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1. Imig i Nazwisko

Renata Godlewska

Nazwisko panienskie: Giletycz

2 Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

e 2002. Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii, nadany uchwata
Rady Naukowej Wydzialu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.

Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Funkcjonalna charakterystyka dwoch sierocych genow
(HP1285 1 HP596) Helicobacter pylori kodujacych immunodominujace biatka”

Promotor: prof. dr hab. Elzbieta K. Jagusztyn-Krynicka (Zaktad Genetyki Bakterii,
Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski)

Recenzenci: prof. dr hab. Ewa Bartnik (Instytut Genetyki i Biotechnologii, Wydziat
Biologii, Uniwersytet Warszawski) oraz prof. dr hab. Janusz Siedlecki (Zaktad Onkologii
Molekularnej i Translacyjnej, Centrum Onkologii-Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie).

e 1995. Tytul magistra biologii w zakresie mikrobiologii, uzyskany na Wydziale
Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.

Tytut pracy magisterskiej: ,,Analiza aktywno$ci plazmidu pTAV-1 Thiobacillus
versutus w wybranych gatunkach bakterii gramujemnych”.

Opiekun pracy: prof. dr hab. Mirostawa Wtodarczyk.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

e Od 01.04.2019 adiunkt w Zaktadzie Genetyki Bakterii Instytutu Mikrobiologii na
Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

e 01.10.2016-31.03.2019 asystent w Zakladzie Genetyki Bakterii Instytutu
Mikrobiologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

e (01.10.2002-30.09.2016 adiunkt w Zakladzie Genetyki Bakterii Instytutu
Mikrobiologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

w tym:

02.2004- 09.2004: (7 miesigcy) urlop macierzynski + urlop wychowawczy
03.2006- 12.2006: (8 miesigcy) urlop macierzynski + urlop wychowawczy
08.2008- 09.2008: (8 tygodni) urlop macierzynski

03.2009-09.2009: (6 miesigcy) zwolnienie lekarskie z powodu ciazy wysokiego
ryzyka
09.2009- 09.2010: (12 miesigcy) urlop macierzynski + urlop wychowawczy
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e 01.10.1997-31.03.2002: studia doktoranckie na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego

e 01.08.1995-30.09.1997: starszy referent inzynieryjno-techniczny w Zaktadzie
Genetyki Bakterii Instytutu Mikrobiologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego

4. Wskazanie osiqgniecia wynikajqcego 7 art. 16 ust. 2 7 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) Tytut osiagnigcia naukowego

Ocena przydatnosci wybranych bialek odnajdywanych w pecherzykach
blonowych (OMYV) Campylobacter jejuni i Helicobacter pylori w zwalczaniu infekcji
powodowanych przez te mikroorganizmy

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagnigcia naukowego, ze szczegdlnym
omowieniem indywidualnego wktadu wnioskodawcy

i. Raczko A.M., Bujnicki J., Pawlowski M. °, Godlewska R., Lewandowska K. °,
Jagusztyn-Krynicka E.K. 2005. Characterization of new DsbB-like thioloxidoreductases
of Campylobacter jejuni and Helicobacter pylori and classification of the DsbB family
based on phylogenomic, structural and functional criteria, Microbiology 51, 219-231

1F;005 — 3,173 IF5.emi — brak, punktacja MNiSW — 30; liczba cytowan (wg bazy
WoS) — 39

Wkiad habilitantki — 25%. Wspotautorstwo koncepcji badan dotyczacych H. pylori,
wykonanie dos$wiadczen dotyczacych genu dsbl H. pylori, polegajacych na
przygotowaniu konstruktu, uzyskaniu mutanta w genie dsbl H. pylori J99, charakterystyce
tego mutanta; udzial w opracowaniu wynikow i1 redagowaniu manuskryptu w czesci
dotyczacej H. pylori).

ii. Godlewska R., Dzwonek A., Mikula M., Ostrowski J., Pawlowski M. *, Bujnicki
J.M., Jagusztyn-Krynicka E.K. 2006. Helicobacter pylori protein oxidation influences the
colonization process, International Journal of Medical Microbiology 296, 321-324

1F;006 — 2,76 IFs5.emi — 3,989, punktacja MNiSW — 35; liczba cytowan (wg bazy
WoS) —20

Wkiad habilitantki — 70%. Autorstwo koncepcji badan; zaplanowanie oraz
przeprowadzenie wigkszosci doswiadczen (uzyskanie mutanta w genie dsbl w szczepie
H. pylori SS1; wykonanie do$wiadczen na zwierzgtach, izolacja DNA ze $luzowki
zoladka myszy do analizy RT-PCR); opracowanie 1 interpretacja wynikow;
przygotowanie manuskryptu wraz z rycinami; przygotowanie odpowiedzi na uwagi
recenzentow.

iii. Godlewska R., Wisniewska K*., Pietras Z*., Jagusztyn-Krynicka E.K. 2009.
Peptidoglycan-associated lipoprotein (Pal) of Gram-negative bacteria: function, structure,
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role in pathogenesis and potential application in immunoprophylaxis, FEMS
Microbiology Letters 298, 1

IF2000 — 2,199  IFs.emi — 2,354, punktacja MNiSW — 25; liczba cytowan (wg bazy
WoS) - 91

Wkiad habilitantki — 65%. Autorstwo koncepcji; opieka nad studentami (Katarzyna
Wisniewska i1 Zbigniew Pietras) podczas wykonywania przez nich badan, ktére weszty w
sktad manuskryptu; finansowanie tych badan (Grant KBN nr 2P04C 015 27);
wspotautorstwo wszystkich czesci manuskryptu (Structure of Pal and the Tol--Pal
complex, Role of Pal in the process of pathogenesis, Application of Pal in
immunoprophylaxis, Application of OMVs in medicine) wspolprzygotowanie
manuskryptu.

iv. Godlewska R., Kuczkowski M., Wyszynska A., Klim J*., Derlatka K.°,
Wozniak-Biel A., Jagusztyn-Krynicka E.K. 2016. Evaluation of a protective effect of in

ovo delivered Campylobacter jejuni OMVs, Applied Microbiology and Biotechnology
100, 8855-8864

1F;016 — 3,42 IF5.emi — 3,716; punktacja MNiSW — 35; liczba cytowan (wg bazy
WoS) -1

Wkiad habilitantki — 65%. Autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan;
zaplanowanie oraz przeprowadzenie wigkszosci doswiadczen (oprocz doswiadczenia na
zwierzgtach); opieka nad studentka (Joanna Klim) podczas wykonywania przez nia badan,
ktore weszty w skfad publikacji; finansowanie badan (grant FNP POMOST/2012-6/4);
opracowanie i interpretacja wynikOw; przygotowanie manuskryptu wraz z rycinami,
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

V. Godlewska R., Klim J*., Dgbski J., Wyszynska A., Lasica A. 2019. Influence of
environmental and genetic factors on proteomic profiling of outer membrane vesicles
from Campylobacter jejuni, Polish Journal of Microbiology 68(2)

IF2019 — 0,746; 1F5 emi — 0,938; punktacja MNiSW — 15; liczba cytowan (wg bazy WoS)
-0

Wkiad habilitantki — 70%. Autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan,
zaplanowanie oraz przeprowadzenie wigkszo$ci doswiadczen (oprocz spektrometrii mas);
opieka nad studentka (Joanna Klim) podczas wykonywania przez nia badan, ktore weszty
w sktad publikacji; finansowanie badan (grant FNP POMOST/2012-6/4); opracowanie i
interpretacja wynikow; przygotowanie manuskryptu wraz z rycinami; przygotowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentow.

* Studenci wykonujacy pod moim kierunkiem prace dyplomowe w Zakladzie Genetyki
Bakterii (Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski)

» Studenci wykonujacy prace dyplomowe w Zaktadzie Genetyki Bakterii (Instytut
Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski)

Sumaryczny wspolczynnik oddzialywania czasopism, w ktorych ukazaly si¢
publikacje wchodzace w sklad osiagni¢cia naukowego — 12,298
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Sumaryczna liczba punktow MNiSW — 140

Liczba cytowan publikacji wchodzacych w sklad osiagnig¢cia naukowego, do dnia
zlozenia wniosku (wg WoS) — 151

c) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnigtych wynikoéw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

WPROWADZENIE

Odkrycie antybiotykow 1 opracowanie wielu skutecznych szczepionek
przeciwbakteryjnych spowodowato ogromny postgp w walce z chorobami zakaznymi i
bakteriami patogennymi je wywolujacymi. Jednak narastajaca opornos¢ bakterii na
antybiotyki oraz pojawianie si¢ szczepéw wieloopornych zmuszaja do poszukiwania
nowych strategii zwalczania zakazen bakteryjnych. Podejmowane sa proby wykorzystania
do tego celu bakteriofagdbw, zwiazkéw pochodzenia bakteryjnego (bakteriocyn),
roslinnego 1 zwierzecego (przeciwbakteryjne peptydy, AMP) oraz ro6znorodnych
nanoczastek (np. srebra, ztota). Jedna ze strategii jest takze poszukiwanie nowych lekéw
przeciwbakteryjnych, np. blokujacych procesy odpowiadajace za zjadliwos$¢ bakterii. W
przeciwienstwie do antybiotykow, leki antywirulentne hamuja procesy wirulencji, a nie
wzrost bakterii, co zmniejsza ryzyko selekcji szczepow opornych. Ponadto leki te
pozostaja oboj¢tne dla wigkszosci bakterii wchodzacych w sktad mikrobioty przewodu
pokarmowego, a wigc nie zaburzaja jej rownowagi. Pierwszymi tego typu preparatami
byty przeciwciata inaktywujace toksyny (antytoksyny), np. jadu kietbasianego
(Clostridium botulinum), t¢zca (Clostridium tetani) czy blonicy (Corynebacterium
diphteriae) (Keller 1 Stiechm, 2000). Obecnie badania skupiaja si¢ na poszukiwaniu lekéw
blokujacych procesy adhezji, sekrecji czynnikéw wirulencji, a takze inhibitorow
proceséw globalnych, np. zjawiska wyczuwania zaggszczenia (quorum sensing, QS),
regulacji ekspresji genéow przez uklady dwuskladnikowe czy potranslacyjnych
modyfikacji biatek.

Oprdcz antybiotykow, szczepionki pozostaja od wielu lat uzupelniajacym sposobem
zapobiegania i zwalczania bakteryjnych choréb zakaznych. Wciaz jednak nie mamy
opracowanych szczepionek przeciwko wielu patogenom: m.in. Staphylococcus aureus,
Helicobacter pylori czy Mycobacterium leprae. Pomimo narastajacego w
spoteczenstwach krajéw wysokorozwinigtych oporu przeciwko stosowaniu szczepionek,
pozostaja one najskuteczniejszym sposobem zapobiegania chorobom infekcyjnym,
dlatego prace nad ich opracowaniem trwaja.

Moje glowne zainteresowania badawcze skupione byty wokot dwodch
spokrewnionych ze soba, patogennych bakterii: Helicobacter pylori i Campylobacter
Jjejuni, nalezacych do klasy e- Proteobacteria.

Helicobacter pylori

H. pylori jest gramujemna, mikroaerofilna pateczka kolonizujaca nabtonek zotadka
cztowieka. Bakteria ta, pierwotnie nazwana Campylobacter pylori, nalezy do rzedu
Campylobacterales, rodziny Helicobacteraceae. Gatunek H. pylori zostal odkryty i
opisany przez dwoch australijskich lekarzy R. Warrena i B. Marshalla w 1983 roku
(Marshall i Warren, 1984), za co obaj zostali uhonorowani nagroda Nobla w 2005 roku.
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H. pylori jest najpowszechniejsza przyczyna przewleklych zakazen u ludzi.
Wywotuje przewlekle zapalenie blony S$luzowej zotadka i jest gldwnym czynnikiem
etiologicznym raka zoladka i1 choroby wrzodowej. W wigkszosci regionow Swiata
glownym mechanizmem rozprzestrzeniania si¢ tej bakterii jest transmisja
wewnatrzrodzinna. Ostatnie badania, z 2017 roku, wskazuja, ze w skali globu liczba
zainfekowanych o0s6b si¢ga 4,4 miliarda, co stanowi prawie 60% ludzkiej populaciji.
Obserwuje si¢ duze zréznicowanie w poziomie infekcji, w zaleznosci od
zamieszkiwanego regionu geograficznego, a takze przynaleznosci etnicznej (Hooi i wsp.,
2017). W niektérych krajach wskaznik zakazen sigga 70-90 % (np. Nigeria - 87,7%,
Portugalia 86,4%, Estonia 82,5%). Krajami o niskim rozprzestrzenieniu infekcji sa m.in.
Szwajcaria — 18,9%, Dania — 22,1% 1 Szwecja — 26,2% (Hooi 1 wsp., 2017). W Polsce od
dawna nie przeprowadzono dokladnych badan na ten temat, a ostatnie wskazywaly na
58% wskaznik zakazenia (Laszewicz, 2004).

Zakazenie H. pylori powoduje uszkodzenie blony §luzowej zotadka, prowadzac do
wystapienia zanikowego zapalenia zoladka, ktore postepuje do metaplazji jelitowe;,
dysplazji, wczesnego raka zotadka i zaawansowanego raka zotadka. Do rozwoju choroby
nowotworowej dochodzi u okoto 5% zakazonych osob, w 50 lub wigcej lat od momentu
zakazenia (Venerito i wsp., 2017). Juz w 1994 roku Migdzynarodowa Agencja Badan nad
Rakiem (IARC) uznata H. pylori za karcynogen I grupy. Obecne badania wskazuja, ze
infekcja jest konieczna, lecz niewystarczajaca przyczyna gruczolakoraka zoladka
(adenocarcinoma), ktérej mozna przypisa¢ okoto 90% wszystkich nowotworéw zotadka
(Suzuki 1 wsp. 2009; Polk i wsp. 2010, Noto 1 wsp. 2012). Rak zotadka jest czwartym
najczegsciej wystepujacym typem raka i1 czwarta, a wedlug innych zrodel trzecia,
najczestsza przyczyna zgondw zwiazanych z rakiem na calym $wiecie (Ferlay 1 wsp.
2015, WHO). Zwalczanie raka zotadka jest wigc S$cisle powiazane ze zwalczaniem
infekcji H. pylori (Hooi 1 wsp. 2017).

Mechanizmy patogenezy H. pylori nie zostaly w pelni poznane. Wystgpowanie
konkretnej jednostki chorobowej jest jednak bez watpienia zalezne zaréwno od genotypu
patogenu, jak 1 od genotypu gospodarza oraz czynnikéw Srodowiskowych. H. pylori
koduje czynniki wirulencji wplywajace na funkcjonowanie komodrek gospodarza.
Czynniki te moga by¢ zwiazane z btonami komorki bakteryjnej, wydzielane do otoczenia,
lub translokowane bezposrednio do cytoplazmy komoérki gospodarza za posrednictwem
IV systemu sekrec;ji.

Bialka blonowe to gtownie rozne adhezyny: BabA (blood-group antigen-binding) —
biatko wiazace si¢ z antygenami Lewis B na powierzchni komoérek nablonkowych, SabA
(sialylated blood group - related adhesin), lipoproteina AlpA/B oraz biatko btony
zewngtrznej OipA, dzigki ktérym mozliwy jest bliski kontakt pomigdzy komorkami
bakteryjnymi a komoérkami nabtonka zotadka (Ilver i wsp., 1998, Mahdavi i wsp., 2002,
Styer 1 wsp., 2010). Takze rzeska (aparat wspotpracujacych ze soba kilkudziesigciu
roznych biatek) i lipopolisacharyd (LPS) odgrywaja role w patogenezie poprzez
aktywacje¢ NF-xB 1 aktywacj¢ produkcji chemokin (Smith i wsp., 2003). Ponadto
zdolnos$¢ ruchu odgrywa wazna rol¢ w kolonizacji §luzéwki zotadka (Gu, 2017).

Czynniki wydzielane do $rodowiska to gléwnie rozpuszczalne biatka: ureaza i
cytotoksyna wakuolizujaca (VacA), ktoére pozwalaja bakteriom na przezycie w zotadku
oraz wptywaja na adhezj¢ migdzykomodrkowa, rozluzniajac $ciste polaczenia migdzy
komorkami nabtonka (Lytton i wsp., 2005, Cover i1 Blanke, 2005).

Bialka translokowane przez IV system sekrecji to m.in. CagA (Cytotoxin - associated
gene A), uwazane za gtowny czynnik wirulencji. Jest ono przekazywane do komorki
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nabtonkowej zoladka, gdzie jest fosforylowane przez obecna tam eukariotyczna
tyrozynowa kinazg¢ bialkowa Src, a nastgpnie, po wbudowaniu w btong komorki, wiaze
si¢ z innymi biatkami gospodarza m.in. z tyrozynowa fosfataza SHP-2 (Src homology 2
(SH2) domain containing protein-tyrosine phosphatase). Proces ten prowadzi do
aktywacji wielu szlakéw przekazywania sygnatu, ktére powoduja zmiany w budowie,
polarnosci i namnazaniu si¢ komoérek eukariotycznych. Oddzialywanie komorek H. pylori
z organizmem gospodarza prowadzi do adhezji, indukcji odpowiedzi prozapalnej
(poprzez aktywacje produkcji i uwalnianie cytokin), apoptozy lub proliferacji komorek,
co skutkuje trwata kolonizacja, ostrym stanem zapalnym oraz zniszczeniem funkcji
bariery nablonkowej (Suzuki i wsp., 1997, Bruewer i wsp., 2003).

W terapii zakazenia H. pylori stosuje si¢ roézne schematy. Na poczatku lat
dziewig¢dziesiatych najpowszechniej stosowano terapig¢ trojlekowa (kombinacje
inhibitora pompy protonowej [PPI], klarytromycyny i amoksycyliny), ktérej skutecznos¢
przekraczata wowczas 80% (Misiewicz i wsp., 1997; Fennerty 1 wsp., 1998; Laine 1 wsp.,
1998). Obecnie skutecznos¢ tej terapii znacznie spadia i jest niezadowalajaca (Graham i
Fischbach, 2010).

Alternatywny schemat leczenia, stosowany na obszarach czgstego wystepowania
szczepdw H. pylori opornych na klarytromycyne (tzn. >20%), polega na stosowaniu
czterech lekdéw: inhibitora pompy protonowej, tetracykliny, metronidazolu i soli bizmutu.
Pomimo stosowania réznych kombinacji lekow okoto 10 % pacjentow w ogole nie
poddaje si¢ leczeniu. Najwigkszym problemem jest narastajaca lekoopornos$¢ szczepow
H. pylori (zwlaszcza na klarytromycyng i metronidazol), ale takze ponowne zakazanie si¢
pacjentow, niewlasciwe schematy leczenia, nieprzestrzeganie zalecen przez pacjentow
oraz zmienno$¢ szczepow bakteryjnych (Song i Ang, 2014, Gisbert, 2008), a takze
wspotistnienie zakazenia kilkoma szczepami jednoczesnie.

Podsumowujac, powszechno§¢ zakazenia, jego konsekwencje dla zdrowia oraz
rosnagca liczba niepowodzen terapeutycznych przy uzyciu dostepnych lekdéw stwarza
konieczno$¢ poszukiwania nowych lekow.

Campylobacter jejuni

Bakterie Campylobacter jejuni, gramujemne mikroaerofilne pateczki, to najczegsciej
izolowane od ludzi enteropatogeny (Nachamkin, 2002, WHO). Wraz z H. pylori zliczono
je do rzedu Campylobacterales, lecz do odrebnej rodziny — Campylobacteraceae.
Rezerwuarem C. jejuni sa ptaki, gldwnie kury hodowlane, dla ktérych Campylobacter jest
najczesciej niepatogennym komensalem.

Obok C. jejuni, patogenny dla ludzi jest rowniez gatunek Campylobacter coli. Duza
liczbe komorek obu gatunkéw izoluje si¢ na réznych etapach produkcji wyrobow
migsnych, poczawszy od zywych zwierzat, a skonczywszy na migsie bgdacym juz w
sprzedazy detalicznej. Fakt ten, w polaczeniu z wzglednie niska dawka infekeyjng (107
CFU) dla ludzi, ttumaczy dlaczego wigkszo$¢ przypadkow kampylobakteriozy w krajach
rozwinigtych jest wynikiem kontaktu i/lub konsumpcji nieprawidiowo przygotowanego
migsa drobiowego (Silva i wsp., 2011).

Wedtug Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) w 2016 roku
w Europie 36,7% badanych $wiezych tusz kurzych zawierato pateczki Campylobacter
spp.. Odsetek probek migsa brojlerow z dodatnim wynikiem badania na obecno$¢ tych
bakterii byt bardzo zrdéznicowany w poszczegdlnych krajach Unii Europejskiej (EFSA
2016, EFSA 1 ECDC 2017). W Polsce w latach 2009-2013 czgstos¢ wystgpowania
Campylobacter spp. w migsie brojlerow byta wysoka: 50,2% probek surowego migsa i
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41,6% probek indykéw. Ponadto C. jejuni 1 C. coli izolowano takze z migsa wieprzowego
(10,6%) 1 wotowiny (10,1%) (Korsak i wsp., 2015).

Kliniczna manifestacja kampylobakteriozy bywa bardzo r6znorodna i zalezy zard6wno
od zdolnosci patogennych danego szczepu, jak i kondycji ukladu odpornosciowego
gospodarza. Spektrum objawow jest szerokie — od przypadkéw bezobjawowych do
ostrych stanow zapalnych zotadka i jelit u ludzi, ktérym towarzyszy dtugotrwata, krwawa
1 Sluzowata biegunka. W wigkszosci przypadkow choroba ogranicza si¢ do stanu
zapalnego jelit i ma tendencje¢ do samowyleczenia. Pateczki Campylobacter sa rdwniez
przyczyna ostrych stanow zapalnych obwodowego uktadu nerwowego (tzw. zespot
Guillaina-Barrégo), reaktywnego artretyzmu oraz sporadycznych, ale charakteryzujacych
si¢ wysoka $miertelnoscia infekcji ogolnoustrojowych (Poropatich i wsp., 2010). Ostatnie
badania wskazuja takze na mozliwe powiazanie infekcji C. jejuni z zespotem jelita
drazliwego (IBS, Irritable Bowel Syndrome) i rakiem jelita grubego (Kaakoush i wsp.,
2015).

Pomimo niezbyt cigzkich objawdéw chorobowych, tendencji do samowyleczenia i
niskiej $miertelnos$ci, infekcje pateczkami Campylobacter pociagaja za soba ogromne
koszty ekonomiczne. W 2012 roku szacowany roczny koszt zwiazany z
kampylobakterioza (koszty medyczne, straty wydajnosci, koszty absencji w pracy,
odszkodowania wyptacane w przypadku $mierci) w USA wynosit 1,7 miliarda USD, za$
w Holandii 21 milionéw USD (Batz i wsp., 2012, Havelaar i wsp., 2005).

Aby zapobiec ponoszeniu tak wysokich kosztow, wiele krajow inwestuje
w opracowanie strategii kontroli rozprzestrzeniania si¢ pateczek Campylobacter
w przemys$le drobiarskim (Wagenaar 1 wsp., 2013). Strategiec te dotycza wielu
kluczowych obszaréw, w tym zmniejszenia narazenia kurczat na zakazenie, zmniejszenia
liczby lub catkowitej eliminacji pateczek Campylobacter z przewodu pokarmowego
kurczat oraz zwigkszenia odpornosci kurczat na kolonizacj¢ Campylobacter (Kaakoush 1
wsp., 2015).

Ptaki na fermie =zakazaja si¢ droga horyzontalna. Pateczki Campylobacter
po pojawieniu si¢ w stadzie rozprzestrzeniaja si¢ szybko 1 zajmuja przewody pokarmowe
wigkszosci kurczat w ciagu 1 tygodnia (Kaakoush i wsp., 2015). Raz zakazone ptaki
pozostaja takimi az do uboju. I chociaz sa skolonizowane przez duza liczbe komorek
Campylobacter (do 10° bakterii/g tresci jelita), zwykle nie wykazuja zadnych klinicznych
lub innych niekorzystnych skutkéw obecnosci bakterii (Newell 1 wsp., 2011). Jednak
ostatnio pojawily si¢ doniesienia, ze zakazenie C. jejuni u niektorych ras kurczat moze
prowadzi¢ do dlugotrwatego zapalenia, uszkodzenia jelit i biegunki (Humphrey i wsp.,
2014).

Badania koncentruja si¢ nad réznymi sposobami ograniczenia kolonizacji jelit
kurczat, co bedzie miatlo wptyw na zmniejszenie przypadkéw kampylobakteriozy u ludzi.
EFSA oszacowata, ze obnizenie liczebnosci bakterii o trzy rzedy wielkosci w jelicie
ptakow przeznaczonych do uboju zmniejszy ryzyko zachorowania o 50% do 90% (EFSA,
2011). Oprécz prac nad uzyciem bakteriocyn, bakteriofagbw czy probiotykoéw
do ograniczenia i/lub kontroli poziomu kolonizacji bakteriami Campylobacter, trwaja
takze proby stworzenia szczepionki anty-Campylobacter dla kurczat.

Wszystkie te dziatania nabraly ostatnio praktycznego wymiaru, gdyz obnizenie
kolonizacji ptakow fermowych staje si¢ konieczno$cia wymagana przez regulacje prawne.
W 2017 roku weszto w zycie Rozporzadzenie Komisji (UE) 2017/1495 dotyczace
obecno$ci pateczek Campylobacter w tuszach brojlerow. Wprowadzilo ono
kryterium Campylobacter dla higieny procesu, dla tusz drobiowych po schtodzeniu
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na poziomie 1000 jtk/g dla liczby probek n=50 oraz liczby probek niespetniajacych
kryterium ¢=20. Od 2020 roku warto$¢ ¢ powinna juz wynosi¢ 15, a od 2025 roku 10.

Pecherzyki zewnatrz blonowe (OMYV)

Istotng rol¢ w procesie patogenezy (przenoszeniu czynnikéw wirulencji do komorek
eukariotycznych) odgrywaja pegcherzyki btonowe (OMV — outer membrane vesicles).
Sato zewnatrzkomorkowe struktury, o s$rednicy od 50 do 250 nm, zwiazane
z powierzchnia komorki i1 uwalniane do $rodowiska. Otoczone one sa podwdjna blona
fosfolipidowa, ktoéra — podobnie jak btona zewngtrzna — zbudowana jest z fosfolipidow,
lipopolisacharydu (LPS) i biatek. Tworzenie pecherzykdéw blonowych jest naturalnym
zjawiskiem wystgpujacym u bakterii gramujemnych, zwlaszcza patogennych.
Zaobserwowano je m.in. u Pseudomonas aeruginosa, Neisseria spp., Shigella spp.,
Salmonella spp., Haemophilus influenzae, H. pylori, C. jejuni. Badania sktadu OMV
wykazaty, ze zawieraja one czasteczki zwigzane z powierzchnia komorki, tj. biatka
ilipidy btony zewngtrznej, LPS, ale takze biatka peryplazmatyczne, biatka blony
wewngtrznej, cytoplazmatyczne, czasteczki biorace udzial w procesie wyczuwaniu
zageszczenia (quorum sensing), a takze czasteczki RNA 1 DNA (Kuehn i Kesty, 2005).

Mechanizm powstawania pecherzykow jest wciaz niejasny, nie wiadomo tez, w jaki
sposob do ich wnetrza dostaja si¢ biatka cytoplazmatyczne czy czasteczki DNA.
W opublikowanej ostatnio pracy, Toyofuku 1 wsp. (2019) prébuja uporzadkowac
informacje natemat pgcherzykéw. Proponuja, zeby terminem OMV okresla¢ tylko
struktury powstate przez wybrzuszenie btony zewngtrznej, zawierajace w swoim wngtrzu
TYLKO biatka perplazmatyczne i zewnatrzbtonowe. Pgcherzyki zawierajace biatka
cytoplazmatyczne lub btony wewngtrznej powinny by¢ wedlug autorow okreslane
skrotami OIMVs (outer-inner membrane vesicles) i EOMVs (explosive outer-membrane
vesicles), gdyz ich biogeneza jest inna (Toyofuku i wsp., 2019). W tym autoreferacie
uzywam wymiennie termindw ‘pgcherzyki blonowe’ i ‘OMV’, gdyz opisuj¢ badania,
ktore powstaly w czasie, kiedy witasnie tak okreslano owe struktury, a propozycje
Toyofuku i wsp. nie zyskaly jeszcze powszechnej akceptaci.

Nawet potowe biatek obecnych w pecherzykach moga stanowi¢ czynniki wirulencji.
W OMV bakterii patogennych wykryto adhezyny, toksyny, enzymy i LPS. Czasteczki te
za posrednictwem OMV moga by¢ wyrzucane z komodrki lub transportowane
bezposrednio do komorek innych bakterii lub komorek eukariotycznych. Niektorzy
badacze uznaja tworzenie OMV za kolejny system sekrecji. Ta funkcja OMV moze by¢
szczegolnie istotna w komorkach C. jejuni, ktore nie maja gendow kodujacych III system
sekrecji.

Oprdcz zaangazowania w procesy sekrecji 1 wirulencji, OMV: (a) pelnia takze inne
funkcje obronne (jako ,,przyngta” dla bakteriofagdéw i1 przeciwcial), (b) uczestnicza
w pozyskiwaniu sktadnikow odzywczych (dzigki obecnosci enzymoéw degradujacych
wielkoczasteczkowe zwiazki), (c) pozwalaja na oddzialywania pomigdzy komoérkami tego
samego gatunku (tworzenie biofilmu) oraz z innymi bakteriami 1 komorkami
eukariotycznymi, (d) biora udziat w odpowiedzi na warunki stresowe $rodowiska, oraz (e)
usuwaja z komoérki niepotrzebne zwiazki badz zle zwinigte biatka (Schwechheimer 1
Kuehn, 2015)

Zwazywszy na ich wilasciwo$ci immunogenne, zdolno$¢ do stymulacji uktadu
odpornosciowego 1 do wnikania do komdrek eukariotycznych, pecherzyki
zewnatrzblonowe maja potencjat do wykorzystania ich jako wektory szczepionek
(Mashburn i Whiteley, 2005; Collins, 2011). Od 2014 roku w Unii Europejskiej,
Kanadzie, Australii 1niektorych krajach Ameryki Lacinskiej dostgpna jest juz
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szczepionka (4CMenB) przeciwko Neisseria meningitidis serotyp B sktadajaca si¢ z 5
antygenow biatkowych w potaczeniu z OMV (Serruto i wsp., 2012). Prowadzone sa takze
badania nad szczepionkami z uzyciem OMYV, skierowanymi przeciw kolejnym
patogenom: Bordetella pertusis, Vibrio cholerae, Chlamydia trachomatis, Burkholderia
pseudomallei, Acinetobacter baumannii, czy Pseudomonas aeruginosa (Klim i
Godlewska, 2017).

Celem naukowym prac wchodzacych w sklad przedstawionego osiagnigcia
naukowego, byto: (i) scharakteryzowanie i dokonanie oceny przydatnosci biatka Dsbl
odnajdowanego w OMYV, jako potencjalnego celu dla nowych lekow anty-H. pylori, (i1)
zbadanie procesu tworzenia OMV C. jejuni oraz identyfikacja Srodowiskowych i
genetycznych czynnikdw wplywajacych na ten proces, (iii) ocena przydatnosci
pecherzykow zewnatrzblonowych w immunoprofilaktyce anty-Campylobacter. Badania
przeprowadzono na modelu dwoéch spokrewnionych gatunkéw bakterii nalezacych do
rzedu Campylobacterales: C. jejuni 1 H. pylori. Osiagnigcie naukowe stanowi cykl 4
powiazanych tematycznie prac oryginalnych i 1 pracy przegladowej, opublikowanych w
latach 2005-2019.

A. Charakterystyka genu dsbl H. pylori i ocena przydatnosci bialka Dsbl jako
potencjalnego celu dla nowych lekow anty-H. pylori

Publikacje:

Raczko A.M. Bujnicki J., Pawlowski M., Godlewska R., Lewandowska K.,
Jagusztyn-Krynicka E.K. 2005. Characterization of new DsbB-like thioloxidoreductases
of Campylobacter jejuni and Helicobacter pylori and classification of the DsbB family
based on phylogenomic, structural and functional criteria, Microbiology 51, 219-231

Godlewska R., Dzwonek A., Mikula M., Ostrowski J., Pawlowski M., Bujnicki J.,
Jagusztyn-Krynicka E.K. 2006. Helicobacter pylori protein oxidation influences the
colonization process, International Journal of Medical Microbiology 296, 321-324

W  komorkach bakterii gramujemnych tworzenie mostkow disiarczkowych,
stabilizujacych prawidlowa trzeciorzedowa i czwartorzedowa strukture biatek, zachodzi
w utleniajacym $rodowisku peryplazmy. Proces ten polega na utlenianiu grup tiolowych
dwoch reszt cysteinowych. W komorkach Echerichia coli za wprowadzanie mostkow
disiarczkowych odpowiedzialne sa biatka z rodziny Dsb (disulfide bond), ktore tworza
dwa odregbne szlaki metaboliczne: (a) szlak utleniania, w ktorym biora udzial biatka DsbA
oraz DsbB, oraz (b) szlak izomeryzacji/redukcji, w ktérym biora udziat biatka DsbC,
DsbD, DsbE, DsbF i DsbG (Berkmen, 2012).

Gléwna oksydoreduktaza w komorkach E. coli jest peryplazmatyczne biatko DsbA,
zawierajace charakterystyczny motyw CXXC oraz domeng tioredoksynowa. DsbA po
utworzeniu wiazania disiarczkowego w substracie znajdujacym si¢ w peryplazmie staje
si¢ biatkiem zredukowanym. Za jego reoksydacje, a co za tym idzie, powrdt do aktywne;j
formy, odpowiedzialne jest DsbB — biatko zlokalizowane w btonie cytoplazmatycznej,
sktadajace si¢ z czterech transmembranowych helis (Kishigami i wsp., 1996).

Szlak izomeryzacji 1 redukcji reprezentuja biatka DsbC, DsbD 1 DsbG.
Peryplazmatyczne biatko DsbC naprawia blednie wprowadzone mostki disiarczkowe
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(Berkmen, 2012). Podobne dziatanie wykazuje biatko DsbG, cho¢ jego rola nie jest
jeszcze do konca wyjasniona. Sekwencja aminokwasowa DsbG jest w 24% identyczna z
sekwencja DsbC 1 biatko to moze komplementowa¢ brak DsbC w komorce. Obydwa
biatka, oprocz aktywno$ci izomeryzacyjnej, maja cechy biatek opiekunczych
(chaperonowych).

Za utrzymanie w formie zredukowanej obu wspomnianych izomeraz jest
odpowiedzialne biatko DsbD zawierajace transmembranowe helisy, zlokalizowane w
btonie cytoplazmatycznej, oraz dwie domeny peryplazmatyczne. Znanymi substratami
biatka DsbD sa trzy tioredoksyny: DsbC, DsbG oraz biatkko CcmG (DsbE)
odpowiedzialne za proces dojrzewania cytochromu c¢ — biatka wchodzacego w sktad
tancucha oddechowego (Lasica 1 wsp., 2007). Jak dotad najmniej wiadomo na temat
biatka DsbF. Gen dsbF zidentyfikowano dzigki mutagenezie transpozonowej,
w zmutowanym szczepie wykazujacym zwigkszona wrazliwo$¢ na ditiotreitol (DTT)
(Missiakas i wsp., 1993).

Biatka Dsb sa niezbedne do prawidlowego zwinigcia wielu biatek, w tym biatek
bedacych czynnikami wirulencji — m.in. toksyn, adhezyn, sktadnikéw III systemu sekrecji
1 wielu innych. Mutacje w genach systemu Dsb zmniejszaja kinetyke tworzenia wigzan
disiarczkowych i bardzo czgsto powoduja atenuacj¢ patogendow (Peek i Taylor, 1992; Yu,
1998; Yu i Kroll, 1999; Stenson i Weiss, 2002). Z powodu swojej komdrkowej lokalizacji
(w peryplazmie i blonie wewngtrznej) biatka Dsb sa prawie zawsze odnajdywane w
pecherzykach blonowych. Podobnie jest w przypadku OMV H. pylori (Mullaney, 2009;
Zavan, 2019).

Praca ,,Characterization of new DsbB-like thioloxidoreductases of Campylobacter
jejuni and Helicobacter pylori and classification of the DsbB family based on
phylogenomic, structural and functional criteria” opisuje badania, ktérych celem byta
identyfikacja, charakterystyka i klasyfikacja dwoch nowych oksydoreduktaz tiolowych
zwiazanych z systemem Dsb C. jejuni 1 H. pylori. W sktad mojego osiagnigcia wchodza
badania dotyczace jedynie biatka Dsbl H. pylori, dlatego w opisie skupitam si¢ glownie
na nich, pomijajac inne watki tej pracy, dotyczace biatka Dsbl C. jejuni.

Geny dsbl z obu gatunkoéw bakterii zostaly wczesniej niezaleznie zidentyfikowane w
trakcie immunoprzeszukiwania bibliotek genomowych szczepow Campylobacter coli
72Dz/92 1 Helicobacter pylori (mieszanina szczepdw klinicznych) (Lazowska, 2000).
Dalsze badania byly prowadzone z wykorzystaniem dobrze scharakteryzowanych
szczepow: H. pylori J99 1 C. jejuni 81-176. Przeprowadzone przez nas analizy
poréwnawcze sekwencji aminokwasowych umozliwily zaklasyfikowanie obu bialek do
rodziny biatek Dsbl (wystepujacych w proteomach bakterii z rodzaju e-Proteobacteria).
Biatka tej rodziny sa homologiczne biatkom z rodziny DsbB, z jej glownym
przedstawicielem — biatkiem DsbB E. coli. Charakterystycznymi cechami biatek Dsbl jest
obecno$¢ pigeiu helis transmembranowych w domenie katalitycznej, motywu CXXC
umiejscowionego w petli peryplazmatycznej 1 struktury B-$migha na C-koncu bialka.

Zeby zbadaé role biatka Dsbl H. pylori w procesie wprowadzania mostkow
disiarczkowych do biatek transportowanych poza cytoplazme, uzyskatam mutanta w tym
genie. Mutacja w locus dsbhl chromosomu H. pylori zostata wprowadzona dzigki
rekombinacji homologicznej. Uzyskany szczep H. pylori z mutacja w genie dsbl zostat
nazwany RG1. Nie zaobserwowalam znaczacych réznic fenotypowych pomigdzy
uzyskanym mutantem, a szczepem dzikimi. Analogiczne badania zostaly wykonane dla
genu dsbl C. jejuni.
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Zeby okresli¢ wptyw mutacji w genach dsbl w komoérkach H. pylori i C. jejuni
na tworzenie wiazan disiarczkowych w biatkach pozacytoplazmatycznych, wykonalismy
ilosciowy pomiar wolnych grup tiolowych obecnych w peryplazmie komoérki (wg metody
Missiakas iin., 1993). Uzyskane wyniki wykazaty, ze produkty genow dsbl obu
gatunkOw s3a rzeczywiscie zaangazowane Ww tworzenie wiazan disiarczkowych.
Inaktywacja genu dsbl w komorkach H. pylori (szczep RG1) doprowadzita do akumulacji
biatek z wolnymi grupami tiolowymi w przestrzeni peryplazmatycznej. Po
komplementacji uzyskanej mutacji za pomoca genoéw dsbl H. pylori oraz dsbB z C. jejuni,
wprowadzonych w plazmidach, poziom bialek z wolnymi grupami tiolowymi spadt do
obserwowanego w szczepie dzikim. Przeprowadzony eksperyment potwierdzil, ze
gromadzenie si¢ w peryplazmie szczepu H. pylori RG1 bialek z wolnymi grupami
tiolowymi jest spowodowane brakiem biatka Dsbl, a ponadto, ze biatko Dsbl H. pylori
moze by¢ zastapione przez DsbB C. jejuni. Wyniki analogicznego eksperymentu z
uzyciem mutanta dsbl C. jejuni nie byty tak jednoznaczne z powodu obecnosci w tych
komorkach biatka DsbB. Dopiero podwojna mutacja w genach dsbl 1 dsbB spowodowata
nagromadzenie w peryplazmie komorek biatek z wolnymi grupami tiolowymi.

Przeprowadzone bioinformatyczne analizy poréwnawcze pozwolity
na zaproponowanie nowego drzewa filogenetycznego rodziny bialek Dsbl/DsbB.
ZaproponowaliS§my podziat rodziny DsbB na dwie giowne klasy TM4 1 TMS: biatek z
odpowiednio czterema i pigcioma domenami transmembranowymi, z jednym wyjatkiem,
ktory stanowi biatko DsbB C. jejuni, homologiczne biatkom TM4, ale zawierajace
dodatkowa, piata domeng¢ TM. WykazaliSmy takze, ze Dsbl jest nowym sktadnikiem
systemu Dsb u H. pylori i C. jejuni.

Nasza analiza wskazata znaczace réznice w systemie Dsb migdzy dwoma badanymi
patogenami. Aktywne biatko Dsbl jest niewatpliwie istotne dla tworzenia wiazan
disiarczkowych w biatkach peryplazmatycznych H. pylori, w ktérego komorkach brakuje
,klasycznego” biatka DsbB. W przypadku C. jejuni, aktywno$¢ Dsbl jest wykrywana
tylko wtedy, gdy biatko DsbB obecne w komorkach tego gatunku jest inaktywowane.
Najprawdopodobniej Dsbl ma wigksza specyficznos¢ substratowa niz DsbB 1 dziata tylko
na malym podzbiorze substratow DsbB.

Poniewaz udowodniono, ze prawidlowa struktura trzeciorzgdowa wielu
pozacytoplazmatycznych czynnikéw wirulencji patogennych bakterii gramujemnych
wymaga dziatania bialek systeméw Dsb (Kadokura, 2003), postanowitam zbada¢, czy
scharakteryzowane biatko Dsbl H. pylori takze ma znaczenie w procesach patogenezy tej
baterii.

W tym celu przeprowadzitam doswiadczenie, w ktérym pordwnatam poziom
kolonizacji $luzowki zotadka myszy linii C57BL/6 szczepem H. pylori SS1 (Sydney
Strain) oraz tym samym szczepem z wprowadzona mutacja w genie dsbl. Szczep
H. pylori SS1 jest jednym z niewielu szczepdw dobrze kolonizujacych §luzowke myszy.
Niektore objawy chorobowe r6znia si¢ od tych wywotywanych przez infekcjg
w organizmie ludzkim, ale szczep SS1 i wraz z liniami C57BL/6 lub BALB/c stanowi
znormalizowany model mysi do opracowywania szczepionek, do badan przesiewowych
1 badan nad patogeneza H. pylori (Lee i wsp., 1997).

Mutanta w genie dsbl w szczepie SS1 uzyskatam analogicznie jak w przypadku
szczepu J99, metoda wymiany alleli. Myszom C57BL/6 podawano dwukrotnie,
w odstepach tygodniowych, ~ 4 x 10 komorek odpowiednich szczepéw H. pylori:
dzikiego szczepu SS1 oraz szczepu SS1 z mutacja w genie dsbl. Poziom kolonizacji
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Sluzowki zotadka myszy oceniano 3 tygodnie po ostatnim podaniu bakterii metoda
jako$ciowa (test urazowy CLO) oraz ilosciowa (RealTime PCR).

Ekstrapolowana ilo$¢ bakteryjnego DNA, okreslona ilosciowo za pomoca RT-PCR,
odpowiadata od 2230 do 18975 komoérkom bakteryjnym na 100 ng DNA myszy
izolowanego z wycinkéw z zotadka pobranych od siedmiu myszy zakazanych przez
szczep typu dzikiego SS1, oraz od 0 do183 komorek bakteryjnych / 100 ng mysiego DNA
w probkach od siedmiu myszy zakazanych przez izogenicznego mutanta w dsbl.
Obecnos¢ pateczek Helicobacter w wycinkach btony §luzowej myszy wykrywatam takze
za pomoca jakosciowego szybkiego testu ureazowego, ktory potwierdzit wyniki uzyskane
za pomoca RT-PCR. Wszystkie wycinki pobrane od zwierzat zakazonych szczepem SS1
typu dzikiego dawaty wynik pozytywny w tescie urazowym, za$ wszystkie testy byty
ujemne w przypadku wycinkéw pobranych od myszy zainfekowanych szczepem
zmutowanym.

Przeprowadzone badanie wykazato, ze mutacja w genie dsbl prawie catkowicie
uniemozliwita kolonizacje zotadka myszy przez szczep SSI1. Biatka, na ktore
bezposrednio ma wplyw mutacja dsbl, pozostaja nieznane. Podobnie jak w przypadku
wielu bakterii patogennych, brak biatka Dsbl moze mie¢ niekorzystny wpltyw
na konformacj¢ wielu determinantéw wirulencji, powodujac ich niewtasciwe faldowanie
1 niestabilnos¢.

PrzeprowadziliSmy analiz¢ biatek pozacytoplazmatycznych H. pylori (kryterium
wyszukiwania byla obecno$¢ helisy transbtonowej i/lub obecno$¢ sekwencji sygnalnej
typu Spl lub Spll). Sposrod 366 znalezionych biatek 211 zawiera w swojej sekwencji co
najmniej dwie cysteiny potencjalnie mogace tworzy¢ mostek disiarczkowy. Liczba ta jest
gorna granica zbioru potencjalnych substratow biatka Dsbl. Analiza danych
eksperymentalnych z testow dwuhybrydowych H. pylori dostgpnych na stronie
tajwanskiego National Health Research Institutes [http://dpi.nhri.org.tw/hp/ (Lin 1 wsp.,
2005)] ujawnita kilka biatek, z ktorymi oddziatuje produkt genu HP0595, czyli biatko
Dsbl szczepu 26695. Sa to biatka: HP0025 (Omp2), HP0060, HP0870 (FigE), HP1052
(EnvA), HP1173 i HP1430.

Najbardziej interesujace pod wzgledem patogenezy jest biatko HP1173, ktore jest
najprawdopodobniej peryplazmatycznym biatkiem, zakotwiczonym N-koncem w blonie
wewngetrznej. HP1173 ma dwie reszty Cys, ktore — zgodnie z naszym wstepnym
przewidywaniem struktury — najprawdopodobniej znajduja si¢ na powierzchni biatka, co
sugeruje, ze moga by¢ utleniane przez HP0595. Samo HP1173 wchodzi w interakcje z
kolejnymi czterema biatkami, ktére moga bra¢ udziat w patogenezie Helicobacter.

Kolejne interesujace biatko oddziatujace z HP0595 to Omp2 (HP0025). Czterdziesci
paralogow tego biatka odnalezli§my w genomie H. pylori, 35 z nich nie miato homologa
w zadnym dotychczas zsekwencjonowanym genomie. Biatka z rodziny HP0025 maja
charakterystyczne reszty Cys, ktoérych obecnos¢ sprawia, ze sa mozliwymi substratami dla
HP0595. Ponadto 27 =z tych biatek, podobnie jak HP0595, to biatka
pozacytoplazmatyczne, a ich funkcja pozostaje nieznana.

Na uwage zastuguje takze biatko FIgE (HP0870), budujace hak rzeski czyli
elastyczny facznik pomigdzy widknem rzgski a jej podstawa. Brak FIgE w komorkach
najczesciej prowadzi do utraty ruchliwosci. Co prawda, FIgE posiada w swej sekwencji
tylko jedna cysteing, ale mozliwe jest, Ze uczestniczy ona w tworzeniu wigzan
disiarczkowych migdzy dwoma czasteczkami biatka (stabilizacja czwartorzedowe;j
struktury homodimeru). By¢ moze brak Dsbl powoduje zaburzenie tego procesu, co
skutkuje gorszym funkcjonowaniem rzeski bakteryjnej, ktora w przypadku H. pylori jest
jednym z gléwnych czynnikéw warunkujacych wirulencje.
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Przy uzyciu PSI-BLAST poszukiwalismy takze w genomach e-Proteobacteria
ortologdw gendw dsbA, dsbB 1 dsbl. Obecnos¢ biatek DsbA i DsbB w genomach jest
ze soba silnie skorelowana. Jedynym wyjatkiem jest brak ortologa DsbB
w Campylobacter lari. Co ciekawe, genom tej bakterii zawiera dodatkowa kopig ortologa
Dsbl. By¢ moze drugi ontolog Dsbl w C. lari przejal funkcjg utraconego biatka DsbB i
nabyt zdolno$¢ interakcji z DsbA.

Analiza genomow obu szczepow H. pylori (26695, J99) wykazata obecno$é¢ genow
biatek Dsbl przy braku dsbA, co sugeruje, ze biatka Dsbl pozostatych bakterii
najprawdopodobniej oddziatuja z innymi substratami niz u H. pylori. W komorkach
H. pylori najprawdopodobniej funkcjonuje jeszcze jaki§ dodatkowy, nieznany
mechanizm, przeprowadzajacy utlenienie pary cystein w biatkach docelowych. Nasze
obserwacje wskazuja na réznice w interakcjach pomigdzy biatkami Dsb dziatajacymi w
dwoch blisko ze soba spokrewnionych mikroorganizmach — Campylobacter 1
Helicobacter — 1 zdecydowanie sugeruja wiodaca rolg¢ Dsbl w oksydacyjnym zwijaniu
biatek Helicobacter.

Podsumowujac, biatko Dsbl H. pylori jest zaangazowane w jeden z procesOw
potranslacyjnej modyfikacji biatek, ktory dodatkowo, co udowodnity przeprowadzone
przeze mnie badania — ma wptyw na zjadliwos$¢ tej bakterii. Z tego wzgledu Dsbl jest
potencjalnym celem tzw. lekow antywirulentnuych, blokujacych proces wprowadzania
mostkow disiarczkowych w biatkach peryplazmatycznych.

Gtowne osiqgniecie poznawcze

e Zaklasyfikowanie produktu genu Ap0595 H. pylori do biatek systemu Dsb na
podstawie analiz bioinformatycznych i1 funkcjonalnych. Zaproponowanie nowego drzewa
filogenetycznego biatek rodziny Dsbl/DsbB.

e Wykazanie, ze brak biatka Dsbl H. pylori powoduje akumulacje bialek
zawierajacych wolne grupy tiolowe w peryplazmie komorki.

e Wykazanie, ze brak biatka Dsbl pozbawia bakterie H. pylori zdolno$ci
kolonizacji §luzéwki zotadka myszy.

B. Analiza procesow tworzenia OMYV C. jejuni oraz identyfikacja
srodowiskowych i genetycznych czynnikow wplywajgcych na ten proces.

Publikacja:

Godlewska R., Wisniewska K., Pietras Z., Jagusztyn-Krynicka E.K. 2009.
Peptidoglycan-associated lipoprotein (Pal) of Gram-negative bacteria: function, structure,
role in pathogenesis and potential application in immunoprophylaxis, FEMS
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Godlewska R., Klim J., Debski J., Wyszynska A., Lasica A. 2019. Influence of
environmental and genetic factors on proteomic profiling of outer membrane vesicles
from Campylobacter jejuni, Polish Journal of Microbiology, 68(2)

Zewngtrzna blona (OM) bakterii gramujemnych moze naturalnie wybrzuszaé sig,
tworzac sferyczne formy o $rednicy 50-250 nm, ktére w swym wnetrzu zawieraja biatka
zwiazane z blona zewngtrzna, biatka peryplazmatyczne, ale takze biatka blony
wewngtrznej, biatka cytoplazmatyczne oraz czasteczki DNA 1 RNA. Uwalniane z
powierzchni komorki pecherzyki sa jednym z $rodkéw oddziatywania bakterii na
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srodowisko, organizm gospodarza i inne mikroorganizmy (Schwechheimer 1 wsp., 2015).
Zmiany rozmiaru, sktadu czy liczby OMV sa czgsto uwazane za reakcj¢ komorki
bakteryjnej na zmiany zachodzace w s$rodowisku (np. zmiany pH, temperatury, sily
jonowej czy obecno$¢ antybiotykow), a takze na stres endogenny (Mcbroom i1 wsp., 2007,
Schwechheimer 1 wsp., 2015).

Obecnos¢ polimyksyny B (cyklicznego kationowego peptydu
przeciwdrobnoustrojowego zmieniajacego przepuszczalno$¢ btony) lub cyprofloksacyny
(antybiotyku uszkadzajacego DNA 1 aktywujacego system SOS) powoduje zwigkszenie
produkcji OMV przez komorki Pseudomonas aeruginosa PA14 (Macdonald 1 wsp.,
2013). Takze nadekspresja peryplazmatycznego biatka imitujacego nieprawidtowo
sfaldowane biatko btony zewnetrznej w komoérkach E. coli powodowalo zwigkszona
produkcje pecherzykow oraz dziesigciokrotny wzrost ilosci tego biatka w OMV
(Mcbroom 1 wsp., 2007). Znane sa takze geny uczestniczace w odpowiedzi na stres
komorkowy (degS, depP, rsed), ktoére sa zaangazowane w tworzenie pecherzykéw
(Mcbroom 1 wsp., 2006). Mutacja w degP, genie kodujacym dwufunkcyjne
peryplazmatyczne biatko (o aktywnosci opiekunczej oraz protezowej) odpowiedzialne za
degradacje nieprawidtowo sfaldowanych bialek w E. coli, takze zwigksza produkcje
OMV (Macdonald i wsp., 2013). Zatem bakterie moga uzywa¢ OMV takze do
selektywnego usuwania zle sfaldowanych biatek, szczegolnie tworzacych duze agregaty
odporne na proteolize (Mcbroom i wsp., 2007).

Poniewaz planowalam uzycie pecherzykow blonowych do immunizacji zwierzat,
postanowitam najpierw przeprowadzi¢ badania dotyczace procesu ich tworzenia przez
komorki C. jejuni. Badan dotyczacych OMV C. jejuni jest niewiele. Znany jest sktad
biatkowy pecherzykow (Elmi i wsp., 2012), réznice w ich sktadzie w zalezno$ci
od temperatury ciata gospodarza (ptaki 42°C, cztowiek 37°C) (Taheri i wsp., 2019),
zmiana skladu pod wpltywem dziatania soli zotciowych (Taheri i wsp., 2018) oraz
znaczenie OMV w oddzialywaniu z komoérkami nabtonkowymi (Elmi i wsp., 2016; Elmi i
wsp., 2018; Taheri i wsp., 2018).

Sprawdzitam wigc, czy na tworzenie OMV przez komoérki C. jejuni wptywa obecnos$¢
polimyksyny B w podlozu, a takze stres oksydacyjny wywolany przez zwigkszona
zawarto$¢ tlenu w atmosferze z 6% do 15%. Zbadatam proteom pecherzykow powstatych
w tych warunkach i porownalam go z proteomem pgcherzykéw uzyskanych od bakterii
hodowanych w optymalnych warunkach, w celu wykrycia ewentualnych roznic.
Zbadatam takze wptyw mutacji w genach htrdA (homolog degP) i dsbl na tworzenie
1 sktad pecherzykow w analogicznych eksperymentach.

Obecnos¢ polimyksyny B w podtozu znaczaco zwigkszyta produkcj¢ OMV przez
szczep C. jejuni 81-176. Takze stres tlenowy spowodowal zwigkszone uwalnianie
pecherzykéw. Wyniki sa zgodne z danymi uzyskiwanymi dla innych gatunkow bakterii.
Nie zaobserwowatam natomiast wplywu mutacji w genach h#rA4 i dsbl C. jejuni na liczbg
uwalnianych przez komorki pecherzykéw. Ten wynik jest zaskakujacy, gdyz mutacja
w genie htrA w komoérkach réznych gatunkéw powodowata zwigkszenie produkcji OMV
(Mcbroom 1 wsp., 2006; Macdonald 1 wsp., 2013).

PrzeprowadziliSmy takze identyfikacjg i ilosciowa analiz¢ zawarto$ci biatek w OMV
C. jejuni przy uzyciu spektrometrii mas LC-MS-MS/MS. Proteom pecherzykow
uzyskanych od bakterii hodowanych w warunkach optymalnych nie réznit si¢ znaczaco
pod wzgledem jako$ciowym od wczesniej opisanych proteomow (Elmi i wsp., 2012).
Odkrytam jednak liczne roznice w jego sktadzie ilosciowym w pecherzykach uzyskanych
z bakterii hodowanych w warunkach stresowych oraz z hodowli mutanta w genie dsbl.
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W OMYV izolowanych z hodowli poddanej dziataniu polimyksyny B poziom czterech
biatek byl zwigkszony, a jednego obnizony. Najwyzszy wzrost odnotowano dla gtéwnego
biatka btony zewngtrznej (MOMP) kodowanego przez gen porA. Nadekspresja MOMP
zmienia przepuszczalno§¢ blony 1 odgrywa role w opornosci Campylobacter
na antybiotyki, = prawdopodobnie  takze na  polimyksyn¢ B.  Pozostatymi
nadreprezentowanymi biatkami sa oksydaza 5'-fosforanu pirydoksaminy (Cj1613c) oraz
dwa biatka rzeski FlaB 1 FIgE. Destabilizacja oston komoérkowych moze wptywac
na integralno$¢ rze¢ski i spowodowac zwigkszona obecno$¢ biatek rzgski w OMV. Warto
takze pamigtac, ze synteza bialek rzeski 1 zdolnos¢ do jej tworzenia wptywa na produkcje
OMV przez komorki E. coli W3110 (Manabe i wsp., 2013). Zaobserwowalam takze
zmniejszong ilos¢ biatka HtrA, co jest zaskakujace, ale zgodne z obserwowanym brakiem
wplywu mutacji htrA4 na produkcje i sktad OMV .

Stres tlenowy spowodowal zwigkszona zawarto$¢ trzech biatek w OMV (MOMP,
FlaA i biatka transportujacego zelazo — Cjj81176 0211) oraz zmniejszona jednego —
lipoproteiny o nieznanej funkcji. Na uwage zastuguje biatko zwigzane z transportem
zelaza — co prawda zwigkszenie jego zawarto$ci w pgcherzykach nie bylo duze (mniej niz
dwukrotne), ale nalezy pamigtaé, ze poziom zelaza powinien by¢ $cisle kontrolowany
przez komorke. W obecnosci zelaza z tlenu moga powstawac jego reaktywne formy, takie
jak nadtlenki i rodniki hydroksylowe, ktore uszkadzaja biatka, lipidy i DNA. Zatem
absorpcja 1 asymilacja zelaza musza by¢ $cisle kontrolowane, aby uniknaé zwiazanego
z zelazem uszkodzenia wywotanego stresem oksydacyjnym w komorce 1 stad by¢ moze
eliminacja transportera zelaza do OMV przez bakterie pod wplywem stresu tlenowego.

Pierwszym genem, ktorego wptyw na OMV badatam w moich pracach, byt htrA4. Jest
to homolog genu degP E. coli, jednego z pierwszych zidentyfikowanych genow, ktorego
mutacje wiazaty si¢ ze zwigkszona produkcja pecherzykow. Bialka z rodziny HtrA sa
niezbgdne dla inwazji komorek eukariotycznych, przemieszczania si¢ bakterii z komorki
do komoérki oraz przezycia bakterii w podwyzszonej temperaturze (Backert 1 wsp., 2018).
HtrA jest biatkiem o aktywnosci proteolitycznej i opiekunczej i uczestniczy w odpowiedzi
komorek na stres (Boehm 1 wsp., 2018). Nieoczekiwanie ilo§¢ HtrA byla zmniejszona w
OMYV izolowanych z komoérek Campylobacter poddanych presji polimyksyna B. Wydaje
si¢ zatem, ze HtrA nie bierze w tym udziatu w odpowiedzi na stres zwiazany z
destabilizacja oston komodrkowych w C. jejuni. Nie zauwazylam réwniez rdznic w
sktadzie biatkowym w OMYV izolowanych z mutanta htrA".

Drugim przeanalizowanym genem byt dsb/, rzadko spotykany paralog DsbB, opisany
przez nas (Raczko i1 in. 2005) i1 nalezacy do systemu Dsb C. jejuni, katalizujacego
tworzenie mostkow disiarczkowych w biatkach pozacytoplazmatycznych. Poniewaz
mutacje w genach systemu Dsb powoduja nieprawidlowe faldowanie i tworzenie
nierozpuszczalnych agregatow gromadzacych si¢ w peryplazmie, spodziewalam sig, ze
mutacja w tym genie bgdzie miata wplyw na produkcj¢ OMV. Chociaz wczesniej
udowodnilismy, ze aktywnos$¢ Dsbl w C. jejuni manifestuje si¢ tylko wtedy, gdy DsbB
jest inaktywowany (Raczko i wsp., 2005), oczekiwalam ze przeprowadzone badanie
pozwoli na zidentyfikowanie nieznanych wciaz substratow biatka Dsbl. Wykazatam, ze
mutacja w genie dsbl nie wplywa na ilo§¢ produkowanych pecherzykéw przez C. jejuni,
ale wptywa na zawartos¢ o$miu biatlek w OMV. Wigkszos$¢ z tych biatlek ma jedna lub
wigcej reszt cysteinowych, ktére moga tworzy¢ mostki disiarczkowe wewnatrz badz
miedzy czasteczkami. Na szczegdlna uwage zastuguje zwigkszenie ilosci biatek rzeski
(FlgC, FIgE i FIgL), obserwowane réwniez w odpowiedzi na stres srodowiskowy. Nalezy
tu przypomnie¢, ze wsrdéd potencjalnych partneréw biatka Dsbl H. pylori byto takze
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biatko FIgE, budujace hak rzgski. Taka zbiezno$¢ uzyskanych wynikow jest silng
przestanka, ze FIgE jest substratem biatka Dsbl.

Zawarto$¢ biatek GroL, enolazy i1 oksydazy koproporfirynogenu-III byla takze
zmieniona w badanych pegcherzykach, ale przyczyna tych zmian jest obecnie trudna
do wytlumaczenia.

Wyniki opisanych powyzej badan zostaly zawarte w pracy , Influence of
environmental and genetic factors on proteomic profiling of outer membrane vesicles
from Campylobacter jejuni” przyjetej do druku w Polish Journal of Microbiology. Praca
ukaze si¢ w drugim zeszycie tomu 69.

W  proteomie pecherzykéw uzyskanych od bakterii C. jejuni hodowanych
w warunkach optymalnych zidentyfikowatam obecno$¢ kilku antygenow, ktéore moga
zosta¢ uzyte jako antygeny podjednostkowej szczepionki. Biatka te silnie reaguja
z surowicami zakazonych zwierzat, a takze z surowicami pobranymi od 1-2 dniowych
kurczat. Przeciwciata w surowicy tak miodych ptakéw maja pochodzenie matczyne.
Ich obecnos¢ swiadczy o duzej immunogennosci tych biatek. Na szczegdlna uwage
zastuguja biatka btonowe: CjaA, CjaC, CjaD, Dsbl, a takze cytoplazmatyczne EfTu
1 Cj0092. Niektore z nich byty juz obiektem moich badan.

Gen cjaD zostal zidentyfikowany w trakcie przeszukiwania biblioteki genomowego
DNA C. jejuni przy uzyciu kroliczej surowicy anty-Campylobacter. CjaD reaguje takze
z surowica pacjentow zakazonych réznymi serotypami C. jejuni (Burnens i wsp., 1995;
Pawelec 1 wsp., 2000). Gen cjaD koduje 18-kDa biatko obecne we wszystkich
przebadanych pod tym katem szczepach Campylobacter. Analizy in silico wskazuja
na jego przynalezno$¢ do rodziny bialek Pal. Inna pojawiajaca si¢ w literaturze nazwa
tego biatka to Ompl8. Na badanie biatka CjaD 1 innych lipoprotein Campylobacter
uzyskatam finansowanie w postaci grantu KBN (2 P04C 015 27). Sekwencja
aminokwasowa CjaD zawiera peptyd sygnalowy charakterystyczny dla prekursorow
lipoprotein. Wykazatam, ze CjaD jest zlokalizowane w btonie zewngtrznej komorki oraz
ze oddziatuje z bialkiem TolB (metodami pull-down i cross link), co wskazuje ze jest
jednym z biatek odpowiedzialnych za utrzymanie integralnosci oston komorkowych
(system Tol-Pal). Immunizacja kurczat droga pokarmowa awirulentnym szczepem
Salmonella produkujacym rekombinowane CjaD wywotata indukcje produkcji swoistej
klasy IgG ilgA odpowiednio w surowicy krwi i $luzu. Niestety, nie udato sig
przeprowadzi¢ kompleksowych badan funkcji CjaD C. jejuni, gdyz wielokrotne proby
uzyskania mutanta w genie cjaD nie powiodly sig, co wskazuje, ze biatko Pal jest
niezbedne do przezycia komoérek. Opisane wyniki zostaly zawarte w napisanej przez nas
pracy przegladowej dotyczacej funkcji, struktury i udziatu biatek Pal w procesach
patogenezy bakterii gramujemnych oraz ich potencjalnego zastosowania w
immunoprofilaktyce.

Glowne osiqgniecie poznawcze

e Scharakteryzowanie zmian zachodzacych w proteomie pecherzykow btonowych
wydzielanych przez komoérki C. jejuni 81-176 hodowane w warunkach stresowych
wywotanych przez obecnos¢ polimyksyny B i1 zwigkszony poziom tlenu w atmosferze.

e Wykazanie, ze stres antybiotykowy i tlenowy powoduje zwigkszona produkcje
pecherzykoéw przez komorki C. jejuni 81-176.

e Wstepne scharakteryzowanie biatka CjaD (lokalizacja w komorce, potwierdzenie
oddziatywania z TolB)
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C. Ocena przydatnosci pecherzykow zewnatrzblonowych w immunoprofilaktyce
anty-Campylobacter.

Publikacja:

Godlewska R., Kuczkowski M., Wyszynska A., KlimJ., Derlatka K., Wozniak-
Biel A., Jagusztyn-Krynicka E.K. 2016. Evaluation of a protective effect of in ovo
delivered Campylobacter jejuni OMVs, Applied Microbiology and Biotechnology 100,
8855-8864

Pe¢cherzyki blonowe (OMV) ze wzgledu na swoje wlasciwosci immunostymulujace 1
adjuwantowe oraz zdolno$¢ do wnikania do komodrek ssakow sa atrakcyjnymi
kandydatami na wektory szczepionkowe. Skitad OMV (LPS, glicerofosfolipidy, biona
zewngtrzna 1 biatka peryplazmatyczne) powoduje, ze sa zdolne do posredniczenia
zaroOwno w odpowiedzi pro-, jak i przeciwzapalnej prowadzacej do usunigcia zakazenia
lub do rozleglego zapalenia (Mashburn-Warren i wsp., 2008; Mashburn i Whiteley,
2005). Dlatego OMV sa przydatne jako szczepionki i1 adjuwanty stymulujace
og6lnoustrojowa i §luzowkowa humoralng odpowiedz immunologiczna (Collins, 2011).
Dodatkowym atutem jest mozliwo$¢ manipulacji skladem pecherzykow za pomoca
technik rekombinacyjnych. Tg¢ mozliwo$¢ postanowitam wykorzystat w swoich
badaniach. Pierwotnie moim kandydatem do wzbogacenia pecherzykow byto biatko CjaD
z powodu petnionej przez nie funkcji i wptywu na stan komorki. Niestety niemozliwos¢
uzyskania mutanta ze zinaktywowanym genem cjaD, do ktérego zamierzatam nast¢pnie
wprowadzaé plazmidy zawierajace rdzne warianty tego genu, wymusita zmiang antygenu.
Réwniez podzniejsze proby uzyskania mutanta warunkowego w tym genie si¢ nie
powiodly 1 w rezultacie wciaz nie dysponujemy szczepem C. jejuni z mutacja w genie
cjaD.

Ostatecznie pecherzyki btonowe C. jejuni wzbogacitam w biatko CjaA, takze
naturalnie w nich wystgpujace. CjaA jest glikozylowana, silnie immunogenna
lipoproteina, zakotwiczona w blonie wewngtrznej komoérki. Gen cjad zostal sklonowany
1 scharakteryzowany w naszym laboratorium (Pawelec 1 wsp., 1997; Wyszynska 1 wsp.,
2008), wystgpuje we wszystkich szczepach Campylobacter przebadanych pod tym katem.
Analizy krystalograficzne rekombinowanego CjaA produkowanego przez E. coli
wykazaly, ze ligandem dla CjaA jest cysteina oraz ze jest ono skladnikiem systemu
transportu typu ABC (Muller 1 wsp., 2005).

W celu zwigkszenia zawartosci biatka CjaA w OMV zastosowalam dwie strategie:
(1) do komorek C. jejuni wprowadzitam dodatkowa kopie genu cjad w plazmidzie
wahadtowym (pUWMG639, 639-OMV), (2) do komorek C. jejuni wprowadzitam gen cjaA
z mutacja punktowa C20A (cysteina na alaning) zmieniajaca lokalizacj¢ CjaA z btonowe;j
(IM) na peryplazmatyczna (plazmid pUWM1405, 1405-OMV). Spodziewatam sig, ze
mutacja ta zwigkszy ilo$¢ biatka CjaA w peryplazmie komorek, a nastgpnie takze
w OMV. Uzylam szczepu C. jejuni ze zmutowang (inaktywowana) chromosomalna kopia
genu CjaA, co umozliwito mi tatwe wykrycie i monitorowanie ekspresji wprowadzonego
genu.

Ilo$ciowy pomiar zawartosci biatka CjaA w pecherzykach wykazat znaczne (prawie
dwukrotne) zwigkszenie zawartosci antygenu CjaA w OMV izolowanych
ze zmodyfikowanych szczepdw w poréwnaniu z pecherzykami szczepu dzikiego.
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Kolejnym etapem badan byla ocena skutecznos$ci immunizacji kurczat za pomoca
pecherzykow btonowych. Ptaki podzielitam na 4, liczace po 50 osobnikdw, grupy:
kontrolna (nieimmunizowang), immunizowana WwtOMYV oraz rekombinowanymi
pecherzykami: 639-OMV i 1405-OMV. Pecherzyki zostaly podane oralnie, 18-dniowym
embrionom, poprzez wstrzyknigcie OMV in ovo do worka owodniowego. Dwa tygodnie
po wykluciu potowa pisklat z kazdej grupy zostata zakazona pateczkami Campylobacter
(10°CFU). Po kolejnym tygodniu i dwoch (w 3 i 4 tygodniu zycia zwierzat) ocenitam
poziom kolonizacji przewodu pokarmowego kurczat poprzez wysiew na szalki zawarto$ci
jelita $lepego. Immunizacja pecherzykami btonowymi zapewnita umiarkowana ochrong
przeciwko zakazeniu Campylobacter w siodmym dniu po infekcji ptakom z dwoéch
zaszczepionych grup. Zaobserwowatam zmniejszenie liczby pateczek C. jejuni w jelitach
ptakow o niecate dwa rzedy wielkosci. W grupie kontrolnej poziom kolonizacji siggat
2 x 10° CFU/g zawarto$ci jelita. Dwa tygodnie po infekcji, poziom kolonizacji jelit
immunizowanych ptakow nadal wydawat si¢ nizszy niz w grupie kontrolnej, ale r6znice
te nie bylty juz istotne statystycznie.

Zbadatam takze, za pomoca testu ELISA, poziomy przeciwcial IgY (z krwi kurczat) i
IgA (ze Sluzowki jelit) anty-Campylobacter. Analiza ta wykazala indukcje swoistych
przeciwcial anty-Campylobacter w obu klasach.

Uzyskane przeze mnie zmniejszenie poziomu kolonizacji przewodu pokarmowego
kurczat dzigki szczepieniu OMV nie wydaje si¢ imponujace. Jednakze jego znaczenie
biologiczne jest juz istotne. Eksperci oszacowali, ze obnizenie kolonizacji jelita ptakoéw o
trzy rzedy wielkosci (do ok. 10°) zmniejszy ryzyko rozwoju kampylobakteriozy u ludzi o
50% (EFSA 2011), uzyskane przeze mnie zmniejszenie o prawie dwa rzedy wielkosci jest
zatem obiecujace.

Przeprowadzone badania potwierdzity potencjat OMV C. jejuni jako nowej
szczepionki. Po raz pierwszy wykorzystatam pecherzyki jako nos$niki antygenow
i podatam je in ovo. Ta droga podania moze by¢ alternatywna metoda immunizacji
kurczat przeciwko C. jejuni. Dostarczanie antygenu in ovo stymuluje zarowno wrodzona,
jak 1 nabyta odpowiedZz immunologiczna. Droga in ovo jest juz czgsto wykorzystywana
w szczepionkach przeciwwirusowych, a takze do podawania preparatéw, ktore korzystnie
modyfikuja mikrobiom uktadu pokarmowego kurczat, stymuluja odpowiedz
immunologiczna 1 rozw0j embrionalny, a ponadto do testowania efektéw teratogennych
(Bande i wsp., 2015; Negash i wsp., 2004).

Zastosowany przeze mnie pojedynczy schemat szczepienia z podaniem antygenow
18-dniowym zarodkom wywotal ochrong przed infekcja C. jejumi, ale byla ona zbyt
krotka.

Badania opisane w tej pracy byly finansowane z grantu FNP POMOST/2012-6/4
»Analysis of the potential use of Campylobacter jejuni outer membrane vesicles (OMVs)
for the immunization of chickens”

Glowne osiqgniecie poznawcze

e Uzyskanie zmodyfikowanych pgcherzykéw btonowych wzbogaconych w antygen
CjaA. Dzigki opracowaniu tej metody mozliwe bedzie wzbogacanie OMV w kolejne
antygeny.

e Opracowanie skutecznego schematu podawania OMV in ovo.

e Wykazanie, ze podanie pecherzykow 18-dniowym zarodkom kurzym powoduje
obnizenie kolonizacji uktadu pokarmowego kurczat przez pateczki Campylobacter.
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e Wykazanie, ze poziom przeciwcial IgG i1 IgA odpowiednio we krwi 1 §luzdéwce
jelita byt wyzszy u zwierzat zakazonych C. jejuni w pordéwnaniu ze zwierzgtami
niezakazanymi.

e Wykazanie, ze wykorzystanie OMV jako no$nika antygendw w szczepionce anty-
Campylobacter moze doprowadzi¢ do opracowania skutecznej szczepionki, cho¢
konieczne jest wzmocnienie 1 wydluzenie czasu trwania odpowiedzi uktadu
odpornosciowego

PODSUMOWANIE

Przedstawione w niniejszym wniosku prace koncentruja si¢ na poszukiwaniu
skutecznych sposobow zwalczania infekcji wywotywanych przez dwa spokrewnione ze
soba patogeny bakteryjne: Helicobacter pylori 1 Campylobacter jejuni. Bakterie te
wywoluja zupelnie inne, ale wazne z punktu widzenia zdrowia publicznego choroby.

Wciaz nie mamy skutecznej szczepionki zapobiegajacej infekcjom H. pylori, a
dostgpne  terapie traca swoja skuteczno$¢ m.in. z powodu narastajacej
antybiotykoopornosci. Scharakteryzowane w badaniach biatko Dsbl uczestniczy
w procesie tworzenia mostkéw disiarczkowych w biatkach pozacytoplazmatycznych.
Wykazatam, ze zaburzenie tego procesu, poprzez usunigcie biatka Dsbl, ma wptyw
na patogenno$¢ H. pylori 1 powoduje atenuacj¢ bakterii, ktora manifestuje sig
niezdolnoscia patogena do kolonizacji  S$luzowki  zotadka myszy. Analizy
bioinformatyczne pozwolily na wytypowanie bialek, ktore potencjalnie sa substratami dla
Dsbl, ale wyniki te wymagaja potwierdzenia eksperymentalnego. Podsumowujac,
uwazam, ze wytypowane przeze mnie biatko Dsbl moze by¢ potencjalnym celem nowych
lekéw anty-H. pylori, cho¢ nalezy pamigta¢, ze dalsze badania i poszukiwania innych
bialek systemu Dsb sa konieczne do wyjasnienia funkcjonowania systemu
wprowadzajacego mostki disiarczkowe w biatkach tego gatunku.

Kampylobakterioza, wywotywana przez infekcj¢ C. jejuni, jest rOwniez powaznym
problemem zdrowia publicznego. Cho¢ najczesciej konsekwencje infekcji nie sa bardzo
grozne 1 maja tendencje do samoczynnego ustgpowania, to straty ekonomiczne
wywotywane przez kampylobakteriozg nakazuja zaliczy¢ C. jejuni do grupy patogenow
o najwigkszym znaczeniu epidemiologicznym. Moje badania wykazaly, ze produkcja
1 zawartos$¢ OMV zmienia si¢, gdy komoérki bakteryjne poddawane sa stresowi
oksydacyjnemu lub dziataniu polimyksyny B. Takze czynniki genetyczne wplywaja
na sktad pecherzykow. Wykazatam, ze mutacja w genie dsbl rowniez prowadzi do zmian
w proteomie OMV. W mojej ocenie najwazniejszym osiagnigciem jest jednak uzyskanie
pecherzykéw wzbogaconych w antygen CjaA oraz wykazanie, ze moga one byc¢
wykorzystane do skutecznej immunizacji kurczat.

Prowadzone przeze mnie badania, oprocz aspektu poznawczego, maja takze aspekt
aplikacyjny, poniewaz moga zosta¢ wykorzystane do opracowania nowych strategii
zwalczania H. pylori 1 C. jejuni. Istotnie, zainteresowal si¢ nimi francuski potentat
weterynaryjny CEVA 1 zaproponowal wspolpracg (zob. nizej).

Realizacja niniejszego osiagnigcia byla mozliwa dzigki wykorzystaniu zaréwno
klasycznych, jak i nowoczesnych metod badawczych z zakresu fizjologii bakterii, biologii
molekularnej, genetyki, immunologii i bioinformatyki. Wymagato to ode mnie migdzy
innymi wiedzy 1 do$wiadczenia w konstrukcji mutantow delecyjnych, wektorow
ekspresyjnych, oczyszczania biatek, jak rowniez analiz in silico na poziomie sekwencji
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DNA oraz umiej¢tnosci uzyskiwania pozwolen i1 przeprowadzania doswiadczen na
zwierzgtach. Przeprowadzenie badan bylo mozliwe dzigki pozyskanym i kierowanym
przeze mnie grantom finansowanym przez KBN oraz FNP.

PLANY NAUKOWE

W najblizszych latach planujg:

e Kontynuacj¢ badan, dotyczacych opracowania szczepionki anty-Campylobacter
dla drobiu. Badaniami moimi i dr Agnieszki Wyszynskiej zainteresowata si¢ francuska
firma CEVA, bedaca jedna z 10 najwigkszych firm weterynaryjnych na §wiecie. W marcu
2019 roku zaprosita nas do Bordeaux na spotkanie z grupa specjalistow zajmujacych si¢
w CEVA szczepionkami dla drobiu. Spotkanie zaowocowato propozycja wspotpracy,
ktéra przyjelySmy i obecnie ustalamy jej podstawy formalne i zakres merytoryczny.
Planujemy badanie skutecznosci nowych antygendéw, zastosowanie pegcherzykow
btonowych jako wektoréw szczepionkowych, zastosowanie liposoméw jako wektorow do
przenoszenia antygendw, wykorzystanie adiuwantdw dla wzmocnienia odpowiedzi
immunologicznej oraz przeprowadzenie badan na zwierz¢tach w warunkach jak
najbardziej zblizonych do tych panujacych na kurzych fermach.

e Badania szczepow Lactobacillus pod katem wlasciwosci probiotycznych. Nasza
grupa badawcza dysponuje kolekcja kilkudziesigciu szczepéw  Lactobacillus
wyizolowanych od kur zagrodowych. Przygotowatam projekt, ktory zglositam
do konkursu ogloszonego przez NCN, majacy na celu charakterystyke tych szczepdéw
oraz wybor szczepu o najlepszych wlasciwosciach probiotycznych dla drobiu.
Nadrzednym celem jest wybdr bezpiecznych probiotykow przeznaczonych dla drobiu
fermowego, ktore beda zapobiegaty kolonizacji przewodu pokarmowego przez patogeny
oraz wspomagaty utrzymanie homeostazy przewodu pokarmowego. Produkt taki moze
wspomaga¢ dziatanie opracowywanej przez nas szczepionki anty-Campylobacter lub
nawet sta¢ sig¢, po modyfikacji, zywym nos$nikiem takiej szczepionki.

e Chcialabym rowniez rozwija¢ wspdlprace naukowa z Katedra Stomatologii
Zachowawczej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (opisang w czgsci 5 wniosku).
Planujemy stworzenie kolekcji szczepow Streptococcus mutans izolowanych od
pacjentow z prochnica zgbow, ich charakterystyke oraz m.in. poszukiwanie skutecznych
metod zablokowania adhezji tej bakterii do powierzchni zgbow.
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5. Omowienie pozostalych osiqgnigé naukowo-badawczych.

OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PRZED UZYSKANIEM STOPNIA
DOKTORA

Publikacje:

Lazowska I, Trzeciak L., Godlewska R., Hennig E., Jagusztyn-Krynicka
E.K., Popowski J., Reguta J, Ostrowski J. 2000. In search of immunogenic Helicobacter
pylori proteins by screening of expression library, Digestion 61, 14-21

Prace naukowa w Zaktadzie Genetyki Bakterii rozpoczg¢tam w 1995 roku od badan
dotyczacych Helicobacter pylori. Byly one prowadzone we wspolpracy z zespolem
prof. Jerzego Ostrowskiego z Kliniki Gastroenerologii CMKP mieszczacej sig
w warszawskim Centrum Onkologii. W tamtym czasie wciaz niewiele bylo wiadomo
o mechanizmach patogenezy tej bakterii. Dopiero w 1997 roku zostata opublikowana
pierwsza petna sekwencja genomu H. pylori (szczepu 26695). Jednakze juz wtedy
pojawiaty si¢ sygnaty o nieskutecznosci stosowanych terapii 1 koniecznosci poszukiwania
innych rozwiazan terapeutycznych, np. szczepionki.

W trakcie naturalnej infekcji H. pylori aktywuje uktad odpornosciowy gospodarza,
ale wygenerowana odpowiedz immunologiczna nie jest wystarczajaca, aby usunaé
bakterie. Badania na zwierzgtach pokazywaty, ze doustne podanie réznych antygenow
H. pylori, takich jak ureaza, bialka szoku cieplnego, katalaza, VacA i CagA Ilub
kombinacji réznych oczyszczonych antygenow wywoluje wzmocnienie odpowiedzi
immunologicznej, doprowadzajac do eliminacji infekcji.

Celem naszych badan byta poszukiwanie 1 identyfikacja bialek H. pylori zdolnych do
wywotywania humoralnej odpowiedzi immunologicznej. SkonstruowaliSmy genomowa
biblioteke ekspresyjna H. pylori, wykorzystujac DNA wyizolowane ze szczepow
bakteryjnych pobranych od 18 pacjentow cierpiacych na chorobg wrzodowa dwunastnicy.
Bibliotekg przeszukiwalismy surowicami od zakazonych ludzi i od immunizowanych
krolikow. Pozytywne klony czgs$ciowo zostaty zsekwencjonowane, a geny w nich zawarte
— zidentyfikowane na podstawie podobienstwa sekwencji.

Wyizolowali$§my 114 pozytywnych klonoéw: 79 przy uzyciu surowic ludzkich i 35
przy uzyciu surowicy od immunizowanych krolikéw. Analiza Western blot wykazata, ze
wybrane klony koduja jedno lub wigcej silnie immunoreaktywnych biatek. Znalezione
przez nas geny kodujace immunopozytywne biatka mozna bylo podzieli¢ na trzy
kategorie: (1) geny kodujace biatka o znanej juz funkcji (np. ureaza, flagelina lub biatko
wiazace penicyling), (2) geny kodujace biatka o znaczacym podobienstwie do biatek
innych bakterii o znanej funkcji, oraz (3) geny kodujace biatka bez homologii do znanych
biatek. Szczegdlne zainteresowanie wzbudzaty biatka zawierajace sekwencje sygnalne
swiadczace o ich pozacytoplazmatycznej lokalizacji. Charakterystyka trzech ze
znalezionych w tym badaniu genow zajmowatam si¢ w kolejnych latach (hp1285, hp0596
1 hp0595).
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OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PO UZYSKANIU STOPNIA
DOKTORA

Publikacja:

Godlewska R., Bujnicki J., Ostrowski J., Jagusztyn-Krynicka E.K. 2002. The hppA
gene of Helicobacter pylori encodes the class C acid phosphatase precursor, FEBS
Letters 525, 39-42

Godlewska, R., Pawlowski M., Dzwonek A., Mikula M., OstrowskiJ., Drela N.,
Jagusztyn-Krynicka E.K. 2008. Tip-alpha (hp0596 gene product) is a highly
immunogenic Helicobacter pylori protein involved in colonization of mouse gastric
mucosa, Current Microbiology 56, 279-286

Badania, ktore prowadzitam w trakcie studiow doktoranckich, dotyczyty
charakterystyki dwoch sierocych gendw H. pylori: hp0596 1 hp1285. Czgs$¢ tych badan
weszla w sktad dwoéch publikacji.

Obydwa geny zostaly znalezione przez nas podczas przeszukiwania biblioteki
genomowego DNA H. pylori surowicami od zakazonych pacjentow.

Biatko Hp0596 nazywane Tip-o jest wysoce immunogennym, 18 kDa biatkiem
homodimerycznym, zakotwiczonym w btonie wewngtrznej komorki. Biatko posiada
charakterystyczny dla lipoprotein peptyd sygnalny. Stworzony na podstawie analizy
sekwencji aminokwasowej model sugeruje, ze Tip-a jest bialkiem rozpuszczalnym.
Wigkszo$¢ hydrofobowych tancuchow bocznych znajduje si¢ w strukturalnym rdzeniu
modelu, podczas gdy reszty hydrofilowe sa zlokalizowane na powierzchni. Za pomoca
RACE-PCR wyznaczylam punkt startu transkrypcji (TSP) oraz skonstruowatam mutanta
w genie hp0596 w szczepach H. pylori N6 1 SS1. Inaktywujaca mutacja w genie hp0596
spowodowata znaczacy spadek poziomu kolonizacji $luzéwki zotadka myszy przez H.
pylori. Ponadto rekombinowane biatko Tip-o stymuluje komoérki makrofagow do
wytwarzania IL-la 1 TNF-[]. Oba wyniki sugeruja, ze biatko Tip-a moze by¢ luzno
polaczone z blona wewnetrzna komorki i uwalniane podczas infekcji.

Drugi z genow opisany w pracy ,,The hppA gene of Helicobacter pylori encodes the
class C acid phosphatase precursor” koduje biatko (25 kDa) zlokalizowane w btonie
zewnetrznej komorki. Analizy poréwnawcze sekwencji aminokwasowej z sekwencjami
zdeponowanymi w bazach danych wykazaly podobienstwo biatka HP1285 do biatek
o aktywnos$ci kwasnej fosfatazy klasy C z nadrodziny fosfohydrolaz DDDD. Biatko
zostalo nazwane HppA. Potwierdzitam jego aktywno$¢ enzymatyczna (w tescie hydrolizy
pNPP) 1 wyznaczylam optymalne pH, przy ktérym enzym osiaga maksymalna aktywnos$¢
(pH 5.5). Testy enzymatyczne prowadzilam zaré6wno przy uzyciu rekombinowanego
biatka, jak i przy uzyciu lizatow komérkowych uzyskanych z dzikiego szczepu H. pylori
oraz ze szczepu z wprowadzona mutacja w genie AppA. Analiza bioinformatyczna
wskazata aminokwasy hipotetycznie znajdujace si¢ w centrum aktywnym enzymu.
W celu weryfikacji uzyskanego modelu biatka przeprowadzitam mutagenezg specyficzna
wobec miejsca w dwoch resztach kwasu asparaginowego: D73A 1 D192A, a nastepnie
ekstrakty z ich komorek przeanalizowatam pod katem aktywnosci kwasnej fosfatazy.
Mutanty wykazywaty aktywno$¢ w przyblizeniu na tym samym poziomie, co kontrola
negatywna.
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Poniewaz, przez kilka lat prowadzitam badania Helicobacter pylori, to jestem takze
wspotautorka kilku publikacji przegladowych dotyczacych tej bakterii. Prace dotycza
procesOw patogenezy, oddziatywania bakterii z uktadem immunologicznym gospodarza,
a takze problemow zwiazanych z opracowaniem skutecznej szczepionki przeciw
Helicobacter. Zostaty opublikowane w jgzyku polskim i angielskim.
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Kolejne prace przegladowe dotyczyty genomiki jako strategii badania wlasciwosci
bakterii oraz funkcji i mechanizmdéw sortowania lipoprotein u bakterii gramujemnych.
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Po wuzyskaniu stopnia doktora rozpoczg¢lam badania nad termotolerancyjnymi
gatunkami z rodzaju Campylobacter: C. jejuni 1 C. coli. Campylobacter spp, zwlaszcza
gatunek  Campylobacter  jejuni, sa  waznymi ludzkimi  enteropatogenami
odpowiedzialnymi o roku za miliony przypadkéw chorob Zzotadkowo-jelitowych na catym
swiecie. C. jejuni jest odzwierzgcym patogenem, a migso drobiowe, ktore zostato skazone
mikroorganizmami, jest uznawane za kluczowe Zrédlo zakazen u ludzi. Opisano rdzne
antygeny 1 opracowano liczne strategie zmierzajace do stworzenia szczepionki dla
drobiu, ale wciaz nie udalo sie uzyska¢ satysfakcjonujacych wynikow. Celem naszych
badan byta (i jest) charakterystyka mechanizméw patogenezy oraz wybdr odpowiednich
antygenow, ktore moga postuzy¢ do stworzenia skutecznej szczepionki anty-
Campylobacter dla drobiu.

W wyniku przeprowadzonych badan scharakteryzowano gen cja4. Koduje on silnie
immunogenne biatko, ktore wykazuje homologi¢ do bialek bedacych skladnikami
transportu ABC. Analiza Western-blot, przy uzyciu specyficznej anty-rCjaA surowicy
wykazata, ze biatko CjaA wystepuje w komoérkach szczepu C. coli 72Dz w dwoéch
immunoreaktywnych formach o wielkosci okoto 30 i 32 kDa. Taka sama analize
przeprowadzono takze przy uzyciu ekstraktoéw z catych komorek 10 klinicznych ludzkich
izolatéw nalezacych do 2 gatunkéw: C. jejuni i C. coli. Wszystkie badane szczepy
wytwarzaly biatko CjaA w dwoch formach. Analiza bioinformatyczna wykazala,
ze sekwencja aminokwasowa CjaA zawiera dwa motywy (108-NFT-110 i 139-NIS-141),
ktorych reszty asparaginowe moga by¢ potencjalnie N-glikozylowane. Aby ustali¢, czy
CjaA podlega glikozylacji, skonstruowano mutanta w genie pg/B, w C. jejuni 81176.
PgIB jest homologiem podjednostki Stt3p - skladnika eukariotycznego kompleksu
transferazy oligosacharydu, odgrywajacego kluczowa rol¢ w N-glikozylacji. Utrata
produktu genu pglB spowodowata pojawienie si¢ tylko jednej formy CjaA o zwigkszonej
mobilnosci, co dowodzi ze CjaA jest jego celem. Dodatkowo przeprowadzona
mutageneza specyficzna wobec miejsca dwodch potencjalnych miejsc  glikozylacji
(NIS 1 NFT) wykazata, ze w CjaA jest glikozylowany tylko motyw NIS.

Zbadano takze lokalizacj¢ bialtka CjaA w komoérkach Campylobacter. Analiza
sekwencji aminokwasowej wykazata obecno$¢ sekwencji sygnalnej, ktéora moze by¢
procesowana przez peptydaze sygnatowa I, jak rowniez przez peptydazg sygnatowa II,
specyficzna dla prekursoréw lipoprotein. Przebadano lokalizacje¢ CjaA w C. coli, E. coli i
S. enterica sv. Typhimurium. Lokalizacja biatka CjaA jest zalezna od gospodarza.
W komorkach Campylobacter CjaA zlokalizowane jest w blonie wewngtrznej, podczas
gdy w E. coli lub w S. enterica — w blonie wewngtrznej 1 peryplazmie. W komorkach
Campylobacter CjaA jest modyfikowane jak lipoproteina. Lipoproteinowy charakter
biatka zostal takze potwierdzony za pomoca znakowanego trytem kwasu palmitynowego,
ktory jest przytaczany do pierwszego aminokwasu dojrzatego biatka, tj. reszty
cysteinowe;j.

Przedstawione badania finansowane byly, miedzy innymi, z grantu KBN: 2 P04C 015
27 ,,Charakterystyka lipoprotein Campylobacter jejuni funkcja fizjologiczna, mechanizmy
transportu, interakcje z uktadem immunologicznym gospodarza”.

Kolejne badania dotyczyly biatka CjaD (homologa Pal peptidoglycan-associated
lipoprotein), ktore jest wysoce immunogennym antygenem. Przeprowadzone
doswiadczenia dowiodty, ze jest ono zlokalizowane w btonie, gtownie w blonie
zewnetrznej. Gen cjaD zostat sklonowany w  wysokokopiowym plazmidzie
1 wprowadzony do awirulentnego szczepu S. enterica sv. Typhimurium. Szczep ten zostat
uzyty do immunizacji kurczat w celu ochrony przed infekcja Campylobacter. Komorki
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Salmonella produkujace biatko CjaD podano zwierzetom w 1 1 14 dniu zycia. W 28 dniu
zycia ptaki byly zakazane pateczkami Campylobacter, a po kolejnym tygodniu i dwoch
oceniano poziom kolonizacji jelita Slepego paleczkami Campylobacter. Immunizacja
bakteriami  S. enterica/CjaD nie miala znaczacego wplywu na poziom kolonizacji
C. jejuni w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Zaobserwowano jednak, ze ptaki w grupie
immunizowanej réznily si¢ migdzy soba znacznie poziomami kolonizacji, zwlaszcza 2
tygodnie po podaniu C. jejuni. Obserwowane réznice mozna tlumaczy¢ rdzna
odpowiedzia pojedynczych osobnikow na zakazenie.

Kolejne badania, realizowane byly we wspotpracy z zespolem prof. dr hab. Anny
Wieliczko z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Zbadano potencjalne
zastosowanie niezywych nosnikow antygenéw Campylobacter do zwalczania infekcji
tymi bakteriami u drobiu. Antygenami uzytymi w tych badaniach byty opisane powyzej
dwa biatka CjaA 1 CjaD.

Oceniono skuteczno$¢ immunizacji dostarczonymi doustnie lub podskornie czastkami
GEM (Gram-positive Enhancer Matrix) niosacymi dwa antygeny CjaA 1 CjaD. Czastki
GEM powstaja w wyniku gotowania komorek bakterii mlekowych (np. Lactobacillus) w
kwasie trojchlorooctowym (TCA). Sa testowane jako nosniki antygenéw w immunizacji
przeciwko niektérym chorobom zakaznym, np. pneumokokowemu zapaleniu pluc, grypie,
dzumie czy infekcjom Shigella. Te dwie drogi immunizacji z uzyciem GEM jako wektora
nie chronity kurczat przed kolonizacja pateczkami Campylobacter.

W dalszej czgéci badania oceniono skuteczno$¢ immunizacji in ovo roéZnymi
systemami dostarczania antygenow: czastkami GEM i liposomami. Jako antygenu uzyto
hybrydowe biatko rCjaAD. Modelowanie strukturalne CjaA pozwolito wyznaczy¢
miejsca, w ktére mozna wstawi¢ dodatkowe epitopy bez naruszania struktury biatka
nosnikowego 1 jednoczes$nie zapewni¢ powierzchniowa lokalizacje epitopoéw drugiego
immunogennego biatka — CjaD. Stworzona nastgpnie fuzja translacyjna rCjaAD z domena
LysM umozliwita jego prezentacj¢ na powierzchni czastek GEM.

Immunizacja hybrydowym biatkiem rCjaAD podawanym in ovo, w18 dniu rozwoju
embrionalnego zarowno za posrednictwem czastek GEM jak 1 liposoméw, spowodowata
znaczne obnizenie poziomu kolonizacji jelit kurczat po zakazeniu szczepem C. jejuni.

W praktyce szczepienie kurczat in ovo jest wykorzystywane przez przemyst
drobiarski do ochrony ptakow przed kilkoma chorobami wirusowymi. Nasza praca
wykazata, ze ten sposob podania jest rowniez skuteczny w odniesieniu do bakterii
komensalnych, takich jak Campylobacter.
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Uczestniczylam réwniez w badaniach, ktorych gléwnym obiektem byty biatka
systemu Dsb H. pylori i C. jejuni.

Wiele pozacytoplazmatycznych biatek bakteryjnych jest stabilizowanych przez
wewnatrzczasteczkowe mostki disiarczkowe, ktére sa wprowadzane post-translacyjnie
pomiedzy ich resztami cysteinowymi. Taka modyfikacja biatek jest katalizowana przez
rodzing biatek redoks Dsb i odgrywa wazna rol¢ w patogenezie bakterii. Biatka Dsb
dziataja w przestrzeni peryplazmatycznej, w dwoch rownolegtych szlakach: w szlaku
utleniania i $ciezce izomeryzacji. Nasze badania wykazaly, ze szlak oksydacyjny Dsb
w C. jejuni jest bardziej ztozony niz w komorkach E. coli K-12.

Przeprowadzona analiza sekwencji genomu C. jejuni 81-176 wykazala, ze geny dsb
szlaku oksydacyjnego sa rozmieszczone w trzech jednostkach transkrypcyjnych: dsbA42-
dsbB-astA, dsbAl 1 dba-dsbl. Ich transkrypcja reaguje na bodziec srodowiskowy, jakim
jest dostepnos¢ zelaza. Analize aktywnos$ci promotorow poszczegolnych jednostek
transkrypcyjnych przeprowadzono przy uzyciu B-galaktozydazy jako genu reporterowego.
W komorkach hodowanych w warunkach ograniczonego dostgpu do zelaza, aktywnos¢
Pisbazasppasia byta 10 razy nizsza, aktywno$¢ Pup4; byla o okoto 30% nizsza, za$
aktywnos$¢ Pgp.ar byta czterokrotnie wyzsza w porownaniu z komorkami hodowanymi
w warunkach optymalnej zawarto$ci zelaza w S$rodowisku. W komorkach bakterii
gramujemnych w regulacji ekspresji genow zaleznych od zelaza czgsto posredniczy
regulator wychwytu zelaza — biatko Fur. W celu zbadania wptywu Fur na ekspresj¢
genow dsb, skonstruowano izogenicznego mutanta w genie fur C. jejuni 480. Brak biatka
Fur powoduje derepresj¢ Ppaasnr W $rodowisku bogatym w zelazo. W srodowisku o niskiej
zawartos$ci zelaza aktywnos$¢ biatka Fur doprowadza do represji promotordw Pgp42dsp8ast4
i Pypa;. Represja ta zostata zniesiona w szczepie z mutacja w genie fur. Test EMSA
potwierdzit, ze analizowane geny naleza do regulonu Fur, ale kazdy z nich jest
regulowany w inny sposob. Zarowno biatko Fur nie zwiazane z zelazem, jak i Fur
w kompleksie z zelazem moga wiazac si¢ in vitro do regionéw promotorowych C. jejuni.

Nasze badania pokazaty, Ze st¢zenie zelaza jest istotnym czynnikiem wplywajacym w
transkrypcje genow dsb, a co za tym idzie wplywa na ilo$¢ biatek zewnatrzkomorkowych
produkowanych przez komorke, w roznych stadiach zakazenia. Ponadto wykazalismy, ze
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synteza oksydoreduktazy btony Dsbl jest sprz¢zona z synteza Dba. Ekspresja dba jest nie
tylko niezbgdna do translacji kolejnego genu dsbl, ale takze bialko Dba, ktore moze
regulowa¢ aktywnos$¢ i/lub stabilno$¢ Dsbl.

Kolejne badania dotyczyly dwoéch homologéw gldwnej oksydazy Dsb E. coli
(EcDsbA), ktore sa obecne w komorkach C. jejuni. Organizacja genetyczna (opisana
w poprzedniej pracy) sugeruje funkcjonalng analogi¢ nastgpujacych par redox: CjDsbAl
do EcDsbA oraz CjDsbA2-CjDsbB do EcDsbL-EcDsbl. Celem naszych badan byto
wyjasnienie  mechanizméw  funkcjonowania systeméw Dsb  e-Proteobacteria.
Zaproponowali$§my drzewo filogenetyczne biatek DsbA, DsbB 1 AstA, z ktérego wynika,
ze caly system DsbAl-2 / DsbB2 / AstA zostal przeniesiony droga transferu
horyzontalnego z rodzaju Campylobacter do wspolnego przodka gatunkow nalezacych do
Y proteobakterii, a nast¢pnie jego pdzniejsza utratg w wigkszosci organizmow tego kladu.

Otrzymalismy r6zne warianty mutantow w badanych genach w celu przeprowadzenia
obserwacji fenotypowych (ruchliwo$¢ i autoaglutynacja komorek C. jejuni) oraz testow
enzymatycznych (test redukcji insuliny, wptyw CjDsbA na enzymatyczna aktywno$¢
dwoch substratow Dsb: arylsulfotransferazy CjAstA i alkalicznej fosfatazy CjPhoX).
Przeprowadzone testy sugeruja, ze dwa DsbA C. jejuni petlnia rézne role w komorce
1 maja inne substraty. Bialko CjDsbAl jest istotne w zdolnos$ci do ruchu i autaglutynacji
komorek, podczas gdy CjDsbA2 nie ma wplywu na te procesy. CjDsbAl odgrywa
kluczowa role w zwijaniu oksydacyjnym, ktore zapewnia aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej
CjPhoX, podczas gdy CjDsbA2 jest kluczowe dla aktywnos$ci arylosulfotransferazy
CjAstA, kodowanej w operonie dsbA2-dsbB-astA.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze CjDsbAl jest gléwna oksydoreduktaza tiolowa
wplywajaca na procesy zyciowe zwiazane z rozprzestrzenianiem si¢ bakterii i kolonizacja
gospodarza, jak rowniez zapewnia oksydacyjne zwijanie niektorych substratow
biatkowych. Natomiast bialko CjDsbA2 nie ma wplywa na te procesy. Jak dotad
wykazano  aktywno$¢  zwijania  oksydacyjnego dla  jednego  substratu @ —
arylosulfotransferazy CjAstA. Wyniki sugeruja wspotpracg migdzy CjDsbA2 i CjDsbB.
Biatko CjDsbAl ma najprawdopodobniej innego partnera redox w komorce, ktory
je ponownie utlenia.

System biatek Dsb H. pylori jest takze odmienny od systemu E. coli. H. pylori nie
koduje klasycznych oksydoreduktaz DsbA/DsbB, ktore sa kluczowe dla wprowadzania
mostkow disiarczkowych w biatkach pozacytoplazmatyznych. W komorkach H. pylori
obecne sa inne dwa, nietypowe biatka odgrywajace t¢ rolg: peryplazmatyczne HP0231,
ktorego struktura przypomina EcDsbC / DsbG, oraz jego partner redoks, opisywane juz
przeze mnie, biatko btonowe HpDsbl (HP0595) o strukturze B-$migta. Celem naszych
badan byla ocena zalezno$ci migdzy struktura i funkcja HP0231.

Przeprowadzona analiza filogenetyczna wykazata, ze biatko HP0231 jest naj$cislej
spokrewnione ewolucyjnie z domena katalityczna DsbG, chociaz posiada motyw
katalityczny typowy dla kanonicznych biatek DsbA. Podobnie, N-koncowa domena
odpowiedzialna za dimeryzacj¢ biatka HP0231 jest homologiczna z domena dimeryzacji
DsbG. Aby lepiej zrozumie¢ funkcjonowanie tej nietypowej oksydoreduktazy, zbadano
jej aktywnos$¢ za pomoca eksperymentdw in vivo i in vitro. Stwierdzono, ze HP0231
wykazuje aktywno$¢ utleniajaca, a takze opiekuncza, ale nie ma aktywnosci
izomeryzujacej. Badania wskazuja takze, ze HP0231 nie bierze udzialu we wprowadzaniu
wigzan disiarczkowych do HcpC (bogatego w cysteing biatka C Helicobacter), biatka
bioracego udzial w modulacji interakcji H. pylori z organizmem gospodarza.
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Ponadto skonstruowano rowniez skrocona wersj¢ HP0231 pozbawiona domeny
dimeryzacji, oznaczona HP0231m, i wykazano, ze dziata ona w komodrkach E. coli w
sposob zalezny od DsbB. Jednak, w komorkach H. pylori, HP0231m 1 klasyczne
monomeryczne EcDsbA (biatko DsbA E. coli) nie byly w stanie komplementowaé
mutacji w genie hp0231, mimo pozostawania w stanie utlenionym. HP0231m jest
nieaktywny w tescie redukcji insuliny i wykazuje wysoka aktywnos$¢ opiekuncza,
w przeciwienstwie do EcDsbA. Podsumowujac, wykazano ze HP0231 wykazuje zarowno
aktywnos$¢ oksydazy charakterystyczna dla bialek DsbA i aktywno$¢ biatka opiekunczego
charakterystyczna dla DsbC/DsbG, nie wykazuje natomiast aktywnosci izomeryzacjyjne;j.
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Badania prowadzone byly we wspotpracy z zespotem dr hab. Agnieszki Mielczarek
z Zaktadu Stomatologii Zachowawczej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Ich
celem byla ocena skutecznosci terapii fotodynamicznej (PDT) w eliminacji biofilmu
Enterococcus faecalis z kanatow zgbowych. Enterococcus faecalis jest powszechnie
obecny w postaci przetrwalej, w kanatach zgbowych uprzednio leczonych przez
ekstrakcje korzenia zgba. Powoduje tam bezobjawowe infekcje endodontyczne
z tworzeniem zmian okotowierzchotkowych. Eliminacja konwencjonalnymi metodami
chemomechanicznymi jest najczg$ciej nieskuteczna, a dilugotrwata infekcja grozi
wysiewami bakterii do krwi (z mozliwo$cia rozwoju zapalenia wsierdzia, a nawet
posocznicy), a lokalnie — nadkazeniem, zgorzela i konieczno$cia ekstrakeji zgba.

Celem tego badania bylo zbadanie skutecznos$ci pojedynczego i powtdrzonych cykli
terapii fotodynamicznej w eliminacji biofilmu E. faecalis. Istota terapii fotodynamicznej
jest wspodldziatanie fotouczulacza, Swiatta o odpowiedniej dtugosci fali oraz tlenu.
W badaniu uzyliSmy roztworu bigkitu toluidyny jako fotouczulacza i lasera diodowego
o dlugosci fali 635 nm jako Zrédla $Swiatta. WykorzystaliSmy 46 jedno-korzeniowych
zebow ludzkich. Po przygotowaniu chemomechanicznym, zgby zakazono klinicznym
szczepem E. faecalis 1 inkubowano przez tydzien w warunkach mikroaerobowych. Zgby
podzielono na 5 grup: (1) pojedynczy cykl terapii fotodynamicznej, (2) dwa cykle PDT,
(3) sterylizacja 5,25% wodnym roztworem NaOCl, (4) kontrola negatywna (nie zakazana
bakteriami) 1 (5) kontrola pozytywna (zakazana i traktowana sola fizjologiczna). Liczbg
bakterii (CFU / ml) w kanalach korzeniowych okreslono metoda ptytkowa na podstawie
wysiewu. Phukanie kanaléw korzeniowych roztworem NaOCI, powodowato catkowita
eliminacj¢ E. faecalis. Pojedynczy cykl PDT spowodowat zmniejszenie liczby bakterii o
45%, natomiast podwdjna PDT spowodowata prawie calkowita eliminacje bakterii z
kanatow zebowych (95%).
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Nasze badanie wykazato, ze terapia fotodynamiczna ma duzy potencjat w eliminacji
biofilmu E. faecalis z kanaléw zgbowych. Fotoindukowana dezynfekcja moze by¢
stosowana jako wspomaganie konwencjonalnego leczenia endodontycznego, ktore
pozostaje najbardziej efektywne. Nalezy jednak pamietaé, ze typowe chemiczne irygatory
endodontyczne (np. NaOCl) wykazujg dziatanie cytotoksyczne i neurotoksyczne.
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Praca przeglagdowa dotyczgca wykorzystania pecherzykow zewnatrzblonowych do
produkcji szczepionek.
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