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1. POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE NAUKOWE

Tytul magistra — Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie,
Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie: Wydzial Biologii
I Biotechnologii), kierunek: biologia, specjalnos¢: mikrobiologia,

Lublin, czerwiec 1999

Tytul pracy magisterskiej: ,,Charakterystyka chemiczna lipopolisacharydu Mesorhizobium
ciceri HAMBI 1750~

promotor: Prof. dr hab. Ryszard Russa

Stopien doktora - Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie,
Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie: Wydzial Biologii
I Biotechnologii), dziedzina: nauki biologiczne, dyscyplina: biologia
Lublin, czerwiec 2005

Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Lipopolisacharyd i peryplazmatyczny B-glukan Azorhizobium

caulinodans”

promotor: Prof. dr hab. Ryszard Russa

2. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH

NAUKOWYCH
Miejsce pracy: Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie,
Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi (od 2011 roku: Wydzial Biologii i Biotechnologii).

10. 1999 - 09.2000 starszy referent inzynieryjno-techniczny w Zaktadzie
Mikrobiologii Ogblnej;

10.2000 - 09.2005 asystent w Zaktadzie Mikrobiologii Ogolnej (od 10.2001 w
wymiarze 1/3 etatu, a od 10.2003 r. 3/4 etatu);

10.2001 - 06.2005 doktorant: Studium Doktoranckie z zakresu biologii przy
Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi;

10.2005 - obecnie adiunkt w Zaktadzie Mikrobiologii Ogdlnej (od roku 2007:

Zaktad Genetyki 1 Mikrobiologii).
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3. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Wskazanie osiggni¢cia naukowego 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.(Dz. U. 2005 nr 164, poz. 1365, art. 251;
Dz. U. 2011, nr 84, poz. 455)).

Osiagnigcie naukowe stanowi jednotematyczny cykl szesciu publikacji pod wspolnym

tytutem:

»Wybrane elementy sciany komérkowej bakterii z rodzaju

Bradyrhizobium”

Przedstawione do oceny osiggniecie naukowe stanowi cykl 5 oryginalnych publikacji
naukowych oraz 1 praca przegladowa, ktérych sumaryczny impact factor (IF) podany
zgodnie z rokiem ukazania si¢ publikacji wynosi: 15.126 (sumaryczny pigcioletni IF w/w

publikacji wynosi 15.778).

Praca przegladowa (Publikacja nr 1) opublikowana zostala w 2008 roku w Postepach
Mikrobiologii. Wowczas czasopismo to nie figurowato na liscie JCR. Jest ono odnotowane na

ww. liScie od roku 2009 i obecnie posiada pigcioletni IF.

Suma punktow MNISW podana zgodnie z aktualnym ujednoliconym wykazem
czasopism punktowanych, z grudnia 2014 roku, wynosi 145 pkt, za$§ wg. wykazow

obowigzujacych w roku opublikowania wynosi 139 pkt.

Prace badawcze wchodzace w sktad osiagniecia naukowego byly w cze$ci finansowane ze
srodkéw przyznanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach trzech grantéw
zespotowych, w ktorych bytam gltéwnym wykonawcg (2 granty: N303 109 32/3593 oraz N N303
822840) lub wykonawcg (grant N303 108 32/3585) oraz w ramach badan wlasnych i statutowych
Zaktadu Genetyki i Mikrobiologii UMCS.

Czg$¢ badan wymagajaca dostepu do specjalistycznej aparatury badawczej zostala
przeprowadzona podczas pobytow stazowych w centrum badawczym — Research Center Borstel,
Leibnitz Center for Medicine and Biosciences, w Niemczech, w latach: 2008, 2009, 2011 i 2013; taczny

czas pobytu w ww. osrodku wynosit 11 miesiecy.




Iwona Komaniecka Zatacznik 2a

4. PUBLIKACJE WCHODZACE W SKEAD ZGEASZANEGO OSIAGNIECIA

NAUKOWEGO

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF IFsiat Punkty Punkty
MNiSW  MNiSW014

1.  Komaniecka* I., Choma A. (2008) — 0.273 42008 15
Peryplazmatyczne B-glukany bakterii Gram-
ujemnych.
Post. Mikrobiol. 47, 35-42 (praca przegladowa).

2. Choma A., Komaniecka 1. (2011) Characterisation 2.332 2.133 252011 25
of cyclic B-glucans of Bradyrhizobium by MALDI-
TOF mass spectrometry.
Carbohydr. Res. 346, 1945-1950.

3. Komaniecka* |., Zdzisinska B., Kandefer-Szerszen 1.227 1.343 202010 15
M., Choma A. (2010) Low endotoxic activity of
lipopolysaccharides isolated from Bradyrhizobium,
Mesorhizobium and Azospirillum strains.
Microbiol. Immunol. 54, 717-725.

4. Choma A., Komaniecka I. (2011) Straight and 1.491 1.558 152011 15
branched -1 hydroxylated very long chain fatty
acids are components of Bradyrhizobium lipid A.
Acta Biochim. Pol. 58, 51-57.

5.  Komaniecka* 1., Choma A., Lindner B., Holst O. 5.476 5.608 405010 40
(2010) The structure of a novel neutral lipid A from
the lipopolysaccharide of Bradyrhizobium elkanii
containing three mannose units in the backbone.
Chem. Eur. J. 16, 2922 — 2929.

6. Komaniecka* I., Choma A., Mazur A., Duda K.A., 4.600 4.863 352014 35
Lindner B., Schwudke D., Holst O. (2014)
Occurrence of an unusual hopanoid-containing lipid
A among lipopolysaccharides from Bradyrhizobium
species.
J. Biol. Chem. 289 (51), 35644-35655.

Suma punktow: 15126  15.778 139 145

* - Autor korespondencyjny
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5. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC I OSIAGNIETYCH WYNIKOW

WPROWADZENIE

Wystepujace w glebie Gram-ujemne bakterie, okre$lane wspolnym mianem rizobia, posiadajg
unikalng zdolno$¢ do tworzenia brodawek na korzeniach, a czasem réwniez na todygach, roslin
z rodziny bobowate (Fabaceae). Wymiernym efektem symbiozy jest uzyskanie przez gospodarza
ro§linnego przyswajalnych form azotu. Symbiotyczne interakcje pomigdzy rizobiami, a ro$linami
motylkowatymi, od wielu lat sa przedmiotem intensywnych badan. W procesie nawigzywania
wzajemnej interakcji biora udziat zarowno zwiazki budujace $ciang komorkowa rizobium jak i polimery
luzno zwigzane z komorka, a takze zwiazki wydzielane do srodowiska zewnetrznego. Wérod zwiazkow
kluczowych dla procesu symbiozy wymienia si¢: kwasne egzopolisacharydy (EPS), kapsularne
polisacharydy (CPS), lipopolisacharydy (LPS) i peryplazmatyczne B-glukany [Kannenberg i wsp.,
1998]. Lipopolisacharydy budujace wraz z biatkami zewngtrzng warstwg blony zewngtrznej (OM)
bakterii Gram-ujemnych, maja szczegolne znaczenie w tworzeniu uktadow symbiotycznych rizobium -
roslina motylkowata. Makromolekuly te chronia komoérki mikrosymbiontow przed dziataniem
mechanizméw obronnych ro$liny gospodarza i wptywaja na architekture membrany zewnetrznej
sprawiajac, ze powstajace symbiosomy (pseudoorganelle, w ktorych zachodzi proces wigzania azotu
atmosferycznego) maja prawidtowa morfologie¢ i sg w petni funkcjonalne [Kannenberg i Carlson, 2001;
Raetz i Whitfield, 2002; Wang i wsp., 2012; Haag i wsp., 2013].

Lipopolisacharyd - makroczasteczkowy glikolipid jest integralnym sktadnikiem $ciany
komorkowej u niemal wszystkich bakterii Gram-ujemnych. Czasteczki lipopolisacharydu maja
strukture trojdomenowsg. Domeny te potaczone sa ze sobg kowalencyjnie, ale sg odmienne w odniesieniu
do ich genetyki, biosyntezy, wtasciwos$ci biologicznych i struktury chemicznej. Czg$¢ glikolipidowa
zwana lipidem A, dzicki oddzialywaniom hydrofobowym i elektrostatycznym, kotwiczy
makroczasteczke LPS w btonie zewnetrznej bakterii. Cze$¢ glikanowa, zwana polisacharydem O-
swoistym lub O-antygenem, taczy si¢ poprzez oligosacharyd rdzeniowy z czgscig lipidowa LPS. Region
rdzeniowy zawiera przynajmniej jedng reszte kwasu 3-deoksy-D-manno-okt-2-ulozonowego (Kdo),
ktdry moze by¢ traktowany jako chemiczny marker obecnosci LPS [Raetz i Whitfield, 2002; Molinaro
I wsp., 2015]. Lipopolisacharydy to efektywnie dzialajaca bariera chronigca bakterie Gram-ujemne
przed czynnikami $rodowiskowymi, lekami oraz innymi szkodliwymi substancjami 0 charakterze
hydrofobowym [Raetz i Whitfield, 2002]. Uwaza sig, ze pelny, tzw. gtadki LPS (LPS-S), chroni bakterie
patogenne dla cztowieka przed lizg nie dopuszczajagc do wbudowania si¢ kompleksu litycznego MAC
w blony bakteryjne. Udowodniono, ze w przypadku rizobidw, tzw. LPS | (gtadki, LPS-S) stabilizuje
btone zewnetrznag, czego nie jest w stanie dokona¢ LPS II (szorstki, LPS-R, pozbawiony tancuchow O-
swoistych) [Kannenberg i wsp., 1998]. Lancuchy polisacharydowe przestaniajac struktury btonowe
takie jak: integralne biatka, region rdzeniowy i lipid A z LPS zapobiegaja indukcji roslinnych

mechanizmoéw obronnych tj.: reakcji nadwrazliwosci (HR) czy reakcji uogdlnionej nabytej odpornosci
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(SAR) [Albus i wsp., 2000; Dow i wsp., 2000; Menezes i Jared, 2002; Silipo i wsp., 2010]. Kompletny
lipopolisacharyd stabilizuje bton¢ zewnetrzng bakterii, co zapewnia bakteriom symbiotycznym
bezpieczenstwo w trakcie przemieszczania si¢ 1 proliferacji wewngtrz nici infekcyjnej. Szczegdlne
znaczenie ma to w niciach o waskim przekroju, wystgpujacych u roslin tworzacych brodawki
0 ograniczonym wzro$cie. Stabilna blona zewnetrzna bakterii jest gwarantem, ze tworzace i dzielace si¢
symbiosomy beda miaty prawidtows strukture, a brodawki beda funkcjonalne.

LPS izolowany z komérek enterobakterii zazwyczaj jest toksyczny w stosunku do organizmoéw
ssakow, co wynika z okreslonej struktury lipidu A. Toksyczny, enterobakteryjny lipid A posiada szkielet
zbudowany z dwucukru glukozaminylowego [B-D-GlcpN-(1—6)-D-GlcpN], podstawionego dwiema
grupami ortofosforanowymi w pozycjach: C-1 i C-4’. Sze$¢ reszt kwasow thuszczowych, ktore tworzg
dwa ugrupowania acyloksyacylowe podstawia odpowiednio pozycje C-2, C-3, C-2’ i C-3” szkieletu
cukrowego [Raetz i Whitfield, 2002]. Aktywnos¢ biologiczna takiego lipidu A wynika z jego zdolnosci
do wbudowywania si¢ do kompleksu receptorowego TLR4-MD?2, znajdujacego si¢ na powierzchni
makrofagow i komérek endotelium, prowadzac do jego aktywacji [Park i wsp., 2009]. Aktywacja
kompleksu TLR4-MD?2 inicjuje kaskade sygnatowa, ktora wywotuje w makrofagach wzmozonag syntezg
czynnikdw prozapalnych, takich jak IL-1p, IL-6 czy TNF. W przypadku masowej nadprodukcji tychze
czynnikow moze doj$¢ do reakcji szoku septycznego i $mierci [Beutler i Rietschel, 2003]. Dowiedziono,
ze jedynie lipid A o Scisle okres$lonej strukturze jest zdolny do aktywacji kompleksu receptorowego
TLR4-MD-2. Decydujagce znaczenie ma tu liczba kwasow tlhuszczowych, ich dlugos¢, miejsce
przytaczenia i konformacja przestrzenna, a takze obecno$¢ ujemnie natadowanych reszt
podstawiajacych szkielet cukrowy [Poltorak i wsp., 1998; Raetz i Whitfield, 2002]. Lipidy A, ktérych
struktura rozni si¢ od modelu enterobakteryjnego sa zazwyczaj stabo lub w ogoéle nietoksyczne dla
organizmu cztowieka [Urbanik-Sypniewska i wsp., 2000; Tsukushi i wsp., 2004]. Takie lipidy A
opisano w grupie rizobidéw. U tych bakterii szkielet cukrowy moze by¢ zbudowany podobnie do lipidu
A enterobakterii, albo na bazie 2,3-diamino-2,3-dideoksyglukozy (GlcpN3N). U niektérych rizobidw
redukujgca reszta glukozaminy moze by¢ utleniona do 2-aminoglukonianu [Bhat i wsp., 1994]. Szkielet
cukrowy lipidu A rizobium moze by¢ dekorowany reszta/ami fosforanowymi lub kwasem uronowym.
Z kolei grupy aminowe diaminoglukozy i glukozaminy oraz pozycje C-3 i C-3’ glukozaminy sg
podstawione 3-hydroksykwasami thuszczowymi. Grupy hydroksylowe tych kwasow moga byé
dodatkowo podstawione kwasami niepolarnymi lub dlugotancuchowym kwasem tluszczowym
hydroksylowany w pozycji (®-1), tworzac reszty acyloksyacylowe [Gil-Serrano i wsp., 1994; Russa
i wsp., 1995; Que i wsp., 2000; Choma i Sowinski, 2004]. Zazwyczaj u rizobidéw wystepuje kwas 27-
hydroksyoktakozanowy, ktérego brak odnotowano jedynie w przypadku Azorhizobium caulinodans
[Bhat i wsp. 1991a, 1991b, Choma i wsp., 2012].

W taksonomii rizobidow przyjmuje si¢ podzial na mikroorganizmy szybkorosnace (Czas
generacji ponizej 6-ciu godzin), do ktérych nalezg m. in. bakterie z rodzajéw Rhizobium, Sinorhizobium

czy Mesorhizobium oraz rizobia wolnorosnace (czas generacji wydtuzony do okoto 9-10 godzin
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i powyzej), gdzie klasyfikuje sie rodzaje Bradyrhizobium i Azorhizobium [Ormefio-Orrillo i wsp., 2015].
Grupy te rozni szereg cech fizjologicznych i morfologicznych, wiacznie ze strukturg sktadnikow
powierzchniowych. Elementy struktur powierzchniowych rizobiéw szybkorosnacych zostaty dosé¢
dobrze poznane i opisane, natomiast lipopolisacharydy bakterii wolnorosngcych byly badane
sporadycznie, a gtdéwny nacisk ktadziono na poznanie ich heterogennosci metodg SDS-PAGE oraz ich
funkcji, poprzez analize mutantéw LPS defektywnych w symbiozie. Badania analizujace strukture tych
makroczasteczek to miedzy innymi efekt prac prowadzonych w ciagu ostatnich kilku lat w Zaktadzie
Genetyki i Mikrobiologii UMCS.

Obszar moich zainteresowan badawczych, ktorych czes¢ sklada si¢ na osiagnigcie
hablilitacyjne, koncentrowat si¢ wokot analizy struktury i wtasciwos$ci peryplazmatycznych B-glukandéw
oraz lipopolisacharydu bakterii z rodzaju Bradyrhizobium ze szczegdlnym uwzglednieniem struktury
i whasciwosci ich niezwyktych lipidow A.

W momencie rozpoczecia badan znana byta budowa i sposéb biosyntezy peryplazmatycznego
glukanu syntetyzowanego przez komorki Bradyrhizobium japonicum [Bohin, 2000]. Brak byto danych
opisujgcych strukture i sposoby podstawienia sktadnikami niecukrowymi B-glukandéw innych
przedstawicieli rodzaju Bradyrhizobium. Réwniez skromne dane dotyczyty struktury lipopolisacharydu
Bradyrhizobium. Wskazywano m.in. na obecno$¢ 2,3-diamino-2,3-dideoksyglukozy (GIcpN3N)
zamiast glukozaminy (GlcpN) w lipidzie A tych bakterii. Sugerowano réwniez obnizong aktywno$é
endotoksyczng LPS tego typu bakterii [Loppnow i wsp., 1990].

Trzon osiagnigcia stanowi pie¢ prac doswiadczalnych oraz jedna praca przegladowa. W pracy
przegladowej opisano budoweg, rolg i znaczenie peryplazmatycznych B-glukandéw u bakterii Gram-
ujemnych, ze szczegdélnym uwzglednieniem bakterii symbiotycznych i roslinnych patogenow. Jako
uzupetnienie wiedzy dotyczacej B-glukandw bakterii symbiotycznych, do osiagnigcia wiaczona zostata
praca badawcza opisujaca struktur¢ cyklicznych oligosacharydow wyizolowanych z  kilku
nieprzebadanych wczesniej gatunkéw Bradyrhizobium. Badania oparto glownie na analizach
wykonanych technika spektrometrii mas (MALDI-TOF). W dalszej czgsci osiagnigcie zawiera prace
dotyczaca badan nad wlasciwosciami biologicznymi LPS Bradyrhizobium, Mesorhizobium
i Azospirillum. Badania te byly prowadzone jednoczesnie z analiza dlugotancuchowych
hydroksykwasow tluszczowych wchodzacych w sktad lipidu A Bradyrhizobium oraz prébami ustalenia
kompleksowej struktury tego lipidu A w oparciu 0 nowoczesne techniki instrumentalne:
wysokorozdzielcza spektrometri¢ mas (ESI FT-ICR MS/MS i MALDI TOF) oraz dwuwymiarowa
spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu jadrowego (2D NMR). Uzyskane wyniki — poznanie
catkowicie odmiennego od dotychczas opisanych typow lipidu A - pozwolity na wyjasnienie przyczyn

obserwowanych réznic we wlasciwosciach biologicznych LPS Bradyrhizobium.
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OPIS OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Wszystkie dotychczas przebadane rizobia produkuja peryplazmatyczne B-glukany. Sg to cykliczne
oligosacharydy, o charakterze obojetnym lub anionowym. Najwczesniej zostaty przebadane -glukany
produkowane przez przedstawicieli rodzajow Rhizobium i Agrobacterium. Wykazano, ze sa to cykliczne
oligosacharydy, w ktérych reszty glukozy sg potgczone wigzaniami B-(1—2). Stopien polimeryzacji
(DP) tych oligocukrow wynosi od 17 do 25, a w przypadku Sinorhizobium meliloti siega az 40 reszt.
Glukany te mogg ulega¢ modyfikacjom polegajacym na dotgczeniu anionowych podstawnikéw, takich
jak sn-1-fosfoglicerol, bursztynian czy metylomalonian [Miller i wsp., 1987; Breedveld i Miller, 1998].
Linearna forma peryplazmatycznych B-(1—2)-glukanéw spotykana jest wylacznie u enterobakterii
i niektorych pasozytow ro$lin, takich jak Erwinia chrysanthemi czy Pseudomonas syringae. Moga one
zawiera¢ od 5 do 13 reszt glukozy, ktora jest potaczona glownie wigzaniami B-(1—2), a liczne
odgatezienia tworza reszty przylaczone wigzaniami typu B-(1—6). Sa one dodatkowo bogato
dekorowane, np. resztami fosfoglicerolu, fosfoetanolaminy, kwasu octowego czy bursztynowego
[Kennedy, 1996]. Z kolei Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris i Rhodobacter sphaeroides
produkuja peryplazmatyczne B-(1—>2)-glukany w formie cyklicznej, ale posiadajace jedna resztg
glukozy wiaczonej do pierScienia wigzaniem a-(1—6). Obecno$¢ takiej reszty prawdopodobnie
powoduje dodatkowe usztywnienie czasteczki oligocukru [Lippens i wsp., 1998]. Rizobia wolnorosnace
oraz Azorhizobium i Azospirillum produkuja cykliczne oligocukry zbudowane z glukozy potaczonej
wigzaniami typu B-(1—3);(1—6). Rolin i wspotpracownicy [1992] opisali peryplazmatyczne glukany
wyizolowane z Bradyrhizobium japonicum USDA 110. Sa to cykliczne oligocukry zawierajace od 10
do 12 reszt glukozy w pier§cieniu, a dodatkowa reszta tworzy odgatezienie boczne taczace sie
z pierScieniem poprzez grup¢ hydroksylowa przy weglu C-6 jednej z reszt glukozy. Jedynym
podstawnikiem, ktorego obecno$¢ stwierdzono, byta fosfocholina. Jest to tzw. jon obojnaczy, ktdry
powoduje, ze catkowity tadunek czasteczki glukanu zalezy od wlasciwos$ci roztworu, w ktorym glukan
jest rozpuszczony [Rolin i wsp., 1992]. Zebrane materialy, do$wiadczenie oraz literatura dotyczaca
tematu, pozwolity na przygotowanie artykutu przegladowego opisujgcego cykliczne glukany, w ktorym
przedstawiono klasyfikacje tych oligocukréw, opisano ich biosynteze oraz role i znaczenie tych
zwigzkow dla bakterii symbiotycznych (Publikacja nr 1).

Celem uzupelnienia informacji dotyczacych struktury peryplazmatycznych glukanoéw
Bradyrhizobium poddano analizie oligosacharydy wyizolowane z trzech gatunkow z tego rodzaju:
B. elkanii, B.liaoningense oraz B. yuanmingense, u ktorych nie prowadzono wcze$niej tego typu analiz
(Publikacja nr 2). Wyniki badan wykonanych technika spektroskopii NMR oraz spektrometrii mas
(MALDI-TOF) pozwolity stwierdzi¢, ze bradyrizobiowe glukany sa, podobnie jak cykliczne oligocukry
szybkorosnacych rizobiow, bogato dekorowane. U wszystkich przebadanych szczepow cykliczny B-
(1—3);(1—>6)-glukan o0 DP = 11-13, byt podstawiony nie tylko fosfocholing, ale réwniez jedng, dwiema

lub trzema resztami bursztynianu, a takze acetylowany. U kazdego z badanych szczepow czasteczki
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glukanu mogly by¢ podstawione wylacznie reszta acetylows, bursztynianowa lub fosfocholing lub
zawiera¢ dwa z w/w podstwnikéw. W przypadku B. elkanii obserwowano czasteczki glukanu
podstawione jednoczesnie wszystkimi trzema rodzajami podstawnikow, a takze takie, ktore niosty
wylacznie dwie reszty fosfocholiny. U tych bakterii byty tez obecne oligocukry, zawierajace dwie lub
trzy reszty bursztynianu i dodatkowo grupe acetylowa. Wykazano, Ze stopien podstawienia i sposob
dekoracji peryplazmatycznego glukanu $cisle zalezy od gatunku i szczepu bradyrizobium.

Kolejnym celem naukowym bylo poznanie wiasciwosci biologicznych lipopolisacharydéw
szczepOw rizobiowych. Badania byly nowatorskie, gdyz LPS-y te posiadaty lipidy A odmienne od
modelu enterobakteryjnego. U progu badan wiadomym byto, ze pelna aktywnos¢ endotoksyczng
przejawiaja lipopolisacharydy zawierajace lipid A zbudowany z dwoch czasteczek glukozaminy,
ufosforylowanych w pozycji C-1 i C-4’ i podstawionych szescioma resztami kwasow tluszczowych,
z ktorych cztery tworza ugrupowania acyloksyacylowe [Raetz i Whitfield, 2002]. Naturalnie
wystepujace odmiany lipidow A o budowie wyraznie odbiegajacej od modelowej endotoksyny
enterobakterii sg zwykle nietoksyczne lub stabo toksyczne. Mata aktywnos¢ biologiczna wigze sig u nich
z niskim powinowactwem LPS do odpowiednich receptorow komoérek odporno$ciowych, a to z kolei
moze by¢ spowodowane brakiem reszt fosforanowych w lipidzie A [Rietschel i wsp., 1994; Schromm
I wsp., 1998]. Przypuszczano, ze lipidy A Mesorhizobium i Bradyrhizobium, ktére zawierajg 2,3-
diamino-2,3-dideoksy-glukoze¢ w miejsce glukozaminy mogg przejawia¢ obnizong toksyczno$¢ [Mayer
i wsp., 1989; Carlson i wsp., 1992]. Z kolei lipid A Azospirillum posiada szkielet cukrowy zbudowany
z glukozaminy, jednak jest on podstawiony w pozycji C-1 reszta kwasu galakturonowego i jest
catkowicie pozbawiony grup fosforanowych. Rowniez wzor acylacji kwasami tluszczowymi jest
odmienny od enterobakterii. Lipid A Azospirillum posiada tylko jedno ugrupowanie acyloksyacylowe
[Choma i Komaniecka, 2008].

Pewng wskazowka byly badania przeprowadzone przez Loppnow’a i wsp. [1990] nad
aktywnoscig biologiczng LPS B. lupini USDA 3045. Budowa lipidu A tego szczepu jeszcze nie byta
poznana, ale stwierdzono, ze preparat LPS tego szczepu indukowat syntez¢ IL-1p i IL-6 w ludzkich
monocytach na poziomie co najmniej rownym LPS Sinorhizobium meliloti, jednakze byt od niego
dziesieciokrotnie mniej toksyczny dla uczulonych galaktozaming myszy.

Toksyczno$¢ enterobakteryjnych lipidow A (lipopolisacharydow) jest wynikiem ich zdolnos$ci
do przylaczania si¢ do receptorow TLR4 (toll-like receptors), ktore sg obecne na powierzchni ludzkich
komorek odpornosciowych. W makrofagach aktywacja receptorow TLR4 uruchamia biosynteze
réznych czynnikow prozapalnych (takich, jak: TNF i IL-1B, IL-6). W przypadku nadmiernego
nagromadzenia si¢ tych cytokin moze dojs¢ do stanu szoku septycznego co niejednokrotnie prowadzi
do zgonu [Raetz i Whitfield, 2002]. Do aktywacji receptorow TLR4, a tym samym do uruchomienia
odpowiedzi immunologicznej w ludzkich komoérkach odpornosciowych wydaje si¢ by¢ niezbedna
obecnos¢ grup fosforanowych i dwdch reszt acyloksyacylowych w lipidzie A [Aderem i Ulevitch, 2000;
Poltorak i wsp., 1998; Raetz i Whitfield, 2002]. Stwierdzono, ze czasteczki lipidu A zawierajacego
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diaminoglukoze zamiast glukozaminy rowniez sa zdolne do wbudowania si¢ w miejsca aktywne
receptorow TLR4, ale nie prowadzi to do wystgpienia objawow szoku. Takie lipidy A blokujg receptory
1 wyciszajg reakcj¢ obronng [Vandenplas i wsp., 2002]. Moga one funkcjonowac jako swego rodzaju
remedium w zakazeniach enterobakteriami. Z tego powodu bardzo wazne jest prowadzenie prac nad
poznaniem struktur lipidow A o skladzie i budowie odmiennej od ich wysokotoksycznych
odpowiednikow enterobakteryjnych.

Wtasciwosci  endotoksyczne lipopolisacharydow wyizolowanych z pigciu  szczepoéw
Bradyrhizobium, oraz Mesorhizobium huakuii i Azospirillum lipoferum i oczyszczonych metoda
elektrodializy [wg. Galanos i Lideritz, 1975], badano, mierzac ilo$ci wydzielanych cytokin (TNF, IL-
1B i IL-6) przez komérki THP-1. Mierzono réwniez poziom uwalnianego tlenku azotu (NO) oraz
zdolno$¢ do zelowania lizatu z amebocytow skrzyptocza (test LAL). Wyniki odnoszono do zachowania
sie standardowej endotoksyny Salmonella enterica sv. Typhimurium. Badania biologicznej aktywnosci
preparatow LPS prowadzono na komoérkach ludzkiej biataczki monocytarnej (linia THP-1 z kolekcji
ECACC) namnazanych na podlozu RPMI 1640 uzupelionym antybiotykami i cielgca surowica
ptodowa, w atmosferze 5 % CO.. W celu ustalenia optymalnych dawek LPS do testow indukcji cytokin,
wstepnie zbadano ich toksycznos¢ w stosunku do komoérek THP-1 metodami kolorymetrycznymi: MTT
i LDH. W przypadku LPS badanych szczep6w Bradyrhizobium stwierdzono, ze dawki 1 ug/ml i ponizej
sg malo toksyczne — przezywalno$¢ komoérek wynosita od 90 - 100 %. W przypadku endotoksyny
Salmonella dawka 1 ug/ml powodowata spadek zywotnosci komoérek do 65 % i dwukrotny wzrost
uwalniania LDH w stosunku do kontroli.

Do przeprowadzenia testow indukcji cytokin: TNF, IL-1p i IL-6 wybrano dwie dawki LPS: 0,01
pg/ml i 1 pg/ml. W wyniku do$wiadczen stwierdzono, ze wydzielanie cytokin przez komorki
indukowane nizszg dawka rizobiowego LPS (0,01 pg/ml) byto ekstremalnie niskie, a w przypadku
interleukin (IL-1pB i IL-6) wrgcz na poziomie spontanicznej produkeji cytokin przez komorki THP-1.
Przy dawce LPS 1 pg/ml odnotowano nieco wyzszy poziom wydzielania cytokin, przy czym najwigksze
warto$ci (ale wcigz bardzo niskie w porownaniu z LPS Salmonella), zaobserwowano w przypadku LPS
M. huakuii, A. lipoferum i B. japonicum. Z kolei podczas badania wydzielania tlenku azotu (NO) przez
komérki linii THP-1 inkubowane z lipopolisacharydem Bradyrhizobium i Salmonella w dawce 1 pg/ml,
stwierdzono, ze w przypadku dwoch szczepdéw: B. liaoningense i B. yuanmingense wydzielanie NO jest
na poziomie kontroli, natomiast w przypadku LPS Mesorhizobium, Azospirillum i pozstatych szczepow
Bradyrhizobium, ilo$¢ wydzielanego NO jest na poziomie okoto dwukrotnie nizszym niz w przypadku
LPS Salmonella. Aktywnos¢ biologiczng lipopolisacharydéw badano przy pomocy testu zelowania
lizatu z amebocytow skrzyptocza (test LAL). W przypadku LPS B. japonicum i B. yuanmingense
zelowanie obserwowano przy stezeniu 0,1 ug/ml, natomiast LPS B. elkanii i B. liaoningense dawat
pozytywng reakcje przy stezeniu dziesieciokrotnie nizszym - 0,01 pg/ml. LPS M. huakuii i A. lipoferum
wykazywat znacznie wyzsza aktywno$¢ endotoksyczng. W ich przypadku, zelowanie obserwowano

przy stezeniu 0,1 ng/ml. Standardowe endotoksyny pochodzace ze szczepow Salmonella enterica sv.
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Typhimurium i E. coli O55:B5 zelowaly amebocyty skrzyptocza juz przy stezeniu 0,01 ng/ml (t.j.
0,00001 pg/ml). Stwierdzono tym samym, ze lipopolisacharydy (a wlasciwie lipidy A)
Bradyrhizobium sg 1 000 — 10 000 razy stabszymi endotoksynami niz LPS enterobakterii. Wyniki
powyzszych badan opisano w Publikacji nr 3.

Roznice w Dbiologicznej aktywnosci preparatow LPS Bradyrhizobium i standardowej
endotoksyny odzwierciedlajg r6zng strukture lipidu A — centrum endotoksycznosci czasteczki LPS.
Najwazniejszymi czynnikami wplywajacymi na immunologiczng aktywno$¢ LPS sa: obecnos¢
w lipidzie A reszt fosforanowych oraz liczba, typ i dystrybucja kwasow ttuszczowych [Rietschel i wsp.,
1994]. Do aktywnosci prozapalnej enterobakteryjnego lipidu A jest niezbgdna obecnos¢ szesciu reszt
kwasow tluszczowych, z ktorych dwa sga niesymetrycznie zlokalizowane tworzac dwie reszty
acyloksyacylowe. Brak jednej z nich powoduje okoto stukrotny spadek toksycznos$ci, za$ lipid A niosacy
wylacznie cztery pierwszorzedowe reszty kwasow thuszczowych jest calkowicie nieaktywny
biologicznie [Teghanemt i wsp., 2005; Park i wsp., 2009]. Na tym etapie badan mozna byto stwierdzi¢,
ze zredukowana aktywno$¢ biologiczna bradyrizobiowych lipopolisacharydow mogla wynikac
z roznego stopnia acylacji szkieletu cukrowego, jak rowniez z obecno$ci bardzo dlugich kwasow
tuszczowych, zawierajagcych od 26 do 35 atoméw wegla w tancuchu. Obecno$é takich kwasow
thuszczowych prawdopodobnie uposledzata proces wbudowywania si¢ czasteczki LPS do miejsca
aktywnego receptora MD-2. Co wiecej, brak reszt fosforanowych w bradyrizobiowych lipidach A nie
tylko wptywal na ostabienie powinowactwa glikolipidu do ligandu, lecz rowniez mogto indukowac
strukturalng rearanzacj¢ adaptora multimerycznego receptora TLR4-MD-2, jak to stwierdzono
w przypadku mutantéw Salmonella Minnesota pozbawionych reszty fosforanowej w pozycji C-1 [Park
i wsp., 2009]. W ten sposob zostaje zablokowane miejsce aktywne receptora TLR4 i nie dochodzi do
powstania kompleksu TLR4-MD-2-LPS, ktory jest kluczowy w procesie aktywacji kaskady sygnatowe;j
i biosyntezy czynnikow prozapalnych, takich jak: TNF, IL-1B, czy IL-6 [Raetz i Whitfield, 2002].

Réwnolegle prowadzono badania nad poznaniem struktury lipidu A u Bradyrhizobium. Prace
te rozpoczeto od szczegotowej analizy kwasow ttuszczowych i innych sktadnikéw lipidowych obecnych
w preparatach LPS wszystkich szczepoéw Bradyrhizobium. Byty one prowadzone w ramach dwoch
grantdbw MNiSW realizowanych jednocze$nie w grupie Prof. dr hab. Ryszarda Russy, w Zakladzie
Genetyki i Mikrobiologii UMCS, w ktorych bytam wykonawca i gtdéwnym wykonawca. U progu tych
badan zidentyfikowano u Bradyrhizobium szereg kwasow tluszczowych o niezwykle dhugich
fancuchach weglowodorowych i posiadajgcych grupe hydroksylowa umieszczong w pozycji (o-1).
Dotychczas opisane lipidy A bakterii z grupy rizobiow zwykle posiadaty jeden tego typu kwas
thuszczowy przylaczony estrowo i tworzacy ugrupowanie acyloksyacylowe. Pierwsze doniesienia
dotyczace izolacji i charakterystyki chemicznej kwasu 27-hydroksyoktakozanowego (27-OH-28:0)
u Rhizobium leguminosarum bv. trifolii ukazaty sie ponad 20 lat temu [Hollingsworth i Carlson, 1989].
W roku 1991 Bhat i wspoétpracownicy dowiedli, ze niemal wszystkie szczepy bakterii nalezacych do

Rhizobiaceae (z wyjatkiem rodzaju Azorhizobium) posiadajg ten kwas w swoich lipopolisacharydach
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[Bhat i wsp., 1991b]. Od tego czasu kwas 27-OH-28:0 funkcjonuje jako marker chemotaksonomiczny
dla bakterii z grupy rizobiéw. Pozniej stwierdzono, ze nie tylko rizobia, ale roéwniez inne
mikroorganizmy z podgrupy a-2 Proteobacteria syntetyzujg dtugotancuchowe (w-1)-hydroksylowane
kwasy tluszczowe. W szczepie Rhodopseudomonas palustris le5 wystepuje kwas 28-OH-29:0,
prawdopodobnie o strukturze rozgalezionej, co jednak nigdy nie zostato do konca dowiedzione [Bhat
I wsp., 1991a]. U Rhizobium tropici zidentyfikowano kwas 29-OH-30:0, za§ w LPS Rhizobium
leguminosarum bv. viciae formg keto kwasu 27-OH-28:0 (kwas 27-keto-28:0) [Gil-Serrano i wsp.,
1994; Izmailov 1 wsp., 1999]. Lista zidentyfikowanych dtugotancuchowych kwaséw thuszczowych
U rizobiow zostata wydtuzona po analizie LPS Mesorhizobium huakuii, gdzie oprocz kwasu 27-OH-
28:0 i jego formy keto, zidentyfikowano roéwniez kwasy: 25-OH-26:0 i 29-OH-30:0 [Choma, 1999].

W toku prac, preparaty lipopolisacharydéw wyizolowanych z czterech typowych szczepéw
Bradyrhizobium reprezentujacych cztery gatunki: B. japonicum USDA 110, B. elkanii USDA 76, B.
liaoningense USDA 3622 oraz B. yuanmingense CCBAU 10071 zostaly poddane analizie jako$ciowej
i ilosciowej w celu okreslenia spektrum kwasow ttuszczowych oraz sktadnikéw cukrowych.
Stwierdzono obecnos$¢ dwdch polarnych kwasow posiadajacych grupe hydroksylowa przylaczona
w pozycji B (tj. 3-OH-12:0 oraz 3-OH-14:0), a takze szeregu dlugolancuchowych kwasow
tluszczowych z tancuchami alkilowymi zawierajacymi od 26 az do 35 atoméw wegla w lancuchu
i z grupa hydroksylowa w pozycji (»-1). Niektore z tych kwaséw wystepowaly rowniez w formie
ketokwasOw (27-keto-28:0 oraz 29-keto-30:0). Sposrod kwasdéw niepolarnych obecne byty: 24:0, 26:0
1 28:0, zidentyfikowane w LPS pochodzacym z fazy fenolowej B. elkanii i B. liaoningense. Stwierdzono,
ze 3-hydroksykwasy sa przytaczone do lipopolisacharydu (lipidu A) wigzaniem amidowym, natomiast
pozostale kwasy sg zwigzane estrowo.

Szczegotowa charakterystyka dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych izolowanych z LPS
Bradyrhizobium dostarczyta kolejnych informacji. Stwierdzono, ze w puli dtugotancuchowych (®-1)-
hydroksykwasdw sa obecne zarowno kwasy z prostymi tancuchami alifatycznymi jak réwniez kwasy
rozgatezione (mono- i dimetylo). Ponadto, kwasy rozgalezione to prawie wylacznie te o nieparzystej
liczbie atomoéw wegla w lancuchu. Analiza pochodnych pirolidynowych oraz 4,4-
dimetylooksazolinowych (DMOX) wykazata, Zze miejscem rozgalezienia lancucha alkilowego jest
pozycja C-(w-10) i/lub C-(w-11), co jest nietypowe dla tego rodzaju zwigzkow, gdyz zazwyczaj
w kwasach ttuszczowych bakterii miejscem rozgatezienia jest pozycja C-(w-1) lub C-(w-2) i sg to kwasy
typu iso- i anteiso-, spotykane np. w grupie Mesorhizobium [Choma, 2002].

Wyniki badan nad kwasami ttuszczowymi Bradyrhizobium zostaty zawarte w Publikacji nr 4.

Podsumowujac wyniki powyzszych analiz, nalezy zauwazyC, ze juz wczes$niej prowadzone
analizy strukturalne rizobiowych lipidow A pozwolity ustali¢, ze dlugotancuchowy kwas tluszczowy
jest przytaczony do czgsteczki lipidu A jako kwas drugorzedowy, tworzac ugrupowanie

acyloksyacylowe z 3-hydroksykwasem [Que i wsp., 2000; Jeyaretnam i wsp., 2002, Gudlavaletti
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i Forsberg, 2003; Choma i Sowinski, 2004]. Badania przeprowadzone w Zaktadzie Genetyki
I Mikrobiologii UMCS pozwolity na poznanie natury bradyrizobiowych dtugotancuchowych kwasow
thuszczowych. Dowiedziono, Ze bakterie te sa w stanie wytwarzaé znaczne ilosci dtugotancuchowych
(o-1)-hydroksykwasow tluszczowych, zawierajacych od 26 do 35 atomow wegla, z tancuchem prostym
lub rozgatezionym. W przeciwienstwie do innych rizobidow (szybkorosngcych, np. z rodzaju
Mesorhizobium) zawsze towarzysza im tylko dwa kwasy typu 3-hydroksy (3-OH-12:0 i 3-OH-14:0),
nie za$ cate ich spektrum. Ten unikalny zestaw kwasow tluszczowych moze by¢ doskonalym markerem
chemotaksonomicznym dla identyfikacji wolnorosnacych rizobiow izolowanych z brodawek
dzikorosnagcych roslin motylkowatych. Co wigcej, ilo$¢ 1 stosunki molowe pomigdzy kwasami
thuszczowymi uwalnianymi z LPS bradyrizobiéw wskazywaly, ze czasteczka lipidu A moze zawierac
wigcej niz jedng reszte dlugotancuchowego kwasu ttuszczowego.

Dysponujac powyzszymi danymi przystapiono do dalszego etapu prac, jakim bylo ustalenie
struktury lipidu A Bradyrhizobium. Z uwagi na fakt, iz sg to bakterie trudne do hodowli i wymagaja
dtugiego okresu inkubacji (hodowla wlasciwa trwa 10 dni) prace poczatkowo prowadzone na czterech
szczepach ograniczono do tych, dla ktorych uzyskano mase bakteryjng w wystarczajacej ilosci (tj. okoto
100 g mokrej masy bakteryjnej). Lipopolisacharyd z komérek Bradyrhizobium elkanii USDA 76
podczas ekstrakcji goracym 45 % fenolem/woda niemal w caloséci przechodzit do fazy organicznej.
Lipid A otrzymany droga tagodnej kwasnej hydrolizy lipopolisacharydu poddano wyczerpujacemu
oczyszczaniu wodg wysycong butanolem. W ten sposob usunigto wszelkie komponenty fosfolipidowe
i lipidowe inne niz badany glikolipid [Azzouz i wsp. 2005]. Czysty preparat lipidu A poddano analizie
jakosciowej i ilosciowej, ustalajac, ze jedynym obecnym aminocukrem jest 2,3-diamino-2,3-
dideoksyglukoza. Dodatkowo wykryto heksoze, ktora zidentyfikowano jako mannozg. Nie stwierdzono
obecnosci fosforu w postaci reszt ortofosforanowych, ktére mogly by by¢ przyltaczone do szkieletu
cukrowego lipidu A. O-deacylacja czesci materiatu (przy uzyciu bezwodnej hydrazyny) pozwolita na
uzyskanie preparatu lipidu A podstawionego wylacznie kwasami zwigzanymi amidowo [Haishima
i wsp., 1992]. Materiat O-deacylowany i natywny poddano analizie strukturalnej, wykorzystujac w tym
celu wysokorozdzielczg spektrometrie mas (MALDI-TOF i ESI-FT-ICR MS/MS) oraz spektroskopie
NMR. Analiza widma ESI FT-ICR MS natywnego lipidu A B. elkanii pozwolita stwierdzi¢, ze masa
jego czasteczki wynosi okoto 2600 Da. Trzy glowne sygnaty masowe roznity si¢ miedzy soba o 28 i 14
jednostek masowych, co wskazywato na podstawienie kompletnej czasteczki lipidu A kwasami
thuszczowymi o roznej dlugosci tancucha. Bazujac na wynikach analizy chemicznej czgsci cukrowe;j
lipidu A oraz sktadu kwasow tluszczowych, stwierdzono, ze czasteczka lipidu zawiera dwie reszty
diaminoglukozy (GIcpN3N), trzy heksozy (mannozy), po dwie reszty kwasu 3-OH-12:0 i 3-OH-14:0
oraz dwie reszty dlugotancuchowych kwasow tluszczowych, z ktéorych jedna jest dodatkowo
zestryfikowana kwasem 3-hydroksymastowym. Najbardziej intensywny jon widoczny na widmie ESI
FT-ICR MS odpowiadajacy lipidowi A o masie 2600 Da poddano fragmentacji MS/MS (IRMPD),
W celu ustalenia szczegotow jego budowy. Zidentyfikowano sygnat o m/z 761.4963 jako jon typu Y*
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wg. nomenklatury zaproponowanej przez Domon i Costello, pochodzacy z redukujgcego konca
czasteczki i odpowiadajacy fragmentowi lipidu A zbudowanemu z jednej diaminoglukozy, jednej
mannozy i dwoch reszt kwasow thuszczowych: 3-OH-12:0 i 3-OH-14:0. Z kolei drugi intensywny sygnat
przy m/z = 1499.3684 to tzw. fragment B, pochodzacy z nieredukujacego konca czasteczki lipidu A,
ktory w wyniku eliminacji utracit disacharyd mannozylo-mannozowy. Tym samym, stwierdzono, ze
nieredukujacy koniec czasteczki lipidu A B. elkanii powinien by¢ zbudowany z jednej reszty GICN3N,
dwadch reszt mannozy, dwoch amidowo zwigzanych reszt 3-hydroksykwasow: 3-OH-12:0 i 3-OH-14:0
oraz dwdch reszt kwasu 27-OH-28:0, z ktérych jedna jest dodatkowo zestryfikowana 3-
hydroksymaslanem, przytaczonym do grupy hydroksylowej w pozycji (w-1). Tym samym ustalono, ze
czasteczka lipidu A wyizolowanego z LPS B. elkanii ma budowe asymetryczng: oba ugrupowania
acyloksyacylowe sa zlokalizowane przy nieredukujgcej reszcie GIcN3N. Na uwage zashuguje fakt, iz
po raz pierwszy stwierdzono obecno$¢ az dwadch reszt dlugotancuchowych kwaséw tluszczowych
w czgsteczce lipidu A, co jest niezwykle wsrod rizobiow, gdzie dotychczas sagdzono, ze moze by¢
przytaczona tylko jedna taka reszta.

Analiza widma MS/MS O-deacylowanego lipidu A pozwolita potwierdzi¢ dystrybucje
pierwszorzedowych kwasow tluszczowych w czasteczce. Sygnat dominujgcy o m/z = 1670.0214
odpowiadat czasteczce lipidu A zbudowanej z dwoch reszt GlcpN3N, trzech reszt mannozy i czterech
reszt zwigzanych amidowo 3-hydroksykwasow: dwoch 3-OH-12:0 i dwoéch 3-OH-14:0. Fakt, iz
zanotowano tylko jeden sygnal masowy potwierdzal, ze heterogennos¢ petnego lipidu A pochodzita
wylacznie od heterogennosci tancucha estrowo zwigzanych reszt. Zanotowano obecno$¢ jonu typu B¥,
przy m/z = 909.5502, pochodzacego z nieredukujacego konca czasteczki lipidu A. Ta fragmentacja
potwierdzita, ze do dystalnej reszty GIcpN3N przylaczony jest disacharyd mannozylo-mannozylowy,
za$ grupy aminowe diaminoglukozy sg podstawione jedng resztg 3-OH-12:0 i jedng 3-OH-14:0.

Szczegoty budowy szkieletu cukrowego lipidu A B. elkanii (konfiguracja i pozycje wiazan)
zostaty ustalone na podstawie analizy widm 1D i 2D NMR. Na podstawie analizy heterokorelacyjnego
widma HMQC natywnego preparatu lipidu A zidentyfikowano pie¢ uktadéw spinowych
odpowiadajacych pieciu resztom cukrowym szkieletu: A, a-D-Manp, B, a-D-GIcpN3N, C, B-D-
GlcpN3N, D, o-D-Manp i E, o-D-Manp. Wszystkie heksozy wystepowaty w formie piranoz.
Konfiguracja anomeryczna poszczegélnych reszt zostata ustalona na podstawie odczytu statych
sprzgzenia spinowo-spinowego pomiedzy weglem anomerycznym i zwigzanym z nim protonem
(Mcim). Relatywnie wysokie wartosci (powyzej 170 Hz) odpowiadaja resztom cukrowym
w konfiguracji o (reszta A, B, D i E), natomiast wartosci okoto 160 Hz wskazuja na konfiguracj¢
(reszta C). Sposob potaczenia poszczegolnych reszt cukrowych w szkielecie lipidu A zostat ustalony na
podstawie danych pochodzacych z analizy widm: *H/*H ROESY, 'H/*H NOESY i H/®C HMBC.
Ustalono, ze obie reszty diaminoglukozy sa ze soba potgczone wigzaniem typu B-(1—6) glikozydowym.

Do tego disacharydu sg dotaczone trzy czgsteczki D-mannozy. Jedna czasteczka mannozy dotaczona
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jest do proksymalnej reszty GIcpN3N wigzaniem a-(1—1), natomiast dwie pozostate tworza disacharyd
mannozylo-(1—6)-mannozowy, dofaczony do szkieletu lipidu A w pozycji 4’. Tym samym
potwierdzono, ze szkielet lipidu A Bradyrhizobium elkanii stanowi neutralny pentasacharyd
o strukturze: a-D-Manp-(1—6)-0-D-Manp-(1—4)-B-D-GlcpN3N-(1—6)-0-D-GlcpN3N-(1—1)-a-D-Manp.
Byla to pierwsza opublikowana tak rozbudowana struktura szkieletu lipidu A. Uzyskane wyniki
zostaly zamieszczone w Publikacji nr 5.

Wraz z zakonficzeniem prac zwigzanych z dwoma granami MNiSW (lata 2007-2010) nie
zaprzestano prac nad rozwigzaniem struktury LPS Bradyrhizobium. Preparaty lipidu A pozostatych
szczepdw byty poddawane wnikliwym analizom spektrometrycznym. Otrzymane wyniki nie dawaty si¢
interpretowa¢ z wykorzystaniem znanych schematéw. W przypadku lipidéw A izolowanych z LPS
B. japonicum, B. yuanmingense czy Bradyrhizobium sp. (Lupinus) na widmach MS obserwowano
roéznice mas, ktorych nie dato si¢ wyttumaczy¢ podstawieniem kolejnego dtugotancuchowego kwasu
thuszczowego. Zarazem przeprowadzone analizy jakosciowe oczyszczonych preparatow lipidowych
wcigz wskazywaly na obecnos$¢ znacznej ilosci tzw. lipidow hopanoidowych. Te pentacykliczne lipidy
triterpenoidowe byly juz wczesniej opisywane nie tylko u bakterii z rodzaju Bradyrhizobium, ale tez
u innych bakterii zarbwno Gram-ujemnych jak i Gram-dodatnich, jak np.: u Streptomyces spp.,
Zymomonas mobilis, u pupurowej bezsiarkowej bakterii Rhodopseudomonas palustris,
Rhodomicrobium vanniellii, Methylococcus capsulatus, czy wiazacych azot Azotobacter, Beijernickia
czy Frankia [Neunlist i wsp., 1985; Berry i wsp., 1993; Kannenberg i wsp., 1995; Bravo i wsp., 2001;
Welander i wsp., 2009]. Sugerowano, ze lipidy hopanoidowe stabilizuja btony fosfolipidowe, petnigc
role podobna do steroli w komérkach eukariotycznych [Rohmer i wsp., 1979]. U Frankia hopanoidy sa
zaangazowane w ochrong kompleksu nitrogenazy przed oksydacja, tworzac bariere dyfuzyjna dla tlenu
[Berry i wsp., 1993]. W przypadku Rh. palustris udowodniono, ze bakteriohopanoidowe poliole m. in.
determinujg integralno$¢ membrany lipidowej [Welander i wsp., 2009].

Roéznica mas widoczna na widmach MS wynosita 512.42 Da. Odpowiadalo to reszcie 34-
karboksybakteriohopan-32,33-diolu  zidentyfikowanego w badanych preparatach lipidu A
Bradyrhizobium. Do okreslenia pozostal sposob i miejsce przylaczenia hopanoidu do czasteczki
lipidu A. Problem ten rozwigzano po doglebnej analizie heterokorelacyjnych widm NMR (HSQC-DEPT
i HMBC) uzyskanych dla lipidu A wyizolowanego z komoérek Bradyrhizobium japonicum szczep
USDA 110. Wykazano, ze grupa karboksylowa hopanoidu jest kowalencyjnie przylaczona do
grupy hydroksylowej w pozycji (®-1) dlugolancuchowego hydroksykwasu tluszczowego,
zwigzanego estrowo z kwasem 3-hydroksylowym, ktéry z kolei laczy si¢ z nieredukujaca
(dystalna) diaminoglukozg. Tak rozbudowany lipid A jest ewenementem wsréd do tej pory
opisanych tego typu molekul.

W toku analiz ustalono, ze szkielet lipidu A Bradyrhizobium japonicum USDA 110 zbudowany
jest z dwoch reszt 2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-glukozy (D-GIcpN3N), dwoch czasteczek D-mannozy
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(D-Manp) tworzacych a-(1—6)-zwigzany disacharyd przylaczony w pozycji C-4’ nieredukujacej
GIcpN3N oraz jednej reszty kwasu D-galakturonowego (D-GalpA) przylaczonej w pozycji C-1
redukujacej D-GICPN3N. Wszystkie grupy aminowe obu reszt diaminoglukozowych podstawione sg 3-
hydroksykwasami tluszczowymi (3-OH-12:0 i 3-OH-14:0), ktére sa rozmieszczone symetrycznie
w czasteczee lipidu A. Dwa z nich (te przy dystalnej reszcie D-GICpN3N) niosg dodatkowo estrowo
zwigzane dlugotancuchowe (w-1)-hydroksykwasy ttuszczowe. Przynajmniej jeden z nich jest
podstawiony resztg trzeciorzedowg w postaci lipidu hopanoidowego lub jego metylowej pochodnej (34-
karboksylo-2p-metylo-bakteriohopan-32,33-diolu).

Otrzymanie widma masowego preparatu lipidu A Bradyrhizobium japonicum USDA 110,
pozwolito zaobserwowa¢ heterogenno$¢ materiatu objawiajacg sie zrdéznicowaniem stopnia acylacji
szkieletu cukrowego. Sygnaty o masie okoto 2100 Da odpowiadaty lipidowi A posiadajgcemu 5 reszt
kwasow thuszczowych, a jedng z reszt acylowych byt dlugotancuchowy (w-1)-hydroksykwas. Klaster
jonéw o niskiej intensywnosci w zakresie 2570-2680 Da odpowiadat heksa-acylowanemu lipidowi A
Z dwoma kwasami dlugotancuchowymi. Natomiast bardzo intensywne piki w przedziale 3000-3200 Da
to czasteczki heksa-acylowanego lipidu A niosace dodatkowo przytaczong kowalencyjnie czasteczke
hopanoidu (Am = 512.42 Da). Ostatnia grupa sygnatow w zakresie 3600-3700 Da to czasteczki lipidu
A B. japonicum USDA 110 niosace dwie reszty hopanoidowe.

Dodatkowe analizy oparte w glownej mierze o pomiary mas jonow lipidow A wyizolowanych
z Bradyrhizobium sp. (Lupinus) USDA 3045 i B. yuanmingense CCBAU 10071 wykazaty, ze pierwszy
ze szczepOw ma podobny wzér acylacji do opisanego dla B. japonicum (posiada dwa dtugotancuchowe
kwasy tluszczowe tworzace ugrupowania acyloksyacylowe, a jedna z grup acyloksyacylowych jest
dodatkowo podstawiona hopanoidem), natomiast lipid A Bradyrhizobium yuanmingese jest
podstawiony trzema resztami dlugolancuchowych kwaséw tluszczowych (jest hepta-acylowany)
i dodatkowo niesie jedng reszte hopanoidowa.

Wydaje sie, ze tak niezwykle silnie rozbudowane lipidy A sg powszechne wsrdd
Bradyrhizobiaceae. Potwierdzeniem tej tezy jest praca opublikowana ostatnio przez zespot A. Molinaro
z Uniwersytetu Fryderyka 1l w Neapolu (Wilochy), w ktorej opisano lipid A izolowany
z fotosyntetyzujacego szczepu bradyrhizobium (Bradyrhizobium sp. BTAI1) [Silipo i wsp., 2014].

Wyniki powyzszych badan zostaty przedstawione w Publikacji nr 6.
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PODSUMOWANIE NAJWAZNIEJSZYCH OSIAGNIEC:

e Zecbrano, usystematyzowano i opracowano informacje dotyczace budowy, biosyntezy i roli

peryplazmatycznych B-glukanow bakterii symbiotycznych i patogenow roslin.

e  Okreslono budowe i sposob podstawienia resztami niecukrowymi peryplazmatycznych B-glukanow
wyizolowanych z roéznych gatunkéw Bradyrhizobium, tym samym uzupeklniono informacje
dotyczace cyklicznych oligosacharydow w tej grupie bakterii o nowe dane.

e Okreslono aktywnos$¢ endotoksyczna nietypowych rizobiowych lipopolisacharydéw (lipidow A)
w stosunku do ludzkich komérek linii THP-1 i porownano je z aktywnosciag standardowej,
enterobakteryjnej endotoksyny. Wyniki te uzyskano na podstawie testow indukcji cytokin (TNF,
IL-1B oraz IL-6), uwalniania tlenku azotu (NO) oraz testu zelowania lizatu z amebocytow

skrzyptocza (test LAL).

e Ustalono sktad kwasow thuszczowych wystgpujacych w lipidach A Bradyrhizobium oraz wskazano,
ze unikalny zestaw tych kwasow thuszczowych moze by¢ uzyty jako marker chemotaksonomiczny

dla tej grupy bakterii.

o  Okreslono budowe dtugotancuchowych (w-1)-hydroksykwaséw ttuszczowych Bradyrhizobium ze
wskazaniem nietypowego miejsca przytaczenia grup metylowych w tancuchach alifatycznych
kwasow rozgatezionych. Sg to pozycje C-(w-10) i/lub C-(w-11).

e Ustalono pelng strukture lipidu A wyizolowanego z LPS Bradyrhizobium elkanii USDA 76, ktorego
szkielet cukrowy stanowi neutralny pentasacharyd zbudowany z dwéch reszt 2,3-diamino-2,3-
dideoksyglukozy i trzech mannoz. Byto to pierwsze doniesienie literaturowe o lipidzie A z tak

rozbudowanym szkieletem cukrowym.

e Dowiedziono, ze w lipidzie A Bradyrhizobium 3-hydroksykwasy tluszczowe sa podstawione
dwiema lub trzema resztami dlugotancuchowych kwasoéw ttuszczowych, podczas, gdy dotychczas
u rizobidw (szybkorosnacych) opisywano obecnosc¢ tylko jednej reszty dlugotancuchowego (w-1)-
hydroksykwasu ttuszczowego w lipidzie A.

e W lipidzie A Bradyrhizobium stwierdzono obecnos¢ nietypowego podstawnika — hopanoidu. Jest
to 34-karboksy-bakteriohopan-32,33-diol i jego metylowa pochodna 34-karboksy-2[ }
bakteriohopan-32,33-diol.

e Ustalono, ze lipid A Bradyrhizobium zawiera czasteczk¢ hopanoidu kowalencyjnie przytaczonego
jako podstawnik trzeciorzedowy zwigzany z grupa hydroksylowa w pozycji (w-1)
dhugotancuchowego kwasu ttuszczowego, ktory z kolei podstawia kwas 3-hydroksy przytaczony do
dystalnej reszty diaminoglukozy.

-18-



Iwona Komaniecka Zatacznik 2a

Wyniki powyzszych badan zostaty opublikowane w pieciu oryginalnych pracach naukowych.
We wszystkich bylam glownym wykonawca eksperymentow, wniostam tez znaczacy wkiad
W koncepcj¢ badan, analiz¢ i opracowanie graficzne wynikow oraz przygotowanie manuskryptow.
W trzech pracach bylam autorem korespondencyjnym. W sktad osiggni¢cia wlaczytam rowniez
jeden artykul przegladowy, w ktdrego przygotowaniu miatam dominujacy udzial i bylam jego
autorem korespondencyjnym.

Opisane powyzej publikacje wchodzity w jeden z gtéwnych nurtdw badan prowadzonych
w Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii UMCS. Nasze osiagnigcia zostaly dwukrotnie wyrdznione
Nagroda Zespotowa I stopnia Rektora UMCS w roku 20101 2011.

Znaczna czg$¢ przedstawionych badan, wchodzacych w sktad zglaszanego osiagnigcia

naukowego, zostata wykonana w ramach grantow:

1. ,,Charakterystyka strukturalna i toksyczno$¢ lipopolisacharydéw (lipidéw A) izolowanych
z Bradyrhizobium spp.” Grant MNiSW nr N303 109 32/3593, przyznany na lata: 2007-2010;

kierownik: dr hab. Adam Choma; dr Iwona Komaniecka — gtéwny wykonawca.

2. ,Taksonomia mikrosymbiontow traganka, janowca i zarnowca, dziko rosnacych roslin
motylkowatych, oparta na identyfikacji kwasow tluszczowych i triterpenoidéw.” Grant MNiSW
nr N303 108 32/3585, przyznany na lata: 2007-2010; kierownik: prof. dr hab. Ryszard Russa;

dr lwona Komaniecka — wykonawca.

3. ,.Badanie mutantow Bradyrhizobium pozbawionych dtugotancuchowych hydroksykwasow
tluszczowych — wplyw zmiany struktury lipidu A na zdolno$¢ do brodawkowania
i przezywalno$¢ wewnatrz komorek eukariotycznych.” Grant MNiSW / NCN nr N N303
822840, przyznany na lata 2011-2014 (przedtuzony do maja 2015 r.); kierownik: dr hab. Adam

Choma; dr lwona Komaniecka — gtéwny wykonawca.
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6. POZOSTALE OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE

A\ Praca naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

1. Studiai praca magisterska

Studia biologiczne na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi UMCS rozpoczetam w roku 1994,
a ukonczytam w roku 1999, z wynikiem bardzo dobrym, uzyskujac tytut magistra biologii, specjalnos¢:
mikrobiologia. Prac¢ magisterska zatytutowana: “Charakterystyka chemiczna lipopolisacharydu
Mesorhizobium ciceri HAMBI 1750” wykonang w Zaktadzie Mikrobiologii Ogélnej, obronitam pod
kierunkiem prof. dr hab. Ryszarda Russy i opieka dr Adama Chomy. W pracy tej opisano sktad
chemiczny lipopolisacharydu bakterii symbiotycznych z rodzaju Mesorhizobium, ze szczegélnym
uwzglednieniem lipidu A. Wyizolowany klasyczna metoda Westphal’a-Jann’a LPS pochodzacy z fazy
wodnej, charakteryzowano pod wzgledem zawartosci sktadnikow cukrowych i kwasow tluszczowych.
Prepearaty analizowano metoda chromatografii gazowej-spektrometrii mas, po wyczerpujacej
hydrolizie materialu i po przeprowadzeniu monosacharydéw w lotne pochodne: octany alditoli
i aminoalditoli, a w przypadku kwaséw tluszczowych w ich estry metylowe (kwasy niepolarne) lub
trimetylosililowe pochodne estrow metylowych hydroksykwasow. Wykazano, ze badany preparat,
sposrod cukréw obojetnych, zawiera gtownie 6-deoksyheksoze zidentyfikowang jako ramnozg (30%) i
jej 3-O-metylo-pochodng, trzy heksozy (mannoze, glukoze i galaktoze) oraz dwie heptozy. Sposrod
sktadnikéw kwasnych zidentyfikowano kwasy: glukuronowy i galakturonowy, oraz kwas 3-deoksy-D-
manno-okt-2-ulozonowy (Kdo). Aminocukry reprezentowane byly przez glukozamineg i 2,3-diamino-
2,3-dideoksyglukoze (GIcpN3N), ktorym towarzyszyty niewielkie ilo§ci aminoheksoz o konfiguracji
manno i galakto. Wykazano duza heterogenno$¢ kwasow tluszczowych budujgcych lipid A —
hydrofobowa cze¢s¢ LPS. Jest to charakterystyczne dla bakterii z rodzaju Mesorhizobium i zostato
opisane w pracach: [Choma, 1999 i 2002]. Wsrod kwasow zwigzanych amidowo zidentyfikowano: 3-
OH-10:0, 3-OH-12:0, 3-OH-i-13:0, 3-OH-18:0, 3-OH-20:0, 3-OH-i-21:0, 3-OH-21:0, 3-OH-22:0, 3-
OH-22:1 oraz szereg ketokwasOw: 4-keto-20:0, 4-keto-i-21:0, 4-keto-22:0, charakterystycznych dla
mezorizobiow. Wsrdd estrowo zwigzanych kwasdéw tluszczowych stwierdzono obecno$¢ kwasow
niepolarnych nasyconych i nienasyconych (12:0, 16:0, 18:0, 22:1, 22:0, 22:3) oraz kwasy (®-1)-
hydroksy: 27-OH-28:0 (dominujacy), 25-OH-26:0 i $§ladowe ilosci 29-OH-30:0. Obecny byt réwniez
kwas 27-keto-28:0, wykryty po raz pierwszy w tej grupie bakterii, a opisywany wczesniej u Legionella
[Sonesson i wsp., 1994]. Wyniki badan stanowigcych przedmiot pracy magisterskiej zostaty
przedstawione w formie posteru.

1. Choma A., Dolecka J., Komaniecka I., Grabek D. (1998) Wstepna chemiczna charakterystyka
lipopolisacharydu Mesorhizobium ciceri. XXXIV Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego,
Biatystok, wrzesien 1998, Abstrakty, N-28, str. 268.

-23-



Iwona Komaniecka Zatacznik 2a

2. Praca naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Po uzyskaniu tytulu magistra zostatam zatrudniona w Zaktadzie Mikrobiologii Ogo6lnej UMCS.
Poczatkowo na stanowisku starszego referenta inzynieryjno-technicznego, a po roku pracy zostatam
mianowana na stanowisko asystenta naukowo-dydaktycznego. Jednoczesnie, w 2001 roku rozpoczetam
Studia Doktoranckie z zakresu biologii przy Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi, zas etat asystenta,
z przyczyn formalnych, zostal zredukowany do 1/3 etatu, a od pazdziernika 2003 r. podniesiony do
wymiaru 3/4 etatu.

Jako pracownik Zaktadu Mikrobiologii Ogodlnej, w grupie Prof. dr hab. Ryszarda Russy i we
wspotpracy z dr Adamem Choma, prowadzitam badania nad analizg fosfolipidow blonowych u bakterii
z rodzaju Mesorhizobium. W wyniku tych badan stwierdzono obecnos¢ rzadko spotykanego w grupie
rizobiow lipidu ornitynowego. U rizobidw, wsrod lipidow btonowych stwierdza si¢ obecnos$c:
kardiolipiny (CL), fosfatydyloglicerolu (PG), fosfatydyloetanolaminy (PE) oraz jej wszystkich
metylowych pochodnych, tacznie z fosfatydylocholing (PC), a takze strukturalnych odpowiednikow
steroli, tj. lipidow hopanoidowych i lipidéw aminokwasowych. W warunkach stresu tlenowego
(obnizone pO,) lub gtodzenia fosforanowego pojawiaja si¢ tez tzw. lipidy alternatywne, ktore zastepujg
fosfolipidy w btonach [Geiger 1998; Geiger i wsp., 1999; Komaniecka i Choma, 2001]. W trakcie prac
analizowano lipidy blonowe wyekstrahowane z komorek Mesorhizobium namnazanych na podtozu
bogatym, zawierajacym znaczne ilo$ci rozpuszczalnych fosforanéw. Analizy prowadzono na o$miu
szczepach nalezacych do czterech gatunkéw Mesorhizobium. Stwierdzono, ze wszystkie badane
preparaty maja bardzo zblizone wzory lipidowe, a rdznice ograniczaly si¢ glownie do sktadow
ilosciowych. Wykazano, ze podstawowe fosfolipidy Mesorhizobium to: CL, PG, PE oraz PC. Ten
ostatni okazat si¢ by¢ glownym sktadnikiem w siedmiu preparatach lipidowych. Zidentyfikowano dwie
pochodne metylowe fosfatydyloetanolaminy. Ich obecnos$¢ §wiadczy o tym, ze przynajmniej czeS¢ PC
powstaje w wyniku procesu typowego dla bakterii, tj. trojkrotnej metylacji substratu jakim jest PE. Do
niedawna uwazano, ze bakteryjna fosfatydylocholina powstaje wylacznie w wyniku przytaczenia trzech
grup metylowych do fosfatydyloetanolaminy. Jednak przeprowadzone przez zespot Geiger’a badania
dowiodly, ze istnieje alternatywny szlak biosyntezy tego lipidu [Sohlenkamp i wsp. 2000].
Fosfatydylocholina powstaje w wyniku bezposredniej kondensacji CDP-diacyloglicerolu z choling.
Istnienie tego szlaku zostato udowodnione w przypadku Sinorhizobium meliloti [de Rudder i wsp. 2000].
Analiza sekwencji nukleotydowej genomu M. loti MAFF303099 (http://www.kazusa.or.ip/rhizobase/)
pozwolita wnosi¢, ze odpowiednie geny pcs (dla syntazy fosfatydylocholiny) sg obecne réwniez u
Mesorhizobium. Stwierdzono, ze M. ciceri moze pobiera¢ choling z pozywki i wlacza¢ ja do puli
zwigzkow fosfolipidowych. Rola jaka petni fosfatydylocholina w membranach nie jest znana, jednak jej
brak u Sinorhizobium meliloti (podwdjny mutant w genach pmt oraz pcs) wyraznie spowalnia wzrost

bakterii [de Rudder i wsp. 2000], co wiecej, mutant Bradyrhizobium japonicum syntezujacy PC z 6%
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wydajnoscig indukowat powstawanie brodawek, ktore zawieraly niewielkg liczbe bakteroidow i miaty
obnizong efektywnos¢ wigzania azotu [Mindner i wsp. 2001].

W toku badan wykazano, ze bezfosforowy lipid ornitynowy powszechnie wystepuje w blonach
lipidowych Mesorhizobium, a jego zawarto$¢ wynosi okoto 10 % catkowitej puli lipidowej. Biosynteza
tego lipidu jest regulowana negatywnie stezeniem fosforanow, jednak nawet przy duzym stezeniu
zwiazkow fosforu w podtozu nie dochodzi do catkowitej represji odpowiednich genéw. Dowiedziono,
ze identyczny lipid jest syntetyzowany przez Sinorhizobium meliloti lecz tylko w warunkach glodzenia
fosforanowego [Weissenmayer i wsp. 2002; Geiger i wsp. 1999]. Analiza kwasow tluszczowych
W poszczeg6lnych klasach lipidow wykazala, ze grupy polarne fosfolipidow sg acylowane gtéwnie
przez kwas laktobacillowy (11,12-metylenooktadekanowy) nalezacy do grupy kwasow
cyklopropanowych. Kwasy cyklopropanowe sg produktem koncowej modyfikacji lipidow juz
osadzonych w btonach [Gerson i wsp. 1975]. Proces ten przeprowadza metylotransferaza przenoszaca
grupy metylowe z S-adenozylometioniny w miejsce wigzan podwojnych. W przypadku Mesorhizobium
akceptorem grup metylowych najczesciej byt kwas wakcenowy, dominujacy w widmach lipidowych
kwasow tluszczowych otrzymanych z hodowli bakteryjnych bedacych w logarytmicznej fazie wzrostu
[Orgambide i wsp., 1993]. Natomiast kwasy tluszczowe typu 3-hydroksy obecne w preparatach
lipidowych pochodzity wylacznie z lipidu ornitynowego, w ktérym byly zwigzane amidowo poprzez
grupe o-aminowa ornityny. Same za$ taczyly sie z kolejnym kwasem tluszczowym tworzac reszte 3-
acyloksyacylowa. Rezultaty powyzszych badan zostaly opublikowane w formie dwoch prac

doswiadczalnych. Temu zagadnieniu zostata rowniez poswigcona praca przegladowa.

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW2014
1. Choma A., Komaniecka I. 2.643 35
Analysis of phospholipids and ornithine — containing lipids from Mesorhizobium spp.
System. Appl. Microbiol. (2002) 25, 326-331.
2. Choma A., Komaniecka I. 4,357 35
The polar lipid composition of Mesorhizobium ciceri.
Biochim. Biophys. Acta (2003) 1631, 188-196.
3. Komaniecka I., Choma A. - 15
Sktadniki lipidowe Rhizobiaceae.
Post. Mikrobiol. (Advances in Microbiology) (2001) 40(1), 7-30

Wg. danych literaturowych, fosfolipidy sa donorami grup polarnych modyfikujacych
przedostajace si¢ przez btong cytoplazmatyczng do przestrzeni peryplazmatycznej tzw. cykliczne (-
glukany [Geiger, 1998]. Aby sprawdzié, czy tak jest rOwniez w przypadku mezorizobidw, wyizolowano
i przebadano syntetyzowane przez nie preparaty cyklicznych oligocukrow. Obecnos¢ cyklicznych f3-
glukanow stwierdza si¢ w przestrzeni peryplazmatycznej wszystkich przebadanych bakterii Gram-
ujemnych. Cze$¢ tych oligosacharydow przedostaje si¢ przez blong zewnetrzng tworzac pule glukanow
zewnatrzkomorkowych. Dane literaturowe wskazuja, ze peryplazmatyczne B-glukany peinia wazne

funkcje w procesie symbiozy Sinorhizobium i Bradyrhizobium, i sa czynnikami wirulencji

-25-



Iwona Komaniecka Zatacznik 2a

u Agrobacterium, Pseudomonas oraz Erwinia. Natomiast u bakterii wolnozyjacych dziatajg jako
czynniki osmoprotekcyjne [Breedveld i Miller, 1998; Bohin, 2000].

W toku badan wykazano, ze peryplazmatyczne glukany Mesorhizobium sa zbudowane
Z nierozgatezionych tancuchow, w ktorych czasteczki glukozy polaczone sa wylacznie wigzaniami typu
B-(1—2). Stopien polimeryzacji (DP) zawiera si¢ w przedziale od 17 do 28, za$ rozktad mas czasteczek
glukanu ma ksztalt krzywej Gaussa z maksimum odpowiadajacym 22 resztom glukozy w pier§cieniu
oligocukrowym. Nie stwierdzono modyfikacji tych oligosacharydéw przez podstawniki niecukrowe.
Nalezy wiec wykluczy¢ udziat fosfolipidow w biosyntezie B-glukanéw u Mesorhizobium huakuii. Brak
modyfikacji odréznia je od czesci glukandow syntetyzowanych przez Sinorhizobium i Agrobacterium.
Jednoczesnie wykazano, ze cykliczne f-glukany Mesorhizobium petnia role osmoprotekcyjng, gdyz ich
biosynteza jest regulowana przez cisnienie osmotyczne pozywki.
Wyniki badan nad okres§leniem struktury peryplazmatycznych p-glukanéw z komdrek Mesorhizobium

huakuii zostaty opublikowane w artykule:

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW2014

1. Choma A., Komaniecka I. 1.262 15
Characterization of Mesorhizobium huakuii cyclic B-glucan.
Acta Biochim. Pol. (2003) 50, 1273-1281.

Tuz po rozpoczgciu pracy w Zaktadzie Mikrobiologii Ogdlnej UMCS, we wspolpracy z dr
Elzbietg Kimak z Akademii Medycznej w Lublinie wykonywatam analizy chromatograficzne (GC-MS)
profili kwasoéw tluszczowych wyizolowanych z blon erytrocytow pacjentéw chorych na przewlekla

niewydolno$¢ nerek. Wspolpraca ta zaowocowata wydaniem wspolnej publikacji:

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW2014
1. Kimak E., Komaniecka 1., Solski J. - 3
Kwasy tluszczowe blon erytrocytarnych pacjentéw z przewlekta niewydolnosécia nerek
(PNN).

Diagnostyka Laboratoryjna (2001) 37, 153-159

Wspolpracowatam réwniez z dr Ireng Choma z Zakladu Metod Chromatograficznych na
Wydziale Chemii UMCS. Wspotpraca ta byta prowadzona w ramach migdzywydzialowego grantu J.M.
UMCS. Przeprowadzone badania obejmowaly chromatograficzne oznaczanie antybiotykow
w produktach spozywczych (mleku), na ptytkach TLC, polaczone z detekcja bioautograficzng. Ich
wyniki zostaty opublikowane w dwoch pracach. Kolejna publikacja bedgca wynikiem powyzszej

wspotpracy ukazala si¢ w roku 2008.

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW2014

1. Choma I.M., Choma A., Komaniecka ., Pilorz K., Staszczuk K. 0.825 15
Semi-quantitative estimation of enrofloxacin and ciprofloxacin by thin-layer
chromatography direct bioautography.
J. Lig. Chrom. & Rel. Technol. (2004) 27 (13), 2071-2085.

2. Choma I.M., Komaniecka . 0.825 15
Matrix solid-phase dispersion combined with thin-layer chromatography - direct
bioautography for determination of enrofloxacin and ciprofloxacin residues in milk.
J. Lig. Chrom. & Rel. Technol. (2005) 28 (16), 2467-2478.
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3. Praca doktorska

Od 2001 roku badatam struktury powierzchniowe bakterii nalezacych gatunku Azorhizobium
caulinodans, tworzacych wiazace azot brodawki na korzeniach i todygach tropikalnej rosliny Sesbania
rostrata. Moja praca obejmowata izolacj¢ i1 charakterystyke strukturalng lipopolisacharydu oraz
cyklicznych glukandéw Azorhizobium caulinodans. Badania te byly podstawa mojej pracy doktorskie;j.

W toku badan wykazano, ze Azorhizobium caulinodans wytwarza wysoce hydrofobowy
lipopolisacharyd, ktory podczas ekstrakcji metoda fenol/woda niemal w catosci przechodzi do fazy
organicznej. Stosujac elektroforeze w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) stwierdzono, ze preparat
LPS jest heterogenny i migruje w zelu poliakrylamidowym bardzo wolno. Nalezato wigc wnosi¢, ze
LPS A. caulinodans stanowity wytacznie kompletne czgsteczki zawierajgce zardwno cze$é rdzeniowsg
jak i O-swoistg, a te ostatnie mialy znaczna dlugos$¢. Zaobserwowano istnienie przynajmniej kilku
podfrakcji roznigcych si¢ migdzy sobg cigzarem czasteczkowym.

Badajgc sktad cukrowy lipopolisacharydu A. caulinodans, stwierdzono obecno$¢ gltownie
glukozy oraz dwoch 6-deoksyheksoz: fukozy i ramnozy. W preparacie byly rowniez obecne niewielkie
ilosci metylowych pochodnych fukozy: 2-O-Me- oraz 2,3-di-O-Me-fukoza. Ponadto, stwierdzono
obecno$¢ grup acetylowych, ktore wraz z duzg iloscig 6-deoksyheksoz i ich metylowych pochodnych
byly prawdopodobnie przyczynag wysokiej hydrofobowosci materiatu. Sktadniki te sg bardzo
charakterystyczne dla rizobiowych lipopolisacharyd6w [Carlson i wsp., 1992]. Wyizolowany preparat
degradowanego polisacharydu frakcjonowano metoda chromatografii zelowej. Wykonano analizg
sktadu cukrowego w poszczegolnych frakcjach, ustalono absolutng konfiguracje zidentyfikowanych
monocukrow oraz wykonano analiz¢ metylacyjna/etylacyjng w celu ustalenia pozycji wigzan
w polisacharydzie. W toku badan nie udato si¢ jednak ustali¢ finalnej struktury tancucha O-swoistego.
Bylo to mozliwe w pdzniejszym czasie, po nawigzaniu wspolpracy z zespotem prof. Y. Knirela
z Instytutu Chemii Organicznej im. N.D. Zielinskiego w Moskwie (Rosja). Grupa pracownikow
naukowych pod kierunkiem prof. Y. Knirela posiada ogromne dos$wiadczenie w badaniach nad
skomplikowanymi strukturami oligo- i polisacharydowymi. Wspoipraca ta zaowocowata wspolng
publikacja dotyczacg struktury polisacharydu O-swoistego A. caulinodans [Zdorovenko i wsp., 2012].

Podczas badan nad lipidem A Azorhizobium wykazano, ze ma on budowe odmienng od lipidow
A spotykanych zwykle u bakterii. Posiada on szkielet cukrowy zbudowany z 2,3-diamino-2,3-dideoksy-
D-glukozy (GIcpN3N). Stwierdzono brak reszt fosforowych. W lipidzie A Azorhizobium wykryto
rowniez obecno$¢ heksozy, ktorg zidentyfikowano jako glukoze. Jako miejsce jej przylaczenia
wskazano proksymalng reszte¢ diaminoglukozy. Sposréd hydroksykwasow stwierdzono obecnosé
kwasdw: 3-OH-14:0, 3-OH-18:0 i 3-OH-20:1, natomiast wérod kwasow niepolarnych przewazal kwas
18:1, ktoremu towarzyszyly kwasy: 16:0 1 18:0. Wykazano, ze 3-hydroksykwasy moga by¢ przytaczone
do szkieletu lipidu A wigzaniami amidowymi, lub tez tworzy¢ wigzania estrowe jako kwasy

drugorzedowe w trzech mozliwych resztach acyloksyacylowych. Kwas 3-metoksymastowy byl obecny
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jako podstawnik trzeciorzedowy. Potwierdzono réwniez brak u Azorhizobium kwasu 27-
hydroksyoktakozanowego, chemotaksonomicznego markera bakterii z grupy rizobiow. Prace nad
ustaleniem struktury lipidu A Azorhizobium zostaty ukonczone, a wyniki zostaty opublikowane w roku
2012. Te badania byly prowadzone nieco pézniej, we wspotpracy z Prof. dr hab. Witoldem
Danikiewiczem z Instytutu Chemii Organicznej PAN w Warszawie [Choma i wsp., 2012].

Podjetam si¢ roéwniez analizy peryplazmatycznych glukanow wyizolowanych z komorek
Azorhizobium caulinodans. Jest to zbior cyklicznych molekut, posiadajacych od 10 do13 reszt glukozy
w pierScieniu. W preparacie przewazaly czasteczki ztozone z jedenastu glukoz. Pierscienie
oligocukrowe miaty charakter oboj¢tny i byty pozbawione odgatezien. Stwierdzono, ze w czasteczkach
peryplazmatycznego glukanu Azorhizobium sg obecne wyltacznie wigzania f-(1—3) i B-(1—6). Analiza
widm MALDI-TOF preparatu glukanowego poddanego degradacji Smith’a wykazata, ze reszty glukozy
potaczonej wigzaniami B-(1—3) wystepuja w sekwencjach ztozonych z dwoch do siedmiu reszt
cukrowych. Przy czym najczgéciej mozna spotkaé fragmenty troj- i czterocukrowe. Reasumujac,
wykazano, ze glukan A. caulinodans ma budowg niejednorodna. Jest to grupa czasteczek, w ktorych
sekwencje o roznej dtugosci ztozone z reszt glukozy potaczonej wigzaniami B-(1—3) sg przedzielone
sekwencjami takze o roznej dtugosci ztozonymi z reszt glukozy potaczonej wigzaniami B-(1—6).
W przypadku Azorhizobium caulinodans nie zaobserwowano zazwyczaj wystepujacego zjawiska
zahamowania syntezy peryplazmatycznych glukanéw w odpowiedzi na wzrost ci$nienia osmotycznego
pozywki. Podczas zwickszania osmolarnosci srodowiska przy uzyciu glukozy zaobserwowano silng
stymulacje syntezy tych oligocukréw, prowadzaca wrgcz do podwojenia ich iloSci w przestrzeni
peryplazmatycznej. Prawdopodobnie A. caulinodans dysponuje innym mechanizmem chronigcym
wnetrze komorek przed stresem osmotycznym.

W dniu 15 czerwca 2005 r. obronitam prace doktorska zatytutowana: ,,Lipopolisacharyd
I peryplazmatyczny B-glukan Azorhizobium caulinodans”. Promotorem rozprawy byt Prof. dr hab.
Ryszard Russa. Recenzenci: Prof. dr hab. Czestaw Lugowski oraz Prof. dr hab. Zygmunt Sidorczyk.
Cze$¢ wynikow, wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, a dotyczaca budowy i mechanizmow

regulacji syntezy cyklicznych B-glukandw Azorhizobium caulinodans zostata opublikowana w artykule:

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW2014
1. Komaniecka I., Choma A. 2.199 20
Isolation and characterization of periplasmic cyclic B-glucans of Azorhizobium
caulinodans.

FEMS Microbiol. Lett. (2003) 227, 263-269.

W roku 2001 Zespot, w ramach ktoérego prowadzone byly powyzsze prace otrzymat nagrode Rektora
UMCS, Il stopnia.
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B\ Praca naukowa po uzyskaniu stopnia doktora

1) Badania struktury lipopolisacharydu Azospirillum lipoferum SpBr17

Badano strukture lipidu A oraz polisacharydu O-swoistego Azospirillum lipoferum szczepu SpBrl7 -
bakterii wchodzacych w asocjacje z systemem korzeniowym ro$lin jednoliSciennych (tzw. plant-
growth-promoting rhizobacterium). Wykazano, ze lipid A tych bakterii jest odmienny od modelu
enterobakteryjnego. Przy pomocy analiz chemicznych, techniki spektrometrii mas oraz dwuwymiarowej
spektroskopii NMR wykazano, ze szkielet lipidu A jest zbudowany z disacharydu glukozaminylowego,
lecz nie jest ufosforylowany. Zamiast podstawnikéw ortofosforanowych, w pozycji C-1 jest przytaczona
wigzaniem a-(1—1) reszta kwasu D-galakturonowego. W tym aspekcie lipid A Azospirillum lipoferum
jest podobny do lipidu A Mesorhizobium. Wykazano, ze grupy aminowe obu reszt GIcpN sa
podstawione kwasem 3-hydroksypalmintynowym, podczas gdy grupy hydroksylowe z pozycji C-3 i C-
3’ sa zestryfikowane kwasem 3-hydroksymirystynowym. Ugrupowanie acyloksyacylowe jest
utworzone przez przylaczenie niepolarnego kwasu thuszczowego (C-16 lub C-18) do amidowo-
zwigzanego 3-hydroksykwasu z pozycji C-2’. Taka budowa chemiczna lipidu A determinuje jego staba
aktywnos$¢ endotoksyczng w stosunku do ludzkich monocytéw, co zostato wykazane w pézniejszych
badaniach [Komaniecka i wsp., 2010 - Publikacja nr 3, osiagnig¢cie naukowe].

Podczas prac nad lipidem A uzyskano sporg ilo$¢ tzw. degradowanego polisacharydu, z ktorego
po frakcjonowaniu metoda chromatografii zZelowej uzyskano frakcje wysokoczasteczkowg —
polisacharyd O-swoisty. Dysponujgc czystym materiatem zdecydowano sie¢ powtorzy¢ analizy
strukturalne, zapoczatkowane ponad 20 lat wcze$niej 1 opublikowane w formie materialéw zjazdowych.
Whyniki analiz chemicznych wraz z analizg metylacyjng potwierdzity wczesniejsze dane, dotyczace
struktury OPS A. lipoferum. Jednak analizy 2D NMR dostarczyty nowych informacji dotyczacych
budowy powtarzajacej si¢ podjednostki w tancuchu O-swoistym. Potwierdzono, Ze jest to czterocukier,
w ktdrym linearnie utoZone trzy reszty a-L-ramnozy sg dodatkowo podstawione resztg f-D-glukozy. Na
nOWo wyznaczono miejsce O-acetylacji - jest to pierwsza reszta ramnozy w trisacharydzie (pozycja C-
2) oraz wykazano, ze glukoza jest odgatezieniem bocznym przytaczonym w pozycji C-3 do a-(1,2)-
zwigzanej, Srodkowej reszty ramnozy. Tym samym wykazano, ze OPS A. lipoferum SpBrl7 jest
podobny do antygenu O Azospirillum lipoferum SR65 (jedyna rdznica to brak reszt O-acetylowych
w szczepie SR65) oraz do powierzchniowego polisacharydu A. lipoferum Sp59b, ktory jest O-

acetylowany w 60%. Wyniki powyzszych analiz opublikowano w formie dwdch prac:

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW2014

1. Choma A., Komaniecka I. 1.960 25
Characterization of a novel lipid A structure isolated from Azospirillum lipoferum
lipopolysaccharide.
Carbohydr. Res. (2008) 343, 799-804.

2. Choma A., Komaniecka 1., Sowinski P. 2.025 25
Revised structure of the repeating unit of the O-specific polysaccharide from Azospirillum
lipoferum strain SpBri17.
Carbohydr. Res. (2009) 344, 936-939.
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2) Oznaczanie obecno$ci antybiotykéw z grupy cefalosporyn w mleku krowim technika
chromatograficzna polaczona z bioautografia

W ramach kontynuacji wspoétpracy z dr 1. Choma z Zaktadu Metod Chromatograficznych na Wydziale
Chemii UMCS, prowadzono badania majace na celu dopracowanie techniki chromatografii
cienkowarstwowej potaczonej bioautograficzng detekcja rozdzielanych substancji, do o0znaczania
obecnosci w mleku krowim antybiotykow z grupy cefalosporyn. Antybiotyki te sa powszechnie
uzywane w leczeniu zapalenia wymion u bydla mlecznego. Dowiedziono, ze technika TLC-DB moze
by¢ z powodzeniem stosowana do doraznej biodetekcji tych antybiotykéw w mleku i jest alternatywa
dla drogiej i czasochtonnej techniki HPLC. Co wigcej technika ta pozwala na jednoczesne oznaczanie

stezenia antybiotyku w wielu prébach. Wyniki powyzszych badan zamieszczono w pracy:

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW2014
1. Choma I.M., Kowalski C., Lodkowski R., Burmaczuk A., Komaniecka I. 1.026 15
TLC-DB as an alternative to the HPLC method in the determination of cefacetril residues
in cow's milk.

J. Lig. Chrom. & Rel. Technol. (2008) 31, 1903 — 1912.

3) Ustalenie struktury lipidu A oraz polisacharydu O-swoistego Azorhizobium
caulinodans — kontynuacja wczesniejszych badan

Prace nad okresleniem struktury lipopolisacharydu Azorhizobium caulinodans byly kontynuowane
w kolejnych latach i zaowocowaly ustaleniem struktury lipidu A oraz polisacharydu O-swoistego.
Zaawansowane s3 rowniez prace nad ustaleniem budowy oligosacharydu rdzeniowego Azorhizobium.
Prowadzone sa one na szorstkim mutancie pozbawionym tancucha O-swoistego. Ta czg¢$¢ badan zostata
zaprezentowana podczas miedzynarodowej konferencji: 6" Baltic Meeting on Microbial Carbohydrates
w Gdansku, w 2014 roku, w formie doniesienia ustnego.

Widma fragmentacyjne preparatu lipidu A poddanego O-deacylacji otrzymane technika ESI-
MS, pozwolily na ustalenie jego budowy i sposobu podstawienia pierwszorzedowymi kwasami
tluszczowymi. Wykazano, ze szkielet lipidu stanowi nieufosforylowany trisacharyd, zbudowany
z dwoch reszt diaminoglukozy (GIcpN3N) i jednej reszty kwasu glukuronowego (GlcpA),
przytaczonego wigzaniem o-glikozydowym w pozycji C-1 proksymalnej reszty aminocukru. Grupy
aminowe obu reszt GIcpN3N podstawione sg kwasami thuszczowymi: 3-OH-18:0, 3-OH-14:0, 3-OH-
20:1, 3-OH-14:0, odpowiednio w pozycji: C-2, C-3, C-2’ i C-3’. W czg¢éci lipidu A kwas 3-OH-20:1 jest
zastapiony przez 3-OH-18:0. Stwierdzono, ze oprocz kwasow niepolarnych, takze kwas 3-OH-18:0
moze by¢ zwigzany estrowo, i jako podstawnik drugorz¢dowy przytaczony do grupy 3-hydroksylowej
kwasu pierwszorzedowego, tworzy¢ ugrupowanie acyloksyacylowe. W lipidzie A Azorhizobium moga
by¢ obecne trzy takie ugrupowania, tak wigc kompletny lipid A jest hepta-acylowany. Stwierdzono, ze
cze$¢ czasteczek lipidu A jest dodatkowo podstawiona kwasem 3-metoksymastowym. Potwierdzono
brak kwasu dtugotancuchowego z grupa hydroksylowa w pozycji (®-1).

Badania nad strukturg polisacharydu O-swoistego Azorhizobium caulinodans byty prowadzone

we wspotpracy z zespotem prof. Y. Knirela z Instytutu N.D. Zielinskiego w Moskwie (Rosja). W toku
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analiz wykazano obecnos$¢ nietypowego i niezwykle rzadko spotykanego w naturze cukru. Jest nim 3-
C-metylo-ramnoza, czyli ewaloza. Cukier ten wraz z ramnoza i 2-O-metylo-ramnoza buduje
powtarzajaca si¢ podjednostke OPS, ktora jest linearnym pentasacharydem. Wyniki tych analiz zostaty

zamieszczone we wspolnej publikacji:

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW2014

1. Zdorovenko E.L., Valueva O.A., Kachala V.V., Shashkov A.S., Knirel Y.A, 2.044 25
Komaniecka I., Choma A.
Structure of the O-polysaccharide of Azorhizobium caulinodans HAMBI 216:
identification of 3-C-methyl-p-rhamnose as a component of bacterial polysaccharides.
Carbohydr. Res. (2012) 358, 106-109.

2. Choma A, Komaniecka 1., Turska-Szewczuk A., Danikiewicz W., Spolnik G. 2.044 25
Structure of lipid A from a stem-nodulating bacterium Azorhizobium caulinodans.
Carbohydr. Res. (2012) 352, 126-136.

4) Badania struktury lipopolisacharydu Aeromonas spp

Jako wspotwykonawca grantu NCN (DEC-2011/03/B/NZ1/01203, kierownik grantu: dr hab. A. Turska-
Szewczuk) bratam udziat w pracach nad ustaleniem struktury lipopolisacharydu Aeromonas bestiarum
szczep K296 (serotyp O18), bakterii patogennych dla ryb. Badania byly prowadzone z uzyciem
klasycznych technik analitycznych oraz wysokorozdzielczej spektrometrii mas (ESI FT-ICR MS)
i dwuwymiarowej spektroskopii NMR. W toku analiz ustalono budowg lipidu A, ktory stanowi heksa-
badz tetra-acylowany bifosforylowany disacharyd glukozaminylowy, niestechiometrycznie
dekorowany 4-aminoarabinozg. Oligosacharyd rdzeniowy jest nonasacharydem zbudowanym z jednej
reszty Kdo, szesciu reszt heptozy, jednej heksozy, jednej heksozaminy oraz reszty fosforanowej. Z kolei
powtarzajaca si¢ podjednostka polisacharydu O-swoistego to rozgalgziony tetrasacharyd, zawierajacy
dwie reszty 6-deoksytalozy, jedng mannoze i jedng N-acetylogalaktozaming, podobnie do OPS
A. hydrophila AH-3 (serotyp O34). Oba polimery rdzni stopien i wzor acylacji. 6-Deoksytaloza w OPS
A. bestiarum jest dodatkowo niestechiometrycznie O-acetylowana w pozycjach O-2, oraz O-4 (lub O-
3). Prowadzi to do réznic w ich whasciwosciach immunochemicznych (staba reakcja na przeciwciata

anty-O34). Wyniki badan strukturalnych i immunochemicznych zostaty zamieszczone w pracy:

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW2014

1. Turska-Szewczuk A. Lindner B., Komaniecka 1., Kozinska A., P¢kala A., Choma A., 3.512 40
Holst O.
Structural and immunochemical studies of the lipopolysaccharide from the fish pathogen,
Aeromonas bestiarum strain K296, serotype O18.
Marine Drugs (2013) 11, 1235-1255.

5) Badania struktury a-glukanéw pochodzacych z grzybéw i owocnikéw roslin oraz ich
wlasciwosci immunomodulacyjne

We wspotpracy z dr hab. A. Wiaterem z Zakladu Mikrobiologii Przemystowej UMCS prowadzono
analizy nierozpuszczalnych w wodzie a-glukandw wyizolowanych z mycelium grzybéw ple$niowych
Aspergillus wentii. Wykazano, ze grzyby te produkujg wysokoczgsteczkowy polimer zbudowany z D-

glukozy potaczonej prawie wylacznie wigzaniami typu a-(1—3)-glikozydowymi. Polimer ten ma mase
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okoto 850 kDa i jest podzielony na podjednostki zawierajace ok. 200 reszt glukozy, oddzielone krotkimi
fragmentami (1-2 reszt), w ktorych czgsteczki glukozy sg potaczone wigzaniami a-(1—4).

W ramach tej wspotpracy przeprowadzono réwniez analizg glukanu wyizolowanego z owocow
mango. Ten wysokoczasteczkowy, rozpuszczalny w wodzie polimer glukozy posiadat dwa typy wigzan:
a-(1—3) i a-(1—4). Glukoz potaczonych wigzaniami o-(1—3) jest w preparacie 2,4 razy wigcej, niz
glukoz potaczonych wigzaniami a-(1—4) (proporcja 2,4:1). Wykazano, ze glukan wyizolowany
z mango jest wysoce efektywnym stymulatorem produkcji mutanazy, enzymu degradujgcego mutan,
prowadzac do degradacji kariogenicznego biofilmu tworzonego przez Streptococcus mutans.

Wyniki powyzszych analiz zostaty opublikowane w dwoch pracach:

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW2014

1. Choma A., Wiater A., Komaniecka I., Paduch R., Szczodrak J. 3.916 40
Chemical characterization of water insoluble a-(1—3)-D-glucan from alkaline extract of
Aspergillus wentii.
Carbohydr. Polym. (2013) 91, 603-608.

2. Wiater A, Janczarek M., Choma A., Prochniak K., Komaniecka I., Szczodrak J. 3.096 25
Water-soluble (1—3),(1—4)-a-D-glucan from mango as a novel inducer of cariogenic
biofilm-degrading enzyme.
Int. J. Biol. Macromol. (2013) 58, 199-205.

6) Egzopolisacharyd Sinorhizobium meliloti jako chelator jonow chromu(l11)

Produkcja kwasnych egzopoligosacharydow przez rizobia jest dobrze poznana i udokumentowana.
W przypadku EPS Sinorhizobium meliloti 1021, znane sa szczegoty struktury chemicznej i drogi
biosyntezy tego zewnatrzkomorkowego polisacharydu. Celem badan prowadzonych w Zaktadzie
Radiochemii i Chemii Koloidow na Wydziale Chemii UMCS, bylo zastosowanie kwasnego
egzopolisacharydu o znanej strukturze chemicznej jako czynnika wytracajacego zwiazki chromu(III)
w glebie i w wodzie zanieczyszczonej metalami cigzkimi. Stwierdzono, ze EPS produkowany przez
S. meliloti istotnie wspomaga wydajnos¢ usuwania tlenkéw chromu(Ill) z zanieczyszczonego

srodowiska. Wyniki badan zostaty opisane w publikacji:

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW2014

1. Szewczuk-Karpisz K., Wisniewska M., Pac M., Choma A., Komaniecka I. 1.554 25
Sinorhizobium meliloti 1021 exopolysaccharide as a flocculant improving chromium(l1l)
oxide removal from aqueous solutions.
Water, Air & Soil Pollution (2014), 225, 2052 (1-13).

7) Charakterystyka chemiczna grzybowej dehydrogenazy celobiozowej

Dehydrogenaza celobiozowa (CDH) to enzym celulolityczny o charakterze flawocytochromu,
produkowany przez liczne degradujgce drewno grzyby. W ramach wspdtpracy z dr. Grzegorzem
Januszem z Zakladu Biochemii UMCS przeprowadzono charakterystyke czes$ci oligocukrowej tej
glikoproteiny. Biatko CDH zostato wyizolowane i oczyszczone, metoda wielostopniowej ekstrakcji
I rozdzielania chromatograficznego. Wykonane oznaczenia pozwolily stwierdzi¢, ze enzym

wyizolowany z Pycnoporus sanguineus zawiera 9.2 % weglowodanéw, wérod ktorych zidentyfikowano

-33-



Iwona Komaniecka Zatacznik 2a

D-mannoze i D-glukozg, w proporcji 2:1. Stopien glikozylacji tego bialka jest typowy dla grzybowych
enzymow zewnatrzkomorkowych.

Podobnym analizom poddano dehydrogenaze celobiozowa wyizolowang z innego grzyba
degradujacego drewno, Cerrena unicolor. Jest to mikroorganizm wazny biotechnologicznie, jako jeden
z najbardziej wydajnych producentéw lakazy oraz szeregu innych enzymow. Wyizolowana
dehydrogenaza celobiozowa zostata oczyszczona i poddana wielostronnej charakterystyce, obejmujace;j
kinetyke enzymatyczng, optimum temperaturowe i pH, wlasciwosci przeciwutleniajagce oraz
strukturalng analiz¢ czgsci glikozydowej 1 peptydowej. Stopien glikozylacji tej glikoproteiny
oszacowano na 8.2 %. Wykazano ponadto, ze cz¢§¢ cukrowa jest zbudowana z mannozy (74.1 %)
glukozy (6.2 %) i glukozaminy (17.2 %) oraz niewielkich ilo$ci galaktozy (2.5 %).

Przeprowadzone badania staly si¢ cze¢$cia dwdch publikacji:

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW2014

1. Sulej J., Janusz G., Osifiska-Jaroszuk M., Malek P., Mazur A., Komaniecka I., Choma A., 2.966 30
Rogalski J.
Characterization of cellobiose dehydrogenase and its FAD-domain from the ligninolytic
basidiomycete Pycnoporus sanguineus.
Enzyme Microb. Technol. (2013) 53, 427 — 437.
2. Sulej J., Janusz G., Osinska-Jaroszuk M., Rachubik P., Mazur A., Komaniecka I., Choma 1.735 20
A., Rogalski J.
Characterization of cellobiose dehydrogenase from a biotechnologically important Cerrena
unicolor strain.
Appl. Biochem Biotechnol. (2015) 176 (6), 1638-1658.

8) Badania strukturalne polisacharydu O-swoistego izolowanego z LPS bakterii z
rodzaju Phyllobacterium i Ochrobactrum

W zespole prof. dr hab. A. Chomy, do ktoérego naleze, dwie osoby przygotowujg rozprawy doktorskie.
Jestem promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim pani mgr Katarzyny Zamitynskie;.
Tematem wiodacym obu rozpraw jest chemiczna charakterystyka lipopolisacharydéw izolowanych
z Phyllobacterium trifolii i Ochrobactrum cytisi, bakterii zdolnych do nawigzania efektywnej symbiozy
z roslinami motylkowatymi ale nie nalezacych do rodziny Rhizobiaceae.

W toku badan wustalono strukture polisacharydéw budujacych tancuch O-swoisty
Phyllobacterium trifolii, endosymbionta koniczyny i tubinu. Wykazano obecno$¢ dwéch oddzielnych
polimerdw; jeden z nich jest zbudowany z powtarzajgcych sie podjednostek sze$ciocukrowych i drugi,
ztozony z podjednostek dwucukrowych. Oba polimery budujg takie same sktadniki: a-D-ramnoza oraz
B-3-C-metylo-D-ramnoza (ewaloza), polaczone wigzaniami odpowiednio: (1—3) i (1-2)-
glikozydowymi. Wykazano, ze w puli LPS wyizolowanego z P. trifolii przewaza forma heksameryczna.
Jest jej okoto szesciokrotnie wigcej niz polimeru zbudowanego z podjednostek disacharydowych.

Dowiedziono, ze polisacharyd O-swoisty wyizolowany z Ochrobactrum cytisi, endosymbionta
zarnowca miotlastego (Cytisus scoparius), byl zbudowany z powtarzajacych si¢ dwucukrowych
podjednostek ztozonych z a-D-fukozy i B-N-acetylo-D-galaktozaminy, potagczonych wigzaniami (1—3)-

glikozydowymi. Polimer ten byt niestechiometrycznie podstawiony grupami 4-O-metylowymi (~10%)
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oraz resztami 4,6-O-(1-karboksy)-etylidenu (grupa pirogronianowa) (rowniez w okoto 10 %). Reszta
pirogronianowa jest rzadko spotykana jako podstawnik tancucha O-swoistego bakterii, ale dos¢
powszechny w przypadku rizobiowych kwasnych egzopolisacharydow.

Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w dwoch pracach:

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW2014

1. Zamlynska K., Komaniecka I., Turska-Szewczuk A., Pac M., Choma A. 1.929 25
The O-specific polysaccharides from Phyllobacterium trifolii PETP02T LPS contain 3-
C-methyl-p-rhamnose.

Carbohydr. Res. (2015), 409, 25-29

2. Pac M., Komaniecka I., Zamlynska K, Turska-Szewczuk A., Choma A. 1.929 25
The structure of O-specific polysaccharide from the legume endosymbiotic bacterium
Ochrobactrum cytisi.

Carbohydr. Res. (2015), 413, 37-40

9) Badania wrazliwosci blony zewnetrznej rizobidw na antybiotyk peptydowy -
polimyksyne B.

W ramach grantu NCN przyznanego na lata 2010-2014 (grant N N303 822840), ktérego bylam
glownym wykonawca, prowadzono m.in. badania wlasciwosci btony zewnetrznej bakterii nalezacych
do réznych gatunkéw rizobium, a posiadajacych odmienng strukture lipidu A. Poréwnywano migdzy
sobg sze$¢ szczepow rizobium (Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii, Sinorhizobium meliloti,
Mesorhizobium huakuii, Ochrobactrum lupini, Bradyrhizobium japonicum i B. elkanii) oraz dwa
szczepy E. coli (HB101 i ATCC 25922, produkujace odmienny typ LPS-u), ze wzgledu na opornosé¢
tych bakterii na antybiotyk lipocyklopeptydowy (polimyksyne B). Metodg transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM) sprawdzano zachowanie si¢ btony zewnetrznej bakterii po inkubacji komorek
z polimyksyng B. Badano réwniez zmiany przepuszczalno$ci membrany zewnetrznej pod wplywem
czynnika chelatujagcego (EDTA) oraz ww. antybiotyku wykorzystujac wlasciwosci fluorescencyjne N-
fenylonaftyloaminy (NPN). Po inkubacji z polimyksyng B, jedynie u obu szczepéw E. coli
zaobserwowano dramatyczne zmiany struktury membrany zewnetrznej (OM). Obserwowano wyrazng
dezintegracje OM, potaczong z tworzeniem duzej ilosci pecherzykéw btonowych. Zaden z badanych
szczepOw rizobium nie wykazywal podobnych zmian strukturalnych. W doswiadczeniu
z wykorzystaniem N-fenylonaftyloaminy (NPN) wykazano, ze E. coli HB 101 (o szorstkim typie LPS),
B. elkanii, M. huakuii oraz S. meliloti inkorporuja barwnik fluorescencyjny niezaleznie od obecnosci
antybiotyku i EDTA. Podobnie zachowywat si¢ szczep R. leguminosarum bv Trifolii. Roznica polegata
jedynie na szybkosci absorbcji barwnika. Z kolei komérki E. coli ATCC 25922 (szczep ghadki),
B. japonicum oraz O. lupini absorbowaty NPN w sposob zalezny od obecno$ci czynnikow
dezorganizujacych btong. Wyniki powyzszych do$wiadczen opisano w artykule znajdujacym sie

aktualnie w recenzji:

Lp. Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW2014
1. Komaniecka 1., Zamlynska K., Zan R., Staszczak M., Pawelec J., Seta I., Choma A. 1.823 20
Rhizobium strains differ significantly in outer membrane permeability and polymyxin B
resistance.

J. Basic Microbiol. (2015) (w druku)
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7. PODSUMOWANIE AKTYWNOSCI NAUKOWEJ

IF2 IFs5lat Punkty Punkty

Dane bibliometryczne MNISWP  MNiSWoaow
Publikacje stanowigce osiagniecie naukowe =6 publikacji: 15.126 15.778 139 145
Autorstwo lub wspoétautorstwo publikacji naukowych w
czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports
(JCR) (z wylaczeniem prac wchodzacych w sktad osiagnigcia):
A\ przed uzyskaniem stopnia doktora =6 publikacji 12.111 13.252 100 135
B\ po uzyskaniu stopnia doktora = 14 publikacji 31.559 33.456 366 365
Autorstwo lub wspotautorstwo publikacji naukowych w
czasopismach migdzynarodowych lub krajowych innych niz
znajdujace si¢ w bazach lub na liscie JCR:
A\ przed uzyskaniem stopnia doktora = 2 publikacje - - 4 18
B\ po uzyskaniu stopnia doktora =brak
Liczba  komunikatow  zjazdowych  prezentowanych na
konferencjach krajowych i mi¢gdzynarodowych
A\ przed uzyskaniem stopnia doktora =15
B\ po uzyskaniu stopnia doktora =32
Laczna liczba publikacji
Razem =28 58.796 62.486 609 663
Laczna liczba cytowan (wg. bazy Web of Science) 145
Liczba cytowan (WoS) z wylaczeniem autocytowan 121
Indeks Hirscha (h) (wg. bazy Web of Science) 8
Liczba projektéw badawczych
(gléwny wykonaweca - 2, wykonawca - 3) 5

2 |F zgodny z rokiem ukazania si¢ pracy
b punkty MNiSW wg wykazu obowigzujacego w roku opublikowania
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