszy efekt obserwowano w przypadku bakterii gramdodatnich (Szakiel i wsp.,
2008). Wykazalismy, ze OA nie wigze sie z biatkami wigzgacymi penicyline a wiec PBP, biatka
te nie sg celem wewnatrzkomérkowego dziatania OA. Kwasy oleanolowy i ursolowy
wptywaty natomiast na autolize B. megaterium, L. monocytogenes i E. coli indukowang
lizozymem oraz Tritonem X-100. Uzyskane wyniki zainspirowaty nas do kontynuacji badan
w celu wyjasnienia wptywu badanych triterpendw pentacyklicznych na sktad i biosynteze
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mureiny E. coli i L. monocytogenes. Wykorzystujgc radioaktywnie wyznakowang N-acetylo-D-
[1->H]-glukozoamine, wykazano ze OA i UA powoduja zahamowanie tempa obrotu
metabolicznego mureiny L. monocytogenes nie wptywajg natomiast na tempo obrotu
metabolicznego mureiny u E. coli. Przeprowadzona analiza profilu muropeptydowego
mureiny L. monocytogenes, trawionej mutanolizyng w obecnosci OA i UA, wykazata znaczne
roznice ilosSciowe w otrzymanym wzorze muropeptydowym, w stosunku do szczepu
kontrolnego (Kurek i wsp., 2010). Analiza odpowiedzi szoku cieplnego w komarkach E. coli
przez OA i UA wykazata natomiast, ze oba zwigzki s3 zdolne do indukcji odpowiedzi
stresowej oraz dodatkowo wptywajg na ekspresje gendéw regulonu cysteinowego
w komorkach E. coli (Grudniak i wsp., 2011). Wykazalismy ponadto, ze OA oraz UA wptywaja
hamujgco na aktywnosc listeriolizyny O, ktéra jest najwazniejszg hemolizyng w procesie
patogenezy L. monocytogenes. Nie zaobserwowano natomiast zwiekszenia sekrecji biatka
p60 L. monocytogenes w obecnosci OA/UA. Odnotowano dodatkowo wptyw badanych
zwigzkéw na zmniejszenie przezywalnosci E. coli pod presjg wysokiego stezenia NaCl, co
Swiadczy o wptywie OA/UA na osmoadaptacje komérek. Bardzo waznym aspektem naszych
badan bytfa skutecznos¢ anty-biofilmowa badanych triterpenoidéw. Wykazlismy, ze zaréwno
OA jak réwniez UA juz w bardzo niskich stezeniach dziatajg hamujgco na zdolnosé do
wytwarzania biofilmdéw przez badane szczepy (Kurek i wsp., 2014). Badania przeprowadzone
przez naszg grupe przyblizyty nas do terapeutycznego zastosowania kwasu oleanolowego i
ursolowego, ktére z powodzeniem moga zastgpi¢ antybiotyki w walce z bakteriami.
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(praca opublikowana on line).
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W ostatnich latach nasza grupa badawcza zajeta sie badaniem celéw i mechanizmdéw
antybakteryjnego dziatania nanoczastek srebra (AgNPs). Nanotechnologia w ostatnich latach
stata sie szybko rozwijajgcg gatezig nauki tgczgcg w sobie zagadnienia chemii, fizyki i biologii.
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Szczegdlnym zainteresowaniem cieszg sie przede wszystkim nanoczgstki metali szlachetnych.
Nanoczgstki srebra, nie sg obdarzone tadunkiem, dlatego tez nie sg kumulowane
w komorkach organizméw wyzszych i mogg by¢ stosowane w celach terapeutycznych,
jednak mechanizm ich dziatania nie zostat jak dotgd w petni wyjasniony. Przypuszcza sie, ze
poczatkowo NPs optaszczajg komédrke i oddziatujg z btong komdrkowaq bakterii, powodujac
zaburzenie jej przepuszczalnosci. Po wniknieciu do komérki AgNPs zaktdcajg proces syntezy
sciany komorkowej i kwasow nukleinowych oraz hamujg dziatanie enzymoéw, generujac
powstawanie w komdrce reaktywnych form tlenu, gtownie nadtlenku wodoru. Nanoczastki
reaguja gtdwnie ze zwigzkami zawierajgcymi siarke i fosfor w wyniku czego dochodzi do
Smierci komorki bakteryjnej. Mechanizmy oddziatywania nanoczgstek z komérkg bakteryjng
zostaty doktadniej scharakteryzowane w zacytowanych powyzej pracach przeglagdowych oraz
dwdch rozdziatach w monografiach.

Badania prowadzone w Zakitadzie Genetyki Bakterii, UW dotyczyty wptywu
nanoczgstek srebra na komorki wybranych gatunkéw bakterii patogennych. Stosowany przez
nas preparat nanoczastek srebra aXonnite (firmy NanoTech), otrzymany byt metodg fizyczna.
Wykazywat on dziatanie antybakteryjne wobec bakterii gramujemnych jak réwniez
gramdodatnich, przy czym jego aktywno$é byta nieznacznie silniejsza wobec bakterii
gramujemnych. Udato nam sie wykazaé wptyw AgNPs na strukture i funkcje patogendw
bakteryjnych a oddziatywanie z ostonami komodrkowymi ma kluczowe znaczenie dla
obserwowanego efektu antybakteryjnego. Uzyskane wyniki weszty w sktad rozprawy
doktorskiej K. Markowskiej, ktérej bytam promotorem pomocniczym, zostata ona obroniona
w 2016, promotorem rozprawy byta prof. K.I. Wolska. Wyniki zostaty opublikowana w pracy
(Markowska i wsp., 2014). Ostatnia praca dotyczgca wptywu AgNPs na metabolizm
peptydoglikanu u Listeria monocytogenes zostata przyjeta do druku (Markowska i wsp.,
2018).

Aktywnos$¢ nanoczagstek srebra potwierdzono réwniez wobec glonédw z rodzaju
Prototeca, badania te przeprowadzono przy wspoétpracy z dr T. Jagielskim z Zaktadu
Mikrobiologii Stosowanej, UW (Jagielski i wsp., 2018). Glony z rodzaju Prototeca to
prymitywne, jednokomoérkowe drobnoustroje, ktére w wyniku ewolucji utracity chlorofil i
przystosowaty sie do heterotroficznego sposobu odzywiania. Glony te nalezg do gatunkow
chorobotwérczych o stosunkowo niskiej zjadliwosci, do zakazenia nimi dochodzi gtéwnie
u osobnikéw z ostabionym uktadem immunologicznym. Prototekozy to choroby ludzi i
zwierzgt domowych (gtdwnie bydta) a takze zwierzat dzikich wywotane przez rézne gatunki
Prototheca spp. U bydta najczesciej sg to infekcje gruczotéw sutkowych, wynikajgce gtéwnie
z braku higieny, przyczyniajg sie one do obnizenia, jakosci i ilosci mleka. Przeprowadzone
przez nas badania wykazaty wysokag skuteczno$é algobdjczg nanoczastek srebra wobec
P. zofii 1, Il, P. blashkeae, P. ulmea, P. curtis, P. miyajii, P. wickerhamii oraz P. stanoza,
rowniez wobec biofilméw tworzonych przez te gatunki (Jagielski i wsp., 2018).

Kolejny rodzaj nanoczgstek, ktéry stat sie przedmiotem moich badan to tlenek cynku
(ZnO). Tlenek cynku stosuje sie przy wytwarzaniu biosensordw oraz ze wzgledu na jego
manometryczne rozmiary i antybakteryjne wifasciwosci w stomatologii do wypetniania
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kanatow zebowych. Stosowany jest on rowniez w kosmetyce dzieki zdolnosci do
absorbowania fal UV oraz ze wzgledu na jego wtasciwosci przyspieszajace gojenie sie ran.
Mechanizm antybakteryjnego dziatania ZnO nie jest do konca poznany. Jak dotgd wiadomo,
ze indukuje on w komdrkach stres oksydacyjny powoduje rdwniez wzrost stezenia innych
reaktywnych form tlenu (ROS) oraz nadprodukcje biatka p53. Bardzo istotnym problemem
w ostatnich latach sg nawracajace i przewlekte infekcje grzybicze w obrebie jamy ustnej
u pacjentéw stosujagcych ruchome i state uzupetnienia protetyczne. Materiatem
kompozytowym stosowanym do wytwarzania protez jest polimetakrylan metylu (PMMA),
ktory niestety bardzo tatwo jest kolonizowany przez rézne gatunki Candida. Stosowana do
lecznia stomatopatii nystatyna usuwa grzyba z powierzchni bton $luzowych, jest jednak nie
skuteczna w przypadku porowatych powierzchni tworzywa. Jest to powodem czesto
nawracajgcych zakazen, dlatego integralng czescig leczenia jest wymiana uzupetnienia
protetycznego. Celem badan byta analiza wptywu ZnO znajdujacego sie w materiale
kompozytowym (PMMA) na przezywalnos$¢ oraz rozwdj biofilméw C. albicans. Badania
prowadzono przy wspoétpracy z Katedrg Protetyki Stomatologicznej, WUM. Nanoczastki
tlenku cynku byty nanoszone na powierzchnie badanego kompozytu lub inkorporowane
w jego wnetrzu. Wykazano, ze nanoczastki ZnO wykazujg silne dziatanie grzybobdjcze oraz
wptywajg na zahamowanie tworzenia biofilmu przez C. albicans. Przezywalnos¢ komoérek
w obecnosci ZnO byta znaczgco obnizona, rowniez biofilm byt silnie hamowany niezaleznie
od sposobu nanoszenia nanoczgstek na powierzchnie PMMA. Udowodniono, ze nanoczgastki
ZnO moga by¢ z powodzeniem stosowane, jako dodatek do materiatéw kompozytowych,
powodujgc ich oporno$¢ na kolonizacje przez C. albicans. Rowniez PMMA, w ktérym
nanoczastki ZnO znajdowaty sie w jego wnetrzu dawat skuteczng ochrone i zabezpieczat
pacjenta przed tego typu infekcjami. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w dwédch
pracach oryginalnych (Cierech i wsp., 2015; Cierech i wsp., 2016). Jestem rdéwniez
wspolautorkg 1 pracy przegladowej (Markowska i wsp., 2013) oraz dwéch rozdziatow
w ksigzkach dotyczacych odpowiednio wptywu nanoczastek na hamowanie struktury
biofilmu oraz inhibicje systemu QS przez nanoczgstki (Wolska i wsp., 20015; Wolska i wsp.,
2017).
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Pozostate publikacje przegladowe, ktdorych bytam wspétautorkg dotyczg waznych
probleméw mikrobiologicznych, opisujg procesy istotne dla funkcjonowania komérek
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bakteryjnych oraz poruszaja aspekty zwigzane z aplikacyjnym zastosowaniem
mikroorganizmow.

Endospory bakteryjne to struktury tworzone gtéwnie przez bakterie gramdodatnie.
Do ich wytwarzania dochodzi, gdy komdrki poddane sg warunkom stresowym. Proces
sporulacji jest ztozony i kontrolowany na wielu etapach, w zacytowanej pracy przegladowej
omoéwiono gtéwne aspekty zwigzane z tym procesem ze szczegdlnym uwzglednieniem
kontrolujgcych go mechanizmoéw genetycznych (Wolska i wsp., 2007).

Praca. poswigcona pigmentom bakteryjnym analizuje je jako potencjalne czynniki
wirulencji wybranych bakterii. Opisuje réwniez funkcje pigmentéw niezwigzane
z chorobotwdrczoscig, takie jak fotosynteza, pozyskiwanie Zelaza czy ochrona przed
szkodliwym dziataniem czynnikéw $rodowiskowych i zwigzkéw antybakteryjnych oraz
porusza aspekt ich potencjalnego zastosowania w medycynie (Wolska i wsp., 2010).

Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe (MFC) s3 przyktadem aplikacyjnego zastosowania
mikroorganizméw. W pracy przedstawiono zasade dziatania i rodzaje obecnie stosownych
ogniw MFC, opisano mikroorganizmy zdolne do wytwarzania elektrycznosci oraz wydajnos¢
procesow przeprowadzanych przy ich udziale. Szczegding uwage poswiecono komercjalizacji
ogniw oraz powszechnemu ich wykorzystaniu (Markowska i wsp., 2013)

Zwigzki interkalujgce z bakteryjnymi systemami wyczuwania liczebnosci stanowig
duzg grupe do ktérej zaliczane sg organiczne inhibitory QS, inhibitory roslinne, inhibitory
pochodzenia zwierzgecego czy inhibitory produkowane przez bakterie. Hamowanie QS
mozliwe jest rowniez przez nanoczastki. W pracy przeanalizowano najwazniejsze aspekty
zwigzane z mechanizmami ich dziatania (Wolska i wsp., 2016).
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