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1. Imie i Nazwisko

Adam Wasko

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Tytutl magistra — Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i Nauk

0 Ziemi, kierunek biologia, specjalnos¢ biologia srodowiskowa, 1996

Tytut pracy: ,Ekologia zachowan samic blotniaka stawowego w okresie rozrodu na

torfowisku weglanowym pod Chetmem”

Stopien doktora — Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i

Nauk o Ziemi, dziedzina: nauki biologiczne, dyscyplina: biologia, 2004

Tytut rozprawy: ,,Lactococcus lactis IBB 500 — nowe zrodto amylaz i pullulanazy”



3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Akademia Rolnicza w Lublinie, (w 2008 roku przeksztalcona na Uniwersytet Przyrodniczy w
Lublinie) Wydziat Nauk o Zywnosci i Biotechnologii,
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie,

10.1996 — 09.1997  asystent-stazysta w Katedrze Zoologii

10.1997 — 09.2004  asystent w Katedrze Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 1
Przechowalnictwa ( w 2006 roku przeksztatcona na Katedrg
Biotechnologii Zywienia Czlowieka i Towaroznawstwa Zywnosci)

10. 2004 — obecnie  adiunkt w Katedrze Biotechnologii Zywienia Cztowieka i
Towaroznawstwa Zywnosci

02.2014 —obecnie  adiunkt (% etatu ) w Zakladzie Biogeochemii Srodowiska
Przyrodniczego Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN

w Lublinie

a) Praca naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Studia biologiczne rozpoczatem w 1991 roku na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, zakonczytem je w 1996 roku uzyskaniem
tytutu magistra biologii bronigc prace magisterska pod tytulem: ,,Ekologia zachowan samic
btotniaka stawowego w okresie rozrodu na torfowisku weglanowym pod Chetmem”. Prace
zawodowa rozpoczatem w Katedrze Zoologii AR w Lublinie na stanowisku asystenta-
stazysty (1.10.1996 r.), a nastepnie od 1.10.1997r. na stanowisku asystenta w Katedrze
Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 1 Przechowalnictwa. Moje pierwsze prace
badawcze, a takze prace doktorska wykonywalem pod kierunkiem naukowym prof. dr hab.
Zdzistawa Targonskiego dotyczyly one wykorzystania amylolitycznych bakterii kwasu
mlekowego (ang. ALAB) w konwersji surowcoOw skrobiowych. Wraz z podjeciem nowej
tematyki badawczej doskonalitem sw¢j warsztat naukowy oraz zdobywalem do$wiadczenie
odbywajac szereg szkolen i stazy naukowych w renomowanych uczelniach kraju: Gdansk,

Poznan. Wiosng 1998 roku odbylem 2-miesigczny staz naukowy w Zaktadzie Immunologii 1



Mikrobiologii PAN w Olsztynie pod kierunkiem prof. dr hab. Lucjana Jedrychowskiego. W
latach 1998-2000 bylem jednym z glownych wykonawcow projektu badawczego pt:
»Wytwarzanie 1 charakterystyka amylaz oraz klonowanie genu amylolitycznego szczepu
Lactococcus lactis”. Projekt dotyczyt identyfikacji genu, poznania jego sekwencji oraz
mozliwosci jego klonowania. Badania w ramach wspomnianego projektu prowadzone byty
we wspotpracy z Instytutem Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie, dzieki temu mogltem
pracowa¢ w Zaktadzie Biochemii Drobnoustrojow pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka
Bardowskiego. W latach 2001-2004 uczestniczylem w kolejnym wspolnym projekcie
badawczym z Instytutem Biochemii i Biofizyki PAN pt: ,,Identyfikacja i analiza funkcjonalna
gendw regulujacych katabolizm laktozy i skrobi u Lactococcus lactis ”. Rezultaty w/w badan

zostaty zastrzezone w 4 patentach polskich 1 2 migdzynarodowych:

v" Sposob jednoczesnego wytwarzania biomasy bakteryjnej i kwasu mlekowego.
Bardowski, J., Doman, M., Targonski, Z., Wasko, A., PL 194469 B1.- Zglosz. nr
346747 z dn. 2001.03.29; Opubl. 2007.06.29

v Sposdb jednoczesnego wytwarzania biomasy bakteryjnej i enzyméw amylolitycznych.
Bardowski, J., Doman, M., Targonski, Z., Wasko, A., PL 194465 B1.- Zgltosz. nr
346746 z dn. 2001.03.29; Opubl. 2007.06.29

v" Gen plazmidowy, sposdb otrzymywania tego genu, kodowany przez ten gen enzyme
amylolityczny, oraz jego zastosowanie. Bardowski, J., Doman, M., Targonski, Z.,
Wasko, A., Renault, P., Mondoloni, J., PL 194475 B1. — Zglosz. nr 348789 z dn.
2001.07.19; Opubl. 2007.06.29

v’ Preparat probiotyczny dla zwierzat ro$linozernych Bardowski, J., Doman, M.,
Targonski, Z., Wasko, A., Renault, P., Mondoloni, J., PL 200549 B1. - Zgtosz. nr
354667 z dn. 2002.06.21; Opubl.2009.01.30

v A lactococcus gene, the amylolytic enzyme it encodes its application. Bardowski, J.,
Doman, M., Targonski, Z., Waske, A., Renault, P., Mondoloni, J., WO 2003/008587
A3. —Zglosz. nr PCT/PL2002/000041 z dn. 2002.06.26, Opubl. 2003.01.30

v Plasmid gene, ways of acquring this gene, the amylolytic enzyme it encodes and its
application. Bardowski, J., Doman, M., Targonski, Z., Wasko, A., Renault P,
Mondoloni, J., US 7417135 B2. - Zgtosz. nr 10/488,645 z dn. 2002.06.26; Opubl.
2008.08.26

Moja praca doktorska zwigzang byla z tematyka badawcza, ktora bardzo $cisle wigzata sie

z realizowanymi w owym czasie grantami. Przeprowadzone badania dotyczyty
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charakterystyki biochemicznej kompleksu enzymatycznego rozkladajacego skrobie i
wytwarzanego przez wyizolowany ze §rodowiska szczep Lactococcus latis IBB 500 oraz jego
transformanty genetyczne Lactococcus latis IBB 502 i IBB 514. Opisany kompleks sktadat
si¢ z dwoch enzymow: a-amylazy hydrolizujacej wigzania o-1,4- glikozydowe oraz
pullulanazy hydrolizujacej wigzania a-1,6-glikozydowe w skrobi. Poza charakterystyka tych
enzymOw celem mojej pracy doktorskiej byto réwniez biotechnologiczne wykorzystanie
badanych szczepow do jednoczesnego wytwarzania kwasu L(+) mlekowego, enzymow
amylolitycznych oraz biomasy bakteryjnej na roznych surowcach skrobiowych. W pierwszym
ctapie badan zoptymalizowano warunki hodowli szczepu natywnego oraz jego
transformantéw w celu wydajnej biosyntezy kompleksu enzymatycznego hydrolizujacego
skrobi¢, do$wiadczenia te zakonczono hodowlami bakterii w warunkach kontrolowanych
uzywajac do tego celu bioreaktorow. Wykazano ze utrzymanie pH na stalym poziomie
rownym 6,0 oraz mieszanie §rodowiska z szybkoscig 150 obr/min pozwalata na uzyskanie
najwyzszych aktywnosci kompleksu enzymatycznego po 12 godzinach hodowli
fermentorowej 1 byty to warto$ci wyzsze w przedziale 23-54% (w zalezno$ci od szczepu) w
porownaniu do hodowli w warunkach nieregulowanego odczynu §rodowiska. Na tym etapie
badan stwierdzono, ze transformanty genetyczne szczepu natywnego byly znacznie bardziej
wrazliwe na warunki hodowli i nawet ich niewielkie zmiany powodowaty zahamowanie

wytwarzania enzymow.

Kolejne badania zmierzaly do rozdzielenia obu enzyméw wchodzacych w  sktad
kompleksu oraz ich charakterystyki (zbadanie wptywu pH, temperatury oraz jonow metali na
ich aktywno$¢ i stabilno$¢ oraz okreslenie specyficznosci substratowej o-amylazy i
pullulanazy). Do oczyszczenia badanych enzymow wykorzystano techniki chromatografii
jonowymiennej, saczenia molekularnego oraz chromatooogniskowania. W wyniku rozdziatow
chromatograficznych z powodzeniem rozdzielono oba enzymy i otrzymano je w formie
wysokooczyszczonych preparatow, ktore scharakteryzowano od strony fizykochemicznej
poprzez wyznaczenie ich masy czasteczkowej, punktéw izoelektrycznych, zawartosci
weglowodanéw  w  czgsteczce, stalych kinetycznych oraz aktywno$ci przy roznych
warto$ciach pH i temperatury. Uzyskane preparaty enzymow Lactococcus lactis IBB 500 oraz
jego transformantow genetycznych IBB 502 i IBB 514 wykorzystano do hydrolizy
enzymatycznej skrobi przebiegajacej w ustalonych wcze$niej warunkach optymalnych.
Stopien scukrzenia skrobi w przypadku zastosowanych komplekséw a-amylaz i pullulanaz

miescit si¢ w przedziale 63,5- 69,2%. Analiza produktow koncowych hydrolizy skrobi



potwierdzita synergistyczne dziatanie obu enzymow, a obecno$¢ maltotriozy, maltotetraozy i
glukozy byta najprawdopodobniej przyczyna represji katabolicznej majacej wpltyw na
biosyntez¢ obu enzyméw w hodowli bakterii. Koncowym etapem badan bylo praktyczne
wykorzystanie natywnego szczepu Lactococcus lactis IBB 500 do syntezy kwasu mlekowego
Z surowcéw skrobiowych. Zaletg amylolitycznych bakterii mlekowych wykorzystywanych do
tego celu jest brak konieczno$ci stosowania dodatku preparatdow enzymatycznych. Sposréd
réznych surowcéw skrobiowych zastosowanych w tym celu najlepsze wyniki uzyskano
stosujgc make zytnia w hodowlach okresowych ze stata regulacja pH na poziomie 6,0.
Wydajno$¢ fermentacji w takich warunkach wynosita 82%, przy czym zdecydowana

wiekszos$¢ uzyskanego kwasu mlekowe byta to fizjologiczna forma L(+).

Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej byly tematem 2 artykulow
opublikowanych w czasopismach o zasiegu migdzynarodowym oraz 7 doniesien

konferencyjnych:

v' Wasko, A., Polak-Berecka, M., Targonski, Z., 2010: A new protein of a-amylase
activity from Lactococcus lactis. Journal of Microbiology and Biotechnology. 20(9),
1307-1313.

v" Wasko, A., Polak-Berecka, M., Targonski, Z., 2011: Purification and characterization
of pullulanase from Lactococcus lactis. Preparative Biochemistry and Biotechnology.
41, 252-261.

Obrona dysertacji doktorskiej pt. ,,Lactococcus lactis IBB 500 — nowe zrodto amylaz i
pullulanazy” na podstawie ktorej uzyskatem stopien naukowy doktora nauk biologicznych
odbyla si¢ na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w
czerwcu 2004 roku. Rozprawa doktorska zostala wyrézniona nagroda indywidualng II°
Rektora AR w Lublinie.



4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego 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) tytul osiagniecia naukowego
Osiagni¢cie naukowe stanowi jednotematyczny cykl siedmiu publikacji pod wspolnym

tytulem:

Charakterystyka wybranych bialek egzoproteomu oraz
czynnikéw wzrostu szczepow bakterii z rodzaju Lactobacillus i
Bifidobacterium

b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)
Publikacje wchodzace w sktad zglaszanego osiggnigcia naukowego to 7 oryginalnych
prac eksperymentalnych:

1. Wasko, A., Polak-Berecka, M., Kuzdralinski, A., Skrzypek, T., 2014: Variability of
S-layer proteins in Lactobacillus helveticus strains. Anaerobe. 25, 53-60.

2. Wasko, A., Szwajgier, D., Polak-Berecka, M., 2014: The role of ferulic acid
esterase in the growth of Lactobacillus helveticus in the presence of phenolic acids and
their derivatives. European Food Reasearch and Technology. 238(2), 299-306.

3. Wasko A., Polak-Berecka, M., Paduch, R., Jozwiak, K., 2014: The effect of
moonlighting protein on the adhesion and aggregation ability of Lactobacillus
helveticus. Anaerobe. 30, 161-168.

4. Wasko, A., Polak-Berecka, M., Gustaw, W., 2013: Increase viability of probiotic
Lactobacillus rhamnosus after osmotic stress. Acta Alimentaria. 42, 520-528.

5. Wasko, A., Kieliszek, M., Targonski Z., 2012: Purification and characterization of
a proteinase from the probiotic Lactobacillus rhamnosus OXY. Preparative
Biochemistry and Biotechnology. 42, 476-488.

6. Wasko, A., Kordowska-Wiater, M., Podlesny, M., Polak-Berecka, M., Targonski,
Z., Kubik-Komar, A., 2010: The Plackett-Burman design in optymization of media



components for biomass production of Lactobacillus rhamnosus OXY. Acta Biologica
Hungarica. 61(3), 344-355.

7. Wasko, A., Polak-Berecka, M., Kalita, M., 2012: Protein profiles from intact cells
as a tool in Bifidobacterium characteristics. Polish Journal of Microbiology. 61(4),
305-310.

Laczny impact factor publikacji wchodzacych w sktad zglaszanego osiggnigcia naukowego
zgodnie z rokiem opublikowania: 8,509
Suma punktow za publikacje wchodzace w sktad zglaszanego osiggni¢cia naukowego zgodnie

z wykazem MNiSW: 145 pkt

b) oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

WPROWADZENIE

Proteom to pelny zestaw biatek ulegajacych w komorce ekspresji, a tym samym to
wszystkie produkty translacji wystepujace w komorce. Analiza proteomu czy tez jego czesci
ma wyrazng przewage nad profilowaniem transkrypcji poniewaz wigkszos¢ funkcji gendw
jest realizowana przez biatka. W komorkach nie istnieje idealna korelacja pomigdzy mRNA a
bialkami. Dlatego tez badania proteomiczne umozliwiaja bezposrednie zrozumienie ich
funkcji komorkowych. Problematyka badawcza zwigzana z kompleksowa analiza biatek
komorkowych bakterii w badaniach naukowych obecna jest juz od lat 90-tych XX wieku.
Rozw¢) metod wysokowydajnego sekwencjonowania biatek w oparciu o spektrometri¢ mas
przyczynit si¢ do opracowania kryteriow podzialu proteomu bakterii. Wsrod kilku réznych
subproteomow wyrézniono réwniez egzoproteom®. Aktualne badania definiuja egzoproteom
jako biatkowe produkty genéw chromosomalnych transportowane przez blony
cytoplazmatyczne komorki 1 zlokalizowane catkowicie lub cze$ciowo na ich powierzchni,

badz wydzielane do srodowiska, w ktorym sg aktywne biologicznie.

! Greenbaum, D.; Luscombe, N.M.; Jansen, R.; Qian, J.; Gerstein, M. Interrelating different types of genomic
data, from proteome to secretome: *oming in on function. Genome Res. 2001, 11, 1463-1468.
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W badaniach nad mikrobiomem réznych nisz ekologicznych cztowieka (ang. Human
Microbiome Project) mikrobiocenoza przewodu pokarmowego zawiera najwicksza ilos¢
calkowicie poznanych genomoéw bakterii (717 z 2674). Fakt ten wymownie §wiadczy o
istotnej roli autochtonicznych bakterii dla prawidtowego funkcjonowania organizmu
cztowieka. Wsrdd tej grupy mikroorganizmow najwigksze zainteresowanie naukowcoOw od lat
budza bakterie z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium. Wedtug standardéow przyjetych
przez WHO (Swiatowa Organizacje Zdrowia) okoto 15% znanych gatunkéw z rodzaju
Lactobacillus i 30% gatunkow z rodzaju Bifidobacterium zostalo uznanych za bakterie
probiotyczne, ktorych spozywanie wywiera korzystny wptyw na organizm gospodarza. Z tego
powodu niezwykle istotnym zagadnieniem jest poznanie mechanizmow aktywnosci
fizjologicznej bakterii kwasu mlekowego, w tym szczepow probiotycznych. Podstawg tej
aktywnos$ci jest poznanie funkcji biologicznej poszczegdlnych skladnikow komorkowych
bakterii, ktore wptywaja na tak wazne procesy jak chociazby auto, koagregacja czy tez
adhezja do komorek nabtonka jelita. Aktualne wyniki badan publikowane w renomowanych
czasopismach naukowych zwracaja szczeg6lng uwage na wiasciwosci powierzchni komorek
bakterii mlekowych takie jak hydrofobowos¢, obecno$¢ kwasoéw thuszczowych oraz biatek.
Szczegdtowa analiza powierzchni komorki umozliwila scharakteryzowanie struktur
powierzchniowych oraz przypisanie im odpowiednich funkcji biologicznych. Jednym z
elementow tych badan jest analiza egzoproteomu komorek baterii z rodzajow Lactobacillus i
Bifidobacterium. Egzoproteom bakterii jelitowych zostal podzielony na dwie grupy biatek:
wydzielane na zewnatrz komorki oraz zwigzane z ich powierzchnig. W pierwszej grupie
biatlek mozna wyr6zni¢ bakteriocyny oraz inne biatka dziatajace bojczo na pokrewne
mikroorganizmy, enzymy oraz ich inhibitory, a takze homologii bialek powierzchniowych.
Druga grupa biatek jest zroznicowana ze wzgledu na sposob wigzania si¢ z komorka, dlatego
tez cecha ta stala si¢ podstawa podziatu ich na oddzielne kategorie. Na powierzchni $ciany
komorkowej bakterii jelitowych zidentyfikowano szereg bialek (I) zakotwiczonych w blonie
cytoplazmatycznej za posrednictwem N- lub C-koncowej domeny o wlasciwosciach
hydrofobowych. Biatka tej kategorii sa wydzielane na zewnatrz komorki przez system
translokacji Sec, najczgdciej posiadaja peptyd sygnatowy, ktéory moze by¢ odcinany w
zalezno$ci od miejsca lokalizacji (C-koniec, Typ I, II), badz tez moze pozostawaé w
strukturze biatka (N-koniec) zakotwiczony w btonie cytoplazmatycznej. Dotychczas poznana
rola tych bialek to transport, metabolizm zwigzany z powierzchnig komorki, przenoszenie
sygnatow oraz modyfikacje biatek. Lipoproteiny (II) to duza grupa biatek zakotwiczonych w

btonie komodrkowej bakterii jelitowych i wchodzacych w sktad egzoproteomu. Biatka te
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transportowane sg na zewnatrz komorki za posrednictwem szlaku transportu bialek Sec ich
cecha wspolng jest obecnos¢ peptydu sygnalowego zawierajacego charakterystyczne domeny
typu N, H i C. Bardzo charakterystycznym motywem wchodzacym w sktad domeny C jest
motyw nazywany ,lipobox” [L-(A/S)-(A/G)-C], ktéry bierze bezposredni udzial w
transporcie tej grupy biatek. Stwierdzono, ze lipoproteiny wigza si¢ z powierzchnig komorki
dzigki wigzaniom kowalencyjnym, w ktorych uczestnicza reszty cysteiny budujace
,lipobox”. Lipoproteiny odpowiedzialne sg za adhezje komorek, oporno$¢ na antybiotyki
komorek, a takze transport i fatdowanie biatek oraz biorg udziat w transporcie substratow za
posrednictwem ABC transporterow komoérkowych. Jedng z najlepiej poznanych kategorii
biatek powierzchniowych bakterii jelitowych sg biatka swoiscie rozpoznawane przez sortazg
(1. Na swoim C-koncu zawieraja one motyw LPXTG, ma on charakter wysoce
konserwatywny w roznych bialtkach co pozwala na rozpoznawanie go i cigcie enzymatyczne
przez zwykle jeden rodzaj sortaz (StrA) specyficznych gatunkowo. Mechanizm ten umozliwia
rozcinanie wigzania peptydowego migdzy resztami treoniny i glicyny w motywie LPXTG,
a nastepnie biatko przylaczane jest wsposéb kowalencyjny do grup aminowych
peptydoglikanu w $cianie komorkowej. Wigkszos¢ biatek nalezagca do tej Kategorii
odpowiedzialna jest za procesy wigzania do kolagenu, aglutyniny i nabtonka jelita cho¢ sa
wsrod nich réwniez enzymy. Ostatnig zdefiniowana kategorig biatek wchodzaca w sklad
egzoproteomu bakterii jelitowych sg biatka niekonwalencyjnie zwigzane ze $ciang komorki i
posiadajace w swojej strukturze charakterystyczne domeny (IV). Domeny te zostaly

rozpoznane i zdeponowane w publicznej bazie danych Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/)

najwazniejsze z nich to: LysM (Pfam PF01476), domena wigzaca choling (Pfam PF(01473),
domena wigzaca peptydoglikany (Pfam PF01471), SHL (Pfam PF00395). Biatka tej grupy to
glownie enzymy zwigzane z powierzchnig komorki, ale takze biatka odpowiedzialne za
interakcje komorki ze srodowiskiem oraz innymi organizmami. Na szczeg6lng uwage w tej
grupie zastuguja biatka powierzchniowe S (S-layer) stanowigca najbardziej zewnetrzng
warstwe komorek wielu gatunkow z rodzaju Lactobacillus. Biatka te to glikoproteiny o
masach w przedziale 25-71 kDa, o wysokim punkcie izoelektrycznym 9-10,3 nadajgcym im
charakter zasadowy z charakterystyczna krystaliczng strukturg. Ze wzgledu na swoje
wlasciwosci sg one przedmiotem wielu badan aplikacyjnych w takich dziedzinach jak

nanobiotechnologia czy biofarmacja.
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Poza opisanymi powyzej biatkami stanowigcymi egzoproteom bakterii jelitowych
ostatnie lata przyniosty informacje na temat biatek ,,moonlighting?, ktére zidentyfikowano
na powierzchni komodrek bakterii jelitowych. Biatka te pelniag wigcej niz jedng funkcje
komorkowa 1 zwigzane sg z takimi procesami komérkowymi jak glikoliza, biosynteza biatek
oraz udzial w ich faldowaniu czy stabilizacjg struktury DNA, natomiast na powierzchni
komorki pelnig funkcje adhezyn. Najbardziej znane z nich to dehydrogenaza aldehydu 3-
fosfoglicerynowego (GAPDH), enolza, fosfofruktokinaza, GroEL, DnaK i wiele innych.
Cechg aczaca wszystkie poznane dotychczas biatka wielofunkcyjne ,,moonlighting” jest brak
w swojej strukturze domen odpowiedzialnych za transport na zewnatrz komorki i kotwiczenie
biatka na jej powierzchni. Jak do tej pory wyjasnienie tego mechanizmu jest nie znane,
wydaje si¢ ze najbardziej prawdopodobng hipoteza jest uwalnianie biatek ,,moonlighting” z
komorek uszkodzonych i ich wtérne wigzanie na powierzchni komoérek zywych. Nalezy
zwroci¢ uwage ze bez rozwoju technik badawczych gel-based (2DE) i gel-free opartych o
spektrometri¢ mas mozliwosci badania egzoproteomu byly by ograniczone albo wrecz

niemozliwe.

CEL BADAN

Celem badan byta analiza biochemiczna 1 strukturalna bialek wchodzacych w skiad
egzoproteomu wybranych szczepow bakterii z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium w
powigzaniu z ich funkcjg biologiczng. Ponadto, w ramach przeprowadzonego cyklu
doswiadczen podjeto  probe  wykorzystania  bialek  egzoproteomu do  celow

biotechnologicznych.

OMOWIENIE PRZEPROWADZONYCH BADAN

Ze wszystkich bialek tworzacych egzoproteom bakterii z rodzaju Lactobacillus  w

najwigkszej ilosci wystepuja w komorkach biatka powierzchniowe S, ich 1lo§¢ moze stanowic

? Kainulainen, V.; Korhonen T.,K. Dancing to Another Tune—Adhesive Moonlighting Proteins
in Bacteria. Biology. 2014, 3, 178-204.
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nawet do 20% wszystkich biatek komorkowych. Tak wydajna synteza tej frakcji biatek
komoérkowych mozliwa jest dzieki potaczeniu bardzo silnego promotora gendéw kodujacych te
biatka z wysoce stabilnym mRNA. Badania morfogenezy warstwy S in vivo wykazaly, ze
biatka sg syntezowane z wysoka szybkoscig rzedu 500 jednostek na sekundeg, nastepnie
transportowane na powierzchni¢ komoérki i wbudowywane do istniejgcej wezesniej sieci.
Badania regulacji genetycznej biosyntezy biatek powierzchniowych S u réznych gatunkow
bakterii wykazaty, ze ten sam gatunek moze wytwarza¢ rézne biatka powierzchniowe.
Roéznicowanie biatek powierzchniowych moze by¢ wazng strategia ewolucyjng bakterii w
odpowiedzi na zmieniajgce si¢ warunki srodowiska. Zmienno$¢ ewolucyjna doprowadzita do
powstania nowych typow bialek powierzchniowych — poprzez ekspresje roznych gendéw lub
przez rekombinacj¢ fragmentu sekwencji kodujacej biatka S. Powyzsze aspekty badan oraz
mozliwo$¢ wykorzystania ich w biotechnologii, sklonity mnie do badahn nad biatkami
powierzchniowymi S bakterii Lactobacillus helveticus pochodzacych z Polskiej Kolekcji
Mikroorganizméw z siedzibg we Wroctawiu i wyizolowanych z tej samej niszy ekologiczne;.
Pierwszy etap badan dotyczyt identyfikacji biatek powierzchniowych u 11 szczepow
bakterii Lactobacillus helveticus zaréwno na poziomie fenotypowym jak i identyfikacji
gendw  kodujacych powyzsze biatka. Identyfikacj¢ bialek powierzchniowych S
przeprowadzono metodami elektroforetycznymi, zarowno w przypadku catych komorek
bakterii, jak i po ich izolacji przy pomocy chlorku litu jako czynnika chaotropowego, ktory
poprzez rozerwanie wigzan wodorowych i reakcje podstawiania kationow Li* wydziela biatka
z powierzchni komorek [ Anaerobe, 2014]. Dodatkowo wykonano zdjecia komorek
L. helveticus przy pomocy transmisyjnego mikroskopu elektronowego, ktore bardzo wyraznie
wykazaty obecnos$¢ trojwarstwowej struktury §ciany komoérkowej wraz z warstwa biatek S.
Rownolegle wykonano analizy obecnosci gendw kodujacych biatka powierzchniowe S
w badanych szczepach wraz z ich sekwencjonowaniem. W wyniku przeprowadzonych analiz
stwierdzono, ze pi¢¢ szczepdw, sposrod wszystkich przebadanych 1 wyizolowanych
z produktow mlecznych, nie wytwarzalo biatek powierzchniowych S. Informacja ta jest
niezwykle warto$ciowa z uwagi na fakt, ze wielu autorow uzywato gendw kodujacych biatka
powierzchniowe S jako markerow genetycznych charakterystycznych dla gatunku
Lactobacillus helveticus oraz zaliczato je do gendow podstawowego metabolizmu. Z drugiej
strony uzyskane wyniki sugeruja, ze warstwa S nie jest niezbedna do przezycia komorek
bakterii w S$rodowisku o relatywnie niskim pH 1 raczej stanowi ceche adaptacyjng
pozwalajaca na bytowanie w okreslonej mikroniszy ekologicznej. W kolejnym etapie badan

wyizolowane i rozdzielone na zelu biatka poddano sekwencjonowaniu metoda LC-MS/MS, a
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takze przeprowadzono western-blotting wraz z degradacja Edmana. W jej wyniku
stwierdzono, ze biatka powierzchniowe S wyizolowane z polskich szczepoéw L. helveticus
mialy masy czasteczkowe w przedziale 42-43,8 kDa oraz wysokie wartosci pl 9,1-9,3.
Jednoczesnie przeprowadzono analize¢ modyfikacji potranslacyjnych wyizolowanych biatek
powierzchniowych, ktora wykazata ze sg one glikoproteinami. Analiza poréwnawcza
sekwencji wszystkich wyizolowanych bialek powierzchniowych S wykazata podobienstwo na
poziomie 95-97%. Pomimo tego analiza bioinformatyczna badanych sekwencji bialek
zgrupowata je w dwie odrebne gat¢zie filogenetyczne. Pierwszg tworzg biatka wytwarzane
przez szczepy L. helveticus 80, 141, B734, i T159 drugg natomiast biatka szczepow T104 i
T105. U wszystkich badanych szczepdéw stwierdzono obecnos¢ peptydu sygnalowego,
aczkolwiek w biatkach izolowanych ze szczepow 80, 141, B734 sktadal si¢ on z 18
aminokwasow, a w bialkach pochodzacych ze szczepow T104, T105 i B734 z 30
aminokwasow. Na podstawie sekwencji bialek powierzchniowych S wyizolowanych z sze$ciu
analizowanych szczepoéw L. helveticus przewidziano obecno$¢ nastepujacych struktur Il
rzedowych: a-helisy 12,8-25,05%, B-kartki 25,2-30,4%, losowych zwojow 46,9-68%.
Szczegdtowa analiza lokalizacji powyzszych struktur II rzedowych wykazata wysokie
podobienstwo szczepéw T104, T105 1 T159. Posiadly one 3 wyrazne regiony strukturalne
a-helisy z czego pierwszy obejmowat 16 aminokwasowy fragment peptydu sygnatowego,
pozostale dwa znajdowaty si¢ w centralnej cz¢séci biatek oraz jedng struktur¢ wydhuzonych
nici (ang. extended strand) zwiazanych z C-koncem biatka. W przypadku szczepow 80, 141 i
B734 wykazano brak struktury o-helisy w peptydzie sygnalowym przy jednoczesnej
zwigkszonej 1ilosci wystepowania tych struktur w tancuchach analizowanych biatkach
powierzchniowych S. Jednocze$nie stwierdzono zwigkszony udziat procentowy losowych
zwojow W strukturze Il-rzgdowej biatek pochodzacych z powyzszych szczepow. Wykonano
rowniez analize filogenetyczng w oparciu o sekwencje wyizolowanych biatek
powierzchniowych S w obrebie rodzaju Lactobacillus. Uzyskane wyniki potwierdzity
rezultaty poprzednich eksperymentow mowigce o tym, ze analizowane bialka
powierzchniowe S nalezg do dwoch grup sekwencji i zajmujg inne miejsce na drzewie
filogenetycznym. Pierwsza z nich (biatka szczepow 80, 141, B734 1 T159) wykazywata
wysoki stopien podobienstwa (83-86%) do biatka powierzchniowego kolekcyjnego szczepu
L. helveticus R0052, natomiast druga grupa (biatka szczepow T104 i T105) byla
filogenetycznie bliska (w 63%) bialku powierzchniowemu S, izolowanemu ze szczepu L.
helveticus DSM 20075. Nalezy zwr6ci¢ uwagg, ze pomimo wysokiego poziomu homologii

(85%) genow slpH kodujacych analizowane biatka S w polskich szczepach L. helveticus
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charakteryzowaly si¢ one heterogenicznoscig sekwencji nukleotydowych. Badania te
potwierdzaja, ze pomimo tego, iz badane szczepy wyizolowane zostaly z tej samej niszy
ekologicznej, to presja selekcyjna srodowiska spowodowata zmienno$¢ w genach kodujacych
biatka powierzchniowe S, co jest rowniez widoczne w sekwencji I 1 II rzgdowej biatek.

We wstepnych doswiadczeniach dotyczacych zmiennosci w budowie biatek
powierzchniowych S u bakterii L. helveticus wykazano, ze nie wszystkie szczepy wytwarzaja
powyzsze struktury. Wiedza ta sklonila nas do kontynuowania badan dotyczacych roli
fizjologicznej warstwy S u bakterii mlekowych. Warto zwrdci¢ uwage, ze dotychczas
w literaturze $wiatowej nie opisano stabilnych mutantéw bakterii z rodzaju Lactobacillus
pozbawionych bialek powierzchniowych S. Dlatego tez mozliwo$¢ wykonania badan na
natywnych szczepach wytwarzajacych 1 pozbawionych tej struktury byla szczegolnie
interesujaca zarowno w badaniach podstawowych jak i aplikacyjnych. Z uwagi na duzy udziat
w diecie czlowieka sktadnikow zawierajacych kwasy fenolowe i ich pochodne, celowym byto
zbadanie wptywu tych zwigzkow na wzrost wybranych szczepow bakterie L. helveticus
[ European Food Research and Technology, 2013]. W tym celu 38 strukturalnie r6znych
pochodnych kwasu benzoesowego i cynamonowego uzyto jako czynnika hamujacego wzrost
szczepow T159 (wytwarzajacych warstwe S) 1 T103 (pozbawionych biatek S). W przyjetym
modelu badawczym zatozono, zgodnie z danymi literaturowymi, ochronne dziatanie biatek S
przed negatywnym dziataniem czynnikoéw Srodowiskowych takich jak m.in. wysokie st¢zenia
kwasow fenolowych i ich pochodnych. Wyniki eksperymentow przeprowadzonych na tym
etapie pokazaty, ze zardwno wartosci MIC jak i MBC w przypadku szczepu T103 byty
znacznie wyzsze, co wskazuje na to, iz brak biatek powierzchniowych S nie wptywa na
obnizenie wrazliwosci komorek na obecno$¢ w srodowisku kwasoéw fenolowych i ich
prostych pochodnych. W obu badanych szczepach wykazano prawidlowos$¢ zwigzang z tym,
ze kwas cynamonowy i jego pochodne silniej hamowaty wzrost obu badanych szczepow niz
pochodne kwasu benzoesowego. Mozna to wytlumaczy¢ obecnoscia w ich strukturze
bocznych tancuchéw propionowych nadajacych lipofilowy charakter tym zwigzkom, tym
samym ulatwiajac ich wnikanie do komoérki. Wykazano roéwniez bezposredni zwigzek
pomigdzy obecno$cia grup funkcyjnych i ich rozmieszczeniem w strukturze pochodnych
kwasow fenolowych, a ich aktywnos$cig antymikrobiologiczng. Szczegdlnie istotna jest
obecno$¢ grup OH i OCHz w pozycji orto jako podstawnikéw w kwasach fenolowych.
Opisane wyniki okazaly si¢ zaskakujgce w stosunku do pierwotnych oczekiwan, dlatego tez
w kolejnych eksperymentach podjgto probg wyjasnienia zjawiska zwigkszonej wrazliwosci

bakterii wytwarzajacych biatka powierzchniowe S na pochodne kwasow fenolowych. Z uwagi
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na fakt, ze warstwa S pokrywa bardzo szczelnie calg powierzchni¢ komorek szczepow
bakterii ja wytwarzajacych, to wplywa ona jednoczes$nie na wlasciwosci fizykochemiczne
catych komoérek. Wykazano, ze silnie zasadowa natura biatek powierzchniowych S wptywa
na wysoce hydrofobowe wiasciwosci komorek szczepu T159. Tym samym zwigzki fenolowe
efektywniej wnikaja w jej warstwe, wigzac si¢ z komorka 1 powoduja jej uszkodzenie,
zaburzajac jednocze$nie procesy transportu oraz niektdre szlaki komoérkowe. Dodatkowo,
analiza aktywnos$ci enzymatycznych obu badanych szczepéw wykazata, ze szczep T159
wytwarzat nie tylko biatka powierzchniowe S, ale réwniez esteraze kwasow fenolowych
(FAE). Aktywno$¢ tego enzymu stwierdzono zaréwno na poziomie komorkowym jak
i w ptynach pohodowlanych niezaleznie od wieku hodowli, co sugeruje jego konstytutywny
charakter biosyntezy. Zwigzek pomigdzy hamowaniem wzrostu bakterii przez estry kwasow
fenolowych, a obecno$cig esterazy w komorkach bakterii jest bardzo silny i1 wigze si¢
z dziataniem enzymu, ktorego produktem sa wolne kwasy fenolowe charakteryzujace si¢
znacznie wyzsza toksycznos$cig niz ich estry. Obecno$¢ enzymu zarowno wewnatrz komorki
jak 1 w jej otoczeniu powoduje synergistyczne dzialanie wolnych kwaséw fenolowych na
komorki bakterii. Nalezy pami¢tad, ze analizowany model biologiczny jest niezwykle ztozony
1 nie da si¢ w sposob jednoznaczny wykazaé zaleznosci pomiedzy metabolizowaniem,
wigzaniem oraz transportem kwasow fenolowych przez poszczegodlne struktury komorkowe.
Warto zauwazyé, ze podjeta proba okreslenia roli struktur komodrkowych wnosi nowe
spojrzenie na biologiczng transformacj¢ kwasoéw fenolowych przez bakterie jelitowe.

Kolejny cykl podjetych eksperymentow dotyczyl zagadnien zwiazanych z adhezja
komorek bakterii gatunku Lactobacillus helveticus do nabtonka jelita. Modelem badawczym
uzytym w tych do$wiadczeniach byly opisane w poprzedniej pracy szczepy wytwarzajace
warstwe biatek S na powierzchni komorki i bakterie pozbawione tej struktury [Anaerobe, 30,
161-168]. Powodem podjg¢cia tej tematyki byta proba odpowiedzi na pytanie o rolg
poszczegbdlnych struktur powierzchniowych w procesie adhezji. Istniejg doniesienia, ze
jednym z najwazniejszych biatek adhezyjnych sg wtasnie biatka powierzchniowe S, dlatego
tez weryfikacja tej hipotezy w odniesieniu do nowo wyizolowanych szczepdw jako bakterii o
potencjalnie probiotycznym byla niezwykle istotna. Majac na uwadze, ze w mechanizmie
adhezji komorek bakterii do S$cian jelita duza rol¢ odgrywaja rowniez inne biatka o
charakterze adhezyn, pierwszym krokiem w podjetych badaniach byla analiza ekspres;ji
wszystkich biatek powierzchniowych w obu badanych szczepach. Do tego celu
wykorzystano, po raz pierwszy w tego typu badaniach, metode label-free oparta na

identyfikacji oraz analizie ilosciowej bialek przy pomocy LC-MS/MS w dwoéch
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poréwnywanych probkach. Dzigki tej metodzie zidentyfikowano 139 biatek zlokalizowanych
na powierzchni komorek w obu szczepach. Analiza bioinformatyczna tych bialek pokazala, ze
sa to bialka cytoplazmatyczne, blonowe, zwigzane ze $ciana komorkowa oraz
zewnatrzkomoérkowe. Sposrod puli opisanych biatek ekspresja 25-ciu z nich byta wyzsza w
szczepie T159 z czego 8 z nich zostato zidentyfikowanych jako biatka ,,moonlighting”.
Definicja ,,moonlighting” $ci§le okresla jakie cechy powinno posiada¢ biatko zaliczanej do tej
grupy. Przede wszystkim musi mie¢ charakter autonomiczny, gdzie poszczeg6lne domeny nie
pethia oddzielnych funkcji tylko dziatajg jako catos¢. Ponadto funkcje jakie peini biatko nie
moga wyklucza¢ si¢ nawzajem. W badanym szczepie byly to nastepujace grupy biatek:
enzymy szlaku glikolitycznego (enolaza, fosfogliceromutaza, kinaza fosfoglicerynianowa),
biatka zwigzane z procesami transportu i transkrypcji (biatko ABC transporterowe wigzace
substraty, 30S rybosomalne biatko S1, ET-Ts) oraz molekularne cheperony (GroEL i DnaK).
Tak wigc w przypadku szczepu wytwarzajacego warstwe S (T159) stwierdzono réwniez
podwyzszong ekspresj¢ bialek wielofunkcyjnych, w tym przypadku o dodatkowej funkcji jako
czynnikow adhezyjnych. Nalezy zwroci¢é uwage, ze prace te sg pierwszymi opisanymi
w literaturze $wiatowej badaniami na temat tej grupy biatek u Lactobacillus helveticus.
Roéwnolegle z badaniami proteomicznymi prowadzono eksperymenty wigzania komorek
szczepéw T159 1 T103 do komorek nabtonka jelita linii HT-29. Wyniki potwierdzily
zdecydowanie wigkszg adhezjg szczepu T159, wspotczynnik adhezji tego szczepu byl na
poziomie Ax=15,8 gdy w przypadku szczepu T103 osiagat zaledwie A4=1,82. Wraz
z doswiadczeniami na tkance jelita prowadzono badania zwigzane z autoagregacja
i kongregacjg szczepow T159 i T103 do innych gatunkéw bakterii G(+) i G(-). Eksperymenty
te wykonano w dwoch wariantach, tj. uprzednio izolujac z bakterii biatka powierzchniowe
przy pomocy chlorku litu 1 pozostawiajac komodrki z nieusunigtymi biatkami
powierzchniowymi. W obu przypadkach szczep T159 wykazywal znacznie wyzszy odsetek
komorek tworzacych agregaty w obrebie swojego gatunku jak i gatunkow o charakterze
chorobotworczym np. E. coli, S. ureus. Cecha ta jest niezwykle istotna z uwagi na fakt, ze
jest to jeden z elementéw kwalifikujacych szczepy bakterii mlekowych do szczepow
potencjalnie probiotycznych. Jednoczes$nie eksperyment ten pokazal, Ze usuniecie bialek
powierzchniowych z komorek redukuje ich zdolnosci autoagregacji od 50 do 80%. Role
biatek powierzchniowych w tym procesie szczegoélnie dobrze wida¢ w przypadku szczepu
T103, ktéorego komorki nie produkujgc biatek S 1 posiadajagc obnizong ekspresje biatek
adhezyjnych na powierzchni komorkowej tworza agregaty zdecydowanie stabiej po ich

usunigciu niz w przypadku szczepu T159. Dla potwierdzenia opisanego powyzej mechanizmu
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wykorzystano w dalszych badaniach zdjecia ze skaningowego mikroskopu elektronowego
pozwalajace na ocen¢ powierzchni komoérek badanych szczepow. Zdjgcia obrazowaty
ztozonos¢ strukturalng powierzchni bakterii, tzw. ,,profile width” pokazat, ze bezwzgledna
wartos¢ tego parametru w przypadku szczepu T159 wynosita 1,0-4,9 um podczas gdy
w przypadku szczepu T103 jedynie 1,0-1,7 um. Oczywiscie wyniki te nie wskazujg w sposob
jednoznaczny, ze roznice te wynikaty z obecnos$ci biatek na powierzchni komorek bakterii,
dlatego tez kolejnym krokiem byto wykorzystanie spektroskopii w podczerwieni FT-IR
w analizie badanych szczepéw. Widma uzyskane z tych analiz i nalozone na siebie nie
pozostawialy watpliwosci w okre$leniu jakie struktury powierzchni komorek decydujg
o roznicach w ich wygladzie na zdje¢ciach mikroskopowych. Zauwazalne réznice pomiedzy
szczepami widoczne byly w regionie drgan 1200-1800 cm™, ktéry to odpowiada wiazaniom
peptydowym w peptydach. W konteks$cie powyzszych analiz charakteryzujacych struktury
biologiczne powierzchni komorek szczepow L. helveticus zbadano ich wpltyw na
hydrofobowos$¢/hydrofilowos¢ komoérek wykorzystujac test MATS. W obu przypadkach
adherencja komorek do rozpuszczalnikow organicznych takich jak: chloroform, octan etylu
1 heksadekan wskazywata na ich hydrofobowa natur¢. Z drugiej jednak strony warto$ci
przylegania komorek do poszczegdlnych rozpuszczalnikow §wiadcza o tym, ze w przypadku
szczepu T103 komorki wykazujg rowniez cechy hydrofilowe. Podsumowujac ten etap badan
nalezy podkresli¢, ze mechanizm wigzania komoérek L. helveticus do tkanki jelita jest
w duzym stopniu uzalezniony od obecnos$ci na ich powierzchni struktur biatkowych
o charakterystyce czynnikow adhezyjnych (biatka S 1 ,,moonlighting”). Struktury te
jednoczesnie wplywaja na wlasciwosci fizyczne komorek bakterii ulatwiajace interakcje ze
srodowiskiem w procesach adhezji 1 agregacji. Interesujaca obserwacja jest fakt, ze biatka
wielofunkcyjne, ktore same w sobie nie posiadaja domen wiazacych je z komoérka moga
naleze¢ do tzw. biatek zwigzanych z warstwa S (ang. S-layer associated proteins, SLAPS ).
Opisane powyzej eksperymenty o charakterze badan podstawowych sktonity mnie do
wykorzystania tej] wiedzy w sposob praktyczny w biotechnologii mikroorganizmoéow. Jako
model eksperymentalny wykorzystano szczep Lactobacillus rhamnosus OXY, bedacy
probiotycznym komponentem powszechnie stosowanego na rynku polskim suplementu diety
Lakcid®. Produkt ten zawiera zliofilizowane komoérki zawieszone w medium protekcyjnym.
Glownym problemem przygotowania tego rodzaju preparatéw jest duzy spadek
przezywalno$ci komorek bakterii w wyniku warunkéw stresowych, ktore maja miejsce
podczas suszenia sublimacyjnego. Z tego tez powodu przeprowadzone badania miaty na celu

takie przygotowanie komodrek do procesu liofilizacji by zwigkszy¢ ich przezywalnos¢.
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Jednoczesnie przeprowadzono analiz¢ proteomiczng komorek bakterii w powigzaniu
z czynnikiem zwigkszajacym przezywalno$¢ komorek bakterii [Acta Alimentaria, 2013]. W
opisanych badaniach przeanalizowano wplyw szoku osmotycznego na przezywalno$¢
komorek bakterii po procesie liofilizacji. Zastosowanie tego czynnika w procesie hodowli
1 przygotowania bakterii do liofilizacji jest relatywnie proste 1 malo kosztowne
w zastosowaniu. Przeprowadzone eksperymenty jednoznacznie wykazaly, ze analizowany
szczep L. rhamnosus OXY charakteryzuje si¢ wysoka tolerancjg na st¢zenia chlorku sodu
w zakresie 0,2-0,8 M. Cecha ta jest specyficzna gatunkowo, a wptyw na nig ma wysoki turgor
wewnatrzkomorkowy (AP>1 M jondw potasu), sktad kwasoéw tluszczowych blony
komoérkowej 1 jej stabilno$¢, obecno$s¢ ABC transporteréw btonowych transportujacych
zwigzki osmotycznie czynne. Cecha ta jest korzystna z punktu widzenia przemystowego
wykorzystania badanego szczepu, poniewaz jednocze$nie wskazuje na jego wyzsza tolerancje
na sole kwasow zotciowych obecne w ludzkim przewodzie pokarmowym. Dalszy etap
eksperymentdw dotyczyl liofilizacji komorek bakterii w skali laboratoryjnej po szoku
osmotycznym przy roéznych stezeniach NaCl. Wyniki uzyskane wykazaty, ze w przypadku
st¢zenia na poziomie 0,5 M NaCl przezywalnos¢ komorek L. rhamnosus OXY wzrastata
0 27% w stosunku do kontroli. Jednocze$nie zwigkszenie czynnika wywotujacego warunki
stresowe do poziomu 0,8 M spowodowalo spadek przezywalno$ci komoérek o okoto 40%
w stosunku do stezenia 0,5 M i 15% w stosunku do kontroli. Wraz z badaniami
mikrobiologicznymi wykonano réwniez analizy proteomiczne, wyizolowano frakcje biatek
komorkowych z bakterii oczyszczono je 1 poddano elektroforezie dwuwymiarowej (2DE).
Analiza spotow biatkowych przy uzyciu programu PDQuest pozwolila na identyfikacje
biatek szoku wystgpujacych w komoérkach L. rhamnosus OXY. Stwierdzono, obecnos¢ takich
biatek szoku jak GroEL, GroES i DnaK, ktére jako biatka wielofunkcyjne maja potwierdzony
wplyw na stabilno§¢ mRNA, faldowanie bialek cytoplazmatycznych oraz przywracanie
struktur aktywnych biologicznie biatkom zdenaturowanym. Ponadto wykryto takie
cytoplazmatyczne biatka opiekuncze jak: ClpB, TF, Pstl, HPr i L11, ekspresja tych biatek
w komorce wzrasta po dziataniu czynnikow stresowych. Ich funkcja natomiast wigze si¢
nie tylko z kontrolg prawidlowego faldowania powstajacych polipeptydow, ale takze
z transportem biatek przez blony lub ich ponownym faldowaniem i rozfaldowywaniem.
Podsumowujac ten cykl eksperymentow mozna stwierdzi¢, ze zastosowana metoda
przygotowania komorek bakterii do procesu suszenia sublimacyjnego efektywnie podniosta
przezywalno$¢ komorek bakterii 1 przyczynia si¢ do zwigkszenia wydajnosci procesu

biotechnologicznego. Warto zwrdci¢ uwage, ze indukowana ekspresja bialek szoku to
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nie tylko podniesienie przezywalno$ci komorek podczas liofilizacji ale rowniez zwigkszenie
ich szansy na przezycie w ludzkim przewodzie pokarmowym.

Kolejnym etapem badan przeprowadzonych w ramach zglaszanego osiagnigcia
naukowego byla charakterystyka biochemiczna proteinazy zwigzanej z powierzchnig komorki
pochodzacej z L. rhamnosus OXY oraz ocena jej potencjalnego wykorzystania w przemysle
mleczarskim [Preparative Biochemistry & Biotechnology, 2012]. Nalezy zwroci¢ uwage, ze
w przypadku szczepéw probiotycznych obecno$¢ proteinaz zwigzanych z powierzchnig
komorki utatwia komoérkom proces adhezji do nabtonka jelita, a tym samym wptywa
na przezywalno$¢ drobnoustrojow w uktadzie pokarmowym. W wyniku dwustopniowe;j
procedury oczyszczania proteinazy L. rhamnosus OXY (chromatografia jonowymienna,
saczenie molekularne) otrzymano homogeniczne biatko o masie czasteczkowej 60 kDa
nalezace do II typu proteinaz o matych masach czasteczkowych wytwarzanych przez bakterie
z rodzaju Lactobacillus. Podstawowe parametry biochemiczne oczyszczonego enzymu
wykazywaty, ze jest on typowa proteinazg serynowa typu P, w pierwszej kolejnosci
rozktadajacg enzymatycznie B-kazeing. Optymalne wartosci pH i temperatury dla jego
dziatania, wyniosty odpowiednio 7,0 1 40° C, enzym byl stabilny termicznie w powyzszych
warunkach przez 2 godziny. Aktywno$¢ enzymatyczna proteinazy byla stymulowana
obecnoscig jonow Mg®* i Ca?* | natomiast intensywnie hamowana przez jony Fe®*, Zn®*
i Cu®, ktére wiazaty si¢ najprawdopodobniej z centrum aktywnym enzymu. Dodatkowo
wykazano, ze aktywno$¢ oczyszczonego enzymu niemal catkowicie hamowana byta przez
zewnatrzkomorkowe chylaty jonéw wapnia (EDTA, DTT i L-cysteing) co wskazuje na to, ze
struktura przestrzenna enzymu stabilizowana jest obecno$cig powyzszych jonow.
Oczyszczony enzym hamowany byl przez nieodwracalnie wigzace si¢ inhibitory aktywnos$ci
specyficzne dla proteinaz serynowych. Réwnolegle zidentyfikowano obecno$¢ genu prtR2
kodujacego proteinazg L. rhamnosus OXY w DNA chromosomalnym tego szczepu.
Zaprojektowane startery uzyte do identyfikacji genu kodujacego analizowany enzym
zlokalizowane byly we fragmentach kodujacych domene H i domeng katalityczna.

Z uwagi na fakt, ze w obu opisanych przykladach praktycznego zastosowania
sktadnikow egzoprotemu bakterii mlekowych podstawowe znaczenia ma mozliwo$¢ hodowli
duzej ilo$ci biomasy komorek bakterii podj¢to prace zwigzane z optymalizacja wytwarzania
biomasy L. rhamnosus OXY metoda odpowiedzi ptaszczyzn RSM (ang. Response Surface
Method). Zastosowana metoda optymalizacji to potgczenie technik matematycznych
1 statystycznych, ktére pozwalajag na ocen¢ wptywu wielu czynnikow na badane zjawisko

wraz z okre§leniem interakcji jakim te czynniki podlegaja [ Acta Biologica Hungarica,
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2010]. Jednoczesnie metoda ta pozwala na precyzyjne wyznaczenie optymalnych parametrow
procesu biotechnologicznego, spetniajacych zatozone na wstepie kryteria. Jako pierwszy
element procesu optymalizacji wytwarzania biomasy komorkowej L. rhamnosus OXY
dokonano wyboru istotnosci czynnikow wchodzacych w sktad medium hodowlanego zgodnie
z macierza Placketa-Burmana. Niezwykle interesujagcym wynikiem uzyskanym w tych
eksperymentach  byla informacja na temat najwydajniejszego zrodta wegla
wykorzystywanego przez badany szczep. Zrédtem tym okazata si¢ glukoza i pirogronian sodu
o lacznym stezeniu 2% (stosunek odpowiednio 4:1). Stosujac wymienione zrodio wegla
zaobserwowano klasyczng dwufazowg krzywa wzrostu (diauksja), ktéra jednoczesnie
pozwalata na zwigkszenie biomasy komorek badanego szczepu. Dzigki zastosowaniu metody
Placketa-Burmana mozliwe bylo roéwniez ograniczenie ilosci sktadnikow podloza
hodowlanego koniecznych do efektywnego wzrostu bakterii do ekstraktu migsnego
1 wybranych organicznych 1 nieorganicznych soli. W celu weryfikacji uzyskanych wynikow
wykonano analize statystyczng metodg regresji wielokrotnej. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono, ze modelem najlepiej dopasowanym do danych doswiadczalnych byt
zredukowany model kwadratowy, dla ktérego p < 0,01, a wielko$¢ poprawionego
wspolczynnika determinacji Adj. — R® wynosita 0,86. Opracowany sklad podioza
hodowlanego w wyniku powyzszych eksperymentéw wykorzystano do zoptymalizowania
warunkow hodowli w bioreaktorze. Stwierdzono, ze sktadniki pozywki hodowlanej (glukoza
12,38 g/l; pirogronian 3,15 g/l; ekstrakt migsny 4,08 g/1, fosforan potasu 1,46 g/l, octan sodu
3,65 g/l 1 cytrynian amonu 1,4,6 g/l) pH na staltym poziomie 5,5 oraz temperatura 37°C
pozwalaja na uzyskanie maksymalnej ilosci biomasy komorek na poziomie 5,1 g/l po czasie
20 godzin. Jednoczesnie ocena kosztow wytwarzania tej ilosci komorek bakterii jest najnizsza
z opisanych dotychczas w literaturze Swiatowej 1 ksztaltuje si¢ na poziomie 1€ /g suchej masy
komorek bakterii.

Praktyczne wykorzystanie skladnikéw egzoproteomu komorek bakterii to rowniez
mozliwos$¢ zastosowania biatek powierzchniowych do identyfikacji gatunkowej bakterii
jelitowych. Z uwagi na to, ze sposrod ponad 30 gatunkow i podgatunkéw bifidobakterii tylko
niewielka czg$¢ posiada w pelni zsekwencjonowane genomy, aspekt ten zastuguje na
szczegolng uwage w obrebie rodzaju Bifidobacterium. Dodatkowo analiza genomow tych
gatunkéw wykazata bardzo wysokie podobienstwo, na poziomie 99%, dlatego tez genetyczna
identyfikacja gatunkow w obrebie rodzaju oparta na analizie DNA jest skomplikowana.
Majac powyzsze na uwadze wykonano analize polimorfizmu probiotycznych gatunkéw

Bifidobacterium w oparciu o biatka zwigzane z powierzchnig komorki [Polish Journal of
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Microbiology, 2012]. Jako model badawczy wykorzystano pie¢ uznanych za probiotyczne
gatunki bakterii z rodzaju Bifidobacterium, z ktorych wyizolowano biatka zwigzane
z powierzchnig komoérki a nastepnie wykonano elektroforez¢ SDS-PAGE, 2DE, analizg
skupien (UPGMA) oraz sekwencjonowanie biatek z wykorzystaniem LC-MS/MS. Wyniki
uzyskane z opisanych analiz bardzo wyraznie pokazaly, ze mozna wykaza¢ polimorfizm
miedzygatunkowy w obrgbie rodzaju Bifidobacterium wykorzystujac biatka zwigzane
z powierzchnig komodrek. Co wigcej jest on skorelowany z analogicznymi badaniami opartymi
na analizie kwaséw nukleinowych. Réwnolegle badania tego samego materialu za pomoca
elektroforezy =~ dwuwymiarowej  wykazaty, ze  maksymalnie 41%  wszystkich
zidentyfikowanych bialek powierzchni komorek pochodzacych z réznych gatunkéw byly
biatkami o tych samych masach czasteczkowych i punktach izoelektrycznych. Daje to duze
mozliwos$ci do identyfikacji markeréw biatkowych znajdujacych si¢ na powierzchni komorek
roznych gatunkow z rodzaju Bifidobacterium, ktore moga by¢ pomocne w identyfikacji
gatunkowej. Dla potwierdzenia powyzszej hipotezy poddano sekwencjonowaniu biatka
charakterystyczne dla badanych gatunkéw. Efektem tego byly wyniki $wiadczace, ze
réwniez wsrdd roznych gatunkow bifidobakterii obecne sg na ich powierzchni komorek biatka
o charakterystyce bialek multifunkcjonalnych. Nalezy podkresli¢, Zze to podejScie moze
w przysztosci by¢ dodatkowym narzedziem w identyfikacji gatunkowej mikroorganizmow
jelitowych, szczegodlnie przy wykorzystaniu spektrometrii mas z detekcja czasu przelotu

(MALDI-TOF).

Bakterie z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium bytujac w ludzkim przewodzie
pokarmowym stanowig naturalng mikroflore jelit i dzigki swojej obecnosci korzystnie
wptywaja na ludzki organizm. Biatka wchodzace w skiad egzoproteomow bakterii jelitowych
maja duze znaczenie zardwno w funkcjonowaniu komorek w przewodzie pokarmowym jak
roOwniez coraz cz¢scie] sg wykorzystywane do celow biotechnologicznych. Biatka te wykazuja
wlasciwosci  adhezyjne, immunomodulacyjne oraz hamujace aktywno$¢ mikroflory
patogennej, co predestynuje je do wykorzystania jako elementy doustnych szczepionek
o cechach terapeutycznych i zapobiegajacych infekcjom uktadu pokarmowego. Nie nalezy
rowniez zapomina¢, ze poszczegolne skladniki egzoproteomu, takie jak biatka
powierzchniowe S, to rowniez interesujacy przedmiot badan w nanotechnologii. Przyktadem
moga by¢ liposomy konstruowane w oparciu o powyzsze struktury i wykorzystywane jako
inteligentne systemy transportu lekéw, biatka fuzyjne stuzace do immunizowania ludzi i

zwierzat, sygnaly ekspresji / wydzielania w heterologicznej ekspresji genu, membrany
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ultrafiltracyjne czy tez matryce do immobilizacji czastek aktywnych. Wydaje si¢ wiec, ze
badania na temat sktadnikéw egzoproteomoéw bakterii jelitowych leza u podstaw zrozumienia
ich interakcji z innymi mikroorganizmami oraz nablonkiem ludzkiego przewodu
pokarmowego 1 stanowig obiecujacg perspektywe zarowno dla mikrobiologii jak

i biotechnologii.

Najwazniejsze wyniki badan zwigzane z opisanym powyzej nurtem badawczym, zawarte

w monotematycznym cyklu 7 oryginalnych prac eksperymentalnych:

v' wyizolowanie i scharakteryzowanie struktury 1, ll-rzedowej oraz wlasciwosci
fizykochemicznych 6 bialek powierzchniowych S wyizolowanych z polskich
szczepow Lactobacillus helveticus. Ponadto wykazanie ich pokrewienstwa
filogenetycznego do innych biatek S w obrebie rodzaju Lactobacillus, a takze
stwierdzenie ze ich obecno$¢ nie jest konieczna do przezycia réznych szczepow
bakterii Lactobacillus helveticus w konkretnej niszy ekologicznej,

v’ wyjasnienie roli warstwy powierzchniowej S w komorkach bakterii Lactobacillus
helveticus w $§rodowisku zawierajacym 38 strukturalnie zroznicowanych pochodnych
kwasow fenolowych oraz ocena ich aktywnos$ci antymikrobiologicznej w stosunku do
analizowanych bakterii w badaniach in vitro,

v wykorzystanie po raz pierwszy do oceny ekspresji biatek ,,moonlighting” metody
label-free oraz okreslenie ich wpltywu na proces adhezji do tkanki jelita w komorkach
szczepow Lactobacillus helveticus,

v' opracowanie wydajnej metody przygotowania komorek bakterii z gatunku
Lactobacillus rhamnosus do procesu suszenia sublimacyjnego i wykazanie roli
ochronnej bialek szoku w powyzszym procesie technologicznym,

v' oczyszczenie i okreSlenie wilasciwosci biochemicznych proteinazy zwigzanej
z powierzchnig komorki Lactobacillus rhamnosus oraz genu kodujacego ten enzym,

v zoptymalizowanie sktadu podtoza hodowlanego oraz warunkéw hodowli bakterii
Lactobacillus rhamnosus OXY, wynikiem czego bylo 6-krotne, w pordéwnaniu

z danymi literaturowymi zwigkszenie biomasy komorek,
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v’ ocena przydatno$ci bialek tworzacych egzoproteom bakterii z rodzaju
Bifidobacterium do opracowania metody identyfikacji gatunkowej w obrebie tego

rodzaju.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych

Po uzyskaniu stopnia doktora zostatem, 1 pazdziernika 2004 roku, zatrudniony na
stanowisku adiunkta w Katedrze Biotechnologii Zywienia Czlowicka i Towaroznawstwa
Zywno$ci UP, w ktorej pracuje do dnia dzisiejszego. Glownym przedmiotem moich
zainteresowan w tym okresie, byly badania nad analizg proteomu bakterii kwasu mlekowego
ktére opisatlem w punkcie 4 niezaleznie od tego poszukiwatem nowej tematyki badawczej do

ktoérej naleza:

a) Charakterystyka strukturalna bakteryjnych egzopolisacharydow oraz ocena ich

aktywnoSci biologicznej i mozliwosci wykorzystania praktycznego

Egzopolisacharydy (EPS) wytwarzane przez bakterie kwasu mlekowego petnia w
komorce roznorodne funkcje: od ochronnych przed niekorzystnymi czynnikami $rodowiska
np. temperatura, pH, obecno$cia jonéw metali, bakteriofagami itp. po czynniki pomagajace w
zasiedlaniu §rodowiska. Praktyczne wykorzystanie egzopolisacharydow bakterii mlekowych
zwigzane jest gltownie z obnizeniem zawartosci tluszczu, obnizeniem zawartosci lub
wyeliminowania obecnie stosowanych zagestnikow, czy stabilizatorow, moze zapobiegac
synerezie, a takze zwigksza¢ zawarto§¢ btonnika rozpuszczalnego oraz poprawia¢ odczucia
sensoryczne w jamie ustnej. Poza doniesieniami dotyczacymi ich wykorzystania jako
naturalne zagestniki zywnosci duze zainteresowanie egzopolisacharydami bakterii
mlekowych spowodowane jest m.in. ich prozdrowotnym dziataniem na organizm cztowieka.
Zwiazane jest to z dzialaniem ochronnym na nabtonek przewodu pokarmowego, efektem
immunomodulacyjnym, obnizeniem poziomu cholesterolu, a takze zapobieganiem
powstawaniu nowotworow. Pismiennictwo z zakresu analizy strukturalnej i biologicznej

EPS-6w pochodzacych z rodzaju Lactobacillus izolowanych bezposrednio z ludzkiego
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przewodu pokarmowego to zaledwie kilka pozycji. Majac to na uwadze podj¢to badania nad
polisacharydami w oparciu o powszechnie komercyjnie wykorzystywany w suplementach
diety (Lacid®) szczep Lactobacillus rhamnosus E/N.

W powyzszych eksperymentach wyizolowano, oczyszczono i okre$lono strukture oraz
podstawowe wiasciwosci fizyko-chemiczne i biologiczne heteropolisacharydu ze szczepu
Lactobacillus rhamnosus E/N. Wykazano, ze sg to heteropolisacharydy zbudowane z czterech
czgsteczek ramnozy (a-L-Rhap), dwoch glukozy (o- i B-D-Glcp) i jednej reszty galaktozy
(0-D-Galp) z pirogronianem w roli podstawnika. Masa molekularna polimeru wytwarzanego
przez badany szczep na glukozie jako podstawowym zrdédle wegla wynosita 200 kDa.
Jednoczesnie trzeba podkresli¢, ze ten sam szczep wytwarzal na réznych zrodtach wegla
(galaktoza, sacharoza, laktoza i maltoza) polimery o identycznym tancuchu glownym
aczkolwiek rézne byly jego masy czasteczkowe. Wigzalo si¢ to z morfologiag tancuchow
polimeréw uzyskanych na wymienionych zrédtach wegla, ktorg przeanalizowano stosujac
technike AFM (Atomic Force Microscopy). Z uwagi na fakt, ze opisany polimer moze by¢
syntetyzowany w ludzkim przewodzie pokarmowym okreslono aktywno$¢ antyoksydacyjna
egzopolisacharydu uzyskanego na roznych zrodtach wegla stosujac metod¢ ABTS
w dwoch modyfikacjach z mioglobing i nadsiarczanem potasu. Najwyzsza zdolnos¢
do usuwania wolnych rodnikéw tlenowych miaty polimery uzyskane po hodowli badanych
szczepoOw na galaktozie glukozie i sacharozie, co wigzato si¢ najprawdopodobniej z r6zng
masa czasteczkowa polimeréw, a tym samym ilo$cig dostepnych grup funkcyjnych.
Roéwnolegle dla tych samych probek oceniono potencjal bifidogenny w stosunku do pigciu
gatunkow bifidobakterii (B. infantis, B. bifidum, B. animalis, B. animalis ssp. lactis,
B. longum). W wigkszo$ci przypadkow dodatek egzopolisacharydow do podioza
hodowlanego stymulowat wzrost bakterii jelitowych z rodzaju Bifidobakterium. W kolejnym
cyklu eksperymentow wykorzystano badany egzopolisacharyd jako naturalny biosorbent
wigzacy jony kadmu 1 glinu. Analiza mikroskopowa SEM (Scanning Electron Micrography)
oraz FT-IR w sposdb jednoznaczny wykazaly Ze za wigzanie jondw metali w strukturze
egzopolisacharydu odpowiadaja grupy karboksylowe i hydroksylowe obecne na powierzchni
polimeru. Wyniki tej pracy zwracajg uwage na fakt ze heteropolimer wytwarzany przez
probiotyczny szczep Lactobacillus rhamnosus E/N moze zapobiega¢ przenikaniu wolnych
jondw metali cigzkich w przewodzie pokarmowym bezposrednio do krwioobiegu.

Roéwnolegle okreslono role EPS-u wytwarzanego przez badany szczep na jego adhezje
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do tkanki jelita wykorzystujac model HT-29. Przeprowadzone badania byly tematem 5

artykuléw naukowych:

v

b)

Polak—Berecka, M., Wasko, A., Skrzypek, H., Kreft, A., 2013: Production
of exopolysaccharides by a probiotic strain of Lactobacillus rhamnosus: biosynthesis
and purification methods. Acta Alimentaria. 42 (2), 220-228.

Polak-Berecka, M., Wasko, A., Szwajgier, D., Choma, A., 2013: Bifidogenic and
antioxidant activity of exopolysaccharides produced by Lactobacillus rhamnosus
E/N cultivated on different carbon sources. Polish Journal of Microbiology. 62, (2),
181-188.

Polak-Berecka, M., Wasko, A., Paduch, R., Skrzypek, T., Sroka-Bartnicka, A.,
2014: The effect of cell surface components on adhesion ability of Lactobacillus
rhamnosus. Antonie van Leeuwenhoek. 106, 751-762.

Polak-Berecka, M., Szwajgier, D., Wasko, A.,: 2014. Biosorption of Al** and Cd*?
by an Exopolysaccharide from Lactobacillus rhamnosus. Journal of Food Science.
(DOI:10.1111_1750.3841.12674).

Polak-Berecka, M., Choma, A., Wasko, A., Gorska, S., Gamian, A., Cybulska, J.,:
2014 Physicochemical characterization of exopolysaccharides produced by
Lactobacillus rhamnosus on various carbon sources. Carbohydrate Polymers. DOI:
10.1016/j.carbpol.2014.10.006.

Charakterystyka biochemiczna i genetyczna bakterii kwasu mlekowego

Rownolegle z badaniami nad sktadnikami proteomu bakterii mlekowych, ktore

stanowily glowny nurt badawczy prezentowanego osiagnigcia, uczestniczytem

rowniez w pracach dotyczacych charakterystyki biochemicznej i genetycznej bakterii

mlekowych zwigzanych z mozliwoscig ich biotechnologicznego wykorzystania. Warto

zwroci¢ uwage ze wykorzystanie bakterii mlekowych z uwagi na ich potencjat

metaboliczny w biotechnologii jest niezwykle szerokie dlatego tez opisywane badania

zwigzane sg z roznymi aspektami ich fizjologii.

Jednym z aspektow podjetych w badaniach nad bakteriami mlekowymi byta
rola esteraz kwasu fenolowego (FAE, EC 3.1.1.73) w pozyskiwaniu kwasow

fenolowych jako silnych przeciwutleniaczy z frakcji blonnika roslinnego.
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Wytwarzanie tego rodzaju enzymow przez bakterie jelitowe jest szczegdlnie cenne i
stanowi o dodatkowym potencjale biotechnologicznym szczepéw wytwarzajacych
esterazy. Majac na uwadze to zagadnienie udato si¢ wyselekcjonowa¢ wydajnego
producenta esterazy kwasu fenolowego jakim byl Lactobacillus acidophilus K1 i
wykorzysta¢ go w hodowlach fermentorowych do produkcji powyzszego enzymu.
Jednocze$nie dokonano charakterystyki biochemicznej enzymu, ktéry byt dimerem o
masie ok. 40 kDa. Identyfikacje enzymu potwierdzono stosujagc sekwencjonowanie
metoda LC-MS/MS. Optimum temperaturowe i pH badanego enzymu wynosito
odpowiednio 37°C i1 6,3. Enzym efektywnie uwalnial wolne kwasy fenolowe
z wyslodzin piwowarskich. Opracowano réwniez relatywnie niedrogg metode
wytwarzania powyzszego enzymu w celach komercyjnych dedykowanych dla

przemystu browarniczego.

Z punktu widzenia biotechnologii najczesciej wykorzystywang aktywnos$cia
biochemiczng bakterii mlekowych jest kompleks enzymow proteolitycznych, z tego
tez powodu podjeto prace nad analizag jego zmiennoSci w obrebie gatunku
Lactobacillus helveticus. W pracach nad ta tematyka skupiono si¢ na kodowaniu
proteaz zwigzanych z powierzchnia komorki bakterii w powigzaniu z ich aktywnoscig.
Zagadnienie to ma duze praktyczne znaczenie poniewaz pozwala na dokonanie
prawidlowego wyboru szczepdw uzywanych w kulturach starterowych. Wptywa to
rOwniez na  przySpieszenie procesOw proteolizy, powstawanie peptydow o

bioaktywnym znaczeniu 1 dojrzewanie serow.

Genom bakterii mlekowych zbudowany jest z chromosomu oraz plazmidow,
a ich rola w biochemii i fizjologii tych bakterii jest istotna szczegélnie jesli chodzi
o cechy o znaczeniu przemyslowym. Na plazmidach zlokalizowane sa geny kodujace
tak wazne cechy jak oporno$¢ na antybiotyki, fagi, wytwarzanie bakteriocyn,
egzopolisacharydow czy tez hydrolazy kwasow zoélciowych. Z tego tez powodu
opracowano w naszym laboratorium metodyke efektywnej izolacji niskokopijnych
duzych plazmidéw, ktéra prowadzita do uzyskania wysokiej jakosci DNA. Wynikiem
prac byl wybor najwazniejszych etapow w procedurze izolacji na ktére skladata si¢

warunki hodowli bakterii, lizy komorek oraz precypitacji plazmidow.

Jedng z podstawowych cech bakterii probiotycznych, ktoéra decyduje

o mozliwosciach ich zastosowania jest ich antybiotykooporno$¢, dlatego tez
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ta tematyka byla przedmiotem oddzielnych eksperymentow. W ramach badan
wykonano analiz¢ genetyczng opornosci na erytromycyn¢ dwoch szczepow
Lactobacillus rhamnosus o skrajnych opornos$ciach. W wyniku przeprowadzonych
analiz stwierdzono, ze za oporno$¢ na erytromycyne w szczepie wysokoopornym
(<512 pg/ml) odpowiada obecnos¢ 3 genow erm A, B, i C oraz mutacja w genie 23S
rRNA. Podczas gdy w szczepie o opornosci na poziomie 2 pg/ml nie wykazano

obecnosci genu erm B oraz mutacji.

Zainteresowanie mozliwoscia réznicowania réznych gatunkow
mikroorganizmoéw w obrgbie jednego rodzaju bakterii jelitowych, zaowocowatla
pracami, w ktorych wykorzystano molekularne metody oparte zarowno o kwasy
nukleinowe jak i biatka komoérkowe. Wyniki tych prac pokazaty, ze w przypadku
bakterii kwasu mlekowego z rodzaju Lactobacillus komplementarne zastosowanie
metod opartych na analizie proteomu i1 genomu moze stanowi¢ interesujaca
alternatywe dla konwencjonalnych metod biochemicznych i genetycznych i pozwala
na efektywne roéznicowanie na poziomie mi¢dzyszczepowym. Rezultaty w/w badan

opublikowano w czasopismach o zasiggu krajowym 1 mi¢edzynarodowym.
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c) Optymalizacja proceséw biotechnologicznych metodami statystycznymi

Waznym elementem mojej pracy naukowej w okresie po obronie pracy
doktorskiej bylo poszerzenie swojej wiedzy na temat optymalizacji procesoOw
biotechnologicznych z zastosowaniem metod statystyczno-matematycznych. Sktonity
mnie do tego moje wczesniejsze doswiadczenia z jednowymiarowa metoda
optymalizacji gdzie modyfikacji podlega tylko jeden czynnik podczas gdy pozostate
przyjmowaly niezmienne warto$ci, co wptywalo na czasochtonno$¢ i kosztowno$¢
takiego procesu optymalizacji. Dodatkowo takie podej$cie nie pozwalato na wykrycie
ewentualnych interakcji jakie mialy miejsce pomiedzy poszczegdlnymi czynnikami
procesu optymalizacji. Z tego tez wzgledu poznalem i wykorzystuje praktycznie
wielowymiarowa metode odpowiedzi plaszczyzn (ang. RSM, Response Surface
Method) ktérg zastosowatem miedzy innymi do optymalizacji: sktadu podioza
hodowlanego dla bakterii rodzaju Lactobacillus, warunkéw hodowli do wytwarzania
egzopolisacharydow, medium liofilizacyjnego czy tez wytwarzania enzymow.
Elementem wspolnym w podejsciu do procesOw optymalizacji zgodnie z opisang
metoda jest opracowanie najlepiej dopasowanego modelu w oparciu o dane
eksperymentalne 1 analiz¢ regresji wielokrotnej. Parametrami charakteryzujacymi
uzyskane modele sa wspotczynnik determinacji R? oraz test braku dopasowania
modelu (ang. Lack-of-fit) w zakresie zmiennosci przyjetych czynnikow dla kazdego
modelu. Kazdy z uzyskanych modeli regresji 1 wartosci optymalne podlegaja
weryfikacji eksperymentalnej co pozwala na wyznaczenie przedzialdow ufnosci i1
btedow  standardowych, a tym samym na stwierdzenie poprawnosci
zoptymalizowanych warunkéw proceséw biotechnologicznych. Opisane powyzej

badania byty tematem 5 publikacji naukowych i 1 patentu.
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Plany na przyszlos¢

W najblizszej przyszto$ci zamierzam kontynuowac¢ badania zwigzane z analizg
interakcji pomiedzy komorkami bakterii z rodzajow Lactobacillus i Bifidobakterium a
nabtonkiem jelita. Moje zainteresowania zmierzaja do szczegdtowego poznania roli biatek
powierzchniowych obecnie sklasyfikowanych jako proteom powierzchniowy (ang. surfom)
w procesach adhezji oraz rozpoznanie ich witasciwosci terapeutycznych. Wiasciwosci
immunomodulacyjne oraz hamujace aktywnos¢ mikroflory patogenicznej bialek
powierzchniowych tej grupy bakterii zostaty juz potwierdzone, dlatego tez perspektywa
zastosowania ich w nowych produktach takich chociazby jak doustne szczepionki wydaje
si¢ niezwykle atrakcyjna z punktu widzenia komercjalizacji badan. W zwigzku z tym, ze jak
opisano powyzej niektore z biatek powierzchni pochodzacych z rodzaju Lactobacillus sg
szczegoOlnie atrakcyjne biotechnologicznie zamierzam podjaé probe wuzyskania ich
w heterologicznych systemach ekspresji genéw. Niezwykle interesujacym uktadem w
kontek$cie wytwarzania bialek powierzchniowych jest bezpieczny i dopuszczony do
stosowania w przemysle system NICE (ang. Nisin Controlled Gene Expression System).
Rozwigzanie to pozwolitoby na efektywne wytwarzanie interesujagcych z punktu widzenia
biotechnologicznego bialek, a takze ulatwiloby dalsze badania nad ich strukturg i
wlasciwo$ciami.

Zaangazowany jestem réwniez, w badania zwigzane z metagenomiczng identyfikacja
mikroorganizmow $rodowiskowych w konteks$cie procesdOw zwigzanych z metanogenezg

1 metanotrofia.

Prledle
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