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lipopolisacharydow bakterii z rodzaju Aeromonas.

Whprowadzenie

Naturalnym S$rodowiskiem wystegpowania Gram-ujemnych pateczek z rodzaju
Aeromonas sa ekosystemy wodne, zarowno wody stodkie jak i morskie. Izolowano je takze z
urzadzen stuzacych do dystrybucji wody pitnej, w ktorych tworzyly biofilmy, z gleby
i Sciekow oraz produktow spozywczych miedzy innymi OwWOCOwW morza, migsa, mleka
iwarzyw. W zwigzku z powszechnym wystepowaniem, bakterie Aeromonas sa
identyfikowane jako sktadnik naturalnej mikroflory zwierzat wodnych zmienno-
i stalocieplnych.? Pateczki zostaly najlepiej poznane, jako oportunistyczne patogeny ryb,
u ktorych w warunkach stresu srodowiskowego, wywotujg infekcje miejscowe obejmujgce
powtoki skorne (MAI - motile Aeromonas infection) lub posocznice krwotoczng (MAS -
motile Aeromonas septicaemia) konczaca si¢ $nigciem ryb, w przebiegu ktorej nastepuje
obrzek ciata, wysadzenie gatek ocznych, nastroszenie tusek oraz wybroczynowos¢ w obrebie
skrzeli i narzadow wewnetrznych.>® U czlowieka bakterie wywoluja najczesciej biegunki,
zapalenie zotadka 1 jelit, zakazenia ran oraz infekcje drog zotciowych i watroby.
Odnotowywano takze przypadki zapalenia opon moézgowych i posocznicy U dzieci oraz osob

z obnizona odpornoscia.”” Glowna droga zakazenia czlowicka mezofilnymi pateczkami
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Aeromonas jest kontakt ze skazong wodg pitng i chorymi zwierzetami. Z ludzkich materiatow
klinicznych najczesciej izolowano bakterie A. hydrophila, A. caviae i A. veronii.*® Z kolei
szczepy najbardziej patogenne dla ryb sa identyfikowane, jako: A. bestiarum, A. hydrophila,
A.caviae i A. veronii bv. sobria.! Wyzej wymienione gatunki mezofilne oraz gatunek
psychrofilny A. salmonicida wywotujg choroby ryb (karpia i pstraga) takze w polskich
stawach hodowlanych przyczyniajac sie tym samym do duzych strat ekonomicznych.*>’
Zakazenie pateczkami Aeromonas jest determinowane zdolnoscia tych bakterii do
syntezy roznych czynnikow wirulencji. Nalezy do nich zaliczy¢: enzymy wydzielane
pozakomorkowo tj.: aerolizyna, o wlasciwosciach hemolitycznych 1 cytolitycznych,
cytotoksyczna enterotoksyna - Act, cytotoniczne enterotoksyny (termolabilna Alt i cieptostata
Ast), proteazy, elastazy 1 acetylotransferaza glicerofosfolipid:cholesterol. Wazng rolg
w patogenezie Spetniaja takze struktury powierzchniowe bakterii Gram-ujemnych, ktore
warunkujg adhezje do nablonkow i $luzu takie jak: fimbrie, biatka blony zewngtrznej,

warstwa bialkowa S, sktadniki trzeciego systemu sekrecji i lipopolisacharyd.**®

Stosunkowo stabo zbadanymi czynnikami patogenno$ci pateczek Aeromonas sa
skladniki oston komorkowych. Jest wérod nich lipopolisacharyd (LPS)2° integralny
glikolipid blony zewnetrznej, ktorego analiza strukturalna jest realizowanym przeze
mnie celem badawczym.

LPS jest amfifilowg, termostabilng makroczasteczkg spelniajaca  funkcje
0 podstawowym znaczeniu dla proceséw zyciowych bakterii; jako adhezyna niefimbrialna
warunkuje kolonizacj¢ organizmu eukariotycznego. W ogélnym planie budowy
lipopolisacharydu mozna wyrdzni¢ trzy regiony: najbardziej konserwatywny strukturalnie
lipid A, oligosacharyd rdzeniowy i tancuch O-swoisty (antygen O), charakteryzujacy si¢
najwigksza heterogennoscig. Zmiennos¢ W budowie czesci O-swoistej LPS, determinowana
genetycznie, jest zwigzana z réznicami w strukturze powtarzajacych si¢ podjednostek tj.,
rodzajami i sekwencja reszt cukrowych, forma pierécienia, typem taczacych je wigzan oraz
obecnoscig dodatkowych podstawnikow. Jako cze$¢ glikolipidu najbardziej eksponowana na
zewnatrz, silnie oddzialuje ze $rodowiskiem i ulatwia przyleganie bakterii do komorek
gospodarza. Ze wzgledu na unikatowa budowg, nawet w obrebie szczepow, tancuch O-
swoisty pelni role antygenu powierzchniowego bakterii i determinuje ich swoisto$¢

. 1
serologiczng. 0
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Lipid A jest najbardziej konserwatywnag czescig LPS, ktora wplywa takze na
aktywno$¢ biologiczng i1 toksyczno$é calej czasteczki. Budowa lipidu A jest determinowana
resztami cukrowymi tworzacymi szkielet, iloscig i dtugoscia przytaczonych do niego kwasoéw
tluszczowych okreSlajacych tzw. wzorzec acylacji oraz obecnoscig hydrofilowych
podstawnikow takich jak grupy fosforanowe i 4-amino-4-deoksyarabinoza. Wynikajgca ze
struktury konformacja przestrzenna lipidu A warunkuje interakcj¢ z rozpoznajagcym Qo
receptorem. U wigkszo$ci poznanych bakterii, w tym u pateczek jelitowych i bakterii
z rodzaju Aeromonas, hydrofilowy komponent molekuty stanowia dwie reszty glukozaminy
polaczone wiazaniem f-1,6-glikozydowym.™ Z kolei réznice w budowie czasteczek lipidu A
izolowanych z membrany, sa warunkowane przez hydrofilowe i hydrofobowe podstawniki.
Na duzg heterogennos¢ preparatow lipidu A otrzymanych ze szczepow Aeromonas
wskazujg takze prowadzone przeze mnie badania (publikacje 3 i 6).

Region rdzeniowy taczy czgs¢ O-swoistg LPS z dystalna, nieredukujaca glukozaming
lipidu A wigzaniem ketozydowym za posrednictwem reszty Kdo (kwasu 2-keto-3-deoksy-D-
manno-oktulozonowego). Chociaz region ten charakteryzuje si¢ wigksza zmiennosScig
strukturalng niz zakotwiczony w membranie lipid A, mozliwe jest zaproponowanie
wspoélnego schematu budowy tego oligocukru w obrebie gatunku, a niekiedy takze rodzaju
bakterii. W rodzinie Enterobacteriaceae wyrozniono dwa strukturalnie odmienne regiony
rdzenia: wewngtrzny zbudowany z podregionow heptozowego i Kdo oraz zewngtrzny,
najbardziej dystalny w odniesieniu do lipidu A, nazywany rdzeniem heksozowym. Odmienng
budowe chemiczng regionu rdzeniowego, odbiegajaca od tej ustalonej dla pateczek
jelitowych, wykazano w LPS A. hydrophila®* i A. salmonicida,®® a takze u bakterii
Aeromonas bestiarum i Aeromonas sobria complex (publikacje 3 i 6).

LPS w formie wysokoczasteczkowej (LPS typu S) zawierajacy wszystkie wyzej
wymienione czeSci jest charakterystyczny dla gladkich form bakterii (S). W btonie
zewngtrznej form szorstkich (R) wystepuja glikoformy LPS pozbawione tancuchow O-
swoistych (LPS typu R). Bakterie o fenotypie SR (poétszorstkim) syntetyzuja czasteczki,
ktorych rdzen jest podstawiony tylko jedng podjednostka antygenu O (SR-LPS). Naturalng
cechg bakterii jest heterogenno$¢ wsrod wystepujacych w btonie zewnetrznej frakeji LPS.

Lipopolisacharyd chroni bakterie Gram-ujemne przed opsonizacja, fagocytoza i
bojczym dziataniem surowicy. W przypadku form gtadkich, majacych na swojej powierzchni
hydrofilowa ostone tworzong przez wysokospolimeryzowane tancuchy O-swoiste,
uformowanie kompleksu litycznego MAC z biatek uktadu dopetniacza wbudowujacego sie do

membrany zewngtrznej bakterii jest znacznie utrudnione lub wrecz niemozliwe.
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LPS bedac jedng ze struktur okre$lanych jako wzorce molekularne skorelowane
z patogenami (PAMP - patogen associated molecular patterns), jest ligandem rozpoznawanym
przez receptory PRR (PRR - pattern recognition receptors) komorek efektorowych uktadu
odporno$ciowego takich jak: makrofagi, komorki dendrytyczne, komorki NKT, limfocyty B
oraz komoérek nabtonkow i $rodblonkdéw. Wsrod receptorow PRR, receptory Toll-, (TLR)
i NOD-podobne sg aktywowane przez struktury komorkowe mikroorganizméw. Podczas gdy
TLR-2 rozpoznaje sktadniki $ciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich, ligandem dla TLR-
4 jest przede wszystkim lipopolisacharyd. Reakcje PAMP-PRR aktywujg uktad
immunologiczny, a w pierwszej kolejnosci wrodzone mechanizmy odpornosciowe.

TLR sg glownymi receptorami sygnalizujgcymi obecno$¢ patogenu u ssakow jak
i nizszych kregowcow m.in., ryb.* Ich ekspresja na powierzchni makrofagow (kluczowych
komorek fagocytujacych u ryb) i w tzw. centrach melano-makrofagowych (petigcych role
weztow limfatycznych ssakow) jest niezbedna dla inicjowania odpowiedzi immunologicznej
i skutecznego hamowania rozwoju infekcji."> W zwalczaniu czynnikéw patogennych u ryb
uczestniczg takze: biatka antybakteryjne, uktad dopetniacza, lektyny, inhibitory proteaz oraz
tzw. naturalne immunoglobuliny produkowane po ekspozycji na antygeny srodowiskowe. ™

Dla zapoczatkowania odpowiedzi zapalnej u ssakow za posrednictwem TLR-4, LPS
uwolniony z btony zewnetrznej bakterii do krwi, po zwigzaniu z biatkami ostrej fazy (biatko
LBP), jest przekazywany na kompleks receptora CD14/TLR-4/MD-2, co prowadzi do
aktywacji komorek uktadu immunologicznego i uwalniania mediatorow reakcji zapalnej.
Uczestniczg w niej cytokiny (IL-1,-6,-8, TNF-a), chemokiny, prostaglandyny, leukotrieny
oraz czynnik aktywujacy plytki krwi. W reakcji ligand-receptor poziom i intensywno$¢
odpowiedzi na obcy antygen zalezy od budowy i konformacji przestrzennej lipidu A. Dla
rozwoju procesu zapalnego istotna jest mobilizacja wlasciwosci fagocytarnych makrofagow,
uwalnianie reaktywnych form tlenu 1 synteza tlenku azotu, a takze poprzez zwigkszenie
ekspresji antygenow zgodnosci tkankowej rekrutacja komoérek swoistej odpowiedzi
immunologicznej, ktora prowadzi do eliminacji czynnika patogennego.’’ Z drugiej strony,
nadmierna stymulacja ukladu immunologicznego, jaka ma miejsce przy masowych
zakazeniach i jest zwigzana ze zbyt wysokim wzrostem poziomu markerdw procesu
zapalnego, moze prowadzi¢ do wstrzasu septycznego konczacego si¢ Smiercig.

Co ciekawe, u ryb wstrzas endotoksyczny nie wystepuje. Ma to zwigzek z faktem, ze
pomimo obecnos$ci kilkunastu odpowiednikow ssaczych TLR, receptor TLR-4 jest u tych
zwierzat rzadko spotykany. Jak dotad zostal wykryty tylko u Danio rerio i karpiowatych,

u ktorych peini prawdopodobnie inng funkcj¢. Przypuszcza si¢, ze u ryb w rozpoznaniu LPS
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biorg udzial B-integryny, ktére sa eksponowane w duzej ilosci na jednojadrzastych
komorkach fagocytujacych. Za ich posrednictwem nast¢puje aktywacja mechanizmow
odporno$ci przeciwzakaznej. Natomiast TLR-4 jest angazowany w wyciszanie reakcji

zapalnej podobnie jak indukowana w odpowiedzi na infekcje, interleukina 10 (1L-10).*®
Cel badan

Celem prezentowanego jednotematycznego cyklu prac jest analiza strukturalna
lipopolisacharydow  (gtdéwnie antygenéw O-swoistych, ale takze oligosacharydow
rdzeniowych i czasteczek lipidu A) pateczek Gram-ujemnych Aeromonas bestiarum i grupy
fenotypowej Aeromonas sobria complex, ktorych szczepy zostaty okreslone jako patogenne
dla ryb.>"* Ograniczona wiedza na temat budowy endotoksyn tych bakterii*®*® i calkowity
brak informacji dotyczacych struktury LPS gatunkéw A. bestiarum i A. sobria complex,

uzasadnia podjecie powyzszego problemu badawczego.
Strategia badawcza

W przedstawionych do oceny pracach zastosowano klasyczng metode izolacji
endotoksyny. Preparaty LPS uzyskano z degradowanych enzymatycznie komorek bakterii na
drodze ekstrakcji 45% fenolem w temperaturze 65-68°C. W badaniach wyizolowanych
i oczyszczonych preparatow, wykorzystano analiz¢ metodg chromatografii gazowej
sprzezonej ze spektrometria mas (GC/MS) modyfikowanych chemicznie sktadnikow
cukrowych (octanéw alditoli i aminoalditoli) uwolnionych na drodze ostrej hydrolizy.
Do ustalenia sposobu podstawienia reszt cukrowych w permetylowanych polisacharydach
zastosowano analize sktadnikow metodg GC/MS jako czeSciowo metylowanych octanoéw
alditoli i aminoalditoli. W okreslaniu struktur oligo- i polisacharydéw korzystano
z wysokorozdzielczych technik spektrometrii mas (ESI/MS, ESI FT-ICR MS) oraz
spektroskopii jedno- i dwuwymiarowych technik NMR. Poréwnanie antygenoéw O-swoistych
serogrup O18 i O34, wykonano metoda immunoblottingu z uzyciem kroliczych surowic
poliklonalnych anty-O.

Podjete badania doprowadzily do zdefiniowania struktur kilku antygenéow O-
swoistych: dla A. bestiarum K296, serogrupa O18 i A. veronii Bs19, serogrupa O16, a takze
ustalenia budowy antygenu O szczepow A. bestiarum P1S i A. veronii bv. sobria K49, ktore
zostaly zaklasyfikowane do serogrup, odpowiednio PGO6° i 06 (najnowsze dane).

W kolejnych pracach wykazano heterogennos¢ kompletnych czasteczek lipopolisacharydow
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(oligocukrow rdzeniowych i lipidu A) bakterii A. bestiarum i A. veronii. Sg to pierwsze prace

charakteryzujace endotoksyny u tych gatunkow.

Analiza strukturalna antygenow O-swoistych Aeromonas sp. jest wazna z uwagi na
prezentowane w literaturze dane Kliniczne, z ktorych wynika, ze blisko 60% przypadkow
posocznicy u ludzi byto spowodowanych zakazeniem pateczkami nalezgcymi do serogrup
Ol11, 016, O18 i O34. Wymienione typy cieptostatego antygenu O maja zatem znaczenie
w lecznictwie,*® a wspolnie z serogrupami O3, 06, PGO1, PGO4 i PGO6 s rowniez istotne
ze wzgledu na patogennosé dla ryb.>’ Obecnie sa prowadzone badania nad wykorzystaniem
szczepow Aeromonas jako sktadnika szczepionki wielowaznej w immunoprofilaktyce chorob
wrzodowych i posocznicy krwotocznej karpia® i pstraga. Strukturalne zdefiniowanie
antygenu powierzchniowego O dla immunotypoéw najczeSciej identyfikowanych wsrod

gatunkoéw patogennych moze przyspieszy¢ takie badania.
Omowienie osiagnietych wynikow

Struktury antygenow O-swoistych po raz pierwszy opisane dla gatunku A. bestiarum
(publikacje 1 2).

Lipopolisacharydy dwoch mezofilnych i patogennych dla karpia szczepow
A. bestiarum 207 i P1S zostaty wyizolowane z fazy wodnej w klasycznej metodzie ekstrakcji
komorek 45% fenolem na goragco. Polisacharydy O-swoiste (OPS) badano rozpoczynajac od
analizy sktadu i konfiguracji absolutnej reszt cukrowych, okreslenia Sposobu ich
podstawienia, a w nastgpnej kolejnosci prowadzono badanie struktury chemicznej antygenow
z wykorzystaniem technik spektrometrii mas i spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego (1D i 2D; dla jader *H i *3C).

W preparacie OPS A. bestiarum 207 zidentyfikowano L-ramnoz¢ (Rha) i D-
glukozamineg (GIcN) w stosunku molowym 4:1. Analiza metylacyjna wykazata, ze reszty 6-
deoksymannozy byly podstawione glikozydowo przy weglu C-2 lub C-3, a wsrod
pochodnych cze$ciowo metylowanych octanow alditoli 6-deoksyheksoz ok. 20% stanowity te
dla reszt dwupodstawionych (zaréwno przy weglu C-2 jak i C-3), podczas gdy glukozaming
zidentyfikowano wytacznie, jako reszte terminalng. Na podstawie sygnatow obserwowanych
na dwuwymiarowych widmach homo- i heteronuklearnych (COSY, TOCSY, ROESY, HSQC
i HMBC) ustalono budowe pentasacharydowej, rozgatgzionej podjednostki antygenu O-
swoistego szczepu A. bestiarum 207 (publikacja 1). Strukture oligomeru obrazuje schemat

przedstawiony ponizej:
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—3)-a-L-Rhap-(1—3)-a-L-Rhap-(1—>2)-a-L-Rhap-(1—>2)-a-L-Rhap-(1—>
2

T
1

B-D-GlcpNAC

Sktadnikami fancucha O-swoistego A. bestiarum P1S byly: D-ryboza (Rib), 3-amino-
3,6-dideoksy-D-glukoza (Qui3N), 2-amino-2,6-dideoksy-D-galaktoza (FucN) i D-galaktoza
(Gal) (publikacja 2). Wyniki analizy metylacyjnej wskazaty, ze reszta pentozy, jest
rybofuranoza podstawiong glikozydowo przy weglu C-2, a pozostate cukry, posiadajace
piranozowg forme pierScienia, sa glikozydowo zwigzane przy weglu C-2 (Qui3N), C-3
(FucN) i C-4 (Gal). Korzystajac z widm COSY i TOCSY zidentyfikowano uktady spinowe
dla czterech reszt cukrowych: B-Ribf, B-Quip3N, B-Galp i a-FucpN. Obecnos¢ aminocukrow
wykazano interpretujac widmo *H,"*C HSQC. Z kolei lokalizacje acylowego podstawnika,
amidowo zwigzanego kwasu 3-hydroksymastowego, przy atomie azotu reszty Qui3N,
potwierdzil sygnat korelacyjny &/ 175.19/3.96 na widmie 'H,**C HMBC. Metoda
spektrometrii mas okreslono wielkos¢ oligomeru polisacharydu, ktora wynosita 712.3 Da. W
oparciu o schemat fragmentacji tancucha oraz wyniki eksperymentow NMR (*H,"H NOESY
i 'H,%*C HMBC) ustalono sekwencje skladnikow biologicznej powtarzajacej si¢ podjednostki
antygenu O-swoistego A. bestiarum P1S, ktora przedstawia si¢ nastepujaco:

—2)-B-D-Quip3NAcyl-(1—2)-B-D-Ribf-(1—4)-B-D-Galp-(1—3)-a-D-FucpNAc-(1—
gdzie Acyl = kwas (R)-3-hydroksymastowy

Podjednostki lancuchow O-swoistych szczepow K207 i P1S sa unikalne dla
rodzaju Aeromonas i po raz pierwszy scharakteryzowane dla gatunku A. bestiarum.
Podczas gdy a-glikozydowo zwigzane reszty L-ramnozy byty identyfikowane jako sktadniki
troj-, cztero- i pigciocukrowych oligomerow polisacharydow O-swoistych u gatunkow

A.caviae i A. salmonicida,*?®

rybofuranoza oraz  3,6-dideoksy-3-[(R)-3-
hydroksybutyramido]-D-glukoza, wykryte u A. bestiarum P1S, nie byly dotychczas
identyfikowane w strukturach antygenowych paleczek Aeromonas. Obecnosé¢
wymienionych sktadnikow najprawdopodobniej determinuje swoistos¢ cieplostatego
antygenu O szczepu P1S, ktory zostat zaklasyfikowany do serogrupy tymczasowej PGO6
(provisional group 0).° Reprezentuje zatem nowy wariant immunotypu, ktéry jest

stosunkowo czesto oznaczany wsrdd chorobotworczych dla karpia izolatow Aeromonas.>’
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Badania lipopolisacharydu A. bestiarum. Identyfikacja wspélnych epitopéw dla

serotypow O18 i O34 — strukturalne podstawy (publikacja 3).

Celem pracy byta analiza pelnej czasteczki LPS szczepu K296, wirulentnego dla
karpia. lzolat ten zostal zidentyfikowany jako A. bestiarum na podstawie PCR-RFLP
fragmentu genu dla 16S rDNA.* Szczepy tego gatunku sa stosunkowo czesto pozyskiwane od
ryb z objawami infekcji miejscowej lub uogdlnionej (MAI/MAS). Patogenny wirotyp K296
zostat potwierdzony w tescie in Vvitro na podstawie wysokiego poziomu aktywnosci
hemolitycznej i proteolitycznej (zelatyno- i kazeinolitycznej).> Badania strukturalne LPS
A. bestiarum K296 rozszerzono o analizy immunochemiczne. Pod wzglgdem cieptostatego

antygenu O, serotyp szczepu K296 zostat okreslony jako 018.°

Z komorek A. bestiarum K296 uzyskano dwie frakcje lipopolisacharydu, hydrofilng
i lipofilng. Heterogennos¢ wyizolowanych preparatoéw wstepnie zaobserwowano na profilu
SDS-PAGE i potwierdzono na widmach ESI/MS. Wsrod glikoform LPS wyizolowanych
z fazy wodnej dominowaty czgsteczki zawierajgce heksaacylowany lipid A, natomiast w fazie
fenolowej, oprocz tetraacylowanych glikoform LPS typu R zidentyfikowano takze czasteczki
SR-LPS (masa wigksza o 783.28 Da), w ktorych oligosacharyd rdzeniowy byt podstawiony

podjednostka fancucha O-swoistego o skladzie:
6dHex,AcsHexNAcHex — H,O

Poza okresleniem stopnia acylacji szkieletu cukrowego lipidu A, a takze rodzaju
i dlugosci  tancuchow przylaczonych reszt kwasow thuszczowych wykazano, ze
bisfosforylowany disacharyd glukozaminylowy byt niestechiometrycznie podstawiony 4-
amino-4-deoksyarabinozg. Natomiast oligocukier rdzeniowy w LPS A. bestiarum K296 byt
nonasacharydem: HepgHex;HexNKdoP, w ktorym dominowaly reszty heptozy
(zidentyfikowane jako D-glicero-D-manno-heptoza i L-glicero-D-manno-heptoza), a kwas 2-

keto-3-deoksyoktonowy byt prawdopodobnie podstawiony grupa fosforanowa.

Sa to pierwsze doniesienia na temat struktury regionu rdzeniowego i lipidu A
LPS A. bestiarum. Wykazanie wspélnego planu budowy oligocukru rdzenia
u A. bestiarum i A. hydrophila, posrednio dowodzi bliskiego pokrewienstwa ww.
gatunkéw z grupy hybrydyzacyjnej HG-1 i HG-2, nalezacych do jednej grupy

fenotypowej.
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Frakcje polisacharydu O-swoistego uzyskang z preparatu LPS (z fazy fenolowej)
badano przy uzyciu metod chemicznych i instrumentalnych. Analiza GC/MS wykazata, ze 6-
deoksy-L-taloza (L-6dTal), D-Man i D-GalN sg sktadnikami tancucha O-swoistego
A. bestiarum K296. Widma jednowymiarowe NMR dla jader *H i **C wskazaty natomiast
wickszg (niz mozna by wnioskowa¢ ze sktadu chemicznego) heterogennosé, spowodowang
niestechiometryczng O-acetylacja reszt cukrowych. Strategia podejmowang najczescie]
w takim przypadku jest rejestracja 1 analiza widm preparatu O-deacetylowanego.
Post¢gpowanie takie zdecydowanie upraszcza spektra. Przeprowadzono dwie analizy i takie
rozwigzanie okazalo si¢ istotne z punku widzenia analiz immunochemicznych. Peing strukture
podjednostki O-antygenu, z uwzglednieniem lokalizacji wszystkich estrowo zwigzanych grup
acetylowych, ustalono interpretujgc  widma 2D NMR  preparatu  natywnego
i modyfikowanego. Obserwowane na spektrum 'H,*C HSQC polisacharydu natywnego
zmiany warto$ci przesuni¢¢ chemicznych tj. migracja w dot wartosci pola dla kilku par jader
'H/RC (H2/C2, H3/C3, HA4/C4), potwierdzily, Ze reszty terminalnej 6dTalp byty podstawione,
przez grupy O-acetylowe, w pozycji O-2 i O-4 lub O-3. Heterogennos¢ polisacharydu O-
swoistego K296 byta takze skutkiem niestechiometrycznej acetylacji pozycji O-2 w 6-
deoksytalopiranozie pochodzacej =z tancucha. Struktur¢ podjednostki O-antygenu
A. bestiarum K296 przedstawiono na ponizszym rysunku:

~70/35/75% OAC

2/3/4
a-L-6dTalp
1 80% OAC
l |
3 2

—3)-B-D-GalpNAc-(1—4)-o-D-Manp-(1—3)-a-L-6dTalp-(1—

Szczegotowe badania strukturalne OPS, z uwzglednieniem lokalizacji wszystkich
miejsc przytaczenia grup O-acetylowych, umozliwily identyfikacj¢ pokrewnych epitopow
reagujacych krzyzowo w badaniach immunotypoéw: O18, do ktorego zaklasyfikowano szczep
A. bestiarum K296 i O34 reprezentowanego przez szczep A. hydrophila AH-3.% Z uzyciem
surowic poliklonalnych anty-LPS wykazano podobienstwo O-antygendow, wynikajace ze
wspolnego schematu budowy ich powtarzajacych si¢ podjednostek. Z kolei roznice
w reaktywnosci byly spowodowane innym wzorem O-acetylacji terminalnej reszty o-L-
6dTalp i prawdopodobnie r6zng zawartoscig w surowicach przeciwcial specyficznych dla

poszczegolnych epitopow. Modyfikacje reszt cukrowych dotyczace pozycji przylaczenia
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niecukrowych podstawnikow mogg determinowac strukturalne warianty antygenow O i mie¢
swoj wyraz w reaktywnosci krzyzowej surowic, a takze w klasyfikacji do serogrup.

Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze serogrupa O18, ktéra byta jednym z czesciej
identyfikowanych immunotypow wsrdd ruchliwych pateczek Aeromonas w przebadanej

populacji ryb, skupiata prawie 80% izolatow, klasyfikowanych jako wirulentne dla karpia.’
Badania LPS form gladkich w grupie fenotypowej A. sobria complex (publikacje 4, 5, 6).

Jak wykazaty badania Kozinskiej (2009)° szczepy A. sobria complex stanowia liczaca
si¢ grupe wérdd izolatow Aeromonas pozyskiwanych od ryb hodowlanych w Polsce. Cechuje
si¢ ona najwigksza heterogenno$cia pod wzgledem budowy cieptostalego antygenu O.
Wymusza to konieczno$¢ wprowadzania tymczasowych grup serologicznych (PGO), poza
stosowanym powszechnie schematem japonskim Sakazaki i Shimada (1984).?

Moje zainteresowania badawcze dotyczyly analizy strukturalnej endotoksyny
i antygenu O izolatow reprezentujacych jedne z czgséciej identyfikowanych immunotypow
w grupie A. sobria complex. Szczepy A. veronii bv. sobria K49 (serogrupa O6) i A. veronii
Bs19 (serogrupa O16) wyizolowano z owrzodzen skornych karpia podczas incydentow
posocznicy krwotocznej. Szczep A. sobria Pt312 pozyskano z nerki pstraga teczowego,
osobnika, u ktorego nie wystapity wyrazne symptomy choroby.

Sktadnikami tancucha O-swoistego K49 byly: L-ramnoza (L-Rha), 3-amino-3,6-
dideoksy-D-glukoza (D-Qui3N) i 2-amino-2,6-dideoksy-D-galaktoza (D-FucN) w proporcji
2,6:1,1:1 (publikacja 4). Na widmach 2D NMR zidentyfikowano uktady spinowe dla pigciu
reszt cukrowych: dwoch amino-6-deoksyheksoz (B-Quip3NAC i a-FucpNAc) oraz trzech
reszt a-Rhap. Wysoki stopien spolimeryzowania fancucha i jego regularng budowe ustalono
w analizie ESI/MS. Jony powstate na skutek fragmentacji wigzan glikozydowych miedzy
Quip3NAc i Rhap, byly oddalone od siebie o 812.34 Da. Wartos¢ ta korespondowata
z wielkoscig masy podjednostki antygenu O-swoistego wyliczong dla pojedynczego
pentasacharydu o nast¢pujacym sktadzie:

6dHexNAc-6dHexNAc-6dHex-6dHex-6dHex - H,O

Struktura oligomeru tancucha O-swoistego szczepu K49, zaprezentowana ponizej, odpowiada

biologicznej powtarzajacej si¢ podjednostce, w ktorej B-D-Quip3NAC jest reszta terminalna:

—2)-B-D-Quip3NAc-(1—-3)-a-L-Rhap-(1—3)-a-L-Rhap-(1—2)-o-L-Rhap-(1—-3)-a-D-FucpNAc-(1—
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Jest to pierwsza struktura antygenu O opublikowana dla gatunku A. veronii bv. sobria.

Analiza sktadnikow tancucha O-swoistego otrzymanego z rozpuszczalnego w fenolu
preparatu S-LPS szczepu A. sobria Pt312, wykazala, ze jest on zbudowany z dwoch reszt
cukrowych: D-GIcN i L-Rha. Widma jednowymiarowe NMR dla jader *H i *C okazaly sie
jednak o wiele bardziej ztozone niz mozna by oczekiwa¢ na podstawie sktadu chemicznego.
Wynikato to z niestechiometrycznej O-acetylacji reszt cukrowych. Przesunigcie sygnatow
w dot wartosci pola dla par jader *H/**C: H-2/C-2 i H-3/C-3 potwierdzilo, ze reszty L-Rha sa
dekorowane grupami acetylowymi w pozycji O-2 lub O-3 z czgstos$cig, ktora zostala

0szacowana na poziomie odpowiednio 80% i 35% (publikacja 5).

W kolejnej pracy (publikacja 6) badano strukture kompletnych czgsteczek
lipopolisacharydu wyizolowanych z komorek A. veronii Bsl9, o serotypie antygenu
powierzchniowego O16, patogennego dla cztowieka i ryb.

Analiza obje¢ta frakcje LPS z fazy wodnej i fenolowej, ktore uzyskano po ekstrakc;ji.
Heterogenno$¢ wyizolowanych czasteczek LPS, zaobserwowana w profilu migracji
preparatow w SDS-PAGE, zostala potwierdzona na widmach ESI/MS. Wsrod form LPS,
w obu wydzielonych frakcjach, dominowaty te o tetraacylowanym wzorze lipidu A.
Co wigcej, glikoformy LPS typu R z fazy wodnej 1 fenolowej, ktérym towarzyszyly
czasteczki SR-LPS, roznity si¢ skladem oligocukru rdzeniowego. Dekasacharyd:
HepsHex;HexNKdoP byt dominujaca forma oligomeru we frakcji hydrofilnej LPS A. veronii
Bs19. Z kolei wsrod czasteczek LPS wyizolowanych z fenolu, takiej budowie rdzenia
towarzyszyly molekuty zawierajace oligosacharydy ztozone z siedmiu i o$miu reszt
cukrowych i dominowaty frakcje z krotszymi oligomerami rdzenia. Analiza widm masowych
wykazata, ze ufosforylowany dwucukier glukozaminylowy byl niestechiometrycznie
podstawiony resztg 4-amino-4-deoksypentozy, pozwolita takze okreslic wzor acylacji
szkieletu cukrowego lipidu A oraz rodzaj i dtugos¢ tancuchoéw przytaczonych reszt kwasow

thuszczowych.

Struktura rdzenia A. veronii jest pierwsza dla grupy fenotypowej A.sobria
complex zbadang technikg spektrometrii mas. Zauwazone réznice w skladzie oligocukru
wskazuja, ze jest to inny jego typ, w porownaniu do opisanego dla A. bestiarum
i A. hydrophila.

Wysokoczgsteczkowy  polisacharyd O-swoisty A. veronii Bsl19 uzyskano

z hydrofilowych czgsteczek LPS. Sktadnikami tancucha byty: L-ramnoza (Rha), 3-amino-3,6-
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dideoksy-D-glukoza (Qui3N), D-galaktoza (Gal) i 2-amino-2-deoksy-D-galaktoza (GalN)
wystepujace w stosunku molowym 1,2:1:1,2:1. Na widmach NMR zidentyfikowano uktady
spinowe dla czterech reszt cukrowych: a-GalpN, a-Rhap, a-Quip3N i B-Galp. Sekwencje
sktadnikow w oligomerze ustalono w eksperymencie ‘H,**C HMBC i po analizie
fragmentacyjnego widma masowego ESI/MS/MS, zarejestrowanego dla niskoczasteczkowej
frakcji degradowanego polisacharydu. Ponizej przedstawiono strukture czterocukrowej

powtarzajacej si¢ podjednostki OPS A. veronii Bs19, serotyp O16:

—4)-a-D-Quip3NAc-(1—3)-a-L-Rhap-(1—4)-B-D-Galp-(1—3)-a-D-GalpNAc-(1—

Podsumowujac, w przedstawionych do oceny pracach, okreslono heterogennosé
czasteczek endotoksyn oportunistycznych patogenéw ryb z rodzaju Aeromonas,
wykorzystujac metody chemiczne i wysokorozdzielcze techniki spektralne tj., spektrometrie
mas i spektroskopi¢ NMR. Zbadano polisacharydy O-swoiste gatunkéw A. bestiarum i grupy
A. sobria complex, ktérych serotypy sa istotne w chorobotwoérczosci czlowieka i ryb.
Struktury cieplostatego antygenu powierzchniowego uzupeinig bazy danych tworzone dla
rodzaju i moga przyczyni¢ si¢ do analizy molekularnych podstaw pokrewienstwa miedzy
pateczkami Aeromonas i innymi bakteriami Gram-ujemnymi. Badania takie moga by¢ takze
punktem wyjscia do analiz genetycznych nad organizacja regionéw determinujgcych synteze
polisacharydéw O-swoistych u tych bakterii. Znajomos$¢ struktury antygenéw O dla gatunkow
najczesciej wykrywanych przy infekcjach ryb, moze by¢ jedna z cech uwzglednianych
podczas komponowania szczepionki poliwalentnej w immunoprofilaktyce zakazen

pateczkami Aeromonas hodowli karpia i pstraga w Polsce.

Badania antygendéw powierzchniowych mezofilnych pateczek z rodzaju Aeromonas
zostaty rozpoczete W ramach dziatalnosci statutowej Instytutu Mikrobiologii i Biotechnologii
UMCS oraz grantu zespotowego przyznanego mi przez Prorektora UMCS d/s Badan
Naukowych i Wspotpracy Miedzynarodowej. Obecnie sg przedmiotem projektu badawczego
zatytutowanego: Zroznicowanie strukturalne lipopolisacharydu bakterii z rodzaju Aeromonas
- korelacja miedzy budowq LPS, wirulencjq szczepow i zdolnoscig do przezywania
W amebach, naturalnym  rezerwuarze  bakterii w  Srodowisku  wodnym, UMO-
2011/03/B/NZ1/01203, finansowanego ze $rodkow Narodowego Centrum Nauki. Jestem

kierownikiem powyzszego projektu.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych
5.1. Aktywnos$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora
A) Praca magisterska

Celem pracy byto zbadanie indukcji cytokin IFN i TNF w leukocytach krwi bydlecej
pod wptywem nastepujacych substancji pochodzenia naturalnego: dimeru lizozymu jaja
kurzego (Lydium — KLP), ekstraktu eterowego z owocnikow grzyba Piptoporus betulinus,
glikozydow saponinowych, ekstraktow alkoholowych z igiet cisa Taxus media var. Hatheldii
i zywotnika zachodniego Tui occidentalis ,,Aurescens”. W pracy magisterskiej okre$litam
takze wiasciwosci immunomodulacyjne ww. substancji na wytwarzanie TNF i IFN, po
zastosowaniu ekstraktow tacznie z induktorami cytokin takimi jak endotoksyna (LPS
Escherichia coli O111:B4) i wirus choroby Newcastle (NDV). Stwierdzono wowczas, ze
ekstrakt eterowy z owocnikéw Piptoporus betulinus stymulowat wydzielanie zarowno IFN
jak i TNF w leukocytach z krwi obwodowej bydta, natomiast preparaty otrzymane
z zywotnika, podobnie jak glikozydy saponinowe, indukowatly synteze tylko bydlecego TNF.
Z kolei dla ekstraktu metanolowego z igiet cisa wykazano wlasciwosci obnizania poziomu
TNF indukowanego przez NDV. Dimer lizozymu jaja kurzego i saponiny modulowaty
produkcje cytokin wytwarzanych pod wptywem induktorow w leukocytach krwi bydlgce;j.

Prace magisterskg zatytutowang ,,Modulacja wytwarzania bydlecego IFN i TNF
W obecnosci Lydium — KLP oraz wyciggow roslinnych i grzybowych”, ktorg wykonatam
w Zaktadzie Wirusologii i Immunologii UMCS, pod kierunkiem Prof. dr hab. Martyny

Kandefer-Szerszen obronitam 11 wrzesénia 1995 r. i uzyskatam tytut magistra biologii.
B) Praca badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace naukowa rozpoczetam w 1995 r., w Zaktadzie Mikrobiologii Ogélnej (obecnie
Zaktad Genetyki i Mikrobiologii) UMCS na stanowisku asystenta. Moje badania
koncentrowaly si¢ na roli struktur powierzchniowych diazotroficznych bakterii Gram-
ujemnych okreslanych wspolnym terminem rizobia w zawigzywaniu symbiozy z roslinami
motylkowatymi i wpisywaly si¢ W nurt badawczy zespotu kierowanego przez Prof. dr hab.
Ryszarda Russ¢. Tematem moich zainteresowan byty takze wirusy bakteryjne o aktywnosci

litycznej w stosunku do bakterii rizobiowych.
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Prace doktorskg zatytutlowang ,,Charakterystyka immunochemiczna mutanta
Mesorhizobium loti 2213.1 defektywnego w syntezie lipopolisacharydu”, ktérej promotorem
byl Prof. Ryszard Russa, obronitam 7 maja 2003 r., i uzyskalam stopien doktora nauk

biologicznych.
Do najwazniejszych wynikéw uzyskanych w mojej pracy doktorskiej naleza:

e Otrzymanie mutanta transpozonowego Tn5 szczepu M. loti NZP2213 opornego na
aktywnos¢ lityczng faga Al (Zal.3, I1.A), ktorego receptor zostat zlokalizowany w LPS
M. loti NZP2213.

e W testach roslinnych dowiedziono, ze mutant M. loti 2213.1 tworzyt nieefektywny uktad
symbiotyczny z komonicg zwyczajng (Lotus corniculatus). Analiza mikroskopowa
brodawek indukowanych przez mutanta wykazata zmiany w budowie nici infekcyjnych,
niski stopien zasiedlenia brodawek, przedwczesne obumieranie tkanki roslinnej oraz
degeneracj¢ bakteroidow. Konsekwencja powyzszych zmian byto zahamowanie procesu
symbiotycznego wigzania azotu.

e Wykazanie, ze synteza kompletnych czasteczek LPS typu S i ich wlasciwa proporcja
w blonie zewnetrznej bakterii do glikoform LPS typu R jest warunkiem koniecznym dla
prawidlowej organogenezy brodawek 1 zasiedlenia ich przez mesorizobia.

e Ustalenie zmian w sktadzie czg¢éci cukrowej LPS mutanta: zmniejszenie zawartosci 6-
deoksy-L-talozy i wzrost ilosci 2-O-metylo-6-deoksy-L-talozy.

e Woykazanie zmian w budowie antygenu O-swoistego mutanta, technika spektrometrii mas
(MALDI-TOF) i spektroskopii NMR.

e Zlokalizowanie miejsca insercji transpozonu w obrebie genu kodujacego biatko
o0 przewidywanej funkcji glikozylotransferazy, ktorej zablokowanie mogto by¢ przyczyna
obserwowanych zmian w polisacharydzie O-swoistym mutanta.

e Ocena aktywnosci biologicznej LPS M. loti NZP2213, ktorego szkielet cukrowy lipidu A
jest zbudowany z dwoch czasteczek 2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-glukozy (GIcN3N)
i jednej reszty kwasu galakturonowego (D-GalA), w pordwnaniu z aktywno$cig preparatu
LPS S. enterica serowar Typhimurium o znanej budowie. Wykazano, ze dawka LPS
M. loti NZP2213 powodujaca 50% $miertelno$¢ grupy zwierzat (LDsp) W tescie in vivo
dla myszy (NIH) byta 1000-krotnie wyzsza niz wielko$¢ dawki konieczna do wywotania
analogicznego efektu przy zastosowaniu endotoksyny szczepu referencyjnego.

Uzyskane wyniki byly prezentowane na krajowych i mig¢dzynarodowych konferencjach

naukowych oraz zostaty opublikowane w pracy naukowej (Zal.3, I1.A, poz. 3).
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Po otrzymaniu stopnia doktora nauk biologicznych od 1 pazdziernika 2003 r. zostatam
zatrudniona na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Mikrobiologii Ogdlnej (obecnie Zaktad

Genetyki i Mikrobiologii), w ktorym pracuje do dnia dzisiejszego.
5.2. Praca naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam badania nad rolg struktur antygenowych

rizobidow w zawigzywaniu symbiozy z gospodarzem roslinnym.
Znaczenie struktur powierzchniowych bakterii w symbiozie

Nawigzanie symbiozy jest zlozonym procesem, ktory poprzedza wymiana sygnatow
molekularnych migdzy partnerami: bakteria 1 ro$ling. Jednym z waznych czynnikow
mutualistycznej interakcji sa glikokoniugaty struktur powierzchniowych bakterii, do ktorych
nalezy lipopolisacharyd. Udowodniono, ze LPS typu S jest niezbedny w swoistym
rozpoznaniu symbiontow, na etapie adhezji i kolonizacji wlosnikow korzeniowych.
Wykazano korelacje migdzy budowg lipopolisacharydu, a prawidlowym rozwojem brodawek.
Jest to zwigzane z faktem, ze LPS mikrosymbionta wchodzi w $cisty kontakt z wngtrzem
powstajacej nici infekcyjnej, a progres symbiozy i uwalnianie bakterii do komorek brodawki,
sg zalezne od supresji ro$linnych mechanizméw obronnych. Co wigcej, polisacharyd O-
swoisty ostania elementy strukturalne endotoksyny, ktére indukuja reakcj¢ nadwrazliwosci
w zakazanych komodrkach gospodarza. Zmiany przystosowawcze, jakie zachodzg w tancuchu
O-swoistym (wzrost O-acetylacji i O-metylacji reszt cukrowych) i czgséci lipidowej LPS,
nadajg ostonom bakterii charakter hydrofobowy, co zwigcksza witasciwosci adhezyjne we
wngtrzu nici infekcyjnej i w symbiosomie. Natomiast zmiany w LPS tj., skrocenie tancucha
O-swoistego, wyzwalajg silng reakcj¢ obronng rosliny powodujaca zahamowanie symbiozy.

Budowa lipopolisacharydu bakterii rizobiowych oraz jego rola w brodawkowaniu
zostaly szczegdtowo opisane w pracy przegladowej (Zak.3, I1.D, poz. 1).

Analiza immunochemiczna mutantéw defektywnych w syntezie LPS i symbiotycznym
wigzaniu azotu dowiodta, ze zmiany w strukturze tancuchow, a przede wszystkim w proporcji
gladkich i szorstkich czasteczek LPS w blonie zewngtrznej bakterii majg wplyw na
powstawanie efektywnych symbiotycznie brodawek. Potwierdzity to takze moje badania na
uktadzie Mesorhizobium loti — komonica zwyczajna, ktore zostaly rozpoczete w ramach pracy
doktorskiej i byly kontynuowane w nastepnych latach. Wykazano, ze wysokoczasteczkowy

LPS typu dzikiego jest konieczny dla prawidlowego brodawkowania. W LPS mutanta 2213.1
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(w genie dla glikozylotransferazy) stwierdzono trzykrotny spadek zawartosci 6-
deoksytalopiranozy, gléwnego sktadnika antygenu O-swoistego. Zaobserwowano takze
zmniejszenie zawartosci gladkich form LPS, w porownaniu do ilosci tej frakcji w membranie
szczepu dzikiego. Na korzeniach ro$lin powstawaty nieefektywne brodawki, rzadko
wypetnione bakteroidami, najprawdopodobniej wskutek nieprawidtowego wzrostu nici
infekcyjnych bedacego konsekwencja silnej reakcji obronnej (Zak.3, I1.A, poz. 3).

Eksperymenty immunochemiczne z wykorzystaniem drugorzedowych przeciwcial
anty-S-LPS, znakowanych ztotem (immunogold), pozwolity na lokalizacje¢ determinant
antygenowych w obrgbie czesci O-swoistej LPS szczepu rodzicielskiego i mutanta. Znacznie
nizszy stopien rozmieszczenia czasteczek ztota na powierzchni oston bakteroidow mutanta,
w symbiosomach, w poréwnaniu z dzikim szczepem potwierdzit spadek zawartosci gtadkich
form LPS w blonie zewnetrznej mutanta. Uzyskane wyniki byty zgodne z tymi otrzymanymi
dla izolowanych preparatow LPS bakterii wolnozyjacych (Zal.3, II.A, poz. 1).

Istotng rolg w powstawaniu brodawek zdeterminowanych (o czasowo funkcjonujacym
merystemie) odgrywa LPS, natomiast w rozwoju brodawek o trwale aktywnym merystemie
takg funkcje spetnia egzopolisacharyd (EPS). Dowiedziono, ze mutacje w obregbie genow
determinujgcych syntez¢ EPS skutkuja zmianami w przebiegu symbiozy (efekty
plejotropowe). Mutant transpozonowy Rt120 (w regionie pssB-pssA), defektywny w syntezie
EPS, nie byt zdolny, w przeciwienstwie do szczepu dzikiego Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii TA1, do utworzenia efektywnego uktadu symbiotycznego z koniczyna (Trifolium
pratense). Analiza mikroskopowa potwierdzita nieprawidtowy rozwoj brodawek i zasiedlenie
ich przez nieliczne endosymbionty." Wykazano, ze mutacja w regionie regulatorowym dla
produkcji egzopolisacharydu zakloca szlak syntezy 6-deoksyheksoz, co skutkuje zmianami
w strukturze O-swoistego polisacharydu. Lipid A byt niezmieniony, natomiast wyzsza
toksyczno$¢ preparatu LPS mutanta Rt120 w tescie in vivo dla myszy oraz wilasciwos¢
indukowania wysokich poziomow sekrecji cytokin prozapalnych (TNF-a i IL-6) wskazywaty
na udziatl czesci polisacharydowej w modulowaniu aktywno$ci biologicznej endotoksyny.
Co wiecej, frakcja tancucha O-swoistego LPS mutanta, w przeciwienstwie do preparatu
pochodzacego ze szczepu dzikiego, byla toksyczna dla komorek linii Hela (Zal.3, 11.A,
poz. 8).

! Janczarek M., Krol J., Kutkowska J., Mazur A., Wielbo J., Borucki W., Kopcinska J., Lotocka B., Urbanik-
Sypniewska T., Skorupska A. (2001) J. Plant Physiol., 158:1565-1574.
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Badania strukturalne polisacharydow O-swoistych Mesorhizobium

Rownolegle prowadzitam badania nad strukturg chemiczng antygenow O-swoistych
bakterii diazotroficznych z rodzaju Mesorhizobium. W obrebie tego rodzaju sg klasyfikowane
szczepy 0 waskim zakresie gospodarza, jak M. loti NZP2213, ktore nawigzujg efektywng
symbioze tylko z dwoma gatunkami komonicy: L. tenuis i L. corniculatus, a takze szczepy
tworzace uktady symbiotyczne z ros§linami spoza rodzaju Lotus.

Wyizolowany przeze mnie mutant transpozonowy Mlo-13 szczepu M. loti NZP2213
charakteryzowal si¢ zwigckszong efektywnoscia wigzania azotu 1 konkurencyjnoscia
w stosunku do szczepu rodzicielskiego w zakazaniu ro$lin.

W polisacharydzie O-swoistym mutanta Mlo-13 zidentyfikowano: 6-deoksy-L-taloze,
L-ramnoze i 3-O-metylo-L-ramnozg. Analiza etylacyjna wykazata, ze reszty 6-deoksytalozy
byty podstawione glikozydowo przy weglu C-2 lub C-3, a 6-deoksymannoza przy weglu C-2.
Struktur¢ tancucha O-swoistego ustalono analizujgc widma 1D i 2D NMR preparatu
natywnego oraz oligosacharydu otrzymanego po degradacji Smith’a, ktore dowiodly, ze 3-
podstawiona 6dTalp jest acetylowana w pozycji O-4, a okoto 25% reszt ramnozy niesie grupe
metylowg przy weglu C-3. Okres$lono strukture powtarzajacej si¢ podjednostki antygenu O-

swoistego Mlo-13, ktorej schemat przedstawiono ponizej (Zak.3, I1.A, poz. 2):

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

!
(~25%) OMe

W kolejnej pracy przedstawiono strukture tancucha O-swoistego bakterii
Mesorhizobium huakuii S-52, tworzacej symbioze z tragankiem chinskim - Astragalus
sinicus. Do grupy M. huakuii nalezg umiarkowanie szybko rosnagce rizobia o wysokiej
specyficznoéci zakazania. Infekcja brodawek korzeniowych traganka jest warunkowana
sktadnikami zewn¢trznej membrany bakterii i decydujacg role spetnia tutaj LPS.

Dominujacymi sktadnikami polisacharydu O-swoistego M. huakuii S-52 byty: 6-
deoksy-L-taloza i L-ramnoza, a 3-O-metylo-D-fukoza zostalta wykryta w niewielkich
iloSciach. Analiza etylacyjna wykazata, ze reszty 6-deoksytalozy byly podstawione
glikozydowo w pozycji C-2 lub C-3, a reszty ramnozy w pozycji C-2, natomiast 3-O-
metylofukoza zostala zidentyfikowana jako reszta terminalna, stanowigca prawdopodobnie
zakonczenie, tzw. ,,czapeczke” tancucha. Korelacje odczytane z widm dwuwymiarowych

NMR umozliwity rozpoznanie wszystkich uktadow spinowych. Na tej podstawie
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zaproponowano strukture trojcukrowej powtarzajacej si¢ podjednostki polisacharydu O-

swoistego M. huakuii S-52, przedstawiona ponizej (Zal.3, 11.A, poz. 7):

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

Kontynuacjg analiz struktur powierzchniowych rizobiéw byly badania O-swoistych
antygenow mikrosymbiontoéw M. loti HAMBI 1148 i M. amorphae ATCC 19655, ktore
W odréznieniu od wyzej omawianych gatunkéw charakteryzuja si¢ zdolnos$cia krzyzowego
zakazania kilku gatunkéw roslin motylkowatych. Stwierdzono, ze heksasacharydowe
podjednostki sa zbudowane z pigciu reszt D-ramnozy, zwiagzanych a-glikozydowo
W przewazajacej czesci przy weglu C-3 oraz terminalnej reszty B-4-O-metylo-D-glukozaminy,
ktora niestechiometrycznie (80%) podstawia jedng z reszt ramnozy. Glikozylowana przy
weglu C-2 ramnoza ma przylaczong grupe metylowg przy weglu C-3. Roznica w budowie
polisacharydow O-swoistych obu szczepow dotyczy jedynie wyzszego stopnia metylacji reszt
2-podstawionej ramnozy u M. amorphae. Podobng budowg¢ polisacharydow M. loti
i M. amorphae potwierdzono przez Western blotting z mysig surowica poliklonalng anty-LPS
M. loti HAMBI 1148. Wspdlne epitopy wykryto we frakcjach  wysoko-
i niskoczasteczkowych LPS obu szczepow. Strukture podjednostki OPS dla M. loti 1148
i M. amorpae ATCC 19655 przedstawiono na zatagczonym schemacie (Zal.3, I1.A, poz. 4):

—3)-a-D-Rhap-(1—3)-a-D-Rhap-(1—3)-a-D-Rhap-(1—3)-a-D-Rhap-(1—2)-a-D-Rhap-(1—

2 3
) T
1 OMe

S-D-GlcpNAc4Me

Podsumowujac, wykazano, ze skladnikami antygenéw O-swoistych LPS
mezorizobiow sg 6-deoksyheksozy tj.: 6-deoksytaloza, ramnoza i fukoza podstawione
grupami O-acetylowymi i O-metylowymi. Ich obecno$¢ w LPS nadaje powierzchni bakterii
charakter hydrofobowy, ktory zapewnia lepsze wlasciwosci adhezyjne na etapie zakazania
wlosnikow. Z kolei czes¢ O-swoista ostania fragmenty strukturalne endotoksyny indukujace

reakcje nadwrazliwosci i ostatecznie infekcja konczy si¢ kolonizacja komorek roslinnych.
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Izolacja i charakterystyka bakteriofagow wirulentnych dla bakterii glebowych z rodzaju

Mesorhizobium oraz bakterii Srodowiska wodnego z rodzaju Aeromonas

W $rodowisku gleby, bakteriofagi reguluja liczebno$¢ bakterii strefy ryzosfery
wplywajac tym samym na réoznorodnos$¢ populacji mikroorganizméw wokot korzeni roslin.

Bakteriofagi wyizolowane z ryzosfery grochodrzewu biatego (Robinia pseudoacacia)
charakteryzowaty si¢ aktywnoscig lityczng w stosunku do szczepow M. loti, M. huakuii i M.
amorphae, identyfikowanych takze, jako mikrosymbionty robinii. Na podstawie morfologii
nukleokapsydu, bakteriofagi zaklasyfikowano do rodzin Podoviridae i Siphoviridae.
Miejscem receptorowym fagéow byty biatka membrany zewnetrznej i/lub lipopolisacharyd.
Dwuniciowy, liniowy DNA zostat zidentyfikowany, jako material genetyczny. Wykazano
réznice w wielkosci i wzorach restrykcyjnych genomoéw fagowych. Utworzono biblioteke dla
fragmentu DNA faga Mlo30 o wicelkosci 8,1 kpz (Zak.3, II.A, poz. 6). Fragment ten zostat

zsekwencjonowany, a sekwencja zdeponowana w bazie GenBank (nr. FJ375326).

Zbiorniki wodne stanowig naturalne $rodowisko zycia bakterii oraz zakazajacych je
fagow. Do leczenia infekcji u ryb w Polsce, ktorych przyczyna sa pateczki Aeromonas sp.
stosuje si¢ antybiotyki z réznych grup. Celem moich badan byla izolacja fagow, ktore
moglyby zosta¢ uzyte w terapii fagowej, do zwalczania chorob ryb hodowlanych.

Bakteriofagi zostaly wyizolowane ze zbiornikow wodnych (stawy, zalewy) i rzek
Lubelszczyzny. Na podstawie morfologii nukleokapsydéw fagi posiadajace kurczliwy lub
niekurczliwy ogonek oraz dwuniciowy liniowy DNA zostaly zaszeregowane odpowiednio do
rodzin Myoviridae i Siphoviridae. Fagi roznity si¢ infekcyjnoscia w stosunku do bakterii
z rodzaju Aeromonas. Wsrod szczepow patogennych, nalezacych do gatunkow A. bestiarum
i A. salmonicida, 50% bylo wrazliwych na fagi. Wykazano, ze bakteriofagi prowadza
efektywny cykl lityczny, w ktérym plon wynosit od 130 do 250 czastek infekcyjnych.

Powyzsze badania uzasadniaja uzycie fagéw do identyfikowania patogennych
szczepOw Aeromonas i monitorowania zakazen ryb w akwakulturach. Fagi o produktywnym
cyklu namnazania i szerokim zakresie gospodarza mogg znalez¢ zastosowanie do redukcji
populacji bakterii A. bestiarum i A. salmonicida w hodowlach karpia i pstraga. Terapia
fagowa moze by¢ alternatywng do stosowanych obecnie i naduzywanych metod

konwencjonalnych takich jak antybiotykoterapia.

Wyniki dos$wiadczen zaprezentowano na konferencji mi¢dzynarodowej w Dreznie (Zal.3,

111.B, poz. 36). Praca opisujgca otrzymane wyniki jest w przygotowaniu.

-23-



Zatacznik 2

Badania struktur lipidowych

Lipid A szczepu Azorhizobium caulinodans, ktory jest mikrosymbiontem tropikalnej
rosliny Sesbania rostrata, wyizolowano z rozpuszczalnej w fenolu frakcji LPS i analizowano
przy uzyciu metod chemicznych, technik spektrometrii mas (ESI/MS i ESI/MS/MS) oraz
spektroskopii NMR. Badania wykazaty, ze szkielet lipidu A jest trojcukrem zbudowanym
zdwoch reszt  2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-glukopiranozy  (GIcpN3N)  potaczonych
wigzaniem [-1,6-glikozydowym i jednej czgsteczki kwasu glukuronowego (GICA), ktory
podstawia oa-glikozydowo w pozycji C-1 redukujaca reszte GICpN3N. Z widm masowych
ESI/MS wynika, ze rdzen lipidu A nie zawiera dodatkowych hydrofilowych podstawnikow tj.
reszty fosforanowej, a heterogennos¢ frakcji jest spowodowana przede wszystkim roéznicami
we wzorze acylacji szkieletu cukrowego oraz rodzajami i dtugoscia tancuchéw przytaczonych
reszt kwasow tluszczowych. Przeprowadzone analizy wskazuja, ze w membranie zewng¢trzne;j
A. caulinodans dominujg glikoformy LPS zakotwiczone za posrednictwem heptaacylowanych
czasteczek lipidu A zawierajacych amidowo zwigzane 3-hydroksy kwasy: 3-OH-18:0, 3-OH-
14:0, 3-OH-20:1 i 3-OH-14:0 oraz drugorzedowe estrowo zwigzane kwasy 3-OH-18:0, 16:0
i 18:0/18:1. Warto podkresli¢ fakt, ze opublikowana struktura lipidu A nie zawiera estrowo
zwigzanych dlugotancuchowych kwasow ®-1 typowych dla bakterii rizobiowych
i uznawanych za marker chemotaksonomiczny grupy, co m.in. czyni prezentowany wariant

endotoksyny wyjatkowym wsrod do tej pory opisanych dla rizobiéw (Zak.3, I1.A, poz. 9).

Badanie zawartosci klas fosfolipidoéw w blonie plazmatycznej pelzaka Acanthamoeba
castellanii przeprowadzono metoda NMR. Spektra zarejestrowane dla jadra *'P przy czestosci
rezonansowej 242.88 MHz umozliwily identyfikacj¢ sygnatow dla dziewigciu klas
fosfolipidow w zakresie przesuni¢¢ chemicznych &p od - 0.6 ppm do + 0.41 ppm.
W membranie ameb dominujgcymi fosfolipidami byly: fosfatydylocholina PC (47%),
fosfatydyloetanoloamina PE (29%), kardiolipina CL (7%) i fosfatydyloseryna PS (5.6%)
(Zal.3, 11.A, poz. 11). Do analizy sktadu kwasow thuszczowych uwolnionych z fosfolipidow
ameb wykorzystano metod¢ GC/MS, ktéra umozliwita ich rozdzial w zaleznosci od dtugosci
i rozgalezienia lancucha, ilosci podwojnych wigzan oraz ich konfiguracji. Fosfolipidy
zawieraly kwasy o dhlugosci tancucha od 14 do 20 atomoéw wegla z wyraznie zaznaczong
przewaga reszt nienasyconych: C16:1A7 i C18:1A°  Zidentyfikowano takze
dhugotancuchowe, wielonienasycone kwasy: oktakozenowy (28:1), oktakozadienowy (28:2),

triakontadienowy (30:2) 1 triakontatrienowy (30:3) oraz okreslono potozenie wigzan
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podwojnych (C28:1 A%; C28:2 A>#: 30:2 A%#*: 30:3 A>?+*%) (Zal.3, 1L.A, poz. 5). Analiza
strukturalna LC/MS" wykazata, ze dlugotancuchowe, wielonienasycone czasteczki sa
charakterystyczne tylko dla fosfatydyloetanoloaminy, fosfatydyloseryny i kardiolipiny.
Wystepowanie unikatowych reszt kwasow tluszczowych tj., triakontatrienowy
30:3 A>#?* i triakontadienowy 30:2 A** tylko w okre§lonych rodzajach fosfolipidow
A. castellanii moze zosta¢ wykorzystane, jako marker chemotaksonomiczny zaréwno

wolnozyjacych jak i patogennych reprezentantow gatunku (Zak.3, I1.A, poz. 11).

Podsumowanie

e MJ¢j dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje wspodtautorstwo w 17
pracach oryginalnych opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie
JCR, w tym, w 11 pracach jestem pierwszym autorem, a w 8 z nich autorem
korespondencyjnym. Jestem wspotautorem 1 pracy przegladowej oraz 39 komunikatow

zjazdowych wsrdd nich 20 bylo prezentowanych na konferencjach migdzynarodowych.

e Sumaryczny IF prac wynosi 3551, a suma punktow MNISW: 421. Do dnia
12.12.2014 r., wg bazy Web of Science (WOS) prace byly cytowane 40 razy (bez
autocytowan). L.aczny IF sze$ciu prac wlaczonych do osiggnigcia naukowego wynosi

15,264, a suma punktow MNISW: 187.

e W ramach dziatalnosci naukowej bylam wykonawcga w dwoch zrealizowanych
projektach badawczych finansowanych przez MNiSW (N303 10832/3585 i N303
822840) oraz kierownikiem i gtdwnym wykonawcag dwoch grantéw przyznanych przez

Prorektora UMCS d/s Badan 1 Wspotpracy Miedzynarodowe;.

e Jestem kierownikiem realizowanego obecnie grantu naukowego ze S$rodkéw
Narodowego Centrum Nauki, UMO-2011/03/B/NZ1/01203.

o Wspotpracowalam z naukowcami z migedzynarodowych (Niemcy, Rosja) 1 krajowych

osrodkow badawczych, ktore zaowocowaty publikacjami.

e Odbylam dwa staze naukowe w wiodagcym osrodku naukowym w Niemczech -
Centrum Badawczym Borstel, w Zaktadzie Biochemii Strukturalnej. W trakcie pobytu

zdobywatam doswiadczenie w analizie strukturalnej bioczasteczek.

e \Wykonatam recenzje manuskryptow prac dla redakcji czasopism naukowych takich jak:
Carbohydrate Polymers, Carbohydrate Research, Microbial Ecology, Polish Journal of
Microbiology i African Journal of Microbiology Research.
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Podsumowanie pracy dydaktycznej, organizacyjnej i dzialalnosci popularyzatorskiej

W ramach pracy dydaktycznej prowadzilam ¢wiczenia z mikrobiologii, mikologii
klinicznej i technik laboratoryjnych dla studentéw biologii, biotechnologii i ochrony
$rodowiska oraz laboratoria i wyklady z mikrobiologii lekarskiej dla studentéw chemii
srodkéw bioaktywnych i1 kosmetykéow, a takze ¢éwiczenia z mikrobiologii i technik
laboratoryjnych, w jezyku angielskim, dla studentéw programu Erasmus. Uczestniczylam
W opracowywaniu programOw zaje¢ i przygotowaniu skryptu do éwiczen z mikrobiologii.
Bylam odpowiedzialna za planowanie badan i organizacj¢ pracy doswiadczalnej studentéw
wramach pracowni specjalizacyjnej oraz magisterskiej. Bylam promotorem pracy
magisterskiej pani mgr Eweliny Opieki oraz opiekunem naukowym studentéw podczas
wykonywania eksperymentéw do prac magisterskich (14), a takze promotorem (7)
i recenzentem prac licencjackich (7).

Bralam czynny udziat w wydarzeniach naukowych promujacych UMCS
1 popularyzujacych wiedz¢ w ramach Drzwi Otwartych, Nocy Biologéw i Festiwalu Nauki.
Wyglaszalam referaty i prowadzilam pokazy dla mlodziezy licealnej przyblizajace
zagadnienia z zakresu biologii komoérki oraz metod stosowanych do badania jej sktadnikéw.

Bylam takze opiekunem naukowym studentéw biotechnologii i praktyk studenckich.
Plany na przyszlosé

W najblizszym czasie zamierzam kontynuowaé badania strukturalne endotoksyn
bakterii Aeromonas sp., zar6wno antygenéw O-swoistych, immunotypéw istotnych dla
patogennosci, jak i oligosacharydow rdzeniowych. Uzyskane wyniki ulatwig selekcje
antygenéw, o pozadanych cechach molekularnych, do opracowania szczepionki poliwalentnej
skutecznie chronigcej przed zakazeniami Aeromonas sp. wsréd ryb hodowlanych w Polsce.
Szczegblowe analizy chemiczne struktur antygenowych bakterii Aeromonas s3 punktem
wyjscia do badan biologicznych. W doswiadczeniach ko-kulturowych z wykorzystaniem
pelzaka Acanthamoeba castellanii, jako modelu komorki eukariotycznej, planuje
eksperymenty, ktére pomoga wyjasni¢ mechanizmy patogenezy warunkujace adhezje,
inwazj¢ i adaptacj¢ do pasozytniczego trybu Zzycia. Analiza strukturalna lancuchéw O-
swoistych stanie si¢ takze podstawa do badan genetycznych nad organizacja regionéw
warunkujacych ich syntezg u bakterii z rodzaju Aeromonas.
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