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1. Imie i nazwisko.

Adrianna Raczkowska

nazwisko panienskie: Gérka

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe.

23.06.2003: nadanie stopnia doktora nauk biologicznych w zakresie biologii uchwata
Rady Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. Tytut rozprawy
doktorskiej: ,,Zaleznos¢ ekspresji czynnikdow wirulencji Yersinia enterocolitica Ye9 od
aktywnosci regulonu maltozowego oraz operonu ompB”. Promotorem w przewodzie
doktorskim byt prof. dr hab. Jerzy Hrebenda (Zaktad Mikrobiologii Stosowanej,
Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski), a recenzentami:
prof. dr hab. Antoni Rdézalski (Instytut Mikrobiologii i Immunologii, Uniwersytet
tédzki) oraz prof. dr hab. Elzbieta Jagusztyn-Krynicka (Zaktad Genetyki Bakterii,
Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski).

Rozprawa doktorska zostata wyrdzniona nagroda indywidualng J.M. Rektora

Uniwersytetu Warszawskiego z okazji Swieta UW.

06.1998: tytut magistra biologii w zakresie mikrobiologii uzyskany na Wydziale
Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. Tytut pracy magisterskiej: ,Wptyw warunkéw
srodowiskowych na ekspresje czynnikdw zjadliwosci Yersinia enterocolitica 09”
Opiekunem pracy byt prof. dr hab. Jerzy Hrebenda.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

01.10.2003-30.09.2004: adiunkt w Zakfadzie Mikrobiologii Srodowiskowej, Instytutu
Mikrobiologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

01.10.2004 do chwili obecnej: adiunkt w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej,
Instytutu Mikrobiologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

w tym:

03.2007- 05.2007 (3 miesigce): urlop macierzynski

09.2010- 02.2011 (6 miesiecy): zwolnienie lekarskie z powodu choroby nowotworowej
03.2011- 06.2011 (4 miesiace): urlop dla poratowania zdrowia

07.2015- 12.2015 (6 miesiecy): zwolnienie lekarskie z powodu choroby nowotworowej

10.1998-06.2003: studia doktoranckie na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego
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w tym:
09.2001- 12.2001 (4 miesigce): urlop macierzynski

e 10.1993-06.1998: studia magisterskie na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego

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. nr 65, poz.
595 ze zm.).

a) Tytuf osiggniecia naukowego.

Rola szlaku sygnatowego EnvZ/OmpR Yersinia enterocolitica w regulacji ekspresji genéw
biatek powierzchniowych bioracych udziat w procesie patogenezy

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

Brzostek K., Raczkowska A. 2007. The YompC protein of Yersinia enterocolitica: molecular
and physiological characterization. Folia Microbiol. 52: 73-80.

IF2007 — 0,989; IFs.ini — 0,883; punktacja MNiSW - 15; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) - 11

Wktad habilitanta: 70%. Wspotautorstwo koncepcji badan; planowanie doswiadczen;
wykonanie pracy eksperymentalnej; przygotowanie tabel, schematdéw i rycin; udziat w
opracowaniu i interpretacji wynikdw oraz przygotowaniu manuskryptu; odpowiedzi na
uwagi recenzentéw.

Brzostek K., Brzdstkowska M.**, Bukowska |.*, Karwicka E.*, Raczkowska A. 2007. OmpR
negatively regulates expression of invasin in Yersinia enterocolitica. Microbiol. SGM 153:
2416-2425.

IF2007 — 3,110; IFs5_ i — 3,396; punktacja MNiSW - 30; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) - 29

Wktad habilitanta: 40%. Wspotautorstwo koncepcji badan i planowanych doswiadczen;
wykonanie cze$ci doswiadczen; opieka nad badaniami wykonanymi przez studentki
(Brzéstkowska M., Bukowska I., Karwicka E.), ktérych wyniki weszty w sktad publikacji;
przygotowanie tabeli, schematéw, rycin i wykreséw; udziat w opracowaniu i interpretacji
wynikéw oraz przygotowaniu manuskryptu.



Vi.

Adrianna Raczkowska
Zatgcznik 2 [Autoreferat w jezyku polskim]

Raczkowska A., Skorek K.**, Bielecki J., Brzostek K. 2010. OmpR controls Yersinia
enterocolitica motility by positive regulation of flhDC expression. Antonie Van
Leeuwenhoek 99: 381-394.

IF2007 — 1,673; IFs i — 1,983; punktacja MNiSW - 20; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) - 14

Wktad habilitanta: 40%. Wspodtautorstwo koncepcji badan; zaplanowanie doswiadczen;
przeprowadzenie analiz bioinformatycznych oraz badan w transmisyjnym mikroskopie
elektronowym; opieka nad badaniami wykonanymi przez studentke (Skorek K.), ktérych
wyniki weszty w skfad publikacji; przygotowanie tabeli, rycin i wykreséw; udziat w
opracowaniu i interpretacji wynikédw oraz przygotowaniu manuskryptu.

Raczkowska A., Skorek K.**, Brzostkowska M.**, tasinska A., Brzostek K. 2011.
Pleiotropic effects of a Yersinia enterocolitica ompR mutation on adherent-invasive
abilities and biofilm formation. FEMS Microbiol. Lett. 321:43-49

IFy011 — 2,044; IFs cni — 2,295; punktacja MNiSW - 20; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) - 12

Wktad habilitanta: 40%. Wspétautorstwo koncepcji badan i planowanych doswiadczen;
wykonanie czesci doswiadczen; opieka nad badaniami wykonanymi przez studentki
(Brzéstkowska M., Skorek K.), ktérych wyniki weszty w skfad publikacji; przygotowanie
tabeli, rycin i wykreséw; udziat w opracowaniu i interpretacji wynikow.

Raczkowska A., Brzostkowska M.**, Kwiatek A., Bielecki J., Brzostek K. 2011. Modulation
of inv gene expression by the OmpR two-component response regulator protein of
Yersinia enterocolitica. Folia Microbiol. 56: 313-319.

IF2011 — 0,677; IFs jetni — 0,930; punktacja MNiSW - 15; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) - 4

Wktad habilitanta: 70%. Wspdtautorstwo koncepcji pracy; projekt i wykonanie czesci prac
eksperymentalnych; opieka nad doswiadczeniami wykonywanymi przez studentke
(Brzéstkowska M.), ktérych wyniki weszty w sktad publikacji; przygotowanie tabeli, ryciny i
wykresu; udziat w opracowaniu i interpretacji wynikdw oraz przygotowaniu manuskryptu;
odpowiedzi na uwagi recenzentéw.

Brzostek K., Skorek K.**, Raczkowska A. 2012. OmpR, a central integrator of several
cellular responses in Yersinia enterocolitica. Adv. Exp. Med. Biol. 954: 325-334.

IF5012 — 1,825; IFs. i — 1,811; punktacja MNiSW - 25; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) - 6
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Wktad habilitanta: 25%. Napisanie rozdziatow: 40.2.3 The role of OmpR in the ability of V.
enterocolitica to survive various environmental and host-associated stresses; 40.2.4
OmpR negatively regulates expression of the inv gene encoding invasion; 40.2.7
Pleiotropic effects of an ompR mutation on the adherent-invasive abilities of Y.
enterocolitica; jak rowniez analiza biatek oston szczepdw Y. enterocolitica.

Raczkowska A., Trzos J.*, Lewandowska O.*, Nieckarz M.**, Brzostek K. 2015. Expression
of the AcrAB components of the AcrAB-TolC multidrug efflux pump of Yersinia
enterocolitica is subject to dual regulation by OmpR. PLoS One 20;10(4):e0124248. doi:
10.1371/journal.pone.0124248.

IF2015 — 3,057; IFs_ i — 3,535; punktacja MNiSW - 40; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) - 2

Wktad habilitanta: 75%. Autor korespondencyjny. Wspotautorstwo koncepcji pracy;
projekt i wykonanie czesci prac eksperymentalnych; opieka nad doswiadczeniami
wykonywanymi przez studentki (Trzos J., Lewandowska O., Nieckarz M.), ktérych wyniki
weszty w sktad publikacji; przygotowanie tabeli, ryciny i wykresu; opracowanie i
interpretacja wynikédw oraz przygotowanie manuskryptu; odpowiedzi na uwagi
recenzentow.

* studenci wykonujacy prace dyplomowe w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej (Instytut Mikrobiologii, Wydziat
Biologii, Uniwersytet Warszawski)

** doktoranci Zaktadu Mikrobiologii Stosowanej (Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet
Warszawski)

Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania czasopism, w ktérych ukazaty sie publikacje
wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania — 13,375

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW za publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego
-165

Liczba cytowan publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego do dnia ztozenia
whniosku (wg bazy Web of Science) - 78

c) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

WSTEP

Y. enterocolitica jest ludzkim enteropatogenem, czynnikiem etiologicznymi jersiniozy,
odzwierzecej choroby zakaznej. Jersinioza jest trzecig pod wzgledem czestosci wystepowania
zoonozg w Europie (raport EFSA, 2015). W ciggu ostatnich kilku lat réwniez w Polsce
zaobserwowano znaczny wzrost infekcji wywotanych przez te pateczki. Y. enterocolitica
nalezy do rodzaju VYersinia, obok dwdch innych patogennych gatunkéw, tj. V.
pseudotuberculosis, wywotujgca rodencjoze oraz Y. pestis, czynnik etiologiczny dzumy. Y.
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enterocolitica jest heterogennym gatunkiem, w obrebie ktérego wyrdzniono ponad 70
serotypow i sze$é biotypow o réoznym stopniu zjadliwosci (Bottone, 1997). Y. enterocolitica
syntetyzuje wiele czynnikdow wirulencji, ktére kodowane sg na chromosomie lub plazmidzie
zjadliwosci pYV. Do najwazniejszych naleza: inwazyna Inv, adhezyny, YadA i Ail, a takze
cytotoksyczne biatka Yop, ktére transportowane sg do komorki eukariotycznej systemem
sekrecji Ill Typu (Cornelis, 2002). Wazng cechg Y. enterocolitica jest zdolno$¢ do syntezy
rzesek, ktore stuzg do poruszania sie w srodowisku ptynnym, co umozliwia efektywne
rozprzestrzenianie sie i kolonizacje nowych nisz ekologicznych.

Jersinioza moze przybiera¢ rdine postaci chorobowe, w zaleznosci od wieku
zainfekowanych oséb i stanu fizycznego chorego, tj. poczagwszy od stanéw biegunkowych z
tendencjg do samoustgpienia do ciezkich zakazen z bakteriemia wigcznie. Grozne dla
cztowieka sg takze powiktania, a mianowicie rumien guzowaty, rumien wielopostaciowy,
reaktywne zapalenie stawodw, zapalenie teczowki czy zapalenie kiebuszkéw nerkowych.
Naturalnym rezerwuarem Y. enterocolitica s3 domowe i dziko zyjgce zwierzeta. Najczesciej
patogenne szczepy sg izolowane od swin, psdw oraz kotéw (Bottone, 1997). Y. enterocolitica
jest zdolna do wzrostu w temperaturze 4°C, w zwigzku z tym mieso przechowywane w
chtodniach moze stanowi¢ zrédto zakazenia. Do wnetrza organizmu cztowieka pateczki V.
enterocolitica dostajg sie wraz z zakazonym pozywieniem lub wodg i przechodzg przez
kolejne odcinki uktadu pokarmowego. Miejscem inwazji, jak wielu innych enterobakterii, jest
tkanka nabtonkowa jelita, a w szczegélnosci komodrki M (Jepson i Clarck, 1998). Po
przedostaniu sie przez warstwe nabtonka pateczki Yersinia docierajg do zorganizowanych
struktur limfatycznych zwanych kepkami Peyera. W grudkach limfatycznych patogen
napotyka m. in. makrofagi i neutrofile, ktére stanowig pierwszg linie obrony w nieswoistej
odpowiedzi immunologicznej organizmu gospodarza (Brubaker, 1991). Dzieki syntezie
cytotoksycznych biatek Yop, ktdre podlegajg sekrecji i translokacji na teren cytoplazmy
komédrek zernych, Y. enterocolitica hamuje proces fagocytozy oraz reakcje obronng
organizmu gospodarza (Cornelis, 2002). Namnazanie sie bakterii w uktadzie siateczkowo-
srodbtonkowym, w obszarze weztéw chtonnych jamy brzusznej, prowadzi do standw
zapalnych oraz owrzodzen.

Y. enterocolitica wystepuje powszechnie w S$rodowisku naturalnym, réwnie tatwo
przezywa w srodowisku zewnetrznym jak i w organizmie gospodarza, chociaz sg to bardzo
rozne nisze ekologiczne. Proces adaptacji bakterii do zmieniajacych sie warunkéw
srodowiska mozliwy jest dzieki funkcjonowaniu réznorodnych mechanizmdéw regulacyjnych.
W efektywnym odbiorze, przekazywaniu i przetwarzaniu sygnatéw biorg udziat
dwusktadnikowe systemy transdukcji sygnatu (TCSs), w tym szlak sygnatowy EnvZ/OmpR
(Bourret i wsp., 1991).

System EnvZ/OmpR, prototypowy TCS, zostat zidentyfikowany i najlepiej
scharakteryzowany u niepatogennej Escherichia coli. Uktad ten ztozony jest z dwdch biatek.
EnvZ to biatko sensorowe odbierajgce bodice ze srodowiska. Posiada aktywnos¢ kinazy
histydynowej zlokalizowanej w bfonie wewnetrznej, ktéra pod wptywem okreslonego
sygnatu ulega autofosforylacji, a nastepnie przekazuje grupe fosforanowg na regulator
odpowiedzi, tj. biatko OmpR. Ufosforylowany regulator z kolei, w wyniku zaistniatych zmian
konformacyjnych, wigze sie w postaci dimeru do DNA, regulujgc proces transkrypcji
okreslonych genéw (Kenney, 2002). System EnvZ/OmpR zostat odkryty u E. coli przy okazji
badania osmoregulacji ekspresji gendéw dwdch gtéwnych poryn dyfuzji ogdlnej, OmpC i
OmpkF. Poryny te tworzg w bfonie zewnetrznej hydrofilowe kanaty umozliwiajgce transport
niskoczasteczkowych zwigzkéw do wnetrza komérki. Srodowisko wodne odznacza sie niska
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osmolarnoscig, natomiast jelito organizmu gospodarza wysokg osmolarnoscig (Csonka i
Epstein, 1996). W warunkach niskiej osmolarnosci obserwowano niski poziom
ufosforylowanego OmpR w komarce, ktéry wigze sie z wysokim powinowactwem do dwdch
miejsc wigzania zlokalizowanych w obszarze promotora ompF, co prowadzi do indukgcji
ekspresji tego genu. Wzrost osmolarnosci przyczynia sie do wzrostu ilosci formy
ufosforylowanej OmpR, co z kolei prowadzi do wysycenia przez ten regulator trzech miejsc
wigzania w obszarze promotora ompC, charakteryzujgcych sie niskim stopniem
powinowactwa, a w konsekwencji umozliwia indukcje ekspresji tego genu. Réwnoczesnie
zwigzanie ufosforylowanego OmpR z kolejnymi dwiema sekwencjami w obszarze promotora
ompF skutkuje utworzeniem petli DNA i zahamowaniem ekspresji ompF (Egger i wsp. 1997;
Kenney, 2002).

Obecnie wiemy, ze system EnvZ/OmpR zaangazowany jest w regulacje transkrypcji
kilkunastu gendéw/operondw u E. coli w odpowiedzi na zmiany osmolarnosci, ale réwniez
zmiany pH, temperatury czy stezenia sktadnikdw odzywczych w srodowisku. Jest to zaréwno
regulacja pozytywna jak i negatywna (Higashitani i wsp., 1993; Shin i Park, 1995; Jubelin i
wsp., 2005; Vidal i wsp., 1998; Yamamoto i wsp., 2000). Ponadto okazato sie, ze w przypadku
niektérych bakterii patogennych, nalezgcych do rodziny Enterobacteriaceae, OmpR
uczestniczy w kontroli zjadliwosci. U Shigella flexneri reguluje ekspresje gendéw vir, ktérych
produkty uczestniczg w inwazji tkanki nabtonkowej jelita, natomiast u Salmonella enterica
sv. Typhimurium reguluje ekspresje gendéw innego TCS, tj. SsrA/SsrB, ten z kolei warunkuje
przezycie oraz namnazanie patogenu wewnatrz makrofagéw, jak réwniez wywotanie
ogodlnoustrojowej infekcji (Bernardini i wsp., 1990; Lee i wsp., 2000; Garmendia i wsp., 2003;
Feng i wsp. 2004).

Te doniesienia staty sie impulsem do rozpoczecia przeze mnie badan majacych na celu
identyfikacje oraz okreslenie roli systemu EnvZ/OmpR w fizjologii Y. enterocolitica. Obiektem
badan w naszej grupie badawczej jest szczep Y. enterocolitica bedacy izolatem klinicznym,
nalezgcym do serotypu 0:9, biotypu 2 (Ye9). W ramach mojego doktoratu wykonywanego w
Zakfadzie Mikrobiologii Stosowanej UW udato sie zidentyfikowaé oraz zsekwencjonowac
operon ompB pochodzacy ze szczepu Ye9. W sktad tego operonu wchodzg dwa geny: ompR i
envZ. Analiza in silico sekwencji aminokwasowe] biatek OmpR bakterii nalezgcych do rodziny
Enterobacteriaceae wykazata wysoki stopien podobienstwa, co moze swiadczyé o istotnej
roli tego regulatora w fizjologii tych mikroorganizméw. W kolejnym etapie badan
skonstruowatam mutanta delecyjnego w szczepie Ye9 pozbawionego regulatora OmpR.
Wstepna charakterystyka fenotypowa wykazata brak obydwu poryn OmpF i OmpC w
mutancie ompR w ostonach bakteryjnych, podobnie jak to ma miejsce w przypadku E. coli.
Nastepnie zaobserwowano, ze biatko OmpR uczestniczy w osmoregulacji syntezy/sekrecji
cytotoksycznych biatek Yop, istotnych czynnikéw zjadliwosci Y. enterocolitica. Wzrost
osmolarnosci podtoza prowadzit do zahamowania syntezy/sekrecji tych biatek w szczepie
dzikim, czego nie obserwowano w mutancie ompR. Dalsza charakterystyka mutanta ompR
wykazata, ze regulator ten uczestniczy w adaptacji bakterii do warunkéw stresowych, a takze
umozliwia bakterii przezycie wewngtrz makrofagdéw (Brzostek i wsp., 2003).

Wyniki otrzymane w ramach mojego doktoratu staty sie punktem wyjscia dla dalszym
badan, ktérych celem byta weryfikacja hipotezy badawczej, zaktadajgcej udziat systemu
transdukcji sygnatu EnvZ/OmpR w regulacji innych procesdow i wtasciwosci fizjologicznych Y.
enterocolitica determinujgcych zjadliwo$é tego gatunku bakterii. W publikacjach
stanowigcych podstawe prezentowanego osiggniecia naukowego przedstawiono wyniki
badan wskazujgce na nowe cele dziatania OmpR, a tym samym procesy biologiczne wazne w
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patofizjologii Y. enterocolitica, co niewatpliwie przyczynito sie do poszerzenia wiedzy na
temat roli tego regulatora w przebiegu jersiniozy.

Najwazniejsze osiggniecia naukowe:

Publikacja:
Brzostek K., Raczkowska A. 2007. The YompC protein of Yersinia enterocolitica: molecular
and physiological characterization. Folia Microbiol. 52: 73-80.

Moje badania po doktoracie skoncentrowane byty na okresleniu roli systemu transdukgcji
sygnatu EnvZ/OmpR w modulowanie procesu zjadliwosci Y. enterocolitica poprzez regulacje
ekspresji gendw biatek powierzchniowych. W kregu moich zainteresowa¢, na poczatku
badan, znalazta sie jedna z poryn dyfuzji ogdlnej, mianowicie poryna OmpC. Biatko to
zbudowane jest z trzech monomerycznych podjednostek, ktore tworza kanat w btonie
zewnetrznej dla transportu substancji odzywczych, antybiotykéw, czy tez jonéw (< 600 Da)
(Brzostek i Hrebenda, 1988; Benz i Bauer, 1988; Nikaido, 1992). W celu wyjasnienia roli
OmpC w fizjologii Y. enterocolitica skonstruowatam mutanta pozbawionego tego biatka w
szczepie Ye9 i przeprowadzitam jego charakterystyke fenotypowa. Wyniki badan pokazaty, ze
brak poryny OmpC przyczynia sie do wzrostu opornosci pateczek Yersinia na wybrane
antybiotyki B-laktamowe z grupy cefalosporyn oraz tetracykline. W zwigzku z tym zmiany w
przepuszczalnosci btony zewnetrznej, bedace konsekwencjg zmian w poziomie syntezy
OmpC, moga miec¢ znaczenie w antybiotykoopornosci Y. enterocolitica. Jak wykazaty badania
u Klebsiella pneumoniae, jak rowniez Enterobacter aerogenes, wystarczy nawet niewielka
modyfikacja biatka, polegajgca np. na wprowadzeniu innego aminokwasu, ktéra moze
prowadzi¢ do zmiany tadunku w wewnetrznej domenie biatka tworzacej kanat i zaburzac
proces dyfuzji antybiotyku. lzolaty kliniczne K. pneumoniae, jak réwniez E. aerogenes,
posiadajgce w ostonach tak zmodyfikowane poryny nabywajg fenotyp antybiotykoopornosci
(Martinez-Martinez i wsp., 1996; Chevalier i wsp., 1999).

Kolejne wyniki badan wskazaty na inne wifasciwosci biatka OmpC Y. enterocolitica.
Analizowany mutant ompC cechowat sie obnizong zdolnoscig adhezji do linii komdrkowej
HEp-2 w porédwnaniu do szczepu dzikiego. Obserwowany wysoki poziom biatka OmpC w
warunkach wysokiej osmolarnosci, czyli w warunkach panujgcych w jelicie cienkim, moze
dodatkowo swiadczyé o zaangazowaniu tej poryny w proces adhezji Y. enterocolitica. Nie
mozna jednak wykluczy¢, ze sam brak poryny OmpC w bfonie zewnetrznej, moze prowadzi¢
do zaburzen w strukturze oston (az milion czgsteczek OmpC moze przypadacé na komérke), co
w konsekwencji moze obnizaé zdolnosci adhezyjne Y. enterocolitica. Przeprowadzona analiza
filogenetyczna wykazata, iz biatko OmpC Y. enterocolitica jest najblizej spokrewnione z OmpC
K. pneumoniae (Omp36). Poryna ta, jak réwniez biatko OmpC S. enterica sv. Typhimurium,
czy OmpC S. flexneri biorg udziat w procesie inwazji komérek organizmu gospodarza
(Bernardini i wsp., 1993; Negm i Pistole, 1999). Wyniki powyzszych badan wykazaty, iz
system EnvZ/OmpR uczestniczac w regulacji ekspresji ompC i ompF, moze modulowaé
zdolnosci adhezyjne Y. enterocolitica. Ponadto, poczynione obserwacje zachecity do
zbadania roli systemu EnvZ/OmpR w regulacji ekspresji innych gendéw, w tym gendw
wirulencji. To zagadnienie stato sie tematem moich kolejnych badan.
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Gfowne osiggniecia poznawcze
e Poryna OmpC Y. enterocolitica uczestniczy w transporcie antybiotykow [-
laktamowych, nalezacych do grupy cefalosporyn, oraz tetracyklin
e OmpC bierze udziat w procesie adhezji Y. enterocolitica do komérek gospodarza

Publikacje:

Brzostek K., Brzéstkowska M., Bukowska I., Karwicka E., Raczkowska A. 2007. OmpR
negatively regulates expression of invasin in Yersinia enterocolitica. Microbiol. SGM 153:
2416-2425.

Raczkowska A., Brzostkowska M., Kwiatek A., Bielecki J., Brzostek K. 2011. Modulation of inv
gene expression by the OmpR two-component response regulator protein of Yersinia
enterocolitica. Folia Microbiol. 56: 313-319.

Wsrdd czynnikéw zjadliwosci Y. enterocolitica eksponowanych na powierzchni komorki
patogenu szczegdlne miejsce zajmuje Inwazyna Inv. Jest to biatko btony zewnetrznej, ktore
bierze udziat w adhezji i inwazji tkanki nabtonkowej jelita gospodarza (Pepe i Miller, 1993).
Miejscem jej bezposredniego oddziatywania sg komérki M wystepujgce w nabtonku
pokrywajgcym struktury limfatyczne btony sluzowej jelita (Jepson i Clarck, 1998). Inwazyna w
postaci homomultimeru wigze sie do receptorow B1 integryn, co dostarcza sygnatu do
internalizacji bakterii, prowadzi do rearanzacji cytoszkieletu aktynowego komorki
gospodarza i zamkniecia bakterii w pecherzyku endosomu. Jest to proces inwazji zwany
mechanizmem zamka btyskawicznego.

Ekspresja genu inv u Y. enterocolitica serotypu 0:8 zalezy w duzej mierze od osmolarnosci,
jak réwniez od temperatury, pH, dostepnosci sktadnikdw odzywczych oraz fazy wzrostu
(Pepe i wsp., 1994). Maksymalna ekspresja zachodzi w pdzinej fazie logarytmicznej w
temperaturze 25°C w neutralnym pH, natomiast ulega znacznej redukcji w 37°C (Young i
wsp., 1990). Obnizenie pH do wartosci 5,5, prowadzi do indukcji ekspresji inv w 37°C (Pepe i
wsp., 1994). Czynniki stresowe tj. wysoka osmolarnos¢, niskie pH obnizajg ekspresje inv w
25°C (Ellison i wsp., 2003).

Wsréd znanych regulatorow koordynujgcych ekspresje genu inwazyny znajdujg sie biatka:
RovA, H-NS oraz YmoA. RovA (ang. Regulator of virulence) to biatko regulatorowe nalezgce
do rodziny MarA/SlyA, ktdre bierze udziat w pozytywnej regulacji ekspresji inv. Wigze sie w
postaci dimeru do dwéch sekwencji zlokalizowanych w obszarze regulatorowym genu inv (od
pozycji -207 do -50 powyzej miejsca startu translacji) (Ellison i wsp., 2004). Biatka
histonopodobne H-NS (ang. Histone-like Nucleoid Structuring) oraz YmoA (ang. Yersinia
modulator) tworzg nukleinoproteinowy kompleks represyjny, ktéry powstaje zarébwno w
25°C jak i w 37°C, uczestniczy w negatywnej regulacji ekspresji inv (Cornelis i wsp., 1991,
Ellison i wsp. 2003). RovA i kompleks H-NS/YmoA konkurujg o miejsce wigzania w obszarze
promotora inv. RovA petni funkcje aktywatora, jak réwniez antyrepresora. Krytyczna dla
procesu transkrypcji inv, jest prawdopodobnie koncentracja biatka RovA w komérce. Wysoki
poziom syntezy RovA w 25°C decyduje o skutecznej rywalizacji tego regulatora z
kompleksem represyjnym o miejsce wigzania w genie inv. W 37°C dochodzi do zahamowania
transkrypcji inv w wyniku niskiego poziomu RovA w komoérce, ktére nie moze efektywnie
wspotzawodniczyé z kompleksem H-NS/YmoA (Ellison i Miller, 2006).

Obserwowana osmoregulacja ekspresji genu inwazyny u Y. enterocolitica O:8 stata sie
inspiracja do podjecia badan, ktéorych celem byto wyjasnienie roli systemu transdukcji



Adrianna Raczkowska
Zatgcznik 2 [Autoreferat w jezyku polskim]

sygnatu EnvZ/OmpR w regulacji ekspresji genu inv u Y. enterocolitica Ye9. Badania
rozpoczeto od przeprowadzenia analiz sqRT-PCR, ktdre wykazaty, iz poziom mRNA dla genu
inv szczepu dzikiego jest nieco wyiszy w temperaturze 25°C niz 37°C. Wyraing
temperaturowg roznice w ekspresji inv zaobserwowano w mutancie ompR. Natomiast
poziom transkryptu inv w 25°C w mutancie ompR byt wyraZnie zwiekszony w poréwnaniu do
szczepu dzikiego. Efektu tego nie obserwowano w przypadku mutanta z nieaktywnym genem
envZ. Badania aktywnosci promotora inv przy wykorzystaniu chromosomowej fuzji
transkrypcyjnej inv::lacZYA potwierdzity istotny wzrost ekspresji inv w mutancie ompR w
25°C w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Natomiast w przypadku 37°C obserwowano spadek
poziomu ekspresji inv zarowno w szczepie dzikim, jak i mutancie ompR. Dodatkowo
przeprowadzone analizy sugerowaty, ze sensor EnvZ nie bierze udziatu w obserwowanej
regulacji ekspresji genu inwazyny. Wyniki powyzszych badan potwierdzity udziat OmpR w
negatywne] regulacji transkrypcji inv w 25°C, jak réwniez termoregulacje ekspresji inv
niezalezng od aktywnosci OmpR.

Kolejne badania koncentrowaty sie na poznaniu roli EnvZ/OmpR w osmoregulacji genu inv.
Badania wptywu osmolarnosci na ekspresje inv pozwolity zaobserwowac stopniowy spadek
aktywnosci badanego promotora wraz ze wzrostem osmolarnosci w szczepie dzikim,
natomiast w mutancie ompR poczatkowy wzrost, a nastepnie staty poziom ekspresji inv
niezaleznie od dalszego wzrostu osmolarnosci. Otrzymane wyniki $wiadczyty o czeSciowe;j
osmoregulacji ekspresji genu inwazyny z udziatem biatka OmpR, a takze wskazywaty na
mozliwos¢ istnienia dodatkowego regulatora kontrolujgcego transkrypcje inv w zaleznosci od
osmolarnosci Srodowiska. Nie mozna rowniez wykluczy¢é mozliwosci, ze stopien
superskrecenia DNA zmieniajgcy sie w zaleznosci od warunkéw S$rodowiska moduluje
transkrypcje inv (Higgins i wsp., 1988).

Poniewaz w negatywnej regulacji ekspresji inv Y. enterocolitica bierze udziat kompleks
represyjny H-NS/YmoA w dalszych badaniach podjeto sie préby otrzymania mutantow
insercyjnych w tychze genach w szczepie Ye9. Poniewaz nie udato sie uzyska¢ mutantéw, z
problemem tym borykaty sie réwniez inne grupy badawcze, zdecydowano o przebadaniu
poziom ekspresji fuzji inv::lacZ obecnej na plazmidzie pSL205 w uktadzie heterologicznym, t;j.
w szczepach E. coli réznigcych sie poziomem aktywnosci trzech regulatorow: OmpR, H-NS
oraz RovA. Na podstawie otrzymanych wynikéw wnioskowano, ze RovA aktywuje ekspresje
inv bez wzgledu na obecnos¢ H-NS, natomiast OmpR hamuje ekspresje genu inwazyny, a
efekt ten jest niezalezny od obecnosci aktywatora RovA.

W oparciu o analizy miejsc wigzania OmpR w genach regulonu OmpR E. coli zostafa
ustalona sekwencja konsensus wigzania tego regulatora sktadajgca sie z 20 par zasad, 5'-
TTTTACTTTTTG(T/A)AACATAT-3' (Maeda i wsp., 1991). Przeprowadzona analiza in silico
sekwencji promotora genu inv Y. enterocolitica wykazata obecno$é¢ jednego potencjalnego
miejsca wigzania dla OmpR pokrywajacego sie z sekwencjg -10 i -35 promotora inv,
wykazujgcego 78% identycznosci z sekwencjg konsensus. Okazato sie, iz sekwencja ta nie
pokrywa sie z zadnym z dwdch miejsc wigzania dla RovA czy kompleksu represyjnego H-
NS/YmoA (Ellison i Miller, 2006). W celu okreslenia czy ufosforylowany w warunkach in vitro
OmpR bezposrednio wigze sie do sekwencji promotora inv przeprowadzono analize tempa
migracji komplekséw DNA/biatko w zelu niedenaturujgcym, tzw. testy EMSA (ang.
Electrophoretic Mobility Test Assay). Okazato sie, ze OmpR specyficznie oddziatuje z
promotorem inv, co $wiadczyto o bezposredniej regulacji ekspresji genu inwazyny z udziatem
regulatora OmpR.
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Gfowne osiggniecia poznawcze

e Ekspresja genu inwazyny Y. enterocolitica Ye9 zalezy od temperatury, jest to
regulacja niezalezna od OmpR; kluczowg role w regulacji transkrypcji inv w
zaleznosci od temperatury petni RovA

e Ekspresja inv zalezy od osmolarnosci, a mechanizm ten jest czesciowo OmpR-
zalezny

e OmpR bierze udziat w bezposredniej, negatywnej regulacji ekspresji inv Y.
enterocolitica; OmpR moze petfni¢ role dodatkowego represora ekspresji inv w
zaleznosci od okreslonych czynnikéw srodowiskowych

e Proces fosforylacji OmpR prawdopodobnie jest czesciowo niezalezny od kinazy
EnvZ; sensor EnvZ nie uczestniczy w obserwowanej regulacji ekspresji inv
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Szczegblng role w procesie patogenezy, na pierwszym etapie infekcji Y. enterocolitica,
petnig obok inwazyny, rzeski. Sg to struktury zewnatrzkomodrkowe, ktéore wystepujg
powszechnie u bakterii istuzg do poruszania sie w srodowisku ptynnym, co ufatwia
rozprzestrzenianie i zasiedlanie nowych nisz ekologicznych. U bakterii chorobotwdrczych
odgrywajg istotng role w procesie patogenezy, umozliwiajgc kontakt z komodrka
eukariotyczng (Young i wsp., 2000). U Y. enterocolitica rzeski umieszczone sg perytrychalnie.
Aparat rzeskowy zakotwiczony w ostonach bakteryjnych sktada sie z 3 czesci: ciata
podstawowego, haka i wtdkna rzeski. Buduje go kilkadziesiat biatek, ktorych ekspresja zalezy
od biatka FliA, tj. alternatywnego czynnika sigma 28 oraz nadrzednego aktywatora
transkrypcji, regulatora FIhDC (Young i wsp., 1999a).

Przeprowadzona charakterystyka fenotypowa mutanta delecyjnego ompR Y. enterocolitica
Ye9 wykazata, iz brak regulatora w komodrkach Yersinia prowadzi do zahamowania
ruchliwosci. Okazato sie, ze jest to mechanizm niezalezny od funkcjonowania EnvZ, poniewaz
mutant z nieaktywnym genem envZ pozostawat ruchliwy podobnie jak szczep dziki.
Dodatkowo obserwacje mikroskopowe potwierdzity brak rzeski tylko w przypadku mutanta
ompR. W oparciu o otrzymane wyniki postawiono hipoteze badawczg wedtug, ktérej OmpR
moze uczestniczy¢ w pozytywnej regulacji ekspresji operonu flhDC.

Regulon rzeskowy, najlepiej zbadany u E. coli, sktada sie z okoto 50 gendw, ktére
zgrupowane sg w 3 gtéwne klasy gendw, ktérych ekspresja zachodzi w sposéb sekwencyjny,
w sciSle okreslonym porzadku. Na szczycie hierarchii znajduje sie nadrzedny aktywator
regulonu rzeski, heterotetramer FIhDC, ktérego ekspresja zalezy u E. coli od aktywnosci wielu
regulatorow, w tym OmpR (Shin i Park, 1995). FIhDC kontroluje ekspresje Il i llla klasy gendow
oraz fliA, genu kodujgcego alternatywny czynnik Sigma 28, ktéry z kolei kontroluje ekspresije
llla i lllb klasy gendéw (Iriarte i wsp., 1995, pr). Okazato sie, iz w przypadku Y. enterocolitica,
FliA moduluje réwniez transkrypcje gendw inv oraz virF (Horne i Pruss, 2006). VirF to gtéwny
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aktywator transkrypcji w 37°C plazmidowych genéw zjadliwoéci yop oraz yadA (Cornelis i
wsp., 1989). Analiza bioinformatyczna potozenia genu inv w genomie Y. enterocolitica
wskazata na lokalizacje inv w obrebie genéw regulonu rzeskowego (Badger i Miller, 1998).

Poniewaz brak rzesek w mutancie ompR mdgt wynikaé z zahamowanej syntezy regulatora
FIhDC, skonstruowano transkrypcyjne fuzje chromosomowe flhDC::lacZYA, ktére przebadano
nastepnie w szczepie dzikim oraz mutancie ompR. Po pierwsze zaobserwowano wyrazny
spadek aktywnosci promotora flhDC w mutancie ompR, w poréwnaniu do szczepu dzikiego,
co potwierdzito postawiong hipoteze, bowiem swiadczyto o pozytywnej regulacji ekspresji
fIhDC z udziatem OmpR. Byt to o tyle ciekawy wynik, gdyz u E. coli OmpR uczestniczy w
negatywnej regulacji ekspresji flhDC (Shin i Park, 1995). Natomiast u S. enterica sv.
Typhimurium OmpR nie ma wptywu na transkrypcje flhDC (Kutsukake, 1997). Ponadto
wzrost temperatury, osmolarnosci oraz spadek pH prowadzity do zahamowania ekspresji
fIhDC zaréwno w szczepie dzikim jak i mutancie ompR, a wiec wydaje sie, ze OmpR odbiera
jakis inny sygnat ze S$rodowiska, lub tez kombinacje sygnatéw i w odpowiedzi indukuje
ekspresje flhDC.

Analiza in silico sekwencji promotora operonu flhDC wykazata obecnos¢ dwadch
potencjalnych miejsc wigzania dla OmpR pomiedzy sekwencjg -10 promotora, a sekwencjg
startu translacji (ATG) tego operonu. Sekwencje te wykazujg 61% identycznosci z sekwencja
konsensus wyznaczong dla E. coli. W celu wykazania bezposredniego oddziatywania OmpR z
sekwencjg promotora flhDC przeprowadzono w warunkach in vitro testy EMSA, ktére
potwierdzity, iz w obrebie promotora flhDC znajduje sie wiecej niz jedno miejsce wigzania
OmpR, poniewaz obserwowano stopniowe przesuniecie pragzka w zelu, ktéry odpowiadat
utworzonym kompleksom OmpR/DNA. Réwnolegle badano czy fosforylacja ma wptyw na
wigzanie sie OmpR do wytypowanej sekwencji DNA. Badania te wykazaty, ze proces
fosforylacji OmpR jest istotny i zwieksza stopien powinowactwa ufosforylowanego OmpR do
DNA. Poniewaz wczesniejsze obserwacje sugerowaty brak udziatu sensora EnvZ w regulacji
procesu ruchliwosci, wydaje sie wiec, iz w przypadku kontroli ekspresji flhDC w warunkach in
vivo OmpR moze podlegac¢ fosforylacji z udziatem innej spokrewnionej kinazy, lub tez
niskoczgsteczkowych donoréw grupy fosforanowej, tj. acetylofosforanu, ktérego poziom w
komorce zalezy od warunkéw wzrostu, w szczegdlnosci od rodzaju zrédta wegla (McCleary i
Stock, 1994). Opisano i dobrze udokumentowano w literaturze zjawisko ,cross-talk”
polegajgce na fosforylacji regulatora przez kinaze histydynowg pochodzgcy z innego szlaku
sygnatowego (Bijlsman i Groisman, 2003). Taki mechanizm mogtby takze odpowiadaé za
fosforylacje OmpR, niezaleznie od EnvZ, w komdrkach Y. enterocolitica.

Podsumowujgc, przeprowadzone badania wykazaty, iz OmpR pozytywnie reguluje
ekspresje flnDC oraz negatywnie ekspresje inv. Wydaje sie wiec, ze OmpR u Y. enterocolitica,
w odpowiedzi na swoiste bodzce srodowiskowe, moze w sposéb przeciwstawny regulowac
ruchliwos¢ oraz synteze inwazyny i w ten sposéb kontrolowad proces patogenezy.

W celu zbadania fizjologicznych konsekwencji tej odwrotnej regulacji przeprowadzono
kolejne doswiadczenia, mianowicie testy adhezji i inwazji linii komdrkowej HEp-2, jak
rowniez ocene zdolnosci szczepdw Yersinia do tworzenia biofilmu. Analizie poddano
mutanta ompR oraz skonstruowane na potrzeby tych analiz, mutanty z nieaktywnymi genami
fIhDC i inv, ktére w pierwszej kolejnosci przetestowano pod wzgledem fenotypu ruchliwosci.
Mutant flhDC byt nieruchliwy, natomiast mutant inv pozostawat ruchliwy podobnie jak
szczep dziki. W testach adhezji i inwazji wprowadzono etap wirowania, a otrzymane wyniki
poréwnywano do wersji eksperymentu bez wirowania. Proces wirowania miat ufatwic
bakteriom kontakt z komérkami eukariotycznymi niezaleznie od tego czy sg to szczepy

11



Adrianna Raczkowska
Zatgcznik 2 [Autoreferat w jezyku polskim]

ruchliwe czy tez mutanty nieruchliwe. We wszystkich wariantach eksperymentu mutant inv
cechowat sie zdecydowanie obnizong zdolnoscig do adhezji i inwazji komdrek HEp-2, co jest
zgodne z rolg jaka petfni inwazyna w fizjologii Y. enterocolitica. Natomiast mutant ompR
charakteryzowat sie obnizong zdolnoscig adhezji w poréwnaniu do szczepu dzikiego i
mutanta flhDC, pomimo nadekspresji genu inwazyny. Wydaje sie wiec, ze inne adhezyny,
ktérych poziom syntezy zalezy od aktywno$ci OmpR, mogg uczestniczy¢ w procesie adhezji
do komodrek gospodarza. Dobrym kandydatem wydaje sie byé poryna OmpC, o czy
wspominatam wczesniej. Jesli chodzi o proces inwazji (wersja bez wirowania) obserwowano
obnizong zdolno$¢ do inwazji mutanta ompR jak i mutanta fIhDC, co moze by¢ wynikiem
braku rzesek. Natomiast w wersji z wirowaniem, mutant ompR wykazywat zwiekszong
zdolnos¢ do inwazji niz szczep dziki, ze wzgledu na nadekspresje genu inwazyny. Mutant
fIhDC w tych warunkach cechowat sie wcigz obnizong zdolnoscig inwazji w poréwnaniu do
szczepu dzikiego i mutanta ompR. Wynik ten sugerowat, iz FIhDC oprdcz regulacji syntezy
rzeski moze by¢ zaangazowany réwniez w modulacje wtasciwosci inwazyjnych Y.
enterocolitica. Dane literaturowe sugerujg, iz FIhDC petni funkcje globalnego regulatora
zaangazowanego w metabolizm tego patogenu, jak rowniez w sekrecje czynnikow
zjadliwosci przy udziale rzeskowego aparatu sekrecyjnego (Kapatral i wsp., 2004; Young i
wsp., 1999b).

Oproécz zdolnosci adhezyjnych i inwazyjnych szczepdw Y. enterocolitica w zaleznosci od
aktywnosci regulatora OmpR analizowano réwniez proces tworzenia biofilmu. Biofilm to
zespot organizméw, w tym przypadku jednego gatunku, zanurzonych w macierzy
zewnatrzkomoérkowej, wykazujgcych zdolno$¢ adhezji do powierzchni i siebie nawzajem.
Wiele korzysci ptynie dla bakterii z mozliwosci tworzenia biofilmu, m. in. zwiekszona
dostepnos¢ skfadnikdw odzywczych, zwiekszona opornosé na czynniki bakteriobdjcze itp.
Wyniki przeprowadzonych badan sugerowaty, ze OmpR kontrolujgc proces syntezy rzesek,
adhezyny OmpC i inwazyny Inv, moze modulowaé zdolno$¢ Y. enterocolitica do tworzenia
biofilmu. W celu weryfikacji tej hipotezy przeprowadzono analize zdolnosci do tworzenia
biofilmu przez szczep dziki oraz mutanty ompR, envZ, ompC oraz flhDC. Utworzone 6 godz.
oraz 24 godz. biofilmy badane byt metodg ilosciowg (kolorymetryczng z fioletem
krystalicznym), a takze analizowane w skaningowym mikroskopie konfokalnym (SCLM).
Obserwacje w SCLM pozwolity na okreslenia grubosci biofilmu oraz jego struktury
przestrzennej. Otrzymane wyniki wskazaty miedzy innymi, iz niezaleznie od czasu inkubacji
mutant ompR, cechuje sie obnizong zdolnoscig do tworzenia biofilmu, podobnie jak mutant
flhDC. W przypadku 24 godz. biofilmu mutant ompR radzit sobie zdecydowanie stabiej niz
mutant flhDC. Natomiast brak biatka EnvZ nie miat wptywu na zdolnos$¢ szczepu do
formowania biofilmu. W przypadku analizy SCLM, zaréwno mutant ompR jak i flhDC
produkowat cieriszy i mniej skondensowany biofilm niz szczep dziki. Wydaje sie wiec, ze brak
zdolnosci ruchu oraz obnizona adherencja mutanta ompR, a wiec mniej efektywne wigzanie
z powierzchnig, przekfada sie na proces tworzenia biofilmu. Dodatkowo analizowany mutant
ompC charakteryzowat sie wyraznym dwuwarstwowym biofilmem, ale najstabiej
skondensowanym, co moze swiadczy¢ o udziale OmpC w procesie formowania biofilmu, jako
istotnej adhezyny.

Podsumowujgc te czes¢ badan mozina powiedzie¢, ze OmpR bierze udziat w regulacji
procesu adhezji i inwazji Y. enterocolitica, jak réwniez tworzenia biofilmu, uczestniczac
bezposrednio w regulacji syntezy adhezyny OmpC, inwazyny Inv czy rzesek, a by¢ moze
rowniez innych czynnikdw istotnych w procesie patogenezy.
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Gfowne osiggniecia poznawcze

e OmpR bezposrednio, pozytywnie reguluje transkrypcje operonu flhDC, niezaleznie
od aktywnosci sensora EnvZ

e Ekspresja flhDC zalezy od temperatury, pH, osmolarnosci, a te mechanizmy regulacji
sq3 OmpR-niezalezne

e Za fosforylacie OmpR moze odpowiadaé, podobnie jak w przypadku regulacji
ekspresji inv, albo inna spokrewniona kinaza albo niskoczgsteczkowe donory grupy
fosforanowej

e OmpR bierze udziat w regulacji procesu adhezji i inwazji Y. enterocolitica

e Regulator OmpR, ale nie sensor EnvZ, reguluje proces tworzenia biofilmu

e Biatko OmpC, jako kolejna adhezyna Y. enterocolitica, wspétuczestniczy w tworzenia
biofilmu

e Rzeski maja istotne znaczenie dla formowania biofilmu Y. enterocolitica

Publikacja:

Raczkowska A., Trzos J., Lewandowska O., Nieckarz M., Brzostek K. 2015. Expression of the
AcrAB components of the AcrAB-TolC multidrug efflux pump of Yersinia enterocolitica is
subject to dual regulation by OmpR. PLoS One 20;10(4):e0124248. doi:
10.1371/journal.pone.0124248.

W dalszych badaniach przeprowadzono identyfikacji puli gendw wchodzacych w sktad
regulonu OmpR Y. enterocolitica technikg opisang przez Robleto i wsp. (2003), w ktdrej
wykorzystano samobdjczy plazmid niosgcy minitranspozon Tn5-B22 z bezpromotorowym
genem reporterowym lacZ. W metodzie tej, po wprowadzeniu plazmidu do komodrek
mutanta ompR, przypadkowa transpozycja mogta prowadzi¢ do utworzenia fuzji promotora z
genem reporterowym JlacZ. |dentyfikacja miejsc transpozycji oraz OmpR-zaleznej regulacji
ekspresji gendw/operonéw byta mozliwa dzieki wprowadzaniu do otrzymanej puli mutantéw
transpozonowych, in trans dzikiego allelu genu ompR i pordwnywaniu poziomu ekspresji
genu reporterowego przed i po komplementacji mutacji ompR. Tym sposobem
przeanalizowano 960 mutantow transpozonowych. Do dalszych analiz wytypowane zostaty
te mutanty, u ktérych zaobserwowano zmiany w poziomie ekspresji lacZ. Zidentyfikowano
pie¢ gendéw/operondw regulowanych pozytywnie i dwa negatywnie przez OmpR. Wsréd nich
szczegblng uwage zwrdécit mutant AR83, u ktérego zaobserwowano wyrazny hamujacy efekt
dziatania OmpR. Wynik ten wskazywat na negatywng funkcje OmpR w regulacji tego
genu/operonu. Dalsze analizy, m.in. miejsca transpozycji (AP-PCR, Arbitrary Primer PCR) oraz
organizacji jednostki transkrypcyjnej (sqRT-PCR) wykazaty, iz transpozycja w tym szczepie
zaszta w obrebie operonu acrRdsrE, ktéry koduje represor AcrR oraz hipotetyczne biatko o
wysokim stopniu homologii do biatka DsrE E. coli. Biatko AcrR jest represorem operonu
acrAB, kodujgcego komponenty pompy efflux opornosci wielolekowej AcrAB-TolC, tj.,
lipoproteine AcrA oraz transporter AcrB (Ma i wsp., 1996; Blair i Piddock, 2009). Pompa
AcrAB-TolC, wystepujgca powszechnie u bakterii gramujemnych nalezgcych do rodziny
Enterobacteriaceae, uczestniczy w aktywnym usuwaniu szkodliwych dla komérki bakteryjnej
zwigzkéw, tj. chloramfenikolu, B-laktaméw, tetracyklin, makrolidéw, fluorochinolondw,
rozpuszczalnikdw organicznych czy detergentéw (Nikaido, 1996; Li i Nikaido, 2004).
Regulacja aktywnosci takiej pompy ma waine znaczenie adaptacyjne i stanowi jeden z
mechanizmdw opornosci bakterii na antybiotyki.
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Rownolegle do badan genetycznych przeprowadzono réznicowa analize sktadu biatkowego
oston szczepu dzikiego i mutanta ompR, rosngcych w réznych warunkach, co pozwolito na
identyfikacje biatka AcrB, ktorego synteza podlegata pozytywnej regulacji z udziatem OmpR.
Wyniki przeprowadzonych wstepnych analiz pozwolity wysung¢ hipoteze badawcza, ktora
zaktadata udziat OmpR w regulacji ekspresji genu regulatorowego acrR, a by¢ moze réwniez
niezaleznie operonu acrAB. Ekspresja gendéw komponentéw pomp typu efflux jest
regulowana zazwyczaj przez lokalnie dziatajgcy represor, jak réwniez przez globalne $ciezki
regulacyjne (Nikaido, 1996). Wiadomo, iz wsrdd znanych regulatoréw transkrypcji acrAB u E.
coli znajdujg sie biatka MarA, Sox i Rob, natomiast u S. enterica sv. Typhimurium dodatkowo
obecny jest jeszcze regulator RamA (Jair i wsp., 1996; Nikaido i wsp., 2008). W przypadku
Yersinia spp. bardzo mato jest wiadomo na ten temat funkcjonowania pompy AcrAB-TolC,
tym bardziej nieznany jest mechanizm regulacji tych gendéw/operonéw. Przeprowadzona
analiza in silico genomu Y. enterocolitica wykazata obecnos¢ potencjalnych sekwencji
kodujacych geny regulatorow MarA, Rob i SoxS, ale nie RamA.

W celu zweryfikowania postawionej hipotezy o OmpR-zaleznej regulacji funkcjonowania
pompy AcrAB-TolC skonstruowano plazmidowe fuzje transkrypcyjne promotoréw operonéw
acrRdsrE i acrAB z genem reporterowym gfp, ktére nastepnie przebadano w szczepie dzikim i
mutancie ompR, w zaleznosci od dziatania réznych czynnikéw srodowiskowych. Badania te
wykazaty, iz OmpR uczestniczy w negatywnej regulacji ekspresji acrR w fazie logarytmicznego
wzrostu, ale nie w fazie stacjonarnej, oraz pozytywnej operonu acrAB niezaleznie od fazy
wzrostu bakterii. Ponadto temperatura reguluje transkrypcje operonu acrAB, ale nie acrR,
niezaleznie od OmpR. W 37°C zanotowano wyzszg ekspresje acrAB niz w 25°C, obserwacja ta
wydaje sie by¢ logiczna poniewaz w organizmie gospodarza bakterie sg bardziej narazone na
dziatanie réinych toksycznych substancji niz w Srodowisku zewnetrznym. W przypadku
innych enterobakterii nie zaobserwowano procesu termoregulacji. Do czynnikdéw
indukujgcych ekspresje acrAB u E. coli czy S. enterica sv. Typhimurium naleza: sole zétci,
NaCl, etanol, kwasy ttuszczowe, fluorochinolony, indol czy kwas salicylowy (Rosenberg i
wsp., 2003; Nikaido i wsp., 2011). Dlatego w kolejnych doswiadczeniach przebadano wptyw
dziewieciu czynnikéw stresowych na poziom ekspresji obu fuzji tj. soli zétci, deoksycholanu,
indolu, etanolu, parakwatu, NaCl, wybranych fluorochinolondw oraz niskiego pH, jak réwniez
kombinacji niskiego pH i wysokiej osmolarnosci. Deoksycholan jest sktadnikiem soli zéfci,
indol to metabolit bakteryjny, ktéry wydzielany na zewnatrz, petni funkcje biologicznego
oksydanta indukujgcego produkcje biatek antyoksydacyjnych u bakterii, parakwat natomiast
to generator ponadtlenkowy. Otrzymanie wyniki badan pokazaty, iz w zasadzie tylko sole
76tci indukujg w sposéb istotny ekspresje acrAB, nieco stabiej deoksycholan, indol i
parakwat, ale jest to mechanizm niezalezny od OmpR.

W celu stwierdzenia czy OmpR kontroluje ekspresje acrAB za posrednictwem represora
AcrR, czy moze rowniez w sposob bezposredni przeprowadzono testy EMSA. Analiza in silico
genomu Y. enterocolitica wykazata obecnos¢ po jednym miejscu wigzania dla OmpR w
obydwu operonach, ktére wykazujg 45-50% identycznosci ze znang sekwencjg konsensus dla
tego biatka. Operony acrRdsrE oraz acrAB u Y. enterocolitica zlokalizowane sg obok siebie i sg
transkrybowane w odwrotnej orientacji. Jak sie okazato potencjalne miejsce wigzania dla
OmpR pokrywa sie z miejscem wigzania dla AcrR oraz sekwencjg -35 promotora w operonie
acrAB, co moze $wiadczy¢ o funkcji OmpR jako antyrepresora. Testy EMSA wykazaty, ze
OmpR wigze sie specyficznie z sekwencjg obydwu promotoréw, chociaz z wiekszym
powinowactwem z promotorem acrAB, niz acrRdsrE, uczestniczac w bezposredniej regulacji
ich ekspresji. Podsumowujgc, badania wykazaty, ze istnieje podwdjny mechanizm OmpR-
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zaleznej pozytywnej regulacji ekspresji acrAB, w wyniku bezposredniej aktywacji acrAB oraz
hamowania ekspresji acrR dla lokalnego represora tego operonu. Przeprowadzone badania
sugerujg, iz nie tylko forma ufosforylowana biatka OmpR ma zdolnos¢ do wigzania sie z
obydwoma badanymi promotorami. Dane literaturowe wskazuja, iz fosforylacja OmpR, ale
takze innych regulatoréw z TCS, wydaje sie by¢ niekiedy zbedna do oddziatywania regulatora
z DNA (Desai i Kenney, 2017).

Gfowne osiggniecia poznawcze

e OmpR pozytywnie reguluje ekspresje acrAB oraz negatywnie acrRdsrE

e Regulacja ekspresji acrAB ma charakter podwdjny, bezposredni oraz posredni
poprzez kontrole ekspresji acrR, genu kodujacego lokalny represor tego operonu

e Transkrypcja acrAB, ale nie acrRdsrE podlega termoregulacji; jest to mechanizm
niezalezny od aktywnosci OmpR

e Sole zdéfci sg istotnym czynnikiem indukujgcych synteze komponentéw pompy
AcrAB-TolC

PODSUMOWANIE

Wyniki badan wchodzace w sktad mojej rozprawy habilitacyjnej pozwolity na identyfikacje
gendéw regulonu OmpR Y. enterocolitica, ktérych produkty warunkujg ruchliwosé¢, dyfuzje
sktadnikéw odzywczych, zdolno$¢ do adhezji/inwazji, tworzenia biofilmu, opornosé¢ na
antybiotyki, sole z6tci oraz inne substancje toksyczne dla bakterii. Niewatpliwie otrzymane
wyniki poszerzyty wiedze na temat roli regulatora OmpR w patofizjologii Y. enterocolitica.
Plejotropowy efekt dziatania OmpR w komadrkach Y. enterocolitica wskazuje na jego wysoki
potencjat i mozliwos¢ petnienia roli globalnego regulatora ekspresji gendw, w tym réwniez
gendw wirulencji. OmpR umozliwia efektywng adaptacji Y. enterocolitica do warunkdéw
stresowych, czyli takich ktére panujg w organizmie gospodarza. Prowadzone przeze mnie
badania oprécz aspektu poznawczego mogg mieé réwniez znaczenie aplikacyjne, poniewaz
TCSs stanowig potencjalne cele dziatania dla réznego typu inhibitoréw, ktére wykorzystane
w lecznictwie mogtyby wspoméc walke z infekcjami bakteryjnymi, szczegdlnie w dobie
szerzagcej sie antybiotykoopornosci. Powszechnos¢ wystepowania TCSs, wysoka
konserwatywnos$¢ komponentéw tych systemdw oraz ich brak w komédrkach ssaczych moze
przemawia¢ za zastosowaniem tego typu rozwigzan w skutecznym zwalczaniu zakazen
bakteryjnych.

Realizacja niniejszego osiggniecia byta mozliwa dzieki wykorzystaniu zaréwno klasycznych,
jak réwniez nowoczesnych metod badawczych z zakresy fizjologii bakterii, biologii
molekularnej, genetyki i bioinformatyki. Wymagato to ode mnie wiedzy i doswiadczenia w
konstrukcji mutantdw insercyjnych, wektoréw ekspresyjnych, izolacji i analizy RNA,
prowadzenia hodowli tkankowych, jak réwniez analiz in silico na poziomie sekwencji DNA.
Prowadzone badania byty mozliwe dzieki pozyskaniu przez naszg grupe badawczg
finansowania z Narodowego Centrum Nauki.
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PLANY NAUKOWE

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

e wyjasnieniem udziatu regulatora OmpR w kontroli ekspresji genédw regulonu KdgR
zwigzanych z transportem i metabolizmem oligogalatouronianéw, jak réwniez gendéw
regulonu Fur, uczestniczacych w transporcie zelaza do komodrek Y. enterocolitica.
Badanie te sg konsekwencjg przeprowadzonych przez nas analiz proteomicznych
oston Y. enterocolitica w zaleznosci od aktywnosci OmpR. Dzieki tym kompleksowym
badaniom udato sie wytypowac kolejne biatka, ktérych synteza wydaje sie byé OmpR-
zalezna.

e okreslenie roli OmrA, matego regulatorowego sRNA, w regulacji ekspresji genéw
zjadliwosci Y. enterocolitica. Wstepne wyniki badan wskazujg na udziat systemu
EnvZ/OmpR w regulacji ekspresji omrA, w zwigzku z tym istnieje mozliwos$¢ kontroli
ekspresji gendw z udziatem OmpR réwniez na poziomie potranskrypcyjnym.

e okresleniem funkcji nowego systemu rzeskowego Flag-2 zidentyfikowanego u Y.
enterocolitica, oraz wyjasnieniem molekularnego mechanizmu kontroli ekspresji
gendéw tego systemu. Badania te bedg tematem mojego przysztego, planowanego
projektu badawczego.
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5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych.
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Prace naukowa w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej UW rozpoczetam od badan
majacych na celu identyfikacje zwigzkdw o aktywnosci sideroforowej w szczepach Y.
enterocolitica (Brzostek i wsp., 2000). Siderofory to niskoczgsteczkowe chelatory jonéw
zelaza, ktére syntetyzowane przez bakterie uwalniane sg do srodowiska, a nastepnie po
zwiazaniu Fe** oddziatuja z receptorami btony zewnetrznej, aby trafi¢ z powrotem na teren
cytoplazmy komérki bakteryjnej. W ten sposdb patogeny radzg sobie z niedoborem zelaza w
srodowisku, a umiejetnos¢ asymilacji zelaza zapewnia im m. in. wzrost i efektywna
kolonizacje organizmu gospodarza. Wsrdd szczepdw Y. enterocolitica sg wysoce zjadliwe,
wirulentne dla myszy (0:8, 0:4), ktére syntetyzujg siderofory, mianowicie yersiniabaktyne.
Geny kodujgce komponenty odpowiedzialne za synteze yersiniabaktyny oraz jej pobieranie
zlokalizowane sg na wyspie patogennosci HPI. Istniejg réwniez takie szczepy Y. enterocolitica,
ktdre nie sg zdolne do produkcji wtasnych sideroforéw, ale sg w stanie wykorzystywac obce
chelatory zelaza dzieki syntezie odpowiednich receptoréw dla ich wychwytu.
Przeprowadzone badania pozwolity na izolacje nowej klasy sideroforéw ze szczepu 4-32 Y.
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enterocolitica. Zwigzek ten o naturze hydrofilowej nie nalezat ani do sideroforéw
katecholowych ani hydroksamowych, jakie identyfikowane sg wsrdéd Enterobacteriaceae.
Ponadto produkcja nowego typu sideroforu w tym szczepie podlegata osmoregulacji. W
badaniach wykazano réwniez, iz szczep 4-32 jest w stanie wykorzystywaé egzogenne
siderofory (np. aerobaktyne), natomiast nie syntetyzuje biatka FyuA, bedgcego receptorem
dla yersiniabaktyny. Mozliwos¢ syntezy wtasnych chelatoréw zelaza, jak réwniez korzystanie
z obcych sideroforéw zwieksza wtasciwosci chorobotwércze Y. enterocolitica.

Bedac na dwéch stazach naukowy w laboratorium prof. Jirgena Heesemanna w Max von
Pettenkofer-Institut fiir Hygiene und Medizinische Mikrobiologie der Ludwig-Maximilians-
Universitat Mlinchen zajmowatam sie tematyka zwigzang z funkcjonowaniem komponentéw
kodowanych przez wyspe patogennosci HPl obecnej w serotypie O:8 Y. enterocolitica, co
pogtebito mojg wiedze na temat mechanizmow kontrolujgcych proces produkcji i pobierania
yersiniabaktyny.

Kolejne prowadzone przeze mnie badania weszty w sktad pracy doktorskiej, ktéra
dotyczyta dwdch zagadnien, a mianowicie okreslenie udziatu regulonu maltozowego oraz
regulatora OmpR w ekspresji czynnikdw wirulencji Y. enterocolitica Ye9. Czes$¢ dotyczaca
udziatu OmpR w fizjologii tego patogenu zostata przeze mnie opisana we Wstepie do wyzej
przedstawionego osiggniecia naukowego (Brzostek i wsp., 2003). Natomiast jesli chodzi o
regulon maltozowy to w toku badan przesledzono wptyw maltozy obecnej w podtozu, jak
réwniez mutacji transpozonowych o fenotypie Mal’, na poziom produkcji biatek sekrecyjnych
Yop, gtéwnych determinantéw patogenezy Y. enterocolitica (Brzostek i Raczkowska, 2001).
Okazato sie, ze obecno$¢ maltozy w podtozu obniza poziom syntezy tych biatek. Réznice
ilosciowe okreslano mierzac poziom aktywnosci enzymatycznej jednego z biatek Yop,
mianowicie YopH, bedacej fosfatazg tyrozynowa. Jest to jedno z najlepiej
scharakteryzowanych biatek efektorowych Y. enterocolitica, ktére na terenie cytoplazmy
komorki gospodarza zaburza podstawowe mechanizmy przekazywania sygnatu. Réwniez
wybrane mutanty transpozonowe o fenotypie Mal’, ktére wykazywaty zaburzenia w procesie
transportu maltozy, cechowaty sie drastycznie obnizonym poziomem sekrecji biatek Yop, ale
nie transkrypcji gendéw regulonu yop. Wyniki te wskazujg na istnienie korelacji pomiedzy
funkcjonowaniem systemu maltozowego, a produkcja czynnikdw zjadliwosci Y.
enterocolitica. Maltoza pochodzaca z hydrolizy skrobi jest powszechnie wystepujgcym
zwigzkiem odzywczym w jelicie cztowieka, stanowi wiec fatwo dostepne zrédto wegla dla V.
enterocolitica. Wydaje sie wiec, iz maltoza moze stanowi¢ wazny sygnat uczestniczacy w
koordynacji ekspresje czynnikdw wirulencji enterobakterii. Sygnat ten na wczesnym etapie
inwazji mogtby informowaé bakterie patogenne o znalezieniu sie w przewodzie
pokarmowym organizmu gospodarza, gdzie powinna rozpoczg¢ sie w pierwszej kolejnosci
synteza czynnikdw kolonizacyjnych, niezbednych w procesie adhezji do komérek
eukariotycznych.

Badania dotyczgce wptywu OmpR na ekspresje czynnikdw wirulencji Y. enterocolitica byty
finansowane z grantu KBN (3-P05A-114-22), ktdrego bytam kierownikiem.
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Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam moje zainteresowania w zakresie udziatu
biatka OmpR oraz regulonu maltozowego w patofizjologii Y. enterocolitica. Analizy
bioinformatyczne sekwencji aminokwasowej OmpR wykazaty istnienie wysokiego stopnia
homologii tego biatka syntetyzowanego przez gatunki bakterii nalezagcych do rodziny
Enterobacteriaceae. Przeprowadzone testy inwazji linii komdérkowej Hela dowiodty, iz
mutant ompR cechuje sie obnizong zdolnoscia do inwazji komérek eukariotycznych w
porownaniu do szczepu dzikiego (Raczkowska i Brzostek, 2004). Obserwacje te wraz z
pdzniejszymi wynikami opisanymi w moim osiggnieciu habilitacyjnym swiadczg o istotne;j roli
regulatora OmpR w modulowaniu zjadliwosci Y. enterocolitica. Kolejne badania dotyczace
regulonu maltozowego rozpoczeto od okresleniu roli MalT oraz Mlc w regulacji procesu
transportu maltozy w komdérkach Y. enterocolitica (Raczkowska i wsp., 2008). Z danych
literaturowych wiadomo, iz MalT petni funkcje pozytywnego regulatora ekspresji genow
regulonu maltozowego, natomiast Mlc to globalny represor ekspresji wielu genow
metabolizmu cukréw, ktéry kontroluje réwniez ekspresje malT u E. coli. Zasadnicze
zagadnienie, bedace konsekwencjg badan prowadzonych w ramach moich studidow
doktoranckich, dotyczyto poszukiwania korelacji pomiedzy aktywnoscig MalT, a produkcjg
cytotoksycznych biatek Yop. Otrzymane wyniki wykazaty, iz MalT Y. enterocolitica petni
nadrzednga role w kontroli ekspresji gendw mal, natomiast Mlc uczestniczy w negatywne;j
regulacji ekspresji malT, podobnie jak w przypadku E. coli. Ponadto wykluczono aby
regulator MalT brat udziat w kontroli procesu syntezy/sekrecji biatek wirulencji Yop.

Jednym z tematéw badan wchodzgcych w sktad mojej rozprawy habilitacyjnej byto
wyjasnienie roli regulatora OmpR w modulowaniu ekspresji inv Y. enterocolitica Ye9. Z
danych literaturowych wynika, iz wzoér ekspresji genu inwazyny, w odpowiedzi na rdzne
czynniki Srodowiskowe, rozini sie w zaleznosci od serotypu, a nawet szczepu. W pracy
Brzdstkowska i wsp. (2012) wykazano, iz ekspresja inv jest hamowana nie tylko w 37°C i
wysokiej osmolarnosci, ale réwniez w niskim pH, a ponadto udowodniono, ze kombinacja
temperatury 37°C i niskiego pH (pH 5,5) indukuje wysoki poziom transkrypcji inv.
Udowodniono réwniez, ze ekspresja ompR podlega regulacji z udziatem temperatury i
niskiego pH, co moze przektadaé sie na wzér ekspresji inv. Dodatkowo wykazano, analizujgc
poziom aktywnosci promotora rovA w fuzji transkrypcyjnej z genem reporterowym lacZz, iz
OmpR nie uczestniczy w regulacji syntezy RovA, nadrzednego aktywatora ekspresji genu
inwazyny w 37°C. Przeprowadzone testy EMSA, w tym testy kompetycji, sugerowaty, iz
OmpR moze hamowaé oddziatywania biatka RovA z promotorem inv, co niewatpliwie ma
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zwigzek z bliskim potozenie potencjalnego miejsca wigzania OmpR i jednej z sekwencji
wigzania dla RovA.

Kolejne badania, w ktdrych bratam aktywny udziaf, dotyczyty okreslenia roli OmpR w
modulowaniu wrazliwosci Y. enterocolitica na bakteriobdjcze dziatanie surowicy ludzkiej
(NHS, ang. Normal Human Serum) (Skorek i wsp., 2013). Punktem wyjscia byta obserwacja, iz
mutant ompR rosnacy w 37°C cechuje sie bardzo wysoka opornoscig na dziatanie NHS oraz
obnizonym poziomem syntezy lipopolisacharydu (LPS) w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Z
danych literaturowych wiadomo, iz biatka btony zewnetrznej, w szczegdlnosci adhezyna
YadA, ale réwniez Ail, odgrywajg istotng role w ochronie Y. enterocolitica przed dziataniem
uktadu dopetniacza obecnego w NHS.

W toku badan wykazano istnienie odwrotnej regulacji z udziatem OmpR transkrypcji
gendw ail oraz ompX, kodujacych dwa homologiczne biatka btony zewnetrznej. Nie
wykazano natomiast réznic w syntezie YadA w zaleznosci od aktywnosci OmpR. Ponadto
biatka Ail oraz OmpC, odwrotnie niz OmpX, warunkowaty opornosé¢ szczepu dzikiego na
bakteriobdjcze dziatanie surowicy ludzkiej, ale nie byty odpowiedzialne za wysokg opornosé
mutanta ompR na NHS. Okazato sie réwniez, iz obnizony poziom ekspresji flhDC w mutancie
ompR (co udowodnitam i opisatam w moim osiggnieciu habilitacyjnym), odpowiadat
czesciowo za wysokg opornos¢ mutanta ompR na NHS. W zwigzku z tym mozna byto
stwierdzié, iz obserwowany fenotyp mutanta ompR jest wynikiem ztozonego procesu,
bowiem OmpR-zalezne zmiany w skfadzie i strukturze btony zewnetrznej determinowane
obnizong syntezg FIhDC (a tym samym rzeskowego aparatu sekrecyjnego) oraz LPS mogg
przyczyniaé sie do zwiekszenia aktywnosci/ekspozycji biatka YadA na powierzchni komérki
bakteryjnej, co warunkuje wysokg opornos$¢ na bakteriobdjcze dziatanie surowicy.

Otrzymane dane sugerowaty, ze regulator OmpR moze mieé¢ kluczowe znaczenie w
modulowaniu procesu wirulencji i zdolnosci adaptacyjnych Y. enterocolitica w wyniku
modulowania proteomu btony zewnetrznej. Dalsze badania, w ktdrych bratam czynny udziat,
pozwolity na identyfikacje puli 120 biatek btonowych, ktérych synteza jest OmpR-zalezna
(Nieckarz i wsp., 2016). Dzieki analizom proteomicznych, metodg ,shotgun” z
zastosowaniem tandemowej spektrometrii mas, przeprowadzono pordwnanie frakcji biatek
btonowych szczepu dzikiego i mutanta ompR rosngcych w dwdch temperaturach, 26°C oraz
37°C, w warunkach standardowych, jak réowniez w warunkach stresowych, tj. w niskim pH
oraz wysokiej osmolarnosci. Zidentyfikowane biatka podzielono wedtug kategorii
biologicznych procesdw, w ktdrych uczestniczg. Okazato sie, iz jedna trzecia OmpR-zaleznych
biatek zwigzana byta z transportem btonowym. Duzg grupe stanowity biatka zaangazowane w
proces patogenezy, a wsrdd nich adhezyna YadA oraz biatka Yop, ktorych synteza byty w
wiekszosci regulowana negatywnie przez OmpR. Wsrdd zidentyfikowanych biatek znalazty sie
takze te zwigzane z homeostazg zelaza oraz opornoscig bakterii na stres. Poniewaz OmpR
moze w sposob bezposredni regulowac ekspresje gendw, lub tez posrednio poprzez wptyw
na transkrypcje innego regulatora biatkowego czy tez sRNA, przeprowadzono analize in silico
genomu Y. enterocolitica w celu identyfikacji potencjalnych miejsc wigzania OmpR,
korzystajac z sekwencji consensus E. coli. Prawdopodobne sekwencje wigzania OmpR
wyznaczono miedzy innymi w genie yadA oraz hemR. YadA, jak wspominatam wczesniej, jest
biatkiem btony zewnetrznej odpowiadajgcym za adhezje do komdrek eukariotycznych oraz
chronigcym bakterie przed cytolityczng aktywnoscig uktadu dopetniacza. HemR natomiast to
biatko receptorowe btony zewnetrznej, uczestniczace w procesie pobierania hemu, ktéry jest
zrédtem zelaza, czynnika limitujgcego wzrost Y. enterocolitica w organizmie gospodarza.
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Réznicowe analizy proteomiczne wykazaty wzrost poziomu syntezy YadA oraz HemR w
mutancie ompR, w porédwnaniu do szczepu dzikiego. Analizy immunodetekcji YadA oraz
HemR potwierdzity te obserwacje. Roéwniez w przypadku skonstruowanych fuzji, tj.
translacyjnej yadA::gfp oraz transkrypcyjnej hemR::lacZYA wykazano wzrost poziomo
aktywnosci Gfp oraz B-galaktozydazy w mutancie ompR w stosunku do szczepu dzikiego, co
Swiadczy o udziale biatka OmpR w negatywnej regulacji ekspresji badanych gendéw. Zaréwno
w przypadku analiz immunodetekcji HemR jak i badaniu aktywnosci promotora hemR
zaobserwowano w warunkach derepresji regulonu zelazowego, czyli w obecnosci chelatora
zelaza w podtozu, zniesienie OmpR-zaleznej regulacji, co moze $wiadczy¢ o udziale OmpR w
posredniej kontroli ekspresji hemR poprzez wptyw na poziom syntezy represora Fur. W celu
zbadania mozliwosci bezposredniego oddziatywania OmpR z wyznaczonymi sekwencjami w
genie yadA i hemR przeprowadzono w warunkach in vitro testy EMSA, ktére potwierdzity
zdolnos¢ OmpR do specyficznego oddziatywania z sekwencjg promotorowga yadA oraz brak
wigzania OmpR z obszarem promotorowym hemR. Otrzymane wyniki wskazujg na
bezposrednia OmpR-zalezng regulacjg ekspresji yadA oraz posrednig kontrole ekspres;ji
hemR.

Badania dotyczgce udzialu OmpR w regulacji ekspresje genu inwazyny oraz innych
wtasciwosci  wirulentnych Y. enterocolitica, jak réwniez w adaptacji do warunkéw
stresowych byty finansowane z grantu KBN (501/66/GR-2505) oraz grantu NCN (OPUS, UMO-
2011/01/B/NZ6/01845), w ktdrych bytam gtéwnym wykonawca.
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Osobny temat badawczy prowadzitam we wspdtpracy z zespotem prof. dr hab. Pawta
Kuleszy z Wydziatu Chemii i Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych, Uniwersytetu
Warszawskiego. Tematyka badan dotyczyta elektrochemicznych wtasciwosci biofilmdéw
bakteryjnych i mozliwosci ich wykorzystania m.in. w produkcji bioelektrycznosci w
mikrobiologicznych ogniwach paliwowych (totowska i wsp., 2016; Seta i wsp., 2016).
Analizowano strukture biofilmu utworzonego przez Y. enterocolitica na elektrodach z wegla
szklistego w elektronowym mikroskopie skaningowym (SEM), oceniano przezywalnosc
komérek bakteryjnych w testowanych biofilmach oraz przeprowadzano badania
woltamperometryczne. Biofilm modyfikowano przez dodatnie nanorurek weglowych,
porfiryny kobaltowej, polianiliny czy nanoczgstek platyny. Wyniki badan wykazaty, ze biofilm
Y. enterocolitica wykazuje witasciwosci elektrokatalityczne wzgledem redukcji tlenu,
nadtlenku wodoru i dwutlenku wegla oraz moze by¢ aktywnym sktadnikiem warstw
hybrydowych.
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