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Przebieg pracy naukowo-badawczej

Studia na kierunku biotechnologia ukonczytam w 1993 roku na Wydziale Biologii i
Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat Biologii i Biotechnologii) Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie. Tytul magistra biotechnologii uzyskatam na podstawie obronionej
pracy magisterskiej pod tytulem ,,Analiza produktéw degradacji peptydoglikanu Proteus
mirabilis R24 enzymem bakteriolitycznym z Acanthamoeba castellanii i lizozymem”. Prace
te wykonatam pod kierunkiem prof. dr hab. Wincentego Drozanskiego w Zakladzie
Mikrobiologii Ogoélnej (obecnie Zaktad Genetyki i Mikrobiologii - ZGiM). Od 1 pazdziernika
1993 r. zostatam zatrudniona w Zaktadzie Mikrobiologii Ogolnej na stanowisku asystenta.

W 2001 r. uzyskatam stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii na
podstawie rozprawy doktorskiej pt. ,,Charakterystyka lipopolisacharydéw szczepu Rhizobium
leguminosarum biowar trifolii TA1 oraz jego mutantow defektywnych w biosyntezie
egzopolisacharydu” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Teresy Urbanik-Sypniewskiej.
W latach 2001 — 2016 pracowatam na stanowisku adiunkta w Zakladzie Genetyki i
Mikrobiologii. Obecnie pracuje na stanowisku asystenta w wyzej wymienionym Zaktadzie.

Problemami badawczymi prowadzonymi w ZGiM sa analiza strukturalna i
funkcjonalna genoméw rizobidw, ich biordéznorodnos¢, pokrewienstwo filogenetyczne,
kontrola genetyczna syntezy egzopolisacharydu (EPS) oraz rola tego polisacharydu w
symbiozie z roSlinami bobowatymi. Znaczng cz¢$¢ badan stanowi analiza struktury
lipopolisacharydow (LPS), oraz znaczenie LPS bakterii rodzajow Rhizobium, Mezorhizobium,

Bradyrhizobium w relacji symbiotycznej z ro§ling bobowata.

Badania prowadzone przed doktoratem

W poczatkowym okresie podjetam badania nad budowg chemiczng powierzchniowych
sktadnikow bakterii glebowych (rizobiéw) oraz ich znaczeniem w symbiozie z roslinami
bobowatymi (dawniej motylkowatymi) pod kierunkiem prof. dr hab. Ryszarda Russy.
Glownym problemem badawczym byta analiza immunochemiczna i aktywnos$¢ biologiczna
LPS bakterii z rodzaju Rhizobium leguminosarum biowar trifolii tworzacych uktad
symbiotyczny z koniczyng. Te badania byty przedmiotem mojej rozprawy doktorskiej.
Do moich najwazniejszych osiagni¢¢ przedstawionych w pracy doktorskiej naleza:
—  Scharakteryzowanie morfologii mutantow Szczepu R. leguminosarum bv. trifolii TA1 w

biosyntezie egzopolisacharydu - Rt120 i Rt133, w tym: wrazliwo$¢ na bakteriofagi,



hydrofobowos$¢ powierzchni komorek, wrazliwos¢ na detergenty oraz wykorzystywanie
réznych zrodet wegla.

—  Potwierdzenie braku produkcji kwasnego EPS w mutantach i kompensowaniu tego braku
syntezg neutralnego cyklicznego glukanu.

— Wpykazanie roznic w stopniu polimeryzacji podjednostek tancuchow O-swoistych
mutanta Rt120 w regionie pssA-pssB w stosunku do LPS szczepu dzikiego RtTAL.

— Ustalenie zmian w cze$ci O-swoistej LPS mutanta Rt120, ktére dotyczyly gtownie 6-
deoksyheksoz, czyli braku fukozy, 3-N-metylo-3,6-dideoksyheksozy i 2-O-metylo-6-
deoksyheksozy i wystepowanie: 6-deoksytalozy i ramnozy, ktore nie wystepuja w LPS
szczepu dzikiego.

— Opisanie zmian w rozwoju i budowie nici infekcyjnej w defektywnych brodawkach
korzeniowych koniczyny indukowanych przez mutanta Rt120, w ktoérych obserwowano
odpowiedz obronng rosliny.

— Otrzymanie mysich poliklonalnych surowic przeciwko LPS szczepu dzikiego RtTAL i
mutantow, dzigki ktérym mozliwe bylo pordéwnanie ekspresji antygenoéw bakterii
wolnozyjacych i form endosymbiotycznych rizobiow.

—  Okreslenie toksycznos$ci preparatow LPS badanych szczepow Rhizobium. Wykazanie, ze

endotoksyny rizobiowe maja takg sama aktywno$¢ jak LPS Salmonella typhimurium.

Wyniki przedstawione w pracy doktorskiej byly prezentowane na krajowych i
miedzynarodowych konferencjach naukowych oraz zostaly opisane w publikacji (Janczarek i
wsp. 2001).

Czes$¢ powyzszych badan byla finansowana i wykonana w ramach projektu ,,Badania
struktury lipopolisacharydéw z gatunku Rhizobium loti i R. huakuii, bakterii nalezacych do
odrebnej grupy filogenetycznej Rhizobiaceae” (Grant KBN 6P04C 020 12, 1997-2000)
kierowanego przez prof. Ryszarda Russe, w ktorym bylam wykonawcg. Wyniki badan
finansowanych z tych grantow zostaly opisane w publikacjach oraz zaprezentowane na
krajowych 1 migdzynarodowych konferencjach naukowych (10 komunikatéw zjazdowych):

1. Choma A., Urbanik-Sypniewska T., Russa R., Kutkowska J., Mayer H. (2000)
Occurrence and taxonomic significance of oxo-fatty acids in lipopolysaccharides from
members of Mesorhizobium. System. Appl. Microbiol. 23, 185-190.

(1F2000 2,06; MNiSWg0 20 pkt)



2. Urbanik-Sypniewska T., Choma A., Kutkowska J., Kaminska T., Kandefer-Szerszen
M., Russa R., Dolecka J. (2000) Cytokine inducing activities of rhizobial and
mesorhizobial lipopolysaccharides of different lethal toxicity. Immunobiol. 202: 408-
420.

(IF2000 2,416; MNiSW00 15 pkt)

W tym samym okresie rozpoczetam wspotprace z prof. dr hab. Bozeng Modzelewska-
Banachiewicz z Zaktadu Chemii Organicznej, Instytutu Farmacji, Akademii Medycznej
(obecnie Uniwersytet Medyczny) w Lublinie. M6j udzial w tych badaniach dotyczyt
oznaczania wilasciwosci antybakteryjnych oraz antygrzybowych syntetycznych pochodnych
zwigzkoéw heterocyklicznych: 1,2,4-triazoli. Wyniki tych badan zostatly zaprezentowane na
krajowych i1 migdzynarodowych konferencjach (2 komunikaty zjazdowe) oraz opublikowane

w pracy, ktorej jestem wspotautorem (J. Katabun, nazwisko panienskie):

3. Modzelewska-Banachiewicz B., Kalabun J. (1999) Synthesis and biological action of
5-0x0-1,2,4-triazine derivatives. Pharmazie. 54, 503-505.
(lFlggg 0,446; MNiSWgooo 15 pkt)

4. Wskazanie osiggniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytul osiagni¢cia naukowego/artystycznego,

Znaczenie lipopolisacharydéw i egzopolisacharydow Rhizobium leguminosarum i

Mesorhizobium loti w interakcji z roslinami bobowatymi (Fabaceae)

b) Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego

1. Kutkowska J., Janczarek M., Kopcinska J., Urbanik-Sypniewska T., Skorupska A. (2007)
Effect of pssB mutation on surface polysaccharides and symbiotic phenotype of Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii Acta Biol Cracov Bot 49/2: 81-89

(”: 2007 0,351; MNiSW 2007 10 pkt)

2. Turska-Szewczuk A., Lotocka B., Kutkowska J., Krol J., Urbanik-Sypniewska T., Russa
R. (2009) The incomplete substitution of lipopolysaccharide with O-chain prevents the
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establishment of effective symbiosis between Mesorhizobium loti NZP2213.1 and Lotus
corniculatus. Microbiol Res 164: 163-173

(”:2009 1,771; MNiSW2009 15 pkt)

3. Kutkowska J., Turska-Szewczuk A., Janczarek M., Paduch R., Kaminska T., Urbanik-
Sypniewska T. (2011) Biological activity of (lipo)plysaccharides of the exopolysaccharide
deficient mutant Rt120 derived from Rhizobium leguminosarum bv. trifolii strain TA1L.
Biochemistry (Moscow) 76, 7: 840-850

(”: 2011 1,058: MNiSW 2011 15 pkt)

4. Kutkowska J.*, Marek-Kozaczuk M., Wielbo J., Wojcik M., Urbanik-Sypniewska T.
(2017) Electrophoretic profiles of lipopolysaccharides from Rhizobium strains nodulating
Pisum sativum do not reflect phylogenetic relationships between these strains. Arch Microbiol
199:1011-1021

(IF 2016 1,60; MNiSW 20 pkt)

“autor korespondencyjny

Sumaryczny impact factor — IF ww. publikacji zgodnie z rokiem opublikowania - 4,78
Suma punktéw za ww. publikacje zgodnie z wykazem MNiSW - 60

¢) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow

wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.
Wprowadzenie — przedmiot badan

Lipopolisacharyd (LPS, endotoksyna) jest kompleksem glikolipidowym bedacym
gtownym sktadnikiem zewnetrznej warstwy btony komoérkowej (ang. outer membrane, OM)
bakterii Gram-ujemnych niezb¢dnym do prawidlowego funkcjonowania mikroorganizmu.
LPS jako najbardziej zewnetrzna czes¢ ostony komorkowej jest eksponowany na zmieniajace
si¢ warunki otoczenia, chroni bakterie przed dziataniem czynnikow s$rodowiskowych,
antybiotykow hydrofobowych, jak rowniez przed mechanizmami obronnymi gospodarza
(Raetz i Whitfield, 2002). Endotoksyna jest rowniez gtéwnym czynnikiem wirulencji bakterii

Gram-ujemnych. Znaczenie LPS udowodniono w zakazeniach wywotywanych przez m.in.:



Escherichia coli, Salmonella sp., Shigella sp., Pseudomonas sp., Haemophilus sp. (Moran i
wsp., 1996).

W czasteczce LPS gladkich form bakterii (S, smooth) mozna wyr6zni¢ trzy
strukturalne i funkcjonalne regiony: hydrofobowy lipid A, oligosacharyd rdzenia i
polisacharyd O-swoisty (O-PS, antygen O) (Noel i Duelli, 2000; Raetz i Whitfield, 2002).

Lipid A zakotwicza czasteczk¢ LPS w blonie zewnetrznej bakterii, jest on najmniej
zmienng domeng, ktora determinuje aktywnos$¢ patofizjologiczng LPS 1 jest ,.centrum
toksyczno$ci” endotoksyny. W enterobakteriach lipid A zbudowany jest ze szkieletu
cukrowego, ktorym w wiekszoS$ci bakterii jest dwucukier glukozaminowy B-GIcN-(1-6)-a-D-
GIcN zwykle podstawiony dwiema resztami fosforanowymi w pozycjach C1 i C4’; na koncu
redukujacym 1 estrowo zwigzany na koncu nieredukujacym B-GIcN. Grupy hydroksylowe i
aminowe szkieletu cukrowego moga by¢ acylowane czterema resztami hydroksylowych
kwasoéw thuszczowych, nazwanymi ,,pierwszorzedowymi”, ktére moga by¢ podstawione
kolejnymi tzw. ,,drugorzedowymi” kwasami tluszczowymi tworzacymi dwa ugrupowania,
estrowo 1 amidowo zwigzanych reszt acyloksyacylowych (Raetz i Whitfield, 2002). Synteza
nienasyconych ,,drugorzgdowych” kwasow thuszczowych umozliwia bakteriom dostosowanie
si¢ do zmian temperatury otoczenia. Lipid A moze byé¢ podstawiony Symetrycznie lub
asymetrycznie trzema do siedmiu resztami kwasow thuszczowych. Pelng aktywnosc
biologiczng wykazuje heksaacylowy lipid A o budowie identycznej lub zblizonej do lipidu A
E. coli, podstawiony dwoma resztami fosforanowymi. Lipidy A blisko spokrewnionych
gatunkéw R. leguminosarum i Rhizobium etli r6znig si¢ budowa od opisanej powyzej
struktury; maja szkielet zbudowany z trisacharydu zawierajacego glukozaming, kwas D-
galakturonowy w miejsce dystalnej glukozaminy i 2-aminoglukonian w miejsce proksymalnej
glukozaminy. Lipidy te nie zawieraja reszt fosforanowych (Serrato, 2014). Zar6wno
glukozamina jak i 2-aminoglukonian sg N- i O-acylowane przez f-hydroksykwasy ttuszczowe
o réznej dlugosci tancucha. Wiekszo$¢ lipidow A rizobiow jest acylowana drugorzedowymi
dhugotancuchowymi kwasami thuszczowymi gtownie 27-hydroksyoktakozanowym (27-OH-
C28:0), rzadziej kwasem 29-hydroksytriakontanowym (29-OH-C30:0) (Vedam i wsp., 2003,
Choma i Komaniecka, 2011)

Oligocukier rdzenia jest regionem taczacym cze$¢ lipidowa LPS z wielocukrem O-
swoistym (O-PS) za posrednictwem reszty kwasu 3-deoksy-D-glicero-D-manno-
oktulozonowego (Kdo). U pateczek jelitowych w oligocukrze rdzenia wyrdznia sie¢ dwa
regiony wewnetrzny, zwany heptozowym i zewnetrzny, heksozowy (Raetz i Whitfield, 2002).

Region rdzenia LPS szczepow R. leguminosarum i R. etli jest oktasacharydem zbudowanym z
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jednej reszty mannozy i galaktozy, 3 czasteczek kwasu galakturonowego i 3 reszt Kdo
(Muszynski 1 in. 2011).

Polisacharyd O-swoisty, czyli polimer ztozony z kilku do kilkunastu podjednostek

oligosacharydowych (ang. repeating units) zbudowanych z cukrow (2-8 monocukrow)
potaczonych liniowo lub w sposob rozgateziony, jest najbardziej zewnetrzng czgscig LPS i
stanowi gldwng determinant¢ antygenowa LPS. O-PS chroni bakteri¢ przed mechanizmami
obronnymi gospodarza, w tym reakcja ze skladnikami uktadu dopelniacza i fagocytoza.
Polisacharydy O-swoiste wykazuja duze zréznicowanie komponentéw cukrowych nawet
pomi¢dzy szczepami danego gatunku. Ich swoisto$¢ serologiczng determinujg m. in. rodzaj i
sekwencja reszt cukrowych, forma pierscienia (piranoza, furanoza), typ wigzan, jak rowniez
liczba i rodzaj innych nie cukrowych podstawnikow np. reszty O- i N-acetylowe, formylowe,
fosforanowe, aminokwasy, glicerol, kwas mlekowy czy pirogronowy (Reatz i Whitfield,
2002, Lodowska i wsp., 2007).
W polisacharydzie O-swoistym Rhizobium leguminosarum zidentyfikowano deoksy- i
metylodeoksycukry, kwasy uronowe, heksozy i heptozy (Forsberg i wsp., 2000; Noel i Duelli,
2000; Serrato, 2013). Antygen O Rhizobium etli CE3 w czgéci dystalnej jest polimerem pigciu
powtorzen trojcukrowej podjednostki zbudowanej z L-fukozy, 3-O-metylo-6-deoksytalozy i
kwasu 6-O-metyloglukuronowego. Na koncu redukujgcym trisacharydu wystepuje tri-O-
metylofukoza, a od strony redukujacej nie powtarzajaca si¢ sekwencja ztozona z L-fukozy, D-
mannozy, 2-acetamido-2,6-dideoksy-D-glukozy oraz Kdo, ktorego reszta taczy O-PS z
oligocukrem rdzenia (Ojeda i wsp., 2013).

LPS ma zdolno$¢ aktywowania uktadu immunologicznego przez dzialanie gtownie na
makrofagi, monocyty i granulocyty, a takze ptytki krwi i komorki $rodblonka. Dochodzi
wowczas do uwolnienia duzych ilosci cytokin i mediatorow prozapalnych: interleukin
(gtownie IL-1, -6, -8), czynnika martwicy nowotworu (TNF-a), interferonu y (IFN-y),
eikozanoidéw (Lodowska i wsp., 2007). Endotoksyny rizobiéw sa zazwyczaj stabo lub w
ogole nietoksyczne dla organizmu cztowieka, co moze wynika¢ z ich szczegélnych
wlasciwosci biologicznych zwigzanych z adaptacja do warunkow symbiotycznych (Urbanik-
Sypniewska i wsp., 2000; Tsukushi i wsp., 2004). Badania korelacji pomiedzy strukturg i
aktywnos$cig biologiczng LPS Rhizobium sg jednym ze sposobdéw poszukiwania analogoéw
LPS, ktoére dziataja antagonistycznie w stosunku do niekorzystnych skutkow dzialania

endotoksyn w zakazeniach spowodowanych przez bakterie Gram-ujemne.



Biologiczne wigzanie azotu atmosferycznego jest jednym 2z najwazniejszych
mechanizméw wprowadzania tego pierwiastka do biosfery. Do wigzania azotu
atmosferycznego zdolne sg zaré6wno bakterie wolno zyjace, bakterie zyjace w asocjacji z
roslinami, jak i bakterie glebowe z rodziny Rhizobiaceae tworzgce wyspecjalizowane uktady
symbiotyczne z ro$linami bobowatymi. W wyniku wzajemnych oddzialywan pomiedzy
mikrosymbiontem, a ro$ling na korzeniach ro$liny powstaja brodawki, wewnatrz ktérych
bakterie (zr6znicowane do formy endosymbiotycznej - bakteroidow) wiaza azot
atmosferyczny 1 przeksztatcaja go w tatwo przyswajalne przez rosling zwigzki azotowe
(Zahran 1999).

LPS Rhizobium petni istotng role w tworzeniu uktadow symbiotycznych z roslinami
bobowatymi. Czasteczce LPS przypisuje si¢ dziatanie polegajace na supresji reakcji
obronnych rosliny oraz funkcje¢ czasteczki sygnalnej W procesie zakazania komorek korzenia
rosliny gospodarza. Wyniki badan mutantéw pozbawionych polisacharydu O-swoistego lub
ze zmienionymi O-PS wskazuja, ze do prawidlowego procesu zakazania roslin i efektywnego
wigzania azotu atmosferycznego niezbg¢dna jest okreslona ilo$¢ czasteczek LPS o kompletne;j
strukturze, w ktorych cukier rdzenia jest podstawiony O-polisacharydem (Fraysse i wsp.
2003). Doswiadczenia in vitro wykazaty, ze w niektorych uktadach mikrosymbiont - roslina
bobowata, LPS moze stymulowaé rozwoj nici infekcyjnej. Mutanty pozbawione tancuchow
bocznych LPS, Iub ze zredukowana ich iloscia, nie sg efektywne w symbiozie, czyli nie wigza
azotu. Modyfikacja budowy LPS Rhizobium moze spetnia¢ znaczaca role w adaptacji form
endosymbiotycznych rizobiéw (tzw. bakteroidow) do otaczajacego mikrosrodowiska w
brodawce, np. poprzez metylacje reszt cukrowych (Noel i Duelli, 2000). Mutacje wptywajace
na obecnos¢, ilos¢ 1 dtugos¢ tancuchéw bocznych LPS wplywaja na tworzenie brodawek
korzeniowych (nodulacj¢), poczawszy od wczesnych etapow infekcji t.j. tworzenia nici
infekcyjnych do uwalniania bakterii z nici infekcyjnych do komorek roslinnych (Fraysse i
wsp., 2003; Noel i wsp., 2004; D'Haeze i wsp., 2007).

Wazng funkcje W specyficznosci interakcji miedzy bakterig a rosling pelnig rowniez
inne sktadniki rizobiow takie jak: powierzchniowe egzopolisacharydy (EPS), kapsularne
polisacharydy  (K-polisacharydy, = KPS), periplazmatyczne cykliczne B-glukany,
wysokoczasteczkowe neutralne polisacharydy (glukomannan) oraz polisacharydy zelujace
(ang. gel-forming capsular polysaccharides, GPS) (Skorupska i wsp., 2006; Kawaharada i
wsp., 2015, Stasiak i wsp. 2016). W Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii UMCS w grupie
prof. dr hab. Anny Skorupskiej prowadzone sg badania, ktorych przedmiotem jest genetyczna

kontrola biosyntezy EPS i analiza funkcji genéow pss (ang. polysaccharide synthesis) w
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symbiozie R. leguminosarum bv. trifolii z koniczyna. Zidentyfikowano geny uczestniczace W
biosyntezie, polimeryzacji i transporcie EPS. W wyniku zastosowania ukierunkowanej
mutagenezy skonstruowano szereg mutantow W genach pss i poznano ich funkcje zaréwno w
biosyntezie EPS jak i w symbiozie z koniczyng (Mazur i wsp. 2002; Janczarek i wsp. 2010;
Janczarek i wsp. 2017; Marczak i wsp. 2017).

Omowienie wynikéw badan po uzyskaniu stopnia doktora

Po doktoracie kontynuowatam badania nad szczepami R. leguminosarum bv. trifolii i
Mesorhizobium spp. noszacymi mutacje wplywajace na syntez¢ egzopolisacharydu i
lipopolisacharydu. Zajmowatam si¢ rowniez problematyka korelacji miedzy cechami
strukturalnymi LPS Rhizobium a ich taksonomia.

Egzopolisacharyd R. leguminosarum (bv. trifolii, viciae, phaseoli) zbudowany jest z
o$miocukrowej podjednostki, sktadajacej si¢ z pigciu reszt glukozy, dwodch reszt kwasu
glukuronowego i galaktozy. Podstawnikami modyfikujacymi pier§cieniec cukrowe
podjednostki EPS moga by¢: grupy octanowe, pirogronianowe i 3-hydroksymaslanowe.
Rozmieszczenie tych podstawnikow w rdzeniu 1 tancuchu bocznym jest charakterystyczne dla
kazdego biowaru R. leguminosarum (Fraysse i wsp. 2003, Skorupska i wsp. 2006, Marczak i
wsp,. 2017). Struktura podjednostki EPS oraz stopien polimeryzacji sg istotne dla funkcji tego
polisacharydu w symbiozie Rhizobium leguminosarum ze specyficzng ro$linnym
gospodarzem.

Biosynteza EPS rozpoczyna si¢ od przeniesienia glukozy z UDP-glukozy na btonowy
nosnik lipidowy (fosforan izoprenylu) przez biatko PssA. Nast¢pnie transferazy glukuronylo-
(B-1,4)-glukozowe PssD i PssE przylaczaja kwas glukuronowy do Glc—1-pirofosforanu
izoprenylu. Kolejnym etapem jest przytaczenie reszty octanowej w pozycji 2 i/lub 3 kwasu
glukuronowego (GIcA). Produkt genu pssC (transferaza glukuronylo-(B-1,4)-glukuronowa)
katalizuje przytaczenie drugiej reszty GlcA do GlcA-Glc-1P*. Ostatnim etapem syntezy EPS
jest wbudowanie do podjednostki galaktozy.

Jednym z genow pss R. leguminosarum bv. trifolii jest gen pssB kodujacy
wielofunkcyjne biatko PssB homologiczne do rodziny monofosfataz inozytolu, ktore petni
role regulatorowg w biosyntezie EPS (Janczarek i wsp. 1999; Janczarek i Skorupska 2001).
Badano wplyw mutacji w genie pssB na chemiczne 1 fizyczne wilasciwosci EPS, profil
elektroforetyczny, strukturg chemiczng LPS oraz wlasciwosci symbiotyczne mutanta Rt12A,

w ktorym do genu pssB wprowadzono kasete lacZ-Gm'. Stwierdzono, ze ilo$¢ EPS
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produkowanego przez mutanta Rt12A byla dwukrotnie wyzsza w porOwnaniu ze szczepem
dzikim RtTAl. Mimo braku zmian sktadu chemicznego cukrowego podjednostek EPS
preparatu zaobserwowano wzrost jego lepkosci i zmiany w proporcji frakcji
wysokoczgsteczkowej (ang. High Molecular Weight, HMW) w stosunku do frakcji
niskoczasteczkowej (ang. Low Molecular Weight, LMW) EPS, wynoszace odpowiednio 1:1 w
szczepie rodzicielskim RtTA1 oraz 1,3:1 w szczepie mutanta Rt12A, co wskazuje na wigkszy
stopienn polimeryzacji powtarzajacych si¢ podjednostek EPS. Stopien polimeryzacji EPS
Rt12A liczony jako stosunek liczby powtarzajgcych si¢ podjednostek EPS do liczby cukrow
redukujacych odzwierciedlajacych liczbe wolnych grup redukujgcych, byt ponad 5 razy
wyzszy niz dla EPS szczepu RtTAL. Analiza widm magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR) wykazata nieznaczny wzrost ilosci podstawnikow acetylowych, pirogronianowych i
3-hydroksybutyrylowych w EPS mutanta Rt12A w pordéwnaniu z dzikim szczepem RtTAL.
Wzbr podstawienia reszt cukrowych oktasacharydowej podjednostki EPS przez sktadniki
niecukrowe zmienia si¢ w zaleznosci od fazy wzrostu bakterii i sSrodowiska np. obecnosci
flawonoidow ro$linnych.

W szczepie Rt12A zaobserwowano takze rdéznice w profilu elektroforetycznym LPS w

porownaniu do LPS wyjsciowego szczepu RtTAl. Elektroforeza w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE) wykazata wzrost ci¢zaru czasteczkowego gtowne;j frakcji wolno
migrujacego LPS, zawierajagcego O-PS (LPS 1) oraz wystepowanie dodatkowych prazkow
ponizej tej frakcji, co S$wiadczy o wigksze] heterogennosci w stopniu polimeryzacji
podjednostek przyltaczanych do oligosacharydu rdzenia. W wyniku przeprowadzonej analizy
chemicznej stwierdzono, ze LPS mutanta i Szczepu rodzicielskiego rdéznig si¢ nie tylko
profilem elektroforetycznym, ale roéwniez sktadem cukréw. Zmiana dotyczyta przede
wszystkim ilosci oraz rodzaju cukrow budujacych O-PS. Stwierdzono, ze w LPS mutanta
znikaja trzy cukry charakterystyczne dla LPS szczepu dzikiego: fukoza, 2-O-metylo-6-
deoksyheksoza i 3-N-metylo-3,6-dideoksyheksoza, a pojawiajg si¢ dwie 6-deoksyheksozy: 6-
deoksytaloza i ramnoza, ktore nie wystgpuja w LPS RtTAL.
Mutant Rt12A utracit zdolno$¢ nawigzywania efektywnej symbiozy z koniczyna. Analiza
mikroskopowa wykazata, ze brodawki indukowane przez tego mutanta zawieraty nietypowe
,puste” struktury btonowe wewnatrz komorek roslinnych, byty defektywne w procesie
uwalnianiu bakterii z nici infekcyjnych do komorek roslinnych, w ktorych gromadzity si¢
duze ilo$ci skrobi.

Podsumowujac, wykazano, ze produkt genu pssB pelni istotng role w biosyntezie

EPS. Dzialanie tego bialka dotyczy takze szlaku syntezy 6-dezoksyheksoz wchodzacych
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w sklad podjednostki O-swoistego polisacharydu LPS. Tworzenie przez szczep mutanta
brodawek nie wiazacych azotu, w wyniku zaburzonego uwalnianiu bakterii z nici
infekcyjnych jest prawdopodobnie nast¢gpstwem zmian w obu polimerach
weglowodanowych.

Opisane badania opublikowano w publikacji:

1. Kutkowska J., Janczarek M., Kopcinska J., Urbanik-Sypniewska T., Skorupska A.
(2007) Effect of pssB mutation on surface polysaccharides and symbiotic phenotype of
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii Acta Biol Cracov Bot 49/2: 81-89

W kolejnych badaniach analizowano znaczenie struktur LPS dla efektywnej symbiozy
Mesorhizobium loti z komonica zwyczajng Lotus corniculatus. W wyniku mutagenezy
transpozonowej szczepu M. loti NZP2213 wyizolowano mutanta M. loti NZP2213.1 w genie
glikozylotransferazy, ktory tworzyt nieefektywne brodawki na komonicy zwyczajnej. Defekt
symbiotyczny w tym mutancie nie byl zwigzany z EPS, poniewaz nie stwierdzono zmian
zarowno w ilosci, jak i w sktadzie EPS, ktory jest polimerem podjednostek ztozonych z:
kwasu ryburonowego, glukozy, kwasu glukuronowego i galaktozy w stosunku molowym 2: 5:
1: 0,5.

Analiza LPS szczepu dzikiego i mutanta wykazata réznice ilosciowe i jakoSciowe
miedzy tymi preparatami. W wyniku ekstrakcji metoda wodno-fenolowa z fazy wodnej
otrzymano dwukrotnie wiecej LPS ze szczepu mutanta, co s$wiadczy o przewadze
hydrofilowej formy LPS w tym szczepie w porownaniu do szczepu dzikiego, w ktorym forma
hydrofilowa i hydrofobowa LPS wystepowaly w rownowadze. Analiza rozdziatu
elektroforetycznego LPS w obecnosci SDS pokazata, ze profile frakcji LPS z fazy wodnej w
obu szczepach byty zblizone i przewazata w nich frakcja niskoczasteczkowa. Natomiast
wzory LPS o charakterze hydrofobowym (faza fenolowa) roznity sie iloscig materiatu
wysokoczasteczkowego: W preparacie mutanta bylo znacznie mniej LPS. Mniejsza ilos¢
wysokoczasteczkowej frakcji LPS mutanta byta skorelowana ze spadkiem ilo$ci cukrow
wchodzacych w sktad O-PS: trzykrotnym w przypadku 2-O-metylo-6-deoksytalozy i
dwukrotnym w przypadku 6-deoksytalozy. Badania sktadu chemicznego oraz jedno i
dwuwymiarowych protonowych i protonowo-weglowych widm NMR wykazaty, ze dwa
wymienione cukry, sg sktadnikami O polisacharydu zbudowanego z 2-O-metylo-6-deoksy-L-
talozy i 6-deoksy-L-talozy w stosunku molowym 1,2:7 potaczonymi wigzaniami 1-3
glikozydowymi. Stosunek reszt Kdo do sumy reszt cukrow reprezentujacych O antygen, ktore

wynosity odpowiednio 1:33 i 1:19,6 w szczepie dzikim i mutancie oraz poréwnanie obrazow
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elektroforetycznych wykazato, ze oligosacharyd rdzenia jest podstawiony dwukrotnie
mniejszg iloscig O polisacharydu w LPS mutanta.

Analiza elektronomikroskopowa przekrojow brodawek wykazata nieprawidlowy
rozw6j nici infekcyjnych, przedwczesne starzenie si¢ 1 degradacj¢ symbiosomow w
brodawkach indukowanych przez mutanta M. loti NZP2213.1 na komonicy zwyczajnej (Lotus
corniculatus). Zmiany te moga by¢ konsekwencja silnej odpowiedzi obronnej gospodarza
roslinnego wobec bakterii u ktorych dominuje hydrofilowa forma LPS.

Powyzsze badania wykazaly, ze mutacja genu kodujacego glikozylotransferaze
powoduje zmniejszenia ilosci formy hydrofobowej LPS oraz wplywa na zmiany w
proporcji 6-deoksyheksoz czesci O-swoistej LPS, wzrasta zawartos¢ 2-O-metylo-6-
deoksy-L-talozy i zmniejsza si¢ ilos¢ 6-deoksy-L-talozy. Konsekwencja tych zmian sg
nieprawidlowosci w budowie nici infekcyjnej i degeneracja bakteroidéw, co powoduje
nieefektywng symbioze¢ z komonica,

Powyzsze badania zostaly opublikowane w:

2. Turska-Szewczuk A., Lotocka B., Kutkowska J., Krol J., Urbanik-Sypniewska T., Russa
R. (2009) The incomplete substitution of lipopolysaccharide with O-chain prevents the
establishment of effective symbiosis between Mesorhizobium loti NZP2213.1 and Lotus
corniculatus. Microbiol Res 164: 163-173

Celem nastepnych badan byla charakterystyka chemiczna antygenow O-swoistych
LPS szczepu wyjsciowego R. leguminosarum bv. trifolii TAL oraz mutanta Rt120 w regionie
miedzygenowym pssB-pssA. Mutacja z uzyciem transpozonu TnS zostala zlokalizowana
przed genem pssA kodujacym glikozylotransferaze inicjujaca biosynteze EPS.

Badania (Janczarek i wsp., 2001) wykazaty brak EPS w komorkach mutanta Rt120,
zmiany w profilu elektroforetycznym LPS oraz zmiany swoistosci antygenow somatycznych.
Mutant wykazywat takze obnizona zdolno$¢ zakazania koniczyny czerwonej (Trifolium
repens) i indukcje brodawek, ktore nie wigzaty azotu.

W wyniku analizy nie frakcjonowanego degradowanego polisacharydu Rt120 bedacego
mieszaning oligomerow roznej wielko$ci pochodzacych z czgéci rdzeniowej 1 O-
polisacharydu, zidentyfikowano ramnozg, 6-deoksytaloze, 2,3-di-O-metylo-glukozeg,
mannoze, glukoze, galaktoze, heptozg, 2-acetamido-2,6-dideoksy-D-glukoze (D-QuiNAC),
kwas galakturonowy i Kdo. We frakcji wysokoczasteczkowej otrzymanej z rozdziatu na Bio-

Gel P-4 (zakres mas 800-4000 Da) wystepowaly wszystkie cukry z wyjatkiem D-QUINAC,
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heptozy i Kdo. Dla poréwnania w analogicznym preparacie degradowanego polisacharydu
(DPS) szczepu dzikiego RtTAL zidentyfikowano: 2-O-metylofukoze, L-fukozg, D-mannoze,
D-glukoze, D-galaktoze, heptoze, 2-acetamido-2,6-dideoksy-D-glukozg, 3-N-metylo-fukoze
(3-N-Me-Fuc), kwasy: D-glukuronowy i D-galakturonowy oraz Kdo.

Te wstepne dane sugerowaly odmienng budowe czegsci O-swoistej w LPS szczepu
dzikiego i mutanta. Potwierdzeniem takiego wniosku byt wzér migracji LPS w zelu
poliakrylamidowym, wskazujacy na wigksza heterogenno$¢ polisacharydu O mutanta.

Na podstawie poroéwnania czasow retencji wzorcoOw 1 badanych skitadnikéw DPS obu
szczepOw rozdzielanych w formie butylowych glikozydow ustalono, ze wszystkie
deoksycukry wystepowaty w konfiguracji L, natomiast kwasy heksuronowe i heksozy w
konfiguracji D. Analiza metylacyjna niefrakcjonowanego DPS Rt120 wykazata obecnos¢
gtownych cukrow: heptozy, glukozy, kwasu galakturonowego oraz 6-deoksy-L-talozy i L-
ramnozy wystepujacych w pozycji terminalnej. Z kolei w DPS szczepu wyjSciowego
dominowaty glukoza, kwas glukuronowy i galakturonowy, a jako terminalne reszty 2-O-
metylo-L-fukoza, L-fukoza i heptoza. Miejscem rozgalezienia w obydwu polisacharydach
byty reszty glukozy i mannozy.

Analiza DPS Rt120 technika MALDI-TOF pozwolita na zidentyfikowanie niektorych
oligomerow, takich jak: oligomer o masie m/z 747.7 odpowiadajacy czterocukrowi
zbudowanemu z 6-deoksyheksozy—D-GalA—QuiNAc—Kdo oraz o masie m/z 538,9
odpowiadajgcego  trojcukrowi  ztozonemu z  heksozy—2,3-di-O-metylo-heksozy—6-
deoksyheksozy. Wsrdd oligocukréow RtTAL analizowanych ta metoda otrzymano jony o
masie m/z 823,8, odpowiadajacy pentasacharydowi zbudowanemu z 3-N-Me-Fuc, 6-
deoksyheksozy, dwu reszt heksoz i kwasu heksuronowego oraz m/z 369,0 odpowiadajacego
dwucukrowi ztozonemu z 3-N-Me-Fuc i heptozy. W preparatach obu szczepéw wystepowat
tetrasacharyd ztozony z kwasu heksuronowego, dwu reszt heksozy i 6-deoksyheksozy (m/z
686,3) oraz dwucukry: heptozowo-heksozowy (m/z 395,5) i 6-deoksyheksozowy (m/z 332,9).
Analiza widm protonowych NMR potwierdzita heterogenno$¢ obu preparatow widoczng w
zakresie regionu anomerycznego widma oraz roznice iloSciowe acetylowanych reszt
cukrowych. Wzgledne intensywnos$ci sygnatow dla glownych grup O-acetylowych (2,25 i
2,26 ppm) i grup N-acetylowych (2,10 - 2,12 ppm) wynosity odpowiednio 1: 0,8 i 1: 1,24 w
polisacharydzie RtTAL i mutanta Rt120.

Biologiczng aktywno$¢ preparatu LPS mutanta Rt120 poréwnano z aktywnos$cia LPS
szczepu wyjsciowego TAl. Wykazano, ze dawka LPS mutanta powodujaca 50%
Smiertelnosci (LDsp) dla myszy linii NIH wynosi 10 pg/mysz 1 jest okoto 2-krotnie nizsza niz
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dla LPS szczepu rodzicielskiego. Okre$lono zdolnos¢ badanych preparatow LPS do
stymulacji produkcji glownych cytokin in vivo: czynnika martwicy nowotworu (TNF-a),
interleukiny 1 (IL-1pB), interleukiny 6 (IL-6), interferonu y (IFN-y). Stwierdzono, ze LPS
Rt120 indukowat poréwnywalne ilosci IFN-y oraz nieco wyzszy poziom TNF-a i IL-6 niz
LPS RtTAL. Poniewaz ilo$¢ IL-1B produkowanej po podaniu LPS mutanta byta ponad
dwukrotnie nizsza w poréwnaniu z LPS szczepu rodzicielskiego, jego wlasciwosci jako np.
czynnika immunizujacego oceniono jako bardziej korzystne.
Z uwagi na to, ze gtowne réznice miedzy LPS obu szczepow dotyczyly czgsci antygenu O i
rdzenia, a sktad czes$ci lipidowej byt identyczny, sprawdzono aktywno$¢ cytotoksyczng
cukrowych fragmentow LPS na komoérki eukariotyczne. Okre§lono przezywalnos¢ komorek
fibroblastow skory wlasciwej (HSF) i komorek linii nowotworowej HeLa po dodaniu frakcji o
wielkosci ok. 3000 Da odpowiadajacych czesci O-PS badanych preparatow. Dominujacymi
sktadnikami tych frakcji w preparacie mutanta byly: ramnoza, 6-deoksytaloza i kwas
galakturonowy, natomiast w preparacie RtTAL: fukoza, 3-deoksy-3-metylaminofukoza,
glukoza, kwas glukuronowy i heptoza. Stwierdzono, ze polisacharyd mutanta powodowat
apoptoz¢ komodrek nowotworowych i nie dziatat toksycznie na komorki linii prawidtowe;.
Przezywalno$¢ komorek linii Hela spadata wraz ze wzrostem stgzenia preparatu i jej
maksymalna warto§¢ wynosita 40% przy stezeniu 10 pg/ml oligocukrow. Nie stwierdzono
dziatania hamujacego podobnie uzyskanej frakcji LPS szczepu RtTA1 na zywotnos$¢ zarowno
komorek prawidtowych, jak i nowotworowych.
Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, Ze mutacja w regionie pssB-pssA R.
leguminosarum bv. trifolii powoduje zahamowanie biosyntezy egzopolisacharydu i
jednoczesnie zmiany w strukturze i swoistosci antygenu O prawdopodobnie poprzez
posredni zwiazek ze szlakiem biosyntezy 6-deoksyheksoz (6-deoksy-L-talozy i 6-deoksy-
L-ramnozy) bedacych immunodominujacymi cukrami antygenowej czesci LPS.
Wyizolowany oligosacharyd o wielkosci 3000 Da (16-18 reszt cukrowych) z LPS mutanta
Rt120 wykazuje dzialanie cytotoksyczne in vitro na komorki linii HeLa w odréznieniu od
podobnie otrzymanego fragmentu LPS szczepu dzikiego RtTAl. Jedna z mozliwych
przyczyn moze by¢ blokowanie receptorow dla czasteczek sygnalowych komorek
nowotworowych przez oligosacharyd wystepujacy w strukturze O-polisacharydu w LPS
mutanta.

Opisane badania byly realizowane przeze mnie w ramach grantu indywidualnego
Prorektora ds. Badan Naukowych i Wspoélpracy z Zagranica UMCS ,,Poréwnanie struktur

antygenowych tancuchow bocznych lipopolisacharydu mikrosymbionta koniczyny Rhizobium
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leguminosarum bv. trifolii TA1 1 mutanta w regionie regulatorowym syntezy
egzopolisacharydu” (2001-2002, kierownik).

Badania te zostaty opublikowane w:

3. Kutkowska J., Turska-Szewczuk A., Janczarek M., Paduch R., Kaminska T., Urbanik-
Sypniewska T. (2011) Biological activity of (lipo)polysaccharides of the exopolysaccharide
deficient mutant Rt120 derived from Rhizobium leguminosarum bv. trifolii strain TAL.
Biochemistry (Moscow) 76, 7: 840-850

Celem nastepnych badan bylo opisanie zwigzku miedzy filogeneza mikrosymbiontow
grochu a ich strukturg LPS i zawarto$cig hydroksykwasoéw tluszczowych. Badano roéwniez
bioréznorodnos¢ szczepéw wyizolowanych z brodawek korzeniowych grochu Pisum sativum
w oparciu o markery genetyczne i wlasciwosci fenotypowe.

Do okre$lania poziomu zroéznicowania genomowego migdzy blisko spokrewnionymi
gatunkami lub w obrgbie gatunku oraz ustalaniu filogenezy na poziomie populacyjnym
stosowana jest metoda AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Terefework i in.
2001).

Na podstawie analizy poréwnawczej profili genomowych uzyskanych z zastosowaniem
techniki AFLP stwierdzono, ze badane izolaty z brodawek grochu charakteryzuje znaczne
zrdznicowanie genomowe. Na poziomie podobienstwa 58% badane szczepy tworzyty 2 grupy
genomowe, a tylko dwa izolaty posiadaty identyczny profil genomowy.

Pokrewienstwo filogenetyczne mikrosymbiontow zostalo okre§lone na podstawie analizy
sekwencji genu 16S rRNA i genow metabolizmu podstawowego atpD i recA, ktore koduja
odpowiednio: podjednostke B syntetazy ATP i rekombinaze DNA.

Na podstawie analizy poréwnawczej sekwencji genu kodujacego podjednostke 16S rRNA
izolatow P. sativum stwierdzono wysoki stopien podobienstwa (98%) do bakterii rodzaju
Rhizobium leguminosarum bv. viciae i bv. trifolii. Wykonana analiza sekwencji genéw atpD i
i recA badanych izolatow potwierdzita ich pozycj¢ rodzajowa ustalong w oparciu o gen 16S
rRNA. Stwierdzono, ze sekwencje badanych genow atpD i recA sg identyczne w zakresie
wynoszacym od 92,7 % do 100% dla atpD i od 95,1% do 100% dla recA.

Dendrogram skonstruowany na podstawie podobienstwa sekwencji nukleotydowych
potaczonych genow 16S rRNA, recA i atpD pokazatl, ze wigkszos¢ izolatow grochu tworzy
klaster ze szczepami referencyjnymi R. leguminosarum bv. viciae USDA 237 i R.
leguminosarum bv. trifolii ATCC 14480. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze mikrosymbionty

grochu sg filogenetycznie spokrewnione z Rhizobium leguminosarum bv. viciae i trifolii.
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Ocena fenotypowa mikrosymbiontow P. sativum byla przeprowadzona w oparciu 0 profile
elektroforetyczne utworzone przez LPS, sktad kwasow tluszczowych w LPS, oraz zdolnos¢
do produkcji EPS. Dodatkowo w celu ustalenia selekcyjnego wplywu czynnikoéw
srodowiskowych zbadano wrazliwo$¢ na zasolenie, detergenty, pH i podwyzszona
temperature.

Weczesniejsze badania prowadzone w ZGiM wykazaly, ze profile hydroksykwasow
thuszczowych pochodzacych z LPS s3 cennym markerem chemotaksonomicznym
wykorzystanym w systematyce bakterii z rodziny Rhizobiaceae (Choma i Komaniecka 2011).
W analizie porownawczej profili elektroforetycznych LPS mikrosymbiontéw grochu i
szczepu referencyjnego stwierdzono znaczne réznice we wzorcach elektroforetycznych LPS
szczepow izolowanych z tego samego gospodarza roslinnego. W oparciu o t¢ technike
szczepy zostaty podzielone na dwie grupy na poziomie podobienstwa wynoszacym 58%.
Analiza sktadu kwasow tluszczowych uwolnionych z LPS izolatow grochu 1 szczepu
referencyjnego metodg GC/MS potwierdzita obecno$¢ specyficznych dla R. leguminosarum i
R. etli 3-hydroksykwasow: 3-hydroksymirystynowego (3-OH-C14:0), 3-
hydroxypentadekanowego (3-OH-C15:0), 3-hydroksypalmitynowego (3-OH-C16:0), 3-
hydroksystearynowego (3-OH-C18:0), a takze dlugotancuchowych (w-1)- kwasow
tluszczowych, 27-hydroksyoktakozanowego (27-OH-C28:0) i 29-hydroksytriakontanowego
(29-OH-C30:0) acylujacych reszty kwasoéw 3-hydroksy. Zaobserwowano roznice w proporcji
kwasow tluszczowych wsérdd izolatbw 1 na ich podstawie wyrdzniono 2 grupy
mikrosymbiontéw. Do grupy pierwszej zaliczono szczepy, w ktorych zawarto$¢ procentowa
kwasow byta podobna jak w szczepie referencyjnym. W grupie drugiej znalazly si¢ szczepy
ze zmienionymi proporcjami kwaséw  3-OH-C15:0, 3-OH-C16:0 1 kwasow
dhugotancuchowych 27-OH-C28:0, 29-OH-C30:0.

Stwierdzono, ze podziat izolatbw w oparciu o proporcje kwasoéw tluszczowych nie
odzwierciedla podobienstwa stwierdzonego na podstawie profili elektroforetycznych LPS.
Podobnie nie znaleziono korelacji pomiedzy typem profilu elektroforetycznego LPS a
charakterystyka fenotypowa szczepdéw, w tym wrazliwoscig na anionowe detergenty, pH i
zasolenie. Nie zaobserwowano rowniez podobienstwa pomiedzy dendrogramami
skonstruowanymi na podstawie wzorow elektroforetycznych LPS i drzew filogenetycznych
opartego na analizie AFLP.

Podsumowujac, stwierdzono, ze klasyfikacja szczepu(6w) oparta na roznicach profili

LPS i kwasow tluszczowych nie jest bezposrednio skorelowana z Kklasyfikacjg
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filogenetyczna, lecz moze by¢ z powodzeniem stosowana do réznicowania szczepow
mikrosymbiontow grochu.

Opisane badania zostaly opublikowane w:

4. Kutkowska J., Marek-Kozaczuk M., Wielbo J., Wojcik M., Urbanik-Sypniewska T.
(2017) Electrophoretic profiles of lipopolysaccharides from Rhizobium strains nodulating
Pisum sativum do not reflect phylogenetic relationships between these strains. Arch Microbiol
199:1011-1021

Podsumowanie najwazniejszych osiagniec

e Ustalenie znaczenia mutacji w genie pssB kodujagcym monofosfataz¢ inozytolu R.
leguminosarum bv. trifolii (mutant Rt12A) w produkcji i polimeryzacji EPS

e Opisanie wptywu mutacji w genach pssB oraz regionie pssB-pssA na szlak biosyntezy
6-deoksyheksoz — sktadnikow O-swoistego polisacharydu LPS R. leguminosarum bv.
trifolii TAL.

e Opisanie zmian w stopniu polimeryzacji EPS oraz budowie O-polisacharydu LPS
mutanta pssB, ktore niekorzystnie wptywatly na brodawkowanie koniczyny czerwonej
(Trifolium pratense) na etapach infekcji, tworzenia nici infekcyjnych i uwalniania
bakterii do komorek ros§linnych.

e Okreslenie réznic W budowie oligocukrow czesci polisacharydowej LPS szczepu
rodzicielskiego R. leguminosarum TA1 i mutanta Rt120 w regionie pssB-pssA.

e Wykazanie aktywnos$ci biologicznej preparatow LPS oraz oligosacharydow szczepu
dzikiego RtTAL i mutanta Rt120.

e Wykazanie, ze mutacja w genie Mesorhizobium loti kodujacym hemelegiczrym-de
glikozylotransferaze wplywa na wzrost zawartosci frakcji hydrofilowej LPS oraz
zmiany w proporcji  6-deoksytalozy i 2-O-metylo-6-deoksytalozy cukrow
wptywajacych na hydrofobowos¢ LPS.

e Konsekwencja zmian fizykochemicznych LPS M. loti byto tworzenie przez mutanta
NZP2213.1 brodawek o nieprawidtowej budowie nici infekcyjnych i nieefektywnych
w symbiozie z komonica (Lotus corniculatus).

e Ustalenie pozycji taksonomicznej rizobiow izolowanych z brodawek lokalnej
populacji grochu (Pisum sativum) i wykazanie znacznego zrdéznicowania genomowego

izolatow.
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Wykazanie wysokiego potencjatu réznicujacego profili elektroforetycznych LPS oraz
kwasow tluszczowych otrzymanych z LPS mikrosymbiontow grochu i braku

zgodnosci tych cech z klasyfikacjg opartag na markerach genomowych.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych
A. Struktury powierzchniowe bakterii w oddzialywaniu ze Srodowiskiem
Prace doswiadczalne

P1. Janczarck M., Krdl J., Kutkowska J., Mazur A., Wielbo J., Borucki W., Kopcinska J.,
Lotocka B., Urbanik-Sypniewska T., Skorupska A. (2001) “Mutation in pssB-pssA intergenic
region of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii affects the surface polysaccharides synthesis
and nitrogen fixation ability”, J. Plant Physiol. 158: 1565-1574

(lF 2001 1,018; MNiSW2001 16 pkt)
Cz¢$¢ wynikéw  przedstawiona w tej pracy zostala wykonana podczas realizacji pracy

doktorskiej.

Mutant R. leguminosarum bv. trifolii Rt120 zostat wyizolowany w wyniku mutagenezy
transpozonem Tn5 szczepu dzikiego RtTAL jako szczep ,,szorstki” nie produkujacy EPS na
podtozu statym. Analiza sekwencji nukleotydowej ujawnita miejsce insercji transpozonu w
obszarze migdzy genami pssB i pssA, przed ORF genu pssA kodujacym glikozylotransferazg
inicjujaca biosynteze EPS. Szczep Rt120 byt mniej wrazliwy na hydrofobowe detergenty-SDS
1 DOC, w poréwnaniu ze szczepem dzikiem RtTA1l. Zmiany tego typu sugerowaly wptyw
mutacji nie tylko na synteze EPS, ale tez na przepuszczalno$¢ btony zewngtrznej i mozliwe
zmiany w LPS. Przeprowadzona analiza elektroforetyczna SDS-PAGE preparatow LPS
wykazala zmiany w profilu LPS mutanta Rt120; w regionie wolno migrujacym
odpowiadajacym antygenowi O brak bylo prazka, ktory byt intensywny w LPS szczepu
dzikiego. Zmiany te zostaly potwierdzone technikg immunoblotingu w reakcji z mysimi
surowicami poliklonalnymi otrzymanymi po immunizacji myszy preparatami LPS z badanych
szczepéw. Preparaty LPS szczepu TA1l 1 Rt120 reagowaly tylko z ich surowicami
homologicznymi. Brak reakcji krzyzowej wskazuje, ze LPS mutanta utracit glowne
determinanty antygenowe obecne w LPS szczepu dzikiego.

Szczep Rt120 byl nieefektywny w wigzaniu azotu; analiza mikroskopowa brodawek
indukowanych przez ten szczep wykazala, Ze zawieraly one nieliczne bakteroidy.
Immunodetekcja w mikroskopie elektronowym przy uzyciu przeciwcial anty-LPS RtTA1L i
Rt120 znakowanych zlotem wykazata, ze na powierzchni bakteroidow wystepuja epitopy

wspodlne z LPS form wolnozyjacych. Determinanty te zlokalizowano na powierzchni $ciany
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komorkowej bakteroidow indukowanych przez szczep dziki i mutanta. Ich ekspresja w

przypadku bakteroidow Rt120 byta znacznie stabsza w porownaniu do szczepu dzikiego.

P2. Wiclbo J.,, Mazur A., Krol J., Marczak M., Kutkowska J., Skorupska A. (2004)
“Complexity of phenotypes and symbiotic behavior of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
exopolysaccharide mutants”, Arch. Microbiol., 182: 331-336

(IF 2004 2,374; MNiSWog04 15 pkt)

Uczestniczylam w badaniach mutantow R. leguminosarum bv. trifolii TA1 w genach pssD,
pssP, pssT 1 pssO, kodujacych biatka odpowiedzialne za biosynteze i polimeryzacje
egzopolisacharydu. Mutanty w tych genach nie produkowaty EPS lub syntetyzowaty EPS o
zmienionym stopniu polimeryzacji (Krol i wsp. 1998; Mazur i wsp., 2002; Mazur i wsp.,
2003; Marczak i wsp. 2008).

Analiza elektroforetyczna profilu LPS mutantow pss wykazata istotne zmiany tylko w
szczepach mutantow w genach pssD (Rt133) i pssP (RtP22), ktore nie wytwarzaty
egzopolisacharydu. Frakcje wolno migrujace, odpowiadajace LPS z przylaczonym
polisacharydem O roznity si¢ w obu mutantach intensywnos$cia prazkow i szybkoscia migracji
w zelu poliakrylamidowym w poréwnaniu do szczepu dzikiego RtTA1 i pozostatych
mutantow. Wyniki te sugeruja zmiany w dlugosci polisacharydow O lub znaczng redukcj¢ ich
dlugosci oraz ilosci.

Szczepy mutantéw w genach pss roznity si¢ wrazliwo$cig na detergenty, etanol oraz
antybiotyki. Szczepy o zmienionym profilu LPS: Rt133 i RtP22 byty bardziej wrazliwe na te
czynniki, co moze wskazywa¢ na zmiany integralno$ci (przepuszczalnosci) blony
komorkowej mutantow.

Badania zdolnosci symbiotycznych wykazaty, ze szczepy mutantow indukowaly z
opoznieniem nieefektywne brodawki na koniczynie w pordéwnaniu do szczepu dzikiego
RtTALl. W przypadku mutantéw nie syntetyzujacych EPS (szczegodlnie Rt133) wyrazne byty
reakcje obronne ze strony rosliny, obserwowano zmiany nekrotyczne, akumulacj¢ zwiazkow
fenolowych, odktadanie si¢ w $cianie komodrek roslinnych substancji o charakterze
hydrofobowym (prawdopodobnie suberyny). Mutanty pss produkujagce EPS w zmienionej
ilosci, lub o innym stopniu polimeryzacji zasiedlaly mtodsze strefy rozwojowe brodawki,
jednak reakcje obronne ze strony rosliny byly znacznie stabsze w poréwnaniu z mutantami

Rt133 i RtP22.
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Podsumowujac stwierdzono, ze mutacje w genach pss kodujacych bialka uczestniczace
w biosyntezie i polimeryzacji EPS, podobnie jak opisane wczesniej w regionie
regulatorowym polozonym w odcinku pssB-pssA, wywieraja efekt plejotropowy. Jednym
ze szlakow, ktore posrednio wynikaja z mutacji, moze by¢ szlak zwiazany z biosynteza

LPS, co wplywa na efektywno$¢ symbiotyczna bakterii.

P3. Zdorovenko E.L., Valueva O.A., Kachala V.V., Shashkov A.S., Kocharova N.A., Knirel
Y.A, Kutkowska J., Turska-Szewczuk A., Urbanik-Sypniewska T., Choma A., Russa R.
(2009) Structure of the O-polysaccharides of the lipopolysaccharides of Mesorhizobium loti
HAMBI 1148 and Mesorhizobium amorphae ATCC 19655 containing two O-methylated
monosaccharides. Carbohydr. Res. 344: 2519-2527

(IF 2000 2,025; MNiSWag0e 24 pkt)

We wspdlpracy z zespolem prof. Y. A. Knirela z Instytutu Chemii Organicznej
Rosyjskiej Akademii Nauk w Moskwie (Rosja), badano antygeny O-swoiste Mesorhizobium
loti HAMBI 1148 i M. amorphae ATCC 19655.

Wyniki analizy SDS-PAGE wskazywaty na réznice w czgéci rdzeniowej LPS badanych
szczepOw i znaczng heterogennos¢ LPS M. loti. Profile elektroforetyczne LPS obu badanych
gatunkéw Mesorhizobium byly podobne, dominowat jeden bardzo wyrazny prazek i Kilka
prazkow o mniejszej ruchliwosci. Prazki LPS M. loti byty przesuniete w kierunku regionu o
nizszych masach czgsteczkowych, w poréwnaniu do LPS M. amorphae.

Wystepowanie wspolnych epitopdéw w obu szczepach wykazata analiza Western blotting.
Pozytywne reakcje z mysig surowica poliklonalng anty-LPS M. loti HAMBI 1148 uzyskano
zaréwno z czasteczkami o duzej masie (antygen O), jak i LPS o niskiej masie czasteczkowe;j
sktadajace si¢ z rdzenia 1 lipidu A.

Okreslono strukture podjednostek antygendéw O-swoistych badanych mezorizobiow. Oba
polisacharydy byly polimerami zbudowanymi z pentasacharydowych liniowych podjednostek
zawierajacych jedna a-(1—2)- i cztery a-(1—3)- reszty D-ramnozy. Niektore podjednostki
byly podstawione resztg 4-O-metylo-D-glukozaminy (80%) i/lub grupa O-metylowa.
Stwierdzono istotne rdznice w stopniu metylacji 2-podstawionej reszty ramnozy (70% u M.

amorphae i 40% u M. loti).
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P4. Janczarek M., Kutkowska J., Piersiak T., Skorupska A. (2010) Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii rosR is required for interaction with clover, biofilm formation and
adaptation to the environment. BMC Microbiology 10:284

(IF 2010 2,96; MNiSW,010 27 pkt)

Badania nad wptywem mutacji w genie rosR na syntezg polisacharydow bakteryjnych
prowadzitam w ramach grantu finansowanego przez MNiSW ,,Funkcja genu rosR w regulacji
syntezy egzopolisacharydu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii” (N N303 092234, 2008-
2011), w ktorym bytam wykonawcg. W pracy tej zostaly opisane mutanty R. leguminosarum
bv. trifolii Rt24.2 w genie rosR, ktory koduje pozytywny regulator transkrypcji w syntezie
egzopolisacharydu.

Wykazano, ze bialko RosR wptywa na poziom syntezy EPS oraz na stopien jego
polimeryzacji. Ilosci EPS produkowane przez mutanty Rt2440, Rt2441 1 Rt2472 byly 3-
krotnie mniejsze w porownaniu do szczepu dzikiego Rt24.2. W mutantach rosR Rt2440 i
Rt2441 zaobserwowano zmian¢ proporcji frakcji wysokoczasteczkowej (HMW) do
niskoczasteczkowej (LMW) EPS - mutanty tworzyly znacznie mniejsza ilos¢ frakcji
niskoczasteczkowej EPS. Okreslono sktadniki cukrowe EPS szczepu dzikiego i mutantow,
ktérymi byty: glukoza, kwas glukuronowy, galaktoza w proporcji 5: 2: 1, identycznie jak w
kwasnym EPS dzikich szczepéw R. leguminosarum. Ponadto zaobserwowano, ze w EPS
Rt2440 (mutant rosR) poziom substytucji grupami O-acetylowymi i 3-hydroksymaslanowymi
jest nizszy, a w przypadku grup pirogronianowych nieco wyzszy w pordwnaniu z EPS typu
dzikiego. Mutacja genu kodujacego biatko regulatorowe RosR wptyneta takze na
lipopolisacharyd. LPS mutanta Rt2440 miat zblizony profil elektroforetyczny do szczepu
Rt24.2; jednak intensywno$¢ poszczegdlnych pasm byla znacznie stabsza. Ponadto frakcja
LPS o wysokiej masie czasteczkowej (LPS I) mutanta rosR migrowata nieco szybciej niz LPS
I ze szczepu dzikiego. W celu okre$lenia zmian chemicznych w LPS badano sktadniki
cukrowe polisacharydéw otrzymanych z LPS szczepu dzikiego 1 Rt2440 po tagodnej kwasnej
hydrolizie. Ustalono, ze sktad cukrowy obu polisacharydow byt taki sam, wystepowaty
jednak roznice w iloéci poszczegoélnych sktadnikow - zwlaszcza 6-deoksyheksoz. Stosunek
molowy L-ramnozy do 6-deoksy-L-talozy wynosit 1: 1 w DPS mutanta roSR w poréwnaniu
2: 1 w DPS szczepu rodzicielskiego.

Szczepy z mutacja w genie rosR byly zmienione pod wzgledem wrazliwo$ci na detergenty i
antybiotyki  oraz  wykazywatly roznice we frakcjach  biatek  blonowych i

zewnatrzkomorkowych w poréwnaniu do szczepu dzikiego.
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Zmienione biatko RosR wplywalo na wydajnos¢ symbiotyczng szczepu, zmniejszajac adhezje
bakterii do wlo$nikéw korzenia koniczyny i tworzenie si¢ nici infekcyjnych. W konsekwencji
brodawki powstawaty ze znacznym opdznieniem, ich liczba byta mniejsza i byty niezdolne do
wigzania azotu. Mutanty wykazywaly obnizong zdolno$¢ ruchu i tworzenia biofilmu w
poréwnaniu ze szczepem dzikim, co posrednio potwierdza zmiany w organizacji btony
zewngtrzne;.

Stwierdzono, Ze bialko RosR wplywa na poziom syntezy i stopien polimeryzacji EPS R.
leguminosarum bv. trifolii oraz na synteze antygenu somatycznego. Zmiany te s3 istotne
w adaptacji do Srodowiska i W tworzeniu efektywnego ukladu symbiotycznego z

koniczyna.

P5. Marczak M., Matysiak P., Kutkowska J., Skorupska A. (2014) PssP2 is a polysaccharide
co-polymerase involved in exopolysaccharide chain-length determination in Rhizobium
leguminosarum. PLOS ONE 9(9): €109106. doi:10.1371/journal.pone.0109106

(IF 2014 3,234; MNiSW 40 pkt)

Geny zwigzane z syntezg polisacharydow, homologi genow pss, zidentyfikowano w
réznych regionach genomu R. leguminosarum. Jednym z nich jest region chromosomalny
Pssll kodujacy biatka homologiczne do bialek zwigzanych z biosynteza i transportem
polisacharydéw zaleznych od systemu Wzx/Wzy (flipaza/polimeraza). Zlokalizowany w tym
regionie gen pssP2, koduje hipotetyczne biatko (586 aminokwasy) podobne do kopolimeraz
polisacharydu kodowanych w regionie Pssl, ktore odpowiedzialne sg za okreslanie dlugosci
tancuchow w syntezie polisacharydéw otoczkowych i O-antygenu (Marczak i wsp., 2017).

W celu zbadania roli biatka PssP2 w produkcji EPS i LPS oraz fenotypu
symbiotycznego skonstruowano mutanta pssP2::pKP2 kodujgcego biatko pozbawione 153
aminokwasow w C-koncowej domenie cytoplazmatycznej. Mutant produkowat nieznacznie
wigksze ilosci EPS niz szczep dziki. Zaobserwowano zmiany w proporcji frakcji
wysokoczasteczkowej (HMW) do niskoczasteczkowej (LMW) EPS mutanta w poréwnaniu
do szczepu RtTAIl. Proporcie HMW/LMW wynosity 1:0,55 dla EPS szczepu dzikiego i
1,35:0,59 mutanta pssP2::pKP2. Ponadto frakcja HMW EPS syntetyzowanego przez mutanta
miala wyzsza mas¢ czasteczkowa w porownaniu z analogiczng frakcjg szczepu RtTA1. Brak
pelnej dlugosci biatka PssP2 nie wptywal na zmiany jakosciowe EPS. Sktadnikami

cukrowymi EPS szczepu dzikiego, jak i mutanta byly glukoza, kwasu glukuronowy i
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galaktoza w stosunku molowym 5: 2: 1. Analiza elektroforetyczna nie wykazala zmian w
profilu LPS mutanta pssP2 w poréwnaniu ze szczepem rodzicielskim, co wskazuje na to ze
biatko PssP2 nie wptywa na synteze polisacharydow antygenu O-swoistego LPS.

Zmiany w stopniu polimeryzacji EPS mutanta istotnie wplywaty na tworzenie uktadu
symbiotycznego z koniczyng. Mutant indukowal mniej brodawek, ale byly one bardziej
efektywne, uzyskano wigksza mas¢ zielong roslin zakazonych tym szczepem niz w przypadku
roslin zakazanych szczepem dzikim.

Uzyskane wyniki potwierdzaja role bialka PssP2 w polimeryzacji czasteczek EPS i
wskazuja, ze frakcja wysokoczasteczkowa EPS moze korzystnie wplywaé na symbioze

na etapie infekcji.

Od kilku lat zajmuj¢ si¢ réwniez badaniami molekularnymi czynnikow wirulencji
szczepow Escherichia coli, a szczegolnie serotypem O157. Utworzytam kolekcje szczepow E.
coli wyizolowanych z wdd powierzchniowych oraz od zwierzat z udokumentowanymi
badaniami weterynaryjnymi, ktore zidentyfikowatam na podstawie sekwencji 16S rRNA i
genu rfbE determinujgcego syntaze perozaminy. Zglositam 1l1rekordow sekwencji

nukleotydowych w bazie GenBank National Center for Biotechnology Information (NCBI).

P.6 Kutkowska J.*, Michalska-Szymaszek M., Matuszewska R., Chmiel E., Urbanik-
Sypniewska T. (2015) Antygeny powierzchniowe i czynniki wirulencji Escherichia coli
O157. Postepy Mikrobiol., 1: 53-64

(IF 20150,236; MNiSW 15 pkt)

*autor korespondencyjny

W tym artykule przegladowym opisano znaczenie, strukturg, regulacj¢ biosyntezy i
znaczenie antygenu somatycznego E. coli O157 w patogenezie tych bakterii. Serotyp 0157
nalezy do patotypu enterokrwotocznych E. coli (EHEC) i moze wywotywac u ludzi biegunki
krwotoczne (HC), hemolityczny zespdt mocznicowy (HUS) i maloptytkowa plamice
zakrzepowa (TTP). Najczestsza przyczynag infekcji E. coli O157 u ludzi jest spozycie
niewlasciwie przetworzonych produktéw spozywczych (migso, nabiat).

W artykule tym analizowano dostepne informacje na temat wystgpowania w $rodowisku i
zrodet zakazenia oraz sposobow transmisji E. coli O157. Szczegdlng uwage zwrdcono na
znaczenie wody jako Zrdodia infekcji tymi bakteriami. Opisano mechanizm selekcji genow

determinujacych synteze antygenu O157 i sprz¢zenia z wystgpowaniem antygenu rzeskowego
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H7 oraz czynnikami wirulencji takimi, jak: wytwarzanie toksyny Shiga (Stx), system sekrecji
T3SS (type 3 secretion system) zwigzany z kolonizacja nabtonka jelitowego z udzialem
intyminy i enterohemolizyny.

B. Ocena in vitro aktywnosci biologicznej syntetycznych zwiazkow z grupy triazoli i

oksymow

Prowadzitam badania z grupg kierowang przez prof. B. Modzelewskg z Zaktadu Chemii
Organicznej, Collegium Medicum, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika dotyczace wlasciwos$ci
antybakteryjnych oraz antygrzybowych pochodnych zwigzkéw heterocyklicznych. Efektem
tych prac jest osiem publikacji, w ktorych jestem wspotautorem oraz 12 komunikatow
prezentowanych na konferencjach krajowych i zagranicznych. Struktury szesciu zwigzkoéw
zostaty zdeponowane w Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC).

Badania dotyczace aktywnosci kompleksow jonow zelaza, miedzi 1 cynku z
pochodnymi hydrazonéw i amidrazonow wykonywatam we wspotpracy z dr L. Mazur z
Zaktadu Chemii Ogoélnej i Koordynacyjnej UMCS. Czgé¢ badan byta wykonywana w ramach
projektu ,,Wtasciwosci strukturalne i elektronowe a aktywnos¢ biologiczna komplekséw Fe,
Cu i Zn z pochodnymi hydrazonéw i amidrazonow”; (N N204 546839, NCN, 2010-2013),
finansowanego przez NCN.

Synteza nowych zwigzkéw o dziataniu antybakteryjnym i przeciwgrzybowym jest
niezbedna ze wzgledu na rosngcy odsetek drobnoustrojow opornych na antybiotyki. W
ostatnich latach zwr6écono uwage na amidrazony (hydrazony amidow kwasowych), ktore sg
wykorzystywane do syntezy pochodnych 1,24-triazolu. Przez modyfikacje uktadu
pierscieniowego 1,2,4-triazolu mozna uzyska¢ nowe heterocykliczne pochodne o szerokim
spektrum wlasciwosci biologicznych m.in.: przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybiczych,

antywirusowych, przeciwnowotworowych (Gupta i Jain 2015).

P7. Kutkowska J.*, Modzelewska-Banachiewicz B., Urbanik-Sypniewska T., Rzeski W.,
Ziotkowska G., Zwolska Z., Prus M. (2005) Antimicrobial activity of 3,4-disubstituted-1,2,4-
triazole derivatives. Acta Polon. Pharm. Drug Res. 62: 303-306

* autor korespondencyjny

Oznaczono aktywnos$¢ przeciwbakteryjng pochodnych 3,4-dwupodstawionych 1,2,4-
triazolu. Badane zwiazki hamowaty wzrost Staphylococcus aureus, Escherichia coli, byty

réwniez aktywne wobec promieniowcow (Nocardia sp.), jak i szybkorosnacych pratkow z
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rodzaju Mycobacterium. Pochodne te nie wykazywaly dzialania grzybobodjczego na
dermatofity z rodzaju Trichophyton, Microsporum i drozdzaki z rodzaju Candida i
Malassezia.

P8. Ziegler-Borowska M., Ucherek M., Kutkowska J., Mazur L., Modzelewska-
Banachiewicz B., Kedziera D., Kaczmarek-Ke¢dziera A. (2010) Reaction of N3-
phenylbenzamidrazone with cis-1,2-cyclohexanedicarboxylic anhydride. Tetrahedron Lett 51.:
2951-2955

(IF 2010 2,618; MNiSWo30 27 pkt)

P9. Modzelewska-Banachiewicz B., Ucherek M., Zimecki M., Kutkowska J., Kaminska T.,
Morak-Mtodawska B., Paprocka R., Szulc M., Lewandowski G., Marciniak J., Bobkiewicz-
Koztowska T. (2012) Reactions of N3-substituted amidrazones with cis-1,2-
cyclohexanedicarboxylic anhydride and biological activities of the products. Arch. Pharm.
Chem. Life Sci. 345, 486494

(1F 2012 1,54; MINiSW 01, 20 pkt)
P10. Modzelewska-Banachiewicz B., Paprocka R., Mazur L., Saczewski J., Kutkowska J.,
Stepien D., Cyranski M. (2012) Experimental and theoretical study on the reaction of N3-
phenyl-(pyridin-2-yl)carbohydrazonamide with itaconic anhydride. J. Mol Struct., 1022, 211
219
(1F 2012 1,404; MNISW 012 20 pkt)
W wyniku reakcji N3-podstawionych amidrazonéow z bezwodnikami kwaséw cis-1,2-
cykloheksanodikarboksylowego i itakonowego otrzymano seri¢ zwigzkéw o potencjalnych
wilasciwosciach przeciwbakteryjnych. Przewidywana aktywnos¢ biologiczna zwiazkoéw byta
okreslana za pomocg programu Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS).
Uzyskane wyniki badan wykazaly aktywno$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich, hamowaty
wzrost Enterococcus faecalis, Sarcina lutea, Nocardia, Rhodococcus equi i Mycobacterium
sp. (P8.; P9.; P10.). Stwierdzono, ze pochodne liniowe, w ktorych obecne byly podstawniki
pirydylowy i fenylowy w pozycji 2- oraz zwiazki triazolowe z podstawnikami pirydylowym i

metylofenylowym w pozycji 4- wykazuja najsilniejsze dziatanie antybakteryjne (P8.).

P11. Mazur L., Modzelewska-Banachiewicz B., Bursa R., Zimecki M., Wawrzyniak U.,

Kutkowska J., Zidtkowska G. (2012) Synthesis, crystal structure and biological activities of
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a novel amidrazone derivative and its copper(ll) complex — a potential antitumor drug. J.
Inorganic Biochem., 114:55-64

(1F2012 3,197; MNiSW5q32 35 pkt)
Amidrazony i ich pochodne stanowia grupe ligandéw, ktére w reakcji z metalami
przejSciowymi tworzg kompleksy, ktore wykazujg wyzszg biologiczng aktywnos¢ (Filipovic i
wsp., 2009). Przeprowadzone badania aktywnosci antybakteryjnej liniowej pochodnej
amidrazolu i jej kompleksu z jonami Cu (Il) wykazaly, ze ligand hamowal wzrost bakterii
Gram-dodatnich w prawie dwukrotnie nizszym st¢zeniu w poréwnaniu z pochodng
niezawierajgca jonu miedzi.
Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze tworzenie zwigzkéw koordynacyjnych amidrazonow
z jonami miedzi podwyzsza ich aktywno$¢é antybakteryjna. Takie pochodne moga by¢

szczegoélnie pomocne w leczeniu zakazen wywolywanych przez bakterie Gram-dodatnie.

P12. Paprocka R., Modzelewska-Banachiewicz B., Kutkowska J., Pawlowski K.,
Piatkowska-Chmiel 1., Jagielto-Wojtowicz E. (2017) Antibacterial and central nervous system
activity of (4,5-diaryl-4H-1,2,4-triazol-3-yl)methacrylic acid derivatives. Acta Polon. Pharm.
Drug Res., 74: 289 — 292
(IF2016 0,745; MNISW 15 pkt)
Pochodne 1,2,4-triazolu zawierajace reszte¢ kwasu metakrylowego wykazywaly
umiarkowang aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec bakterii Gram-dodatnich (S. aureus, S.
lutea, E. faecalis). Badane zwigzki nie hamowaty wzrostu bakterii Gram-ujemnych oraz nie

wykazywaty dziatania przeciwgrzybiczego ani przeciwpratkowego (P12.).

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze badane pochodne maja
umiarkowane dzialanie przeciwbakteryjne hamujace wzrost bakterii Gram-dodatnich,
w tym szybkorosngcych pratkéw z rodzaju Mycobacterium. W porownaniu do bakterii
Gram-dodatnich wigkszo$¢ bakterii Gram-ujemnych wykazuje mniejsza wrazliwos¢ na

dzialanie zwiazkow z tej grupy.

P13. Kosmalski T., Kutkowska J., Gzella A., Nowakiewicz A. (2015) New heterocyclic
oxime ethers of 1-(benzofuran-2-yl)ethan-1-one and their antimicrobial activity. Acta Polon.
Pharm. Drug Res., 72: 289-295

(IF 2015 0,877; MNiSW 15 pkt)
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P14. Kosmalski T., Kutkowska J., Dwojak 1., Studzinska R., Sikora A., Modzelewska-
Banachiewicz B., Gzella A. (2017) Novel O-benzyl oxime ethers of 1-(thiophen-2-yl)ethan-1-

one — synthesis, structure and antimicrobial activity. Heterocycles 94: 523 — 530
(|F2016/2017 0,805, MNiISW 20 pkt)

Etery oksyméw stanowia grupe zwigzkow wykazujacych szeroka aktywnos$é

biologiczng (De Luca 2006). Oznaczono aktywnosci przeciwbakteryjng i przeciwgrzybicza
uzyskanych pochodnych. Oksymy zawierajagce benzofuran wykazaly stosunkowo stabg
aktywnos$¢ biologiczng; najbardziej aktywna byla pochodna zawierajagca grupeg
trifluorometylowa (CF3) w pozycji 4- pierscienia fenylowego, ktéra wykazywata dziatanie
bakteriostatyczne wobec S. aureus. Dla pozostatych badanych zwigzkéw wartosci MIC dla
testowanych mikroorganizmow byty dwukrotnie wyzsze (P13.).
Stwierdzono, ze wigksza aktywno$¢ wykazywaly etery oksymu zawierajgce 2-acetylotiofen
(CeHeOS). Pochodne tych eterow z podstawnikami w pozycji: 4-Br, 4-Br-2-F i 4-CF3
wykazywaly najsilniejsze dziatanie na Candida albicans, podobnie jak w przypadku
benzylowych eteréw oksymow. Obecno$¢ atomu bromu oraz dwu atoméw chloru (4-Br i 2,4-
diCl) zwigkszata aktywnos$¢ w przypadku Eschericha coli w poréwnaniu z stereoizomeru 2,6-
diF (P14.).

Roéznice w aktywno$ci stereoizomerow triazoli i oksymoéw, ktore posiadaja
udokumentowana aktywno$¢ wobec organizmow eukariotycznych wskazuja na
koniecznos$¢ dalszych badan wyjasniajacych ich mechanizm dzialania na komorki

priokariotyczne.
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W ostatnim czasie moje zainteresowania naukowe dotycza roéwniez wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych natywnych oraz immobilizowanych preparatow dehydrogenazy
celobiozowej izolowanej z grzybéw Phlebia lindtnerii, Pycnoporus sanguineus, Cerrena
unicolor i Phanerochaete chrysosporium. Obecnie jestem wykonawcg w projekcie ,,Ocena
potencjatu antyoksydacyjnego 1 przeciwdrobnoustrojowego grzybowej dehydrogenazy
celobiozowej jako skladnika opakowan aktywnych” (NCN 2015/17/D/NZ9/02066) we
wspoltpracy z Zaktadem Biochemii UMCS w Lublinie. Wyniki dotychczasowych badan
zostaly zaprezentowane na migdzynarodowej konferencji naukowej oraz przygotowywana
jest publikacja.

Wspolnie z Zaktadem Immunobiologii UMCS w Lublinie zajmuje si¢ problemem
dotyczacym aktywnosci biologicznych ptynu celomatycznego z dzdzownicy Dendrobaena
veneta. Wyniki zostaly przedstawione na dwoch konferencjach naukowych oraz w postaci
zgloszenia patentowego ,,Wysokoczasteczkowa frakcja ptynu celomatycznego z dzdzownicy
Dendrobaena veneta do leczenia grzybic spowodowanych drozdzakiem Candida albicans”,

zgloszenie nr P.423697 (wniosek w trakcie rozpatrywania).
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Plany na przysztosé

W najblizszym okresie chciatlbym kontynuowaé prace dotyczace struktury i funkcji
polisacharydéw rizobiéw i mesorizobiéw. Ponadto zamierzam podjgé badania nad genami
kodujgcymi czynniki wirulencji oraz opornosci na antybiotyki szczepow E. coli izolowanych
ze srodowiska oraz od zwierzat we wspdlpracy z pracownikami z Pafistwowego Zakladu
Higieny w Warszawie i Wydziatlu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w
Lublinie. W tym celu planuje ponownie aplikowaé¢ o finansowanie badan na dokonczenie
doswiadczen nad ekspresja antygenu O 157 E. coli w warunkach stresowych. Poprzednio
zlozony wniosek grantowy ,.Zmienno$¢ antygenu O157 Escherichia coli w Srodowisku
wodnym”, (OPUS 12 nr rejestracyjny 2016/23/B/NZ6/02550) nie zostat pozytywnie

rozpatrzony.
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