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Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii nadany uchwata Rady Naukowej
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego z dnia 04.10.2004r. Tytul rozprawy
doktorskiej: ,,Wspotdziatanie fosfolipazy A oraz biatka p60 z listeriolizyng O w procesie
patogenezy Listeria monocytogenes”. Promotorem w przewodzie doktorskim byt dr hab.
Jacek Bielecki, prof. UW (Zaktad Mikrobiologii Stosowanej, Instytut Mikrobiologii,
Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski), a recenzentami prof. dr hab. Antoni Roézalski
(Zaktad Immunobiologii Bakterii, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet
Lodzki) oraz prof. dr hab. Zdzistaw Markiewicz (Zaklad Fizjologii Bakterii, Instytut
Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski).

Rozprawa doktorska uzyskata wyroznienie Rady Naukowej Wydzialu Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego, zostala rowniez wyrozniona nagrodg indywidualng III’ Rektora
Uniwersytetu Warszawskiego za osiggnigcie naukowe.

Tytul magistra biotechnologii uzyskany na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego
14.07.1999r. Tytul pracy magisterskiej; ,Wspotdziatanie fosfolipazy Listeria
monocytogenes z innymi determinantami patogenezy”. Praca wykonana pod kierunkiem dr
hab. Jacka Bieleckiego, prof. UW.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

18.03.2009r. do chwili obecnej: adiunkt w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej, Instytutu
Mikrobiologii, Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

15.10.2004r. — 17.03.2009r.: adiunkt w Zakladzie Mikrobiologii Ogodlnej, Instytutu
Mikrobiologii, Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

01.10.1999r. — 04.10.2004r.: studia doktoranckie na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego pod kierunkiem dr hab. Jacka Bieleckiego, prof. UW.

01.10.1994r. — 14.07.1999r.: studia magisterskic na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego

Wskazanie osiggnigcia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. Nr 65, poz. 595 ze zm.)

Tytul osiagnigcia naukowego

Podloze genetyczne wrodzonej opornosé na cefalosporyny oraz tolerancji na antybiotyki
B-laktamowe Listeria monocytogenes oraz jego zwigzek z odpowiedzig na stres
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b) publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego, ze szczegélowym omoéwieniem
indywidualnego wkladu wnioskodawcy

1. Krawczyk-Balska A, Popowska M, Markiewicz Z. 2012. Re-evaluation of the significance
of penicillin binding protein 3 in the susceptibility of Listeria monocytogenes to B-lactam
antibiotics. BMC Microbiol. 12(1):57.

IF2012 = 3,104; punkty MNISW — 30; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 5

Wkiad habilitantki: 85 %; autor korespondencyjny; wspotautorstwo koncepcji badan;
zaplanowanie wigkszosci doswiadczen, wykonanie wigkszosci doswiadczen; analiza i
interpretacja wynikéw badan; przygotowanie tabel i rycin; udzial w przygotowaniu
manuskryptu (przygotowanie jego pierwszej wersji); przygotowanie odpowiedzi na uwagi
recenzentow

2. Krawczyk-Balska A, Marchlewicz I, Dudek D', Wasiak K', Samluk A" 2012.
Identification of a ferritin-like protein of Listeria monocytogenes as a mediator of B-lactam
tolerance and innate resistance to cephalosporins. BMC Microbiol 12:278.

[F2012 — 3,104; punkty MNISW — 30; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 7

Wkiad habilitantki: 80 %; autor korespondencyjny; autorstwo koncepcji badan i zaplanowanie
wszystkich doswiadczen; opieka nad studentkami (Marchlewicz J, Dudek D, Samluk A i
Wasiak K) podczas wykonywania badan, ktore weszly w sktad publikacji; wykonanie czesci
doswiadczen; analiza 1 interpretacja wynikow badan; przygotowanie tabel i rycin;
przygotowanie manuskryptu; przygotowaniec odpowiedzi na uwagi recenzentow; pozyskanie
funduszy na finansowanie badan (granty N N302 229738 i N303 033 31/0938)

3. Krawczyk-Balska A, Lipiak M. 2013. Critical role of a ferritin-like protein in the control of
Listeria monocytogenes cell envelope structure and stability under B-lactam pressure. PLoS
One. 8(10):¢77808.

[F2013 — 3,534; punkty MNISW — 40; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 5

Wkiad habilitantki: 90 %; autor korespondencyjny; autorstwo koncepcji badan i zaplanowanie
wszystkich do§wiadczen; opieka nad studentka (Lipiak M) podczas wykonywania badan, ktére
weszlty w skiad publikacji; wykonanie czgsci doswiadcezen; analiza i interpretacja wynikow
badan; przygotowanie tabel 1 rycin; przygotowanie manuskryptu; przygotowanie odpowiedzi
na uwagi recenzentow; pozyskanie funduszy na finansowanie badan (N N302 229738)

4. Krawczyk-Balska A, Korsak D, Popowska M. 2014, The surface protein Lmol1941 with
LysM domain influences cell wall structure and susceptibility of Listeria monocytogenes to
cephalosporins. FEMS Microbiol Lett. 357(3): 175-183.

IF3014 - 2,121; punkty MNISW — 20; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 1

Wktad habilitantki: 85 %; autor korespondencyjny; autorstwo koncepcji badan 1 zaplanowanie
wszystkich doswiadczen; wykonanie wigkszosci doswiadczen; analiza 1 interpretacja wynikow
badan; przygotowanie tabel 1 rycin; przygotowanie manuskryptu; przygotowanie odpowiedzi
na uwagi recenzentdéw; pozyskanie funduszy na finansowanie badan (N303 033 31/0938)
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5. Milecka D", Samluk A", Wasiak K, Krawczyk-Balska A. 2015. An essential role of a
ferritin-like protein in acid stress tolerance of Listeria monocytogenes. Arch Microbiol.197:
347-351.

IF2014 - 1,667; punkty MNISW — 20; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) - 2

Wkiad habilitantki: 85 %; autor korespondencyjny; autorstwo koncepcji badan 1 zaplanowanie
wszystkich doswiadczen; opieka nad studentkami (Milecka D, Samluk A i Wasiak K) podczas
wykonywania badan, ktore weszly w sktad publikacji; wykonanie czesci doswiadczen; analiza i
interpretacja wynikow badan; przygotowanie tabeli i rycin; przygotowanie manuskryptu;
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow; pozyskanie funduszy na finansowanie
badan (N N302 229738 i N303 033 31/0938)

6. Krawczyk-Balska A, Markiewicz Z. 2016. The intrinsic cephalosporin resistome of Listeria
monocytogenes in the context of stress response, gene regulation, pathogenesis and therapeutics.
J Appl Microbiol. 2016. 120(2):251-265.

IF2014 — 2,479; punkty MNISW — 30; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) - 0

Wkiad habilitantki: 90 %; autor korespondencyjny; autorstwo koncepcji pracy; wspdtautorstwo
(udzial w analizie i interpretacji danych literaturowych) rozdzialow dotyczacych bialek PBP;
analiza i interpretacja danych literaturowych do pozostatej czgsci pracy; przygotowanie tabel i
ryciny; przygotowanie manuskryptu; przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow

" studenci wykonujgcy prace magisterskie w Zakladzie Mikrobiologii Stosowanej (Instytut
Mikrobiologii, Wydzial Biologii Uniwersytetu Warszawskiego), ktorych bytam opiekunem oraz
promotorem prac dyplomowych. Oswiadczenia wspotautorow okreslajgce ich indywidualny wktad
w powstanie kazdej z powyiszych prac zamieszczono w zalgczniku nr 8. Nie przewiduje sie
wykorzystania ktorejkolwiek z wymienionych prac jako osiggnigcia w innym postepowaniu
awansowym.

Sumaryczny wspofczynnik oddzialywania czasopism, w ktorych ukazaty sie publikacje wchodzace
w skfad osiagnigcia naukowego, zgodnie z rokiem publikacji (w przypadku prac, ktére ukazaty sie
w latach 2015 1 2016, zgodnie z ostatnig dostepng wartoscia IFzg,4) — 16,009

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW za publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego,
zgodnie z zatgcznikiem do komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa wyzszego z dnia 23 grudnia
2015r—170

Sumaryczna liczba cytowan publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego do dnia
zlozenia wniosku (wg bazy Web of Science) — 20

¢) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania
Wstep

Listeria monocytogenes jest oportunistycznym, wewnatrzkomérkowym patogenem ludzi i
zwierzat. Zespot objawow chorobowych wywotywanych przez te Gram-dodatnig bakterie nosi
wspolng nazwe listerioz. Szeroki zakres tolerancji L. monocytogenes na szereg warunkow
srodowiskowych sprawia, iz wystgpuje ona powszechnie w $rodowisku naturalnym (zaréwno w
wodach powierzchniowych, sciekach, glebie jak i w rozktadajacych si¢ szczatkach roslinnych oraz
na powierzchni roslin), a co za tym idzie, czgsto jest obecna takze na surowcach wykorzystywanych
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w przemySle spozywczym. Bakteria ta jest takze doskonale przystosowana do przetrwania
zabiegow stosowanych w obrobce zywnosci tj. dobrze toleruje wysokie stezenia soli i niskie
wartosci pH, a co gorsza, jest zdolna do namnazania si¢ w temperaturach chlodniczych i
przetrwania w produktach mrozonych. To sprawia, ze L. monocytogenes stanowi powazne
zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnosci (Gandhi i Chikindas, 2007).

Przypadki listerioz u ludzi wiaza si¢ ze spozyciem pozywienia zanieczyszczonego
L. monocytogenes. Miejscem przenikania tej bakterii do organizmu czlowieka jest przewdd
pokarmowy, gdzie dociera wraz z tresciag pokarmowa. Infekcja komorek gospodarza rozpoczyna sie
od interakcji  bakteryjnych bialek powierzchniowych InlA i InlB, ktére oddziatlujac ze
specyficznymi receptorami komorek czlowiecka powoduja wymuszenie internalizacji bakterii do
wnetrza komorek gospodarza. Bakteria po wniknigeiu do wnetrza komorki zostaje przejsciowo
zamknigta w fagosomie. Dzigki produkcji listeriolizyny O (hemolizyna L. monocytogenes) oraz
fosfolipazy A, bakteria jest zdolna do degradaciji btony fagosomu, co umozliwia jej przenikanie na
teren cytoplazmy zainfekowanej komorki. W cytozolu bakteria zaczyna si¢ namnaza¢. W tym
samym czasie na wolnym biegunie komorki bakteryjnej dochodzi do rekrutacji aktyny cytoszkieletu
komorki gospodarza, a w procesie tym niezbedne jest bakteryjne biatko ActA. Przylgczanie
kolejnych podjednostek aktyny powoduje wytworzenie specyficznej struktury nazywanej "kometa
listeryjna", dzigki ktorej bakteria przemieszcza si¢ 1 dociera do blony komorkowej zainfekowanej
komorki. Dalszy ruch powoduje wytworzenie wypustki ktora, wraz z bakterig znajdujaca sie
wewnatrz, podlega internalizacji przez sasiadujaca komorke gospodarza, co umozliwia
migdzykomorkowe rozprzestrzenianie L. monocytogenes. W nowo zainfekowanej komorce
bakteria znajduje si¢ zamknig¢ta wewnatrz fagosomu. Dzigki degradacji podwojnej btony fagosomu
witornego, do ktorej dochodzi na skutek aktywnosci listriolizyny O, fosfolipazy A i fosfolipazy B,
L. monocytogenes przenika na teren cytoplazmy, a nastepnie ponownie przechodzi cykl
wewngtrzkomorkowego namnazania 1 rozprzestrzeniania. Po pokonaniu bariery jelita,
L. monocytogenes z krwioobiegiem dociera do watroby i $§ledziony. Kolonizacja tych narzadéw ma
kluczowe znaczenie dla dalszego rozwoju choroby. Jezeli bakterii uda sie przetrwaé¢ i namnozyé w
zainfekowanych organach, to po okoto 20 - 30 dniach nastepuje uwalnianie L. monocytogenes do
krwioobiegu. Z pradem krwi bakterie roznoszone sa po calym organizmie czlowieka.
L. monocytogenes jest patogenem, ktory moze infekowaé szerokie spektrum tkanek gospodarza,
jednakze glowne formy kliniczne listeriozy wskazuja na tropizm tego patogena w kierunku
komorek centralnego ukladu nerwowego oraz, w przypadku kobiet cigzarnych, w kierunku
komorek tozyska i1 plodu (Vazquez-Boland i wsp., 2001). W zwigzku z powyzszym, do
najczegstszych objawow klinicznych listerioz nalezy zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych i
mdzgu, posocznica (sepsa) oraz zakazenia okotoporodowe.

Nie jest znana minimalna dawka wywolujaca objawy kliniczne listeriozy, jakkolwiek w
zarejestrowanych przypadkach zachorowan stwierdzono obecnos¢ L. monocytogenes w ilosci 10°
komorek na gram skazonej zywnos$ci. Wzigwszy jednak pod uwage diugi okres ujawniania sie
choroby oraz zdolno$¢ L. monocytogenes do namnazania si¢ w niskich temperaturach (np.:
pomieszczen chlodniczych czy lodowek) dawka infekcyjna moze by¢ znacznie nizsza (Vazquez-
Boland i wsp., 2001). Do grupy osob o podwyzszonym ryzyku zapadnigcia na listerioze naleza
osoby z uposledzong odpornoscia typu komorkowego tj.: kobiety cigzarne, noworodki, osoby
starsze (po szescdziesiatym roku zycia), a takze osoby przyjmujace leki immunosupresyjne.
Kondycja uktadu immunologicznego ma rowniez istotne znaczenie dla przebiegu 1 wyniku choroby.
Pomimo, ze wydaje sig, iz spozycie pokarmow skazonych L. monocytogenes moze nie naleze¢ do
rzadko$ci (wzigwszy pod uwage czestotliwosé jej wystgpowania), to do rozwoju choroby dochodzi
relatywnie rzadko. Z drugiej strony wskaznik $miertelnosci jest wysoki - listeriozy sa jedna z
najwazniejszych przyczyn smierci noworodkow na skutek infekcji w krajach uprzemystowionych
(EFSA 2012). Szacuje si¢ ze, L. monocytogenes powoduje 1600 zachorowan rocznie w Stanach
Zjednoczonych, z czego ponad 1400 przypadkow wymaga hospitalizacji, a 250 konczy si¢ $miercia
pomimo antybiotykoterapii (Scallan i wsp., 2011). W Unii Europejskiej w 2010 roku wskaznik
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zachorowan na listeriozg wynosit $rednio 0,35 przypadkéw na 100 000 ludnosci, a sredni wskaznik
$miertelnosci 17 % (EFSA 2012).

L. monocytogenes jest uznawana na podstawie niskich wartosci MIC (minimal inhibitory
concentration - minimalne stgzenie hamujace wzrost) za bakterie wrazliwa na wiele waznych
klinicznie grup antybiotykéw, m.in. penicyliny, karboksypenicyliny, aminopenicyliny,
karbapenemy, ryfamycyny, tetracykliny i aminoglikozydy. Natomiast w przypadku pierwszej
generacji chinolonéw, fosfomycyny, monobaktamow i czesci cefalosporyn, zwlaszcza o szerokim
spektrum dziatania np.: cefotaksymu czy ceftazydymu L. monocytogenes wykazuje wrodzona
(naturalng) opormos¢ (Hof i wsp., 1997, Hof, 2003). Biorac pod uwage wrazliwo$¢ L.
monocytogenes na antybiotyki, a takze zdoInos¢ antybiotykéw do przenikania bariery krew-moézg
oraz efekty uboczne stosowania poszczegdlnych antybiotykéw zalecang terapia w leczeniu listerioz
jest stosowanie antybiotykow [B-laktamowych takich jak penicylina G i ampicylina lub jednoczesne
stosowanie tych 3-laktaméw w skojarzeniu z gentamicyna, z uwagi na zaobserwowane w testach in
vitro wzmozone dzialanie bakteriobdjcze kombinacji tego aminoglikozydu i B-laktamu (Hof i wsp.,
1997, Hof, 2003). Aczkolwiek, wyniki ostatnich badan epidemiologicznych nie potwierdzaja
synergistycznego efektu stosowania gentamicyny w skojarzeniu z ampicyling w terapii inwazyjnej
listeriozy (Mufioz i wsp., 2012). Stosowana dotychczas terapi¢ antybiotykowa listerioz trudno
uzna¢ za wysoce skuteczng biorac pod uwage wysoki wskaznik $miertelnosci pomimo podjecia
terapii antybiotykowej, ktory w przypadku o0sob z niewydolnoscia ukladu immunologicznego moze
wynosi¢ nawet do 30% (EFSA, 2012; Muroz i wsp., 2012).

Biorgc pod uwage sama wrazliwos¢ L. monocytogenes na rozne klasy antybiotykéw, na
pierwszy rzut oka trudno zrozumie¢ przyczyne niepowodzenia terapeutycznego antybiotykoterapii
listerioz. Rozwazajac to zagadnienie nalezy stwierdzi¢, ze antybiotykoterapia listerioz jest
problemem zlozonym. Leczenie jest trudne ze wzgledu na fakt, iz L. monocytogenes jest patogenem
wewngtrzkomorkowym. Sukces antybiotykoterapii listerioz jest wigc w duzej mierze zalezny od
zdolnosci antybiotyku do przenikania do wngtrza komoérek, osiggnigcia odpowiednicgo stezenia, a
takze zachowania aktywnosci w odpowiednim kompartmencie wewnatrzkomérkowym
zainfekowanego organizmu gospodarza. Antybiotyki B-laktamowe zalecane w terapii listerioz
wydajg sie spetnia¢ wspomniane powyzej kryteria (Hof, 2003). Niewatpliwie negatywnie na wynik
leczenia wptywa réwniez dlugi okres utajenia infekcji, co powoduje, Ze antybiotykoterapia
wlgczana jest dopiero w momencie peinej manifestacji objawéw klinicznych choroby. Innym
czynnikiem obnizajagcym skutecznos¢ terapii jest fakt, iz przypadki listeriozy dotycza czesto 0sob z
zaburzeniami odpornosci, co powoduje, ze system immunologiczny osoby chorej nie wspoldziata
wydajnie z zastosowang antybiotykoterapia w eradykacji patogenu. Warto wspomnieé, Ze w
przypadku takich oséb zaleca si¢ stosowanie antybiotykéw o dzialaniu bakteriobdjezym w celu
zwigkszenia szansy na powodzenie terapii.

Generalnie antybiotyki B-laktamowe, takie jak penicylina G czy ampicylina, wykazuja
dziatanie bakteriobojcze w stosunku do drobnoustrojow klasyfikowanych jako wrazliwe na
podstawie niskich wartosci MIC. Wiasciwos¢ ta jest zwiazana z mechanizmem dziatania B-
laktaméw, ktory polega na blokowaniu ostatniego etapu biosyntezy peptydoglikanu (mureiny)
bedacego glownym sktadnikiem sciany komorkowej bakterii. Peptydoglikan zapewnia integralnosé
komoérki bakteryjnej dzigki ochronie komorki przed zmianami ci$nienia osmotycznego oraz
szkodliwymi czynnikami s$rodowiska zewnetrznego. Peptydoglikan jest wiclowarstwowa
makromolekulg zbudowang z powtarzajacych si¢ podjednostek disacharydopentapeptydow.
Podjednostki te tworza lancuchy cukrowe zbudowane z N-acetyloglukozaminy i kwasu N-
acetylomuraminowego pofaczonych wigzaniem [ 1—4 glikozydowym. Do kwasu N-
acetylomuraminowego przylagczony jest amidowo krotki peptyd zbudowany z ulozonych
naprzemiennie izomeréw L i D aminokwaséw. Lancuchy cukrowe peptydoglikanu potaczone sa ze
sobg wigzaniami peptydowymi tworzonymi pomiedzy pentapeptydami sasiadujacych laricuchow
cukrowych, co zapewnia odpowiednie usieciowanie, spdjnosé strukturalng i wytrzymatosé
peptydoglikanu (Volmer 1 wsp., 2008a). W procesie biosyntezy peptydoglikanu kluczowa role
odgrywaja dwie klasy enzymow. Pierwsza z nich  stanowig biatka wigzace penicyling (PBP -
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penicillin-binding proteins), ktore dzigki aktywnosci transglikozydazowej wiaczaja nowo
zsyntetyzowane podjednostki disacharydopentapeptydow do istniejgcych lancuchéw mureiny,
natomiast dzigki aktywnosci transpeptydazowej wytwarzaja wigzania peptydowe pomiedzy
pentapeptydami nowo wprowadzanych podjednostek a peptydami obecnymi w istniejacej strukturze
mureiny. Biatka PBP zapewniaja wigc wzrost woreczka mureinowego oraz jego prawidlowe
usieciowanie (Sauvage i wsp., 2008). Druga klas¢ enzymow stanowig hydrolazy mureiny
(autolizyny), ktore sg odpowiedzialne za hydrolize wiazan w istniejacej strukturze peptydoglikanu
dostarczajagc w ten sposob miejsca akceptorowe dla nowych podjednostek peptydoglikanu. Obie
klasy enzymoéw wspoldzialaja ze soba w procesie wzrostu woreczka mureinowego (Volmer i wsp.,
2008b). Mechanizm dziatania antybiotykoéw B-laktamowych polega na wigzaniu si¢ antybiotyku z
centrum aktywnym domeny transpeptydazowej biatek PBP, co powoduje utrate ich aktywnosci, a w
efekcie prowadzi do spadku usieciowania peptydoglikanu. Utrata aktywnosci transpeptydazowe;j
biatek PBP, przy jednoczesnym zachowaniu aktywnosci hydrolaz mureiny prowadzi do autolizy
komoérek bakterii, co pozwala klasyfikowaé¢ antybiotyki p-laktamowe jako antybiotyki
bakteriobojcze.

Jednakze w przypadku L. monocytogenes antybiotyki B-laktamowe stosowane w terapii
listerioz wywieraja jedynie efekt bakteriostatyczny a nie bakteriobdjczy, a zjawisko to nosi nazwe
tolerancji (Hof i wsp., 1997, Hof, 2003). W praktyce wigc, pomimo zastosowania penicyliny G lub
ampicyliny w stezeniu wielokrotnie wyzszym niz wartos¢ MIC dla tych antybiotykow nie
obserwuje si¢ zadawalajacej redukeji liczby bakterii, a cz¢$¢ populacji, ktora nie ginie w obecnosci
antybiotyku, trwa nie rosnac 1 nie dzielac si¢. Niedzielace si¢ bakterie moga teoretycznie trwaé w
stanie bakteriostazy przez nicokreslony czas i stanowi¢ rezerwuar zywych komorek, prowadzac do
utrzymujacej si¢ infekcji. Co ciekawe, nietypowa dla bakterii jest rowniez reakcja komorek
L. monocytogenes na dzialanie tych antybiotykow tj. smierci komorek nie towarzyszy ewidentna
autoliza (Popowska i wsp., 1999). Tolerancja L. monocytogenes na antybiotyki B-laktamowe jest
czynnikiem niewatpliwie negatywnie wplywajacym na skutecznosc¢ leczenia, zwlaszcza, ze jest ona
uznawana za przyczyng¢ nawrotow choroby po zakonczeniu antybiotykoterapii (Hof, 2003).
Kolejnym czynnikiem negatywnie wplywajagcym na skutecznos¢ antybiotykoterapii listerioz, a
ktory wynika z wlasciwosci samego patogenu, jest naturalna oporno$¢ L. monocytogenes na
cefalosporyny o szerokim spektrum dziatania. Wydaje si¢ to by¢ szczegolnie istotne w praktyce
klinicznej, poniewaz antybiotyki z tej grupy naleza do najczgsciej stosowanych w przypadkach
sepsy o nieznanej etiologii. Wrodzona opornos¢ na antybiotyki jest zjawiskiem stosunkowo czgsto
wystepujgcym wsrod wielu gatunkéw bakterii. Opornosé tego typu jest zjawiskiem niezaleznym od
presji antybiotykowej i cecha stala dla danego gatunku. Rézni si¢ w sposob ewidentny od opornosci
nabytej, gdyz jej przyczyna nie jest horyzontalny transfer genow, ani mutacje zachodzgce
spontanicznie w genach chromosomowych (Cox 1 Wright, 2013; Olivares i wsp., 2013). Podtoze
genetyczne zjawiska tolerancji L. monocytogenes na antybiotyki B-laktamowe oraz wrodzonej
opornosci na cefalosporyny jeszcze kilka lat temu byly stosunkowo stabo poznane. Za glowna
przyczyng opornosci na cefalosporyny uznawano niskie powinowactwo tej grupy antybiotykow do
biatka PBP3 (Vicente i wsp., 1990). Ponadto wiadomo bylo, ze 2 systemy dwusktadnikowe tj.
LisRK 1 CesRK (Cotter 1 wsp., 2002; Kallipolitis 1 wsp., 2003), a takze pompa opornosci
wielolekowej MdrL (Mata 1 wsp., 2000) zaangazowane sa w ksztaltowanie naturalnej opornosci na
cefalosporyny. Jeszcze mniej wiadomo bylto o podtozu tolerancji L. monocytogenes na penicyling
G 1 ampicyling. Jedynym wowczas znanym czynnikiem warunkujgcym tolerancje byl alternatywny
czynnik transkrypcyjny SigB (Begley 1 wsp., 2006), ktory jest odpowiedzialny za adaptacje L.
monocytogenes do zycia w réznych warunkach stresowych 1 kontroluje ekspresje okoto 200 genéw
(Raengpradub i wsp., 2008).

Biorac powyzsze pod uwage, celem naukowym przedstawionego osiagnigcia bylo lepsze
poznanie podloza genetycznego wrodzonej opornosci na cefalosporyny i tolerancji na antybiotyki
B-laktamowe L. monocytogenes. W publikacjach stanowigcych podstawe wskazanego osiggnigcia
naukowego skupiono si¢ zwlaszcza na identyfikacji i charakterystyce nieznanych genéw
L. monocytogenes zaangazowanych w ksztalttowanie tych zjawisk, a takze analizie ich zwigzku z
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odpowiedzia na stres. Wyniki prezentowanych badan moga w dalszej perspektywie staé sie
punktem wyjscia do opracowania nowych antylisteriowych strategii terapeutycznych, poniewaz
biatka kodowane przez geny petnigce istotng rol¢ w analizowanych zjawiskach stanowia atrakcyjne
cele dla opracowania nowych chemioterapeutykow, ktorych zastosowanie z duzym
prawdopodobienstwem przyczyni si¢ bardziej efektywnej eradykacji L. monocytogenes.

Najwazniejsze wyniki badan

Publikacja: Krawczyk-Balska A, Popowska M, Markiewicz Z. 2012. Re-evaluation of the
significance of penicillin binding protein 3 in the susceptibility of Listeria monocytogenes to
beta-lactam antibiotics. BMC Microbiol. 12(1):57)

W erze pre-genomowej badan nad L. monocytogenes biatko PBP3 uznawane byto za letalny
cel dziatania dla antybiotykow [B-laktamowych. Poglad ten wynikat z faktu, iz spos$rod wszystkich
bialek PBP L. monocytogenes, jedynie w przypadku biatka PBP3 obserwowano doskonatg
korelacj¢ pomig¢dzy wrazliwoscig na rozne klasy B-laktamow a ich powinowactwem do biatka
PBP3. Ponadto, jedynie biatko PBP3 produkowane przez rozne izolaty L. monocytogenes, czy
nawet roézne gatunki nalezace do rodzaju Listeria, charakteryzowato si¢ stala masa czasteczkowsa
oraz podobnym poziomem ekspresji (Hakenbeck i Hof, 1991; Vicente i wsp., 1990). W erze post-
genomowej, a wigc gdy dostgpna stala si¢ petna sekwencja genomowa L. monocytogenes, mozliwa
stala si¢ bardzie] szczegdétowa analiza funkcjonalna bialek PBP. Wykonane wowczas badania
wrazliwosci szczepow mutantow w genach kodujacych biatka PBP L. monocytogenes wykazaty, ze
3 sposrod 6 analizowanych gendéw maja znaczenie dla wrazliwosci L. monocytogenes na
antybiotyki B-laktamowe (Guinane i wsp., 2006). Wykonana przeze mnie analiza wskazywala, ze
biatko PBP3 kodowane jest przez gen Imol438. Jednakze wyniki badan Guinane i
wspotpracownikow (2006) wykazaly, ze mutacja w genie Imol438 nie zmienia wrazliwosci
L. monocytogenes na B-laktamy. Biorac pod uwage te sprzeczne dane postanowitam zbadaé czy
biatko PBP3 jest rzeczywiscie kodowane przez gen Imol438. W tym celu postanowitam
przeprowadzi¢ nadekspresje genu Imol438 w L. monocytogenes. Aby przeprowadzié nadekspresje
skonstruowatam wektor pAKB wykorzystujac 2 wektorowy system NICE (nisin-controlled
expression) z Lactococcus lactis (de Ruyter 1 wsp., 1996). W systemie tym, dwuskladnikowy
system transdukcji sygnalu NisRK w odpowiedzi na obecnos$¢ nizyny w $rodowisku reguluje
pozytywnie ekspresj¢ genow z promotora P4 Konstrukcja wektora pAKB obejmowata
sklonowanie genow nisRK ponizej promotora genu hly L. monocytogenes, a nastepnie sklonowanie
uzyskanego modutu do wektora pNZ8048 niosacego promotor P,;4. Do wektora pAKB, ponizej
promotora P, sklonowalam nastepnie gen /mol438, a uzyskany wektor wykorzystatam do
nadekspresji genu /mol438 w L. monocytogenes. Analiza biatek blonowych szczepu z nadekspresja
Imol1438 wykazala obecnos¢ dodatkowego biatka o masie okoto 80 kDa i byla to masa zgodna z
przewidywana dla produktu biatkowego analizowanego genu. Wykonana nast¢pnie analiza
autoradiograficzna bialek PBP oraz analiza densytometryczna uzyskanych autoradiogramow
wykazata ponad trzykrotnie wyzsza zawartosé¢ biatka PBP3 w szczepie z nadekspresja Imol438.
Wynik ten stanowil bezposredni dowodd, iz biatkko PBP3 jest kodowane gen Imol438.
Zaobserwowano, ze nadekspresji PBP3 towarzyszyl niewielki, ale istotny statystycznie, wzrost
ekspresji biatka PBP4, o ktorym wiadomo, ze kodowane jest przez gen Imo2229 (Zawadzka-
Skomial 1 wsp., 2006). Ponadto szczep z nadekspresja PBP3 wykazywal opdzZnienie tempa wzrostu
oraz zredukowang dhugos¢ komorek w stacjonarnej fazie wzrostu, co sugeruje zaangazowanie tego
biatka w proces podzialu komorek L. monocytogenes. W badaniach wrazliwosci szczep z
nadekspresja PBP3 wykazywal zwigkszona wrazliwos¢ na subinhibitorowe stezenia niektorych
antybiotykow [-laktamowych oraz spadek przezywalnosci w stezeniu penicyliny G powyzej
wartosci MIC. Jednakze wartosci MIC testowanych [B-laktamow (bedace wyznacznikiem
wrazliwosci) nie ulegly zmianie na skutek nadekspresji PBP3. Uzyskane wyniki razem z wynikami
badan Guinane 1 wspoélpracownikow (2006) pozwolity zweryfikowaé hipoteze o kluczowej roli
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biatka PBP3 w ksztaltowaniu wrazliwosci L. monocytogenes na antybiotyki B-laktamowe. Wyniki
te wskazuja, ze biatko PBP3 nie jest latalnym celem dziatania dla B-laktaméw w komorkach L.
monocytogenes.

Glowne osiggniecia poznawcze

Wyniki badan przedstawionych w tej pracy pozwolity na stwierdzenie, ze biatko PBP3
L. monocytogenes nie jest letalnym celem dzialania dla antybiotykéw B-laktamowych, a tym
samym wykazanie, ze dotychczasowa hipoteza na ten temat jest btgdna

Publikacja: Krawczyk-Balska A, Marchlewicz J, Dudek D, Wasiak K, Samluk A. 2012.

Identification of a ferritin-like protein of Listeria monocytogenes as a mediator of B-lactam
tolerance and innate resistance to cephalosporins. BMC Microbiol 12:278.

Wiele genéw bakteryjnych, ktorych ekspresja wzrasta w obecnosci antybiotyku, pekni
rowniez wazna role we wrazliwosci na ten antybiotyk. Zaleznos¢ taka obserwuje sie rowniez w
przypadku niektorych genow L. monocytogenes. Biorac pod uwage te obserwacje postanowitam, w
kolejnym etapie badan nad wrazliwoscia L. monocytogenes na antybiotyki [-laktamowe,
przeprowadzi¢ identyfikacje gendw L. monocytogenes, ktorych ekspresja wzrasta pod wplywem
presji penicyliny G. W tym celu skonstruowatam system do identyfikacji promotoréw L.
monocytogenes. System ten sktadat si¢ wektora pAT28, do ktérego sklonowatam gen hly (kodujacy
listeriolizyne O) bez sekwencji promotora oraz z szczepu mutanta delecyjnego L. monocytogenes w
genie hly, ktéry w wyniku wprowadzonej mutacji stat si¢ szczepem nichemolitycznym. Do wektora
pAT28/hly, powyze] bezpromotorowego genu hly zostaly sklonowane fragmenty DNA
genomowego L. monocytogenes uzyskane w wyniku nebulizacji lub enzymatycznego trawienia. W
ten sposob przygotowano 4 biblioteki genow L. monocytogenes, ktore nastgpnie wprowadzono do
szczepu L. monocytogenesAhly. W puli uzyskanych komorek zidentyfikowano 259 klonéw
hemolitycznych tj. tworzacych strefy p-hemolizy na podtozu uzupetnionym krwig i penicyling G w
stezeniu subinhibitorowym. Klony te niosty wektor pAT28/hly ze sklonowanym powyzej genu
reporterowego fragmentem DNA zawierajacym funkcjonalny promotor L. monocytogenes.
Uzyskana pulg klonow hemolitycznych replikowano na podloze uzupetnione krwig i penicyling G
oraz podtoze uzupetnione krwig i niezawierajace antybiotyku. W ten sposob wyselekcjonowano
klony, ktore na podlozu uzupehionym penicyling G tworzyly strefy hemolizy o wigkszej $rednicy.
Zwigkszong aktywnos$¢ hemolityczng tych klonoéw potwierdzono metoda spektrofotometryczna.
Nastepnie przeprowadzono sekwencjonowanie DNA fragmentéw sklonowanych powyzej genu Aly
w wyselekcjonowanych klonach wykazujacych wzmozona aktywnos¢ hemolityczng pod wpltywem
presji penicyliny G. Analizy uzyskanych sekwencji pozwolilty na wytypowanie 10 genow, ktorych
ekspresja jest indukowana w odpowiedzi na presj¢ penicyliny G. Indukowalny charakter ekspresji
zidentyfikowanych genéw w obecnosci tego PB-laktamu w szczepie dzikim L. monocytogenes
potwierdzono wykonujac pol-ilosciowe analizy RT-PCR.

Trzy sposrod zidentyfikowanych gendéw tj. phoP, axyR oraz fri zostaly wybrane do dalszej
analizy, poniewaz geny te koduja biatka o charakterze regulacyjnym. Gen phoP koduje regulator
transkrypcji dwuskladnikowego systemu transdukcji sygnalu PhoPR. W przypadku B. subtilis
wykazano, ze system PhoPR jest zaangazowany w kontrole biosyntezy kwasow tejchojowych,
kluczowego komponentu sciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich (Qi i Hulett, 1998). Gen
axyR koduje regulator transkrypcji z rodziny AraC/XylS. Niektore regulatory nalezace do rodziny
AraC/XylS warunkuja tolerancj¢ antybiotykowa (Gallegos 1 wsp., 1997). Gen fri koduje listeryjna
ferrytyne, ktora nalezy do rodziny bakteryjnych biatek Dps (DNA-binding proteins from starved
cells) chronigcych DNA w warunkach stresowych (Haikarainen 1 Papageorgiou, 2010). Biatka Dps
dzigki zdolnosci utleniania i przechowywania zelaza zapobiegaja powstawaniu wolnych rodnikdéw
hydroksylowych. Pelnig wigc one w komorkach bakteryjnych wazng funkcje w przeciwdziataniu
szkodliwemu dziataniu zelaza w warunkach tlenowych. Ferrytyna L. monocytogenes peni istotng
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role w wirulencji i ochronie komorek L. monocytogenes przed wieloma czynnikami stresowymi i
Jakkolwiek nie jest sensu stricto biatkiem regulatorowym, to posrednio wywiera istotny wplyw na
globalny metabolizm komérkowy. Swiadcza o tym zmiany zawartoci regulatorow CcpA
(catabolite control protein A) i czynnika anty-sigma B - biatka RsbW obserwowane w szczepie
mutanta L. monocytogenesAfri, ktore wskazuja na wplyw ferrytyny na globalng sieé¢ regulacyjna
(Dussurget i wsp., 2005; Olsen i wsp., 2005).

W toku dalszych prac badawczych skonstruowano szczepy mutantow delecyjnych
L. monocytogenes w genach phoP i axyR (szczep mutanta L. monocytogenesAfri otrzymano od prof.
H. Ingmer), a nastgpnie poddano je analizie. Badania wykazaly, iz brak funkcjonalnych genéw
phoP 1 axyR nie skutkuje zmiang wrazliwos¢ 1 tolerancji L. monocytogenes na B-laktamy. Jedyng
zaobserwowang roznica w przypadku mutantow AphoP i AaxyR bylo szybsze tempo wzrostu tych
szczepoOw w obecnosci subinhibitorowego st¢zenia B-laktamow, co wskazuje iz, geny phoP i axyR
nie odgrywaja znaczacej roli w ksztattowaniu fenotypu opornosei i tolerancji L. monocytogenes na
antybiotyki P-laktamowe. Analogiczne badania wykonane dla mutanta L. monocytogenes Afri
pozwolily zaobserwowaé¢ dwukrotny wzrost wrazliwosci szczepu mutanta L. monocytogenes Afri na
dwie cefalosporyny tj. cefalotyne oraz cefradyne. Porownanie tempa wzrostu szczepu mutanta Afri i
szczepu dzikiego w subinhibitorowych stezeniach penicyliny G i ampicyliny wykazato, Zze szczep
mutanta charakteryzuje si¢ wyraznie spowolnionym tempem wzrostu. Badanie tolerancji wykazalo
natomiast, ze brak funkcjonalnego genu fri skutkuje calkowita utrata zdolnosci komorek
L. monocytogenes do przezycia w obecnosci letalnych stezen wspomnianych antybiotykow. Wyniki
te wskazuja, ze ferrytyna pelni wazna role w ksztaltowaniu fenotypu tolerancji oraz opornosci L.
monocytogenes na antybiotyki B-laktamowe.

Glowne osiggniecia poznawcze
Wiyniki badan przedstawionych w tej pracy pozwolity na:
e Identyfikacj¢ 10 genow L. monocytogenes, ktorych ekspresja wzrasta pod wplywem presji
penicyliny G
e Identyfikacj¢ ferrytyny L. monocytogenes jako biatka petniacego wazng role we wrodzonej
opornosci L. monocytogenes na cefalosporyny oraz tolerancji na f-laktamy

Publikacja: Krawczyk-Balska A, Lipiak M. 2013. Critical role of a ferritin-like protein in the

control of Listeria monocytogenes cell envelope structure and stability under B-lactam
pressure. PLoS One. 8(10):e77808.

Zaobserwowana istotna rola ferrytyny w tolerancji L. monocytogenes na penicyline G oraz
ampicyling stala si¢ punktem wyj$cia do dalszych badan. Powszechnie przyjmuje sie, ze zjawisko
tolerancji bakterii na PB-laktamy jest zwiazane z brakiem odpowiedniej aktywnosci hydrolaz
mureiny (autolizyn), ktorych kontrola w komorkach bakteryjnych jest niezwykle ztozona (Rice i
Bayles, 2008). W przypadku bakterii Gram-dodatnich uwaza si¢, ze kluczowa role w kontroli
aktywnosci hydrolaz mureiny peinia kwasy tejchojowe (bedace, obok mureiny, gléwnym
sktadnikiem sciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich), ktore hamuja aktywno$¢ hydrolaz w
zaleznosci od stopnia D-alanylacji oraz poziomu uprotonowania estrowo zwigzanych D-alanin
(Rice 1 Bayles, 2008). Mechanizmy tolerancji L. monocytogenes na B-laktamy nie byly jednak
przedmiotem wczesniejszych badan i w zwigzku z powyzszym pozostajg nieznane. Wczesniejsze
badania pozwolity mi ustali¢, ze ferrytyna L. monocytogenes pei kluczowg role w tolerancji p-
laktamow, ale rola tego biatka w samym procesie pozostawata nieznana. W zwigzku z powyzszym,
aby pozna¢ podloze tolerancji L. monocytogenes na B-laktamy oraz role ferrytyny w tym zjawisku
przeprowadzono szczegétowe badania wpltywu mutacji w genie fii na strukture i stabilnos$¢ oston
komoérkowych L. monocytogenes. Wykonane analizy poréwnawcze szczepu dzikiego L.
monocytogenes 1 szczepu mutanta Afri pozwolily zaobserwowaé, ze pod wplywem presji
penicyliny G sciana komoérkowa szczepu dzikiego staje si¢ mniej podatna na dziatanie lizozymu,
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podczas gdy sciana komérkowa mutanta Afri staje si¢ bardziej podatna na dziatanie tego enzymu
murolitycznego. Przyczyng zaobserwowanych zmian stabilnosci Sciany komérkowej mogty by¢é
zmiany w budowie peptydoglikanu np. nizszy stopien usieciowania lub zmiany w poziomie
acetylacji N-acetyloglukozaminy i kwasu N-acetylomuraminowego. Aby zweryfikowaé te hipoteze,
wykonano analizg¢ poréwnawczg wzoru muropeptydowego peptydoglikanu badanych szczepow.
Badanie to nie wykazato istotnych zmian w sktadzie muropeptydowym badanych szczepéw, co
pozwolito stwierdzi¢, ze obnizona stabilnos¢ sciany komorkowej mutanta Afii nie wynika ze zmian
w budowie peptydoglikanu. W kolejnym etapie badan wykonano analize zawartosci kwasow
tejchojowych, ktora wykazala, ze pod wplywem presji penicyliny G zawartosé tych polianionowych
polimeréw w $cianie komorkowej szczepu dzikiego L. monocytogenes wzrasta, natomiast w
przypadku mutanta Afii wzrostu zawartosci kwasow tejchojowych nie zaobserwowano. Zbadano
rowniez wptyw mutacji w genie fri na morfologi¢ komorek oraz strukture $ciany komérkowej L.
monocytogenes. Analiza zdje¢ wykonanych w skaningowym 1 transmisyjnym mikroskopie
elektronowym wykazata, ze pod wplywem presji penicyliny G komoérki szczepu dzikiego L.
monocytogenes ulegajg skroceniu, a grubos¢ sciany komorkowej wzrasta. W przypadku szczepu
mutanta Afri zaobserwowano natomiast, ze pod wptywem presji tego B-laktamu komérki ulegaja
wydluzeniu czemu towarzyszy znaczne zmniejszenie grubosci $ciany komorkowej oraz wyrazne
zaburzenia strukturalne w obrgbie sept podziatowych. Biorac pod uwage istotny wplyw hydrolaz
mureiny na integralnos¢ oston komérkowych oraz strukturg sciany komérkowej, w kolejnym etapie
badan zdecydowano si¢ zbada¢ wplyw ferrytyny na transkrypcje genéw kodujacych znane
hydrolazy mureiny L. monocytogenes tj. auto, ami, murA, iap i spl. Aktywnos$é hydrolaz mureiny
czesto podlega kontroli posttranslacyjnej np. poprzez kontrolg sekrecji tych enzymow. W
przypadku L. monocytogenes wykazano, ze hydrolazy mureiny MurA i Iap podlegajg sekrecji przy
udziale biatka SecA2 (Lenz i wsp., 2003). Ponadto, u wielu gatunkéw bakterii Gram-dodatnich
aktywnos¢ hydrolaz mureiny jest kontrolowana przez poziom D-alanylacji kwaséw tejchojowych.
Za D-alanylacje kwasow tejchojowych odpowiedzialne sa biatka kodowane przez operon dit. W
zwigzku z powyzszym zdecydowano réwniez zbadaé potencjalne zaangazowanie ferrytyny w
regulacje transkrypcji gendéw secA2 oraz dlt. Analize wplywu ferrytyny na poziom transkrypcji
wykonano konstruujac fuzje transkrypcyjne promotoréw badanych genéw z genem reporterowym
lacZ, a nastepnie okreslajac poziom aktywnosci P-galaktozydazy w komorkach szczepu dzikiego
oraz szczepu mutanta Afri. Badania transkrypcji wykazaly, ze pod wplywem presji penicyliny G w
obu szczepach nastepuje obnizenie poziomu transkrypcji gendw kodujacych hydrolazy mureiny
MurA i Iap, a takze genu kodujacego biatko SecA2, odpowiedzialnego za sekrecje tych wiasnie
hydrolaz. Wynik ten wskazuje, 1z obnizenie ekspresji wspomnianych genéw nastepuje w
odpowiedzi na presje¢ penicyliny G i jest niezalezne od obecnosci funkcjonalnego genu fii. Badania
transkrypeji wykazaly ponadto, ze poziom transkrypcji operonu odpowiedzialnego za D-alanylacje
kwasow tejchojowych (ktérej poziom reguluje aktywnos$¢ hydrolaz mureiny w obrebie $ciany
komorkowej) byt znaczaco nizszy w szczepie mutanta Afii w czasie wzrostu w warunkach presji
antybiotykowej. Wynik ten wskazuje, ze ferrytyna jest niezb¢dna do utrzymania odpowiedniego
poziomu D-alanylacji kwasow tejchojowych w warunkach presji B-laktamu. Biorac pod uwage, ze
regulacja aktywnosci hydrolaz mureiny jest niezwykle ztozona i czesto kontrolowana na poziomie
posttranslacyjnym, prosta analiza transkrypcji genow kodujacych te enzymy jest niewystarczajaca
do oceny ich aktywnos$ci. Aby lepiej pozna¢ posttranslacyjna regulacj¢ hydrolaz mureiny w
komorkach L. monocytogenes, a takze oceni¢ potencjalna role ferrytyny oraz wplyw presji P-
laktamu na t¢ regulacje, przeprowadzono ilosciowa analize porownawczag biatek o aktywnosci
hydrolaz mureiny, wyizolowanych z réznych przedziatdow komoérkowych L. monocytogenes.
Zaobserwowano, ze szczep dziki w warunkach presji penicyliny G wykazywal znaczaco
zmniejszong zawartos¢ hydrolaz mureiny we frakcji bialek zwigzanych z btonag cytoplazmatyczna
oraz Sciang komorkowsa, czemu towarzyszyta zwigkszona zawarto$¢ hydrolaz mureiny uwalnianych
do podloza. W przypadku mutanta Afri podobnie zaobserwowano, ze w warunkach presji P-
laktamu zawartos¢ hydrolaz mureiny ulegfa zmniejszeniu we frakcji bialek zwiazanych z blona
cytoplazmatyczng oraz zwigkszeniu w supernatancie hodowlanym, natomiast szczep ten, w
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przeciwienstwie do szczepu dzikiego, nie wykazywal zmniejszenia zawartosci tych enzymow w

obrgbie sciany komorkowej. Wyniki te wskazuja, ze w odpowiedzi na presj¢ penicyliny G

nastepuje, niezalezne od obecnosci funkcjonalnego genu fri, zmniejszenie zawartosci hydrolaz

mureiny zwigzanych z blong cytoplazmatyczng oraz zwigkszenie zawartosci tych enzymow w

supernatancie hodowlanym. Natomiast brak redukcji zawartoséci tych enzymow w obrebie Sciany

komorkowej zaobserwowany w przypadku mutanta Afri wskazuje, ze w warunkach presji

penicyliny G ferrytyna jest niezbedna w procesie kontroli zawartosci hydrolaz mureiny w miejscu
ich dziatania.

Glowne osiggnigcia poznawcze
Wyniki badan przedstawionych w tej pracy pozwolity na poznanie zmian zachodzacych pod
wplywem presji penicyliny G w ostonach komorkowych L. monocytogenes. Zmiany te powoduja
zwigkszenie stabilnosci $ciany komodrkowej, co umozliwia L. monocytogenes zachowanie
integralnosci komorki, ktora jest warunkiem sine qua non tolerancji na B-laktamy. Za szczegdlnie
istotne w tym wzgledzie uwazam wykazanie:
e zmniejszenia podatnosci $ciany komorkowe] na dzialanie enzymow murolitycznych
(lizozymu) w warunkach presji penicyliny G
e wzrostu zawartosci kwasow tejchojowych w $cianie komorkowej w warunkach presji
penicyliny G
® obnizenia w warunkach presji penicyliny G poziomu transkrypcji genéw kodujacych
hydrolazy mureiny MurA i Iap, a takze genu kodujacego biatko SecA2, odpowiedzialnego
za sekrecje tych wilasnie hydrolaz
e obnizenia w warunkach presji penicyliny G zawartosci hydrolaz mureiny w frakcji biatek
zwiazanych z blona cytoplazmatyczna oraz w obrgbie $ciany komorkowe;j
Wyniki prezentowanych badan umozliwily rowniez lepsze poznanie roli ferrytyny w zjawisku
tolerancji L. monocytogenes na B-laktamy. Wyniki te wskazuja, ze ferrytyna odgrywa kluczowa role
w kontroli stabilnosci i struktury oston komodrkowych L. monocytogenes w warunkach presji
penicyliny G. Za szczegolnie istotne w tym wzgledzie uwazam wykazanie, ze ferrytyna jest
niezbedna w procesie kontroli:
e zawartosci hydrolaz mureiny w $cianie komorkowej
e zawartosci kwasow tejchojowych w $cianie komorkowej
e stopnia D-alanylacji kwasow tejchojowych

Publikacja: Krawczyk-Balska A, Korsak D, Popowska M. 2014. The surface protein Lmo1941
with LysM domain influences cell wall structure and susceptibility of Listeria monocytogenes
to cephalosporins. FEMS Microbiol Lett. 357(3): 175-183.

Sposréd 10 zidentyfikowanych przeze mnie genow, ktorych ekspresja wzrasta w obecnosci
penicyliny G (Krawczyk-Balska i wsp., 2012), wybratam kolejne tj. Imo0944, Imo0945, Imol1065
oraz Imo1941, w przypadku ktérych zdecydowatam si¢ przeprowadzi¢ analize funkcjonalna pod
katem ich potencjalnej roli w opornosci L. monocytogenes na cefalosporyny oraz tolerancji na f-
laktamy. W tym celu skonstruowatam szczepy mutantéw delecyjnych w analizowanych genach i
wykonalam badania wrazliwosci. W przypadku jednego z analizowanych genow tj. Imol941
dokonatam interesujacych obserwacji, ktore staty si¢ podstawa do przygotowania publikacji.

Gen Imo1941 koduje biatko powierzchniowe L. monocytogenes o nieznanej funkcji. Analiza
sekwencji aminokwasowej wskazuje na obecnos¢ w rejonie C-korica biatka Lmol1941 domeny
LysM, ktora jest odpowiedzialna za niekowalencyjne wigzanie bialek z peptydoglikanem
(Visweswaran i wsp., 2011). Wykonane badania wrazliwosci wykazaly, ze inaktywacja genu
Imo1941 nie ma wplywu na wrazliwos¢ 1 tolerancje L. monocytogenes na penicyling G i ampicyline.
Zaobserwowano natomiast, ze mutacja genu /mol941 spowodowata wzrost wrazliwosci na niektore
cefalosporyny, najwyzszy - dwukrotny, w przypadku cefuroksymu. Biorgc pod uwage potencjalna
zdolnos¢ oddziatywania Lmo1941 z peptydoglikanem wysnuto przypuszczenie, ze zaobserwowany
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wzrost wrazliwosci mutanta Almol941 na niektore cefalosporyny moze wynikaé z wpltywu
Lmol1941 na budowe peptydoglikanu. Aby zweryfikowaé t¢ hipoteze wykonano analize
poréwnawczg wzoru muropeptydowego peptydoglikanu szczepu dzikiego oraz mutanta Almol941.
Analiza budowy peptydoglikanu wyizolowanego z hodowli w stacjonarnej fazie wzrostu
dostarczyla ciekawych danych. Zaobserwowano, ze chociaz sktad muropeptydowy obu szczepow
jest taki sam, to ilosci niektorych muropeptydow w badanych szczepach réznig sie. Szczegélowa
analiza ilosciowa wykazala, ze w szczepie mutanta Almol941 zawartosé¢ 2 muropeptyddéw jest o
potow¢ mniejsza niz w szczepie dzikim. Biorac pod uwage, ze peptydoglikan jest gtownym
sktadnikiem sciany komérkowej bakterii Gram-dodatnich, w kolejnym etapie badan zdecydowano
zbada¢, czy zaobserwowane zmiany we wzorze muropeptydowym w szczepie mutanta Almol 941 sa
skorelowane ze zmianami w strukturze $ciany komoérkowej L. monocytogenes. Analiza zdjeé
komérek szczepu dzikiego i mutanta Almol941 pochodzacych ze stacjonarnej fazy wzrostu
(wykonanych w transmisyjnym mikroskopie elektronowym) wykazata, ze grubo$é Ssciany
komorkowej obu szczepow jest taka sama. Natomiast analiza gestosci strefy w $cianie komorkowe;j
charakteryzujacej si¢ duzym zageszczeniem materiatu (strefa ta jest uznawana za funkcjonalny
rejon Sciany o wysokim stopniu usieciowania peptydoglikanu oraz zawierajacy liczne biatka (Rice i
Bayles, 2008)) wykazala, ze w przypadku szczepu mutanta Almol941 gestosé tej strefy jest o
potowe mniejsza niz w szczepie dzikim. Na podstawie tej obserwacji mozna zatem stwierdzi¢, ze
biatko Lmol941 wpltywa strukture Sciany komoérkowej L. monocytogenes w stacjonarnej fazie
WZrostu.

Glowne osiggnigcia poznawcze
Wyniki badan przedstawionych w tej pracy pozwolity wykazaé, ze:
® gen/mol941 jest zaangazowany w ksztattowanie wrodzonej opornosci L. monocytogenes na
cefalosporyny
* biatko Lmo1941 wptywa na budowe peptydoglikanu L. monocytogenes w stacjonarnej fazie
wzrostu
e biatko Lmol1941 wptywa na strukturg¢ sciany komérkowej L. monocytogenes w stacjonarnej
fazie wzrostu

Publikacja: Milecka D, Samluk A, Wasiak K, Krawczyk-Balska A. 2015. An essential role of a
ferritin-like protein in acid stress tolerance of Listeria monocytogenes. Arch Microbiol.197:
347-351.

Dane literaturowe wskazuja na kluczowa rolg biatek o charakterze regulatorowym w
odpowiedzi L. monocytogenes na roznorakie czynniki stresowe. Co ciekawe, poszczegdlne
regulatory czgsto odgrywaja istotng role w adaptacji L. monocytogenes do zycia w rdznych
warunkach stresowych. Badania transkryptomiczne wskazuja natomiast, ze wiele genow nalezacych
do stymulonu cefuroksymowego L. monocytogenes ulega rowniez wzmozonej ekspresji w czasie
wzrostu wewnatrz zainfekowanych komorek oraz we krwi. Wyniki te sugeruja, ze zmiany
transkrypcji genow L. monocytogenes zwiazane ze stresem oston komorkowych pokrywajg sie ze
zmianami obserwowanymi w innych warunkach stresowych (Nielsen i wsp., 2012). W oparciu o
powyzsze przestanki postanowiono zbada¢ jak transkrypcja zidentyfikowanych poprzednio gendw,
charakteryzujacych si¢ wzmozong ekspresja w obecnosci penicyliny G, zmienia sie w warunkach
stresu temperaturowego, osmotycznego oraz wynikajacego z zakwaszenia $rodowiska. Ponadto
ocenie poddano zaangazowanie zidentyfikowanych genéw o charakterze regulatorowym tj. fii,
phoP 1 axyR w adaptacji L. monocytogenes do wspomnianych warunkow stresowych. Wyniki
badan transkrypcji wykonane metoda pot-ilosciowych analiz RT-PCR pozwolily zaobserwowaé, ze
transkrypcja 4 z badanych genéw wzrasta w warunkach stresu temperaturowego, 7 w warunkach
niskiego pH, a wszystkich w warunkach stresu osmotycznego. Badanie udzialu genéw fri, phoP i
axyR w adaptacji do Zzycia w warunkach stresu temperaturowego, niskiego pH oraz stresu
osmotycznego wykazaty, ze brak funkcjonalnych genow phoP i axyR nie skutkuje zmiang zdolnosci
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L. monocytogenes do wzrostu w tych warunkach. W przypadku mutanta L. monocytogenes Afri
zaobserwowano natomiast niewielkie spowolnienic tempa wzrostu w warunkach stresu
osmotycznego 1 wyrazne spowolnienie tempa wzrostu w warunkach stresu zwigzanego z
zakwaszeniem srodowiska.

Glowne osiggnigcia poznawcze
Wiyniki badan przedstawionych w tej pracy pozwolity wykazaé, ze:

* zidentyfikowane poprzednio geny L. monocytogenes, charakteryzujace si¢ wzmozona
ekspresja w obecnosci penicyliny G, podlegaja wzmozonej transkrypcji w réznych
warunkach  stresowych, a zatem naleza do ogolnego stymulonu stresowego
L. monocytogenes

e ferrytyna pelni wazna rol¢ w adaptacji L. monocytogenes do zycia w srodowisku o niskim
pH

Publikacja: Krawczyk-Balska A, Markiewicz Z. 2016. The intrinsic cephalosporin resistome of
Listeria monocytogenes in the context of stress response, gene regulation, pathogenesis and
therapeutics. ] Appl Microbiol. 2016. 120(2):251-265.

Aby lepiej zrozumiec zjawisko wrodzonej opornosci L. monocytogenes na cefalosporyny, a
takze lepiej oceni¢ wyniki moich badan nad tym zjawiskiem z perspektywy istnicjacego stanu
wiedzy w tym temacie, postanowilam przeanalizowa¢ istniejace dane literaturowe na temat podtoza
genetycznego wrodzonej opornosci L. monocytogenes na cefalosporyny. Do tej pory
zidentyfikowano 17 genéw, ktorych inaktywacja powoduje wzrost wrazliwosci L. monocytogenes
na antybiotyki nalezgce do grupy cefalosporyn. Poza 3 biatkami PBP do rezystomu
cefalosporynowego nalezg transportery typu MDR (multidrug resistance transporters), biatka
zaangazowane w biosyntez¢ i modyfikacje peptydoglikanu, bialka oston komérkowych o funkcji
strukturalnej badz zwigzanej z detoksyfikacja, biatka cytoplazmatyczne o nieznanej funkcji oraz
biatka regulatorowe. Inaktywacja zdecydowanej wigkszosci tych genéw skutkuje relatywnie
niewielkim wzrostem wrazliwosci, z reguty 2- lub 4-krotnym. Jedynie inaktywacja 3 sposrod
analizowanych genéw tj. /mo0441 kodujgcego biatko PBPB3 oraz 2 niebedacych genami
kodujgcymi biatka PBP tj. mdrL i oatA skutkowala ponad o$miokrotnym wzrostem wrazliwosci L.
monocytogenes na cefalosporyny. Aby uzyska¢ bardziej pelny obraz sytuacji, w analizie nie
ograniczylam sie tylko do wyszukania informacji na temat jakie geny i w jakim stopniu sa
zaangazowane w ksztaltowanie tego zjawiska, ale takze czy poszczegdlne geny tego naturalnego
rezystomu s3 zaangazowanc w adaptacje L. monocytogenes do zycia w innych warunkach
stresowych. Sposrod 17 analizowanych genéw az 13 jest zaangazowanych w odpowiedz na rézne
czynniki stresowe lub wirulencj¢. Ponadto analizie poddatam réwniez regulacje ekspresji tych
genow, zaréwno pod kgtem bialek regulatorowych zaangazowanych w kontrole ich ekspresiji, jak i
zmian poziomu ekspresji tych genéw w warunkach, w ktérych moga mie¢ szczegélne znaczenie tj.
w warunkach presji antybiotyku z grupy cefalosporyn oraz w czasie infekcji in vivo. W regulacje
ekspresji genow nalezacych do rezystomu cefalosporynowego L. monocytogenes zaangazowanych
jest 8 regulatoréw tj. LisR, CesR, LiaR, VirR, 6B, oH, oL i PrfA, z ktérych najwazniejsza rolg
odgrywaja LisR, CesR i 6B Poszczegolne regulatory czgsto wywierajg przeciwstawny efekt na
transkrypcj¢ konkretnych genéw rezystomu cefalosporynowego, tak wiec poziom ekspresji tych
gendw jest wypadkowa zlozonej sieci powigzan regulacyjnych. Z 17 analizowanych genow,
ekspresja 10 wzrasta w warunkach presji cefuroksymu, a 6 w czasie infekcji in vivo. Te dane
sugerujg, ze w zainfekowanym organizmie poziom opornosci L. monocytogenes na cefalosporyny
jest wysoki. Mozna przypuszczaé, ze nawet wyzszy niz ten obserwowany w testach in vitro,
poniewaz transkrypcja niektorych genéw zaangazowanych w oporno$é na cefalosporyny (a ktore
nie naleza do stymulonu cefuroksymowego tj. fri i oatd) wzrasta w czasie infekcji in vivo.
Wrodzona opornosé L. monocytogenes na cefalosporyny obecnie wyklucza stosowanie tych
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antybiotykéw w leczeniu listeriozy. Jednak ta grupa antybiotykéw posiada wiele zalet, takich jak

niska toksycznos¢ oraz zdolnos¢ przenikania bariery krew-mozg. Ponadto, presja cefalosporynowa
negatywnie wplywa na eckspresj¢ genow kodujacych kluczowe czynniki wirulencji L.
monocytogenes tj. Hly, PlcA, PlcB, ActA, InlA i InIB (Nielsen i wsp., 2012). To wskazuje, ze
chociaz dzialanie cefalosporyn w zainfekowanym organizmie jest nicefektywne, to te antybiotyki
moga negatywnie wptywac¢ na rozwoj infekcji. Biorac powyzsze pod uwage, celowe wydaje sig
zidentyfikowanie bialek w komorkach L. monocytogenes, ktore bylyby atrakcyjnymi celami dla
opracowania chemioterapeutykow, ktore zastosowane w kombinacji z cefalosporynami
poprawiatyby aktywnos¢ antylisteryjna tych antybiotykéw. Kompleksowe podejscie do
prowadzonej analizy danych pozwolilo mi réwniez oceni¢ potencjat rezystomu cefalosporynowego
L. monocytogenes pod katem terapeutycznym. Najbardziej wartosciowymi kandydatami sg te
biatka, ktorych inaktywacja prowadzi do mozliwie najwiekszego wzrostu wrazliwosci na
cefalosporyny i jednoczesnie obniza wirulencje. Ponadto, biorac pod uwage korzysé wynikajaca z
tatwego dostgpu chemioterapeutyku do celu dziatania, preferencyjnie powinno to by¢ biatko oston
komorkowych. Biorac pod uwage te cechy najlepszymi kandydatami wydaja sie biatka MdrL,
ferrytyna oraz OatA, a sposrod nich najlepsza kombinacja pozadanych cech charakteryzuje sie O-
acetylotransferaza OatA. Warto réwniez zauwazy¢, ze strategie oparte na celowanej inaktywacji
niektorych biatek kodowanych przez geny nalezace do rezystomu cefalosporynowego
L. monocytogenes moga znalez¢ zastosowanie w opracowaniu bardziej skutecznych metod
prewencji listerioz, np. poprzez opracowanie bardziej efektywnych metod konserwacji zywnosci.

Glowne osiggnigcia poznawcze
Wiyniki analiz przedstawionych w tej pracy pozwolity stwierdzic, ze:

e wrodzona opornos¢ L. monocytogenes na cefalosporyny jest cecha wielogenowa, ktorej
poszczegolne determinanty maja podobny udzial w ksztaltowaniu poziomu opornosci.

e zdecydowana wigkszos¢ gendw rezystomu cefalosporynowego pelni rowniez istotng role w
odpowiedzi na rozne czynniki stresowe 1/lub wirulencji L. monocytogenes, co wskazuje na
istnienie wyraznego zwigzku pomigdzy podtozem genetycznym tych zjawisk.

¢ fenotyp wrodzonej opornosci na cefalosporyny podlega niezwykle zlozonej kontroli, w ktéra
zaangazowane s3 liczne bialtka regulatorowe.

e liczne geny rezystomu cefalosporynowego, ktore nie naleza do stymulonu
cefalosporynowego, podlegaja wzmozonej ekspresji w czasie infekcji in vivo, co sugeruje,
ze poziom opornosci L. monocytogenes na t¢ grupe antybiotykow w zainfekowanym
organizmie moze by¢ wyzszy niz ten obserwowany w testach wrazliwosci in vitro.

¢ najlepszymi celami dla chemioterapeutykow, ktore zastosowane w kombinacji z
cefalosporynami poprawialyby aktywnos¢ antylisteryjna tych antybiotykow, wydaja sie
biatka MdrL, ferrytyna oraz OatA, a sposrod nich najlepsza kombinacjg pozadanych cech
charakteryzuje si¢ O-acetylotransferaza OatA.

Na przeprowadzenie analizy zjawiska tolerancji L. monocytogenes mna [-laktamy
(analogicznej do przedstawionej powyzej analizy zjawiska wrodzonej opornosci na cefalosporyny)
Jest jeszcze za wezesnie, poniewaz dotychczas zidentyfikowano tylko 2 geny petnigce wazng role w
ksztaltowaniu tego zjawiska tj. gen sigB kodujacy alternatywny czynnik transkrypcyjny SigB
(Begley 1 wsp., 2006) oraz gen f#i kodujacy ferrytyne (Krawczyk-Balska i wsp., 2012). Podobnie do
zdecydowane] wigkszos¢ gendéw rezystomu cefalosporynowego, geny sigB 1 fri sa rowniez
odpowiedzialne sa za adaptacj¢ L. monocytogenes do zycia w roznych warunkach stresowych
(Dussurget 1 wsp., 2005; Milecka i wsp., 2015; Olsen i wsp., 2005; Raengpradub i wsp., 2008).
Warto zauwazy¢, ze ferrytyna stanowi atrakcyjny cel dla dzialania chemioterapeutykdw, ktore
zastosowane w kombinacji z penicyling G lub ampicylinga niwelujac zdolnosé¢ tolerancji L.
monocytogenes dawalyby szans¢ na bakteriobdjcze dziatanie tych antybiotykow.

Podsumowanie
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Przedstawione w niniejszym wniosku prace obejmujg badania z pogranicza fizjologii
bakterii i mikrobiologii medycznej, genetyki oraz biologii molekularnej. Stanowia one nie tylko
istotny wkiad w wiedze na temat zjawisk wrodzonej opornosci L. monocytogenes na cefalosporyny
1 tolerancji na PB-laktamy, ale moga rowniez sta¢ sie punktem wyjscia do opracowania nowych
strategii skutecznych w walce z ta chorobotworcza bakterig. Wyniki przedstawionych prac kryjg w
sobie zatem nie tylko aspekt poznawczy, ale rowniez potencjalnie aplikacyjny, co wydaje si¢
szczegolnie istotne w Swietle niezadawalajgcej skutecznosci stosowanej obecnie antybiotykoterapii
listerioz.

Realizacja niniejszego osiagnigcia, u ktorego podstaw lezalo pytanie natury bardzo ogdlnej
dotyczace podloza genetycznego zjawisk wrodzonej opornosci L. monocytogenes na cefalosporyny
i tolerancji na B-laktamy, nie bytaby mozliwa bez wykorzystania roznorodnych metod z dziedziny
genetyki, biologii molekularnej, biochemii oraz mikrobiologii. Wymagalo to ode mnie
pozyskiwania oraz tworzenia nowych narzedzi (wektoréw), implementowania metod wczesniej nie
stosowanych w o6wczesnym Zakladzie Mikrobiologii Ogolnej (np. izolacji i analizy RNA),
dostosowania znanych metod do biezacych potrzeb badawczych oraz pozyskiwania funduszy na
badania. Przeprowadzone badania pozwolily nie tylko zidentyfikowaé wczesniej nieznane geny
zaangazowane w ksztaltowanie zjawisk wrodzonej opornosci L. monocytogenes na cefalosporyny i
tolerancji na P-laktamy, ale wykaza¢ rowniez ich zwiazek z odpowiedzia na rézne czynniki
stresowe oraz okresli¢ wptyw jaki wywieraja biatka kodowane przez te geny na strukture i budowe
Sciany komorkowej L. monocytogenes.

Plany naukowe
W najblizszych latach planuj¢ realizacj¢ projektow badawczych zwiazanych z
nastepujacymi zagadnieniami:

* Analizg funkcjonalng nieznanych czynnikéw wirulencji, opornosci na antybiotyki oraz
odpowiedzi stresowej kodowanych przez geny operonu ferrytyny Listeria monocytogenes -
badania te sa kontynuacja juz rozpoczgtych prac i dotycza kompleksowej charakterystyki
funkcjonalnej genow wchodzacych w sktad zidentyfikowanego przeze mnie operonu, w
ktéorym poza genem fri, znajduja si¢ jeszcze 4 geny, a ktorych funkcja i rola w szeroko
pojetych warunkach stresowych oraz wirulencji L. monocytogenes jest nieznana.

¢ Wyjasnieniem mechanizmu regulacji ekspresji gendéw operonu ferrytyny przy udziale
chaperonu RNA - biatka Hfq Listeria monocytogenes i jego roli w metabolizmie zelaza
hemowego i adaptacji do roznych czynnikow stresowych - badania te sg kontynuacja juz
rozpoczetych prac, ktére prowadze we wspolpracy z prof. B. Kallipolitis (Dania). Badania te
dotyczg szczegbtowej analizy posttranskrypeyjnej regulacji ekspresji genéw tworzacych
operon ferrytyny. Stanowia one uzupetnienie oraz rozwinigcie analizy funkcjonalnej tego
operonu i bedg realizowane w ramach grantu NCN, ktérego jestem kierownikiem, a ktory
zostal zakwalifikowany do finansowania w konkursie Sonata Bis 5.
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5. Omowienie pozostalych osiggni¢é badawczych

Moja prac¢ naukowo-badawcza rozpoczglam od oceny wplywu warunkéw $rodowiska
reakcji oraz obecnosci listeriolizyny O (LLO) oraz biatka p60 na aktywnosé¢ fosfolipolityczna
fosfolipazy A (PI-PLC) L. monocytogenes. Badania te byly prowadzone w ramach pracy
magisterskiej wykonywanej pod opieka Pana dr hab. Jacka Bieleckiego, prof. UW w Zakladzie
Mikrobiologii Stosowanej Uniwersytetu Warszawskiego. W ramach badan prowadzonych w czasie
studiow doktoranckich, a stanowigcych kontynuacje badan prowadzonych w czasie studiow
magisterskich, skupiatam si¢ na okresleniu wspoldziatania czynnikéw wirulencji tj. PI-PLC i biatka
p60 z LLO we wczesnych etapach procesu patogenezy L. monocytogenes. Badania te obejmowaty
konstrukcj¢ rekombinowanych szczepow Bacillus subtilis eksprymujacych LLO oraz jednoczesnie
LLO 1 PI-PLC, a takze LLO i biatko p60. Uzyskane zrekombinowane szczepy B. subtilis
wykorzystatam nastepnie do oceny wspotdziatania PI-PLC oraz biatka p60 z LLO w procesie
hemolizy, a takze do zbadania wptywu badanych czynnikéw na zdolno$é¢ adhezji i inwazji ludzkich
komorek nabtonkowych linii Int407 oraz mysich komérek makrofagopodobnych linii J774A.1.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze PI-PLC wspoldziata z LLO w procesie hemolizy bton
erytrocytow oraz adhezji do komorek nabtonka, przy czym procesy te s3 uwarunkowane catkowicie
przez LLO, a PI-PLC A odgrywa role¢ pomocnicza i catkowicie zalezng od aktywnosci LLO.
Przeprowadzone badania wykazaly rowniez, ze aktywnos¢ hemolityczna szczepu B. subtilis
produkujacego LLO i p60 jest nieco nizsza niz szczepu B. subtilis produkujacego jedynie LLO, co
sugeruje modulowanie aktywnosci LLO przez p60. Ponadto wykazatam, ze biatko p60 promuje
adhezj¢ oraz inwazj¢ zaréwno komorek nablonkowych jak i makrofagopodobnych. Wyniki
prowadzonych badan postuzyt do przygotowania cyklu 3 publikacji oryginalnych i jednej
przegladowej (Krawczyk-Balska i Bielecki, 2004; Krawczyk-Balska i Bielecki, 2005; Krawczyk-
Balska i wsp., 2005; Wisniewski i wsp., 2006). Artykuly te zostaty opublikowane lub
zaakceptowane do publikacji w ciagu kilku miesigcy od daty uzyskania przez mnie stopnia doktora.

Po uzyskaniu stopnia doktora, w pazdziemiku 2004 roku, zostalam zatrudniona na
stanowisku adiunkta najpierw w Zaktadzie Mikrobiologii Ogdlnej, a po rozwiazaniu tego Zaktadu
w zwigzku z przejSciem Pana prof. dr hab. Z. Markiewicza na emeryture, w Zakladzie
Mikrobiologii Stosowanej (od 2009 r.). Zespot, do ktérego dotgczytam w 2004 roku specjalizowat
si¢ W badaniach dotyczacych struktury i funkcji oston bakteryjnych. Rozpoczecie pracy w nowej
grupie wigzato si¢ wigc ze zmiang tematyki badawczej. W nowym zespole skupilam sie na
badaniach, ktérych wyniki stanowia podstawe wskazanego osiggniecia naukowego. Badania te
prowadzitam w ramach 2 grantéw MNiSW, ktorych bytam kierownikiem. Ponadto, uczestnicze
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rowniez w badaniach dotyczacych opornosci bakterii srodowiskowych na antybiotyki stosowane w
medycynie, hodowli zwierzat i rolnictwie. Rozpoczecie realizacji tych badan wigzalo sie z moim
aktywnym uczestnictwem w akcji TDO803 pt. , Detecting evolutionary hot spots of antibiotic
resistances in Europe” realizowanej w ramach programu COST (European Cooperation in the Field
of Scientific and Technical Research (http://www.cost.esf.org)) oraz realizacji badan w ramach
grantu migdzynarodowego, niewspotfinansowanego MNiSW, ktorego bytam gtownym wykonawca.
W ramach tych badan przeprowadzono izolacj¢ szczepow bakterii opornych (ze szczegélnym
uwzglednieniem bakterii potencjalnie patogennych lub oportunistycznych wskazanych w
zatozeniach Akcji TDO0803 tj. Pseudomonas spp., Escherichia coli, Acinetobacter spp., Aeromonas
spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Vibrio spp., Salmonella spp.) na makrolidy,
B-laktamy, aminoglikozydy, tetracykliny 1 sulfonamidy ze Sciekéw komunalnych i przemystowych,
gleb uprawnych oraz stawoéw hodowlanych. W ramach zaplanowanych badan analizie poddano
czestotliwos¢ wystgpowania izolatow antybiotykoopornych, poziom ich antybiotykoopornosci i
wieloopornosci, a takze przeprowadzono oceng rozpowszechnienia gendéw opornosci na
antybiotyki, a takze genéw charakterystycznych dla ruchomych elementéw genetycznych wsrod
analizowanych izolatow. Wykonane badania opormosci na erytromycyne, tetracykling i
streptomycyn¢ bakterii wyizolowanych z gleby wuprawianej z zastosowaniem nawozow
zwierzgcych, w hodowli ktorych stosowano erytromycyne, streptomycyne i tetracykling, a takze
gleby lesnej 1 nawozonej wolnym od antybiotykow kompostem wykazaly, ze we wszystkich
analizowanych glebach wystgpuja bakterie posiadajace geny opornosci. W badanych probach
wykryto obecnos¢ gendéw opornosci na tetracykling tet(B), tet(D), tet(O), tet(T), i tet(W), opornosci
na streptomycyng str(4), str(B), 1 aac oraz opornosci na erytromycyne erm(C), erm(V), erm(X),
msr(A), ole(B) 1 vga. Wartosci MIC izolatow opornych na tetracykling wynosity od 8 do >256
pg/ml, opornych na streptomycyng od 6 do >1,024 pg/ml i opornych na erytromycyne od 0.094 do
>256 pg/ml. W badanych izolatach wykryto rowniez obecno$¢ transpozonow Tn916, Tnl549,
TnB1230, Tn4451 1 Tn5397. Badania te wykazaty rowniez istnienie zwigzku pomi¢dzy poziomem
opornosci, wieloopornosci 1 czgstotliwoscia wystgpowania genow opornosci na wspomniane
antybiotyki, a stosowaniem w uprawach analizowanych gleb nawozow z udokumentowang historig
stosowania antybiotykow. Przeprowadzone analizy danych literaturowych wskazuja natomiast na
duzy potencjal plazmidéw z rodziny IncP w rozprzestrzenianiu si¢ genow opornosci na antybiotyki
zaro6wno wsrod bakterii klinicznych, jak i1 srodowiskowych, co moze mie¢ szczegdlne znaczenie dla
zdrowia publicznego. Wyniki badan i analiz przeprowadzonych z moim udzialem w tym projekcie
staly si¢ podstawa do przygotowania 2 publikacji naukowych, ktorych jestem wspotautorem
(Popowska 1 wsp., 2012; Popowska 1 Krawczyk-Balska, 2013). Obecnie przygotowywana jest
publikacja dotyczaca wynikéw badan nad opornoscia na sulfonamidy bakterii wyizolowanych na
réznych etapach oczyszczania sciekow, a badania dotyczace opornosci na antybiotyki B-laktamowe
sa kontynuowane. Uczestnicz¢ réwniez w prowadzeniu badan nad mechanizmami opornosci na
ryfampicyng oraz trimetoprim szczepow L. monocytogenes izolowanych z zywnosci, realizowanych
w ramach grantu MniSW, ktorego jestem gldéwnym wykonawca. Badania w tym temacie, dotyczace
opornosci na ryfampicyng pozwolity zidentyfikowaé wczesniej nieopisane w przypadku L.
monocytogenes mutacje w genie rpoB. Wyniki te poshuzyly do przygotowania publikacji, ktora jest
obecnie w recenzji.

Prowadz¢ réwniez badania dotyczace kompleksowej charakterystyki funkcjonalnej i
transkryptomicznej gendéw wchodzacych w sklad zidentyfikowanego przeze mnie operonu
ferrytyny L. monocytogenes. Wstgpne wyniki badan w tym temacie sktonity mnie do nawigzania
wspolpracy naukowej z prof. B. Kallipolitis (University of Southern Denmark, Department of
Biochemistry and Molecular Biology, Odense, Dania), ktora zaowocowata w 2013 roku odbyciem
przeze mnie stazu naukowego EMBO (European Molecular Biology Organization) Short Term
Fellowship for Young Scientists w tymze osrodku. Badania, ktore wowczas wykonatam pozwolity
mi zaobserwowac wplyw biatka Hfq na zawartos¢ transkryptow badanego operonu w komorkach L.
monocytogenes W czasie wzrostu w warunkach presji penicyliny G oraz oddziatywanie biatka Hfq z
nicktorymi transkryptami tego operonu. Badania te beda kontynuowane. W zwigzku z
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zaobserwowanymi efektami mutacji w genach analizowanego operonu, w ostatnim okresie moje

zainteresowanie wzbudzila réwniez tematyka metabolizmu Zzelaza u L. monocytogenes. Wykonane

przeze mnie analizy danych literaturowych zaowocowaly przygotowaniem publikacji przegladowej,

w ktorej zawarlam informacje dotyczace mechanizmoéw transportu, metabolizmu i regulacji zelaza
ze szczeglOlnym uwzglednieniem znaczenia tych mechanizméw w wirulencji L. monocytogenes.

Badania z moim udzialem zostaly trzykrotnie wyréznione Nagrodami J.M. Rektora

Uniwersytetu Warszawskiego (dwie nagrody indywidualne, jedna zespolowa) oraz dwukrotnie

Nagroda Naukowa im. prof. Edmunda Mikulaszka przyznawana przez Polskie Towarzystwo

Mikrobiologow.

6. Dane bibliometryczne

Na moj dorobek sktada si¢ 13 publikacji naukowych oraz 16 doniesien konferencyjnych. W
10 manuskryptach pelni¢ rol¢ autora korespondencyjnego. Laczny Impact Factor moich prac
wynosi 31,326, punktacja MniSW — 345, indeks Hirscha 5, cytowania 85 (wg bazy Web of
Science). Szczegélowy wykaz opublikowanych prac naukowych i innych osiggnieé naukowo-
badawczych znajduje si¢ w Zalaczniku nr 4. Dorobek dydaktyczny i popularyzatorski oraz
informacje o wspotpracy migdzynarodowej znajdujg si¢ w Zataczniku nr 6.
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