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* Oswiadczenia wszystkich wspotautorow okreslajace indywidualny wkiad kazdego z nich w

powstanie poszczegdlnych prac znajduja si¢ w Zataczniku 7.

C) oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania:

Wstep

L. monocytogenes jest gramdodatnig bakterig powszechnie bytujaca w srodowisku naturalnym.
Wystepuje w glebie, wodzie, roslinach, $ciekach, odchodach, w przewodach pokarmowych wielu
gatunkéw zwierzat domowych 1 dzikich oraz w zywnosci (Schlecht, 2000; Hammon 1 wsp., 2006).
Konsekwencja rozpowszechnienia tego mikroorganizmu w srodowisku, jego wysokiej odpornosci na
czynniki fizyko-chemiczne, a takze wyjatkowej w $wiecie bakterii zdolnosci do przezycia
1 namnazania si¢ w szerokim zakresie temperatur, jest jego czgsta obecno$¢ w surowcach zwierzecych
i roslinnych oraz produktach spozywczych (Gandhi i Chikindas, 2007). L. monocytogenes jest
fakultatywnym tlenowcem, ma zdolno$¢ do namnazania si¢ w warunkach niesprzyjajacych: przy pH
4,5 - 9,0 i w temperaturze 0 - 45 °C, jest takze odporna na wysokie stezenie NaCl i mrozenie.
Najlepsze warunki dla wzrostu L. monocytogenes to pH 6 - 9 i temperatura 22 — 37 °C. Bakteria ta jest
bardzo ruchliwa w zakresie temperatury od 22 - 30 °C, natomiast w temperaturze 37 °C nie produkuje
wici. Na podlozu z krwig ten patogen tworzy strefy hemolizy. Bakteria ta ma rowniez zdolno$¢ do
formowania biofilmu, komorki przytwierdzajg si¢ do stalych powierzchni i intensywnie dzielg, w
wyniku czego powstaje skomplikowana i niezmiernie trudna do usunigcia struktura, zbudowana z
mikrokoloni oddzielonych siecig otwartych kanatéw (Borucki i wsp., 2003). L. monocytogenes cechuje
wrazliwo$¢ na $rodki dezynfekcyjne, jak rowniez podwyzszong temperature. Bakteri¢ niszczy obrobka
termiczna w temperaturze 60 °C przez 5-8 minut.

Bakteria ta jest wewnatrzkomoérkowym patogenem ludzi i zwierzat powodujacym sporadyczne
jak 1 epidemiczne zakazenia. Szacuje si¢, ze 99% przypadkow listeriozy u ludzi jest spowodowanych
spozyciem zywnosci zanieczyszczonej tym drobnoustrojem (ang. food-borne diseases). Zdolnos¢ do
namnazania w niskich temperaturach, przy niskim pH, sprzyja rozwojowi Listeria monocytogenes
w nieodpowiednio przetworzonej czy przechowywanej zywnosci. Zgodnie z zaleceniami Komisji Unii
Europejskiej w sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych $rodkow spozywczych nalezy
bada¢ obecnos¢ tego patogenu w produktach spozywczych, w szczegdlnosci gotowych do spozycia
przechowywanych w warunkach chlodniczych (pasztety, wedzone ryby, sery migkkie, mleko, owoce
morza, surowki) (Hammon i wsp., 2006). Parametr ten stanowi jedno z kryteriow bezpieczenstwa
zywnosci, a dopuszczalny poziom tych bakterii nie moze przekroczy¢ 100 jtk/g, w czasie calego

okresu przydatnosci do spozycia. Czgsta obecno$¢ L. monocytogenes w zywnosci w potaczeniu
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z wysoka $miertelno$ciag w wyniku infekcji wywolanej przez ten patogen: u dorostych od 20 do 60%,
szczeg6lnie w przypadku infekcji centralnego ukiadu nerwowego, u noworodkéw 54-90% (Hof,
2004), zdecydowanie wyrdznia listeriozg sposrdd innych zatru¢ pokarmowych i stanowi powazny
publiczny problem zdrowotny (Lorber, 1997).

Patogenno$¢ L. monocytogenes jest uwarunkowana giownie przez nastepujace czynniki
wirulencji: listeriolizyne O (LLO), biatko ActA, dwie fosfolipazy C - fosfolipaz¢ C specyficzng dla
fosfatydyloinozytolu (PI-PLC, PlcA) i fosfolipaze C specyficzng dla fosfatydylocholiny (PlcB,
lecytynaza) oraz metaloproteazg. Geny kodujace te czynniki sg zlokalizowane na chromosomie
bakteryjnym obok siebie w obszarze gendéw wirulencji, ktorych ekspresja jest regulowana przez
aktywator transkrypcji PrfA (Vazquez-Boland i wsp., 2001). Ponadto inne determinanty, jak:
internaliny (InlA 1 InlB), bialko CwhA (ang. cell wall hydrolase A), katalaza, dysmutaza nadtlenkow
i biatko LmaA réwniez odgrywaja rolg w patogenezie (Popowska i Markiewicz, 2004).

Do grupy najwickszego ryzyka zakazenia pateczka L. monocytogenes naleza: kobiety ciezarne,
noworodki, osoby w podesztym wieku i chorzy z uposledzona odpornoscig komoérkowsa (Schlecht,
2000). Najczestszymi postaciami listeriozy sg: zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych, bakteriemia
oraz zakazenia okotoporodowe. Moze rowniez wywolywacé zapalenie wsierdzia, zapalenie i ropien
watroby, zapalenie otrzewnej, zotadka i jelit, a takze infekcje skorne i migdniowo-szkieletowe. Nie jest
znana dawka bakterii wywohujaca chorobe u ludzi, dawka zakazajaca u ssakow (matpy) wynosi >10°
bakterii (Chodorowska 1 Kuklinska, 2002). Znane sg przypadki spozycia takiej dawki u ludzi i nie
zachorowania, jak rowniez zachorowania po spozyciu jedynie 10? bakterii przez osoby z grupy ryzyka.
Okres od zakazenia do pojawienia si¢ pierwszych objawdéw choroby u ludzi waha si¢ od 11 do 70 dni
(Lorber, 1997).

W przypadku zakazenia wywotanego przez L. monocytogenes terapig z wyboru jest antybiotyk
S-laktamowy, jak penicylina benzylowa lub ampicylina, pojedynczo lub w skojarzeniu
z aminoglikozydami, najcze$ciej gentamicyna (Walsh i1 wsp., 2001). Lekiem alternatywnym,
szczeg6lnie u chorych uczulonych na penicyling, jest trimetoprim polaczony z antybiotykami z grupy
sulfonoamidoéw, takimi jak np. sulfometoksazol (np. preparat kotrimoksazol) (Jones i MacGowan,
1995).

Coraz cze$ciej izolowane sg szczepy kliniczne jak i srodowiskowe L. monocytogenes (Chen i
wsp., 2010), oporne na antybiotyki, konieczne jest zatem poszukiwanie alternatywnych celow dla
lekow przeciwlisteriowych, jak roéwniez w ramach dziatan prewencyjnych, bezpiecznych $rodkow
mogacych znalez¢ zastosowanie w zwalczaniu komoérek tej bakterii w produktach spozywczych,
zwlaszcza tych gotowych do spozycia. Moim zdaniem potencjalnym celem moga stac sig: (1) enzymy,

ktore s3 odpowiedzialne za syntezg i/lub modyfikacje glownego sktadnika $ciany komorkowej —
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mureiny jak i glownych polimeréow peptydoglikanu L. monocytogenes - kwasow tejchojowych, jak
rowniez (II) biatka powierzchniowe zakotwiczone w strukturach oston tej bakterii o kluczowym
znaczeniu w fizjologii tej bakterii. W kazdym przypadku sg to biatka, ktorych ekspresja nie jest
zalezna od warunkoéw $rodowiska, w odroznieniu od biatek bioracych udziat w procesie patogenezy
(Toledo-Arana i wsp., 2009).

I. Zaro6wno u Dbakterii gramdodatnich jak 1 gramujemnych, na zewnatrz blony
cytoplazmatycznej znajduje si¢ sztywna struktura zwana mureing (syn. mureina), dodatkowo
wzmocniona polianionowymi polimerami kwasami tejchojowymi lub techuronowymi (bakterie
gramdodatnie) oraz roznymi bialkami. Mureina petlni przede wszystkim funkcje mechaniczne,
chronigc komorke przed skutkami zmian ci$nienia osmotycznego, wieloma czynnikami chemicznymi
(rozpuszczalniki czy detergenty), nadaje takze i utrzymuje charakterystyczny dla danego gatunku
bakterii ksztalt 1 uczestniczy w procesach zwigzanych z podziatem komorkowym. Szkielet cukrowy
mureiny sktada si¢ z jednostek dwucukrowych zbudowanych z reszt N-acetyloglukozoaminy
(GIcNAc) oraz kwasu N-acetylomuraminowego (MurNAc), potaczonych wigzaniem [-1—4
glikozydowym. Do reszty D-mleczanowej kwasu N-acetylomuraminowego dolaczony jest krotki
peptyd, w sktad ktorego wchodza zarowno typowe dla biatek bakterii 1 organizmoéw wyzszych izomery
L, jak i rzadko wystepujace izomery D aminokwasow. Tetrapeptydy i tripeptydy sasiadujacych ze sobg
tancuchow potgczone sg poprzecznymi wigzaniami peptydowymi (Vollmer i wsp., 2008; Popowska
i wsp., 2011).

W czasie tzw. procesOw dojrzewania mureiny, towarzyszacych wzrostowi komorki bakteryjnej,
makroczasteczka ta u niektorych gatunkow bakterii, przede wszystkim chorobotworczych, ulega
pewnym modyfikacjom. Do tego rodzaju zmian w cz¢sci glikanowej nalezy brak acetylacji grupy
aminowej przy weglu C-2 w resztach glukozoaminy, enzymami odpowiedzalnymi za deacetylacj¢ sg
deacetylazy N-acetyloglukozoaminy (GIcNAc) (Boneca i wsp., 2007; Popowska i wsp., 2009). Ta
modyfikacja chroni mureing przed degradacja przez niektére muramidazy, np. lizozymem
powszechnie wystepujacym w komoérkach 1 ptynach ustrojowych ssakow, ktory hydrolizuje wigzanie
glikozydowe w tancuchu cukrowym mureiny.

Il. Analiza sekwencji genomu L. monocytgenes EGD pozwolita pozna¢ typ i liczbg biatek
powierzchniowych, ktore wystepuja tu w znacznie wigkszej liczbie niz u innych bakterii (Popowska
i Markiewicz, 2004a). Ustalono, iz genom L. monocytgenes EGD koduje 2 853 biatka, z czego az 133
to biatka powierzchniowe. Biatka te biorg udziat w wielu istotnych dla zycia komorki bakteryjnych
procesach tj. ochrona przed niekorzystnymi warunkami $rodowiska, udziat we wzroscie i podziatach
komorki. Odgrywaja réwniez role w przesytaniu sygnalow migdzykomorkowych, oddziatywaniu

z systemem immunologicznym gospodarza, a takze w procesie inwazji, adhezji i kolonizacji r6znych
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powierzchni i interakcji z innymi komoérkami, m.in. w procesie powstawania i formowania biofilmu.
Ze wzgledu na te réznorodne funkcje, charakteryzowanie bialek powierzchniowych pozwala na lepsze
zrozumienie czynnikow, ktore wplywaja na kolonizacj¢ roznych nisz srodowiskowych jak i komorek
eukariotycznych przez ten patogen. Ekspresja tych bialek zalezna jest od roéznych warunkoéw
srodowiska tj. temperatury, odstgpnos¢ skladnikéw odzywczych, etapow wzrostu bakterii czy
obecnosci specyficznych czynnikow zwigzanych z komoérkami gospodarza (Bierne i Cossart, 2007).

W sklad $ciany komorkowej bakterii L. monocytogenes wchodzi szereg biatek
powierzchniowych, zawierajagcych motywy lub domeny umozliwiajgce silne lub stabe interakcje, z co
najmniej jedng czesScig skladowag bakteryjnych oston. Wyrdzniono trzy glowne mechanizmy
oddzialywania biatek z ostonami komoérek bakterii gramdodatnich:

. Biatka kowalencyjnie potaczone z peptydoglikanem za pomoca C-terminalnej domeny- tzw.
biatka z motywem LPXTG
. Biatka polaczone z mureing w sposob niekowalencyjny - biatka motywem GW oraz domenami

LysM i WxL
. Biatka oddzialujace z blong cytoplazmatyczng- lipoproteiny i biatka hydrofobowe (Popowska

i Markiewicz, 2004, 2004a; Bierne i Cossart, 2007).

Do biatek powierzchniowych nalezg rowniez hydrolazy mureiny, ktére rozszczepiajg wigzania
w mureinie. Ze wzgledu na specyficznos¢ dzialania mozna wyrdzni¢ dwie grupy tych enzymoéw:
glikozydazy hydrolizujacg wigzanie f-1,4-glikozydowe w lancuchu cukrowym i peptydazy
hydrolizujaca wigzanie w cz¢sci peptydowej (Popowska, 2004, Bierne i Cossart, 2007).

Na podstawie dotychczasowych badan mozna przypisa¢ rézne funkcje okreslonym
autolizynom. Jednak w wielu przypadkach, kiedy w komodrce wystepuje wiele enzymow
hydrolizujacych peptydoglikan, interpretacja ich roli jest bardzo trudna (Markiewicz, 1993).
Wiadomo, ze enzymy te biorg udziat w tak waznych dla komorki procesach jak wzrost sakulusa i
podziat komorki (Popowska, 1998; Popowska , 2004). Postuluje si¢ udziat autolizyn w procesach
dotyczacych:

- aktywnosci hydrolitycznej dostarczajacej nowe miejsca akceptorowe w mureinie dla wiaczenia
prekursorow tej makroczasteczki,

- wstawiania nowych podjednostek do warstwy mureiny w miejsca "dziur"
przerwanych wigzan w sieci polimeru,

- hydrolizy wigzan w wybranych obszarach powierzchni $ciany komérkowej co powoduje
modyfikacje pierwotnego jej ksztaltu ,

- podzialu komorki,
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udziatu w ostatnim etapie oddzielania si¢ komoérek po podziale,

- obrotu metabolicznego i recyklingu mureiny, tj. ponownego wykorzystywania
produktow degradacji mureiny do syntezy tej makroczasteczki

- transformacji komponentéw komoérkowych,

- tworzenia spor i kietkowania,

- autolizy

- indukcji B-laktamaz

- formowania funkcjonalnej struktury rzeski.

- tworzenia biofilméw

Cel naukowy

Wazrastajagca opornos$¢ bakterii patogennych na terapi¢ antybiotykowg stwarza realne
zagrozenie wzrostu liczby przypadkow zachorowan wywolywanych przez bakterie patogenne
wykazujace opornos¢ na tradycyjng antybiotykoterapie, co dotyczy takze gatunku patogennego dla
cztowieka tj. — L. monocytogenes — mikroorganizmu wywotujacego infekcje charakteryzujace sig
wysoka $miertelno$cig. Zaobserwowana wzrastajaca nieskuteczno$¢ antybiotykoterapii staje si¢
palacym problemem nie tylko w Polsce, ale na calym $wiecie. W zwigzku z powyzszym jak
najbardziej celowe wydaje si¢ opracowania nowych strategii skutecznych w walce z bakteriami
patogennymi.

Jedng z nich moze by¢ znalezienie nowych celow dla lekow przeciwlisteriowych, nie bedacych
antybiotykami. Punktem wyj$cia do opracowania nowych strategii zaréwno eliminacji komoérek
L. monocytogenes z produktow zywnosciowych jak i leczenia zakazen wywotywanych przez ten
patogen moze sta¢ si¢ charakterystyka biatek biorgcych udziat w istotnych fizjologicznych procesach
dla komorki tej bakterii.

Celem naukowym badan prowadzonych w ramach prezentowanej rozprawy habilitacyjnej
bylo zbadanie fizjologicznej funkcji wybranych biatek Listeria monocytogenes: (i) enzymow
bioragcych udzial we wzroscie komodrki bakteryjnej oraz w syntezie i/lub modyfikacji mureiny -
glownego sktadnika $ciany komorkowej tej bakterii jak rowniez odpowiedzialnych za synteze
glownego polimeru $ciany komoérkowej - kwasow tejchojowych oraz; (ii) biatek powierzchniowych
L. monocytogenes, o aktywno$ci hydrolazy mureiny oraz o kluczowym znaczeniu w fizjologii

komorki bakteryjne;.
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Najwazniejsze wyniki badan

I. Deacetylazy mureiny Listeria monocytogenes: deacetylaza N-acetyloglukozoaminy PgdA

oraz NagA (prace 1-3: Popowska i wsp., 2009: Popowska i Markiewicz, 2011: Popowska
i wsp., 2012)

Przeprowadzone przeze mnie analizy in silico stwierdzily wystgpowanie w genomie L.
monocytogenes trzech sekwencji kodujacych potencjalne deacetylazy GIcNAc. Dwa biatka kodowane
przez geny Imo0956 i Imo2108 nie majg tzw. sekwencji sygnalnej, czyli przypuszczalnie pozostajg w
cytoplazmie, gdzie moga uczestniczy¢ w recyklingu mureiny, trzecie, kodowane przez gen Imo0415,
posiada taka sekwencje — jest wigc prawdopodobnie translokowane na zewnatrz blony
cytoplazmatycznej, gdzie katalizuje usuwanie reszt acetylowych z GIcNAc w tancuchach cukrowych
mureiny. Modyfikacja ta polega na deacetylacji podstawowego skladnika mureiny — N-
acetyloglukozaminy (GIyNAc), czego skutkiem jest brak wrazliwosci na lizozym (muramidaze
powszechnie obecng w plynach ustrojowych 1 komorkach eukariortycznych) stanowigcy pierwsza
lini¢ obrony organizmu przed infekcja. Im wyzszy jest procent deacetylacji mureiny tym bardziej
bakteria jest oporna na dzialanie lizozymu. Moje wcze$niejsze badania wykazaly, ze procent
deacetylacji mureiny L. monocytogenes si¢ga az 70%, powodujac analogicznie jak u Streptococcus
pneumoniae oporno$¢ na dzialanie lizozymu. W przypadku Streptococcus pneumoniae (bakterii
chorobotworczej, ktorej aktywnos¢ zdecydowanie odbiega od wewnatrzkomorkowego trybu dziatania
L. monocytogenes), scharakteryzowano enzym PgdA, ktory usuwa grupe acetylowg z reszt N-
acetyloglukozoaminy. Mutacja w genie pgdA kodujacym deacetylaze GIcNAc, powoduje wzrost
podatnosci S. pneumoniae na lizozym, a w rezultacie obnizenie poziomu jej wirulencji in vivo
(Vollmer i Tomasz, 2002).

Poniewaz proces deacetylacji aminocukrow czyni mureing zlym substratem dla naturalnych
lizozyméw, wydaje sie, ze enzym Kkatalizujacy te reakcje moze by¢ celem przy prewencyjnych
dzialaniach zwalczania L. monocytogenes w zywnosci jak réwniez w chemioterapii zakazen
listeriowych, zapobiegajac utrzymywaniu si¢ bakterii w makrofagach i jej dalszemu rozprzestrzenianiu
sie.

Przeprowadzone badania dotyczace deacetylazy GICNAc Lmo415 (PgdA) L. monocytogenes

(Popowska i wsp., 2009) obejmowaly:

1. konstrukcje mutanta L. monocytogenes w genie Imo0415
2. szczegblowa charakterystyke fizjologiczng otrzymanego mutanta w odniesieniu do szczepu
dzikiego, obejmujaca m.in. (a) morfologie i tempo wzrostu komorek; (b) oceng wplywu inaktywacji

genu na podatno$¢ mureiny wobec lizozymu i innych muramidaz oraz autolize indukowang
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substancjami powierzchniowo-czynnymi; (C) wrazliwo$¢ na antybiotyki f-laktamowe; (d) strukture
muropeptydowa $ciany komérkowej;

3. oczyszczenie biatka oraz okreslenie i wykazanie ich aktywnoS$ci substratowej in vitro, etap
ten obejmowal: (a) stworzenie odpowiedniego konstruktu genetycznego z wykorzystaniem wektora
pBAD/Myc-HisB, (b) nadekspresj¢ biatka Lmo0415/6His indukowano poprzez inkubacj¢ szczepu
E. coli TOP 10 niosacego plazmid pBAD/Myc-HisB /Imo0415 z odpowiednim st¢zeniem arabinozy
jako induktorem, (c) oczyszczenie biatko PgdA/6His na ztozu Ni-NTA oraz jego identyfikacj¢ biatka
poprzez metode hybrydyzacji typu Western Blott z wykorzystaniem przeciwciat do fragmentu 6
histydyn, (d) oznaczanie aktywnos$ci enzymatycznej biatka PgdA/6His wobec substratow:
—N-acetyloglukozaminy, kwasu N-acetylomuraminowego oraz peptydoglikanu z wykorzystaniem
metody HPLC-MS/MS.

Analizy in silico wykazaty, ze Gen Imo0415 w genomie L. monocytogenes EGD znajduje si¢
w pozycji 77461 do 78930. Kodon startu translacji wg NCBI (GTG) znajduje si¢ w pozycji 22 — 24 od
poczatku genu, natomiast potencjalng sekwencje Shine—Dalgarno tzw. RBS (ang. Ribosomal Binding
Sequence) zidentyfikowano w pozycji 8 — 13. Sekwencja ta ma postac: 5° — GTG AGG — 3°.
Odnaleziono réwniez potencjalne regiony promotorowe powyzej genu, w pozycji —10 (5 — ATG TAT
AAT — 3’) oraz w pozycji —35 (5 — TAG AAA - 3°). Zostaty one odnalezione przy pomocy programu
komputerowego BPROM (ang. Prediction of Bacterial Promoters). Region terminatora znajduje si¢
w pozycji 1429 — 1480 od poczatku genu i ma postac: 5 — GTA GCT AAG ATG AGT TAA TCA
TTT TAG CTA CTT TTT TCA TAC — 3°. Przeprowadzona analiza bioinformatyczna wykazala, iz
gen Imo0415 koduje biatko o masie 52,495 kDa i punkcie izoelektrycznym pl wynoszacym 10,07.
Biatko to zbudowane jest z 466 aminokwasow. Analiza komputerowa wykazata rowniez, ze biatko to
jest biatkiem wystepujacym w $cianie komorkowej, z uwagi na wystepowanie 22 aminokwasowej
sekwencji sygnalnej zidentyfikowanej programem DAS i TMHMM. Region ten (sekwencja sygnalna)
wystepuje  w  N-terminalnej czgsci  biatka, miedzy 5 a 26 aminokwasem: N -
WIRLSLVAILIIAVVFIGVIGF — C. Dalsza analiza (przeprowadzona za pomoca programu NCBI
Conserved Domain Search) wykazata rowniez obecno$¢ w biatku Lmo0415 charakterystycznej
i konserwowanej domeny pfam01522.13 (domeny deacetylazy polisacharydowej) typowej dla
enzymow o aktywnos$ci deacetylaz N-acetyloglukozaminy. Stworzony model konserwowanej domeny
PgdA (263-461 z 466 reszt) na podstawie szablonu 2clgA (1,75 A) przy uzyciu serwera
http://swissmodel.expasy.org, pokazat jego znaczace podobienstwo do innych biatek tego typu,
nalezacych do CE4 rodziny (Popowska i wsp. 2009).

Stworzony mutant L. monocytogenes MP w genie Imo0415 z wykorzystaniem wektora pAULA

(Chakroborty i Schiferkordt, 1995) nie wykazywat zmian w morfologii jak i w tempie wzrostu
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komorki. Efektem pierwotnym braku funkcjonalnego biatka sg réznice w sktadzie muropeptydowym
mureiny pomig¢dzy szczepem dzikim a mutantem. Brak funkcjonalnego biatka PgdA powodowalo
znaczaco wigksza podatno$¢ komorek mutanta na autoliz¢ indukowang substancjami powierzchniowo-
czynnymi Triton X-100 i EDTA jak i na dzialanie muramidaz peptydoglikanu (kationowych
peptydow przeciwdrobnoustrojowych, ang. CAMP) lizozymu i mutanolizyny. Niezwykle istotne jest
tez wykazanie wigkszej wrazliwo$ci szczepu mutanta na niektore antybiotyki f-laktamowe, ktore sg
lekiem stosowanym z wyboru w terapii zakazen wywolanych przez L. monocytogenes. Odnotowane
warto$ci minimalnego stezenia hamujacego MIC (ang. minimal inhibitory concentration) dla
penicyliny, ampicyliny oraz oxacyliny byty dwukrotnie nizsze w przypadku szczepu mutanta
w porownaniu ze szczepem dzikim L. monocytogenes (Popowska i wsp. 2009).

W wyniku przeprowadzonych badan z wykorzystaniem oczyszczonego biatka PgdA/6His
wykazatam aktywno$¢ enzymatyczng deacetylazy N-acetyloglukozaminy tego biatka wobec
naturalnego substratu jakim jest peptydoglikan izolowany zaréwno z komorek L. monocytogenes jak
i z Escherichia coli oraz w stosunku do jednego ze sktadnikow tancucha cukrowego peptydoglikanu -
N-acetyloglukozaminy. Badany enzym nie wykazywal aktywnosci wobec kwasu N-
acetylomuraminowego, co jest zgodne =z wlasciwo$ciami glownej domeny w sekwencji
aminokwasowej PgdA (Popowska i wsp., 2009). Powyzsze wyniki badan zdecydowanie wskazuja

biatko PgdA jako potencjalny cel dla nowych terapii antylisteriowych.

Przeprowadzone badania dotyczace deacetylazy N-acetylo-D-glucosamino-6-fosforanu -

Lmo0956 (NagA) L. monocytogenes (Popowska i wsp., 2012) obejmowaly:

1. analize in silico genomu L. monocytogenes i opracowanie szlaku recyklingu i metabolizmu
aminocukrow w komorkach tej bakterii;

2. konstrukcje mutanta L. monocytogenes w genie Imo0956;

3. szczegbdlowa charakterystyke fizjologiczna otrzymanego mutanta w odniesieniu do szczepu
dzikiego, obejmujaca m.in. (a) morfologi¢ i tempo wzrostu komorek; (b) oceng wptywu inaktywacji
genu na podatnos¢ mureiny wobec mutanolizyny; (c) wrazliwos$¢ na wybrane antybiotyki; (d) strukture
muropeptydowg $ciany komérkowej;

Sciana komoérkowa Listeria monocytogenes zawiera dwa rézne polianionowe polimery: kwasy
tejchojowy (TAs), ktore sa zwigzane kowalencyjnie z peptydoglikanem, i kwasy lipotejchojowe
(LTAs), ktore sa osadzone w blonie cytoplazmatycznej przez diacylglicerolipid. Polimery te
odgrywaja wazng funkcje w homeostazie kationow metali, kotwiczeniu biatek powierzchniowych,
autolizie, tworzeniu biofilméw oraz transporcie jonow, substancji odzywczych i biatek, odpornos¢ na
antybiotyki, takie jak kationowe peptyd, sa rowniez glownymi determinantami immunogennosci
powierzchniowej, stanowigc podstawe rozrozniania serotypow L. monocytogenes (Weidenmaier
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i Peschel 2008). Warto zauwazy¢, ze estryfikacja D-Ala TAs i LTAs jest wazne dla zjadliwosci L.
monocytogenes.

Pierwszym krokiem w szlaku biosyntezy prekursorow aminocukréw wymaganych nast¢pnie do
biosyntezy peptydoglikanu $ciany komorkowej 1 kwasow tejchojowych (TA) w komoérkach
L. monocytogenes jest deacetylacja N-acetyloglukozaminy-6 fosforanu (GIcNAc-6-P) do
glukozaminy-6 fosforanu (GIcN-6-P) i octanu (Park i Uehara 2008). Enzymem odpowiedzialnym za t¢
reakcje jest bialko NagA (Barnhart et al. 2006). Deacetylacja N-acetyloglukozaminy jest wazna
w syntezie lipopolisacharydéw i w procesie recyklingu mureiny bakteryjnej $ciany komorkowe;.
GIcN-6-P uczestniczy w szlaku otrzymywania UDP-GICNAC, ktdora nastepnie jest wilgczana do szlaku
biosyntezy peptydoglikanu. Alternatywnie GIcN-6-P moze by¢ przeksztalcona do fruktozo-6-P
(NagB), ktory w wyniku kolejnych reakcji jest przeksztalcany w UDP-Glc, ktéry ostatecznie jest
wilaczany do biosyntezy kwasow tejchojowych. NagA (EC 3.5.1.25) z konserwowang domeng
cd00854 strukturalnie reprezentuje super-rodzing metalo-zaleznych hydrolaz majacych w centrum
katalitycznym Fe (Jaeger i Mayer 2007). Szlak recyklingu 1 metabolizmu aminocukrow
L. monocytogenes z udzialem enzymu typu NagA jest bardzo podobny do tego, proponowany przez
Vincent i in. (2004) w komoérkach B. subtilis (Vincent i in. 2004). W wyniku przeprowadzonej przeze
mnie analizy genomu L. monocytogenes (BLAST- podobienstwo w architekturze domen
konserwowanych) znaleziono geny kodujace analogiczne biatka katalizujace kolejne etapy tego
szlaku. Na tej podstawie zaproponowano szlak recyklingu i metabolizmu aminocukrow (GICNAC
i anhMurNAc) w komorkach L. monocytogenes i udziat deacetylazy N-acetyloglukozamina-6-P w tych
procesach (Popowska i wsp., 2012).

Przeprowadzona przeze mnie analiza genomu L. monocytogenes ujawnita m.in. obecnos$é
dwoch gendéw kodujgcych biatka z domeng NagA, Imo0956 i Imo2108, o prawdopodobnej lokalizacji
cytoplazmatycznej. Do dalszych badan wytypowano biatko Lmo0956 z uwagi na wigkszy procent
podobienistwa do innych znanych enzymoéw tego typu. Gen Imo0956 wraz z genami Imo0957
i Imo0958 wchodzi w sktad operonu 150 (Toledo-Arana i wsp., 2009). Geny Imo0956 i Imo0957 sg
regulowane przez regulator transkrypcji, kodowany przez gen Imo0958, podobny do regulatorow z
rodziny GntR. Gen Imo0956 koduje biatko o maise 41,414 kDa | punkcie izoelektrycznym pl = 5.43.
Analizy in silico ujawnily obecno$¢ charakterystycznej i silnie konserwowanej domeny NagA
(Cd00854) zgodnej w 100% z E-value - 5.26e — 125, ktora jest charakterystyczna dla deacetylazy N-
acetylo-D-glucosamino-6-fosforanu. Gen 1mo0957 koduje biatko o aktywnosci izomerazy
glucosamino-6-fosforanu - NagB (EC 5.3.1.10).

Otrzymany mutant w genie Imo0956 z wykorzystaniem wektora pAULA, charakteryzuje si¢

powaznymi zaburzeniami w morfologii i wzro$cie komorki L. monocytogenes, z uwagi na bardzo
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cienka i niestabilng struktur¢ S$ciany komorkowej jest zdolny do wzrostu tylko w obecnosci
odpowiedniego st¢zenia osmotycznego. Ponadto mutant cechuje si¢ zmniejszong zawarto$cig mureiny
w $cianie komorkowej, zwigkszong wrazliwos¢ na hydrolazg $ciany komorkowej — mutanolizyng oraz
na antybiotyk peptydowy — kolastyng i cefalosporyng trzeciej generacji - ceftriakson. Przeprowadzone
badania wskazujg, ze enzym NagA u Listera monocytogenes jest niezbedny do prawidlowego
funkcjonowania komorki: jest wymagany do biosyntezy peptydoglikanu $ciany komoérkowej i kwasow
tejchojowych, a jednoczesnie niezbedny dla wzrostu i podziatow komoérki bakteryjnej, jak 1 posrednio
wplywa na wrazliwos¢ komorki na hydrolazy sciany komorkowe;j i antybiotyki peptydowe (Popowska
i wsp., 2012). Poniewaz komorki mutanta nie sg w stanie zy¢ w normalnych warunkach panujgcych
w $Srodowisku lub w komorkach gospodarza, wydaje si¢ ze NagA jest idealnym celem dla nowych

terapii antylisteriowych.

I1. Bialka powierzchniowe L. monocytogenes, o aktywnosci hvdrolazy mureiny (prace 4-7:
Popowska, 2004; Popowska i Markiewicz, 2004a, 2004; Popowska i Markiewicz, 2006)

Prace eksperymentalng dotyczaca charakterystyki bialek o aktywnos$ci hydrolaz mureiny
poprzedzita doktadna analiza biatek powierzchniowych L. monocytogenes, w sktad ktérych wchodzg

rowniez hydrolazy mureiny (Popowska, 2004; Popowska 1 Markiewicz, 2004a).

Przeprowadzone badania dotyczace aktywnos$ci hydrolazy mureiny flageliny FlaA L. monocytogenes

(Popowska i Markiewicz, 2004) obejmowaty:

1. ekstrakcje biatek powierzchniowych L. monocytogenes z wykorzystaniem 4M LiCl

2. hydroliz¢ wyznakowanej z wykorzystaniem [3H]-A2pm Sciany komorkowej L. monocytogenes
i/lub E. coli;

3. Analize zymograficzng (elektroforeza w zelu denaturujacym), elektroforeze dwukierunkowa
i sekwencjonowanie;

4. Oczyszczanie biatka FlaA metoda FPLC 1 wykazanie aktywno$ci hydrolazy mureiny.

W $rodowisku, poza komoérkami eukariotycznymi, L. monocytogenes moze poruszaé si¢ za
pomocg rzesek. Wi¢ rzeski zbudowana jest z jednego biatka, flageliny FlaA (Dons, 1992).
wczesniejsze badania wykazaty, Zze ekspresja genow L. monocytogenes kodujacych biatka budujace
rzgske jest zalezna od temperatury. Szczepy L. monocytogenes wykazuja zdolno$¢ do ruchu
w temperaturze ponizej 30 °C, i na ogét tracg t¢ zdolno$¢ w 37 ° C, czyli w temperaturze komorek
gospodarza. Przeprowadzone badania wskazuja jednak, ze ekspresja flageliny utrzymuje si¢ 37 °C, w
niektorych szczepach laboratoryjnych i w okoto 20% izolatow klinicznych (Popowska i Markiewicz,

2004; Way, 2004). Wiadomo rowniez, ze FlaA wraz z produktami genéw cheY i cheA, inicjuje kontakt
12
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z komorkami nablonkowymi, przyczyniajac si¢ do skutecznej i inwazji (Dons 1 wsp., 2004; Eriksson
I wsp., 2004). Dyskutowany jest rowniez udziat flageliny L. monocytogenes w tworzenia biofilmu oraz
w kolonizacji powierzchni abiotycznych i biotycznych (Renier i wsp., 2011).

Kilka globalnych czynnikow regulacji bierze udziat w kontroli ekspresji genéw ruchliwosci
w L. monocytogenes, w tym PrfA aktywator transkrypcji regulujacy ekspresji czynnikow wirulencji
zwigzanych z patogeneza. Zidentyfikowano rowniez represor genu flaA, MogR, ktorego ekspresja jest
wymagana do pelnej zjadliwosci L. monocytogenes (Grundling i wsp., 2004).

Biatko FlaA L. monocytogenes (30.4 kDa) zostalo zidentyfikowane w wyniku
sekwencjonowania biatka po transformacji z zelu, po rozdziale dwukierunkowym, na membrang
PVDF. Analiza bioinformatyczna (BLAST-podobienistwo w architekturze domen konserwowanych)
wykazata, ze sekwencja aminokwasowa biatka lokujacego si¢ na zelu na wysokos$ci wzorca mas ok. 30
kDa jest w 100% identyczna z sekwencja aminokwasowa flageliny FlaA L. monocytogenes Acc. No
NP464217. Nastepnie biatko zostalo oczyszczone metoda FPLC na zlozu - Mono-S Sepharose.
W wyniku przeprowadzonych badan z wykorzystaniem analizy zymograficznej (zele renaturujace)
wobec mureiny izolowanej z komérek L. monocytogens, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus jak
réwniez w reakcji ze znakowang trytem mureing wyizolowang z komorek Escherichia coli wykazano,
ze biatko FlaA wykazuje aktywnos$¢ hydrolazy mureiny (Popowska i Markiewicz, 2004).

Wczesniejsze badania wskazuja na zaangazowanie enzymoéw hydrolizujgcych mureing
(autolizyn) w powstawanie funkcjonalnej struktury rzeski w szczepach Bacillus subtilis (Rashid
i wsp., 1993; Lazarevic i wsp., 1994). Viollier i Shapiro w 2003 udowodnili udziat litycznej
transglikozylazy w tworzeniu rzeski u Caulobacter crescentus. Bardzo ciekawe spostrzezenie zostato
poczynione dla flageliny FlgJ budujacej rzgske u Salmonella spp., wykazano aktywnos¢ hydrolizy
peptydoglikanu dla tego biatka oraz dodatkowo, oprocz strukturalnej, funkcj¢ w hydrolizie mureiny w
miejscu tworzenia sie rzeski (Nambu i wsp., 1999;. Hirano i wsp., 2001). Flagelina FlaA
L. monocytogenes jest wiec drugim opisanym jak dotad biatkiem tego typu wykazujacym aktywno$é

hydrolazy i to pierwszym wsrod bakterii gramdodatnich (Popowska i Markiewicz, 2004).

Przeprowadzone badania dotyczace charakterystyki biatka powierzchniowego Lmo0327

L. monocytogenes (Popowska i Markiewicz, 2006) obejmowaly:

1. analizg in silico genomu L. monocytogenes;
2. Konstrukcja banku genow L. monocytogenes EGD oraz analiza funkcjonalna otrzymanych
klonoéw E.coli oraz plazmidow zawierajacych geny kodujace biatka o aktywnosci hydrolaz mureiny

3. sekwencjonowanie wybranych gendéw oraz analizy bioinformatyczne
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4. konstrukcje mutantow L. monocytogenes w genach Imo0326 (mutant MP2), Imo0327
(mutant MP1) oraz analizg transkrypcyjna z wykorzystaniem metody RT-PCR

5. szczegbtowy charakterystyke fizjologiczng otrzymanych mutantéw w odniesieniu do szczepu
dzikiego, obejmujaca m.in. (&) morfologie i tempo wzrostu komorek; (b) wzor biatkowy po rozdziale
frakcji biatek powierzchniowych w zelu poliakrylamidowym i renaturujacym; (c) ocen¢ wpltywu
inaktywacji ww. genow na autolize komorek indukowang substancjami powierzchniowo-czynnymi
oraz autoliz¢ mureiny; (d) wrazliwos$¢ na wybrane antybiotyki S-laktamowe i peptydowe; (e) strukture
muropeptydowg $ciany komoérkowe;;

6. Badanie aktywnosci biatka Lmo0327,

Do tej pory, u Listeria monocytogenes, scharakteryzowano szes¢ biatek o wlasciwosciach
hydrolazy mureiny: CwhA, P45, Ami, MurA, Auto, FlaA. Wiadomo jednak, ze bakterie gramdodatnie
posiadaja co najmniej kilka jesli nie kilkanascie biatek o takich wtasciwosciach, petnigcych istotne dla
komorki fizjologiczne funkcje (Popowska, 2004).

Analiza in silico genomu L. monocytogenes wykazata obecno$¢ 11 biatlek z domenami
charakterystycznymi dla hydrolaz mureiny, co pokazuje, ze nie wszystkie biatka o aktywnos$ci
hydrolaz mureiny zostaty zidentyfikowane. Dotychczasowe moje badania wskazuja, ze
L. monocytogenes bardzo trudno ulega autolizie przy zastosowaniu powszechnie znanych czynnikow
takich jak EDTA, SDS, Triton X-100 w przeciwienstwie do innych bakterii gramdodatnich (Popowska
1999). Rowniez w obecnos$ci antybiotykow S-laktamowych L. monocytogenes zachowuje si¢ bardzo
nietypowo, S$mierci komorek nie towarzyszy widoczna autoliza. Powyzsze dane wskazuja na
prawdopodobnie odmienny i na pewno bardzo zlozony mechanizm regulacji aktywnosci autolizyn
u tej bakterii.

W prezentowanej pracy (Popowska i Markiewicz, 2006) sklonowano gen kodujacy biatko
powierzchniowe Lmo0327 wraz z potencjalnym regulatorem transkrypcji Lmo0326. Gen Imo0327
liczy 4101 pz, przed kodonem startu translacji (ATG) znajduje si¢ potencjalna sekwencja Shine-
Dalgarno (AGGAAG). Powyzej Imo0327 nie zlokalizowano sekwencji potencjalnego promotora. Gen
ten koduje biatko skladajace si¢ z 1348 aa, o masie 146,7 kDa (pl 6,2).

Wykorzystujac programy SOSUI, TMHMM i DAS, wykazano obecno$¢ w Lmo0327 dwodch
regiondw transmembranowych. Pierwszy region (sekwencja sygnalna) wystepuje w N-terminalnej
czesci biatka, miedzy 5 a 24 aminokwasem (20 aa): N— IFIALIALVVIINTVSFTSV-C. Przewidywana
masa dojrzatego biatka wynosi ok. 144 kDa. Drugi region wystgpuje w C-terminalnej czeséci biatka,
w (22 aa): N-LLNLLRLIGLVLILGVFLAVGS-C. Obecnos¢ takiej sekwencji sugeruje mozliwos¢

lokalizacji Lmo0327 w $cianie komoérkowe;.
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Bialko Lmo0327 w swojej sekwencji aminokwasowej zawiera N-terminalng domen¢ LRR
(ang. leucine reach reapet) klasyfikujac to biatko do grupy internalin oraz C-terminalny motyw
LPXTG, kotwiczacy biatko w $cianie komorkowej (Bierne i Cossart, 2007). Przeprowadzono analize
komputerowa sekwencji aminokwasowej domeny LRR Lmo0327 oraz pozostatej czesci tego bialka,
co pozwolito okresli¢ ich prawdopodobne struktury trzeciorzedowe. Domena N-terminalna — LRR
(151 aa) tworzy prawoskretng beta-helis¢ z obrotem po kazdym powtorzeniu sekwencji aminokwasow.
Model ten strukturalnie odpowiada analogicznej domenie zidentyfikowanej w biatkach nalezacych do
bardzo licznej rodziny internalin i jest identyczny z modelem krystalograficznym innych znanych
internalin L. monocytogenes InlA, InIB i InlH. Na podstawie analizy sekwencji L. monocytogenes,
zidentyfikowano w tej bakterii az 20 bialek tego typu (Cabanes, 2002). Domena LRR bierze udziat
w interakcjach biatko-biatko 1 w wielu innych procesach takich jak adhezja, interakcje ligand-receptor
i reakcjach sygnalnych (Kajava, 1998).

Gen 1mo00326 liczy 927 nukleotydow, przed kodonem startu znajduje si¢ potencjalna sekwencja
Shine-Dalgarno  AGGAGG oraz hipotetyczne sekwencje promotorowe (-10): TAAAAT oraz
TATATA. Gen 1mo0326 koduje biatko sktadajace si¢ ze 290 aminokwasow, o masie 34,1 kDa (pl
6,09). W biatku tym zidentyfikowano domen¢ HTH (ang. Helix-turn-helix), charakterystyczng dla
rodziny regulatorow transkrypcji XRE. Porownanie sekwencji aminokwasowej Lmo0326 (BLAST)
wykazalo znaczace podobienstwo do pozytywnych regulatorow transkrypcji typu Rgg, regulujacych
aktywnos$¢ czynnikow wirulencji jak i1 bialek biorgcych udziat w procesie kietkowania i sporulacji,
regulatory tego typu biorg rOwniez udzial w procesie wydzielania bialek na zewnatrz komoérki (Foster
1992).

Charakterystyka mutantow L. monocytogenes w genach Imo0326 (mutant MP2), Imo0327
(mutant MP1) otrzymanych z wykorzystaniem wektora pAULA wykazata, ze biatko Lmo0327 jest
kowalencyjnie zwigzane z mureing $ciany komodrkowej L. monocytogenes a Lmo0326, regulator
transkrypcji, pozytywnie reguluje ekspresje genu Imo0327. Obserwacje w mikroskopie z kontrastem
fazowym oraz elektronowym skaningowym, wykazaty zmiang ksztaltu komorek szczepow
zmutowanych w pordéwnaniu ze szczepem dzikim. Mutanty rosng w postaci dlugich tancuchow
nierozdzielonych komoérek po podziale. Szczep dziki rosnie w postaci pojedynczych komorek,
ksztattem przypominajacych paleczki, co $wiadczy o zaburzeniach w procesie wzrostu i/lub podziatow
komorkowych a zwlaszcza etapu oddzielania si¢ komorek potomnych po podziale. Wykazano rdwniez
znacznie wolniejsze tempo wzrostu w temp. skrajnych 25°C i 42°C oraz duzo wolniejsze tempo
autolizy mutantow MP1 i MP2. Zaobserwowano wolniejsze tempo obrotu metabolicznego mureiny
badanych mutantow w poréwnaniu ze szczepem dzikim. Wykazano takze roznice ilosciowe jak

1 jakosciowe we wzorze zymograficznym réznych frakcji bialkowych izolowanych z mutantow
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w poroéwnaniu z analogicznymi frakcjami szczepu dzikiego. Zbadano, ze mutacje w kazdym z genow
Im00326 i Imo0327 powoduja brak aktywnosci enzymatycznej biatka Lmo0327. Stwierdzono, metoda
spektrofotometryczng, aktywnos¢ hydrolityczng wobec oczyszczonej mureiny pozbawionej biatek
powierzchniowych oczyszczonej frakcji bialkowej zawierajacej biatko Lmo0327. Przeprowadzony
eksperyment pozwalajacy na okreslenie roli Lmo0327 w procesie adhezji i wejscia komoérek L.
monocytogenes do komorek eukariotycznych linii Int407 nie wykazat r6znicy migdzy komorkami typu
dzikiego i mutantow.

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze biatko Lmo327 jest kowalencyjnie
zwigzane z mureing, posiada aktywnosci hydrolazy mureiny, jest pozytywnie regulowane przez
regulator transkrypcji typu Rgg, oraz odgrywa rolg w dwoch kluczowych procesach fizjologicznych:
oddzielaniu si¢ komoérek potomnych po podziale oraz w obrocie metabolicznym mureiny (ang.
turnover). Zaproponowano przynalezno$¢ tego biatka do nowej klasy biatek powierzchniowych o

wiasciwosciach adhezyny i hydrolazy mureiny (Popowska i Markiewicz, 2006).

Podsumowanie wynikow i ich znaczenie aplikacyjne

Znaczenie prowadzonych badan

Wazrastajagca opornos$¢ bakterii patogennych na terapi¢ antybiotykowa stwarza realne
zagrozenie wzrostu liczby przypadkow zachorowan wywolywanych przez bakterie patogenne
wykazujace opornos¢ na tradycyjng antybiotykoterapie, co dotyczy takze gatunku patogennego dla
czlowieka tj. — L. monocytogenes — mikroorganizmu wywolujacego infekcje charakteryzujace si¢
wysoka $miertelnoscig. Zaobserwowana wzrastajgca nieskuteczno$¢ antybiotykoterapii staje si¢
palacym problemem nie tylko w Polsce, ale na calym $wiecie. W zwigzku z powyzszym jak
najbardziej celowe wydaje si¢ opracowania nowych strategii skutecznych w walce z bakteriami
patogennymi.

Jedna z nich moze by¢ znalezienie nowych celow dla lekow przeciwlisteriowych, nie b¢dacych
antybiotykami. Punktem wyjscia do opracowania nowych strategii leczenia zakazen wywotywanych
przez L. monocytogenes moze sta¢ si¢ charakterystyka biatek 0 istotnym znaczeniu w fizjologii tej
bakterii. W przypadku badanych biatek, zaprezentowanych powyzej wykazano ich kluczowa rolg
w takich procesach fizjologicznych jak: (i) wzrost i podziatdow komorki bakteryjnej, (ii) wrazliwosc¢
komoérek L. monocytogenes na autolize indukowang substancjami powierzchniowo-czynnymi Triton
X-100 i EDTA; (iii) nie wrazliwo$¢ na dziatanie lizozymu poprzez deacetylacja gtéwnego sktadnika
mureiny $ciany komorkowej - N-acetyloglukozaminy); (iv) wrazliwo$¢ komorki na hydrolazy $ciany
komorkowej 1 antybiotyki peptydowe oraz niektore antybiotyki f-laktamowe, ktore sg lekiem
stosowanym z wyboru w terapii zakazen wywotanych przez L. monocytogenes; (v) biosynteza
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peptydoglikanu $ciany komoérkowej i kwasow tejchojowych; (vi) formowanie funkcjonalnej struktury
rzeski; (vil) oddzielanie si¢ komorek potomnych po podziale; (viii) obrot metaboliczny mureiny (ang.
turnover).

Poznanie fizjologicznej funkcji tych biatek zarowno in vitro jak i in vivo jest niezmiernie
cickawym zagadnieniem ze wzgledu na specyfike samego mikroorganizmu, ktory jest
wewnatrzkomorkowym, gramdodatnim patogenem czlowieka, jak réwniez w zwigzku z droga
zakazenia zwigzang ze spozyciem zanieczyszczonej tym mikroorganizmem zywno$ci. Wykazanie
udzialu badanych biatek w tak istotnych dla komorki procesach fizjologicznych wskazuje te biatka
jako nowe cele dla nowych lekéw przeciwlisteriowych, ktére mogg znalez¢ zastosowanie glownie w
dziataniach prewencyjnych, czyli eliminacji tego patogenu z produktow spozywczych jak roéwniez
leczeniu listeriozy. Zaprezentowane badania kryjag w sobie zatem nie tylko aspekt poznawczy, ale

roOwniez aplikacyjny.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych

Na moj dorobek naukowy sktada si¢ 17 publikacji naukowych w czasopismach (IF - 18,725,
punkty MNISW - 330, Liczba cytowan - 81, Indeks Hirscha - 6) oraz 11 publikacji w recenzowanych
materiatach konferencyjnych o zasiggu migdzynarodowym, a takze zgloszenie patentowe, nr P 399388.
Obecnie jestem opiekunem naukowym 1 grantu NCN, kierownikiem 1 grantu NCN (mi¢dzynarodowy-
niewspotfinasowany), wykonawca 2 grantow NCN. W poprzednich latach kierowatam i/lub bytam

wykonawcg 4 projektow badawczych MNISW.
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Szczegdtowy wykaz innych (nie wchodzacych w skiad osiggnigcia wymienionego w pkt I
Autoreferatu, Zalacznik 2) opublikowanych prac naukowych oraz wskazniki dokonan naukowych
znajduje si¢ w Zataczniku nr 4

Dorobek dydaktyczny i popularyzatorski oraz informacja o wspotpracy migdzynarodowej
znajduje si¢ w Zatgczniku nr 6

Uczestnicz¢ w badaniach dotyczacych wyjasnienia mechanizméw dzialania bakteriobdjczego
na bakterie naturalnych zwigzkow roslinnych: kwasu ursolowego i oleanolowego, czego efektem jest
praca z 2010 roku (Kurek i wsp., 2010), ktorej jestem wspotautorem. Badam réwniez
antybiotykoopornos¢ na antybiotyki S-laktamowe wsérod szczepow Listeria monocytogenes wraz z
wyjasnieniem zmian zachodzacych na terenie komorki tego patogenu w obecnosci antybiotykow z tej
grupy (Korsak i wsp., 2005; Popowska i wsp., 2006; Krawczyk-Balska i wsp., 2012).

Przedmiotem moich zainteresowan sa réwniez dwa zagadnienia zwigzanie zaréwno Z
fizjologia bakterii jak i z szeroko rozumianym s$rodowiskiem. Jednoczesnie pragne dodac, ze
realizowane przeze mnie projekty badawcze majg charakter badan podstawowych o potencjalnym

znaczeniu aplikacyjnym.

1. Charakterystvyka autochtonicznych szczepow bakterii zdolnvch do biodegradaciji

aromatvcznych zwiazkow nitrowych

Celem prowadzonych badan bylo znalezienie wydajnego sposob usuwania toksycznych
aromatycznych zwigzkow nitrowych z gleby z wykorzystaniem wyselekcjonowanych rodzimych
szczepOw bakterii, za pomoca stworzonej, optymalnej w sktadzie, szczepionki mikrobiologiczne;.

Obecnie w swojej kolekcji posiadam kilkadziesigt r6znych szczepoéw bakterii zdolnych
do biodegradacji aromatycznych zwigzkoéw nitrowych jak réwniez produktéw ropopochodnych.
Bakterie te s3 dodatkowo oporne na metale cigzkie oraz antybiotyki co czyni je idealnym narzedziem
do wykorzystania w bioremediacji terendw zanieczyszczonych tymi zwigzkami.

W oparciu o wyniki przeprowadzonych badan dokonano zgloszenia patentowego nr. P 399388*
pt.: ,, Kompozycja szczepow zawierajaca: Stenotrophomonas sp. szczep 2L, Stenotrophomonas sp.
szczep 5L, Stenotrophomonas sp. szczep 6L, Stenotrophomonas sp. szczep 3N, Achromobacter sp.
szczep 4P, Arthrobacter sp. szczep 1N, Brevundimonas sp. szczep 2N, Brevundimonas sp. szczep 5N,
Brevundimonas sp. szczep 6N, Pseudomonas sp. szczep 3G, Pseudomonas sp. szczep 4G,
zdeponowana pod numerem — numer depozytu KKP 2041p., szczepionka bioremediacyjna zawierajaca
kompozycje szczepoéw, zastosowanie szczepionki bioremediacyjnej do wusuwania z gleby
zanieczyszczen i sposob oczyszczania gleby, w Urzedzie Patentowym RP. Czerwiec 2012r. (Zalacznik
nr 8).
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Szczepy bakterii wchodzace w sklad szczepionki bioremediacyjnej stanowiacej przedmiot
niniejszego zgloszenia potrafig degradowac/metabolizowa¢ aromatyczne zwiazki nitrowe oraz og6lnie
zwigzki aromatyczne m.in. fenole, aminofenole, nitrofenole jak rdwniez wielopier§cieniowe zwigzki
aromatyczne, ktore moga stanowi¢ dla tych mikroorganizméw jedyne zrédlo wegla 1 energii. Co
wigcej, szczepy zdolne sg do wzrostu w obecno$ci wysokich stezen metali cigzkich (w przypadku gleb
zanieczyszczonych nitrowymi zwigzkami organicznymi lub ropopochodnymi, metale cigzkie rowniez
wystepuja),: As (I11), Cu (I1), Cr (VI), Zn (I1) i Ni (II). Nalezy podkresli¢, ze w przypadku arsenu oraz
chromu zastosowano forme¢ metalu uznawang za najbardziej toksycznag dla organizméw zywych As
(1) i Cr (VI) i mimo to odnotowano wysokie warto$ci MIC dla badanych szczepéw w poroéwnaniu z
danymi literaturowymi dla szczepu wzorcowego (Spain, 2003). Jednoczes$nie badane szczepy sa
zdolne do wzrostu w obecnosci wysokich stezen antybiotykow (w przypadku bioremediacji terenow
przy firmach farmaceutycznych lub terenow dodatkowo zanieczyszczonych antybiotykami lub ich
metabolitami jest to bardzo istotne) z grup: makrolidy (erytromycyna), aminoglikozydy
(streptomycyna), fluorochinolony (ciprofloksacyna), tetracykliny (tetracyklina), beta-laktamy
(penicylina), glikopeptydy (wankomycyna).

Wynalazek moze znalez¢ zastosowanie na terenach skazonych, w szczegdlnosci zwigzkami
ropopochodnymi, odpadami z przemyshu tluszczowego, olejami roslinnymi i mineralnymi oraz na
terenach bytych poligonow wojskowych.

Przedmiotowe rozwigzanie stanowi naturalng metod¢ usuwania ze srodowiska niebezpiecznych
zanieczyszczen nie wprowadzajac do srodowiska zadnych syntetycznych produktow. Bioremediacja in
situ oparta jest na naturalnych zachodzacych w $rodowisku procesach, co wigze si¢ ze znacznie
mniejszymi kosztami niz tradycyjne metody fizyko-chemiczne. Opracowany i1 zdeponowany skiad
kompozycji/szczepionki daje mozliwos¢ szybkiego namnozenia odpowiedniej ilosci preparatu i
przeprowadzenie bioremediacji sSrodowiska w krotkim czasie.

Wigkszo$¢ zwigzkow nitro aromatycznych cechuje stabilno$¢ 1 trwalos¢ w uktadach
biologicznych oraz ich znaczna odporno$¢ na degradacj¢ (Kulkarni i Chaudhari, 2007). Dodatkowy
niepokdj budzi fakt, ze skazenie zwigzkami nitrowymi gruntu, stanowi réwniez bezposrednie
zagrozenie dla wod podziemnych, a w konsekwencji moze powodowaé przenikanie tych
zanieczyszczen do wod plynacych. Problem skazenia gruntu i wdéd podziemnych zwigzkami
organicznymi pochodzacymi z roznych gatezi przemystu dotyczy nie tylko Polski i pozostatych krajow
Unii Europejskiej, ale praktycznie wszystkich uprzemystowionych krajow §wiata. Zarowno w Polsce,
jak 1 na $wiecie problem zanieczyszczenia $rodowiska tymi zwigzkami dotyczy glownie terendow
potozonych w poblizu zaktaddw chemicznych, gdzie byly one wykorzystywane jako substraty w

syntezie organicznej, a takze terenow baz wojskowych, gdzie byly przechowywane i magazynowane.
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Znanych jest kilka konwencjonalnych, fizykochemicznych metod neutralizacji zwiazkow
nitrowych, m.in. utlenianie oraz fotoutlenianie, hydroliza, parowanie, spalanie, adsorpcja itd. (Kanekar
i wsp., 2003). Takie metody majg jednak liczne wady i1 ograniczenia — spalanie nie jest ekonomicznie
oplacalne i nie ekologiczne. Dodatkowo towarzyszy mu uwalnianie do $rodowiska znacznych ilosci
toksycznych oparéow. Podczas takich zabiegdéw jak filtracja, ekstrakcja czy adsorpcja na zywicy,
niepozadane zwiazki sa jedynie odseparowywane, nie prowadzi to jednak do ich zniszczenia. Procesy
utleniania za$§ generujg powstawanie toksycznych pochodnych i wigza si¢ z duzymi kosztami
(Kulkarni i Chaudhari, 2007).

Opracowano kilka strategii remediacji gruntow — metody fizyczne, chemiczne i biologiczne.
Jednak za najtansze i najbardziej skuteczne i1 bezpieczne, uwazane sg technologie bioremediacji
wykorzystujace potencjal metaboliczny mikroorganizmow. Bioremediacja jest procesem naprawczym,
w ktorym wykorzystuje si¢ mikroorganizmy, takie jak bakterie, drozdze oraz grzyby strzepkowe w
celu rozlozenia niebezpiecznych substancji w mniej toksyczne lub nietoksyczne zwigzki. Dla potrzeb
procesdOw bioremediacji, drobnoustroje izoluje si¢ sposrdod mikroflory naturalnej wystepujace; w
zanieczyszczonym $rodowisku (reinokulacja) lub uzyskuje si¢ metodami inzynierii genetycznej. W
praktyce w procesiec biodegradacji zaangazowane s3 wyspecjalizowane zestawy (konsorcja
mikroorganizméw) wykazujace szczegdlne uzdolnienia do degradacji okreslonych grup
weglowodorow. Konsorcja takie oprocz wysokiej aktywnosci detoksykacyjnej musza szybko
adaptowac si¢ w skazonym s$rodowisku, wspoipracowac¢ z rodzima mikroflorg oraz nie gromadzi¢
toksycznych produktéw posrednich rozktadu.

W glebie z terenéw wojskowych (m.in. poligony wojskowe) i obszarow uprzemystowionych
bardzo czgsto notowane sg wysokie koncentracje nie tylko roznorodnych ksenobiotykow organicznych
ale rowniez metali cigzkich m.in. arsenu, kadmu, chromu, miedzi, otowiu, rteci, niklu, cynku 1 innych
(Bahig 1 Altalhi, 2009). Metale ciezkie uznawane s3 za silne inhibitory procesow biodegradacji
ksenobiotykow organicznych (Silva i wsp., 2007). Uznaje si¢, ze obecno$¢ metali ciezkich w $ciekach
przemystowych stanowi jedno z glownych ograniczen stosowania biologicznych metod remediacji
(Kulkami i Chaudhari, 2007). Wieloletnia obecnos$¢ tych zanieczyszczen w srodowisku sprawita
jednak, ze bakterie wyksztalcity mechanizmy detoksykacji tych zwiazkow. Ponadto, sugeruje sie, ze
tolerancja mikroorganizméw na metale cigzkie moze mie¢ wplyw na utrzymanie i rozprzestrzenianie
wsrdd bakterii gendw oporno$ci na antybiotyki na skutek zwigkszenia presji selekcyjnej srodowiska
(Spain, 2003). Istnieja réwniez dowody na zwigzek miedzy opornoscig bakterii na wiele istotnych
klinicznie klas lekow przeciwbakteryjnych, metale cigzkie i czwartorzgdowe zwigzki amoniowe
uzywane jako S$rodki dezynfekujace. Niejednokrotnie, zwigzane jest to z lokalizacja gendéw, ktoére

warunkuja taka opornos¢, blisko siebie na tym samym plazmidzie bakteryjnym, co sugeruje mozliwos¢
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wspoOlnego przenoszenia calych zespoléw gendw droga transferu horyzontalnego (Schluter i wsp.,
2007).
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2. Opornosé na antybiotyki stosowane powszechnie w medycynie, weterynarii i rolnictwie

(uprawy rolne oraz stawy hodowlane)

Realizacja tego zadania badawczego zwigzana jest z moim uczestnictwem w Management
Committee Akcji TD0803 pt. ,,.Detecting evolutionary hot spots of antibiotic resistances in Europe” w
ramach Programu COST (European Cooperation in the Field of Scientific and Technical Research
(http://www.cost.esf.org) oraz z uzyskanym grantem MNISW (2010 — 2013, 741/N-COST/2010/0)
miedzynarodowym, niewspotfinansowanym, ktorego jestem Kierownikiem i gldwnym wykonawca,
pod tytutem: ,,Geny opornosci na antybiotyki wystepujace w bakteriach izolowanych ze $rodowisk
naturalnych oraz $ciekow i stawoéw hodowlanych — identyfikacja, rozpowszechnienie oraz
zdefiniowanie no$nikow genetycznych warunkujacych ich horyzontalny transfer"

Zastosowanie antybiotykOw w terapii medycznej oraz w rolnictwie pozwolito, przez
dziesiatki lat, nie tylko na skuteczna walke z bakteriami patogennymi, lecz takze na zwigkszanie
biomasy ro$lin i zwierzat hodowlanych. Produkcja antybiotykow na skal¢ przemystowa i ich
niekontrolowane stosowanie, spowodowalo akumulacje tych zwiazkow (i produktow ich przemian) w
roznych $rodowiskach (Gootz, 2010; Knapp, 2010). W duzej mierze wynika to z dynamicznego
rozwoju medycyny, weterynarii i metod hodowli ro$lin i zwierzat. Jako trzy glowne przyczyny
powstawania 1 rozprzestrzeniania si¢ opornosci bakterii na leki przeciwko nim skierowane, wymienia
si¢: (i) nadmierne i niewlasciwe stosowanie antybiotykow, ktore dokonuja selekcji klonéw opornych,
pojawiajacych si¢ w sposob naturalny w ich populacjach, (ii) przenoszenie gend6w opornosci migdzy

réznym gospodarzami bakteryjnymi, droga horyzontalnego transferu genow oraz (iii)
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rozprzestrzenianie si¢ drobnoustrojow opornych za sprawg m.in. mobilnosci ludzi 1 zwierzat.
Swoistym ,,hot spots”, bedgcym rezerwuarem gendéw opornosciowych, w ktorym wystepuja masowo
szczepy bakterii pochodzace z réznych $rodowisk, sa m.in. oczyszczalnie sciekéw i1 $rodowiska
wodne. W wodzie bakterie z roznych zrodetl (medycyna, weterynaria, hodowla zwierzat, rolnictwo,
scieki) sg w stanie wspodlistnie¢ i w obecnosci antybiotykow lub innych zanieczyszczen takich jak
metale ciezkie wymieniaé si¢ genami warunkujagcymi opornosé. Antybiotykooporno$¢ moze
ewoluowa¢ w wyniku stalej wymiany i rearanzacji gendw znajdujacych si¢ na ruchomych elementach
genetycznych takich jak plazmidy 1 transpozony w warunkach presji. Antybiotyki (czgsto w niskich
stezeniach), srodki odkazajace oraz metale cigzkie sg rozpowszechnione w wodzie, gdzie mogg dziataé
jako czynniki selektywnie wspierajacy rozwdj nowych AR (Aminov i Mackie, 2007; Aminov,
2009Allen i wsp., 2010).

Obecnie stosowanych klinicznie jest okoto 160 antybiotykow, z czego okolo trzy czwarte to
substancje hamujace biosyntez¢ mureiny bakteryjnej $ciany komodrkowej. Wsrdd tej grupy
zdecydowanie dominujg antybiotyki f-laktamowe. W 1996 roku w Unii Europejskiej, zuzyto okoto
10 200 ton antybiotykow, z czego ok. 50% w weterynarii i jako stymulatory wzrostu (Kiimmerer,
2009). Nalezy podkresli¢, ze np. podczas oczyszczania Sciekow metodg osadu czynnego, degradacji
ulega jedynie 60% antybiotykow, a niektore z nich w ogole nie s3 w tym procesie rozkladane. Z
danych literaturowych wiadomo (Martinez, 2009; Mayers, 2009), ze opornosci bakterii na antybiotyki
ros$nie 1 stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego, zwlaszcza w szpitalach. Obecnie
znanych jest ponad 20 tysS. genow, nalezacych do 400 r6znych klas, potencjalnie kodujgcych opornosé
na antybiotyki. Istotne zatem wydaje si¢ zbadanie w jakim stopniu Srodowisko stuzy jako reaktor
rozwoju nowych opornosci na antybiotyki.

Celem niniejszego projektu, realizowanego w ramach Akcji COST TDO0803 pt. ,,Detecting
evolutionary hot spots of antibiotic resistances in Europe”, jest okres$lenie poziomu opornosci na
wybrane antybiotyki (makrolidy, beta-laktamy, aminoglikozydy, tetracykliny i sulfonamidy), wazne z
klinicznego punktu widzenia, w$rod populacji bakterii wyizolowanych z: (1) wytypowanych zaktadow
oczyszczalni $ciekow komunalnych i przemystowych (przemyst mleczarski 1 miesny), (ii) gleby
uprawnej, nhawozonej nawozem naturalnym oraz (iii) rybnych stawéw hodowlanych (woda i osady
denne).

Realizacja poszczegdlnych zadah badawczych pozwoli na izolacje ze $rodowiska oraz
uzyskanie czystych kultur szczepow bakterii opornych, ze szczegdélnym uwzglgdnieniem bakterii
potencjalnie patogennych lub oportunistycznych wskazanych w zaloZzeniach Akcji TDO0803
(Pseudomonas spp., Escherichia coli, Acinetobacter spp., Aeromonas spp., Staphylococcus aureus,

Klebsiella pneumoniae, Vibrio spp., Salmonella spp.). Uzyskane wyniki pozwola oszacowac skale
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problemu antybiotykoopornos$ci oraz wskaza¢ zakres i kierunki horyzontalnego transferu genow w
analizowanych srodowiskach.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w trakcie realizacji tego projektu powinny odegra¢ kluczowsa
role w opracowaniu raportu na temat rozpowszechnienia gendéw opornosciowych w réznych
srodowiskach naszego kraju; powinny tez stanowi¢ cenng wskazoéwke pomocng przy optymalizacji
metod zwalczania pojawiajacych si¢ zakazen bakteryjnych, jak réwniez przy opracowaniu i
stosowaniu nowych chemioterapeutykdw.

W ramach tego projektu zostaty opublikowane juz 2 oryginalne publikacje naukowe o tagcznym
IF - 7,077, szczegoly w Zalaczniku 5. Obecnie przygotowywane sg dwie publikacje dotyczace
antybiotykopornosci w stawach hodowlanych. Aktualnie trwaja badania okreslania poziomu opornosci
na wybrane antybiotyki, z 6 roznych grup, w probach pobranych z oczyszczalni Sciekow.
Rozpoczelismy rowniez analogiczne badania w naturalnych zbiornikach wody: rzeki i jeziora.

W pracy z 2010 roku (Popowska i wsp., 2010) oceniano wplyw tetracykliny i streptomycyny na
mikroorganizmy w glebie z trzech r6znych siedlisk: las, gleba rolna i kompostowa. Antybiotyki te sg
powszechnie zardbwno w terapii medycznej i weterynarii, a takze w produkcja biomasy roslinnej i do
niedawna w produkcji biomasy zwierzat. Mikrokosmosy uzyto jako system modelowy, w ktorych
m.in. byla analizowana liczba mikroorganizméw w zaleznosci od st¢zenia antybiotykow. Zostalo
ustalone réwniez Minimalne st¢zenie hamujace (MIC) i minimalne stezenie bakteriobdjcze (MBC)
tetracykliny i streptomycyna. Wartosci MIC i MBC tetracykliny wobec badanych szczepéw wynosity
odpowiednio od 20 do 180 ug/ml i 30 do 300 ug/ml, dla streptomycyny 360 do 500 pg/ml i 500 pg/ml.
Zostaly zidentyfikowane odporne szczepy bakterii, jak rowniez okre$lono ich fizjologiczny profil.
Stwierdzono, ze obecnos$¢ streptomycyny i tetracykliny w glebie redukuje ilo$¢ bakterii w badanych od
50 do 80%. Zidentyfikowane bakterie okazaly si¢ bardziej odporne na streptomycyne niz tetracykline.
Gatunki bakterii wykazujace najwyzsza odpornos¢ na tetracykling obejmowaty: Rhizobium
radiobacter, Burkholderia cepacia, Brevundimonas vesicularis i Pasteurella multocida. Wigkszo$¢
gleb o wysokim stezeniu streptomycyny (5 mg/kg), zawierata gtownie Rhizobium radiobacter,
Burkholderia cepacia i Sphingomonas multivorum. Szczepy oporne na tetracykling w wigkszo$ci
przypadkow byty wyizolowane z gleb uprawnych, gdzie stosowano nawozy naturalne zawierajace
tetracykling. Wsrod szczepdw bakterii odpornych zostaty zidentyfikowane patogeny oportunistyczne.

Badania zaprezentowane w pracy z 2012 (Popowska i wsp., 2012) roku pokazuja rdéznice w
poziomie opornosci bakterii glebowych na erytromycyng, tetracykling i streptomycyne w zaleznoS$ci
od badanej gleby. Przeanalizowano cztery naturalne gleby z r6znych systemow rolniczych, oraz glebg
lesng. Przy wykorzystaniu ilo$ciowego RealTime PCR (qPCR) wykryto nastepujace geny opornosci
tet(B), aad(A), str(A) (tylko w jednej glebie uprawnej) oraz tet(M) i tet (W) wykryto we wszystkich
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badanych glebach. W przypadku szczepéw hodowlanych bakterii opornych najczesciej byly
wykrywane geny opornosci na tetracykline: tet(B), tet(D), tet(O), tet(T) i tet(W), opornosci na
streptomycyne: str(A), sir(B) i aac, odpornodci na erytromycyng: erm(C), erm(V), erm(X), msr(A),
ole(B), i vga. W badanych szczepach wykryto rowniez geny specyficzne dla transpozon6w, niosgcych
geny opornosci, Tn916, Tn1549, TnB1230, Tn4451 i Tn5397. Zakresy MIC izolowanych bakterii dla
tetracykliny, streptomycyny i erytromycyna wynosity odpowiedni: 8 do > 256 pg/ml, 6 do 1024>
ng/ml i 0,094 do > 256 pg/ml. Na podstawie podobienstwa zamplifikowanych PCR sekwencji genu
16S rRNA, zidentyfikowane typowe rodzaje bakterii dla tego srodowiska. Bakterie z najwyzszymi
MIC wykryto w glebach nawozonych obornikiem lub w glebach rolniczych z udokumentowang
historii stosowania antybiotykdw, gdzie znaleziono réwniez wiele szczepow bakterii wieloopornych

(ang. multidrug resistance, MDR).
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