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2. POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE NAUKOWE

1995 r - tytul magistra biotechnologii uzyskany na podstawie pracy magisterskiej:

,»Wplyw Pseudomonas na zakazanie koniczyny przez Rhizobium leguminosarum

bv. trifolii” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab.| Mieczystawy Derylo| (do 1994),

a nastgpnie dr Teresy Urbanik—Sypniewskiej w Zakladzie Mikrobiologii Ogoélne;,
Uniwersytetu Marii Curie — Sktodowskiej w Lublinie

2005 r - stopien doktora nauk biologicznych uzyskany na podstawie rozprawy:
,Oligoglukanowe skladniki mureiny Mesorhizobium loti HAMBI 1148”, ktorej
promotorem byt prof. dr hab. Ryszard Russa, w Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii,

Uniwersytetu Marii Curie — Sktodowskiej w Lublinie

3. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH

Miejsce pracy: Zaktad Genetyki i Mikrobiologii, Instytut Biologii i Mikrobiologii,
Wydziat Biologii 1 Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie Sktodowskiej w Lublinie

kwiecien 2018 — obecnie asystent w Zaktadzie Genetyki i

Mikrobiologii

pazdziernik 2005 — marzec 2018 adiunkt w Zaktadzie Genetyki i
Mikrobiologii

listopad 1996 — wrzesien 2005 asystent w Zaktadzie Mikrobiologii Ogolnej
(obecnie: Zaktad Genetyki i Mikrobiologii)
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4. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Wskazanie osiagniecia naukowego wynikajgacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm. (Dz. U. 2005 nr 164, poz. 1365, art. 251; Dz. U. 2011,
nr 84, poz. 455))

Osiagnigcie naukowe stanowi jednotematyczny cykl pieciu artykutow opublikowanych w

latach 2013 — 2019 pod wspolnym tytutem:

ZWigkszanie efektywnosci zakaZania gospodarza roslinnego przez

Mesorhizobium loti w endosymbiozie z Acanthamoeba sp.

P1. Kara§ Magdalena Anna*, Russa Ryszard. New long chain bases in
lipophosphonoglycan of Acanthamoeba castellanii. LIPIDS 2013; 48(6): 639-650.
DOI: 10.1007/s11745-013-3794-2

IF2013 = 2,353, IFsi letni = 2,592; 25 pkt. MNiSW
Moj udzial procentowy szacuje na 85 %

P2. Kara§ Magdalena Anna*, Russa Ryszard. Ether-type moieties in the lipid part of
glycoinositolphospholipids of Acanthamoeba rhysodes. LIPIDS 2014; 49(4): 369-383.
DOI: 10.1007/s11745-014-3884-9

IF2015 = 1,854, 1Fs_cio etni = 2,592; 25 pkt. MNiSW
Moj udzial procentowy szacuje na 90 %

P3. Kara§ Magdalena Anna*, Turska-Szewczuk Anna, Trapska Dominika, Urbanik-
Sypniewska Teresa. Growth and survival of Mesorhizobium loti inside Acanthamoeba
enhanced its ability to develop more nodules on Lotus corniculatus. Microbial
Ecology 2015; 70(2): 566-575. DOI: 10.1007/s00248-015-0587-6

IF2015 = 3,232, IFs_cio letni = 3,662; 35 pkt. MNiSW

Moj udziat procentowy szacuje na 70%
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P4. Karas Magdalena Anna*, Turska-Szewczuk Anna, Marczak Malgorzata, Jaszek
Magdalena, Janczarek Monika, Dworaczek Katarzyna, Stefaniuk Dawid, Wydrych
Jerzy. A mutation in the Mesorhizobium loti oatB gene alters the physicochemical
properties of the bacterial cell wall and reduces survival inside Acanthamoeba
castellanii. International Journal of Molecular Science 2018; 19(11): 3510.
DOI:10.3390/ijms19113510

IF201718 = 3,687, IF5.cio 1etni = 3,878; 30 pkt. MNiSW
MOoj udziat procentowy szacuje na 55 %

P5. Kara§ Magdalena Anna*, Turska-Szewczuk Anna, Janczarek Monika, Szuster-
Ciesielska Agnieszka. Glycoconjugates of Gram-negative bacteria and parasitic
protozoa - are they similar in orchestrating the innate immune response? Innate
Immunity 2019; 25(1): 73-96. DOI 10.1177/1753425918821168

1Fo017118 = 2,312, 5-cio letni 1Fo014 = 2,992, 30 pkt MNiSW2015
Moj udzial procentowy szacuje na 15 %
* - autor korespondujacy

Sumaryczny Impact Factor — (IF) ww. publikacji zgodnie z rokiem opublikowania: 13,438

Suma punktéw za ww. publikacje zgodnie z wykazem MNiSW w roku opublikowania: 145

Wprowadzenie

Wolno zyjace ameby z rodzaju Acanthamoeba naleza do fakultatywnie tlenowych
kosmopolitycznych organizméw. 1zolowano je z gleby, kurzu, powietrza, wody kranowej,
wody morskiej, mineralnej wody butelkowanej, urzadzen klimatyzacyjnych, basenow
kapielowych 1 do hydroterapii, wanien jacuzzi, osadéw S$ciekowych, przyrzadoéw
dentystycznych, szpitalnych urzadzen dializacyjnych, powierzchni soczewek kontaktowych
oraz ptynéw do ich pielegnacji a takze, jako kontaminacje w hodowlach bakteryjnych,
drozdzowych i liniach komorkowych. Izolaty pozyskiwano réwniez z powierzchni tkanek
ro$linnych i zwierzecych. Ponadto stwierdzono obecnos¢ ameb w wymazach z jamy nosowej

i gardta u zdrowych ludzi.!
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W glebie wolno zyjace petzaki stanowig okoto 60% sposrod drapieznikéw zywigcych
si¢ bakteriami/grzybami, a najliczniejsze naleza do rodzaju Acanthamoeba. W naturalnych
siedliskach, zerujac gldwnie na bakteriach i grzybach, petnig wazne funkcje ekologiczne. Z
jednej strony wplywajg na bioréznorodnos¢, funkcjonowanie drobnoustrojow, liczebno$¢
populacji oraz strukture, z drugiej na wydajno$¢ dynamiki obiegu sktadnikow odzywczych.
Wykazano, ze Acanthamoeba jako element mikrobiomu ryzosfery Arabidopsis thaliana
wspieraly wzrost rizobakterii PGPR (ang. plant growth promoting ryzobacteria). Przyktadem
podobnego efektu jest zwigkszenie dostepnosci azotu mineralnego w ryzosferze ryzu
siewnego (Oryza sativa L.), co wptywa na wyzsza akumulacj¢ tego pierwiastka w roslinie i
lepsza struktur¢ korzeni. Dzigki Acanthamoeba azot byt udostgpniany grzybom mikoryzy
arbuskularnej, co przyczynialo si¢ do utrwalenia ich symbiozy z ro$linami. Ponadto
rownoczesne podanie Acanthamoeba i biokontrolnego szczepu Pseudomonas fluorescens
indukowato wyzsza produkcje substancji pochodzenia bakteryjnego o potencjale
biokontrolnym (antygrzybicznym).?> Przyklady te wskazuja, ze Acanthamoeba castellanii na
drodze mechanizméw posrednich, (i) jako ,czynnik zwickszajacy przezywalnos¢”
wprowadzonych drobnoustrojow, (ii) poprzez wywieranie presji selekcyjnej na spolecznosci
mikroorganizméw lub (iii) mineralizacj¢ materii organicznej moze promowac¢ wzrost roslin i
by¢ stosowana w zréwnowazonym rolnictwie. Jednakze dalsze badania nakierowane na
ustalenie wpltywu protistow na dynamik¢ mikrobiomoéw, ich bezposredniego wptywu na
fizjologi¢ roslin oraz na poszczegdlne gatunki ryzosfery i oddziatywania z nimi, moga
zoptymalizowa¢ sposoby ich wykorzystania, jako biostymulatorow. Pierwszy preparat
taczacy nawozy mineralne i pierwotniaki (ProtoPlus®) zostat juz wprowadzony na rynek a

nastepny zawierajacy pelzaka jest w trakcie przygotowan.®

Komoérki Acanthamoeba spp. moga takze wchodzi¢ w oddziatywania bezposrednie z
bakteriami na drodze endosymbiozy, jako przejsciowi gospodarze szczegdlnie dla
fakultatywnych wewngtrzkomorkowych patogendéw cztowieka np. Legionella pneumophila,
jak réwniez przenosi¢ obligatoryjne symbionty np. Alfaproteobakterie, Betaproteobakterie,
chlamydie, Bacteroides.” W wymazach $luzowki i ptynie oskrzelowo-pecherzykowym
pacjentdéw z oddzialow intensywnej opieki medycznej oraz z zapaleniem pluc, przy
zastosowaniu kultur wzbogaconych w Acanthamoeba spp., ktore wykorzystuje si¢ do izolacji
bakterii opornych na bakteriobdjcze dziatanie petzaka (ARB ang. amoebae-resisting bacteria)
oraz bakterii zasocjowanych z pelzakami (AAM ang. ameba-associated microorganisms),

zidentyfikowano bakterie ARB nalezace do rodziny Rhizobiaceae i Bradyrhizobiaceae, a
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rodzaje Mesorhizobium amorphae (rodzina Phyllobacteriaceae) i Bradyrhizobium spp.
zaliczono do AAM.®® Jednakze brak jest danych o podobnych oddziatywaniach miedzy
glebowymi symbiotycznymi szczepami i amebami. Potwierdzenie takich interakcji
mogloby przyczyni¢ si¢ do rozwiniecia nowych strategii projektowania doglebowych

preparatéow stymulujacych wzrost roslin.

Wewnatrzkomorkowe bakterie, zarowno symbiotyczne, jak i patogenne wyksztatcity
szereg mechanizmow, umozliwiajacych zasiedlenie, przezycie lub namnazanie w komorkach
eukariotycznego gospodarza. Wsérod czynnikow infekcyjnos$ci bakterii  Gram-ujemnych
determinujacych adaptacj¢ do tego $rodowiska jest lipopolisacharyd (LPS), ktory stanowi
integralny i unikatowy skladnik ich btony zewnetrznej. Czasteczka LPS zbudowana jest u
wigkszo$ci bakterii z wysoce heterogennego O-antygenu, oligosacharydowego rdzenia i
konserwatywnego hydrofobowego regionu lipidu A. Lancuch O swoisty, zlozony z
powtarzajacych si¢ podjednostek cukrowych, jako najbardziej eksponowana do $rodowiska
czes¢ LPS pehni funkcje ochronng przed dzialaniem czynnikow stresogennych i wptywa na
kilku poziomach interakcji z gospodarzem.”® (Publikacja P5) Jego wiasciwa struktura i/lub
sktad w pierwszych etapach oddziatywan mig¢dzy partnerami zapewnia internalizacje, a na
pozniejszych ochrone przed fagocytoza przez wyspecjalizowane komorki odpornos$ciowe, a

takze prymitywne ameby. '™

We wzajemnym rozpoznaniu partnerdw biorg takze udzial struktury powierzchniowe
eukariotycznego gospodarza. Nalezag do nich fosfolipidy, sfingolipidy czy biatka blonowe,
ktorych funkcje w procesach internalizacji czastek na drodze endocytozy, fagocytozy, czy
pinocytozy sg dobrze poznane.ll’le‘17 Na szczegélng uwage zasluguja sfingolipidy, ktore
dzigki zdolnosci do taczenia si¢ ze sterolami tworza oporne na dziatanie detergentow
niejonowych platformy, zwane mikrodomenami btonowymi oraz tratwami lipidowymi (ang.
lipid rafts). Wykazano, ze z udziatem tych domen moze dochodzi¢ do internalizacji bakterii

na drodze transportu pecherzykowego (np. endocytozy).*’

Komoérki Acanthamoeba spp. o typowym dla eukariontow schemacie budowy, od
srodowiska zewnetrznego oddziela btona komorkowa, w ktorej 33% stanowia biatka, 25%
fosfolipidy, 13% sterole i 29% lipofosfonoglikan (LPG). Lipofosfonoglikan, jest
glikolipidem, réwnomiernie dystrybuowanym na powierzchni membrany 1 na zasadzie
analogii do glikoinozytolofosfosfingolipidéw (GIPSL) innych pierwotniakéw, zbudowanym z
trzech regionow: hydrofobowego fitoceramidowego fosfoinozytolu (sfigolipidowego analogu

fosfatydyloinozytolu) oraz polisacharydowego - ztozonego z konserwatywnego rdzenia i
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oligosacharydu. Na podstawie analizy sktadu chemicznego zdefiniowano okoto 80%
komponentow LPG dla A. castellanii. Wsrod zidentyfikowanych sktadnikow 26% stanowity
cukry obojetne (glukoza, mannoza, galaktoza, ksyloza w stosunkach molowych 5:4:1:1),
3,3% aminocukry (glukozamina, galaktozamina), 10% aminofosfoniany (kwas 2-
aminoetylofosfonowy, 1-hydroksy-2-aminoetylofosfonowy, w stosunku molowym 1:1), 8%
inozytol, 13% fitosfingizyny, 3,2% fosforany wrazliwe na kwasng hydrolize 1 14% kwasy
thuszczowe (Cis - Cszp normalne nasycone 1 nienasycone, 2-hydroksykwasy). LPG
A. castellanii wykazuje pewna heterogennos¢, gdyz w profilu elektroforetycznym obserwuje
si¢ dwa prazki o ro6znej mobilnosci i odmiennym sktadzie cukréw. Forma LPG szybko
migrujaca w zelu zawiera glukoze, mannoze, ksyloze podczas gdy wolno migrujgca glukoze,

mannoze i galaktozc;.lg'22

Z doswiadczen w naszym laboratorium wynika, ze intensywna
delipidacja bton ameb prowadzi do otrzymania lipofosfonoglikanu wzbogaconego w sterole.
Moze to wskazywaé, ze LPG stanowi element tratw lipidowych, do ktorych asocjuja biatka z
motywem glikofosfoinozytolowym (GPI) zaangazowane w rozpoznanie bakteryjnych
ligandoéw i ich fagocytoze;.23 Jednakze analiza proteomiczna przeprowadzona dotychczas
tylko dla jednego szczepu A. polyphaga nie potwierdzita obecno$ci biatek z kotwicag GPIL.
Przyczyng moglta by¢ staba rozpuszczalnos¢ frakcji biatek blonowych w stosowanym
buforze.”* Na obecno$é takich bialek w plazmalemmie pelzaka posrednio moze wskazywaé
wykrycie w ich genomie genéw biatka o prawdopodobnej funkcji transamidazy
(ACA1_368940), odpowiedzialnego za potranslacyjng modyfikacje biatek i dotgczanie do
nich motywu GPI, genu (ACA1 360580) czynnika biatlkowego 3 zaangazowanego w
przebudowe kotwic GPI zachodzacg w trakcie asocjacji bialek z tratwami lipidowymi, genu
(ACA1_379450) endo 1,3(4)-p-glukanazy z motywem GPI oraz innych genéw dla biatek z
takg modyfikacjg 0 nieznanej funkcji.

Wykazano, ze 22 - 24% izolatow klinicznych jak i srodowiskowych Acanthamoeba
spp. zawiera wewnatrzkomorkowe endosymbionty.’ Nie wiadomo, jednak co warunkuje te
wybiorczos¢é w stosunku do bakterii. Dla blisko spokrewnionych szczepow ameb: patogenne;j
Entamoeba histolytica i niepatogennej E. dispar wykazano, ze czasteczki podobne do
lipofosfoglikanu miaty odmienna budowe, ktéra warunkowata ich zdolno$¢ do adhezji.® Z
naszych niepublikowananych danych, otrzymanych w trakcie badan nad struktura LPG
Acanthamoeba spp. ze szczepow srodowiskowych 1 patogennych izolatoéw od pacjentéw z
amebowym zapaleniem rogowki, wynikato ze heterogennos$¢ tego polimeru jest znacznie

wigksza niz w dotychczas opublikowanych pracach. Analiza elektroforetyczna niektorych
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wirulentnych szczepéw ujawnila trzy lub cztery prazki, a nie jak wcze$niej wskazywano dwa
w regionie typowym dla lipofosfonoglikanu. Polimorficznos¢ form LPG prawdopodobnie ma
zwigzek z heterogennoscia W oObrebie regionu cukrowego, ale moze rowniez byé
spowodowana réznicami struktury czesci lipidowej (ceramidowej versus eterowy lipid)
(Publikacje P1 i P2). Wiadomo, ze patogenne szczepy Acanthamoeba spp. wykazujg wyzsza
ekspresje biatka wigzacego mannoz¢ (MBP ang. mannose binding protein), C lektyny
zaangazowanej w pobieranie patogennych endosymbintow oraz przyleganie do komorek
ssaczego gospodarza.?® Biatko MBP rozpoznaje w LPS rdzeniowa reszte cukru o konfiguracji
mannozy, co wskazuje na oddziatywanie o niskiej swoisto$ci. Z drugiej strony wiadomo, ze
pobieranie bakterii przez ameby zalezne jest od ich serotypu. Dlatego jest prawdopodobne, ze
w ten proces zaangazowane sg Ko-receptory, zwigzane z domenami opornymi na detergenty i
rozpoznajace wzorce molekularne w LPS. Dlatego badania budowy lipofosfonoglikanu
pozyskanego z roznych szczepéw ameb moga pomoc W wyjasnieniu przebiegu

endosymbiozy.

Oméwienie wynikéw badan i celu naukowego

Celem prowadzonych badan byta ocena potencjatu Acanthamoeba castellanii, jako
jednego ze skiadnikow glebowych preparatow mikrobiologicznych, w konsorcjach z
rizobiami, stosowanymi w promowaniu wzrostu roslin bobowatych (Fabacae). W ramach
tego problemu okreslono wiasciwosci fizyczne, chemiczne i strukturalne powierzchni
bakterii Mesorhizobium istotne w oddziatywaniach z amebami. (Publikcje P3 i P4). Analizie

poddano tez sktadniki lipidowej czesci lipofosfonoglikanu petzaka. (Publikacja P1 i P2)

Preparaty mikrobiologiczne zawierajace zywe kultury rizobidéw wykazuja niska
skuteczno$¢ w doswiadczeniach polowych, nie tylko z powodu matej konkurencyjnosci w
stosunku do szczepoéw autochtonicznych, wrazliwosci na liczne czynniki stresogenne, ale tez
z powodu szybkiego spadku ich miana w glebie na skutek zerowania drapiezcow. Z drugiej
strony pelzaki na drodze mechanizmow posrednich mogg stymulowaé wzrost roslin. Majac na
uwadze, doniesienia 0 mozliwosci przeciwstawienia si¢ endocytolitycznej aktywnosci ameb
przez niektore szczepy rizobidow postanowiono sprawdzi¢ mozliwos¢ tgcznego zastosowania

tych drobnoustrojow w konsorcyjnych preparatach glebowych.(Publikacja P3)
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Poniewaz mezorizobia majg wiele cech antygenowych oraz te same szlaki syntezy

fosfatydylocholiny co pateczki Legionella,?’?

a takze s3 mikrosymbiontem waznych
ekonomicznie roslin pastewnych np. Lotus spp., uprawianych gléwnie na pasz¢ zielong i susz,
do badan nad mozliwos$cig stosowania w doglebowych preparatach mikrobiologicznych w
polaczeniu z pelzakiem wybratam przedstawicieli rodzaju Mesorhizobium: Mesorhizobium
loti NZP2213 i M. huakuii sbv. loti MAFF303099. Oba szczepy charakteryzuje podobny
profil  kwasow  tlhuszczowych ~ (FA), obecno$¢ w  lipidzie A  kwasu
27-hydroksyoktakozanowego (27-OH-28:0) identyfikowanego w wielu
wewnatrzkomorkowych patogenicznych bakteriach, w tym Legionella, odmienne systemy
sekrecyjne (odpowiednio T4SS 1 T3SS, ktérych geny indukowane s3 w obecnosci
flawonoidow) i rozna struktura antygenu O-swoistego.”®*® Ponadto nie syntetyzuja

kapsularnego polisacharydu, ktéry petni w komorkach bakteryjnych funkcje ochronne przed

fagocytoza i dziataniem antybakteryjnych polipeptydow (AMPs ang. antimicrobial peptides).

Poszukujgc szczepu o potencjalnym zastosowaniu jako sktadnika preparatu
glebowego, stosowano testy asocjacji i inwazji M. loti z A. castellanii szczep Neff (Ac) i
wykazano, ze szczep NZP2213 wykazywal wyzszy stopien przylegania do Ac w
porownaniu z MAFF303090 we wszystkich stosowanych systemach, a liczba zywych
bakterii NZP2213 odzyskiwanych z Ac rosta wraz ze wzrostem czasu ko-inkubaciji,
podczas gdy ta liczba dla szczepu MAFF303099 spadala lub utrzymywala sie¢ na stalym
niskim poziomie. Spadek liczby zywych komérek MAFF303099 wewnatrz Ac w trakcie
krotkich (2 - 4 godziny) oddziatywan wskazywatl, Zze sa one wykorzystywane przez petzaki
jako zrodto sktadnikow odzywczych na drodze cyklu endocytolitycznego, co dodatkowo
potwierdzono w teScie przezywania wewnatrzkomérkowego w czasie ko-inkubacji
wydtuzonym do 24 godzin. Natomiast wynik tego testu dla NZP2213 potwierdzit, ze ten

szczep jest zdolny do przezywania w komérkach Ac. (Publikacja 3)

Lipopolisacharyd, gtowny glikolipid $ciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych, a w
szczegblnosci jego najbardziej zmienny region, antygen O-swoisty wydaje si¢ odgrywac
wazng role na co najmniej dwoch etapach infekcji: przylegania i kolonizacji oraz unikania
i/lub pokonywania reakcji obronnych gospodarza. Wptyw sktadu chemicznego, jak i struktury
antygenow somatycznych bakterii Gram-ujemnych na rozpoznanie oraz kinetyke pobierania
bakterii przez Acanthamoeba spp. zostaly réwniez potwierdzone na modelu E. coli.**3* W
badanych przeze mnie uktadach: NZP2213 — Ac oraz MAFF303099 - Ac, O-antygeny
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29,30

mezorizobiow mialy odmienne sklady cukrow”™ ™, ktore jednak nie wplywaty na pierwszy

etap oddziatywan - internalizacj¢ bakterii do komorek pelzaka. (Publikacja P3)

Internalizowane przez komorki fagocytarne bakterie uruchamiaja szereg reakcji
obronnych gospodarza: fagocytoze, wybuch tlenowy czy aktywno$¢ indukowalnej syntazy
tlenku azotu (iNOS). W ochronie przed szkodliwym efektem ich dziatania bierze udziat,
glownie LPS typu gladkiego (S-LPS) o kompletnej strukturze, zawierajacy trzy regiony: lipid
A, rdzen 1 O-antygen, nadajac wraz z innymi sktadnikami btony zewnetrznej ograniczong
przepuszczalno$¢ dla czynnikoéw stresogennych i1 antybakteryjnych. Z kolei LPS uwolniony z
bakterii i wbudowany w blony symbiosoméw czy parazytosméw blokuje ich fuzje z
lizosomami, a tym samym zapobiega degradacji juz internalizowanych bakterii w wyniku
dziatania kwasnych hydrolaz i AMPs obecnych w tych kompartmentach (Publikacja P5).
Istnieja doniesienia, ze szczepy o szorstkim fenotypie, calkowicie pozbawione tancucha
O-swoistego, nie byly w stanie przezy¢ wewnatrz Acanthamoeba spp., co wskazuje, ze region

ten jest kluczowy w utrzymaniu trwatosci zasiedlenia.**

Aby sprawdzi¢ znaczenie S-LPS 1 jego struktury na interakcje NZP2213 — Ac
wykorzystalam mutanta transpozonowego NZP2213.1 (kolekcja ZGiM UMCS) o fenotypie
charakteryzujacym si¢ zmniejszong o potowe w stosunku do form szorstkich zawartoscia
form gladkich LPS, trzykrotnie nizsza zawarto$cig 6-deoksytalopiranozy (6-dTalp) i
zmieniong zawarto$cig grup O-acetylowych i O-metylowych podstawiajacych reszty 6-dTalp
w poréwnaniu do szczepu dzikiego NZP2213.3 W oparciu o aktualnie dostepne dane w bazie
BLAST, dokonano weryfikacji miejsca insercji wstawki zawierajacej transpozon. Wykazano,
ze sekwencja przylegajaca do insercji Tn5 w mutancie NZP2213.1 wykazuje 93%
podobienstwa z sekwencjg genu A4R29 08460 w genomie Mesorhizobium ciceri bv.
biserrulae WSM1284, kodujacego hipotetyczng O-acetylotransferaze. Przeszukania
programem BlastP ujawnily, Zze najbardziej podobne hipotetyczne biatka z przewidywana
funkcja O-acetylotransferaz zostaty znalezione w Mesorhizobium loti i Mesorhizobium ciceri
(odpowiednio 99% / 100% 1 93% / 96% identycznosci / podobienstwa).

Na tej podstawie ustalono, ze w mutancie NZP2213.1 przerwana zostala ciaglos¢
genu oatB (GeneBank No.MH626640) o prawdopodobnej funkcji O-acetylotransferazy
zlokalizowanego w Kklastrze genow biosyntezy LPS. Skonstruowano mutanta
komplementarnego NZP2213.1 (pBGoatB) o fenotypie przywroconym do dzikiego, cO

potwierdzano badaniem sktadu chemicznego O-antygenu, z zastosowaniem metod
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spektrometrii GC-MS i spektroskopii 'H NMR, elektorforezy oraz wynikiem testu

wrazliwosci na faga Al.

Stosujac  technike ko-kultury, mikroskopii fluorescencyjnej i transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM) ustalono, ze mutant oatB, odmiennie niz szczep dziki
(NZP2213) i otrzymany w wyniku komplementacji, po nastepujacej szybko internalizacji
przez pelzaka byl skutecznie degradowany. Wyzsza wrazliwo$¢ bakterii o fenotypie
szorstkim, wewnatrz komorki gospodarza, wynika najczesciej z latwiejszej penetracji
peptydow kationowych i substancji hydrofobowych, o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym.
Oceniajagc  wrazliwo$¢ mutanta oatB na wybrane detergenty i1 czynniki zaburzajace
przepuszczalno$¢ blony stwierdzono, ze byl on w sposob statystycznie istotny bardziej
podatny na dzialanie antybiotyku peptydowego, polimyksyny B niz szczep typu dzikiego
NZP2213. Zaburzenie integralnosci blony mutanta oatB potwierdzono w tescie wychwytu
hydrofobowej sondy fluorescencyjnej 1-N-naftyloaminy (NPN) oraz analizujgc zmiany
topografii 1 wlasciwosci nanomechanicznych powierzchni przy zastosowaniu mikroskopii sit
atomowych (AFM). Poziom wzglednej fluorescencji emitowanej przez mutanta oatB byt
17-krotnie wyzszy niz zmierzony dla szczepu dzikiego NZP2213. Analiza topograficzna AFM
ujawnila wigksze zréznicowanie powierzchni mutanta oatB, obserwowane w postaci duzych,
nieregularnego ksztatltu i luzno rozmieszczonych podjednostek stanowigcych agregaty
polimerow powierzchniowych. Podjednostki te rozdzielaty glebokie i szerokie depresje, ktore
mogly stanowi¢ miejsca W strukturze powierzchniowej mutanta podatne na penetracje przez
substancje hydrofobowe. Powierzchnia szczepu dzikiego odmiennie niz mutanta byta pokryta
matymi regularnymi podjednostkami, $ciS$le upakowanymi, wskazujac na jednolite
rozmieszczenie polimerow powierzchniowych (S-LPS) 1 potwierdzajac ochronng funkcje

prawidlowe;j ilosci O-antygenu.

Podwyzszona wrazliwo§¢ mutanta oatB na substancje hydrofobowe, ktore nie
penetruja przez membrang zewnetrzng bakterii Gram-ujemnych o fenotypie gladkim; jego
zmieniona morfologia po internalizacji przez Ac obserwowana na mikrofotografiach
rejestrowanych technika TEM; oraz podwyzszona do poziomu szczepu dzikiego ilo§¢ zywych
komorek mutanta oatB uwalnianych z Ac, po zablokowaniu fuzji lizosoméw z fagosomem,
wskazywata na udzial amebowych enzymow litycznych lub AMPs w usuwaniu bakterii.
Przypuszczenia te potwierdzita analiza elektronomikroskopowa (SEM), ktéra ujawnita
zmieniong morfologie mutanta 0atB, po potraktowaniu lizatem amebowym w warunkach

imitujacych kwasne pH fagolizosomoéw. Podobne zmiany w morfologii oatB obserwowano na
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mikrofotografiach TEM przekrojow komoérek Ac ze internalizowanym mutantem.
Przypuszczalnie zmiany te powstaty na skutek zahamowania podziatéw komorek bakterii i
jednoczesnej zmniejszonej tolerancji na dzialanie ci$nienia osmotycznego, pod wplywem
amebowych czynnikow, gdyz podobne zmiany morfologii mutanta oatB uzyskano po
potraktowaniu bakterii mitomycyng C cytostatycznym antybiotykiem hamujacym podziaty

komoérkowe i1 indukujacym odpowiedz SOS.

Internalizacja catych komorek oatB mutanta przez petzaka, w odroznieniu od catych
komorek szczepu dzikiego, indukowata takze produkcje toksycznego dla bakterii tlenku azotu
(NO) przez iNOS. Jednak ta réznica nie byta spowodowana odmienno$cig struktur LPS typu
gladkiego szczepow (0atB i dzikiego) dotyczacymi glownie stopnia podstawienia cukrow
grupami O-acetylowymi, gdyz produkcja NO, po aktywacji A. castellanii takg samg ilo$cig
S-LPS z obu szczepoéw, byla na tym samym poziomie. Wskazuje to, ze za stymulacje
produkcji NO pod wpltywem szczepu oatB odpowiedzialne byly inne niz LPS ligandy, ktore
w szczepie NZP2213 sa maskowane przez O-antygen.

Podsumowujac, analiza otrzymanych wynikow wskazata na Kkorelacje miedzy
wlasciwg iloscig gladkiej formy LPS, a zdolno$cia M. loti NZP2213 do przeciwdzialania
reakcjom obronnym pierwotniaczego gospodarza. (Publikacja P4)

Wewnatrzkomorkowe $§rodowisko pelzaka moze wplyna¢ na zmiane ekspresji
niektérych bakteryjnych gendw, co przejawia si¢ zmiang ich fizjologii.** Dlatego w dalszym
etapie badan sprawdzano efekt wzrostu NZP2213 wewnatrz komorek A. castellanii na
potencjal symbiotyczny w stosunku do roslinnego gospodarza Lotus corniculatus. W testach
roslinnych obserwowano wigksza liczbe brodawek na korzeniach ro$lin inokulowanych
NZP2213 uwolnionym z Ac (NZP2213Ac) w porownaniu do roslin inokulowanych bakteriami
NZP2213 z hodowli bulionowych, przy jednoczesnie nizszym stosunku mokrej masy pedow
do mokrej masy korzeni. Na tej podstawie wnioskowano, Zze cykl wewnatrz komoérek
pelzaka wplywal na podwyzszenie potencjalu infekcyjnego NZP2213, z jednoczesnym
nieznacznym obnizZeniem jego zdolnosci do asymilowania azotu. Poniewaz ostateczny
efekt stymulacji wzrostu L. corniculatus po zastosowaniu NZP2213Ac, jak i NZP2213 byt
zblizony w poréownaniu do roslin kontrolnych nie inokulowanych bakteriami, tym samym
potwierdzono mozliwos¢ lacznego stosowania A. castellanii szczep Neff i M. loti NZP2213

w glebowych preparatach mikrobiologicznych. (Publikacja P4)

Wiadomo, ze gleba jest ekosystemem, w ktorym warunki ulegaja szybkim zmianom.

Poniewaz czynniki srodowiskowe wptywaja na interakcje migdzy bakteriami a Acanthamoeba
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spp., to wydajnos¢ asocjacji 1 internalizacji NZP2213 do komorek pierwotniaczego
gospodarza badano w $rodowisku ubogim i bogatym w sktadniki odzywcze (PBS versus PYG
ang. proteose-yeast-glucose) oraz réznych temperaturach (18°C i 28°C). Analiza danych
wykazata, ze krytyczne dla przebiegu oddzialywan NZP2213 — Ac sg temperatura 18°C i
bogate podioze.

Gleby, a w szczeg6lnosci ryzosfera roslin bobowatych, zawieraja wiele zwigzkow
takich jak monosacharydy czy flawonoidy, ktore sa potencjalnymi inhibitorami na réznych
etapach fagocytozy, gldéwnego mechanizmu pozyskiwania bakterii przez ameby.
Monosacharydy poprzez blokowanie odpowiednich receptoréw/lektyn petzaka, a izoflawon
genisteina hamujac aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej, moga blokowa¢ internalizacj¢
drobnoustrojow. Otrzymane wyniki wskazaty, ze glukoza, stanowigca najwigksza frakcje
cukrowg wsrod zwigzkoéw niskoczasteczkowych w glebach,34 nie wplywata na przebieg
interakcji Ac — NZP2213. Z kolei mannoza prawie calkowicie hamowata pobieranie
NZP2213, podobnie jak genisteina (strukturalnie i funkcjonalnie zblizona do izoflawonoidow
komonicy) w sposob zalezny od stezenia. Poniewaz w warunkach §rodowiskowych stezenie

mannozy i flawonoidéw jest znacznie nizsze, >+

mozna przypuszczac, ze efekt ich dziatania
na interakcje Ac — NZP2213 bedzie nizszy w warunkach polowych. (Publikacje P3 i P4)
Poniewaz pierwotniacze glikokolipidy moga odgrywac istotng role¢ w oddziatywaniach
z bakteriami, jako element tratw lipidowych wzbogaconych w biatka, w badaniach
dotyczacych analizy chemicznej lipofosfonoglikanu 1 wolnych glikoinozytolofosfolipidow
(GPI) zajeto si¢ tym regionem makroczasteczki. W celu otrzymania LPG i GPl z bton
A. castellanii opracowano nowa metode, w ktorej wykorzystano stosowang w oczyszczaniu
LPS ekstrakcj¢ 45% fenolem w temperaturze 65-68°C. Poniewaz LPG, podobnie jak ma to
miejsce dla hydrofilnej frakcji LPS, dyfundowat do frakcji wodnej to ten material poddano
intensywnej delipidacji w celu usunigcia resztek fosfolipidow, solubilizacji 9% n-butanolem,
a na koniec ekstrakcji w ukladzie n-butanol-woda. Analiza produktow (kwasow
thuszczowych, cukrow, zasad sfingoidowych) uwolnionych na drodze kwasnej metanolizy z
frakcji wodnej/butanolowej z zastosowaniem chromatografii gazowo-cieczowej sprz¢zonej ze
spektrometrig mas (GC-MS) w polgczeniu z analizg elektroforetyczng wykazata, ze frakcja

wodna zawierata LPG natomiast butanolowa wolne GPI. (Publikacje P1 i P2)

Zasady sfingoidowe (LCB ang. long chain baises), obecne w LPG, identyfikowano w
postaci N-acetylo trimetylosililowych pochodnych oraz otrzymanych z nich na drodze

utleniania nadjodanem aldehydow. Stereoizomeri¢ (normalna, izo-, anteizo-) LCB ustalano
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utlenieniajgc je nadjodanem sodu do kwasow tluszczowych, ktore po przeprowadzeniu do
pochodnych dimetylooksazolinowych (DMOX) oraz pirolidkéw identyfikowano na podstawie
charakterystycznych jonow na widmach masowych. Potagczone wyniki analiz wskazaty na
niezwykty wzor fitosfingiozyn w LPG A. castellanii, wsrod ktérych dominowaly zasady o
rozgalezionym lancuchu: anteizo-C,4, anteizo-Cys, anteizo-Cgg, iz0-Cys, anteizo-Cy; i
anteizo-Csg, chociaz nierozgalezione (NCjs57) rowniez byly obecne. Dominujaca frakcje
stanowila fitosfingiozyna anteizo-Cys, ktérej ilos¢ oszacowano na ponad 50% zawartoSci
wszystkich LCB. Uzyskane wyniki o wystepowaniu fitosfingiozyn w LPG, ktorych tancuch
weglowodorowy wynosi Cyg | Cps byly zgodne z danymi literaturowymi oraz poszerzyly baze
danych wprowadzajac istotng wiedzg na temat ich konfiguracji. Ponadto, LCB z lancuchami
o dlugosci heksa-, hepta- i oktakozanowymi (Cz, Cy7, Cyg) nie byly identyfikowane
wczesniej w  komorkach Acanthamoeba, natomiast anteizo-C,7- i anteizo-Cog-
fitosfingozyny nie zostaly dotychczas zidentyfikowane w komérkach organizméw
eukariotycznych. (Publikacja P1)

Roéwnolegle ustalono tez konfiguracje kwasoéw thuszczowych uwolnionych z LCB, o
znanych wczesniej typach i1 dlugos$ciach tancucha oraz ustalono, ze dominowaly kwasy o
konfiguracji anteizo, a o tancuchu prostym obecne byly w znacznie mniejszych ilosciach.
Wsréd nich kwas anteizo 2-hydroksy-heksakozanowy (a2-OH Cy) wystepowal w
najwiekszej iloSci. Wskazuje to na unikalnos$¢ struktury motywu lipidowego w LPG ameb
zwigzang z: 2-OH FA rzadko wystepujacych w komorkach eukariotycznych, jak i rzadko
wystepujacego u protistow rozgalezienia typu anteizo, gdyz wigkszo$¢ z nich ma
rozgalezienia typu iz0. Ustalenie, ze dominujgca fitosfingiozyna t25:0 moze by¢ acylowana
glownie kwasem 2-OH Cys wskazuje, ze fitoceramidowe czasteczki w LPG zawierajg w
regionie hydrofobowym ponad 50 atoméw wegla. (Publikacja P1)

Wsréd produktéw uwolnionych na drodze metanolizy z LPG oraz wolnych GPI,
otrzymanych z bton Acanthamoeba rhysodes, identyfikowano odpowiednio: cztery i siedem
klas monoacylgliceroli (AKG ang. alkylglycerols). AKG pochodzace z LPG podstawione
byly w pozycji sn-1 heneikozanem, dokozanem i trikozanem (Cyi, 22, 23), z ktérych
dominujacy byl anteizo 1-O-dokozylo-sn-glicerol (57,26%) oraz 1-O-trikozylo-sn-glicerol
(30,12%). Z kolei w AKG uwolnionych z GPI wystgpowatly sn-1 alkany z tancuchem
prostym 1 rozgatezionym Cpo.p4, Wsrdd ktorych najwieksza frakcje stanowit alkan o fancuchu
prostym nCy (47,56%). Poniewaz analiza GC-MS nie ujawnita AKG, w postaci
izopropylidenowych jak i TMS pochodnych, w$rod produktéw defosforylacji sfingolipidow, a

po ich kwasnej hydrolizie poprzedzajacej derywatyzacje, wyciagnigto wniosek, ze eterowe
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lipidy w LPG i GPI A. rhysodes wystepuja w postaci alkyl-acylgliceroli. Analiza GC-MS
niepolarnych produktow deaminacji lipofosfonoglikanu (2,5-anhMan-PlIno-lipid) po
uprzednim ich przeprowadzeniu do formy rozpuszczalnej na drodze metanolizy potwierdzita,
7ze AKG (Cy1-23) obok LCB (125:0-27:0) sa integralnymi skladnikami LPG. Poniewaz w
profilu elektroforetycznym LPG z A. rhysodes, podobnie jak LPG z A. castellanii
obserwowano dwa prazki, wyciagni¢to wniosek, ze rézne lipidy podstawiajg takie same
oligosacharydy polarnego regionu czasteczki. Podobne zjawisko obserwowano dla GIPL w
formach epimastigota Trypanosoma cruzi, w ktorych wykazano, ze przylgczanie czeSci
lipidowej do tej samej struktury glikanu jest zalezne od fazy rozwoju.36 (Publikacja P2) Na
podstawie powyzszych wynikow dla dwoch niepatogennych szczepow Acanthamoeba spp.
nie mozna jeszcze wnioskowaé o roli lipofosfonoglikanu w oddziatywaniach z bakteriami.
Jednakze dos$wiadczenia dotyczace preparatyki amebowego glikokoniugatu zostaly
wykorzystane przy realizacji grantu NCN Miniatura 1, ktorego celem naukowym byla
identyfikacja i charakterystyka lipidow (fosfolipidow oraz glikoinozytolofosfolipidow) bton
pecherzykow  wielolamellarnych  MLB, tworzonych w amebach na drodze cyklu
fagocytarnego w monoksenicznych hodowlach z Klebsiella aerogenes.

W pracy przegladowej, bedacej czgscig zglaszanego osiagnigcia, przedstawiono
podobienstwa w transdukcji sygnatéw 1 indukcji réznych komoérkowych mechanizméw
obronnych w komorkach zernych na skutek stymulacji PRR: pierwotniaczymi glikolipidami z
modutem GPI oraz endotoksyng bakterii Gram-ujemnych. Wskazano tez na zalezno$¢
struktury obu typow antygenoéw na ich immunomodulujacg aktywno$¢ oraz ochronng funkcje
przed dzialaniem komorkowych reakcji obronnych gospodarza: fagocytoza, autofagia i1
stresem oksydacyjnym. Podobnie, jak w przypadku oddziatywan z A. castellanii (Publikacja
P4) gtadka forma LPS bakterii niezbedna jest do prawidlowego zasiedlenia i przezycia
wewnatrz wyspecjalizowanych fagocytow uktadu immunologicznego. Praca (Publikacja P5)
czgsciowo finansowana byla z grantu NCN Miniatura 1, ktérego bylam kierownikiem
(2017/01/X/NZ1/01153).

Podsumowujac Wykazano, ze pelzaki z rodzaju Acanthamoeba spp. moga by¢
stosowane (w badanym ukladzie), jako skladnik konsorcyjnych preparatoéw doglebowych,
gdyz nie wplywaty na liczebnos¢ i aktywno$¢ symbiotycznych pateczek Mesorhizobium loti.
Mozliwo$¢ ucieczki bakterii przed dzialaniem stresogennych czynnikéw srodowiska do
komorek pelzaka petnitaby funkcje protekcyjng. Poniewaz w glebie bakterie podlegajg presji
takze ze strony bakteriofagow, co czesto prowadzi do zmiany fenotypu LPS bakterii w

kierunku formy szorstkiej,®’ ktora w przypadku M. loti NZP2213 wiaze sic z uposledzeniem
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wlasciwosci symbiotycznych w stosunku do roslinnego gospodarza komonicy zwyczajnej
(L. corniculatus),®® to presja selekcyjna ze strony pelzaka, ktory eliminuje komoérki o
fenotypie szorstkim, moglaby utrzymywaé¢ homoestaz¢ i zachowaé mezorizobia W postaci
symbiotycznie aktywnej formy. Ponadto ameba na drodze mechanizméw posrednich
uwalniajgc substancje odzywcze z obumartych bakterii w ryzosferze wzmacniataby wzrost
ro$lin.

Otrzymane wyniki analiz chemicznych dla lipofosfonoglikanu, na tym etapie nie daly
odpowiedzi o jego roli w oddzialywaniach z M. loti NZP2213, ujawnity jednak unikatowos$¢
budowy lipidowego regionu, ktora wskazuje ze czasteczki ceramidowe i eterowe spelniaja
warunki wzorcéw molekularnych charakterystycznych dla Acanthamoeba spp.

Poniewaz niektore szczepy Acanthamoeba spp. wykazuja patogennos$¢ w stosunku do
czlowieka i poniewaz nieznany jest ligand amebowy dla TLR2, petnigcy istotng funkcje w
systemowych infekcjach u oso6b z niedoborami odpornosci,® ktérego ponadto ekspresja

4042 ¢o

wzrasta w niektorych komorkach zarowno w badaniach in vitro jak i in vivo,
identyfikacja takiej czasteczki miataby ogromne znaczenie w ustaleniu mechanizmoéw
patogenezy, patofizjologii i immunobiologii zakazen tym petzakiem, coO w przysztosci
pozwolitoby opracowa¢ $rodki terapeutyczne 1 metody profilaktyki. Poniewaz,
glikokoniugaty zawierajace motyw GPI ulegaja silnej ekspresji w kilku pasozytniczych
protistach 1 s3 wysoce immunogenne, indukujagc odpowiedz komorek zaréowno linii
mieloidalnej, jak i limfoidalnej z udziatem glownie TLR2 ale tez TLR4 (Publikacja P5), to
lipofosfonoglikan Acanthamoeba spp. jest dobrym kandydatem na taki ligand. Znajomo$¢

jego struktury pozwoli projektowac i otrzymywaé syntetyczne jego analogi, ktore z powodu

braku domieszki innych ligandow utatwig powyzsze badania.

PODSUMOWANIE NAJWAZNIEJSZYCH OSIAGNIEC:

e Ustalono, ze symbiotyczna bakteria glebowa Mesorhiozbium loti NZP2213 zdolna jest
do przezycia wewnatrz fagotroficznych komoérek Acanthamoeba spp. i samodzielnego
uwalniania si¢ do otoczenia, a uwolnione z ameb bakterie wykazuja wieksza
infekcyjnos¢ w stosunku do roslinnego gospodarza - komonicy zwyczajnej (Lotus

corniculatus)

e Ustalono, ze prawdopodobna funkcja genu oatB M. loti NZP2213 jest aktywnos¢ O-
acetylotransferazy
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Dowiedziono, ze wlasciwa ilo$¢ gladkiej formy LPS w M. loti NZP2213 jest

niezbedna do hamowania reakcji obronnych pierwotniaczego gospodarza

Wykazano, ze Acanthamoeba speinia niezb¢dne warunki do jej wykorzystania, jako

sktadnik konsorcyjnych preparatéw doglebowych

Dokonano identyfikacji nowych fitosfingiozyn w lipososfonoglikanie (LPG)
Acanthamoeba sp. o tancuchach heksa-, hepta- i oktakozanowym oraz anteizo-Csy7- i
anteizo-Cog-fitosfingiozyny dotychczas nie znalezionych w komorkach organizmow

eukariotycznych

Wykazano, ze niektore czasteczki LPG posiadajg region lipidowy w postaci motywow
alkilacylglicerolowych (AAG), w ktorych tancuchy alkilowe o dlugosci Ci1-Cys sa
podstawione w pozycji sn-1

Ustalono, ze konfiguracja anteizo w obrgbie hydrofobowych regionow fitosfingiozyn,
kwasow tluszczowych 1 alkanow AAG uwolnionych z lipofosfonoglikanu
Acanthamoeba jest dominujaca i unikalna wsrdéd pierwotniakow, co wskazuja, ze
region lipidowy LPG spetnia warunki wzorca molekularnego charakterystycznego dla

Acanthamoeba spp.
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5. POZOSTALE OSIAGNIECIA NAUKOWO - BADAWCZE

1) Studiai praca magisterska

Studia biotechnologiczne na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi rozpoczgtam w roku
1989, a ukofczylam w 1995 z wynikiem bardzo dobrym, uzyskujac tytul magistra
biotechnologii. Prac¢ magisterska zatytulowana: ,Wphw Pseudomonas na zakazanie
koniczyny przez Rhizobium leguminosarum bv. trifolii” wykonywalam w Zakladzie
Mikrobiologii Ogoélnej (ZMO) pod kierunkiem prof. dr hab. Mieczystawy Derylo 1 opieka
mgr Moniki Marek—Kozaczuk, a obronitam pod kierunkiem dr Teresy Urbanik—Sypniewskiej.
Praca miata na celu okres$lenie wpltywu ryzobakterii promujacych wzrost roslin (PGPR), na
wybranym szczepie Pseudomonas fluorescens 267, na uktad symbiotyczny w warunkach
gnotobiotycznych oraz wyjasnienie niektérych mechanizméw zaangazowanych w ten proces.
Poniewaz niedobor zelaza wplywa hamujaco na ilo§¢ wigzanego azotu przez ro$liny

bobowate w obecnosci rizobiow, stosujac Ps 267 zdolny do produkcji piowerdyny oraz jego
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transpozonowe mutanty defektywne w syntezie sideroforow (267.4 1 267.5) lub wykazujace
obnizong ich produkcj¢ (Tn5-B20), sprawdzano udziat sideroforéw na efektywnos$¢ symbiozy
w ukladzie: koniczyna z R. leguminosarum sbv. trifolii szczep 24 (Sid) oraz
R. leguminosarum sbv. trifolii 288 (Sid"). Badano takze wptyw na te procesy witamin z grupy
B produkowanych przez Pseudomonas oraz zdolnosci do przeprowadzania w formy
rozpuszczalne fosforanow.

W toku pracy potwierdzono korzystny wptyw sideroforow Pseudomonas sp. 267 na
uktad Trofolium repens - R. leguminosarum sbv. trifolii. Efekt ten w przypadku szczepu Rt 24
(Sid) manifestowal si¢ przyrostem zielonej masy oraz podwyzszong aktywnoscig
nitrogenazy. Z kolei ko-inokulacja Ps 267 i Rt 288 (Sid") w uktadzie z koniczyna skutkowata
zwigkszeniem efektywnosci zakazania i wezesniejszym pojawianiem si¢ brodawek. Uzyskano
identyczne wyniki wspotzakazania przy zastosowaniu jednego z defektywnych mutantow Ps
267.5 (Sid"), ktory jednoczesnie wykazywat stabg aktywnos$¢ uptynniania soli fosforanowych,
stwierdzono, ze efekt stymulujacy spowodowany byt wytwarzaniem witamin z grupy B przez
Pseudomonas. Postawiong hipotez¢ potwierdzano stosujgc test krzyzowego zywienia z
kontrolnym auksotroficznym szczepem Escherichia coli SK 1590. Poniewaz Ps 267
wykazywal neutralny efekt w stosunku do Trifolium repens wydaje si¢, ze jego korzystny
wplyw na uktad symbiotyczny miat miejsce poprzez stymulacje szczepdw rizobiowych.

Wplyw uplynniania soli fosforanowych na przebieg symbiozy badano stosujac
mutanty Tn5-B20, ktore charakteryzowaly si¢ podwyzszong aktywnos$cia uptynniania DCP i
TCP. Wptyw stymulacji przejawial si¢ najwyrazniej w przyroscie zielonej masy. Zatem
stwierdzono, ze dodatkowym efektem oddzialywania na ro$liny koinokulantow jest
podwyzszenie w glebie poziomu rozpuszczalnych soli fosforanowych w postaci przyswajalne;j

dla ro$lin.

2) Praca naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Prac¢ naukowa rozpoczelam w 1996 roku w Zaktadzie Mikrobiologii Ogoblnej
(obecnie Zaklad Genetyki i Mikrobiologii) pod kierunkiem prof. dr hab. Wincentego
Drozanskiego. Zespol Pana profesora prowadzit wielokierunkowe badania. Jeden z nurtow
dotyczyl Gram-ujemnych paleczek z rodzaju Legionella oraz ich naturalnego gospodarza
wolno zyjacych ameb Acanthamoeba spp. W tej tematyce prof. Drozanski byt pionierem: juz
w 1954 roku opublikowat prace, w ktorej jako pierwszy prezentowat nowy gatunek bakterii
Sarcobium lyticum (obecnie Legionella lytica) zdolny nie tylko do przeciwstawienia si¢

endocytolitycznej aktywnos$ci pelzaka, ale tez do proliferacji wewnatrz jego komorek. W
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ramach prowadzonych badan starano si¢ ustali¢ jakie czynniki obu partneréw determinujg taki
rodzaj interakcji miedzy komoérkami Legionella i amebami. Poniewaz lipopolisacharyd, a
szczegolnie jego tancuch O swoisty pelni funkcje ochronng oraz immunomodulujaca
(Publikacja P5), ta cz¢$¢ LPS byta przedmiotem analizy chemicznej oraz aktywnosci

biologicznej pateczek Legionella. (komunikaty zjazdowe, Zatgcznik 3)

Drugi nurt badan prowadzonych w zespole zwigzany byl z ogdélng problematyka
badawcza Zaktadu Genetyki i Mikrobiologii i dotyczytl symbiotycznych bakterii glebowych.
Moje badania koncentrowaly si¢ na polimerach kowalencyjnie zwigzanych z
peptydoglikanem bakterii z rodzaju Mesorhizobium. Tej cze$ci zagadnien poswiecona byt
moja praca doktorska zatytutowana ,,Oligoglukanowe sktadniki mureiny Mesorhizobium loti
HAMBI 1148, ktérej promotorem, po odejsciu na emeryture prof. W. Drozanskiego, byt
prof. Ryszard Russa.

Do gléwnych osiggnie¢ mojej pracy doktorskiej zaliczy¢ mozna:

1/ potwierdzenie przytaczenia do mureiny oligosacharydowych podstawnikow dzigki
otrzymaniu muropeptydéow z dolgczonymi resztami glukozy na drodze depolimeryzacji
chemicznej 1 enzymatycznej woreczkOw mureinowych oraz analizie technikg spektrometrii

MALDI-TOF,

2/ ustalenie w wyniku analizy MALDI-TOF, Ze podstawniki oligoglukanowe uwolnione
dziataniem lizozymu z mureiny zawieraly od dwoch do siedmiu reszt glukozy, a
najliczniejszg frakcje (42,99%) stanowily czasteczki dwucukrowe o charakterze neotrehalozy

(a-Glc-(11)-B-Glc), co potwierdzita analiza widm nuklearnego rezonansu jadrowego 2D
NMR (HMQC)

3/ wykazanie, ze czg$¢ reszt ,redukujacych” kwasu muraminowego stanowi miejsce

podstawienia oligoglukanem w mureinie Mesorhizobium; —4)-MurNA-(1—4)-a-Glc-(1«<

4/ ustalenie w wyniku analizy metylacyjnej oligoglukanow, ze tylko dwie reszty glukozy,
proksymalnie potozone wzgledem MurNAc polaczone sg wigzaniem (l1<»>1), natomiast

kolejne wigzaniem (1—4) glikozydowym,

Tematem moich zainteresowan byly tez enzymy bakteriolityczne petzaka, a w
szczegolnosci amidaza odlgczajaca od reszt glukozaminy w LPS amidowo zwigzane kwasy

thuszczowe, nad ktorej oczyszczaniem i charakterystyka pracowatam.
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3) Praca naukowo — badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

1) Mureina — budowa i metody uwalniania polimeré6w kowalencyjnie z nia

zwiazanych

Peptydoglikan (PG) bakterii (syn. mureina) jest dobrze poznanym heteropolimerem,
do ktorego moga by¢ kowalencyjnie przylaczone inne molekutly, jak kwasy tejchojowe czy
arabinogalaktan u bakterii Gram-dodatnich. U bakterii Gram-ujemnych podstawnikami w
mureinie sg glownie lipoproteiny i poliaminy. W dwoch szczepach Mesorhizobium wykazano
obecno$¢ oligosacharydow kowalentnie zwigzanych z PG. Miejscem zakotwiczenia
podstawnikdéw moze by¢ zarowno cze$¢ glikanowa (najczesciej reszta kwasu
muraminowego), jak i peptydowa. Nieocenionym narzedziem badawczym w poznaniu
struktury PG oraz polimeréw z nig zwigzanych okazaly si¢ do tej pory hydrolazy bakteryjne
uczestniczagce w metabolizmie woreczka mureinowego na roznych jego etapach. Wiele z nich
nalezy do autolitycznych systemow bakteryjnych (np. B-N-acetyloglukozaminidazy, amidazy
N-acetylo-L-alaninowe, endopeptydazy). Jednakze brak jest szerokiej gamy komercyjnie
dostepnych preparatow enzymatycznych, dodatkowo o wysokim stopniu czystosci, aby w
szybki i skuteczny sposob degradowacé woreczki mureinowe (sakulus), bez usuwania z nich
zakotwiczonych molekut. W tym celu opracowano oryginalng metode chemiczng do
otrzymywania pochodnych kwasu muraminowego z zachowanym aglikonem
uwolnionych od podstawnika glukozaminowego na drodze deaminacji. Procedura
powstata na potrzeby pracy doktorskiej, ktorej obiektem badan byt szczep Mesorhizobium loti
HAMBI 1148, zawierajacy oligoglukany na koncu redukujgcym tancuchow glikanowych

mureiny.

Degradacje woreczkow mureinowych do oczekiwanych produktéw przeprowadzano w
kilku etapach, z ktorych pierwszy polegal na usuwaniu sieciowania tworzonego przez
wigzania peptydowe na skutek traktowania silnymi zasadami (30% KOH). W tak
otrzymanych dea(amino)acylowanych fancuchach glikanowych wcigz zawierajacych
oligocukry, obie reszty cukrowe miaty wolne grupy aminowe, ktore w tej postaci sg wrazliwe
na deaminacj¢. Dlatego, w celu zabezpieczenia grup aminowych podstawiajacych reszty
kwasu muraminowego przeksztalcano je do pierscieni laktamowych w $rodowisku octanu
hydrazyny. W efekcie deaminacji (NaNO;) tak przygotowanych tancuchow glikanowych,
GlcN podlegata przeksztatceniu do 2,5-anhydromannozy z jednoczesnym rozerwaniem jej

wigzania PB-(1,4) glikozydowego, co skutkowato uwalnianiem dwucukrowych polaczen
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lakMurN-(1 — 4)-2,5-anhydromannozy oraz fragmentéw zawierajacych laktam podstawiony
oligoglukanami. W celu weryfikacji skutecznosci tej metody i wyeliminowania watpliwosci,
ze oligoglukany przytaczone do mureiny stanowity artefakt powstalty w trakcie
przeprowadzonych procedur chemicznych zastosowano czeSciowe trawienie woreczkOw
mureinowych lizozymem, a nastgpnie kontrolowang B-eliminacje, ktora degraduje tylko
redukujace reszty MurNAc. Analiza spektrometryczna MALDI-TOF, produktow tak
przeprowadzonej degradacji potwierdzita obecno$¢ fragmentéw muropeptydowych
terminalnie podstawionych oligoglukanami, ,,zabezpieczajacymi” konce redukujace i dlatego
niewrazliwych na B-eliminacj¢. Podsumowujac, wykazano, Ze nowo opracowana metoda
degradacji peptydoglikanu z wykorzystaniem reakcji deaminacji jest skuteczna i
pozwala na identyfikacje oligomerow glukozy kowalencyjnie przylaczonych do
MurNAc. Ponadto otrzymane produkty sg tatwiejsze do dalszej analizy z wykorzystaniem
technik MALDI-TOF i GC-MS w poréwnaniu z powstalymi po degradacji enzymatycznej i

B-eliminacji. Wyniki powyzszych badan zostaty opublikowane w dwu artykutach.

Pomimo, ze budowa chemiczna PG jest dobrze poznana to sposéb utozenia tancuchéw
cukrowych wzgledem powierzchni komorki bakteryjnej oraz sposéb wzrostu mureiny nie jest
do konca poznany. W pracy przegladowej zaprezentowano dwie obecnie istniejagce hipotezy
dotyczace modelu planarnego oraz modelu trojwymiarowej mureiny w postaci rusztowania

(ang. scaffold model).

Lp. Publikacja, dane bibilograficzne IF, MNiSW,

1. Kara$§ M, Russa R. 1,262 15
Localization of the attachment site of oligoglucans to Mesorhizobium loti
HAMBI 1148 murein.
Acta Biochimica Polonica 56 (2009): 155-160

2. Kara§ M, Russa R. 0,779 20
Characterization of oligoglucan — containing products derived from
Mesorhizobium loti HAMBI 1148 murein after lysozyme digestion
and B-elimination.
Acta Chromatographica 22(2) (2010): 325-335

3. Karas M, Drozanski W, Russa R*. 0,19 15
Peptydoglikan Gram-ujemnych pateczkowatych bakterii.
Postepy Mikrobiologii 45 (2006): 27-38

a. IF zgodnie z rokiem opublikowania; b. MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania
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2) Kwasy tluszczowe 1z lipidéw Acanthamoeba castellanii jako marker
chemotaksonomiczny do zastosowania w badaniach taksonomicznych i

epidemiologicznych

Badano sktad kwaséw tluszczowych (FA) uwolnionych na drodze delipidacji metoda
Bligha i Dyera z catych komorek petzaka A. castellanii szczep ATCC 3034. Stosujac analizg
GC-MS ustalono sktad FA w postaci estréw metylowych we frakcji lipidoéw obojetnych i
fosfolipidach, a pozycj¢ wigzan podwodjnych w kwasach nienasyconych wyznaczano na
podstawie  charakterystycznych  jondw na  widmach  masowych  pochodnych
dimetylooksazolinowych (DMOX) oraz metylotioeterowych (DMDS). Wsréd nowo
zidentyfikowanych kwaséw byly cztery dlugotancuchowe nienasycone: oktakozenowy
(C28:1 A%#), oktakozadienowy (C28:2 A°?Y), triakontadienowy (30:2 A*?Y)
triakontatrienowy (C30:3 A>#?). Podobne kwasy identyfikowano zaréwno w
niewirulentnych szczepach wzorcowych (A. castellanii Neff, A. polyphaga, A. rhysodes), jak i
srodowiskowych Acanthamoeba spp., zakwalifikowanych na podstawie morfologii cyst do
grupy II, do ktorej nalezy wigkszo$¢ patogennych szczepéw. Obecnosci tych kwasow nie
stwierdzano w lipidach innych wolno zyjacych pelzakéw: Hartmanella vermiformis czy
Didasculus thorntoni, co wskazuje, ze moga one stanowi¢ marker chemotaksonomiczny.
Poniewaz do izolacji Acanthamoeba spp., zarowno z zeskrobin rogowki jak i ze srodowiska,
najczesciej stosuje si¢ hodowle monokseniczne na agarze nieodzywczym (NNA) z dodatkiem
Klebsiella aerogenes (dawniej Enterobacter aerogenes) analizie poddano takze sktad FA tych
bakterii i nie stwierdzano obecno$ci tego typu nienasyconych FA, co potwierdza ich
przydatnos¢ w identyfikacji pelzakow bez koniecznoSci oczyszczania z materialu
bakteryjnego. Wskazuje to takze, ze obecno$¢ endosymbiontow w Acanthamoeba spp. nie
powinna utrudnia¢ identyfikacji pelzakéw. Wyniki powyzszych analiz opublikowano w

formie jednego artykutu i komunikatu zjazdowego.

Lp. Publikacja, dane bibilograficzne IFo000  MNISW 09

1. Palusinska-Szysz M, Turska-Szewczuk A, Kara§ M, Russa R, Drozanski WJ. 0,775 15
Occurrence of new polyenoic very long chain acyl residues in lipids
from Acanthamoeba castellanii.
Acta Protozoologica 48 (2009): 63-72

2. Komunikat zjazdowy; Zatacznik 3 (I11.B.a.12)

3) Paleczki z rodzaju Legionella spp. — diagnostyka i czynniki ryzyka zakazen

Pateczki z rodzaju Legionella spp. to Gram-ujemne bakterie, ktore wystepuja

naturalnie w ekosystemach wodnych i glebowych, jednakze ze wzgledu na wymagania
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pokarmowe do proliferacji wymagaja $rodowiska pierwotniaczego  gospodarza
(Acanthamoeba, Hartmanella, Dictyostelium, Tetrahymena). W organizmie czlowieka
gtownym czynnikiem etiologicznym grypopodobnej infekcji (goraczka Pontiac), nietypowego
zapalenia pluc zwanego chorobg legionistow oraz rzadziej pozaptucnej bakteriemii sg szczepy
Legionella pneumophila serotyp 1. Na rozwiniecie pozaptucnej infekcji szczegdlnie narazeni
sa pacjenci po zabiegach chirurgicznych lub z supresja immunologiczng. Jednym z miejsc
pozaplucnej lokalizacji sa nerki. W celu sprawdzenia czy pacjenci dializowani i po
transplantacji nerki s w grupie ryzyka rozwini¢cia objawowej legionellozy i ewentualnie z
jaka czestoscig, przebadano ich surowice na obecnos¢ przeciwcial w klasie immunoglobulin
1gG (SG1.7, SGy) i IgM (SG1.7), identyfikujacych L. pneumophila serotypy 1-7. Materiat od
okoto 300 pacjentdw z niedoborami odpornosci oraz od 100 zdrowych 0s6b, stanowigcych
grup¢ kontrolng, badano przy zastosowaniu testu ELISA. Czynniki ryzyka podzielono na
dwie grupy: (i) zwigzane z osobg (pte¢, choroby przewlekle, natogi, terapia
immunospuresyjna) oraz (ii) $rodowiskiem zycia. Otrzymane wyniki wskazaly, ze osoby
zdrowe sg3 oporne na tego patogena. Wséréd osob dializowanych okolo 8% pacjentow
wykazywata obecnos¢ IgG i/lub IgM przeciwko L. pneumophila SG 1-7, a u pacjentéw po
przeszczepach 4%, ale bez rozwinigcia objawow klinicznych. Jednakze tylko u jednego
pacjenta dializowanego wykryto 19G anty-SG;, z bardziej zjadliwej grupy niz SG 2-14.
Podsumowujac potwierdzono, ze pacjenci z obnizona odpornoscia sa bardziej narazeni
na infekcje Legionella pneumophila niz populacja ogolna. Nie potwierdzono jednak
korelacji miedzy seropozytywnos$cia, a czynnikami ryzyka zaréwno z grupy (i), jak 1 (ii).
Wyniki powyzszych analiz opublikowano w formie jednej pracy.

Poniewaz metody serologiczne identyfikacji Legionella ograniczajg si¢ tylko do ww.
gatunku 1 serotypdw SG 1-7, i daja liczne reakcje krzyzowe z bakteriami z rodzaju
Pseudomonas i Haemophilus wazne jest opracowanie innych kryteriow diagnostycznych dla
tej grupy bakterii. Takim markerem chemotaksonomicznym moga by¢ kwasy tluszczowe
uwolnione z fosfolipidow. Wstepne badania dla Legionella lytica (dawniej Sarcobium

lyticum) zostaty przeprowadzone a wyniki zaprezentowane w formie komunikatu

zjazdowego.
Lp. Publikacja, dane bibilograficzne IFs0i3  MNiSWoyg3
1. Sikora A, Koziot-Montewka M, Ksigzek A, Grzebalska A, Bednarek- 0,209 15
Skublewska A, Ste¢ A, Rudzki S, Furmaga J, Paluch-Ole$ J, Magrys A,
Karas M.

Prevalence of Legionella antibodies in immunocompromised patients.
Central European Journal of Medicine 8(2) (2013): 208-212.

2. Komunikat zjazdowy; Zatacznik 3 (II1.B.a.9)
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4) Charakterystyka przystosowan strukturalnych i adaptacyjnych bakterii rizobiowych

wplywajacych na efektywno$¢ symbiozy oraz stymulowanie wzrostu roslin

W warunkach niedoboru azotu w ryzosferze bakterie glebowe znane pod wspolng
nazwg rizobia moga wchodzi¢ w mutualistyczne uklady symbiotyczne z ro$linami
bobowatymi (Fabaceae). Skoordynowana wymiana sygnalow molekularnych miedzy ro$ling
a bakteriami prowadzi do réznicowania morfologicznego obu partnerow Ssymbiozy. Na
korzeniach roslinnego gospodarza (rzadziej todygach lub lisciach) dochodzi do utworzenia
wyspecjalizowanych organéw zwanych brodawkami, wewnatrz ktorych rizobia rdznicuja si¢
do postaci bakteroidow i redukuja azot atmosferyczny. Wzrost nici infekcyjnej i rozwoj
prawidtowo funkcjonujacej brodawki zalezy takze od struktur powierzchniowych
mikrosymbionta jak: egzopolisacharyd (EPS), kapsularny polisacharyd (KPS), cykliczne
B-glukany 1 lipopolisacharyd (LPS), zarowno w formie uwolnionej do $rodowiska, jak i
zwigzanej z komorka bakteryjna.

Kompletny S-LPS (S ang. smooth) stanowigcy integralny sktadnik btony zewngtrzne;j
rizobiow jest niezbedny w przypadku mikrosymbiontéw obecnych w brodawach
zdeterminowanych (soja, fasola) 1 wazny takze w procesie infekcji gospodarzy
wytwarzajacych brodawki niezdeterminowane (koniczyna, lucerna, groch). W procesie
zakazania gospodarza LPS pelni funkcje czasteczki sygnalnej, bierze udzial w lokalnej
supresji reakcji obronnych rosliny, tworzeniu nici infekcyjnej 1 adaptacji bakteroidow do
otaczajacego mikrosrodowiska.

W  badaniach struktury zewngtrznego rdzenia oligosacharydowego taczacego
polisacharyd O-swoisty z rdzeniowag czg¢scig LPS wyizolowanego ze szczepu Rhizobium
leguminosarum sbv. trifolii 24, mikrosymbionta Trifolium repens (koniczyna biata),
wykorzystano metody analityczne, technik¢ spektrometrii mas z migkka jonizacja przez
elektronorozpraszanie 1 fragmentacja wybranych jondéw z zastosowaniem kolizyjnie
indukowanej fragmentacji (CID) w ukfadzie tandemowym (ESI-CID-MS?) oraz jedno- i
dwuwymiarowa spektroskopie magnetycznego rezonansu jadrowego (*H,'H DQF-COSY,
TOCSY, ROESY i H,*C HSQC i HMBC NMR). W wyniku analiz ustalono, ze zewngtrzny

rdzen tego szczepu ma nastepujaca strukturg:

a-L-Rhap-2-OAc” -(1—3)-a-L-Rhap-(1—3)-B-D-QuipNAc-(1—4)-Kdo *~50%
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Potaczone wyniki obecnych analiz i danych literaturowych wskazuja, ze zewnetrzny
region rdzeniowy LPS szczepu R. leguminosarum sbv. trifolii 24 jest charakterystyczny dla
tego szczepu i rézni si¢ od zewnetrznej cze$ci rdzeniowej LPS rizobidéw nalezacych do
symbiowaru viciae tego samego gatunku (szczep R. leguminosarum sbv. viciae 3841) oraz od
gatunku R. etli.

W procesie symbiozy obecno$¢ kwasnego egzopolisacharydu jest niezbedna u
rizobidw, ktore wchodza w symbiotyczne interakcje z roslinami bobowatymi tworzgcymi
brodawki niezdeterminowane o stale funkcjonujacym merystemie. Mutanty bakterii
pozbawione EPS lub zawierajagce EPS 0 zmienionej strukturze indukuja defektywne
brodawki, w ktorych bakterie nie sa zdolne do wigzania azotu. Szlak biosyntezy EPS
R. leguminosarum sbv. trifolii podlega ztozonej regulacji z udzialem wielu bialek
regulatorowych oraz réznych sygnatow Srodowiskowych. Jednym =z takich biatek
regulatorowych jest cytoplazmatyczne biatko RosR, ktore nalezy do rodziny regulatorow
transkrypcyjnych wptywajacych gltownie na stopien syntezy i polimeryzacji EPS. Z
wczesniejszych badan prowadzonych w ZGiM w zespole prof. Anny Skorupskiej z
zastosowaniem mutantow w réznych sekwencjach rosR wynikato, ze mutacja w obrebie tego
genu przyczyniata si¢ do: zmiany stopnia polimeryzacji tancucha O swoistego LPS i profili
biatek btonowych oraz zewnatrzkomorkowych, co prowadzilo do zwigkszonej ich
wrazliwo$ci na niektdre antybiotyki, detergenty, wybrane zwigzki osmotycznie czynne i
stresogenne. Wykazano takze zmiany w morfologii kolonii, tempie wzrostu, ruchliwosci
mutantow rosR w poréwnaniu do szczepu dzikiego oraz ich zdolnosci do tworzenia
biofilmow 1 przyswajania roznych zrodet wegla 1 azotu. Efektem plejotropowym tej mutacji
byla rowniez obnizona zdolno$¢ kolonizacji wilosnikow korzeniowych 1 zasiedlenia
roslinnego gospodarza oraz wigzania azotu czasteczkowego.

W ramach kontynuacji badan funkcji genu rosR, analizowano profil biatek
peryplazmatycznych 1 btony zewngtrznej (OM) oraz wilasciwosci powierzchniowe bakterii
stosujac mutanta uzyskanego na drodze ukierunkowanej mutagenezy z mutacja zlokalizowang
w regionie otwartej ramki odczytu genu rosR (Rt2472) w poréwnaniu do szczepu dzikiego
oraz mutantéw po komplementacji. Analiza proteomiczna wykazala, ze mutacja w genie rosR
wplywala na podwyzszenie ekspresji bialek OM: kadheryno-podobnego wiazacego Ca®,
podobnego do zawierajgcego motyw RTX, RapAl zaangazowanego w autoagregacje oraz
biatek flagelliny FlaA 1 FlaB, natomiast ekspresja transporterow DppA, BraC, SfuA r6znych
klas ulegata obnizeniu. Z kolei analiza topografii i nanomechanicznych wlasciwosci

powierzchni komorkowej, przy zastosowaniu techniki mikroskopii AFM, potwierdzita nizszg
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zawartos¢ EPS w mutancie, ktéra skutkowata zmiang hydrofobowosci i w potaczeniu z
wczesniej ustalonymi zmianami w obrebie O-antygenu, zwigkszong przepuszczalnos$ciag btony
dla substancji o charakterze hydrofobowym. Konsekwencje tych zmian miaty posredni wptyw
na efektywno$¢ symbiozy, co wykazala analiza mikroskopowa brodawek indukowanych
przez mutanta rosR. Na przekrojach brodawek obserwowano zaburzenia w budowie nici
infekcyjnej, degeneracje bakteroidow i obnizenie poziomu zasiedlenia.

Podsumowujac, bialko RosR R. leguminosarum bv. trifolii jest regulatorem
ekspresji wielu genow: syntezy skladnikéw powierzchniowych w tym polisacharydéw,
zwiazanych z ruchliwoscia oraz adaptacja bakterii do roznych warunkow stresowych i
wielu szlakow metabolicznych.

Stosowanie preparatow doglebowych zawierajacych wyselekcjonowane szczepy
rizobiowe jest uznang i1 stosowang od wielu lat metoda zwigkszania dostepnosci azotu dla
roslin. Poniewaz baterie muszg wykazywaé zdolnos$¢ adaptacji do zmieniajacych si¢
warunkow $rodowiska i1 konkurowania ze szczepami autochtonicznymi, najlepszymi
kandydatami do uzycia w postaci szczepionek sg izolaty pozyskane z brodawek lub ryzosfery
ro$lin bobowatych.

Z brodawek wilzyny bezbronnej (Ononis arvensis) wyizolowano 29 szczepow.
Wielokierunkowa analiza numeryczna cech fenotypowych pozwolita na zaklasyfikowanie
tych szczepow do rodzajow Rhizobium, Ensifer i Mesorhizobium. Zastosowanie techniki rep-
PCR (BOX) do badania genomowego odcisku palca, tzw. ,,fingenprinting” amplifikowanych
powtarzalnych sekwencji DNA, wskazato na wysoki poziom réznorodno$ci genomowej
wsrod badanych rizobiow. Jedoczesnie analiza pordéwnawcza sekwencji genu 16S rRNA 1
nodC pokazata, ze izolaty nalezg do dwoch rodzajow Rhizobium i Mesorhizobium. Ponadto
badajac tolerancje szczepéw na metale cigzkie (Cd, Pb, Zn) i barwniki, ich oporno$¢ na
wybrane antybiotyki, zdolno$¢ do syntezy zwiazkdéw chelatujacych zelazo sideroforow,
fitohormonoéw 1 uplynniania soli fosforanowych, jak 1 przez potwierdzenie obecnosci genu
acdS (kodujacego deaminazg¢ ACC - kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego) oraz
testy roslinne wskazujace na waski zakres gospodarza wykazano, ze izolaty z brodawek
Ononis arvensis wykazuja potencjal, jako szczepy PGPR promujace wzrost roslin.
Wyniki przedstawionych powyzej badan zostaly opublikowane w postaci trzech artykutow.

Identyfikacja na drodze analizy transkryptomicznej trzech ortologow domniemanych
kinaz serynowo-treoninowych w szczepie R. leguminosarum sbv. trifolii 24.2 zainicjowata

powstanie pracy przegladowej na temat funkcji tych enzymoéw oraz fosfataz w transmisji
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sygnatow komorkowych oraz adaptacji do srodowiska dla bakterii Gram-dodatnich i Gram-

ujemnych.
Lp. Publikacja, dane bibilograficzne IF, MNISW,
1. Turska-Szewczuk A, Russa R, Kara§ MA, Danikiewicz W, Spélnik G. 1,817 25

Structural elucidation of the outer core tetrasaccharide isolated
from the LPS of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii strain 24.
Carbohydrate Research 409 (2015): 1-8

2. Rachwal K, Boguszewska A, Kopcinska J, Karas M, Tchorzewski M, 4,076 35
Janczarek M.
A regulatory protein encoded by rosR affects Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii protein profiles, cell surface properties and symbiosis with
Trifolium pretense.
Frontiers in Microbiology (2016) 7:1302

3. Wdowiak-Wrobel S, Marek-Kozaczuk M, Kalita M, Kara$ M, 1,795 20
Wojcik M, Matek W.
Diversity and plant growth promoting properties of rhizobia isolated
from root nodules of Ononis arvensis.
Antonie van Leeuwenhoek International Journal of General and
Molecular Microbiology 110(8) (2017): 1087-1103

4. Janczarek M, Vinardell J-M, Lipa P, Kara$ M. 3,687 30
Hanks-type serine/threonine protein kinases and phosphatases in
bacteria: roles in signaling and adaptation to various environments.
International Journal of Molecular Science 2018;19(10). pii: E2872

a. IF zgodnie z rokiem opublikowania; b. MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania

5) Struktura lancucha O swoistego LPS Aeromonas hydrophila

LPS jest waznym czynnikiem wirulencji patogennych bakterii odpowiedzialnym za
indukowanie prozapalnych mediatorow w organizmie wyzszym. Petni takze funkcje ochronng
dla bakterii przed dziataniem dopelniacza, opsonizacja i fagocytoza (Publikacja P5). W
przypadku mezofilnych pateczek Aeromonas, powszechnie zasiedlajagcych ekosystemy
wodne, wudzial LPS w patogenno$ci jest stosunkowo malo poznany. Badania
immunohistochemiczne O-antygenow Aeromonas, najbardziej eksponowanej na powierzchni
czesci LPS, majag na celu zbudowanie podstaw molekularnych dla klasyfikacji serologicznej i
reaktywnosci krzyzowej szczepdéw Aeromonas i pokrewnych gatunkow (komunikat zjazdowy).

O-specyficzny polisacharyd (OPS) wyizolowany z LPS szczepu Aeromonas
hydrophila K691 badano metodami chemicznymi i spektroskopia *H i *C NMR. Na
podstawie sygnatdow obserwowanych na dwuwymiarowych widmach homo- i
heteronuklearnych (COSY, TOCSY, NOESY, HSQC, HMBC) stwierdzono, ze tancuch
O swoisty zbudowany byt z powtarzajacych sie pentasacharydowych jednostek ztozonych z
B-GlcpNACc, 2-O-acetylowanych a-Rhap i reszt B-Quip4NAc. Ustalono nastepujgca strukture
OPS:
—3)-a-L-Rha20Ac-(1—3)- B-D-GIcNAc(1—3)-a-L-Rha20Ac -(1—3)- B-D-GIcNAc(1—2)-B-D-

Qui4NAc-(1—
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Badania LPS Aeromonas obejmowaty takze analize rdzeniowego regionu oraz
dystrybucji genow dla czynnikoéw wirulencji 1 profili endotoksyn w szczepach
wyizolowanych z ryb i prezentowane byly w postaci komunikatow zajadowych. Ponadto
badano zaleznos$¢ struktury endotoksyny pateczek Aeromonas na zdolnos$¢ do przezywania w
komoérkach ameb. W powyzszych badaniach uczestniczylam, jako wspétwykonawca grantu

NCN (2011/B/NZ1/1203; kierownik grantu: dr hab. A. Turska-Szewczuk).

Lp. Publikacja, dane bibilograficzne IFs017  MNiSWog7

1. Pakiet K, Turska-Szewczuk A, Kara§ MA, Pekala A, Pietras H. 2,096 25
Structure of the O-specific polysaccharide from lipopolysaccharide
of Aeromonas strain K691 containing 4-acetamido-4,6-dideoxy-D-glucose.
Carbohydrate Research 439 (2017): 23-29.

2. Komunikaty zjazdowe; Zatgcznik 3 (I11.B.a.1-3)

6. PLANY NA PRZYSZLOSC

W najblizszym czasie chcialabym kontynuowa¢ badania, nad struktura
lipofosfonoglikanu Acanthamoeba spp., ktore obejmowalyby ustalenie profili fitoceramidow
oraz charakterystyke regionu cukrowego w Szczepach patogennych i niepatogennych.
Uzyskane wyniki powinny pomo6c w syntezie analogoéw strukturalnych, we wspotpracy z
zespolami zajmujacymi si¢ synteza organiczng, ktorych potencjal immunomodulujacy mozna
by testowac¢ na wybranych liniach komérkowych, co w efekcie przyczynitoby sie do lepszego
zrozumienia patogenezy, patofizjologii 1 immunobiologii zakazen tym petzakiem. Ponadto
planuje¢ kontynuowa¢ badania nad sktadem lipidowym 1 biatkkowym oraz funkcja
pecherzykow wielolamellarnych uwalnianych z Acanthamoeba, ktore zostaty rozpoczgte w
ramach grantu NCN Miniatura 1.

W celu poszerzenia wiedzy o wplywie Acanthamoeba spp. na wzrost roslin planuj¢
bada¢ autochtoniczne szczepy ameb otrzymane z ryzosfery roslin bobowatych na
symbiotyczne i endofityczne bakterie izolowane z tej samej niszy. W ekologiczny nurt moich
zainteresowan wpisuja si¢ takze badania nad biodegradacyjnym potencjatem pateczek
Achromobacter spp., ktore do tej pory prezentowane byly w postaci komunikatow

zjazdowych.
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7. PODSUMOWANIE AKTYWNOSCI NAUKOWEJ

Punkty
Dane bibilometryczne (na dzien 24.01.2019) IF,
MNiSWsp
IF = 13,438
I . Lo — v 145 pkt
I Publikacje stanowiace osiagnigcie habilitacyjne = 5 publikacji
1Fs o 1emi = 15,716
2. Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych sie w bazie
Journal Citation Reports (JCR) (z wylaczeniem prac IF = 16,496 200 pkt
wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego): po uzyskaniu
stopnia doktora = 9 publikacji
3. Publikacje naukowe spoza bazy JCR po uzyskaniu stopnia IF=0,19 15 pkt
doktora = 1 publikacja
Laczna liczba publikacji Razem = 15 IF = 30,124 360 pkt

4. Liczba streszczen naukowych prezentowanych na konferencjach
krajowych i migdzynarodowych:
A. Przed uzyskaniem stopnia doktora = 6

B. Po uzyskaniu stopnia doktora = 24

Lgczna liczba komunikatow Razem = 30

Laczna liczba cytowan wg WoS: 28 (17 bez autocytowan)
Indeks Hircha wg WoS -3

Laczna liczba cytowan: 37 (27 bez autocytowan)

a -~ IF zgodnie z rokiem opublikowania
b — MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania

M ya@ leue

Kah ceh

Strona 31z 31



