Zaleznos¢ pomiedzy dlugoscia czesci O-swoistej lipopolisacharydu

a potencjalem patogennosci bakterii z rodzaju Salmonella

Zakazenia wywotane nietyfoidalnymi szczepami Salmonella stanowia, obok zakazen
bakteriami Campylobacter, gtéwng przyczyng zatru¢ pokarmowych w Unii Europejskiej i sa
powaznym problemem dla zdrowia publicznego. Coraz czg¢éciej, oprocz salmonelloz
o typowym przebiegu, obserwuje si¢ zakazenia prowadzace do wystapienia objawoOw
w postaci pozajelitowej lub posocznicy, szczegolnie niebezpiecznej dla zdrowia i zycia dzieci,
0sOb starszych oraz osob z niedoborami odpornosci. Opornos¢ bakterii na surowice jest
kluczowym czynnikiem zjadliwosci dla rozwoju zakazen uktadowych. Istotnym aspektem
w procesie wirulencji bakterii Salmonella jest generowanie przez nie zmian w ich ostonach
zewnetrznych, umozliwiajacych im przetrwanie i namnozenie si¢ w skrajnie niekorzystnym
srodowisku. Cze$¢ szczepow Salmonella charakteryzuje rozktad dilugosci czasteczek
lipopolisacharydu (LPS) na powierzchni komorki, w ktérym wyraznie wyrdzniaja si¢ trzy
frakcje. Kazda z nich charakteryzuje si¢ rézng liczba powtarzajacych si¢ podjednostek
polisacharydu O-swoistego: LPS o niskiej masie czasteczkowej (LMW-OAg, posiadajacy do
15 podjednostek), LPS dtugi (L-OAg, 16-35 podjednostek) oraz LPS bardzo dtugi (VL-OAg,
ponad 100 podjednostek). Za regulacje¢ dlugosci czesci O-swoistej LPS odpowiadajg geny wzz
oraz wzzsepe (fepE). Bakterie z rodzaju Salmonella sa w stanie modulowac¢ syntezg i strukture
LPS w celu ochrony przed litycznym dziataniem ukladu dopetniacza. W celu doktadnego
poznania mechanizméw patogennosci bakterii, istotne wydaje si¢ by¢ charakteryzowanie
interakcji zachodzacych pomiedzy sktadnikami oston komoérkowych bakterii, a sktadnikami
uktadu immunologicznego gospodarza.

W niniejsze] pracy doktorskiej analizowano wplyw rozkladu dlugo$ci czasteczek LPS na
powierzchni komorek Salmonella na jej zdolno$¢ unikania odpowiedzi uktadu dopetniacza
gospodarza. Zbadano jak pasazowanie w surowicy ludzkiej wptywa na przezywalnos¢, dtugos¢
wytwarzanego lipopolisacharydu oraz kompozycje proteomu blony zewngtrznej bakterii
Salmonella O48. W celu okreslenia roli réoznych typow LPS w mechanizmach unikania
odpowiedzi immunologicznej gospodarza przez bakterie S. Enteritidis, skonstruowano panel
chromosomalnych mutantéw bakteryjnych o skroconej dtugosci czesci O-swoistej LPS. Panel
chromosomalnych mutantow obejmowal 4 szczepy wytwarzajagce odpowiednio: jedna
podjednostke O-swoistg (Awzy), LMW-OAg (AfepE Awzz), LMW-OAg i L-OAg (AfepE) oraz
LMW-OAg i VL-OAg (Awzz). W celu doktadnej charakterystyki réznych typow LPS

opracowano metode pomiaru $redniej dhugosci czescel O-swoistej



z wykorzystaniem chromatografii gazowo-cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas. Istota
opracowanej metody jest analiza w badanym preparacie proporcji miedzy iloscig sktadnika
cukrowego, wystepujacego w powtarzajacych si¢ podjednostkach czegsci O-swoistej, a jednym
ze sktadnikéw rdzenia LPS. Wykorzystujac panel mutantéw S. Enteritidis oceniono wplyw
dhugosci czesci O-swoistej LPS na patogenno$¢ bakterii w testach in vitro (okreslenie
oddziatywania ze sktadnikami uktadu dopetniacza i stopnia pochtaniania przez komorki ssacze)
oraz in vivo (okreslenie poziomu modelowe]j patogennosci z wykorzystaniem larw Galleria
mellonella). Dodatkowo w pracy okreSlono roéwniez wpltyw dlugosci czgsci
O-swoistej lipopolisacharydu na ksztattowanie proteomu btony zewnetrznej utworzonych
mutantéw S. Enteritidis.

Przeprowadzone ecksperymenty wykazaly, ze pasazowanie bakterii Salmonella 048
w surowicy prowadzi do wzrostu przezywalno$ci bakterii oraz do zmian w ich oslonach
komoérkowych. Wsrod biatek wystepujacych w wigkszej ilosci po dziewigciokrotnym
pasazowaniu w surowicy w stosunku do szczepu przed pasazowaniem zidentyfikowano m.in.
biatka zwigzane z reakcja na stres srodowiskowy oraz biatka zwigzane z biosyntezg kwasow
thuszczowych. Z kolei zmiany w profilach LPS byly niewielkie i widoczne gléwnie w frakcji
L-OAg LPS. Przeprowadzona analiza panelu mutantow chromosomalnych o skrdconej
dhugosci czgéci O-swoistej LPS w testach in vitro wykazata kluczowa rolg L-OAg LPS
w ochronie bakterii S. Enteritidis przed litycznym dzialaniem surowicy. Wykazano rowniez
zwigzek pomiedzy dtugoscia czgsci O-swoistej LPS a wiasciwoscig proteolityczng biatka PgtE.
W eksperymentach z wykorzystaniem linii komoérkowych wykazano natomiast zalezno$¢
pomiedzy skracaniem czesci O-swoistej LPS a stopniem pochtaniania bakterii przez mysie
makrofagi. Badania in vivo wykorzystujace model larw Galleria mellonella rowniez wykazaty,
ze mutanty S. Enteritidis o skroconej dtugosci czesci O-swoistej LPS charakteryzuja si¢ roznym
stopniem patogenno$ci. Analizujgc proteom mutantow o skroconej dhugosci czesci O-swoistej
LPS wykazano, ze wraz ze skracaniem LPS nastepuje wzrost ilosci niektorych biatek w
porownaniu do szczepu dzikiego. Wsrod biatek wystepujacych
w wigkszej ilo$ci u badanych mutantow S. Enteritidis mozna wyr6zni¢ m.in. biatka zwigzane z
biosyntezg rzesek oraz biatka dwuskladnikowych systemoéw regulacyjnych.

Podsumowujac, badania opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej przyniosly szereg
informacji dotyczacych roli dtugosci czg¢sci O-swoistej LPS w patogenezie zakazen bakterami
Salmonella. Ponadto w pracy zidentyfikowano wptyw dtugosci lipopolisacharydu na

ksztaltowanie proteomu btony zewnetrzne;.



