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Przebieg pracy naukowo-badawczej

Studia biologiczne ukonczytam w 1994 roku na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
(obecnie Wydzial Biologii i Biotechnologii), gdzie na podstawie pracy magisterskiej
zatytulowanej ,,Modulacja wytwarzania bydlecego TNF w obecnosci jonow metali (Selen
i olow)” uzyskatam tytut magistra biologii specjalno$¢ mikrobiologia. Wykonane przeze mnie
badania w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej (obecnie Zaktad Wirusologii i Immunologii)
pod kierunkiem prof. dr hab. Martyny Kandefer-Szerszen dotyczyty roli jonéw metali (selenu
i olowiu) oraz immunomodulatorow w wytwarzania bydlecego czynnika martwicy
nowotworow (BOVTNF) przez leukocyty krwi bydlecej i komorki EC (srédbtonka aorty
bydlecej). W obecnosci jonéw otowiu nastgpowat wzrost syntezy BovINF w leukocytach
krwi i w komoérkach endotelium po indukcji zymozanem (1000ug/ml) lub izoprynozyna
(10pg/ml; 0,001pg/ml), natomiast spadat pod wptywem lipopolisacharydu (LPS, 1ug/ml).
Obecno$¢ jondw selenu wzmagata wytwarzanie BovINF zardwno w leukocytach krwi jak i w
komorkach EC, jesli jako induktora uzyto zymozanu (100pug/ml) lub lewamisolu (10pg/ml)
lecz nie wplywata na jego synteze po indukcji TFX (wyciag z grasic cielgcych, 10ug/ml;
0,001pg/ml) oraz izoprynozyna (0,001pg/ml). Okreslatam rowniez wplyw jondéw cynku
1 selenu (mikroelementéw) oraz jonéw olowiu i kadmu (metali cigzkich) na zdolnos¢
komoérek $rodblonka naczyn krwionosnych i1 leukocytow krwi obwodowej bydla do
wytwarzania interferonu (IFN). Badania nad wytwarzaniem IFN wykazaly, ze jony Zn?
i Se*" uzyte w stezeniach 10pM - 1mM indukowaty produkcje IFN zaréwno w komorkach
srodbtonka jak i leukocytach krwi. Natomiast jony Cd* i Pb* w stezeniach 100pM - 1uM
indukowaly wydzielanie IFN tylko w leukocytach bydlgcych.

Wyniki badan prowadzonych w ramach pracy magisterskiej zostaly zaprezentowane
na XXIII Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow w Lodzi (zatacznik nr 3, 1I1.B.1).

Prowadzenie interesujacych badan nad biologicznymi wlasciwosciami TNF —
wielofunkcyjnej glikoproteiny, ktora w organizmie czlowieka uczestniczy zarowno w
prawidlowej odpowiedzi immunologicznej jak i zapalnej, a przede wszystkim powoduje
martwicg nowotworow litych, rozbudzito we mnie zamitowanie do pracy naukowej. Zdobyte
doswiadczenie w planowaniu i wykonywaniu eksperymentoéw biologicznych oraz wyjatkowa
atmosfera i zyczliwo$¢ panujaca w Zaktadzie Wirusologii i Immunologii sktonita mnie do
podjecia pracy na uczelni. W pazdzierniku 1994 roku zostatam zatrudniona na stanowisku
asystenta w Zaktadzie Mikrobiologii Ogodlnej (obecnie Zaklad Genetyki i Mikrobiologii)
UMCS kierowanym przez prof. dr Zbigniewa Lorkiewicza. Moim opiekunem naukowym byt

prof. dr hab. Wincenty Drozanski, ktory prowadzit pionierskie badania biochemiczne
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1 cytologiczne nad infekcja bakteryjna petzakoéw. Badania te w 1954 roku doprowadzity do
wyizolowania i opisania nowego gatunku bakterii Sarcobium lyticum (obecnie Legionella
Iytica), na wiele lat przed odkryciem w Stanach Zjednoczonych, blisko spokrewnionego
czynnika etiologicznego nietypowego zapalenia ptuc - Legionella pneumophila. Bakterie
L. lytica byty badane pod wzgledem struktury peptydoglikanu, sktadu kwasow ttuszczowych
oraz ubichinonéw, jak rowniez ich potencjalnego znaczenia w chorobotworczosci. Podjetam
badania nad ustaleniem pokrewienstwa antygenowego L. lytica z bakteriami z rodziny
Legionellaceae oraz oznaczeniem fenotypowych cech diagnostycznych, umozliwiajacych
roznicowanie legionelopodobnych patogendéw ameb. Rownolegle zajmowatam si¢ badaniem
sktadu chemicznego lipopolisacharydu L. lytica i jego biologicznego znaczenia, jako
endotoksyny. W Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii prowadzone byly od lat badania tego
waznego czynnika chorobotworczosci bakterii Gram-ujemnych, dzigki czemu mogltam
skorzysta¢ z wypracowanych i sprawdzonych metod analitycznych.

Do gléwnych osiagni¢¢ mojej pracy doktorskiej mozna zaliczy¢: 1/ ustalenie, ze ogélny plan
budowy LPS L. lytica byt charakterystyczny dla bakterii z rodziny Legionellaceae. 2/ LPS
L. lytica byt pozbawiony O-acetylowych podstawnikow w czgsci polisacharydowe;j. Lancuch
O-swoisty nie zawieralt w swoim sktadzie kwasu legionaminowego. 3/ Rdzen cukrowy lipidu
A zbudowany byt z 2,3-diamino-2,3-dideoksyglukozy, a w sktad tego lipidu wchodzily kwasy
tluszczowe zawierajace od 14 do 28 atomow wegla w czasteczce. 3-hydroksykwasy
tluszczowe, wérod ktorych dominowaty: 3-hydroksytetradekanowy (3-OH-14:0), 3-
hydroksyheksadekanowy (3-OH-16:0), 3-hydroksyoktadekanowy (3-OH-18:0) oraz 3-
hydroksyizooktadekanowy (3-OH-i18:0) byly przytaczone do szkieletu lipidu A wytacznie
wigzaniami amidowymi. Profile 3-hydroksykwasow wskazaly na bardzo bliskie
pokrewienstwo L. lytica z grupa gatunkow Legionella (Fluoribacter) autofluoryzujaca na
kolor biato-niebieski. Obecne w lipidzie A estrowo zwiazane kwasy tlhuszczowe: kwas
cis-9,10-metylenoheksadekanowy (17:0 cykliczny); 27-okso-oktakozanowy [28:0(27-0kso)]
oraz heptakozanodiowy (27:0-diowy) stanowia chemotaksonomiczne markery przynalezno$ci
L. lytica do rodziny Legionellaceae. 4/ Analiza metylacyjna octanow alditoli cukroéw
uzyskanych z wysokoczasteczkowego polisacharydu oraz wstgpna analiza widm
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) przy wykorzystaniu metody TOCSY i NOESY
pozwolilty zaproponowaé struktur¢ fragmentow lancucha O-swoistego. Wykazano, ze
wysokoczasteczkowy tancuch polisacharydowy ztozony byt z dwoch reszt (-galaktozy
(B-Gal), do ktorych dotaczone byty cukry w pozycji 3, takie jak: B-glukoza (B-Glc), 3-O-Me-
B-glukoza (3-O-Me-B-Glc) oraz dwucukier a-Glc (1—6) B-Gal. 5/ LPS L. lytica wykazywat
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poréwnywalna zdolno$¢ indukcji interleukiny 6 (IL-6) w mononuklearnych komorkach krwi

ludzkiej do LPS izolowanego z Salmonella Minnesota.

4. Prace opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora

4.1. Prace oryginalne opublikowane w czasopismach naukowych:
Palusinska-Szysz M., Choma A., Russa R., Drozanski W.J. 2001. Cellular fatty acid
composition from Sarcobium lyticum (Legionella lytica com. nov.) - an intracellular
bacterial pathogen of amoebae. Syst. Appl. Microbiol. 24, 507-509.
(IF - 2,054; 11 pkt MNiSW)

4.2. Prezentacje konferencyjne

Przedstawitam 8 prezentacji konferencyjnych (zatacznik nr 3, I11.B.1-8).

Wstep przyblizajacy srodowisko zycia i biologie pateczek Legionella oraz uzasadniajacy
podjecie badan, ktore stanowia monotematyczny cykl publikacji zostal opracowany na
podstawie moich prac przegladowych (prace P1, P2, P3, P4, P5), rozdzialu w monografii
(P12) oraz jednej pracy do$wiadczalnej (P6) wymienionych w spisie prac stanowiacych inne
osiagnigcia naukowo-badawcze. Odnos$niki do badan innych autorow znajduja si¢ w tekstach

moich prac przegladowych 1 w pracy doswiadczalne;.

Wstep

Bakterie nalezace do rodziny Legionellaceae to Gram-ujemne pateczki, ktore stanowia
naturalng mikroflor¢ $rodowisk wodnych i1 glebowych. Z mikrobiologicznego punktu
widzenia ekologia pateczek Legionella jest bardzo ztozona. Bakterie Legionella przezywaja w
temperaturze od 5°C do 65°C oraz pH 7-9, jednak ze wzgledu na specyficzne wymagania
pokarmowe oraz wyjatkowo waski zakres warunkoéw s$rodowiskowych niezbednych do
podtrzymania ich wzrostu, nie sa w stanie konkurowa¢ z innymi bakteriami. Do wzrostu
wymagaja $cisle okreslonych warunkow fizykochemicznych mozliwych do spetienia tylko
wewnatrz komorki gospodarza.

Pierwotniaki powszechnie wystepujace w naturalnych ekosystemach sa waznym
ogniwem w tancuchu pokarmowym i maja istotny wptyw na populacje bakterii. Nie wszystkie
jednak bakterie sa pobierane, zabijane i trawione przez pierwotniaki. Interakcje migdzy
fagotroficznym gospodarzem, a jego wewnatrzkomorkowym pasozytem maja istotne
znaczenie w patogenezie i ekologii bakterii Legionella. Naturalnym gospodarzem
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L. pneumophila sa wolnozyjace ameby z rodzaju Acanthamoeba, Naegleria, Hartmanella
oraz orzeski z rodzaju Tetrahymena [praca P3]. Komorka pierwotniaka zapewnia bakteriom
ochrong oraz staly doptyw substancji pokarmowych, dzigki czemu pateczki Legionella moga
intensywnie namnaza¢ si¢. Wyczerpanie si¢ puli sktadnikow odzywczych indukuje
morfologiczne i biochemiczne zmiany w komorkach bakterii, ktore umozliwiaja im ucieczke
z wyeksploatowanego gospodarza, dyspersje do otaczajacego srodowiska, przetrwanie w nim
I ponowng inwazj¢ [praca P3]. Bakterie Legionella uwolnione z komodrek gospodarza do
wody sa w stanie anabiozy i moga przetrwa¢ w tym krancowo odmiennym $rodowisku przez
dhugi czas, tworzac z innymi mikroorganizmami biofilmy [praca P2]. Przejscie bakterii z
fazy anabiozy do fazy replikacyjnej zachodzi wylacznie wewnatrz komorki gospodarza.
W toku ewolucji z pierwotniakami, bakterie Legionella nabyly cechy wirulencji, ktore
pozwalaja im na infekcje komorek eukariotycznych, w tym rowniez cztowieka [Hoffmann
i wsp., 2014]. Do zakazenia ludzi dochodzi najczesciej na drodze inhalacji skazonej
bakteriami wody rozprowadzanej w formie wodno-powietrznego aerozolu przez systemy
klimatyzacyjne, wieze chtodnicze, urzadzenia przemystowe i medyczne [praca P3]. Badania
przeprowadzone w Uniwersyteckim Szpitalu Dziecigcym w Lublinie wykazaty, ze 50%
probek wody pobranych na oddziatach: intensywnej terapii, pulmonologii, hematologii,
transplantologii skazone bylo pateczkami L. pneumophila serogrupy od 2 do 14 w liczbie
przekraczajacej 10% jednostek tworzacych kolonie na 100 ml wody. Do izolacji bakterii
zastosowano trzy rozne metody diagnostyczne w tym hodowlg bakterii z amebami
(Acanthamoeba castellanii), ktora data pozytywne wyniki w 80% badanych probek
[praca P6].

Badania epidemiologiczne wskazuja, ze pateczki Legionella nie przenosza si¢ przez
kontakt z chorym. W organizmie czlowicka bakterie wywotuja infekcje drog oddechowych o
réznym nasileniu: od grypopodobnej infekcji zwanej goraczka Pontiac, ktoéra nie wymaga
specjalistycznego leczenia, do ostrego, wicloptatowego zapalenia pluc zwanego choroba
legionistow, ktoéra moze prowadzi¢ do $mierci. Przyczyna takiej dychotomii jest wciaz
nieznana. Najczestsza forma manifestacji klinicznej podczas infekcji pateczkami Legionella
jest zapalenie ptuc, ktore nie wymaga hospitalizacji. W obrazie radiologicznym klatki
piersiowej widoczne sa nacieki i guzki, ale zmiany te nie sa na tyle charakterystyczne by na
ich podstawie mozna odrézni¢ legionelozowe zapalenie ptuc od pneumonii 0 innym
pochodzeniu. Badania laboratoryjne oraz histopatologiczne pluc moga jedynie Sugerowac
etiologig, ale podstawe rozpoznania choroby daja testy mikrobiologiczne [praca P12].

Trudno$ci w diagnozowaniu infekcji pateczkami Legionella wynikaja z faktu, ze bakterie te
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maja wysokie wymagania odzywcze 1 nie rosna na standardowych podtozach. Bakterie
Legionella do wzrostu in vitro wymagaja pozywki bogatej w aminokwasy, w tym L-cysteing
oraz zawierajacej duze ilosci przyswajalnego zelaza (podtoze BCYE). Istotny wplyw na
wzrost tych bakterii ma tez waski zakres pH (6,8-7,0) pozywki [praca P2]. Podloze do
izolacji niektorych gatunkéw Legionella wymaga wzbogacenia w dodatkowe sktadniki takie
jak: selenian, pirogronian, guanidyna oraz albumina. Pomimo wielu modyfikacji, jakie
wprowadzono w skladzie pozywki, skuteczno$¢ wykrywania bakterii metoda posiewu i ocena
liczby komorek zdolnych do tworzenia kolonii jest utrudniona ze wzgledu na dlugi czas
hodowli (okoto 1 tygodnia) oraz wystgpowanie zywych, ale niehodowlanych form bakterii
(VBNC, ang. viable but nonculturable). Jednym ze sposobow zainicjowania wzrostu pateczek
Legionella na sztucznym podtozu jest wspdolna hodowla bakterii z wybranym gatunkiem
pierwotniakow. Sposob hodowli na sztucznym podtozu L. lytica — gatunku nalezacego do
rodziny Legionellaceae, a wyizolowanego z gleby z okolic Lublina zostal opatentowany
(nr patentu PL218636).

Przypadki legionelozy rozpoznaje si¢ na podstawie obecnosci termostabilnego
antygenu w moczu (LPS). Zaleta tej metody jest jej wysoka czuto$¢ i swoisto§é oraz tatwosé
pozyskania materialu 1 krotki czas oczekiwania na wynik, wada za$, ze identyfikacja
ogranicza si¢ wylacznie do L. pneumophila serotyp 1 i 6. Metody serologiczne oparte na
pomiarze znamiennego wzrostu poziomu przeciwcial, oznaczonych w stanie ostrym
i zdrowienia w tescie ELISA oraz metody oznaczania poziomu swoistych przeciwcial w
klasie immunoglobulin IgA, IgM, 1gG metoda posredniej immunofluorescencji (IFA) moga
dawac¢ fatszywie dodatnie wyniki ze wzglgedu na wystgpowanie licznych reakcji krzyzowych z
bakteriami z rodzaju Pseudomonas, Haemophilus. Ponadto niezbedny jest odpowiedni czas na
rozwinigcie odpowiedzi humoralnej u pacjenta i wytworzenie mierzalnego poziomu
przeciwcial. W bioptatach tkankowych poszukuje si¢ antygenu Legionella technika
immunofluorescencji bezposredniej (DFA), ale i ta metoda moze dawa¢ wynik falszywie
dodatni, dlatego jest rzadko stosowana. Obecnie identyfikacj¢ pateczek Legionella mozna
wykonywac poprzez amplifikacje wybranych fragmentow genomowego DNA przy uzyciu
starterow specyficznych dla genéw: mip (ang. macrophage infectivity potentiator), genow dla
rRNA, oraz genéw kodujacych biatko Dnal lub podjednostke  polimerazy RNA. Metody te
nie sa rutynowo stosowane w diagnostyce legionelozy ze wzgledu na brak dobrej
standaryzacji i wysokie koszty badan z wykorzystaniem specjalistycznej aparatury.

Dostgpne metody diagnostyki w kierunku legionelozy maja pewne ograniczenia, dlatego

uzasadnione jest stosowanie kilku réznych metod identyfikacji tych pateczek, co jednak nie
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zawsze gwarantuje postawienie jednoznacznej diagnozy. W dalszym ciagu istnieje potrzeba
opracowywania nowych, szybkich, tanich i uniwersalnych testow, ktoére moglyby byé
stosowane na réznych etapach choroby.

W terapii legionelozy stosuje sie antybiotyki, ktore maja zdolnos¢ wnikania do
wnetrza makrofagdéw 1 osiagaja w nich wysokie stezenie (makrolidy, fluorochinolony,
tetracykliny, ketolidy). Azytromycyna, nalezaca do makrolidow, jest dobrze tolerowanym
lekiem, ktory stosuje si¢ u pacjentow leczonych ambulatoryjnie, za$ fluorochinolony sa
skuteczne w chorobie legionistow u dzieci z immunosupresja [praca P12]. Brak leczenia lub
wilaczenie go zbyt p6zno prowadzi do szeregu powiktan, a w konsekwencji do zgonu. U oséb
z supresja immunologiczng $miertelno$¢ moze wynosi¢ 60%.

Glowna cecha, ktora determinuje patogenno$¢ pateczek Legionella dla ludzi jest
zdolno$¢ tych bakterii do zycia i rozmnazania si¢ w makrofagach ptucnych, czyli w
komorkach predysponowanych do zabijania drobnoustrojow. Wirulentne szczepy Legionella
pobrane w procesie klasycznej lub spiralnej fagocytozy wywotuja daleko idace modyfikacje
w skladzie bialek i lipidow membrany fagosomoéw, co w konsekwencji prowadzi do zmiany
procesow zwiazanych z dojrzewaniem wakuoli trawiennej i jej transformacje w mikronisz¢
umozliwiajaca namnazanie si¢ patogena [praca P2]. Biogeneza wakuoli replikacyjnej
L. pneumophila (LCV — ang. Legionella containing vacuole) jest sterowana przez geny IV
systemu sekrecji dot/icm (ang. defect in organelle trafficking/intracellular multiplication).
Geny te koduja ponad 300 réznych biatek efektorowych, ktore wykazuja strukturalng
i funkcjonalng mimikr¢ do biatek eukariotycznych odzwierciedlajac tym samym
réznorodno$¢ szlakow gospodarza, ktore sa wykorzystywane przez bakterie Legionella
podczas infekcji [Allombert i wsp., 2014]. Poza biatkami, w wysoce specyficznych
interakcjach z komorkami eukariotycznymi uczestnicza lipidowe struktury powierzchniowe
Legionella takie, jak: lipopolisacharydy (LPS) i fosfolipidy.

Budowa chemiczna LPS L. pneumophila jest odmienna, od endotoksyn innych Gram-
ujemnych bakterii, pomimo podobnej architektury [praca P1]. Ta wielofunkcyjna
makromolekuta ztozona jest z czg$ci polisacharydowej: tancucha O-swoistego, zewngtrznego
i wewngtrznego rdzenia oraz czesci lipidowej — lipidu A. Lancuch O-swoisty LPS
L. pneumophila jest homopolimerem zlozonym z 10 do 75 podjednostek kwasu
legionaminowego, ktory ze wzgledu na obecno$¢ grup acetylowych i acetyloamidowych jest
wysoce hydrofobowy. Charakter hydrofobowy ma réwniez oligosacharydowy rdzen. Wysoka
hydrofobowos¢ warstwy powierzchniowej L. pneumophila zwigksza ich przezywalno$¢ w

aerozolu i utatwia adhezje do membrany komoérek gospodarza. Szkielet cukrowy lipidu A
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Legionella zbudowany jest z 2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-glukozy z przytaczonymi
wigzaniem amidowym hydroksykwasami, ktore sa acylowane przez liniowe i rozgal¢zione
(izo 1 anteizo) oraz rzadko spotykane w przyrodzie dlugotancuchowe kwasy tluszczowe. Duza
roznorodnos$¢ kwasoéw thuszczowych lipidu A znalazta zastosowanie w odrdznianiu pateczek
Legionella od innych Gram-ujemnych bakterii, a takze w roznicowaniu migdzy soba
gatunkow. Kwas 27-0kso-oktakozanowy wystepuje we wszystkich zbadanych gatunkach
Legionella i uwazany jest za chemotaksonomiczny marker tej grupy bakterii. LPS
L. pneumophila jest ponad 1000-krotnie stabszym induktorem prozapalnych cytokin
wytwarzanych zaréwno przez makrofagi MonoMac6 jak i granulocyty szpiku kostnego w
poréwnaniu z wysokotoksycznym LPS Salmonella Minnesota. Wynika to ze stabego wiazania
LPS przez wystgpujace w osoczu biatko wiazace LBP (ang. lipopolysaccharide binding
protein) oraz przez receptor CD14 zwiazany zardwno z btong makrofagow jak i jego
rozpuszczalna forma sCD14. W proces rozpoznania LPS, polaczony z rozwojem stanu
zapalnego, zaangazowane sa dwa Toll-podobne receptory (TLR4 i TLR2). LPS jak i zywe
oraz zabite formaldehydem komorki L. pneumophila stymulowaty komorki szpiku kostnego
myszy linii C3H/HeJ wytacznie za posrednictwem TLR2. Makrofagi i komorki dendrytyczne
pozbawione TLR2 po indukcji L. pneumophila charakteryzowaty si¢ obnizona produkcja
IL-10, TNF-a. Nietypowe pobudzenie TLR2 przez LPS L. pneumophila, przypuszczalnie jest
konsekwencja zwigkszonej stabilno$ci membrany zewnetrznej, uwarunkowanej obecnoscia
dhugotancuchowych, rozgatezionych kwasow thuszczowych. LPS L. pneumophila po
kontakcie z powierzchnia komorki Zernej uruchamia szlak sygnalny zalezny od biatka
adaptorowego MyD88. Mutanty myszy pozbawione biatka MyD88 nie sa zdolne do
wytwarzania IL-6, IFN-y oraz chemokin odpowiedzialnych za szybka migracje¢ leukocytow
do ogniska infekcji. W konsekwencji u myszy rozwija si¢ ostra infekcja w obrebie ptuc, ktorej
towarzyszy rozsianie si¢ bakterii do naczyn limfatycznych i §ledziony [praca P5].

Niezwykta struktura LPS i wynikajaca z niej obnizona toksyczno$¢ wskazuje, ze
bakterie Legionella rozwingly w toku ewolucji specyficzne mechanizmy, istotne do przezycia
wewnatrz komorki gospodarza. LPS L. pneumophila uruchamia zaréwno klasyczna, jak
1 alternatywna drogg aktywacji dopetniacza, zwigkszajac w ten sposob szans¢ wychwycenia
bakterii przez komorki zerne i utworzenia w nich $rodowiska wewnatrzkomorkowego
namnazania. Uwolnione z membrany zewnetrznej bakterii pecherzyki (OMV, ang. outer
membrane vesicles), zbudowane z LPS, fosfolipidow oraz biatek, po wbudowaniu si¢ do
btony fagosomalnej doprowadzaja do czasowo-przestrzennej blokady fuzji fagosoméw z

lizosomami, niezaleznie od systemu sekrecji dot/icm. Budowa LPS bakterii wystgpujacych
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jedynie w fazie transmisyjnej (inwazyjnej), a nie replikacyjnej, indukowana warunkami
srodowiska, determinuje brak taczenia si¢ wakuoli trawiennej z lizosomami [praca P4].

Pomimo ogromnego postgpu nauk medycznych w zakresie diagnostyki, leczenia
1 epidemiologii, zapalenie pluc jest jedna z waznych przyczyn $miertelnosci, szczegélnie u
osOb starszych w krajach rozwinigtych. Pelne spektrum czynnikow etiologicznych
odpowiedzialnych za pneumoni¢ u ludzi jest wciaz nieznane, a blisko potowa przypadkoéw
zapalenia pluc nabytego w srodowisku zamieszkania i 75% przypadkow szpitalnego zapalenia
ptuc ma nierozpoznana etiologi¢, pomimo odkrycia nowych bakterii z rodziny Legionellaceae
i Parachlamydiaceae. Sktania to do ciagtych poszukiwan nieznanych patogenéw oraz do
opracowania bardziej skutecznych metod ich izolacji i diagnostyki.

Na legioneloze choruja ludzie na calym $wiecie, a zakazeniu ulegaja przede
wszystkim osoby z ostabionym uktadem immunologicznym. Choroba rzadko wystgpuje u
dzieci, co potwierdzity rowniez badania na obecnos¢ antygenu w moczu u 57 mtodych
pacjentéw leczonych w Uniwersyteckim Szpitalu Dziecigcym w Lublinie, pomimo skazenia
bakteriami Legionella szpitalnej sieci wodociagowej [praca P6]. Do infekcji ludzi dochodzi
zarowno w $rodowisku zamieszkania (CAP, ang. community-acquired pneumonia), jak
i podczas pobytu w szpitalu (ang. nosocomial acquired pneumonia). Wyniki badan etiologii
pneumonii wskazuja, ze pateczki Legionella sa odpowiedzialne za 2%-16% zachorowan, a w
zachorowaniach o cigzkim przebiegu od 14% do 37% przypadkéw, w ktérych $miertelnos¢
przekracza 25%. Wysoki odsetek niepowodzen terapeutycznych moze by¢ spowodowany
obnizona wrazliwoscig pateczek Legionella na B-laktamy oraz niewielka skuteczno$cia
antybiotykow najczesciej stosowanych w terapii zapalen ptuc. Brak szybkich i specyficznych
metod detekcji pateczek Legionella op6znia wiaczenie odpowiedniego leczenia. Do chwili
obecnej wyizolowano zaréwno z naturalnych jak i klinicznych Zrodet 58 gatunkow bakterii
nalezacych do rodziny Legionellaceae. W USA i Europie najczgstsza przyczyna legionelozy
jest L. pneumophila serotyp 1, odpowiedzialna za okoto 70%-80% przypadkow
potwierdzonych laboratoryjnie. Inne gatunki takie jak: L. micdadei, L. bozemanae, L. dumoffii
zajmuja odpowiednio drugie, trzecie 1 czwarte miejsce pod wzgledem czgstosci
wywotywanych zakazen. W Polsce legioneloza podlega rejestracji od 1 stycznia 2002 roku
(Dz. U. 2001, Nr 126, poz.1384), a L. pneumophila zostata uznana za drobnoustr6j alarmowy
na mocy Rozporzadzenia MZ w sprawie rejestrow zakazen zaktadowych (Dz. U. 2005, Nr 54,
poz. 484). W 2013 roku odnotowano 11 zachorowan na legioneloze [www.pzh.gov.pl].
Liczby zgloszonych zachorowan nie obrazuja sytuacji epidemiologicznej w Polsce,

sa znacznie zanizone i niereprezentatywne dla catego kraju. Znikomy stan wiedzy na temat
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czestosci wystepowania zakazen pateczkami Legionella w Polsce wynika z jednej strony z
braku wystarczajacej liczby osrodkéw prowadzacych badania w kierunku legionelozy, z
drugiej za$ z braku odpowiednich testéw mikrobiologicznych.

Opracowanie nowych metod diagnostycznych staje si¢ mozliwe dzigki szczegétowym
badaniom struktur komorkowych bakterii oraz poznaniu ztozonych mechanizmow interakcji
Legionella z komorka gospodarza. U bakterii oportunistycznych, do ktorych naleza
Legionella nie stwierdzono klasycznych czynnikéw wirulencji, stad interdyscyplinarne
badania maja na celu poszukiwanie tych cech zjadliwosci bakterii, ktore zwiazane sa z

metabolizmem komorki.

5. Wskazanie osiagni¢cia naukowego

(wynikajace 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 [Dziennik Ustaw nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami jak w Dz. U.
2005 nr 164, poz. 1365, art. 251; Dz. U. 2011, nr 84, poz. 455])

5a. Tytul

Osiagnigcie naukowe stanowi monotematyczny cykl publikacji naukowych (8 oryginalnych

prac eksperymentalnych i 1 praca przegladowa) przedstawiony pod tytutem:

Struktura chemiczna i biologiczna rola sktadnikow lipidowych bakterii Legionella

oraz Acanthamoeba castellanii - ich naturalnego gospodarza

5b. Publikacje wchodzace w sklad zglaszanego osiagnigcia naukowego:

1. Palusinska-Szysz M.*, Kalitynski R., Russa R., Dawidowicz A.L., Drozanski W.J.
2008. Cellular envelope phospholipids from Legionella lytica. FEMS Microbiol. Lett.
283:239-246. (IF - 2,021, 15 pkt MNiSW)

2. Palusinska-Szysz M.*, Turska-Szewczuk A., Karas M., Russa R., Drozanski W.J.
2009. Occurrence of new polyenoic very long chain acyl residues in lipids from
Acanthamoeba castellanii. Acta Protozool. 48:63-72. (IF - 0,775, 10 pkt MNiSW)

3. Palusinska-Szysz M.*, Janczarek M., Kalitynski R., Dawidowicz A.L., Russa R. 2011.
Legionella bozemanae synthesizes phosphatidylcholine from exogenous choline.
Microbiol. Res. 166:87-98. (IF - 2,308, 20 pkt MNiSW)
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4. Palusinska-Szysz M.*, Zdybicka-Barabas A., Pawlikowska-Pawlgga B., Mak P.,
Cytrynska M. 2012. Anti-Legionella dumoffii activity of Galleria mellonella defensin
and apolipophorin Il1. Int. J. Mol. Sci. 13:17048-17064. (IF - 2,464, 30 pkt MNiSW)

5. Palusinska-Szysz M.*, Szuster-Ciesielska A., Kania M., Janczarek M., Chmiel E.,
Danikiewicz W. 2014. Legionella dumoffii utilizes exogenous choline for
phosphatidylcholine synthesis. Int. J. Mol. Sci. 15:8256-8279.

(IF - 2,339, 30 pkt MNiSW)

6. Palusinska-Szysz M., Kania M., Turska-Szewczuk A., Danikiewicz W., Russa R.,
Fuchs B*. 2014. Identification of unusual phospholipid fatty acyl compositions of
Acanthamoeba castellanii. PLoS One, 9;9(7):e101243. (IF - 3,534, 40 pkt MNiSW)

7. Zdybicka-Barabas B., Palusinska-Szysz M., Gruszecki WI., Mak P., Cytrynska M.*
2014. Galleria mellonella apolipophorin Ill - an apolipoprotein with anti-Legionella
pneumophila activity. Biochim. Biophys. Acta, 1838:2689-97.

(IF - 3,431, 35 pkt MNiSW)

8. Palusinska-Szysz M.*, Zdybicka-Barabas A., Cytrynska M., Wdowiak-Wrodbel S.,
Chmiel E., Gruszecki WI. 2014. Analysis of cell surface alterations in Legionella
pneumophila cells treated with human apolipoprotein E. Pathog. Dis., doi:
10.1111/2049-632X.12214. (IF - 2,554, 25 pkt MNiSW)

9. Palusinska-Szysz M.*, Cendrowska-Pinkosz M. 2009. Pathogenicity of the family
Legionellaceae. Arch. Immunol. Ther. Exp. 4:96-107. (IF - 1,989, 10 pkt MNiSW)

( *autor korespondencyjny)
Sumaryczny impact factor — IF ww. publikacji zgodnie z rokiem opublikowania: 21,415.
Suma punktow za ww. publikacje zgodnie z wykazem MNiSW: 215 pkt.

Sc. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem

ich ewentualnego wykorzystania

Cel i zakres badan

Celem badan, ktorych wyniki skladaja si¢ na monotematyczny cykl publikacji
stanowiacych osiagnigcie naukowe begdace podstawa postgpowania habilitacyjnego byta
analiza strukturalna fosfolipidow wybranych, chorobotwoérczych gatunkow Legionella oraz
naturalnego gospodarza dla tych bakterii, Acanthamoeba castellanii.
Patogennos¢ wewnatrzkomoérkowych bakterii, a szczegolnie Legionella, ktore nie tworza

otoczek, ani nie syntetyzuja zewnatrzkomérkowych polisacharydéw, zalezy przede
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wszystkim od struktur powierzchniowych takich jak: biatka, LPS oraz lipidy. Bialka
Legionella sa obiektem intensywnych badan, natomiast znikomy jest stan wiedzy na temat
roli fosfolipidow Legionella i Acanthamoeba castellanii we wzajemnych interakcjach migdzy
patogenem a gospodarzem. Fosfolipidy pelnia nie tylko pasywna rolg, jako elementy budujace
dwuwarstwe lipidowa, ale wspomagaja takie funkcje komorki jak ukierunkowany transport
bialek, replikacj¢ DNA czy przekazywanie sygnatow. Sktad i rozmieszczenie fosfolipidow w
btonie, ich zdolno$¢ do ulegania hydrolizie oraz modyfikacje ,,head-groups” fosfolipidow
stanowia swoisty ,,jezyk molekularny” w oddzialywaniu z innymi czasteczkami komorki oraz
srodowiskiem [Bohdanowich i Grinstein, 2013]. Zmiany w sktadzie fosfolipidow wptywaja
na aktywno$¢ biatek cytoplazmatycznych i1 peryplazmatycznych zwiazanych z adaptacja
bakterii do otoczenia. Struktura i dynamika fosfolipidow btony plazmatycznej odgrywa wazna
rolg w procesach penetracji antybiotykow do wngtrza komorki. Dlatego istotnym celem badan
bylo okreslenie znaczenia struktur lipidowych we wrazliwosci komorek Legionella na
substancje o aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej wyizolowane z hemolimfy Galleria
mellonella. Wazna czg$¢ badan stanowi roéwniez wykazanie metodami biochemicznymi
1 genetycznymi zdolnosci tych pateczek do wykorzystywania egzogennej choliny w syntezie
fosfatydylocholiny (PC) — waznego dla przezywalnosci oraz patogennosci sktadnika bton
komorkowych bakterii. Mozliwo$¢ wykorzystania przez Legionella zewnatrzkomorkowych
prekursoréw syntezy PC, takich jak cholina moze odzwierciedla¢ poziom adaptacji tych
bakterii do komoérek gospodarza i moze by¢ celem molekularnym wspomagajacym leczenie

legionelozy.

Opis uzyskanych wynikow

Prace 1, 3, 5. W membranach L. lytica, L. bozemanae, L. dumoffii zidentyfikowano
nastgpujace klasy fosfolipidow: fosfatydylocholing (PC), fosfatydyloetanoloaming (PE),
fosfatydylo-N-monometyloetanoloaming (MMPE), fosfatydylo-N-N-dimetyloetanoloaming
(DMPE), fosfatydyloglicerol (PG) i difosfatydyloglicerol (DPG). Zastosowanie
chromatografii cieczowej (LC) sprzgzonej ze spektrometria mas (MS), umozliwiajaca
wieloetapowa fragmentacje otrzymanych jonéw (LC/MS") pozwolilo na rozdzielenie
poszczegolnych lipidow, okreslenie ich klasy, masy czasteczkowej, rodzaju przylaczonych
reszt kwasoéw karboksylowych, a takze ich lokalizacji w czasteczkach. Technika LC/MS"
umozliwita uzyskanie informacji o strukturze fosfolipidow, bez koniecznosci chemicznej
modyfikacji probek, odzwierciedlajac tym samym ich ,,sktad fizjologiczny” w komorkach.

Skorelowanie tych informacji z wynikami uzyskanymi innymi metodami (chromatografii
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gazowo-cieczowej potaczonej ze spektrometria mas GC/MS; spektrometrii MALDI/TOF)
pozwolito ustali¢ mozliwie pelny obraz amfipatycznych, fosfolipidowych sktadnikow
membran wybranych gatunkow Legionella. Wzgledna zawarto$¢ lipidow w poszczegdlnych
frakcjach oznaczono metoda densytometryczna uwzgledniajac wspotczynniki absorpcji
wyznaczone dla fosfolipidow wzorcowych oraz technika magnetycznego rezonansu
jadrowego *'P NMR (dane niepublikowane).

Glownymi fosfolipidami Legionella sa PC i PE. Analiza sktadu kwaséw tluszczowych
fosfolipidow wykazata obecnos¢ cyklicznego heptadekanowego kwasu (7%-12%) oraz
wysoka zawarto$¢ rozgalezionych (izo i anteizo) kwasow tluszczowych (55%-62%), co
zdecydowanie odroznia badane Legionella od innych Gram-ujemnych bakterii. Poza
sktadnikami, ktore byly wspdlne dla L. bozemanae, L. lytica i L. dumoffii takimi, jak:
PC16:0/15:0, PE15:0/15:0, gatunki roznity si¢ sktadem kwasow thuszczowych zwiazanych z
poszczegdlnymi klasami fosfolipidow. Dla L. bozemanae w klasie fosfatydylocholin
charakterystyczne byly PC17:0/15:0, za§ dla L. lytica PC16:0/14:0, PC18:0/16:1, a dla
L. dumoffii PC16:0/17:1 (lub 17:0 cykliczny). PE16:1/15:0 dominuja u L. bozemanae, a u
L. lytica PE14:0/14:0 i PE15:0/14:0, za$ u L. dumoffii PE15:0/15:1. (Dla L. dumoffii struktura
PE nie zostata jeszcze opublikowana). Roznice w sktadzie kwasow thuszczowych zawartych
w fosfolipidach stanowia ich wazna cechg chemotaksonomiczng i moga mie¢ praktyczne
znaczenie w diagnostyce tej grupy bakterii na poziomie gatunku. Ponadto badane Legionella
obok rozgatgzionych, syntetyzowaly kwasy o prostym tancuchu w odréznieniu od
L. pneumophila, ktorej czasteczki fosfolipidow zawieraly wylacznie rozgalezione kwasy
thuszczowe. Cecha ta moze by¢ pomocna w rdéznicowaniu bakterii odmiennych pod wzgledem
stopnia patogennosci [prace 1, 3, 5].

Obecnos¢ PC i PE, jako gtownych fosfolipidow zdecydowanie odréznia membrany
komorkowe badanych Legionella od innych bakterii Gram-ujemnych. U wigkszosci
organizmow prokariotycznych zaréwno Gram-ujemnych jak i Gram-dodatnich wsrod
fosfolipidow dominuje PE i zaledwie 15% bakterii syntetyzuje PC. Do tej grupy naleza
bakterie, ktorych cykl zyciowy jest $cisle zwiazany z komodrka eukariotyczna. W komorce
bakteryjnej PC moze by¢ syntetyzowana z wykorzystaniem dwoch réznych szlakow.
W pierwszym ze szlakéw (PMT), wystgpujacym réwniez w komoérkach eukariotycznych,
zachodzi trzykrotna N-metylacja PE przy udziale N-metylotransferazy (PmtA), ktora
wykorzystuje S-adenozynometioning, jako zroédto grup metylowych. Zwiazkami posrednimi
w tym procesie sa monometylo-N-etanoloamina (MMPE) i dimetylo-N,N-etanoloamina

(DMPE). Drugi szlak polega na przemianie wolnej choliny, ktora ulega bezposredniej
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transfosforylacji z diacyloglicerolo-5’-difosfocytydyny do fosfatydylocholiny (tzw. szlak
metaboliczny CDP-choliny, PCS). Reakcje katalizuje wystgpujaca wylacznie u bakterii
syntaza fosfatydylocholiny. Aktywnos$¢ tego enzymu umozliwia bakteriom syntezg PC z
choliny pobieranej z komorki gospodarza.

Bakterie L. bozemanae i L. dumoffii hodowane na podtozu BCYE wzbogaconym
chlorkiem N-nonadeuterotrimetylo-choliny syntetyzowaty znakowana PC. Wystgpowanie
znakowanych PC w fosfolipidach L. bozemanae takich, jak: dg-PC16:0/15:0, dy-PC15:0/15:0,
do-PC17:0/15:0, do-PC16:1/15:0, dg-PC17:0/17:0 cykliczny, dg-PC15:1/15:0 oraz w
fosfolipidach L. dumoffii: dg-PC14:0/16:0, dy-PC16:0/17:1 (lub 17:0 cykliczny),
dg-PC15:0/15:0 swiadczyto 0 wykorzystywaniu przez te bakterie egzogennej choliny. Analiza
rozmieszczenia znakowanej PC w blonie zewngtrznej (OM) oraz wewngtrznej (IM)
L. dumoffii wykazata, ze fosfatydylocholiny pochodzace ze szlaku PCS lokalizuja si¢ w obu
btonach. Zastosowanie selektywnej metody oznaczen MRM (ang. multiple reaction
monitoring) pozwolito wykaza¢, ze wigcej PC znajduje si¢ w blonie wewngtrzne;j.
Porownanie intensywnosci jonow na widmach masowych (MALDI-TOF) PC (pochodzacej ze
szlaku PCS) do nieznakowanej PC (pochodzacej ze szlaku PMT) wykazato, ze w komorkach
L. bozemanae i L. dumoffii funkcjonuja réwnoczesnie oba szlaki syntezy PC, przy czym szlak
PCS jest szlakiem dominujacym, prawdopodobnie korzystniejszym pod wzgledem
energetycznym [prace 3, 5]. Badania ilosciowe zawartosci PC wykonane metoda *'P NMR
pokazaty, ze L. dumoffii hodowana na cholinie syntetyzuje o 12% wigcej PC niz bakterie
hodowane bez dodatku choliny (dane niepublikowane).

Zdolnos$¢ pateczek Legionella do wykorzystywania zewnatrzkomorkowych zrodet
choliny ulatwia bakteriom przetrwanie wewnatrz komorki gospodarza. Szlak syntezy PC
(PCS) moze odgrywac rolg sensora srodowiska szczegdlnie dla bakterii wywotujacych
pneumonig, gdyz prekursory biosyntetyczne obecne w tkankach plucnych moga wptywa¢ na
wirulencj¢ mikroorganizmu poprzez szlaki wbudowywania PC do oston bakteryjnych.
Wykorzystywanie zewnatrzkomorkowych prekursorow PC  przez gatunki Legionella
odzwierciedla poziom adaptacji badanych bakterii do komodrek gospodarza, a selektywne
blokowanie syntazy fosfatydylocholiny moze sta¢ si¢ celem specyficznego dzialania
terapeutycznego, wspomagajacego leczenie legionelozy. Pateczki Legionella moga
syntetyzowac PC na drodze dwoch niezaleznych szlakow, dlatego potencjalne leki, ktore beda
blokowaty aktywnos¢ syntazy fosfatydylocholiny moga przyczynic¢ si¢ do ostabienia tej cechy

zjadliwosci.
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Badania strukturalne z wykorzystaniem znakowanej choliny wykazaly, ze badane
bakterie maja zdolno$¢ do pobierania zewnatrzkomorkowej choliny, syntezy PC
I wbudowywania tego fosfolipidu do zewngtrznej i wewngtrznej membrany. Dlatego,
kolejnym etapem badan byta identyfikacja genow pcs (kodujacego syntaze PC) i pmtA
(kodujacego N-metylotransferazg) zaangazowanych w synteze PC.

Prace 3, 5. Analiza porownawcza sekwencji nukleotydowych znanych genow pcs i pmtA
bakterii  Legionella pozwolita na zaprojektowanie zdegenerowanych  starterow
komplementarnych do najbardziej konserwatywnych regionow tych gendw, ktére postuzyly
do amplifikacji réznych fragmentow genéw pmtA i pcs L. bozemanae, L. dumoffii,
L. micdadei i poréwnania z amplikonami otrzymanymi dla najbardziej wirulentnego gatunku
L. pneumophila. W oparciu o analize sekwencji nukleotydowej produktéw PCR ustalono, ze
w genomach tych trzech gatunkow Legionella wystepuja geny homologiczne do genu pcs
kodujacego syntazg PC Legionella, przy czym zaobserwowano znaczne roznice w
wielko$ciach uzyskanych amplikonéw. W analizie PCR z zastosowaniem starteréw dla genu
pmtA kodujacego N-metylotransferaz¢ uzyskano pozytywne wyniki dla L. bozemanae
i L. micdadei, co potwierdzito obecnos¢ genow homologicznych do pmtA w genomach tych
bakterii. Dla L. dumoffii nie uzyskano produktéw PCR o odpowiedniej wielkosci dla kilku
uktadow starterow, co moze wskazywac na bardzo niski poziom podobienstwa sekwencji
genu pmtA tego gatunku z pozostatymi bakteriami Legionella. Wyniki uzyskane na podstawie
réznych technik molekularnych (hybrydyzacja metoda Southerna, reakcja PCR,
sekwencjonowanie, analiza filogenetyczna na poziomie DNA 1 biatka) potwierdzity znaczace
zroznicowanie bakterii z rodziny Legionellaceae pod wzgledem analizowanych genow. Gen
pcs L. bozemanae wykazuje najwigksza identycznos¢ sekwencji (80%) do pcs
L. longbeachae, nieco nizsza do pcs L. drancourtii (75,5%), a najnizsza do pcs kilku
szczepow L. pneumophila (71-72%) [praca 3]. Rowniez w przypadku genu pmtA
L. bozemanae najwyzszy poziom homologii zaobserwowano do pmtA L. longbeachae
(79,3%), a znacznie nizszy do pmtA L. pneumophila (72%-73,6%). Natomiast w genomie
L. drancourtii nie wykryto genu homologicznego do pmtA L. pneumophila. Gen pcsA
L. dumoffii posiada najwigksza identycznos¢ sekwencji (82%) do pcsA L. bozemanae i 81%
do pcsA L. longbeachae, nizsza za$§ identyczno$¢ sekwencji (78%) do pcsA L. drancourtii
i (71%) L. pneumophila. W genie pcsA L. dumoffii powyzej sekwencji kodujacej (W pozycji -
136 do -86 pz) zidentyfikowano region promotorowy [praca 5].

Analiza porownawcza sekwencji genow zaangazowanych w syntezg PC: pcs i pmtA réznych

gatunkéw Legionella wykazata, ze najbardziej konserwatywne sa centralne regiony tych
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genow, ktore koduja funkcjonalne domeny biatek Pcs oraz PmtA, a region 5° tych gendéw jest
wysoce zmienny.
Biorac pod uwagg trudnosci diagnozowania legionelozy, zaprojektowany zostal zestaw 21
starterOw opracowanych na podstawie genow 16S rRNA, pcs, pmtA Legionella oraz sposob
ich uzycia do identyfikacji 1 rdéznicowania tych bakterii w reakcji multiplex-PCR.
Zastosowanie do analizy jednocze$nie 3 markerdw genetycznych o réznym stopniu
konserwatywnosci sekwencji i roznych kombinacji starterow istotnie zwigksza specyficznos¢,
wiarygodno$¢ i selektywnos$¢ metody. Ponadto, ten sposdb identyfikacji pateczek Legionella
jest uniwersalny 1 pozwala zaré6wno na wykrywanie réznych gatunkow tej grupy jak i na
odroznienie wysoce patogennego szczepu L. pneumophila od innych, mniej patogennych
gatunkow. Test ten jest przedmiotem zgloszenia patentowego (nr zgloszenia P.406879).
Roznice w zawartosci PC migdzy bakteriami hodowanymi na cholinie i bez choliny
oraz roznice w strukturze fosfatydylocholin pochodzacych z réznych szlakow syntezy
nasungly przypuszczenie, ze zmienna struktura PC moze mie¢ wplyw na zdolno$¢ bakterii do
indukcji prozapalnych cytokin (TNF-a). TNF-o odgrywa kluczowa role w prozapalnej
odpowiedzi gospodarza na zakazenie pateczkami Legionella.
Praca 5. W celu okreslenia korelacji migdzy zawartoscia PC bakterii a odpowiedzia komorki
eukariotycznej, mierzong poziomem TNF-o, makrofagi linii THP-1 stymulowano zywymi
bakteriami oraz blonami (zewnetrzna i wewnetrzna) L. dumoffii hodowanymi z dodatkiem
i bez choliny. Bakterie wyroste na podtozu wzbogaconym w choling indukowaty w dawce 10
1 100 MOI ponad trzykrotnie nizszy poziom TNF-a niz bakterie hodowane bez dodatku
choliny. Podobnie, blona wewngtrzna L. dumoffii wyizolowana z bakterii wyrostych na
podtozu z cholina byta stabszym induktorem TNF-a w poréwnaniu do membrany bakterii
hodowanych bez choliny. Istotne statystycznie wyniki uzyskano w obecnosci 100ng/ml btony
wewngtrznej. Natomiast ta sama dawka btony zewngtrznej bakterii hodowanych na cholinie
byla lepszym induktorem cytokiny niz blony zewngtrznej uzyskanej z bakterii hodowanych
bez suplementacji cholina.
Roznice w zawartosci PC migdzy bakteriami hodowanymi bez oraz z dodatkiem choliny i/lub
roznice strukturalne w rozmieszczeniu kwasow acylujacych rdzenie glicerolowe
fosfatydylocholin moga mie¢ znaczenie w interakcji bakterii z komorka makrofaga mierzong
poziomem TNF-a. Zmiany w strukturze PC bton moga wplywaé na zawarto$¢ i aktywnosé
innych sktadnikoéw komorki (np. pozostatych klas fosfolipidow, biatek), a obserwowany
spadek indukcji TNF-a moze by¢ efektem dziatania roznych czynnikow na makrofagi.

Stabsza indukcja TNF-a pod wptywem bakterii hodowanych na cholinie w stosunku do
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bakterii hodowanych bez choliny moze by¢ jednym ze sposobow ucieczki bakterii spod
kontroli uktadu immunologicznego gospodarza. Bakterie L. dumoffii hodowane na cholinie
tatwiej ulegaty internalizacji przez makrofagi linii THP1 niz bakterie hodowane bez choliny
[praca 5].

Pateczki Legionella wnikaja do komorek eukariotycznych na drodze fagocytozy. Na
sprawne dzialanie tego procesu ma wptyw sktad kwasow tluszczowych fosfolipidow blony
komorki fagocytujacej, a szczegdlnie obecnos¢ nienasyconych kwasow, ktore zapewniaja jej
ptynnos$¢. Kolejnym etapem badan byla szczegdlowa analiza fosfolipidow Acanthamoeba
castellanii - naturalnego gospodarza Legionella.

Prace 2, 6. Jakosciowa i ilosciowa oceng sktadu fosfolipidow ameb wykonano metoda
spektroskopowej analizy widm magnetycznego rezonansu jadrowego (3P NMR).
Dominujacymi fosfolipidami byty: fosfatydylocholina PC (47,5£2%),
fosfatydyloetanoloamina PE (29+2%), kardiolipina CL (6,9+0,3) oraz fosfatydyloseryna PS
(5,6+£0,2%). Pozostale fosfolipidy to lizofosfatydylocholina LPC  (1,8+0,1%),
fosfatydyloinozytol PI (1,2+0,05%), lizofosfatydyloetanoloamina LPE (1,5+0,05%), eterowe
glicerofosfolipidy etanoloaminowe GPE (1,7+0,08%). Dodatkowo wykazano obecno$¢ kwasu
fosfatydowego (PA). Badane fosfolipidy zawieraly kwasy o dhugosci tancucha od 14 do 20
atomdéw wegla z dominacja kwasow: C16:1 A, C18:1 A°. W badanym materiale
zidentyfikowano réwniez dlugotancuchowe, wielonienasycone kwasy: oktakozenowy (28:1),
oktakozadienowy (28:2), triakontadienowy (30:2) oraz triakontatrienowy (30:3). Oznaczono
potozenie podwojnych wiazan w wielonienasyconych, dlugotancuchowych kwasach
(C28:2 A>#: C28:1 A?; 30:3 A>?1%*: 30:2 A***) na podstawie charakterystycznych jonoéw na
widmach masowych pochodnych metylotioeterowych (DMDS) oraz pirolidkéw [praca 2].
Wykazano, ze dtugotancuchowe kwasy wystegpuja tylko w okreslonych klasach fosfolipidow
tj. w: PE (30:2/20:4, 30:3/20:3); PS (30:2/20:2, 30:3/20:4), PA (18:1/30:2, 28:1/20:2), CL
(18:0/18:2/28:0/30:2) [praca 6]. Poza wartoScia poznawcza wystgpowanie nietypowych
kwasow tluszczowych tylko w okreslonych klasach fosfolipidow moze mie¢ praktyczne
znaczenie w diagnostyce zard6wno wolnozyjacych ameb jak i w materiale pochodzacym od
pacjenta.

Zmiany sktadu fosfolipidow wptywaja na fizyko-chemiczne wtasciwosci blon komorki, co
moze mie¢ znaczenie w sposobie oddzialywania bakterii z rdéznymi czynnikami
zewngtrznymi.

Praca 4. Nastgpnym etapem prac eksperymentalnych byto zbadanie, czy wbudowywanie PC

do bton L. dumoffii wptywa na ich wrazliwos¢ na antybakteryjne substancje dziatajace na
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btony komoérkowe. W tym celu zastosowano apolipoforyne III (apoLp-1Il) i defensyng
(peptyd o strukturze stabilizowanej mostkami dwusiarczkowymi), czasteczki 0 aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, ktorych zrodtem byla hemolimfa gasienic Galleria mellonella.
W tej czeSci badan wspolpracowatam z Zakladem Immunobiologii UMCS, ktory od lat
prowadzi badania nad peptydami obronnymi owadow, ktore moga sta¢ si¢ obiecujaca
alternatywa dla antybiotykow. Waznym skladnikiem hemolimfy owadow jest
apolipoforyna 11l — wielofunkcyjne biatko wiazace lipidy, ktore uczestniczy w transporcie
lipidéow, rozpoznawaniu determinant molekularnych drobnoustrojow i aktywacji uktadu
immunologicznego. Synergistyczne dziatanie apoLp-III z peptydami odporno$ciowymi
hemolimfy prowadzi do wzmocnienia odpowiedzi immunologicznej i zwigkszenia
skutecznos$ci zwalczania drobnoustrojow. ApoLp-I11 jest bialkiem o masie 18 kDa, ztozonym
z pigciu naprzemianleglych, amfipatycznych o — helis potaczonych krétkimi regionami
zawiasowymi. Charakter hydrofobowy i zdolno$¢ do wiazania lipidow sprawia, ze apoLp-I1ll
jest dogodnym modelem do badania oddzialywan biatek ze strukturami lipidowymi bton
I pecherzykow membrany zewngtrznej bakterii.

W pierwszym etapie badan sprawdzano przezywalnos$¢ bakterii L. dumoffii inkubowanych z
ekstraktem hemolimfy. Ekstrakt hemolimfy najefektywniej dzialat na badane bakterie po
1 godzinnej inkubacji w stezeniu 0,8 mg/ml. W dalszym etapie badan sprawdzano wrazliwos$¢
L. dumoffii na apoLp-lll oraz defensyng. Bakterie L. dumoffii byly wrazliwe zaré6wno na
apoLp-III jak i defensyng, ale wystapity roznice w reakcji na te czasteczki w zaleznosci od
sposobu hodowli bakterii. Pateczki L. dumoffii hodowane na podtozu z choling wykazywaty
trzykrotnie wigksza wrazliwo$¢ na apoLp-lll oraz defensyng w poréwnaniu do bakterii
hodowanych bez dodatku choliny, co moze sugerowaé, ze wzrost zawartosci PC
(i/lub struktura fosfatydylocholin) w $cianie komérkowej L. dumoffii odpowiada za silniejsza
interakcj¢ apoLp-IIl z powierzchnia bakterii. Obserwacje w mikroskopie elektronowym
komorek L. dumoffii po zadziataniu apoLp-III wykazaly obecnos¢ licznych wakuoli w
cytoplazmie, jej zaggszczenie oraz zmiany w strukturze $ciany komorkowej, ktore byty
szczegolnie wyrazne U bakterii hodowanych na cholinie. Niektore komorki hodowane na
cholinie pod wptywem apoLp-III miaty znacznie poszerzona przestrzen periplazmatyczna. Po
zadziataniu defensyny zmianie ulegla przede wszystkim morfologia komorek, ktore utracity
typowa subkomorkowa organizacje. W cytoplazmie wystgpowaty duze, jasne-elektronowo
obszary, ktére przypominalty przestrzenie wakuolarne. Bakterie hodowane na cholinie pod
wplywem defensyny, utracity integralno$¢ ostony komoérkowej, a w cytoplazmie pojawity si¢

wakuole otoczone przez elektronowo-ggste membrany. Roznice w ultrastrukturze komorek
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powstate pod wptywem apoLp-Ill i defensyny wskazuja na ich odmienny mechanizm
dziatania na komorki Legionella [praca 4].

Praca 7. Badania przeprowadzone na L. pneumophila, ktoéry réwniez byt wrazliwy na
apoLp-lll, nie wykazaty zaleznoSci miedzy hodowla bakterii na cholinie a wzrostem ich
wrazliwosci na to biatko. Wyniki te moga sugerowac, ze réznice w budowie struktur
wchodzacych w sklad oston komorkowych L. dumoffii i L. pneumophila decyduja o
odmiennej wrazliwo$ci bakterii na apoLp-l11l. Wiazanie apoLp-1ll do lipopolisacharydu oraz
innych sktadnikow lipidowych L. pneumophila wykazano na podstawie zmian w widmie
roznicowym absorpcji w podczerwieni (spektrometria FTIR w polaczeniu z metoda
catkowitego wewnetrznego odbicia, ATR, ang. Attenuated Total Reflection). Tworzenie sig
silnych kompleksow apoLp-1ll z LPS potwierdzily réznice w migracji na zelu (SDS-PAGE)
wyizolowanego z bakterii natywnego LPS-u, apoLp-III i LPS inkubowanego z biatkiem oraz
immunoblotting z przeciwciatami anty-apoLp-111. Efektem interakcji apoLp-I11I ze strukturami
lipidowymi L. pneumophila byty zmiany w topografii powierzchni komorki monitorowane w
mikroskopie sit atomowych (AFM), ktory daje mozliwos¢ badania ultrastruktury powierzchni
komoérki 1 pozwala na jednoczesny pomiar sit uczestniczacych w oddziatywaniach
migdzyczasteczkowych [praca 7].

ApoLp-I11 wykazuje aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa W stosunku do badanych Legionella
najprawdopodobniej wiazac si¢ z powierzchnia bakterii za poSrednictwem ich struktur
powierzchniowych: gtownie PC L. dumoffii lub LPS L. pneumophila, ktore odgrywaja istotna
rolg na r6znych etapach infekcji makrofagow gospodarza.

Praca 8. Apolipoforyna Il Galleria mellonella jest homologiczna do domeny N ludzkiej
apolipoproteiny E (apoE), ktéra jest migdzy innymi zaangazowana w modulowanie
odpowiedzi zapalnej. Sprawdzono czy roéwniez apoE moze oddziatywa¢ z komodrkami
L. pneumophila. Do badan zostala wybrana izoforma 4 ludzkiej apoE, ktora jest mniej
efektywna w regulacji odpowiedzi prozapalnej niz izoforma 3, ale wpltywa na poziom
indukcji cytokin prozapalnych (TNF-a i IL-6) po stymulacji LPS transgenicznych myszy
APOE4. Cytokiny TNF-a i IL-6 odgrywaja decydujaca rol¢ w odpowiedzi na zakazenie
pateczkami Legionella. Wystgpowanie silnych oddziatywan estrowej grupy karbonylowe;j
LPS z apoE 4 wykazano na podstawie analizy widm w podczerwieni. Konsekwencja tych
oddziatywan byly istotne zmiany powierzchni komoérek L. pneumophila monitorowane w
mikroskopie AFM. Nanomechaniczne zmiany wlasciwosci powierzchni  komorek
L. pneumophila polegaty na 2,5-krotnym obnizeniu warto$ci modutu Young’a oraz 2,5-

krotnym obnizeniu adhezji w stosunku do bakterii nietraktowanych apoE 4. Wszystkie te
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wartosci zmierzone w AFM wskazuja, ze pod wplywem apoE 4 dochodzi do zaburzen
prawidtowej struktury powierzchni komorki, czego efektem moze by¢ uposledzona zdolnosé¢
bakterii do adhezji i penetracji komoérek gospodarza [praca 8].

W organizmie czlowicka apoE 4 wystepuje gldwnie w o0soczu, jako sktadnik
lipoprotein oraz w ptynie moézgowo-rdzeniowym. W wytwarzaniu tego biatka uczestniczy
wiele rodzajow komorek, na przyktad: hepatocyty, komorki migéni gladkich oraz makrofagi.
ApoE 4 poza istotng rola w regulacji metabolizmu lipidow, reguluje funkcje plytek krwi,
proces apoptozy, stres oksydacyjny oraz zaangazowana jest w modulowanie odpowiedzi
zapalnej. Uzyskane wyniki wskazuja, ze apoE 4 moze rowniez uczestniczy¢ w eliminacji
L. pneumophila z organizmu cztowieka. Pomimo, ze ten drobnoustrdj moze wywotywaé
zapalenie pluc to wigkszo$¢ infekcji jest zwalczana przez sprawnie dzialajacy system
immunologiczny cztowieka, a jedyna konsekwencja infekcji jest pojawienie sig¢ przeciwcial w
zakazonym organizmie. Wiazanie LPS L. pneumophila przez apoE 4 moze by¢ jednym z
mechanizméw obronnych uruchamianych w trakcie zakazenia.

Praca 9 jest artykulem przegladowym, w ktérym zostaly zebrane informacje na temat

wystepowania i chorobotworczosci pateczek Legionella.

Podsumowanie najwazniejszych wynikow

Postawiony cel badan zrealizowatam w oparciu 0 nowoczesne metody analityczne, ktore
umozliwity poznanie ztozonej struktury i funkcji sktadnikow lipidowych patogennych dla
czlowieka gatunkow Legionella oraz ich naturalnego gospodarza A. castellanii.
Przeprowadzone badania pozwolity roéwniez na przedstawienie biologicznej roli badanych

struktur w patogenezie Legionella.

1. Glownymi fosfolipidami Legionella spp. sa fosfatydylocholina — fosfolipid
charakterystyczny dla komorek eukariotycznych oraz fosfatydyloetanoloamina.

2. Analiza kwasoéw tluszczowych fosfolipidow wykazata, ze poza sktadnikami, ktore sa
wspoélne dla badanych Legionella, poszczegdlne gatunki roznia si¢ sktadem kwasow
thuszczowych zwiazanych z poszczeg6lnymi klasami fosfolipidow. Moze to mieé
praktyczne znaczenie w diagnostyce tej grupy bakterii na poziomie gatunku oraz w

réznicowaniu bakterii 0 odmiennym stopniu patogennosci.

3. L. bozemanae i L. dumoffii hodowane na podlozu BCYE wzbogaconym chlorkiem

deuterowanej choliny syntetyzuja znakowana PC, co §wiadczy o wykorzystywaniu przez
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te bakterie egzogennej choliny. Synteza PC odbywa si¢ na drodze dwoch rownoczesnie
funkcjonujacych szlakow syntezy PMT oraz PCS, przy czym szlak PCS jest szlakiem
dominujacym. Zdolno$¢ bakterii do wykorzystywania zewnatrzkomodrkowej choliny

moze utatwia¢ bakteriom przezywanie wewnatrz komorki gospodarza.

Zidentyfikowano geny pcs (kodujacy syntaze fosfatydylocholiny) oraz pmtA (kodujacy
N-metylotransferazg) zaangazowane w syntez¢ PC. Na podstawie sekwencji genow 16S
rRNA, pcs, pmtA Legionella zaprojektowany zostal zestaw 21 starterow oraz sposob ich
uzycia do identyfikacji 1 roéznicowania bakterii Legionella w reakcji multiplex-PCR
(zgloszenie patentowe). Test ten moze zosta¢ wykorzystany do identyfikacji zaréwno
patogennego gatunku L. pneumophila jak i innych gatunkéw Legionella w probkach

srodowiskowych i klinicznych.

Zawarto$¢ PC w blonach L. dumoffii oraz roznice strukturalne w rozmieszczeniu kwasow
acylujacych rdzenie glicerolowe fosfatydylocholin moga mie¢ istotne znaczenie w
interakcji bakterii z komorka makrofaga okreslona na podstawie pomiaru poziomu
TNF-a. Cytokina ta odgrywa kluczowa rol¢ w odpowiedzi na zakazenie paleczkami
Legionella.

Struktury lipidowe Legionella (fosfolipidy i LPS) sa zaangazowane w mechanizm
oddziatywania bakterii z apolipoforyng III Galleria mellonella oraz ludzka
apolipoproteing E 4. ApoE 4 moze by¢ zaangazowana w odpowiedZz na zakazenie
wywotane przez L. pneumophila.

Pierwotniaki A. castellanii syntetyzuja unikalne w przyrodzie, dlugotancuchowe,
wielonienasycone kwasy tluszczowe (C28:1 A%, C28:2 A>#: 30:3 A>#2%: 30:2 A%,
ktore wystgpuja tylko w okreslonych klasach fosfolipidow. Identyfikacja kwaséw
ttuszczowych zwiazanych z poszczegolnymi fosfolipidami moze by¢ przydatna w
diagnozowaniu wystgpowania zaréwno wolnozyjacych ameb, jak i w materiale

pochodzacym od pacjenta.

Realizacja kolejnych etapow badan przedstawiona w poszczegdlnych pracach sktadajacych

si¢ na monotematyczny cykl publikacji, ktore stanowia osiagnigcie naukowe pozwolita

wykaza¢, ze struktura sktadnikow lipidowych Legionella odgrywa istotna rolg w

oddziatywaniach z komorkami gospodarza. Patogeneza infekcji jest ciagta walka pomigdzy

gospodarzem i patogenem, a struktury lipidowe (PC, LPS) Legionella sa elementami, ktore

uczestnicza w tych oddziatywaniach. Z jednej strony pozyskiwanie zewnatrzkomorkowych
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prekursoréw syntezy PC ulatwia bakteriom namnazanie si¢ wewnatrz komorek
eukariotycznych i ucieczke spod kontroli uktadu immunologicznego gospodarza. Z drugiej
za$ strony wiazanie LPS L. pneumophila przez ludzka apolipoproteing E 4 moze wplywaé na

eliminacje¢ bakterii z organizmu.

Badania przedstawione w opisanym cyklu publikacji stanowiacych osiagnigcie
monotematyczne zostaty sfinansowane ze $rodkow kierowanych przeze mnie 2 grantow

Rektora UMCS i 1 grantu MNiSW.
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lipopolysaccharide from Legionella. Recent Pat Anti Infect Drug Discov. 4:96-107.
(czasopismo nie znajduje si¢ na liscie JCR)

P5. Palusinska-Szysz M., Janczarek M. 2010. Innate immunity to Legionella and Toll-like
receptors. Folia Microbiol. 55:508-11. (IF - 0,977, 20 pkt MNiSW)

P6. Koziol-Montewka M., Magrys A., Palusinska-Szysz M., Danielak M., Wojtowicz M.,

Niewiedziol J., Koncewicz R., Niedzwiadek J., Paluch-Oles J., Trzeciak H., Drozanski
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W., Dutkiewicz J. 2008. Monitoring Legionella species in hospital water systems. Link
with disease and evaluation of different detection methods. Ann. Agric. Environ. Med.
15:143-147. (IF - 1,443, 15 pkt MNiSW)

Moje zainteresowania naukowe zwiazane z interakcjami migdzy bakteriami a komorkami
eukariotycznymi  dotyczyly nie tylko relacji  pasozytniczych, ale rowniez
symbiotycznych. Istota symbiozy migedzy Gram-ujemnymi bakteriami glebowymi
okreslanymi og6lnym terminem ,rizobidéw” a roslinami z rodziny Leguminoseae
(motylkowate) polega na wzajemnym oddziatywaniu W wyniku, ktorego na korzeniach
(rzadziej todygach) powstaja wyspecjalizowane organy (brodawki), wewnatrz ktorych
nastepuje redukcja azotu atmosferycznego. Uczestniczytam w badaniach strukturalnych
tancucha O-swoistego LPS mutanta transpozonowego MIlo-13 szczepu Mesorhizobium
loti NZP2213, ktory charakteryzowat si¢ zwigkszona efektywnoscia wiazania azotu W
poroéwnaniu ze szczepem dzikim w uktadzie symbiotycznym z ro$linnym gospodarzem —
komonica zwyczajna. Ustalono strukture trojcukrowej powtarzajacej si¢ podjednostki
budujacej O-antygen mutanta Mlo-13, dzigki zastosowaniu uzupelniajacych sig
chemicznych metod analitycznych (analiza etylacyjna), nowoczesnych technik
instrumentalnych (chromatografii gazowej sprzg¢zonej ze spektrometria mas (GC-MS)
oraz spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (*H i *C NMR). Schemat tej
struktury

—2)-a-L-6dTalp-(1—3)-a-L-6dTalp4Ac-(1—2)-a-L-Rhap-(1—
3

|
(~25%) OMe

zostal opublikowany w pracy:

P7. Turska-Szewczuk A., Palusinska-Szysz M., Russa R. 2008. Structural studies of the O-
polysaccharide chain from the lipopolysaccharide of symbiotically enhanced mutant Mlo-
13 of Mesorhizobium loti NZP2213. Carbohydr. Res. 25:477-82.
(IF - 1,96, 24 pkt MNiSW)
Udziat sktadnikow powierzchniowych, w tym lipopolisacharydow, w nawiazywaniu
specyficznej i efektywnej symbiozy migdzy rizobiami a roslinami motylkowatymi zostat

opisany w pracy przegladowe;j:

P8. Janczarek M., Rachwatl K., Marzec A., Grzadziel J, Palusinska-Szysz M. 2014. Signal

molecules and cell-surface components involved in early stages of the legume-rhizobium
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interactions. Appl. Soil Ecol. 85:94-113, 2014.

(IF - 2,206, 35 pkt MNiSW)

Inne badania, w ktorych bratam udziat, dotyczyly budowy O-swoistego wielocukru
warunkowych patogenéw ryb z rodzaju Aeromonas. Analiza jakos$ciowa i ilosciowa
cukrow O-swoistego tancucha LPS Aeromonas veroni bt. sobria K49 wykazata, ze
dominujacymi skladnikami byty: L-ramnoza (Rha), 3-amino-3,6-dideoksy-D-glukoza
(Qui3N) i 2-amino-2,6-dideoksy-D-galaktoza (FucN). Ustalono strukturg pigciocukrowe;j
powtarzajacej si¢ podjednostki OPS szczepu K49 na podstawie widm jedno

i dwuwymiarowych NMR:
—2)-B-D-Quip3Nac-(1—3)-a-L-Rhap-(1—-3)-a-L-Rhap-(1—»2)-a-L-Rhap-(1—3)-a-D-FucpNAc-(1—»
Wyniki tych badan opublikowane zostaty w pracy:

P9. Turska-Szewczuk A, Lindner B, Pc¢kata A, Palusinska-Szysz M, Choma A, Russa R,
Holst O. 2012. Structural analysis of the O-specific polysaccharide from the
lipopolysaccharide of Aeromonas veronii bv. sobria strain K49. Carbohydr. Res. 353:62-
68. (IF - 2,044, 25 pkt MNiSW)

Uczestniczytam rowniez w badaniach, ktore miaty na celu okreslenie czystosci
mikrobiologicznej polskich monet i banknotéw. Wyizolowane z monet i banknotéw
bakterie identyfikowano na podstawie wzrostu na specyficznych podtozach oraz analiz
biochemicznych i genetycznych. Najczgsciej izolowano bakterie z rodzajow:
Staphylococcus i Enterococcus. Grzyby rozpoznawane hna podstawie cech
morfologicznych i wiasciwoséci biochemicznych nalezaly do rodzajow: Aspergillus,
Penicillium oraz Candida. Wystepujace w naszym Kraju w obiegu banknoty
kontaminowane byty gltéwnie mikroorganizmami, ktore stanowia naturalna mikroflore
czlowieka, a nielicznie wystgpowaty bakterie, ktére naleza do oportunistycznych
patogenow: Escherichia coli, Pseudomonas stutzeri i Candida albicans. Wyniki tych

badan zostaly przedstawione w pracy:

P10. Kalita M., Palusinska-Szysz M., Turska-Szewczuk A., Wdowiak-Wrdbel S., Urbanik-
Sypniewska T. 2013. Isolation of cultivable microorganisms from Polish notes and coins.
Pol. J. Microbiol. 62:281-286. (IF - 0,871, 15 pkt MNiSW)

Badatam rowniez wptyw ekstraktu hemolimfy G. mellonella oraz apoLp-III na komoérki

L. gormanii. Bakterie L. gormanii zajmuja drugie miejsce po L. pneumophila pod
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wzgledem czestosci wywotywanych zakazen w miejscu zamieszkania. Pomimo tego, ze
paleczki Legionella rzadko wywotuja infekcje u dzieci ten gatunek izoluje si¢ réwniez od
mlodych pacjentow chorych na zapalenie pluc. Cecha charakterystyczna L. gormanii jest
zdolno$¢ do niebiesko-biatej autofluorescencji po naswietlaniu promieniami UV 0
dhlugosci 365 nm oraz synteza enzymu metalo-p-laktamazy, ktora wykazuje wysoki
stopien hydrolizy wszystkich badanych cefalosporyn i cefamycyn. Stad potrzeba
poszukiwania nowych substancji o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych, szczegélnie
uzasadniona w przypadku zakazeh wywotanych przez L. gormanii. W pracy wykazano
bakteriobdjczy wplyw ekstraktu hemolimfy G. mellonella oraz apoLp-III na komorki
L. gormanii. Bakteriobojcze st¢zenie apoLp-I11 w stosunku do L. gormanii byto 8-krotnie
nizsze od st¢zenia wywotujacego ten sam efekt w przypadku L. dumoffii. Réznice we
wrazliwosci badanych gatunkow Legionella na apoLp-III sa prawdopodobnie wynikiem
roznic w budowie struktur powierzchniowych odpowiedzialnych za oddziatywania z
badanym biatkiem. Szczegdlowe wyniki doswiadczen nad wptywem apoLp-llIl na
komorki L. gormanii oraz opis zmian powstatych w morfologii komorek, jako

konsekwencja tych oddziatywan zostaty zawarte w publikacji:

P11. Chmiel E., Palusinska-Szysz M., Zdybicka-Barabas A., Cytrynska M., Mak P. 2014.
The effect of Galleria mellonella hemolymph polypeptides on Legionella gormanii. Acta
Biochim. Pol. 61: 123-127. (IF - 1,389, 15 pkt MNiSW)

P12. Rozdzialy w mongrafiach

1. Palusinska-Szysz M. “Legionella” Chapter 81. Manual of Childhood Infections. The
Blue Book (3 ed.). Sharland M., Cant A., Shingadia D., Davies E.G. (Eds). Oxford
University Press, Oxford, UK, 2011. (5 pkt MNiSW)

2. Palusinska-Szysz M. “Legionella” Chapter 81. Manual of Childhood Infections. The
Blue Book (4 ed). Oxford University Press, Oxford, UK, 2014. Wydanie poprawione

i uzupetnione, w druku

Sumaryczny IF ww. publikacji niewliczanych do osiagnigcia naukowego zgodnie z
rokiem opublikowania wynosi: 10,89. Suma punktow za ww. publikacje zgodnie z
wykazem MNISW: 167 pkt.
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Plany na przyszlos$¢

W przysziosci planujg¢ przeprowadzi¢ charakterystyke molekularng fosfolipidow
wybranych gatunkéw Legionella namnozonych w komorkach naturalnego gospodarza
A. castellanii i porowna¢ uzyskane wyniki z tymi dla bakterii namnozonych na sztucznym
podtozu. Wstepne wyniki wskazuja na wyrazne réznice w sktadzie jakosciowym i ilosSciowym
kwasow thuszczowych zwiazanych z poszczeg6lnymi fosfolipidami. Przypuszcza sig, ze
bakterie uwolnione z komorek zernych sa optaszczone lipidami i fosfolipidami gospodarza,
co moze mie¢ istotny wptyw na ich zywotno$¢ i1 wirulencje. Badania poréwnawcze nad
sktadem lipidow i fosfolipidow bakterii hodowanych in vivo i in vitro umozliwia

rozstrzygnigcie tej hipotezy.
7. Komunikaty Zjazdowe

Zaprezentowatam 37 komunikatéw zjazdowych (20 na konferencjach krajowych, 17 na
konferencjach migdzynarodowych). Szczegdélowy wykaz komunikatow umiesScitam w

zataczniku nr 3 (111.B.9-45).

8. Prace badawcze
Bratam udzial w nastgpujacych projektach badawczych:
8.1. Projekty finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego:

1. Genetyczne i biochemiczne badanie szlakow syntezy fosfatydylocholiny Legionella spp.
grant MNiSW N303 822640 — czas realizacji 2011-2014 Kierownik, miejsce realizacji
UMCS

2. Mutanty Bradyrhizobium pozbawione dlugotancuchowych hydroksykwasow — wplyw
zmiany struktury lipidu A na wlasciwosci fizyko-chemiczne membrany zewngtrznej (OM),
zdolno$¢ bakterii do brodawkowania 1 ich przezywalno$ci wewnatrz komorek
eukariotycznych - grant MNISW N303 822840, czas realizacji 2011-2014 -
Wykonawca, miejsce realizacji UMCS

3. Zroznicowanie strukturalne lipopolisacharydu bakterii z rodzaju Aeromonas - korelacja
migdzy budowa LPS, wirulencja szczepéw i zdolnoscia do przezywania W amebach,
naturalnym  rezerwuarze bakterii w  $rodowisku wodnym. Grant NCN
2011/03/B/NZ1/1203, czas realizacji 2012-2015 - Glowny wykonawca, miejsce realizacji
UMCS
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8.2. Projekty finansowane z badan wtasnych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej:

1. Porbwnawcza analiza lipidow Sciany komorkowej patogennej bakterii - Legionella lytica,
namnazanej na sztucznym podlozu i wewnatrz komoérek pierwotniaka - grant
indywidualny Prorektora UMCS ds. Badan i Wspolpracy Migdzynarodowej, Czas
realizacji 01.12.2006-31.12.2006

2. Charakterystyka lipidow patogennej dla czlowicka bakterii — Legionella bozemanae —
grant zespolowy Prorektora UMCS ds. Badan i Wspolpracy Migdzynarodowej, czas
realizacji 01.12.2007- 31.12.2007 — Kierownik

9. Wspolpraca naukowa

W trakcie dziatalnosci naukowej wspolpracowatam z indywidualnymi naukowcami oraz
grupami badawczymi z osrodkéw w kraju 1 z zagranicy:

- Instytutem Chemii Organicznej PAN w Warszawie, Katedra i Zaktadem Mikrobiologii
Lekarskiej oraz Katedra i1 Zakladem Anatomii Prawidlowej Cztowieka, Uniwersytetu
Medycznego w Lublinie, Oddzialem Alergologii Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego
w Lublinie oraz Zaktadami: Metod Chromatograficznych, Immunobiologii, Biofizyki,
Wirusologii i Immunologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskie;j.

- Instytutem Fizyki Medycznej i Biofizyki, Wydziatu Medycznego, Uniwersytetu w Lipsku,
Niemcy; Wydzialem Chemii Bioanalitycznej oraz Wydziatem Mikrobiologii Komorkowej,
Centrum Badawczego Borstel, Niemcy.

Efektem wspotpracy z Wydziatem Chemii Bioanalitycznej byl méj 6 tygodniowy staz
naukowy w Centrum Badawczym Borstel w okresie od 15.03.2014 do 30.04.2014. Podczas
mojego pobytu wyglositam referat zatytulowany “Characteristics of Legionella micdadei

phospholipids”.

10. Uzyskane patenty i ztozone wnioski patentowe
Uzyskane patenty i zlozone wnioski patentowe:
Patent: Marta Palusinska-Szysz, Teresa Urbanik-Sypniewska, Elzbieta Chmiel. Sposob

hodowli bakterii Legionella lytica na sztucznym podtozu — nr patentu PL218636

Zgloszenie patentowe: Monika Janczarek, Marta Palusinska-Szysz. Zestaw starterow do
identyfikacji i réznicowania bakterii z rodziny Legionellaceae oraz sposob zastosowania tych

starterow w tancuchowe;j reakcji polimerazy - nr zgloszenia P.406879
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11. Udzial w Radach Redakcyjnych czasopism

Jestem cztonkiem Rad Redakcyjnych w nast¢pujacych czasopismach:
1. American Journal of Medicine and Medical Sciences
2. International Journal of Environmental Monitoring and Analysis

3. International Journal of Advanced Nursing Studies

Zostatam zaproszona przez Rade Redakcyjna czasopisma Air & Water Borne Diseases do
petnienia funkcji Edytora Wydania Specjalnego (Guest Editor) zatytulowanego ,,Lung
Infections” 2014.

Recenzje wydawnicze prac dla redakcji czasopism naukowych
Opracowatam 14 recenzji prac do publikacji w czasopismach:

1. Infection and Immunity (1)

2. International Journal of Infectious diseases (1)

3. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease (1)

4. Annals of Agricultural and Environmental Medicine (1)
5. Air and Water Borne Diseases (2)

6. American Journal of Medicine and Medical Sciences (4)
7. Journal of Basic Microbiology (1)

8. Polish Journal of Microbiology (1)

9. Journal of Microbiology Research (1)

10. British Microbiology Research Journal (1)

Omowienie pracy dydaktycznej i spoleczno-organizacyjnej

W ramach obowiazkow dydaktycznych prowadzitam wyktady 1 ¢wiczenia z
protozoologii dla studentow III roku Biologii specjalnos¢ mikrobiologia oraz ¢wiczenia z
mikrobiologii ogélnej dla studentow II roku Biologii, Biotechnologii, Ochrony Srodowiska.
Prowadzitam rowniez ¢wiczenia z mikrobiologii lekarskiej dla studentow Chemii
Kosmetykéw i Srodkow Bioaktywnych. Moja dziatalnos¢ dydaktyczna obejmowata rowniez
prowadzenie seminariow licencjackich dla studentéw Il roku Biologii i Biotechnologii.
Prowadzitam wyktady i ¢wiczenia z protozoologii 0raz ¢wiczenia z mikrobiologii ogolnej w
jezyku angielskim dla studentow z zagranicy studiujacych biologi¢ w ramach programu
Erasmus (w latach 2010/2011; 2011/2012; 2012/2013).
Po uzyskaniu stopnia doktora bytam promotorem 13 prac licencjackich oraz opracowatam
14 recenzji prac licencjackich, sprawowatam opiekg nad 11 studentami wykonujacymi
cze$S¢ eksperymentalna prac magisterskich. Zostatam promotorem pomocniczym jednej

rozprawy doktorskiej mgr Elzbiety Chmiel. Bytam opiekunem praktyki studenckiej Iriny
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Bolyukh, studentki II roku biotechnologii UMCS (6.08-28.08.2014) oraz opiekunem roku
studentow biologii (w latach 1995 do 2000) oraz biotechnologii (w latach 2009-2012).

W ramach dzialalnosci organizacyjnej bralam udziat w wydarzeniach promujgcych nauke

i ksztalcenie (Noc Biologdw, Festiwal Nauki, Drzwi Otwarte Uczelni). W maju 2007 roku

pelnitam z ramienia uczelni funkcjg obserwatora egzaminu maturalnego w cze¢sei pisemnej z

biologii w III LO im. Unii Lubelskiej w Lublinie.

Ukonczytam studia podyplomowe na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego

w Lublinie, ktére daly mi uprawnienia diagnosty laboratoryjnego.

Publikacje po uzyskaniu stopnia doktora w tym 9 prac stanowiacych osiagniecie

naukowe — podsumowanie

Prace w  jezyku

angielskim polskim Lacznie Liczba punktow
MNiSW

Publikacje naukowe
 prace oryginalne 13 0 13 299
e prace przegladowe 78
e rozdzialy w monografii 0 2 5
e prezentacje konferencyjne 37

- krajowe 20

- miedzynarodowe 17 _
Patent 1 25
Zgloszenie patentowe 1 2
Lacznie: 61 409
Impact Factor (tacznie)
- zgodnie z rokiem opublikowania 32,305 0 32,305

Dane bibliometryczne z calosci dorobku naukowego (stan na 1.12.2014):

- Liczba opublikowanych prac: 17 prac z listy JCR, 4 prace spoza listy JCR, 2 rozdzialy w
monografiach, 45 komunikatow zjazdowych oraz 1 patent i 1 zgloszenie patentowe.

- Sumaryczny Impact Factor wszystkich prac zgodnie z rokiem opublikowania IF - 34,359

- Sumaryezna liczba cytowan wg bazy Web of Science: 55 (42 bez autocytowan)

- Indeks Hirscha wg bazy Web of Science: §
- Sumaryczna liczba punktéw MNiSW: 420

M Godescm'slea~ 52274 z
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