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1. Imig i nazwisko

Radostaw Stachowiak

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

13.03.2006: Nadanie stopnia doktora nauk biologicznych przez Rade Wydziatlu Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego. Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Charakterystyka szczepow
Bacillus subtilis eksprymujacych zmodyfikowang listeriolizyne”, promotorem pracy byt Prof.
dr hab. Jacek Bielecki.

08.08.2000: Stopien magistra nadany przez Dziekana Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego. Tytul pracy: ,,Molekularne podstawy dziatania hemolizyny Listeria
monocytogenes”. Praca wykonana pod kierunkiem Prof. dr hab. J. Bieleckiego.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.10.2016 - do dnia dzisiejszego: Zatrudnienie na stanowisku asystenta w Zakltadzie
Mikrobiologii Stosowanej, Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii UW
15.02.2011 - 31.12.2015: Zatrudnienie na Y etatu na stanowisku specjalisty w Centrum

Medycznym Ksztalcenia Podyplomowego w zwigzku z udzialem w projekcie POIG
“Innowacyjne metody wykorzystania komorek macierzystych w medycynie”

01.10.2006 — 30.09.2016: Zatrudnienie na stanowisku adiunkta w Zakladzie Mikrobiologii
Stosowanej, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii UW
01.04.2006 - 30.09.2006: Zatrudnienie na stanowisku asystenta w Zaktadzie Mikrobiologii
Stosowanej, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii UW

01.10.2004 - 25.04.2005: Zatrudnienie jako wykonawca grantu w laboratorium
Weterynaryjnej Mikrobiologii Molekularnej na Uniwersytecie w Bristolu, Wielka Brytania

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

a) Tytuf osiggniecia naukowego

Cytolizyna Listeria monocytogenes - charakterystyka i wykorzystanie do
eradykacji komorek nowotworowych



b) Publikacje wchodzgce w sklad osiggniecia naukowego, ze szczegotowym omowieniem
indywidualnego wktadu wnioskodawcy
(autor/autorzy, tytul publikacji, rok wydania, nazwa czasopisma, liczba punktow i
cytowan)

1. Stachowiak R., Wisniewski J., Osinska O., Bielecki J. 2009. Contribution of cysteine
residue to the properties of Listeria monocytogenes listeriolysin O. Can. J. Microbiol.
55: 1153-1159

IF2000 — 1,262; 1F5 i - 1,400; punkty MNISW - 15; liczba cytowan (wg WoS) —8

Wkiad habilitanta: 80% - wspotautorstwo koncepcji badan, zaplanowanie i wykonanie
wigkszosci doswiadczen, modelowanie in silico, analiza i interpretacja wynikow
badan, przygotowanie i ztozenie manuskryptu, korespondencja z recenzentami, autor
korespondencyjny.

2. Stachowiak R., Granicka L.H., Wisniewski J., Lyzniak M., Kawiak J., Bielecki J.
2011. Cytotoxicity of listeriolysin O produced by encapsulated in membrane Bacillus
subtilis on leukemia cells. J. Microbiol. Biotechnol. 21: 1193-1198

IF2011 - 1,381; IFs.jemi- 1,789; punkty MNISW - 20; liczba cytowan (wg WoS) —3

Wkiad habilitanta: 70% - wspotautorstwo koncepcji badan, zaplanowanie i wykonanie
czesci doswiadcezen, analiza i interpretacja wynikow badan, przygotowanie 1 ztozenie
manuskryptu, korespondencja z recenzentami, autor korespondencyjny.

3. Stachowiak R., Lyzniak M., Budziszewska K., Roeske K., Bielecki J., Hoser G.,
Kawiak J. 2012. Cytotoxicity of bacterial metabolic products, including listeriolysin
O, on leukocyte targets. J. Biomed. Biotechnol. doi:10.1155/2012/954375

IF2012 - 2,880; IFs.emi- 2,587; punkty MNiSW - 25; liczba cytowan (wg WoS) —1

Wktad habilitanta: 60% - wspotautorstwo koncepcji badan, zaplanowanie i wykonanie
czesci doswiadcezen, analiza i interpretacja wynikow badan, przygotowanie 1 ztozenie
manuskryptu, korespondencja z recenzentami.

4. Stachowiak R., Lyzniak M., Grabowska M., Roeske M., Jagielski T., Bielecki J.,
Budziszewska B.K., Hoser G., Kawiak J. 2014. Cytotoxicity of purified listeriolysin O
on mouse and human leukocytes and leukaemia cells. BMC Biotechnology, 14: 77

IF2014 - 2,034; IF5 et - 2,865; punkty MNiISW - 30; liczba cytowan (wg WoS) —4

Wktad habilitanta: 70% - wspotautorstwo koncepcji badan, zaplanowanie i wykonanie
czesci doswiadczen, opieka nad studentkg (M. Grabowska), analiza i1 interpretacja
wynikow badan,  przygotowanie 1 zlozenie manuskryptu, korespondencja z
recenzentami.
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5. Gryzik M., Grzywocz Z., Wasilewska D., Kawiak J., Stachowiak R., Bielecki J.,
Hoser G. 2015. Human lymphocytic B-leukemia cell line treatment with the bacterial
toxin listeriolysin O and rituximab (anti-CD20 antibody): Effects of similar
localization of their receptors. Int. J. Immunopathol. Pharmacol. 28: 329-340

IF2015 - 1,470; IFsjemi- 1,561; punkty MNISW - O; liczba cytowan (wg WoS) —1

Wkiad habilitanta: 30% -  wspodtautorstwo koncepcji badan 1 zaplanowanie
doswiadczen, oczyszczanie i oznaczanie aktywnosci cytolitycznej i cytotoksycznej
LLO, analiza 1 interpretacja wynikow badan oraz udzial w przygotowaniu
manuskryptu.

- Sumaryczny wspdtczynnik oddziatywania czasopism, w ktorych ukazaty sie
publikacje wchodzace w sktad osiggnig¢cia naukowego:

zgodnie z rokiem opublikowania: 9,027

zgodnie z aktualnym pigcioletnim IF: 10,202

- Liczba punktow MNiSW za publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego: 90
- Liczba cytowan publikacji wchodzacych w skiad osiggniecia naukowego do dnia
ztozenia wniosku (wg bazy Web of Science): 17

C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikow wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Wstep

Listeriolizyna O (LLO) jest cytolizyng syntetyzowana przez Listeria monocytogenes. Bakteria
ta jest fakultatywnym wewnatrzkomérkowym patogenem, do zakazenia dochodzi droga
pokarmowa. CyKl infekcyjny L. monocytogenes zaczyna si¢ od inwazji jelitowych komorek
epitelialnych. Po przekroczeniu bariery jelitowej Listeria rozprzestrzenia si¢ przez krew
i uktad limfatyczny do dalszych tkanek i organdéw, gtéwnie do watroby i §ledziony. Podczas
cigzkich zakazen, moze doj$é¢ do infekcji centralnego ukladu nerwowego lub tozyska
| zakazenia ptodu. Inwazja komorek eukariotycznych przez bakterie moze by¢ bierna lub
indukowana przez biatka powierzchniowe z rodziny internalin. Po fagocytozie komorki
Listeria sa zamykane w wakuoli, z ktorej uciekaja do cytoplazmy. Proces lizy blony
endosomu jest zalezny od aktywnosci listeriolizyny, ktora zostala szczegélowo omoéwiona
ponizej oraz od dwoch fosfolipaz. W cytoplazmie bakterie dzielg sig, jak rowniez sa zdolne
do poruszania przy pomocy biatka ActA. Biatko to indukujac polimeryzacj¢ monomeroéw
aktyny prowadzi do utworzenia charakterystycznej struktury za komérkami patogena, zwanej
»kometg listeryjng”. Filamenty aktynowe przesuwajag komorki bakteryjne do blony
komorkowej, ktora po wybrzuszeniu umozliwia przedostanie si¢ do sgsiedniej komorki. Ten
cykl wewnatrzkomorkowy ulega wielokrotnemu powieleniu 1 w ten sposob L. monocytogenes
rozprzestrzenia si¢ do kolejnych komorek, czy innych tkanek [18].

Hemolizyna L. monocytogenes nalezy do rodziny cytolizyn wigzacych cholesterol
(Cholesterol Dependent Cytolysins — CDC), do niedawna znanych jako toksyny aktywowane
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przez grupy tiolowe. Wszystkie toksyny z tej rodziny sg syntetyzowane przez bakterie Gram-
dodatnie, najczgsciej sa wydzielane przez bakterie z rodzaju Clostridium, Streptococcus
i Bacillus. Trzy gatunki z rodzaju Listeria sa hemolityczne, z ktorych jeden, L. seeligeri jako
jedyny wsérod bakterii posiadajgcych toksyne CDC jest niepatogenny. Toksyny z tej rodziny
cechuje wysoki, od 40 do 70% stopien podobienstwa na poziomie sekwencji aminokwasowej,
przy czym najwyzsza homologie stwierdzono dla C—koncowych fragmentow biatek. Obecnie
wiadomo, ze biatka CDC posiadaja nie tylko podobng sekwencje, ale rowniez strukture.
Toksyny z tej rodziny cechuja si¢ rdwniez bardzo duza spdjnoscia cech biochemicznych,
wsérod  ktorych wyrozniamy duzg aktywnosé lityczng wobec  wszystkich  komorek
eukariotycznych, a szczegodlnie erytrocytow (stad starsza nazwa hemolizyny) przy
jednoczesnym braku aktywnos$ci enzymatycznej. Zgodnie z nazwa, aktywno$¢ toksyn CDC
jest zalezna od obecnosci cholesterolu w btonie, w zwigzku z czym blony niezawierajace
cholesterolu sa catkowicie oporne na dzialanie tych toksyn. Cytolizyny zalezne od
cholesterolu posiadajg zblizong mase czgsteczkowa, ktora wynosi od 50 do 60 kDa [1].

Listeriolizyna wykazuje wszystkie powyzej wymienione wlasciwosci, jednak wyrdznia jg
cecha, ktéra czyni LLO do$¢ unikalnym cztonkiem rodziny CDC. Toksyny z tej rodziny
wykazuja najwigksza aktywno$¢ w fizjologicznych warunkach (pH 7,4), natomiast LLO jest
najbardziej aktywna w kwasnym $rodowisku (pH 5-
6). Fakt ten ma podstawowe znaczenie dla patogenezy
L. monocytogenes, gdyz umozliwia tej Dbakterii
ucieczke z fagosomu, gdzie panujg wiasnie takie
warunki [4].

Struktura listeriolizyny O (rys. 1) zostala
rozwigzana stosunkowo niedawno, w 2014 roku [9],
podczas gdy pierwszg strukture krystaliczng biatka z
rodziny CDC udato si¢ uzyskaé juz w 1997 roku [15].
Obecnie dostepne sa struktury krystaliczne 10 toksyn
ztej rodziny. Biatka CDC charakteryzuja sie
stosunkowo  podobng, 4-domenowa  strukturg
trzeciociorzedowg i mechanizmem dziatania. Domena
1 13 tworzg nieciagla, globularng domeng do ktorej za
posrednictwem domeny 2 przytaczona jest domena 4.
Wspomniana powyzej domena globularna, jest coraz
czgsciej w literaturze okreslana mianem domeny
MACPF (Membrane Attack Complex and Perforin)
/CDC, w celu podkreslenia jej homologii wzgledem
struktury konserwowanej w tej nadrodzinie biatek i
[14]. Rdzen domeny MACPF/CDC sktada si¢ z silnie

Undekapeptyd

LS

zwinigtej 1 wygietej, trojwarstwowej struktury beta-
kartki, nazywanej centralng beta-kartka. Centralna Rys. 1. Struktura krystaliczna LLO
beta-kartka otoczona jest dwoma grupami alfa-helis:  p1.pa — domeny biatka, HB — grupy alfa-
HB1 i HB2 (Helix Bundle). Domena 2 sktada si¢ z 4  helic o1
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nici beta ktore tworza wspdlnie trojwarstwowa strukture beta-kartki taczaca domene
MACPF/CDC z C-koncowa domeng 4. Domena ta ztozona jest z dwoch ciasno upakowanych
czterowarstwowych beta-kartek. W przeciwienstwie do domeny MACPF/CDC i domeny 2,
ktore si¢ wzajemnie przeplatajg, domena 4 jest wyraznie wyodrebniona i potgczona z nimi
tylko za posrednictwem jednej glicyny. Na dole domeny 4 znajduje si¢ hydrofobowa petla
(rys. 1) utworzona z 11 aminokwasow 0 sekwencji ECTGLAWEWWR. Motyw ten, zwany
po prostu undekapeptydem, jest wysoce konserwowany (szczeg6lnie drugi z aminokwasow —
cysteina) i charakterystyczny dla toksyn z rodziny CDC [1].

Proces cytolizy sktada si¢ z trzech, wyraznie rozdzielonych etapéw: w pierwszym pojedyncze
monomery czastek toksyn przylaczaja si¢ do blony, po czym nastgpuje polimeryzacja
prowadzaca do ostatniego etapu, czyli lizy blony. Monomery tacza si¢ za pomoca
oddziatywan niekowalencyjnych tworzac strukture pierscienia. Tak powstaty kompleks
lityczny tworzy w btonie duzy, wypeliony wodg kanat o $rednicy od 20 do 30 nm (rys. 2.).
Zgodnie z aktualnym modelem, poczatkowy kontakt z btong przez domeng 4. ulatwia
interakcje czasteczek toksyny z cholesterolem. Powoduje to zmiane konformacji
W monomerze, zwigkszajac jego zdolnosé
do oligomeryzacji, hydrofobowo$¢ oraz
powinowactwo do btony. Transformacja
ta zachodzi poprzez zmiang
zlokalizowanych w domenie 3. dwoch
motywow (HB1 i 2) zbudowanych
z trzech alfa-helis kazdy, w dwie beta-
szpilki zdolne do przeniknigcia btony.
W kolejnym etapie, kompleks przejsciowy
dokonuje insercji w bton¢ przez pionowe
zapadniecie si¢ struktury toksyny, dzieki
czemu beta-szpilki mogg przenikngé

poprzez dwuwarstwe formujac
Rys. 2. Struktura kompleksu litycznego transblonowy kanat (rys. 2) o strukturze
Model pierécienia ztozonego z 36 czasteczek LLO [9]. beta-barytki [9].

Jak juz wspomniano, szczeg6élng cecha LLO na tle innych biatek z rodziny CDC jest
optymalna aktywnos¢ w niskim pH. Od poczatku badan nad LLO, kilkukrotnie zmieniat si¢
paradygmat dotyczacy tego, ktora czgs¢ jej struktury pehni role ,,sensora pH” 1 w jaki sposob
wptywa ona na konformacje pozostatych czesci biatka. Przez dlugi czas panowata opinia, ze
kluczowym aminokwasem w zarzadzaniu aktywnoscig LLO zaleznie od pH jest leucyna
znajdujaca si¢ w pozycji 461 (Leud6l). Przeprowadzone w 2002 roku doswiadczenie,
w trakcie ktérego pordownywano aktywnosci dzikiej LLO z wersja niosgca mutacje Leud61 —
Thr na wzor PFO (Thr w pozycji 461 wystepuje naturalnie w sekwencji perfringolizyny -
cytolizyny Clostridium perfringens) wykazato, ze mutacja znaczaco zwigksza aktywnos¢
LLO w neutralnym pH, jednoczesnie ponad 100-krotnie zmniejszajac wirulencje
L. monocytogenes w modelu mysim [5]. Tymczasem, w toku pdzniejszych badan ujawniane
byty kolejne potencjalne miejsca mogace bra¢ udziat w zaleznej od pH regulacji aktywnosci
LLO [16]. Rozwigzanie i analiza struktury krystalicznej LLO, nie rozstrzygneta tego



problemu — autorzy tej analizy wskazali wrgcz wigcej potencjalnych miejsc ktore mogg braé
udziat w zmianie konformacji biatka pod wptywem pH [9]. Wiadomo jednak, ze wrazliwos$¢
LLO na pH ma podstawowe znaczenie dla procesu patogenezy — juz ponad 20 lat temu
przeprowadzono doswiadczenie podczas ktorego do szczepu L. monocytogenes hly
wprowadzono gen kodujacy PFO. Szczep ten odzyskal zdolno$¢ hemolizy 1 inwazji do
makrofagow, ale ze wzgledu na niezalezng od pH aktywnos$¢ tej toksyny, nie byt on w stanie
przetrwa¢ i rozmnaza¢ si¢ w komorkach eukariotycznych [6]. O cigglym braku
jednoznacznych danych, doktadnie stwierdzajacych w jaki sposéb pH moduluje aktywnos$¢
LLO moze $wiadczy¢ praca z roku 2015, w ktérej autorzy stwierdzili ze tworzenie pordéw jest
catkowicie niezalezne od pH, a samo pH wplywa na raczej na przepuszczalno$¢ blony
W miejscu utworzonych porow [13].

Cel naukowy

Pomimo bardzo zaawansowanego stanu wiedzy na temat budowy i funkcjonowania LLO
oraz innych CDC wcigz nie rozstrzygnigto powodu, dla ktorego znajdujaca si¢
w konserwowanym undekapeptydzie cysteina jest tak $cisle konserwowana. Odpowiedz na to
pytanie dostarczylaby nie tylko wiedzy podstawowej o fundamentalnym znaczeniu, ale
moglaby rowniez pozwoli¢ lepiej kontrolowa¢ aktywno$¢ LLO, co byloby bardzo cenne
podczas badan aplikacyjnych. Wiasciwosci listeriolizyny, a przede wszystkim optymalna
aktywno$¢ w pH 5,6 i zmniejszona aktywno$¢ w neutralnym pH oraz krotki okres péitrwania
w cytoplazmie, czynia z tej hemolizyny idealng czasteczke do wykorzystania
w biotechnologii. Wyjasnia to popularnos¢ cytolizyny Listeria w badaniach nad konstrukcja
doswiadczalnych szczepionek. Szczegdlne nadzieje poktada si¢ w wykorzystaniu LLO do
konstrukcji szczepionek przeciwnowotworowych [17].

Znacznie rzadsze sa proby wykorzystania toksyn, a w szczegdlnosci LLO jako czynnika
bezposrednio zabijajacego komorki nowotworowe. Wykorzystanie bakterii lub izolowanych
toksyn bakteryjnych do leczenia nowotwordOw nie jest pomystem nowym. Juz w drugiej
potowie XIX wieku zauwazono przypadki remisji guza u chorych, u ktorych doszto do
zakazen bakteryjnych. Niemieccy lekarze, W. Busch i F. Fehleisen zaobserwowali remisje
guzéw u chorych, u ktorych doszto do zakazenia Streptococcus pyogenes. W roku 1894
amerykanski chirurg z Nowego Jorku, William B. Coley opisywal przypadki catkowitej
remisji guzow u chorych, ktorym podano w okolice guza mieszaning jatowych nadsaczy
z hodowli bakterii S. pyogenes i Serratia marcescens. Mieszaning wspomnianych nadsgczy
nazwano toksyng Coley'a i prébowano stosowa¢ z dobrym skutkiem u wielu chorych.
Niestety, mimo poprawy stanu u wielu chorych, a nawet przypadkéw catkowitego
wyleczenia, toksyny dawaly zmienne wyniki oraz powodowaly liczne powiktania [12].
Niestabilno$¢ preparatow, niepowtarzalno$¢ wynikow, ryzyko zagrazajacych zyciu zakazen
oraz rodzace si¢ nadzieje zwigzane z radioterapig uspity na wiele lat dalsze proby
wykorzystania toksyn bakteryjnych w onkologii. Renesans badan nad wykorzystaniem toksyn
nastagpit po opracowaniu produkcji przeciwcial monoklonalnych, ktore pozwolity
ukierunkowa¢ potencjal toksyczny minimalizujgc skutki uboczne. Wigkszo$¢ grup
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badawczych konstruuje immunotoksyny na bazie toksyny btoniczej Corynebacterium
diptherie, egzotoksyny A Pseudomonas aeruginosa oraz rycyny z Ricinus communis [7]. Na
dzien rozpoczecia projektu przyklady zastosowania LLO do eradykacji komorek
nowotworowych byly bardzo nieliczne, a doniesien konstrukcji immunotoksyn z udziatem
LLO czy innej CDC nie byto w ogole. Przez dtugi czas cytolizyny nie byty brane pod uwage
jako komponent immunotoksyn, co moze by¢ zrozumiale biorgc pod uwage ich budowe
I mechanizm dziatania — nie jest mozliwe rozdzielenie czg¢sci biatka odpowiedzialnej za
kierowanie toksyny do komoérki docelowej od komponentu warunkujacego cytotoksycznosé,
tak jak to ma miejsce w przypadku czesto wykorzystywanych toksyn AB. Pomimo tego,
zalety cytolizyn, a w szczegolnosci LLO sa na tyle znaczace, ze nasz zespot podjat badania
w tym Kierunku

W przedstawionej rozprawie opisano probe bezposredniego wykorzystania aktywnosci
cytotoksycznej LLO do zwalczania komorek nowotworowych. Jako model terapeutyczny
wykorzystano komorki biataczkowe, gdyz jest to czesto spotykany nowotwor hematologiczny
(w samej Polsce 3 tys. przypadkow rocznie), a w porownaniu do guzéw litych, zastosowanie
cytotoksyn do terapii rozsianych komorek nowotworowych przynosi znaczaco lepsze
rezultaty [7].

Omowienie wynikow wchodzacvch w sklad osiagniecia naukowego

Stachowiak R., Wisniewski J., Osinska O., Bielecki J. (2009). Contribution of cysteine
residue to the properties of Listeria monocytogenes listeriolysin O. Canadian Journal of
Microbiology, 55: 1153-1159

Konserwowany undekapeptyd zawiera aminokwas cysteing, ktory z kolei jest najbardziej
konserwowanym aminokwasem w sekwencji catego biatka. Z tego powodu racjonalne wydaje
si¢ poczatkowe zalozenie, ze aminokwas ten jest niezbedny do funkcjonowania toksyn CDC.
Aminokwas ten byl uwazany za niezbedny do prawidlowego wigzania cholesterolu [1].
Zamiana cysteiny na alaning faktycznie spowodowata niewrazliwo$§¢ CDC, w tym LLO na
utlenianie lub redukcje przez grupy SH, jednak nie miato to wptywu na poziom aktywnosci
cytolitycznej [11]. Odkrycie toksyn nalezacych do rodziny CDC, ktére posiadajg naturalne
substytucje cysteiny jeszcze bardziej podwazylo znaczenie tego aminokwasu. Zaréwno
pyolizyna jak i intermediolizyna zamiast cysteiny posiadaja alaning oraz jeszcze dwie inne
substytucje w obrebie konserwowanego undekapeptydu. Chociaz obie toksyny nie ulegaja
aktywacji przez odczynniki redukujace to wykazuja zdolno$¢ do cytolizy [1]. W $wietle tych
danych trudno dalej przypisywac cysteinie role aminokwasu niezbednego dla funkcjonowania
toksyn CDC. Tym bardziej zasadne jest pytanie, dlaczego cysteina jest najbardziej
konserwowanym aminokwasem w sekwencji cytolizyn zaleznych od cholesterolu i jaka
wlasciwie pelni rolg?

Na potrzeby analizy wptywu zamiany cysteiny na inny aminokwas na lokalng strukture LLO
zbudowano model teoretyczny LLO na matrycy dostepnej struktury krystalograficznej PFO
[15]. Analiza modelu natywnej LLO oraz bialek zmodyfikowanych ujawnita wptyw mutacji
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na lokalng strukture w przypadku zamiany cysteiny przez alanine (LLO“****) powinien by¢
umiarkowany i bardzo znaczacy wplyw kiedy w tym miejscu znajdowala si¢ seryna
(LLO®*%). Konserwowany undekapeptyd tworzy hydrofobowa petle na spodzie domeny 4
(rys. 1) 1 umieszczenie w takim otoczeniu hydrofilowego aminokwasu musi prowadzi¢ do
rearanzacji takiej struktury. Co cickawe, rozwigzanie struktury LLO [9] i zbudowanie modelu
oligomeru (rys. 2) potwierdzito postawione w niniejszej pracy tezy, gdyz okazuje si¢, ze
konserwowany undekapeptyd bezposrednio oddziatuje z  Leud61 (rys. 2), jednym
z aminokwasow bioracych udziat w odpowiedzi LLO na zmiany pH.

Wykorzystujac szczepy L. monocytogenes wydzielajace zmodyfikowane toksyny oraz szczep
dziki zmierzono aktywno$¢ hemolityczng w réznych warunkach, stosujac kombinacje dwoch
czynnikow: pH (5,6 lub 7,4) i odczynnika redukujacego (obecnos$¢ lub brak chlorowodorku
cysteiny). W optymalnych warunkach (pH 5,6 z Cys-HCl) wszystkie toksyny wykazywatly
bardzo wysoka i1 zblizong do siebie aktywno$¢ hemolityczna. Z kolei w neutralnym
srodowisku i bez odczynnika redukujacego nie stwierdzono aktywnosci dla zadnej cytolizyny.
Ciekawe roznice pomiedzy badanymi wariantami LLO zaobserwowano w suboptymalnych
warunkach (pH 5,6 ale bez Cys-HCI), natywna LLO wykazywata wyraznie nizsza aktywno$¢
w porownaniu z wynikami osiggnietymi w optymalnym $rodowisku, podczas gdy aktywnos¢
zmodyfikowanych wariantow toksyn pozostawata na niezmiennie wysokim poziomie. Dalsze
eksperymenty uwidocznity jeszcze wigksze roznice pomigedzy badanymi biatkami,
aw szczegolnosci pomiedzy LLO“*®° a pozostatymi toksynami. Wariant ten, zgodnie
Z przewidywaniami dostarczonymi przez modelowanie struktury, wykazywat zdecydowanie
zmienione 1 niezwykle ciekawe wlasciwosci. Toksyna LLO®*# wykazywala znacznie
wydajniejsza kinetyke dziatania, w odr6znienia od pozostatych nie trzeba byto czeka¢ 15 min.
by zaobserwowa¢ hemolizg, juz po 5 min. byl widoczny efekt w postaci lizy erytrocytow.
Najwidoczniej szybka aktywacja monomerdw cytolizyny prowadzi do zmniejszonej
stabilnosci tak jak to przewidziat Schuerch i wsp. [16], gdyz dla LLO®*** odnotowano
najszybszy spadek aktywnos$ci po preinkubacji w 37°C poprzedzajacej pomiar aktywnosci
hemolitycznej. Zmodyfikowane LLO posiadaja wcigz wysoka aktywno$¢, a w niektorych
warunkach nawet przewyzszaja natywng toksyn¢ zdolno$cig do cytolizy. Otrzymane rezultaty
jeszcze bardziej zwigkszaja wage pytania o przyczyne tak wysokiego konserwowania
cysteiny w sekwencji undekapeptydu LLO.

Odpowiedzi na to pytanie dostarczyly eksperymenty, podczas ktérych zakazano linie
tkankowe szczepami L. monocytogenes niosagcymi badane warianty LLO. Testy inwazyjnoS$ci
wykazaty, ze oba mutanty wnikaly z mniejsza wydajnosciag do komoérek badanych linii.
Najwyrazniej mniejsza stabilnos¢ LLO®#8 doprowadzila do niewystarczajacej aktywnos$ci
cytolitycznej w krytycznym momencie, jakim jest ucieczka bakterii z wakuoli [18]. Z kolei
zbyt duza aktywnos$¢ LLO“*** w warunkach fizjologicznych mogla doprowadzi¢ do zbyt
duzej aktywnosci wewnatrz komorki eukariotycznej, a tym samym jej zniszczenia, tak jak to
miato miejsce w przypadku ekspresji PFO lub LLO™*®'" prze z L. monocytogenes [5]. Tym
samym wykazano, ze obecno$¢ cysteiny gwarantuje wiasciwg regulacje 1 optymalng
aktywnos$¢ LLO podczas cyklu zyciowego L. monocytogenes.

Glowne osiggniecia naukowe
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Wyniki badan wyjasniaja role cysteiny w funkcjonowaniu LLO. Mechanizm polega na
utrzymaniu odpowiedniej struktury konserwowanego undekapeptydu, co umozliwia
odpowiednig aktywacje LLO po kontakcie z btong komorkowa i pod wptywem czynnikow
redukujacych. Regulacja aktywnosci LLO za posrednictwem cysteiny pozwala
L. monocytogenes na efektywne przezycie wewnatrz komoérek eukariotycznych.

Stachowiak R., Granicka L.H., Wisniewski J., Lyzniak M., Kawiak J., Bielecki J. (2011).
Cytotoxicity of listeriolysin o produced by encapsulated in membrane Bacillus subtilis on
leukemia cells. Journal of Microbiology and Biotechnology, 21: 1193-1198

Skuteczne leczenie wielu schorzen, w tym nowotwordéw, wymaga dostarczenia biologicznie
aktywnych czastek do odpowiedniego miejsca w organizmie i ich uwalniania w kontrolowany
sposob. Systemy opierajace si¢ na immobilizowanych komoérkach w potprzepuszezalnych
membranach majacych posta¢ implantu daja medycynie nowe mozliwosci 1 umozliwiajg
produkcje substancji, ktorych organizm sam produkowaé¢ nie moze. Co najwazniejsze,
implantacja immobilizowanych bakterii umozliwia jednoczesng ochrong¢ pacjenta przed
niekontrolowanym rozprzestrzenianiem si¢ bakterii oraz izoluje bakterie od uktadu
odpornosciowego. Tym samym, immobilizacja moze stanowi¢ rozwigzanie problemu
bezpieczenstwa terapii przeciwnowotworowych z wykorzystaniem bakterii produkujacych
toksyny. Poniewaz Zaden system nie jest w 100% skuteczny, koniecznie nalezy przeznaczy¢
do tego typu terapii patogeny atenuowane, a jeszcze bezpieczniejsze jest wykorzystanie
zrekombinowanych niepatogennych szczepow bakteryjnych, ktore dzigki modyfikacjom
genetycznym niosg tylko wybrane czynniki patogenezy.

Majac na uwadze powyzej przedstawione argumenty, w przedstawionej pracy skonstruowano
szczep Bacillus subtilis zdolny do wydzielania LLO. Ta Gram-dodatnia bakteria jest
modelowym organizmem o dobrze poznanej genetyce, jest niepatogenna i relatywnie do$¢
blisko spokrewniona z L. monocytogenes co umozliwia tatwe przenoszenie i ekspresje genow,
tak jak to zademonstrowano dla llo. W przedstawionej pracy zastosowano modyfikowane
membrany polipropylenowe do enkapsulacji komorek B. subtilis. Poczatkowe testy wykazaty,
ze dostgpne komercyjnie kapilary polipropylenowe, pomimo nominalnie matej wielkos$ci
porow, nie zapewniaja odpowiedniej szczelno$ci 1 bakterie wydostawaly si¢ z nich na
zewnatrz. Dlatego membrany zostaly powleczone poli-L-lizyna, ktora utworzyla na
powierzchni kapilary polielektrolitowa powtoke skutecznie utrzymujaca komorki bakteryjne
wewnatrz kapilar. Funkcjonowanie opracowanego systemu przetestowano najpierw na
erytrocytach, modelowych komoérkach eukariotycznych do badania aktywnosci cytolityczne;.
Wykazano, ze immobilizowane komoérki B. subtilis skutecznie wydzielajg aktywng LLO,
ktora przedostaje sie przez membrang polipropylenows. Zgodnie z danymi literaturowymi [4]
najwyzszg aktywno$¢ odnotowano w niskim pH w obecnosci czynnika redukujacego (pH 5,6
z dodatkiem Cys-HCl) a najmniejsza w neutralnym pH bez czynnikéw redukujacych. Jednak,
w odrdznieniu od L. monocytogenes, aktywno$¢ hemolityczna B. subtilis w tych warunkach
byla znaczaca, co jest istotne ze wzgledu na planowane uzycie LLO w warunkach
fizjologicznych dla komoérek eukariotycznych. Wykazano tez, ze ekspresja LLO jest $cisle
kontrolowana i indukowana przez IPTG, niezaindukowane komoérki generowaty podobnag
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aktywno$¢ hemolityczng co puste kapilary. Kolejne testy potwierdzity przydatnosé
immobilizowanych komoérek B. subtilis, kapilary z bakteriami umieszczono w hodowli
komorek nowotworowych — limfocytéw T 1 B.

Glowne osiggniecia naukowe i omowienie wykorzystania

Opracowano skuteczny system immobilizacji komorek B. subtilis poprzez modyfikacje
tworzyw polipropylenowych. Synteza LLO byta zalezna od indukcji i wystarczajaco wydajna,
by wywotac silny efekt cytotoksyczny. Jak zademonstrowano w niniejszej pracy, komorki B.
subtilis wydzielajace toksyny w takim uktadzie mogg mie¢ znaczenie praktyczne, dlatego
opracowany system zostal zgloszony do Polskiego Urzedu Patentowego: ,,Membrana
poliolefinowa do izolacji mikroorganizmow Gram (+) i sposob jej wytwarzania.”

Stachowiak R., Lyzniak M., Budziszewska K., Roeske K., Bielecki J., Hoser G., Kawiak J.
(2012). Cytotoxicity of bacterial metabolic products, including listeriolysin O, on leukocyte
targets. Journal of Biomedicine and Biotechnology, doi:10.1155/2012/954375

Jedng z glownych przeszkod do planowanego zastosowania L. monocytogenes do celow
terapeutycznych, zaraz za kwestig bezpieczenstwa, jest osiggnigcie wystarczajacej aktywnosci
cytotoksycznej w warunkach fizjologicznych. Dostosowana do wewnatrzkomorkowego stylu
zycia L. monocytogenes wykazuje niska aktywno$¢ cytolityczng w neutralnym pH. Jest to
wynikiem zar6wno wspomnianej juz niskiej aktywnosci samej LLO, jak i malo wydajna
ekspresja genu llo w tych warunkach. Moze to by¢ wykorzystane do lizy guzow litych, ktore
charakteryzujg si¢ wzrostem w mikrosrodowisku o obnizonej zawartosci tlenu i niskim pH.
Fakt ten jest znany od dawna i wykorzystywany przy projektowaniu terapii celowanych [19].
Wydaje sie, ze wilasnie ta cecha warunkuje preferencyjny wzrost bakterii patogennych
w okolicy guzow i byta powodem sukcesow terapii eksperymentalnych wykorzystujacych
bakterie patogenne.

Planowane wykorzystanie LLO do zwalczania nowotworow hematologicznych wymaga innej
drogi efektywnej stymulacji syntezy tej toksyny przez natywnego gospodarza. Ekspresja llo,
jak i pozostalych czynnikow patogenezy jest regulowana przez biatko PrfA [18].
W przedstawionej pracy wykorzystano znany od dawna i nie do konca poznany mechanizm
aktywacji syntezy LLO przez dodanie silnego adsorbentu, takiego jak wegiel aktywowany,
czy uzytej w tej pracy zywicy amberlite. Hodowla L. monocytogenes w obecnosci amberlite
zaowocowala silng indukcjg syntezy toksyn, uzyskane preparaty wykazywaly sie zdolnosciag
do efektywnej hemolizy w pH 7,4. Opisana metoda hodowli Listeria jest uzytecznym
sposobem uzyskania preparatow in vitro do p6zniejszego wykorzystania, jednak nie mozna na
niej polega¢ w przypadku wprowadzenia bakterii do organizmu zywego. Tu z pomoca moze
przyj$¢ znajomos$¢ funkcjonowania PrfA. Opisano mutacj¢ genu kodujacego to biatko, ktora
skutkuje synteza hiperaktywnego wariantu regulatora, indukujacego ciagla synteze czynnikoéw
wirulencji, znanego jako PrfA* [18]. W pracy wykorzystano szczep MAC niosgcy
wspomniang mutacje, ktory okazat si¢ efektywniej syntetyzowac cytotoksyny niz szczep dziki
hodowany z zywica amberlite. Szczep taki begdzie efektywnie syntetyzowat toksyny in vivo,
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np. po implantacji immobilizowanych komoérek w kapilarach. Naturalnie, istotng kwestig
pozostaje bezpieczenstwo terapii, dlatego w niniejszej pracy przedstawiano bezposrednie
poréwnanie szczepow L. monocytogenes oraz B. subtilis. W pracy wykorzystano oprocz
opisanego juz szczepu B. subtilis wydzielajgcego natywna LLO dwa nowe szczepy, zdolne do
syntezy zmodyfikowanych wariantow: LLO®*®* i LLO®*%  Ekspresja zmutowanych
wariantow llo pozwolita lepiej uwidoczni¢ réznice (dos¢ subtelne w przypadku sekrecji przez
L. monocytogenes) pomiedzy toksynami opisanymi w pierwszej z prezentowanych prac oraz
potwierdzi¢ postawione tam hipotezy. Zmodyfikowany wariant LLO***
aktywno$¢ sposroéd wszystkich analizowanych szczepow, potwierdzajac wysoka, niezalezna
od czynnikow redukujacych stabilno$¢ w warunkach fizjologicznych oraz aktywnos$¢, a tym
samym przydatno$¢ do aplikacji w takich warunkach. Z kolei aktywno$¢ LLO“**° byta
zdecydowanie najnizsza. Wydaje sie, ze jest to nie tylko wynikiem niskiej aktywnosci tego

wykazal najwyzsza

biatka w warunkach fizjologicznych, ale rowniez niskiej stabilno$ci, gdyz detekcja biatek
metoda western blot uwidocznita szereg prazkow, co moze by¢ efektem samoistnej degradacji
lub proteolizy.

Wiyniki aktywnosci hemolitycznej zostaly potwierdzone w dalszych eksperymentach, gdzie
zastosowano uzyskane preparaty do cytolizy komodrek nowotworowych linii Jurkat oraz
komoérek nowotworowych izolowanych z krwi pacjentow chorych na biataczke. Kontrole
stanowily biale krwinki wyizolowane z krwi obwodowej zdrowych ochotnikéw. Aktywno$¢
badanych preparatow byla zgodnie z przewidywaniami wprost proporcjonalna do
zastosowanej koncentracji. Cytotoksycznos¢ wynikata gltéwnie z aktywnosci LLO, ale
aktywno$¢ fosfolipaz réwniez miata wpltyw na ostateczne wyniki, dlatego generalnie
cytotoksycznos¢ nadsgczy pohodowlanych L. monocytogenes byta wigksza niz B. subtilis.
Najbardziej obiecujacym wynikiem bylo uzyskanie w niektorych warunkach wigkszej
cytotoksycznosci wzgledem komoérek nowotworowych niz komoérek kontrolnych. Chociaz
mechanizm dzialania CDC uniemozliwia bezposrednie ukierunkowanie aktywnosci, niektore
komorki moga by¢ bardziej wrazliwe na dzialanie tych toksyn. Od dawna wiadomo, zZe
komorki eukariotyczne wykazuja zréznicowang wrazliwos¢ na toksyny z rodziny CDC
w zalezno$ci od typu komorki i organizmu, z ktérego pochodzi [1]. W tej pracy wykazano, ze
limfocyty T sa bardziej wrazliwe na dziatanie LLO niz komorki B. Cho¢ poroéwnanie jest
obarczone pewnym ograniczeniem (zbadana byly tylko hodowla komdrkowa limfocytow T),
moze to §wiadczy¢ o szczegodlnej przydatnosci LLO do eradykacji komoérek T.

Glowne osiggniecia naukowe i omowienie wykorzystania

Skonstruowano szczepy B. subtilis wydzielajagce zmodyfikowane LLO o duzym potencjale
aplikacyjnym. Z tego wzgledu modyfikacje wektorow niosgcych geny llo zostaly objete
wnioskiem patentowym: ,Zmodyfikowane plazmidowe wektory ekspresyjne, szczepy
B. subtilis je obejmujgce oraz ich zastosowania”. W pracy wykazano, ze limfocyty T sa
bardziej wrazliwe od B na dziatanie LLO. Mimo to, warto dalej bada¢ mozliwos¢
zastosowania LLO do terapii bialaczek B komoérkowych, gdyz w wigkszosci uktadow
komorki nowotworowe byty efektywniej eliminowane niz biate krwinki os6b zdrowych.
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Stachowiak R., Lyzniak M., Grabowska M., Roeske M., Jagiclski T., Bielecki .,
Budziszewska B.K., Hoser G., Kawiak J. (2014). Cytotoxicity of purified listeriolysin O on
mouse and human leukocytes and leukaemia cells. BMC Biotechnology, 14: 7

Przestawione do tej pory rozwigzania zakladaly wykorzystanie zywych (najkorzystniej
immobilizowanych) komorek bakteryjnych wydzielajacych toksyny. Takie podejscie
nieodlgcznie zawiera element ryzyka, nawet jesli uzy¢ niepatogennych mikroorganizméow
wydzielajacych tylko wybrane czynniki patogenezy. Uzycie samych toksyn wigze si¢
oczywiscie z niebezpieczenstwem wywotania dzialan niepozadanych, jednak nie jest ono
wicksze niz w przypadku zywych komoérek bakteryjnych produkujacych te samg toksyne. Co
wazniejsze, uzycie izolowanych bialek pozwala na ich modyfikacje metodami
biochemicznymi, w szczegdlnosci Igczenie z przeciwcialami by ukierunkowac ich aktywnos$¢
i ograniczy¢ efekty uboczne. W koncu, preparaty biatkowe posiadaja nieporownanie wigksza
mozliwo$¢ zdefiniowania wlasciwos$ci farmakokinetycznych, co nie jest bez znaczenia przy
planowanej aplikacji w biotechnologii medycznej. Dalsze prace nad mozliwosciag
wykorzystania LLO do terapii bialaczek wymagaly uzyskania oczyszczonego preparatu
toksyny. Opublikowane do tej pory protokoly oczyszczania LLO pozwalaly uzyskaé biatko
0 wysokim stopniu homogennosci, jednak zaden z nich nie pozwalal na bezposrednie
otrzymanie preparatu w buforze zapewniajacym = stabilizacje aktywnosci LLO.
Chromatografia powinowactwa pozwala na blyskawiczne, teoretycznie jednoetapowe,
oczyszczenie biatka w natywnej konformacji, a zatem jest idealng metoda do izolacji tak
labilnego biatka jak LLO. Oczyszczanie na zlozu niklowym wykorzystuje powinowactwo
tego atomu do 6 powtorzonych histydyn, motywu zwanego znacznikiem histydynowym. Do
elucji zwigzanych ze zlozem biatek wykorzystuje si¢ imidazol, ktorym ma wigksze
powinowactwo do atomoéw Ni niz znacznik histydynowy. Dotychczas opisane metody
polegaly wilasnie na uzyciu buforéw elucyjnych o wysokim pH i duzym st¢zeniu imidazolu.

W  przedstawionej pracy zaproponowaliSmy uzycie buforu elucyjnego o niskim pH,
optymalnym dla aktywnos$ci 1 stabilnosci LLO, co jednocze$nie pozwolito na znaczace
zredukowanie stgzenia imidazolu, a tym samym skrdcenie czasu potrzebnego na pozbycie si¢
imidazolu z preparatu bialka. By utatwi¢ badania, jak rOwniez ewentualne zastosowanie LLO,
sprawdzono wplyw roznorodnych czynnikow na zachowanie stabilnos$ci biatka podczas
przedtuzonego przechowywania. Testowano rozne pH buforu do przechowywania probek,
gradient stezen: glicerolu, Cys-HCl, EDTA, AEBSF. Sposrod testowanych czynnikow dwa
pierwsze okazaty si¢ mie¢ decydujace znaczenie dla zachowania stabilnosci LLO, pozostale
odczynniki mialy drugorzedne znaczenie, dostrzegalne dopiero podczas przedluzonego
przechowywania (powyzej 2-3 miesigcy).

Wykazano aktywnos$¢ oczyszczonego preparatu LLO na erytrocytach oraz mysich 1 ludzkich
leukocytach oraz wigksza podatno$¢ ludzkich komoérek na aktywnos$¢ tej cytolizyny. Majac na
uwadze bezpieczenstwo terapii, w pracy zaproponowano metode regulowania aktywnosci
LLO wykorzystujac mechanizm funkcjonowania CDC. Zawarto$¢ cholesterolu w blonie
komorkowej jest czynnikiem determinujagcym podatno$¢ na dziatanie tych cytolizyn. Z tego
wzgledu postawiono hipoteze, ze regulujac zawartos¢ tego sterolu w btonie komorkowe;,
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bedziemy mogli (posrednio) wplynaé na aktywno§¢ LLO. W pracy wykorzystano cholesterol
oraz cyklodekstryng do modyfikacji zawartosci cholesterolu w btonach komorek linii Jurkat.
Zmierzono zawarto$¢ cholesterolu w blonach komoérkowych, ktéra zgodnie z oczekiwaniami
zwiekszyta si¢ po wprowadzeniu dodatkowego cholesterolu do pozywki hodowlanej. Z kolei
obecno$¢ cyklodekstryny w hodowli komoérkowej drastycznie zredukowata, praktycznie do
zera, obecnos$¢ cholesterolu w btonach komoérkowych. Dodatek zarowno cholesterolu, jak
i cyklodekstryny bardzo efektywnie chronit komorki przed lizag. Zgodnie z teorig
funkcjonowania CDC, btony nie zawierajace cholesterolu sa oporne na dziatanie cytolizyn
[1], stad skuteczno$¢ cyklodekstryny. Z kolei dodatek cholesterolu, cho¢ jak wykazano
zwigkszyl zawarto$¢ tego lipidu w blonie, spowodowat inaktywacje LLO, gdyz toksyny
zrodziny CDC wigza rowniez wolny cholesterol, co prowadzi do przedwczesnych zmian
konformacyjnych i tym samym inaktywacji cytolizyny [1]. Co ciekawe, jednoczesne
zastosowanie zarO6wno cholesterolu, jak 1 cyklodekstryny miato efekt synergistyczny
i catkowicie ochronito badane komorki przed aktywnoscig cytotoksyczng. Zredukowana
zawarto$¢ cholesterolu w btonach wraz z duza koncentracja w roztworze zgodnie
z oczekiwaniami catkowicie chronita limfocyty przed liza. Chociaz powtdrzenie tych
wynikow in vivo moze by¢ trudne, nie jest calkowicie wykluczone, gdyz cyklodekstryny sg
lekiem dopuszczonym do klinicznego zastosowania [3].

Glowne osiggnigcia naukowe

Opracowano nowg metod¢ oczyszczania LLO, ktora pozwala zaoszczedzi¢ zarowno czas, jak
i odczynniki, a przede wszystkim zwigksza stabilno$¢ preparatu. Zbadano wiasciwosci i
stabilno$¢ oczyszczonego preparatu. Zaproponowano metode regulacji aktywnosci LLO,
ktora moze mie¢ znaczenie praktyczne w wypadku klinicznego uzycia cytolizyn.

Gryzik M., Grzywocz Z., Wasilewska D., Kawiak J., Stachowiak R., Bielecki J., Hoser G.
(2015). Human lymphocytic B-leukemia cell line treatment with the bacterial toxin
listeriolysin O and rituximab (anti-CD20 antibody): Effects of similar localization of their
receptors. International Journal of Immunopathology and Pharmacology, 28: 329-340

Rytuksymab (RTX) jest chimerycznym przeciwcialem monoklonalnym (mAb), sktadajacym
si¢ z ludzkich sekwencji statlych oraz z mysich sekwencji zmiennych. Przeciwciato to
specyficznie rozpoznaje biatko transblonowe wystepujace w blonie limfocytow B, oznaczone
jako antygen CD20. Zwigzanie RTX z CD20 indukuje $mieré komoérki poprzez aktywacje
uktadu dopetniacza, cytotoksycznos¢ zalezng od przeciwcial lub poprzez apoptozg. Z tego
wzgledu RTX jest bardzo skutecznym lekiem, uzywanym w terapii biataczek o podtozu B
komoérkowym. W 50% przypadkéw terapia jest skuteczna, co jest bardzo dobrym wynikiem,
ale jednocze$nie oznacza, ze istnieje duza potrzeba kliniczna na zwigkszenie efektywnosci
terapii celowanej [10]. Pierwsze badanie z zastosowaniem LLO jako czynnika
wspomagajacego tradycyjng terapi¢ pochodzg juz z 1997 roku, kiedy uzyto tej cytolizyny w
potaczeniu z bleomycyng [8].
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W ostatniej pracy dokonano bezposredniego i doktadnego poréwnania cytotoksycznosci LLO
wzgledem limfocytow T i B przy uzyciu linii komoérkowych Jurkat i Raji. Juz poprzednie
badania wskazywaty na wigksza wrazliwo$¢ limfocytow T, tym razem jednak wyznaczono
doktadng wartos¢ LDsp dla jednej i1 drugiej linii. Pozwolito to doktadnie obliczy¢ roznice
W podatnosci na LLO, gdyz zgodnie z przewidywaniami w byly one najwi¢cksze przy dawce
powodujacej cytotoksyczno$¢ na poziomie 50%. Limfocyty T okazaly si¢ by¢ niemal
dwukrotnie bardziej podatne na dzialanie LLO niz komorki linii Raji. Kontrolnie
przeprowadzono rowniez badanie podatnosci tych komoérek na RTX w obecno$ci serum
Z ludzkiej krwi. Pierwsze efekty byty widoczne juz po 30 min. inkubacji, a po dobie niemal
wszystkie limfocyty B zostaly zabite. Natomiast zywotnos¢ komorek linii Jurkat byta
niezmiennie wysoka przez caly okres trwania eksperymentu, potwierdzajac specyficznosé
zastosowanego mAb. W finalnym eksperymencie uzyto mieszaniny LLO i RTX by
sprawdzi¢, czy LLO zwigkszy cytotoksyczno§¢ badanego mAb przy mozliwie niewielkich
efektach ubocznych. W tym celu zastosowano niska, sublityczng dawke LLO, ktora
powodowata niewielka cytotoksyczno$¢ zaréwno wsrdd limfocytow B, jak 1 T. Powyzsze
zalozenie udato si¢ spetni¢, pod warunkiem podania niewielkiej dawki LLO. Przy jednej
jednostce LLO zmieszanej z RTX cytotoksyczno$¢ wzgledem komorek T byla na poziomie
10%, podczas gdy ta sama mieszanina zastosowana na limfocytach B powodowata
$miertelno$¢ na poziomie 35%. Cho¢ efekt byt zdecydowanie mocniejszy, to w poréwnania
do aplikacji samego RTX na komorki Raji byl to tylko 1,5-krotny wzrost skutecznosci.
Rezultat cho¢ nie jest catkowitym sukcesem, moze doprowadzi¢ do polepszenia istniejacej
terapii bialaczek. Zaleta, ale jednocze$nie wada dziatania LLO 1 prawdopodobnego
wspotdzialania z RTX jest preferencyjne laczenie si¢ z bltong w miejscu gestego
wystepowania cholesterolu, w tzw. tratwach lipidowych. W tych samych domenach w blonie
wystepuja rowniez biatka transblonowe, takie jak receptor CD20. Ludzkie biatka efektorowe
uktadu dopetiacza i1 perforyny dzielg z toksynami CDC nie tylko podobng budowe, ale i
mechanizm dziatania [14]. Opisano takze zdolno$¢ cytolizyn paciorkowcow do aktywacji
bialek uktadu dopetlniacza [2], mozliwe ze réwniez LLO wykorzystuje ten mechanizm
zwigkszenia cytotoksyczno$ci w Srodowisku zewnatrzkomorkowym. Wspolna lokalizacja
receptoréw dla RTX i LLO, podobiefistwa funkcjonalne i strukturalne MACPF 1 CDC oraz
mozliwo$¢ aktywacji uktadu dopetniacza przez CDC mogty sprawi¢, ze nie tylko zwigzanie
RTX, ale takze LLO moze aktywowac uktad dopelniacza i zwiekszy¢ efekt cytotoksyczny.

Glowne osiggniecia naukowe

W pracy doktadnie poréwnano w sposob jakosciowy i ilosciowy wrazliwos¢ limfocytow T i
B na LLO. Zaproponowano model wspotdziatania LLO 1 RTX wyjasniajacy, dlaczego
obserwujemy zwigkszenie efektu dziatania mAb po dodaniu cytolizyny, ale niestety roOwniez
zwickszone efekty uboczne.

14



Radostaw Stachowiak
Zalgcznik 2 [autoreferat]

Podsumowanie

Przedstawione w niniejszej rozprawie prace opisujag molekularng charakterystyke cytolizyny
L. monocytogenes oraz probe wykorzystania aktywnosci cytotoksycznej do eradykacji
komoérek nowotworowych. Badania pozwolity ostatecznie wyjasni¢ rolg wysoce
konserwowanej cysteiny w funkcjonowaniu LLO. Charakterystyka zmodyfikowanych
wariantow wskazata na udziat tego aminokwasu w regulacji aktywnoséci w zalezno$ci od pH
i potencjatu redoks. Otrzymane wyniki stanowig nie tylko istotne osiggniecic z punktu
widzenia badan podstawowych, ale ukazatly takze duza wartos¢ badanych wariantow LLO do
zastosowan w biotechnologii biomedycznej. Aby potwierdzi¢ uzyskane wyniki i uzyskac
szczepy bakteryjne o duzym potencjale aplikacyjnym, sklonowano geny kodujace natywnag
I zmodyfikowane LLO w bakterii modelowej B. subtilis. Synteza badanych wariantow
cytolizyny w tej bakterii pozwolita lepiej uwidoczni¢ rdéznice pomig¢dzy toksynami opisanymi
W pierwszej z prezentowanych prac oraz potwierdzi¢ postawione tam hipotezy. Okazalo sig,
ze LLO®®  wykazala najwyzsza aktywno$¢ cytotoksyczna sposrod — wszystkich
analizowanych wariantow cytolizyny L. monocytogenes, a tym samym szczegdlng
przydatno$¢ do niszczenia komorek nowotworowych. Z kolei aktywnos¢ LLO84s byta
zdecydowanie najnizsza, szczepy wydzielajace to biatko moga by¢ przydatne w innych
aplikacjach, gdzie niska cytotoksyczno$¢ bedzie zaleta, jak konstrukcja szczepionek nowej
generacji. Istotng kwestia pozostaje bezpieczne zastosowanie otrzymanych szczepow
w aplikacjach biomedycznych, dlatego opracowano skuteczny system immobilizacji komorek
B. subtilis poprzez modyfikacje tworzyw polipropylenowych. Enkapsulowane komorki
B. subtilis byly zdolne do regulowanego wydzielania toksyn, co ma duze znaczenie
praktyczne.

Najwigkszym problemem ograniczajagcym zastosowanie toksyn bakteryjnych pozostajg skutki
uboczne zwigzane z niespecyficzng cytotoksycznoscig, wcigz najwigkszym wyzwaniem
pozostaje ukierunkowanie potencjalu toksycznego LLO. Dokladniejsze badanie wtasciwosci
LLO oraz interakcji z przeciwcialami wymagalo uzyskania czystych bialek, dlatego podjeto
starania w tym kierunku. Podczas badan opracowano nowg, udoskonalong metode
oczyszczania LLO. Uzyskany preparat zbadano i wykorzystano w kolejnym projekcie,
ktorym bylo zbadanie wspotdziatania LLO i leku przeciw biataczkowego - rytuksymabu.
Jednoczesne zastosowanie cytolizyny i przeciwciata pozwolito na zwigkszenie efektu
cytotoksycznego skierowanego na komorki docelowe, cho¢ niestety zaobserwowano réwniez
zwigkszone efekty uboczne.

Uzyskane wyniki majg bardzo duzy potencjat aplikacyjny, jedyng istotng przeszkoda do
badan wdrozeniowych wydaje si¢ by¢ niespecyficzna aktywnos¢ LLO. Problem ten moze
zosta¢ rozwigzany poprzez trwale zwigzanie toksyny z RTX czy innym przeciwciatem, to jest
uzyskaniem immunotoksyny. Badania w tym kierunku sg kontynuowane w naszym zespole,
prowadzone prace doprowadzity do uzyskania trwatego kompleksu LLO z RTX. Uzyskane
wyniki sg bardzo obiecujace, gdyz zgodnie z hipoteza niespecyficzna aktywnos¢ LLO zostata
znaczaco ograniczona. Aktualnie trwaja koncowe prace nad manuskryptem i wyniki zostang
wkrotce opublikowane.
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5. Omowienie pozostatlych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Stachowiak R., Bielecki J. (2001). Contribution of hemolysin and phospholipase activity to
cytolytic properties and viability of Listeria monocytogenes. Acta Microbiologica Polonica,
50: 243-250

Listeriolizyna O i dwie fosfolipazy (PICA i PIcB) to czynniki o dobrze udokumentowanej roli
Ww procesie patogenezy, jednak doktadny wktad poszczegdlnych biatek w proces cytolizy nie
byt jasny. Aby ustali¢ udzial wymienionych toksyn w procesie lizy btony komorkowej
przygotowano uktady do$wiadczalne, w ktorych erytrocyty inkubowano z preparatami
bakteryjnymi o réznej proporcji LLO 1 PIcA/B. Doswiadczenia potwierdzity gtowna rolg LLO
w procesie cytolizy, bez obecnosci cytolizyny pozostate toksyny nie byly w stanie uszkodzi¢
blony komorkowej. Obecnos¢ LLO w preparacie diametralnie zmieniala sytuacje,
nastgpowatla liza erytrocytow. Dodatek fosfolipaz zwigkszat efekt cytolityczny w niewielkim
stopniu. Znaczenie enzymoOw wzrastalo w pH neutralnym, czyli w warunkach
suboptymalnych dla aktywnos$ci LLO, dodanie fosfolipaz znaczaco zwigkszato efekt
cytolityczny. Na podstawie uzyskanych wynikéw zaproponowano model, w ktorym enzymy
PIcA/B potrzebuja wstepnej lizy blony komérkowej przez LLO, co prowadzi do odstonigcia
wigzan fosfolipidowych i umozliwia dalszg liz¢ blony przy udziale fosfolipaz.

Kawiak J., Stachowiak R., Lyzniak M., Bielecki J., Granicka L. (2011). The use of hollow
fiber membranes combined with cytometry in analysis of bacteriological samples. Methods in
Cell Biology, 102: 411-429

W niniejszym opracowaniu przedstawiono metodyke immobilizacji komorek bakteryjnych
przez enkapsulacje. Praca podsumowuje dotychczasowa wiedz¢ w tym zakresie oraz
wprowadza opis nowych rozwigzan opracowanych przez nasz zespot. Poruszono istotne
kwestie prowadzace do efektywnej immobilizacji: dobdor odpowiedniego materiatu i jego
przetestowanie, wpierw uzywajac wyznakowanych mikroskopijnych kuleczek, a pdzniej juz
bakterii. Istotng kwestig jest zachowanie zywotnos$ci 1 czynno$ci metabolicznej zamknietych
komorek, co nalezy przetestowa¢ po uwolnieniu komorek immobilizowanych przez
wyznaczony okres. Zastosowany nosnik do immobilizacji powinien efektywnie
unieruchamia¢ bakterie, ale jednoczesnie uwalnia¢ produkowane przez komorki biatka. Do
zbadania syntezy i wydzielania biatek mozna wykorzysta¢ reporterowe biatko GFP, po czym
ostatecznie potwierdzi¢ funkcjonalno$¢ uktadu uzywajac docelowego biatka. Przykladem
takiego opracowania moze by¢ opisany w tej pracy B. subtilis wydzielajacy cytolizyne
L. monocytogenes.
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Granicka L., Kawiak J., Biclecki J., Wisniewski J., Stachowiak R., Lyzniak M. ,,Membrana
poliolefinowa do izolacji mikroorganizméw Gram (+) i sposob jej wytwarzania”. Zgloszenie
patentowe nr: P-389847, data przyznania patentu: 25 X 2012 r.

Podczas badan nad przydatnoscig réznego rodzaju membran do izolacji mikroorganizméw,
stwierdzono, ze stwarzaja one ktopoty z zamykaniem, sg zbyt kruche lub nie zapewniajg
dostgpu substancji odzywczych do materiatu biologicznego lub nie zapewniajg izolacji
bakterii od $rodowiska zewnetrznego, pomimo odpowiedniego punktu odcigcia
gwarantujacego izolacje 1 funkcjonowanie bakterii. Problem dotyczyl w szczegdlnosci
bakterii Gram-dodatnich, w szczegdlno$ci B. subtilis, ktory stanowil istotny element
realizowanych projektéw. Membrang tworzy si¢ poprzez naniesienie na material
poliolefinowy biwarstwy utworzonej z warstwy polikationu oraz warstwy z polianionu.
Otrzymane membrany modyfikowane, pozwalaja na izolacje nie tylko komorek
eukariotycznych i mikroorganizméw Gram-ujemnych, ale rowniez bakterii Gram-dodatnich.
Opracowany no$nik do immobilizacji zapobiega wydostawaniu si¢ mikroorganizmow,
jednoczesnie nie ogranicza transportu substancji odzywczych przez membrang, pozwalajac na
wydzielanie substancji o znaczeniu biotechnologicznym.

Jagielski T., Buzzini P., Lassa H., Malinowski E., Branda E., Turchetti B., Polleichtner A,
Roesler U., Lagneau P.E., Marques S., Silva E., Thompson G., Stachowiak R., Bielecki J.
(2012). Multicentre Etest evaluation of in vitro activity of conventional antifungal drugs
against European bovine mastitis Prototheca spp. isolates. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, 67: 1945-1947

Glony z rodzaju Prototheca sa jedynym znanym roslinnym patogenem. Do infekcji dochodzi
niezwykle rzadko, jednak problemem jest brak skutecznego leczenia ze wzglgdu na
unikalno$¢ 1 nowatorski charakter zagrozenia. Pod niektorymi wzgledami te mikroorganizmy
przypominaja drozdze, dlatego postanowiono przeprowadzi¢ kompleksowe badania
podatnosci Prototheca na leki przeciwgrzybicze. Zbadano 10 substancji, z czego polowa
okazata si¢ nieskuteczna. Najwigkszg aktywnos¢ wykazano w przypadku amfoterycyny B. W
zwigzku z powyzszym rekomendujemy ten lek jako glowny $rodek do leczenia zakazen
wywotywanych przez Prototheca.

Jagielski T., Grzeszczuk M., Kaminski M., Roeske K., Napiorkowska A., Stachowiak R.,
Augustynowicz-Kope¢ E., Zwolska Z., Bielecki J. (2013). Identification and analysis of
mutations in the katG gene in multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis clinical
isolates. Pneumonologia i Alergologia Polska, 81: 298-307

W XXI wieku pratki gruzlicy wcigz stanowig w skali globalnej jedno z najwigkszych
zagrozen dla zdrowia. Bardzo istotnym problemem wspolczesnej epidemiologii
Mycobacterium tuberculosis jest narastajaca opornos¢ na antybiotyki. Oporno$¢ na izoniazyd
jest zwigzana glownie z pojawieniem si¢ mutacji w genie katG, kodujacym synteze¢ katalazy.
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W przedstawionej pracy przeprowadzono detekcj¢ i charakterystyke mutacji w genie katalazy
wsrdd 46 izolatow klinicznych. Analiza sekwencji katG pozwolita zidentyfikowa¢ mutacje
wtym genie u 93% badanych szczepow. Zdecydowang wigkszo$¢ stanowita mutacja w
kodonie 315 (74%). Najwicksza skuteczno$cig w nadawaniu opornosci na antybiotyk
charakteryzowaly si¢ mutacje typu nonsens, ktore wprowadzity przedwczesny kodon stop do
sekwencji genu katalazy, tym samym catkowicie blokujgc syntez¢ funkcjonalnego enzymu,
niezb¢dnego do powstania aktywnej formy leku. Szczesliwie tego typu mutacje byly rzadkie,
stwierdzono je tylko w 2 przypadkach.

Granicka, L.H., Borkowska, M., Grzeczkowicz, A., Stachowiak, R., Szklarczyk, M., Bielecki,
J, Strawski, M. (2014). The targeting nanothin polyelectrolyte shells in system with
immobilized bacterial cells for antitumor factor production. Journal of Biomedical Materials
Research Part A, 102: 2662-2668

Immobilizacja moze by¢ wykorzystania nie tylko od izolacji mikroorganizméw, ale moze
takze spelnia¢ dodatkowe funkcje. W tej pracy wykorzystano powtoke z elektrolitow nie tylko
do unieruchomienia komorek B. subtilis, ale do kierowania bakterii do komorek
nowotworowych. W powtoki optaszczajace komorki bakteryjne wkomponowano transferryne,
a jako modelowych komorek nowotworowych uzyto linii Jurkat, ktore jak wiele komorek
nowotworowych wykazuja zwickszong ekspresje¢ receptora transferryny. W eksperymentach
wykazano cytotoksyczny potencjal unieruchomionych poprzez nanooptaszczanie komorek
B. subtilis wydzielajacych LLO. Cytotoksyczno$¢ wzgledem komorek biataczkowych byta
wiegksza, kiedy powtoki polielektrolitowe zawieraty transferryne.

Stachowiak R., Bielecki J., Roeske K., Jagielski T., Kaminski M. ,,Zmodyfikowane
plazmidowe wektory ekspresyjne, szczepy B. subtilis je obejmujace oraz ich zastosowania".
Zgloszenie patentowe nr: P-400016, data przyznania patentu: 20 VI1 2015 r.

Wigkszos¢ realizowanych projektow zaktadata konstrukcje nowych szczepow B. subtilis.
W odroznieniu od E. coli, ilo$¢ dostgpnych wektoréw dla B. subtilis jest mocno ograniczona.
Plazmid integracyjny pAGS58 znajdujacy si¢ w kolekcji Instytutu Mikrobiologii UW byt juz
W czasie rozpoczecia projektu mocno przestarzata konstrukcja, nie pozwalajaca na efektywne
otrzymywanie nowych szczepoéw zrekombinowanych. Ulepszony konstrukt zawiera
dodatkowe marker selekcyjny oraz posiada znaczaco rozszerzong sekwencj¢ akceptorowa do
klonowania. Dodatkowo, aby zmniejszy¢ wielkos¢ nowej konstrukcji usunig¢to zbedne
sekwencje, nie petnigce zadnej istotnej funkcji. Uzyskane wektory pozwalaja na znaczaco
efektywniejsza konstrukcje¢ szczepoéw B. subtilis. Poniewaz planowane zastosowanie zaktada
zdolnos¢ do syntezy LLO i ewentualng synteze innych bialek, przygotowane wektory
zawieraja juz geny llo przed miejscem akceptorowym. Miejsca restrykcyjne zaplanowano tez
tak, ze z konstrukcji mozna fatwo usungé¢ gen llo, jezeli zajdzie taka potrzeba. Przygotowano
dwie wersje wektora ekspresyjnego, umozliwiajace syntez¢ indukowang lub konstytutywng.
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Stachowiak R., Jagielski J., Roeske K., Osinska O., Gunerka P., Wisniewski J., Bielecki J.
(2015). Lmo0171, a novel internalin-like protein, determines cell morphology of Listeria
monocytogenes and its ability to invade human cell lines. Current Microbiology, 70: 267-274

Internaliny to adhezyny L. monocytogenes, determinujg zakres gospodarzy i specyficznos¢
tkankowa. Opisano juz wiele bialek z tej rodziny, co wydaje si¢ dobrze tlumaczyé
wystepowanie u wielu zwierzat oraz zdolno$¢ tej bakterii do zakazania réznych tkanek i
narzagdow. Genomika umozliwia efektywne poszukiwanie nowych determinantow
patogenezy. Gen o duzej homologii do znanych czynnikdéw patogenezy, ktory jednoczesnie
nie wystepuje u blisko spokrewnionej, ale niepatogennej bakterii (w tym przypadku
L.innocua), ma duzg szanse¢ by¢ czynnikiem wirulencji. Przeprowadzona analiza
bioinformatyczna doprowadzita do wytypowania genu o duzej homologii do internalin. Aby
zbada¢ rolg wybranej sekwencji, skonstruowana szczep L. monocytogenes z mutacjg w genie
Imo0171. Uzyskany mutant charakteryzuje si¢ szeregiem ciekawych cech fenotypowych,
z ktorych najbardziej wyr6zniajg si¢ zmiany w morfologii. Albowiem szczep ten zamiast
klasycznego ksztattu pateczki przyjmuje formy zakrzywione, przypominajace rogalik.
Ponadto, mutant niezdolny do syntezy biatka Lmo0171 cechowat si¢ obnizong zdolno$cig do
inwazji komoérek eukariotycznych. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac,
ze gen Imo0171 koduje nowe biatko z rodziny internalin o dwoch funkcjach. Internalina
Lmo0171 jest zaangazowana w metabolizm $ciany komodrkowej bakterii oraz adhezj¢ do
powierzchni komorek gospodarza.

Kwiatkowska A., Granicka L.H., Grzeczkowicz A., Stachowiak R., Kaminski M., Grubek Z.,
Bielecki J., Strawski M., Szklarczyk M. (2017). Stabilized nanosystem of nanocarriers with
an immobilized biological factor for anti-tumor therapy. PLOS ONE, 12: e0170925

Immobilizacja moze by¢ stosowana nie tylko do stabilizacji komorek, ale rGwniez mniejszych
elementow, takich jak bialka. Unieruchomione molekuty na powierzchni ztozonego nosnika,
zwane stabilizowanymi nanostystemami, mogg mie¢ wigksze szanse dotrze¢ do miejsca
docelowego, przyktadowo do guza nowotworowego. W przedstawionej pracy wykorzystano
to podejscie, czasteczki LLO zostaty optaszczone polielektrolitami i przylaczone do no$nika.
Aby moc lepiej $ledzi¢ lokalizacje nanosystemoéw, skonstruowano fuzje translacyjng w
wyniku ktorej uzyskano biatko hybrydowe GFP-LLO. Pomimo znacznego zwigkszenia masy
biatka, aktywnos$¢ cytolityczna zostata w wigkszosci zachowana. Jako no$nik wykorzystano
komorki zardwno bakteryjne, jak i eukariotyczne. Skonstruowano trzy uktady (i) optaszczone
LLO przylaczone do powierzchni optaszczonej komorki, (ii) uklad nr 1 z dofaczong
transferryng oraz (ii1) komorki z 2 uktadu przytaczone do rdzenia z komorki eukariotyczne;,
czyli docelowy stabilizowany nanosystem. Poroéwnano -cytotoksyczno$¢ wszystkich 3
ukladow wzgledem komorek nowotworowych, najwigksza efektywnoscia wykazal sig
stabilizowany nanosystem.
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Roeske K., Stachowiak R., Jagielski T., Kaminski M., Bielecki J. (2018). Delivery of chicken
egg ovalbumin to dendritic cells by listeriolysin O-secreting vegetative Bacillus subtilis.
Journal of Microbiology and Biotechnology, 28:122-135

Glownym wyzwaniem stojacym przed wspolczesna wakcynologia jest konstrukcja
bezpiecznych,  jednoczesnie  skutecznych  szczepionek.  Wiekszo$é  wspdlezesnie
opracowanych preparatow do immunizacji to szczepionki podjednostkowe, ktore choé sa
bardzo bezpieczne, to kosztem skutecznosci. Takie szczepionki skutecznie stymuluja
odpowiedz humoralng, ale wazna cze$¢ reakcji odpornosciowej — odpowiedz komérkowa nie
Jest juz aktywowana. W opisanym projekcie uzyto B. subtilis z genem llo jako bezpiecznej
platformy do indukcji odpowiedzi komorkowej przeciwko wybranym antygenom. W pracy
uzyto owoalbuminy (OVA) jako modelowego antygenu. Zaplanowano szereg konstrukeii,
zawierajacych oprécz niezbednego genu /o, rozne fragmenty genu ova w fuzji translacyijnej z
regionem liderowym /o peligcym funkcje adiuwantu i transportera umozlwiajacego sekrecje
antygenu. W pracy potwierdzono potencjal LLO do indukcji odpowiedzi komoérkowej oraz
stwierdzono, ze kontekst genetyczny jest niezwykle istotny podczas ekspresji antygenu i jego
pozniejszej prezentacji, gdyz tylko pelnej dlugosci OVA indukowala proliferacje limfocytow.
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