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2. STRESZCZENIE

Zakazenia wywotane nietyfoidalnymi szczepami Salmonella stanowig, obok zakazen
bakteriami Campylobacter, gtdéwng przyczyng zatru¢ pokarmowych w Unii Europejskiej i sg
powaznym problemem dla zdrowia publicznego. Coraz czg$ciej, oprocz salmonelloz
o typowym przebiegu, obserwuje si¢ zakazenia prowadzace do wystapienia objawow
w postaci pozajelitowej lub posocznicy, szczegdlnie niebezpiecznej dla zdrowia i zycia dzieci,
0sOb starszych oraz 0sob z niedoborami odpornosci. Opornos$¢ 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
zewngetrznych, umozliwiajacych im przetrwanie i namnozenie si¢ w skrajnie niekorzystnym
srodowisku. Cze$¢ szczepow Salmonella charakteryzuje rozktad diugosci czasteczek
lipopolisacharydu (LPS) na powierzchni komorki, w ktorym 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 ditugi (L-OAg, 16-35 podjednostek) oraz LPS bardzo dtugi (VL-OAg,
ponad 100 podjednostek). Za regulacje dtugosci czesci O-swoistej LPS odpowiadaja geny wzz
oraz Wzzsepe (fepE). Bakterie z rodzaju Salmonella sg w stanie modulowac¢ synteze i strukture
LPS w celu ochrony przed litycznym dziataniem uktadu dopelniacza. W celu doktadnego
poznania mechanizmdéw patogennosci bakterii, istotne wydaje si¢ by¢ charakteryzowanie
interakcji zachodzacych pomiedzy sktadnikami oston komorkowych bakterii, a sktadnikami
uktadu immunologicznego gospodarza.

W niniejszej pracy doktorskiej analizowano wplyw rozktadu dlugosci czasteczek LPS na
powierzchni komorek Salmonella na jej zdolno$¢ unikania odpowiedzi uktadu dopetniacza
gospodarza. Zbadano jak pasazowanie w surowicy ludzkiej wptywa na przezywalnos¢,
dhugos¢ wytwarzanego lipopolisacharydu oraz kompozycj¢ proteomu blony zewnetrznej
bakterii Salmonella O48. W celu okreslenia roli réznych 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 obejmowat 4 szczepy wytwarzajace
odpowiednio: jedng 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 dlugosci czeSci O-swoistej

z wykorzystaniem chromatografii gazowo-cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas. Istota
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opracowanej metody jest analiza w badanym preparacie proporcji miedzy iloscig sktadnika
cukrowego, wystepujacego w powtarzajacych si¢ podjednostkach czgéci O-swoistej, a jednym
ze sktadnikow rdzenia LPS. Wykorzystujac panel mutantow S. Enteritidis oceniono wptyw
dhugosci czesci O-swoistej LPS na patogenno$¢ bakterii w testach in vitro (okreslenie
oddziatywania ze sktadnikami uktadu dopeiniacza i stopnia pochfaniania przez komorki
ssacze) oraz in vivo (okreslenie poziomu modelowej patogennosci z wykorzystaniem larw
Galleria mellonella). Dodatkowo w pracy okreslono rowniez wpltyw dlugosci czgéci
O-swoistej lipopolisacharydu na ksztattowanie proteomu btony zewnetrznej utworzonych
mutantoéw S. Enteritidis.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze pasazowanie bakterii Salmonella 048
w surowicy prowadzi do wzrostu przezywalnosci bakterii oraz do zmian w ich ostonach
komorkowych. Wérdd 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 biosynteza kwasow
tluszczowych. Z kolei zmiany w profilach LPS byty niewielkie i widoczne gtownie w frakcji
L-OAg LPS. Przeprowadzona analiza panelu mutantéw chromosomalnych o skrdconej
dhugosci czesci O-swoistej LPS w testach in vitro wykazata kluczowa rolg L-OAg LPS
w ochronie bakterii S. Enteritidis przed litycznym dziataniem surowicy. Wykazano roéwniez
zwigzek pomiedzy dlugoscig czesci O-swoiste] LPS a wlasciwos$cig proteolityczng biatka
PgtE. W eksperymentach z wykorzystaniem linii komorkowych wykazano natomiast
zalezno$¢ pomigdzy skracaniem czg¢sci O-swoistej LPS a stopniem pochlaniania bakterii przez
mysie makrofagi. Badania in vivo wykorzystujagce model larw Galleria mellonella réwniez
wykazaly, ze mutanty S. Enteritidis o skroconej dlugosci czesci O-swoistej LPS
charakteryzujg si¢ rdznym stopniem patogennos$ci. Analizujac proteom mutantow o skrdconej
dhugosci czgséci O-swoistej LPS wykazano, ze wraz ze skracaniem LPS nastgpuje wzrost ilosci
niektérych  biatek w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Wsrod biatek wystepujacych
w wigkszej ilosci u badanych mutantéw S. Enteritidis mozna wyr6zni¢ m.in. biatka zwigzane
z biosynteza rzesek oraz biatka dwusktadnikowych systemow regulacyjnych.
Podsumowujac, badania opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej przyniosty szereg
informacji dotyczacych roli dlugosci czesci O-swoistej LPS w patogenezie zakazen bakterami
Salmonella. Ponadto w pracy zidentyfikowano wplyw dlugosci lipopolisacharydu na

ksztaltowanie proteomu btony zewng¢trzne;.
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3. SUMMARY

Infections caused by non-typhoidal Salmonella strains are, along with Campylobacter
infections, the main cause of food poisoning in the European Union and are a serious public
health problem. In addition to the typical course of salmonellosis, an infection with Salmonella
bacteria can often lead to a parenteral infections and sepsis, which are particularly dangerous
for the health and life of children, the elderly and the people with immunodeficiency. Bacterial
resistance to serum is a key virulence factor for the development of systemic infections. An
important element of Salmonella virulence is the ability to change the structures of the outer
envelopes, what allows for the survival and multiplication of bacteria in an extremely adverse
environment. In the lipopolysaccharide (LPS) of some Salmonella strains three fractions,
differing by the number of repeating subunits of the O-specific polysaccharide, can be clearly
distinguished: : low molecular weight LPS (LMW-OAg, consisting of up to 15 subunits), long
LPS (L-OAg, 16-35 subunits) and very long LPS (VL- OAg, over 100 subunits). The number
of subunits of the O-antigen is regulated by the wzz and wzzpe (fepE) genes. Bacteria of the
Salmonella genus are able to modulate the synthesis and structure of LPS to protect the cell
from the lytic action of the complement system. In order to fully understand the mechanisms
of bacterial pathogenicity, it seems important to characterize the interactions occurring
between the components of the bacterial cell envelopes and components of the host's immune
system.

This dissertation analyzes the effect of the distribution of LPS molecules with different length
located on the surface of Salmonella cells on its ability to evade complement response of the
host. It was investigated how passaging in human serum influences the bacterial survival rate,
the length of the produced lipopolysaccharide and the proteome composition of the outer
membrane of Salmonella O48. In order to determine the role of different LPS types in the
mechanisms of avoiding the host immune response by S. Enteritidis, a panel of chromosomal
mutants with different length of the O-specific LPS part was constructed. The collection of
chromosomal mutants included 4 strains producing, respectively: one O-specific subunit
(Awzy), LMW-OAg (AfepE Awzz), LMW-OAg and L-OAg (AfepE), LMW-OAg and
VL-OAg (Awzz). In order to better characterize the different types of LPS present on the
surface of the bacterial cell, and to measure the average length of the O-specific part, a method
using gas-liquid chromatography was developed. The method is based on the analysis of the
proportion between the amount of the sugar component present in the repeating subunits

of the O-specific part and one of the components of the LPS core. Using the panel
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of S. Enteritidis mutants, the effect of the LPS length on bacterial pathogenicity was tested
in vitro (determination of the interaction with complement components and the degree
of bacteria uptake by mammalian cells) and in vivo (determination of the pathogenicity level
using Galleria mellonella larvae model). Additionally, the study also determined the influence
of the length of the O-specific part of LPS on the composition of the outer membrane proteome
of the created S. Enteritidis mutants.

The conducted experiments have shown that multiple passages of Salmonella O48 in serum
lead to an increase in the survival rate of the bacteria and changes in their cell envelopes.
Among the proteins present in greater quantity after nine-fold passaging in serum, proteins
related to the response to environmental stress and proteins related to the biosynthesis of fatty
acids were identified. On the other hand, the changes in the LPS profiles were small and
concerned mainly L-OAg LPS. The performed in vitro tests with the created S. Enteritidis
mutants showed the key role of L-OAg LPS in the protection of S. Enteritidis bacteria against
the lytic action of serum. The relationship between the length of the O-specific portion of LPS
and the proteolytic activity of the PgtE protein has been demonstrated. A relationship between
the O-antigen length and the degree of bacterial uptake by mouse macrophages was also
demonstrated. In vivo studies using the Galleria mellonella larvae model showed that
S. Enteritidis mutants differ in their pathogenicity. The proteome analysis of the outer
membrane proteome of the created S. Enteritidis mutants showed that there is an increase in
the amount of some proteins produced in the tested strains compared to the wild type strain.
Proteins associated with the biosynthesis of flagella and proteins of two-component regulatory
systems can be distinguished among the proteins present in greater amounts in the studied
S. Enteritidis mutants.

In summary, the research described in this doctoral dissertation provided a number
of important information on the role of the O-specific chain length of LPS in the pathogenesis
of Salmonella bacteria. Moreover, the study characterized the effect of lipopolysaccharide
length on the composition of the outer membrane proteome.
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4. WPROWADZENIE

Wyniki zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej sg kontynuacjg badan
prowadzonych przy wspoétpracy z zespotem prof. Gabrieli Bugli Ploskonskiej z Zaktadu
Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Dotychczasowe badania skupiaty si¢ na
charakteryzowaniu mechanizméw Oporno$ci bakterii  Gram-ujemnych wobec uktadu
immunologicznego gospodarza [1-6]. Czes¢ badan po$wiecona byta bakteriom Salmonella
z grupy serologicznej 048, ktorej charakterystyczng cechg jest obecnos¢ kwasu
N-acetyloneuraminowego (ang. N-acetylneuraminic acid, NeuAc) — kwasy sjalowego
w strukturze antygenu O-swoistego. Jeden z mechanizméw obronnych bakterii, chronigcy
przed litycznym dziataniem uktadu dopetniacza polega na wydtuzaniu przez bakterie dtugosci
czesci O-swoistej lipopolisacharydu (ang. lipopolysaccharide, LPS) [7]. Analiza poziomu
kwasu sjalowego i jego poréwnanie do komponentu wystepujacego w strukturze czasteczki
lipopolisacharydu w statej ilosci, umozliwia okreslenie $redniej dtugosci czesci O-swoistej
LPS. We weczesniejszych pracach zespolu wykazano, ze bakterie Salmonella 048
charakteryzuja si¢ zréznicowanym poziomem Wrazliwosci na surowice [3,4]. Proba ustalenia
czy dtugos¢ czasteczki LPS jest bezposrednio zwigzania z poziomem opornosci ha surowice
ludzka u szczepoéw Salmonella O48 nie wykazata takiej korelacji [1]. Uzyskane przez zespot
wyniki wykazaty, ze dtugos$¢ czesci O-swoistej LPS nie odgrywa kluczowej roli w zjawisku
opornosci Salmonella O48 na bakteriobdjcza aktywnos$¢ surowicy [1]. W podzniejszych
badaniach wykazano, ze szczepy Salmonella 048 w wyniku przedtuzonej ekspozycji na
surowice ludzka nabywaja oporno$¢ na jej dziatanie. Ponadto poroéwnanie profili rozdziatu
czasteczek LPS na zelu poliakrylamidowym, przed i po pasazowaniu w surowicy, wykazato
roznice w proporcjach pomiedzy poszczegdlnymi regionami czgsci O-swoistej [5]. Obok
bakterii Salmonella 048, drugim serowarem badanym pod katem mechanizmow
warunkujacych opornos¢ na lityczne dziatanie uktadu dopelniacza byt serowar Enteritidis.
Uzyskane przez zespot wyniki wskazuja, ze szczepy kliniczne S. Enteritidis izolowane od
pacjentow w Polsce roznig si¢ miedzy soba poziomem wrazliwosci na dzialanie surowicy
ludzkiej i charakteryzuja si¢ podobnym rozktadem dlugosci czgsci O-swoistej LPS [6].
Autorzy wykazali, Ze szczepy rdéznigce si¢ poziomem wrazliwosci na dziatanie 75% surowicy
ludzkiej wykazuja réznice w kompozycji proteomu blony zewnetrznej, ktore warunkujg
przetrwanie w Srodowisku surowicy [6]. Niniejsza rozprawa doktorska jest kontynuacja
powyzszych badan i ma na celu okreslenie roli dlugosci czesci O-swoistej LPS bakterii

z rodzaju Salmonella w procesach patogenezy.
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5. WSTEP

5.1 Charakterystyka rodzaju Salmonella

Bakterie z rodzaju Salmonella sg Gram-ujemnymi, fakultatywnie beztlenowymi pateczkami
nalezacymi do rodziny Enterobacteriaceae. Srednica komoérki bakteryjnej waha si¢ od okoto
0,7 um do 1,5 um, natomiast dtugo$¢ od 2 um do 5 um. Wigkszos¢ szczepoéw Salmonella
porusza si¢ dzigki peritrichalnemu urzg¢sieniu. Bakterie z rodzaju Salmonella posiadajg bardzo
szeroki zakres gospodarzy i sg wzglednie wewngtrzkomorkowymi —patogenami
0 ogodlnoswiatowym znaczeniu epidemiologicznym. Bakterie Salmonella wystepuja
powszechnie w srodowisku naturalnym, mozna je wyizolowaé¢ miedzy innymi z gleby, wody
oraz powierzchni roslin [8].

W ostatnich latach nomenklatura rodzaju Salmonella byta przedmiotem wielu dyskusji
i kontrowersji. Obecnie wigkszo$¢ centrow referencyjnych na $wiecie, w tym amerykanskie
Centrum Kontroli i Prewencji Choréb (ang. Centers for Disease Control and Prevention,
CDC) przyjmuje system nazewnictwa bakterii rekomendowany przez Swiatowa Organizacje
Zdrowia (ang. World Health Organisation, WHO). System ten klasyfikuje bakterie z rodzaju
Salmonella, na podstawie r6znic w analizie sekwencji 16s rRNA, na dwa gatunki: Salmonella
enterica (S. enterica) oraz Salmonella bongori (S. bongori) [9,10]. Gatunek S. enterica jest
dalej dzielony na sze$¢ podgatunkow w oparciu o charakterystyke biochemiczng oraz
pokrewienstwo filogenetyczne (tabela 1). Dodatkowo, na podstawie analiz detereminant
antygenowych (antygen somatyczny O, rzeskowy H, otoczkowy K), bakterie z rodzaju
Salmonella dzieli si¢ na serowary. Wedtug opracowanego w 2010 roku przez WHO schematu
Kauffmann-White-Le Minor wyrdzniamy 2610 serowarow Salmonella [11]. Jednak liczba ta

najprawdopodobniej jest znacznie wyzsza, poniewaz wcigz odkrywane sg nowe serowary.
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Tabela 1. Podziat systematyczny rodzaju Salmonella.

Rodzaj Gatunek Podgatunek (ang. subspecies)

I subsp. enterica

I subsp. salamae

i subsp. arizonae

Salmonella > enterica Ila subsp. diarizonae
v subsp. houtenae
\ subsp. indica
S. bongori

5.2 Chorobotworczos¢ bakterii z rodzaju Salmonella

Bakterie z rodzaju Salmonella nalezg do najcze¢sciej izolowanych patogenow, przenoszacych
si¢ poprzez zywnos¢. Gtowna droga transmisji bakterii Salmonella to droga fekalno-oralna.
Do zakazenia moze doj$¢ po spozyciu skazonej wody lub zywnosci. Do gléwnych produktow
spozywczych, w ktorych wykrywa si¢ bakterie Salmonella naleza: migso drobiu, trzody
chlewnej i bydta, jaja oraz produkty mleczne. Bakterie Salmonella charakteryzuja si¢ duza
odpornoscig na wysychanie i moga wystepowac rowniez w suszonych owocach lub suszonych
produktach zwierzecych. Do innych zrodet, w ktorych wykrywa si¢ bakterie Salmonella
zalicza si¢ §wieze owoce 1 warzywa. Do zakazenia dochodzi w wyniku nieprawidtowego
przygotowania potraw, bez przestrzegania podstawowych zasad higieny [9,12]. Infekcja
bakteriami Salmonella moze rozwingé si¢ rowniez w wyniku bezposredniego kontaktu
z katem zakazonych zwierzat. Bakterie te cechuje bowiem bardzo szeroki zakres gospodarzy
do ktérego oprocz ludzi, mozna zaliczyé: $winie, koty, psy, gady, ptazy, ptaki i owady [8].
Zakazenie bakteriami Salmonella moze prowadzi¢ do réoznych objawow klinicznych. U ludzi
mozemy wyr6zni¢: dur brzuszny, dur rzekomy oraz salmonellozy. W oparciu 0 wywotywane
objawy kliniczne szczepy Salmonella mozna podzieli¢ na durowe (ang. Typhoidal Salmonella

strains, TSS) i niedurowe szczepy Salmonella (ang. Non-typhoidal Salmonella strains, NTS).

5.2.1 Tyfoidalne szczepy Salmonella

Do czynnikow etiologicznych wywotujacych dur brzuszny zaliczamy szczepy Salmonella
Typhi (S. Typhi), natomiast dur rzekomy wywolywany jest przez bakterie Salmonella
Paratyphi (S. Paratyphi) z grupy A, B i C. Bakterie S. Typhi i S. Paratyphi wywolujg infekcje
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wytacznie u ludzi, do zakazenia dochodzi w wyniku spozycia zywnosci lub wody skazonej
odpadami zarazonych osob. Objawy oraz przebieg choroby sg podobne dla obu jednostek
chorobowych. Okres inkubacji choroby wynosi 7 dni lub dtuzej, z objawami prodromalnymi
takimi jak bol glowy i brzucha oraz biegunka [13]. Podczas choroby wystepuje specyficzna,
powoli narastajgca goraczka, charakteryzujaca si¢ w pierwszym tygodniu temperaturg ciata
w zakresie od 37,5°C do 38,2°C, narastajacg do 41,5°C w drugim tygodniu choroby [14].
Oprécz goraczki u chorych moga wystapi¢ powigkszenie watroby i §ledziony oraz bole
mie$ni. W niektorych przypadkach wystepuje dodatkowo rumieniowa plamisto-grudkowa
wysypka zlokalizowana na skorze klatki piersiowej i nadbrzusza [15]. W wigkszoSci
przypadkéw $mier¢ chorego nastepuje w wyniku perforacji jelit i zapalenia otrzewnej lub

w wyniku ci¢zkiej encefalopatii [16].

5.2.2 Nietyfoidalne szczepy Salmonella

Do nietyfoidalnych szczepow Salmonella zaliczamy szczepy inne niz S. Typhi i S. Paratyphi.
NTS sa czynnikiem etiologicznym salmonelloz, ktéore moga przebiega¢ pod réznymi
postaciami klinicznymi. Najbardziej rozpowszechniong postacig infekcji jest postac
zoladkowo-jelitowa. W porownaniu do infekcji wywolanych przez TSS, okres inkubacji
choroby wywotanej przez NTS jest znaczaco krdtszy 1 wynosi okoto 24 godziny. Zakazeniu
towarzysza takie objawy jak gwattowna biegunka, wymioty, nudnosci, skurcze brzucha 1 bole
migs$ni. Dodatkowo moze wystepowac goraczka, ktéra jednak nie przekracza 39°C. Objawy
choroby sa zwykle samoograniczajace i1 infekcja ustepuje w ciggu kilku dni od zakazenia.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze pacjenci z obnizong odpornoscia, osoby starsze lub dzieci do 5
roku zycia sg bardziej podatni na infekcje NTS 1 u nich mogg rozwijaé si¢ ci¢zsze objawy
choroby [17,18]. Cho¢ w wigkszosci przypadkow NTS wywotuja u ludzi zapalenie Zzotadka
1 jelita, infekcje NTS mogg przybra¢ rowniez posta¢ bakteriemii lub posta¢ pozajelitowa
(narzadowa). Gtownym objawem manifestujacym obecnos$¢ bakterii we krwi jest wysoka
gorgczka. W skrajnych przypadkach bakteriemia moze prowadzi¢ do wstrzasu septycznego
z wysoka $miertelno$cig. Bakteriemia rozwija si¢ u okoto 5% pacjentdw zakazonych NTS.
W niektorych przypadkach moze dojs¢ do powiktan pozajelitowych, w przebiegu ktorych
bakterie po dostaniu si¢ do narzadéw moga spowodowaé zapalenie drog zotciowych, phuc,

wsierdzia lub opon mézgowych [19,20].
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5.2.3 Epidemiologia szczepoéw Salmonella

Infekcje wywotane bakteriami Salmonella stanowig powazny problem dla zdrowia
publicznego. Zakazenia nietyfoidalnymi szczepami Salmonella sg jednymi z najbardziej
rozpowszechnionych na $wiecie. Corocznie notuje si¢ okoto 94 miliony przypadkow
salmonelloz, z czego okoto 155 tysiecy konczy sie¢ zgonem [18]. Jednak $miertelnos¢
z powodu salmonelloz ogranicza si¢ gldwnie do krajow rozwijajacych si¢. Nalezy zaznaczyc¢,
ze liczba zakazen jest prawdopodobnie niedoszacowana, poniewaz wigkszo$¢ przypadkoéw
salmonellozy nie jest zglaszana ze wzgledu na krotki przebieg choroby oraz brak
hospitalizacji [21]. Bakterie Salmonella stanowig obok bakterii Campylobacter glowna
przyczyne zatru¢ pokarmowych w Unii Europejskiej (ang. European Union, UE). W 2017
roku w krajach UE odnotowano 91 622 przypadkéw zakazen wywotanych bakteriami
Salmonella, z czego 10,6% przypadkow odnotowano w Polsce. W UE do pigciu najczesciej
izolowanych od ludzi szczepéw naleza: S. Enteritidis, S. Typhimurium, monofazowa
S. Typhimurium 1.4.[5].12:i:-, S. Infantis oraz S. Newport. S. Enteritidis jest rowniez
najczesciej izolowanym w praktyce klinicznej serowarem w Polsce [22-24]. W ciagu
ostatnich 5 lat liczba notowanych zakazen NTS w Polsce utrzymuje si¢ §rednio na poziomie
okoto 9 tysiecy przypadkow (tabela 2). Z kolei poziom hospitalizacji utrzymuje si¢ srednio na

poziomie 70% [24,25].

Tabela 2. Salmonellozy w Polsce w latach 2015-2019.

Liczba przypadkow
Rok zatrucia inne zakazenia posocznica
pokarmowe | pozajelitowe
2015 8420 100 132
2016 9701 131 195
2017 9710 118 172
2018 9651 127 177
2019 8919 121 193

W przeciwienstwie do nietyfoidalnych szczepow Salmonella, szczepy tyfoidalne powoduja
infekcje o duzej $miertelnosci i wystepuja glownie w krajach stabo rozwinigtych [9,26].
Wedlug WHO rocznie notuje si¢ 22 miliony przypadkow infekcji wywolanych przez

tyfoidalne szczepy Salmonella, z czego okoto 200 tysi¢gcy konczy sie zgonem [27].
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Pomimo stosowanej antybiotykoterapii Smiertelnos¢ wywotana durem moze siggaé nawet 7%.
Dur brzuszny jest szeroko rozpowszechniony na obszarach o goragcym klimacie i niskim
poziomie sanitarno-higienicznym. Bakterie S. Typhi s3 izolowane z obszarow Afryki
Saharyjskiej, Indonezji, Ameryki Lacinskiej oraz Azji Potudniowej i Poludniowowschodniej
[28]. W Polsce w 2019 roku odnotowano 3 przypadki duru brzusznego oraz 2 przypadki duru
rzekomego. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze przypadki duru w wiekszosci europejskich krajow,
w tym w Polsce, zwigzane sg z turystyka, a choroba jest importowana przez podroézujacych

wracajacych z terendw endemicznych [23,25].

5.2.4 Lekooporno$¢ szczepow Salmonella

Szacuje si¢, ze patogeny oporne na dziatanie antybiotykdw sa przyczyng okoto 2 milionow
zachorowan i 23 tysigcy zgondéw rocznie w Stanach Zjednoczonych [29]. Narastajaca
oporno$¢ na antybiotyki stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego na catym
Swiecie. Wiekszo§¢ zakazen NTS ma tagodny i samoograniczajacy si¢ przebieg, jednak
w niektérych przypadkach infekcja moze by¢ powazniejsza i wymagaé antybiotykoterapii.
W przypadku ostrych zakazen bakteriami Salmonella zaleca si¢ podawanie antybiotykow
o szerokim spektrum dziatania. Cefalosporyny III generacji sa zalecane dla dzieci, natomiast
do leczenia infekcji osob dorostych zaleca si¢ podawanie fluorochinolonéw. Dane
epidemiologiczne wskazuja na wzrost ogdlnej opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe
wérod  szczepow Salmonella. Z raportu CDC na temat opornosci na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe bakterii odzwierzecych wynika, ze w 2018 roku przebadano 23%
klinicznych szczepow Salmonella w kierunku opornosci na jeden lub wigcej antybiotykow.
Wykazano, ze przebadane szczepy charakteryzowaty si¢ najwigksza opornoscia na
sulfonamidy/sulfametoksazol (30,5%), tetracykling (28,8%), ampicyling (25,9%) oraz
ciprofloksacyne (12,5%) [30]. Oporno$¢ na cefotaksym oraz ceftazydym zostata odnotowana
u odpowiednio 1,5% 1 1,2% przebadanych szczepow. Sposrod wszystkich przebadanych
szczepow 28,5% sklasyfikowano jako wielolekooporne (ang. multidrug-resistance, MDR).
Wielolekooporno$¢ byta najbardziej rozpowszechniona wsréd monofazowej S. Typhimurium
(80,5%), podczas gdy wsrod S. Enteritidis tylko 3,5% przebadanych szczepow
charakteryzowato si¢ fenotypem MDR [30].
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5.3 Mechanizm patogenezy zakazen bakteriami Salmonella

Nietyfoidalne i tyfoidalne szczepy Salmonella posiadaja cze¢sciowo pokrywajacy si¢ zestaw
czynnikow wirulencji, ktéry umozliwia bakterii inwazj¢ oraz przetrwanie w organizmie
gospodarza. Okoto 90% genomu bakterii S. Typhi oraz S. Typhimurium jest identyczna.
Wigkszos¢ genow kodujacych najwazniejsze czynniki wirulencji zlokalizowana jest
w konserwatywnych odcinkach DNA tzw. wyspach patogennosci (ang. Salmonella
pathogenecity island, SPI) i plazmidzie wirulencji pSLT [31]. Nie wszystkie serotypy
charakteryzuja si¢ obecno$cig wszystkich poznanych 23 SPI. Wyspy patogennosci
SPI-1 - SPI-5 sa wspdlne dla wszystkich serowarow S. enteritica i wykazano ich udziat
w procesie patogenezy szczepdéw S. Typhimurium. Do gléwnych czynnikow wirulencji
bakterii Salmonella mozemy zaliczy¢ miedzy innymi: adhezyny, system sekrecji typu
trzeciego, fimbrie, biatka btony zewnetrznej (ang. outer membrane proteins, OMP) oraz LPS
[32]. Do zakazenia NTS dochodzi najczesciej na drodze fekalno-oralnej. Zanim jednak
bakterie dotra do docelowych komorek gospodarza w jelicie cienkim, musza przetrwad
w niskim pH Zotadka. Mechanizm tolerancji na kwas, umozliwiajacy bakteriom przetrwanie
w zoladku gospodarza polega na utrzymywaniu wyzszego pH wewnatrzkomoérkowego
w stosunku do pH $rodowiska [33]. Po przedostaniu si¢ przez warstwe $luzu obecng w jelitach
dochodzi do kontaktu bakterii Salmonella z nabtonkiem. Uwaza si¢, ze adhezja do tkanek
zywiciela jest jednym z kluczowych wydarzen podczas patogenezy. Wykazano, ze bakterie
Salmonella sg zdolne do kolonizacji zdrowego gospodarza, jednak prawdopodobienstwo
kolonizacji wzrasta w okresach immunosupresji lub stresu fizjologicznego [34]. Przyleganie
komorek bakteryjnych do komorek gospodarza uwarunkowane jest m.in. przez fimbrie
i adhezyny. Bakterie Salmonella wydajg si¢ preferencyjnie przylegac i wnika¢ do komérek M
kepek Peyera, ale mozliwa jest rowniez bezposrednia inwazja enterocytoOw oraz bezposrednie
pobieranie  bakterii przez komorki dendrytyczne z blony S$luzowej. Pomimo
zidentyfikowanych 13 loci dla fimbrii, w proces adhezji bakterii Salmonella do komodrek
epitelialnych gospodarza zaangazowane sg tylko fimbrie typu I, fimbire curli, fimbrie Lpf,
fimbrie Std i fimbrie Pef [33]. Wérod adhezyn zaangazowanych w proces adhezji bakterii
S. Typhimurium do komoérek gospodarza warto wymieni¢ biatko MisL - odpowiedzialne za
wigzanie fibronektyny [35] oraz biatka SiiE i BapA. Bialko SiiE jest wydzielane przez system
sekrecji typu | (ang. type one secrection system, T1SS) i posredniczy w adhezji zaleznej od
kontaktu z komoérkami nablonkowymi [36]. Gtoéwna rolg biatka BapA jest udziat w tworzeniu

biofilmu, wykazano réwniez, ze szczep pozbawiony adhezyny BapA charakteryzowat si¢

21



zmniejszong zdolno$cig do kolonizacji nabtonka jelitowego [37]. Dodatkowo proces adhezji
wzmocniony jest przez ruchliwos¢ i chemotaksje komorki bakteryjnej. Wykazano, ze szczepy
pozbawione zdolnosci do chemotaksji oraz pozbawione funkcjonalnych fimbrii
charakteryzowaly si¢ zmniejszong zdolnoscig adhezji do komoérek nabtonka we wczesnej
fazie zakazenia [38]. Po rozpoznaniu i przytagczeniu do komorek M kepek Peyera bakterie
Salmonella rozpoczynajg proces inwazji, polegajacy na aktywacji bialek efektorowych
i przebudowie cytoszkieletu. W proces inwazji zaangazowane sg gldwnie biatka bakteryjne,
kodowane przez SPI-1 oraz biatka kodujgce system sekrecji typu Il (ang. type three
secrection system, T3SS). Zainicjowanie przebudowy cytoszkieletu oraz wywotanie
odpowiedzi prozapalnej u gospodarza przypisuje si¢ biatkom efektorowym SopE oraz SigD,
ktére petnig funkcje aktywatorow GTPaz. Biatko SopE jest odpowiedzialne za aktywacje
biatek gospodarza Cdc42 i Rac-1, z kolei biatko SigD aktywuje GTPaz¢ RhoG. W wyniku
aktywacji kaskady sygnalowej dochodzi do rearanzacji cytoszkieletu aktynowego,
przeprogramowania ekspresji genow gospodarza poprzez czynnik transkrypcyjny NF-kB,
ekspresji cytokin prozapalnych (IL-8, TNF-a), co w konsekwencji prowadzi do zapalenia
btony $luzowej [26, 32]. W wyniku rearanzacji cytoszkieletu dochodzi do pochlonigcia
komorek bakteryjnych przez komoérki gospodarza. Biatko SipA zwigksza akumulacje
i stabilizuje filamenty aktynowe, hamujac ich depolimeryzacje na wczesnych etapach infekcji
[40]. Wywotana nadreaktywno$c¢ szklakow zapalnych moze wptywac na obnizenie zdolnosci
do przetrwania bakterii Salmonella w organizmie gospodarza. W zwiazku z powyzszym
bakterie  Salmonella reguluja poziom reakcji zapalnej poprzez wydzielanie
antagonistycznych, przeciwzapalnych efektorow. Biatko efektorowe SptP, hamuje aktywacje
biatek Cdc42 i Rac-1, hamujac przebudowe cytoszkieletu oraz odpowiedz indukowang przez
biatka SopE oraz SigD [41]. Z kolei biatko SpvC zmniejsza ekspresj¢ cytokin prozapalnych
[42]. Efektem procesu inwazji i rearanzacji cytoszkieletu jest powstanie wakuoli
zawierajacych bakterie Salmonella (ang. Salmonella-containing-vacuole, SCV) [43]. W SCV
nastepuje replikacja komorek bakteryjnych przy jednoczesnej rekrutacji fagocytow
z przestrzeni pods§luzéwkowej do swiatta jelita. Bialtka efektorowe SigD oraz SsaB chronig
SCV przed degradacja na drodze fuzji z lizosomami. Dojrzate SCV po przejsciu przez
nabtonek zostaja pochtoniete przez fagocyty i dochodzi do przemieszczenia si¢ bakterii przez

krwiobieg do watroby i $ledziony [44].
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5.4 Lipopolisacharyd bakterii z rodzaju Salmonella

LPS stanowi integralny sktadnik btony zewngtrznej bakterii Gram-ujemnych (pokrywa okoto
70% powierzchni). LPS ma podstawowe znaczenie dla funkcjonowania drobnoustroju
i stanowi jeden z najwazniejszych czynnikow wirulencji bakterii Gram-ujemnych [45,46].
W budowie LPS mozemy wyrdzni¢ trzy regiony: lipid A, rdzen oraz tancuch O-swoisty
(O-antygen) zbudowany z powtarzajacych si¢ jednostek polisacharydowych, tzw.
podjednostek O-swoistych (rycina 1). Wsréd bakterii mozna wyrdznié tzw. szczepy gladkie
(ang. smooth strain, S), ktore wytwarzajg kompletny LPS, sktadajacy si¢ z wszystkich trzech
regiondw oraz szczepy potszorstkie (ang. semi-rough strain, SR), ktdre r6znig si¢ od szczepow
S obecnoscia tylko jednej podjednostki w czgsci O-swoistej LPS. Mozna réwniez wyr6znic¢
tzw. szczepy szorstkie (ang. rough strain, R), ktore syntetyzuja tzw. lipooligosacharyd
(ang. lipooligosaccharide, LOS), ktory jest pozbawiony czg¢éci O-swoistej.

Proces biosyntezy LPS jest podzielony na kilka niezaleznych od siebie etapéw a synteza
poszczeg6lnych sktadnikow zachodzi w réznych miejscach w komorce bakteryjne;j.
Wykazano podobienstwo dla genéw i biatek biorgcych udzial w procesie biosyntezy LPS,
opisanych dla Escherichia coli (E. coli), dla innych bakterii Gram-ujemnych [47-49].
Za kotwiczenie czasteczki LPS w blonie zewnetrznej odpowiada lipid A. Najbardziej
konserwatywng czgsécig lipidu A jest czg$¢ cukrowa, najczesciej zbudowana z dwoch
czasteczek glukozaminy potaczonych wigzaniem B(1—6) glikozydowym, podstawionych
nierozgatezionymi, nasyconymi kwasami thuszczowymi (2-hydroksykwasy,
3-hydroksykwasy), ktore nadaja czasteczce charakter amfifilowy [45]. Z uwagi na swoja
unikatowa budowe lipid A determinuje aktywno$¢ biologiczng LPS i stanowi centrum
toksycznosci czgsteczki. Dodatkowe modyfikacje moga wplywac na heterogennos¢ struktury
lipidu A u réznych gatunkéw bakterii [51-53]. Lipid A bakterii z rodzaju Salmonella
zbudowany jest z dwodch reszt glukozamin —6)-p-D-GlcpN4P-(1—6)-a-D-GlcpN-(1-P,
podstawionych 12-14-weglowymi 3-hydroksykwasami thuszczowymi [54,55]. Liczba
tancuchow acylowych oraz liczba podstawianych do czasteczek glukozaminy hydrofilowych
podstawnikow jest regulowana przez dwa globalne systemy regulacyjne PhoP/PhoQ oraz
PmrA/PmrB [51,56]. Lipid A potaczony jest z rdzeniem oligosacharydowym kwasolabilnym
wigzaniem ketozydowym, utworzonym pomiedzy reszta glukozaminy a dystalng reszta kwasu
2-keto-3-deoksy-D-manno-oktulozonowego (Kdo). Rdzen LPS mozna podzieli¢ na region
wewnetrzny, w sktad ktorego wchodza heptozy oraz region zewnetrzny, w obrebie ktdrego

wystepuja gtownie heksozy. Lancuch O-swoisty stanowi najbardziej eksponowang
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do srodowiska cze¢s¢ LPS. Najczesciej jest zbudowany z kilkudziesigciu powtarzajacych sie
podjednostek polisacharydowych réznych reszt cukrowych. Ta czg$¢ LPS charakteryzuje
duzy stopien zmienno$ci, zwigzany =z charakterem chemicznym podjednostek
weglowodanowych wchodzacych w jego sktad. Antygeny O charakteryzujg si¢ ogromng
roznorodnoscig, mogg rézni¢ si¢ od siebie sktadem i sekwencjg utozenia cukrow, typem
wigzan mi¢dzy nimi, rozgalezieniami bocznymi lub zawarto$cia niecukrowych podstawnikow
[45,57,58]. Dotychczas scharakteryzowano ponad 50 antygenow O dla bakterii S. enterica
[50,58]. Strukture antygenu O dwoch najczesciej izolowanych w Polsce szczepdéw Salmonella

przedstawiono na rycinie 2.

Podjednostka O

Ly

tancuch O-swoisty Rdzen Lipid A

Legenda
|:| Tyweloza D Heksoza
O Mannoza O Heptoza
A Ramnoza O Kdo
O Galaktoza O Glukozamina

Reszty Kwas
fosforanowe ttuszczowy

Rycina 1. Ogoélna budowa lipopolisacharydu.
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Salmonella Enteritidis

Tyvp
al

N2
3

—2)-D-Manp-(al—>4)-L-Rhap-(al->3)-D-Galp-(al—>

Salmonella Typhimurium

Abep
al
J
3
—2)-D-Manp-(al—>4)-L-Rhap-(al->3)-D-Galp-(al—>

Rycina 2. Struktura podjednostki antygenu O szczepow S. Enteritidis oraz S. Typhimurium.
Tyv-tyweloza, Abe-abekwoza, Gal-galaktoza, Rha-ramnoza, Man-mannoza.

5.4.1 Kontrola dlugosci czasteczki lipopolisacharydu

Wykazano, ze w preparatach LPS wyizolowanych z tego samego szczepu bakterii wystepuja
populacje czasteczek o wysoce zroznicowanej masie czasteczkowej, zwigzanej z r6zng liczbg
podjednostek polisacharydu O-swoistego [59-61]. W przypadku szczepow S. Enteritidis
i S. Typhimurium mozemy wyr6zni¢ frakcj¢ czasteczek LPS o malej masie czasteczkowej
(ang. low molecular weight O-antigen LPS, LMW-OAg LPS) — posiadajacg antygen
O zbudowany z mniej niz 15 powtarzajacych si¢ podjednostek, frakcje LPS z diugim
tancuchem O swoistym (ang. long O antigen LPS, L-OAg LPS) zbudowanym z 16-35
powtarzajacych si¢ podjednostek oraz frakcje LPS z bardzo dhugim tancuchem O swoistym
(ang. very long O antigen LPS, VL-OAg LPS) zbudowanym z ponad 100 powtarzajacych si¢
podjednostek. Taki rozktad dtugosci czasteczek LPS spowodowany jest obecnoscig genow
odpowiedzialnych za kontrole dlugosci antygenu O. Genom zaangazowanym w proces
kontroli dtugos$ci przypisywano rézne nazwy m.in. rol (ang. regulator of O-antigen length)
oraz cld (ang. chain length determinant) [62,63]. Obecnie dla genu odpowiedzialnego za
regulacje dlugosci L-OAg LPS stosuje si¢ nazwe wzz, natomiast dla genu odpowiedzialnego
za syntez¢ VL-OAgQ LPS wzzsepe (lub fepE) [64,65]. Wykazano, ze wsrod bakterii

Enterobacteriaceae LPS czesto wystepuje w trzech zroéznicowanych frakcjach
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dhugosciowych, jednak VL-OAg LPS ze wzgledu na trudnosci w detekcji czgsto nie zostaje
rozpoznany [65-70].

Regulacja dlugos$ci tancucha O-swoistego jest wewnetrznie okreslona przez sam regulator
(WzzB, Wzzrepe) niezaleznie od ogromnych réznic w strukturze chemicznej poszczegdlnych
substratow, z ktorych budowany jest antygen O u roznych gatunkoéw bakterii. Biatka
regulujace dhugos¢ antygenu O naleza do nadrodziny biatek bakteryjnych, znanych jako
kopolimery wielocukréw (ang. polysaccharide co-polimers, PCP) [71-73]. PCP
odpowiedzialne za procesowanie antygenu O zbudowane sg z dwoch transmembranowych
helis oraz jednej domeny peryplazmatycznej. Wykazano, ze biatko WzzB z S. Typhimurium
oraz biatko FepE z E. coli sa montowane w oligomery o r6znym sktadzie i przyjmujg podobne
trojwymiarowe struktury, mimo niewielkiego stopnia identycznosci w sekwencji. By¢ moze
oba biatka wykorzystuja wspdlny molekularny mechanizm do kontrolowania dlugosci
tancucha polisacharydowego [73]. Polimeraza Wzy jest biatkiem odpowiedzialnym za
przenoszenie ztozonych podjednostek O do rosngcego tancucha antygenu O. Carter i wsp.,
badajac mechanizm regulacji dlugosci czesci O-swoistej LPS nie wykazali interakcji
pomiedzy regulatorem dtugosci WzzB a polimerazg Wzy [74]. Z kolei Woodward i wsp.
wykazali, ze dtugo$¢ dojrzalego antygenu zalezy wylacznie od obecnosci polimerazy Wzy
1 regulatora dlugosci Wzz, ale rowniez nie zaobserwowali wyraznej interakcji pomiedzy
badanymi biatkami [75]. Inny model regulacji dlugosci tancuchow O-swoistych zaktada,
ze biatka Wzz regulujg dlugo$¢ powstajacego antygenu O poprzez utrzymywanie
wzrastajacego lancucha O-swoistego w konformacji umozliwiajacej dalsza polimeryzacjeg,
zapobiegajac przedwczesnemu uwolnieniu rosngcego polisacharydu. W momencie, kiedy
antygen O osiaggnie liczbe powtarzajacych si¢ podjednostek, ktére nie moga juz by¢ dtuzej
zwigzane przez biatka Wzz, dochodzi do zmiany konformacji i biatka regulujace dtugos¢
dysocjuja. [76]. Nie jest jasny mechanizm funkcjonowania systemu kontroli
odpowiedzialnego za powstanie czasteczek LPS o okreslonej dlugosci. Dwie hipotezy
dotyczace regulacji procesu syntezy czasteczki lipopolisacharydu obejmuja z jednej strony
koncepcje ,,zegara molekularnego” (ang. molecular clock), regulujacego polimeryzacje
poprzez czas trwania reakcji [63] oraz ,,molekularnej linijki” (ang. molecular ruler), gdzie
proces powstawania nowego lancucha zatrzymuje si¢ wraz z osiagnigciem jego zadanej
dhugosci [73]. King i wsp. wykazali jednak, ze na dtugo$¢ powstajgcego tancucha O-swoistego
moga wplywaé roOwniez enzymy zaangazowane w biosyntez¢ O-antygenu (WbdA, WbdD)
[77]. Z kolei McConnell i Wright wykazali, ze dtugos¢ i rozktad antygenu O Salmonella

Anatum sg zalezne od temperatury wzrostu. Podczas gdy komorki S. Anatum syntetyzuja LPS
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gladki w 37°C, w nizszej temperaturze (20-25°C) dochodzi rowniez do syntezy potszorstkiego
LPS [78]. Delgado i wsp. wykazali, ze u S. Typhimurium ekspresja genu wzz jest indukowana
w medium hodowlanym zawierajacym jony Mg?* oraz Fe®* [79]. Bravo i wsp. wykazali, ze
u S. Typhimurium i S. Enteritidis produkcja cz¢$ci O-swoistej lipopolisacharydu jest zalezna
od fazy wzrostu [7]. Pawlak i wsp. wykazali, ze przedtuzona ekspozycja szczepow Salmonella
048 na surowice ludzka wplywa na dtugos$¢ powstajacego antygenu O [5]. Silva-Valenzuela
I wsp. wykazali, ze u S. Enteritidis rozktad dtugosci tancuchéw O-swoistych jest zalezny od
dostepno$ci tlenu [80]. Pomimo, ze istniejg pewne przestanki na temat mechanizmow
regulacji dlugosci tancuchéw O-swoistych, niewiele jest informacji na temat proporcji

tancuchéw LPS o ro6znej dlugosci na powierzchni komorki bakteryjne;.

5.4.2 Techniki pomiaru dtugosci czasteczki lipopolisacharydu

LPS charakteryzuje si¢ duza zmienno$cig strukturalng oraz zmienng liczbg powtarzajacych
si¢ podjednostek O-swoistych. Czasteczki LPS majg tendencj¢ do tworzenia agregatow
o réznych rozmiarach. Dodatkowo, metody powszechnie stosowane do izolacji LPS,
preferencyjnie izoluja LPS o okreslonej dlugosci/hydrofobowosci. Dlatego tez doktadny
pomiar dlugosci czasteczki LPS jest trudny. SDS-PAGE (ang. sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) i barwienie za pomoca metalicznego srebra
stanowi jedng z najpopularniejszych metod do pomiaru dtugosci LPS [61,82-85,86]. Techniki
elektroforetyczne sa stosowane rowniez w potaczeniu z autoradiografig [77]. Do pomiaru
dlugosci LPS stosowano rowniez elektroforeze dwuwymiarowa oraz wstepny rozdzial LPS
w chromatografii kolumnowej lub elektroforezie preparatywnej [87, 88]. Ze wzgledu na brak
dostgpnych markerow masy czasteczkowej, dokladna ocena masy czasteczkowe]
rozdzielonego LPS z wykorzystaniem SDS-PAGE jest utrudniona. Do analizy rozktadu
wielkosci czasteczek LPS stosowano takze rozdzial czasteczek w polu elektrycznym
z uzyciem mikroukladow elektroforetycznych [89,90]. Jako metody pomiaru dlugosci
czgsteczki LPS stosowano réwniez znakowanie izotopami promieniotworczymi w polgczeniu
z radiografia i1 densytometria [59,64,81]. Analiza proporcji pomiedzy skladnikiem
wystepujacym w czesci O-swoistej LPS (w statej ilosci) a sktadnikiem wystepujacym w czgsci
rdzeniowej stanowi metod¢ pomiaru $redniej dtugosci polisacharydu O-swoistego w catej
populacji czasteczek LPS. Do pomiaru proporcji wykorzystuje si¢ technike spektrometrii mas
(ang. mass spectrometry, MS) (proporcje miedzy NeuAc i Kdo w LPS szczepow Salmonella

048) lub testy kolorymetryczne (proporcje migdzy kolitozg i Kdo w LPS E. coli O111)
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[1,5,59]). Do innych metod wykorzystywanych do pomiaru dtugosci czasteczki LPS, analizy
strukturalnej, obrazowania LPS na powierzchni komodrki mozna zaliczy¢ m.in. spektroskopi¢
ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni, spektroskopi¢ elektronowego rezonansu
spinowego, mikroskopi¢ sit atomowych, mikroskopi¢ elektronowsg [81,91-94]. Metody
analizy strukturalnej lipopolisacharydow i ich fragmentéw z zastosowaniem spektrometrii
mas wykorzystyja rdézne typy jonizacji np.: bombardowanie szybkimi atomami,
elektrorozpylanie, desorpcje za pomoca plazmy, pirolizy, lasera badz lasera z udzialem
matrycy [95-98]. Zastosowanie technik MS pozwala uzyskiwa¢ widma czgsteczek LPS
0 stosunkowo wysokich masach czgsteczkowych od 6000 - 14000 Da [99-101]. Ze wzgledu
jednak na heterogenno$¢ czasteczki lipopolisacharydu oraz jego amfifilowy charakter techniki
te majg raczej zastosowanie do analizy catych czasteczek lipooligosacharydéw lub LPS typu
R, czasem z zastosowaniem dodatkowych technik wstepnego rozdziatu w celu zmniejszenia
heterogennosci probki [98,102-104]. W przypadku lipopolisacharydow typu gtadkiego,
dopiero po de-O-acetylacji uzyskiwano widma czasteczek o masach rzedu 10000-14000 Da,
a dla izolowanego polisacharydu O-swoistego do 16000 Da [99,104].
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5.5 Interakcja lipopolisacharydu bakterii Salmonella z ukladem immunologicznym

gospodarza

5.5.1 Uktad dopetniacza

Uktad odpornosciowy stanowi systemem obronny gospodarza przed patogenami, w obrebie
ktorego mozemy wyr6zni¢ dwie funkcjonalne czgsci: odpornos$¢ nieswoistg (wrodzong) oraz
swoistg (nabytg). Mechanizmy odpornosci wrodzonej stanowig pierwszg, natychmiastowg
lecz nieswoistg lini¢ obrony gospodarza przed drobnoustrojami, podczas gdy mechanizmy
odpowiedzi nabytej sg swoiste i odpowiadajg za wytworzenie pamigci immunologiczne;j.
Jeden z wazniejszych mechanizmow odpornosci wrodzonej stanowi uktad dopetniacza, ktory
sktada si¢ ze Scisle regulowanej sieci biatek. Uktad dopetniacza tgczy nieswoistg i swoistg
odpowiedz immunologiczng. Podstawowe funkcje uktadu dopetniacza to: nasilenie reakcji
zapalnych, przycigganie fagocytow przez chemotaksje, usuwanie kompleksoéw
immunologicznych, aktywacja komorek 1 bezposrednie zabijanie mikroorganizméw,
poniewaz zaktywowana kaskada bialek dopelniacza prowadzi do wytworzenia kompleksu
atakujacego btong (ang. Membrane Attack Complex, MAC), ktérego dziatanie polega na
wytworzeniu porow w blonie bakterii, czego skutkiem jest liza komorki bakteryjnej
[105-108]. Jednak nadmierna aktywacja uktadu dopetniacza moze prowadzi¢ do rozwoju
niekontrolowanego procesu zapalnego 1 nieodwracalnego uszkodzenia tkanek 1 narzadow.
Aktywacja uktadu dopetniacza sktada si¢ z szeregu enzymatycznych i nieenzymatycznych
reakcji kaskadowych. Biorac pod uwage czynnik wyzwalajacy kaskadg aktywacii,
poczatkowe etapy mozna podzieli¢ na trzy $ciezki: klasyczna, lektynowa 1 alternatywnag
[108,109]. Droga klasyczna jest aktywowana przez kompleksy immunologiczne utworzone
po rozpoznaniu obcych antygenow (kompleksy immunologiczne 1gG lub IgM). Droga
lektynowa jest aktywowana po zwigzaniu reszt cukrowych (mannoza, fukoza,
N-acetyloglukozamina) obecnych w polisacharydach powierzchniowych drobnoustrojow
przez lektyne wiazacag mannoz¢ (ang. mannose binding lectin, MBL) lub fikoling. Droga
alternatywna w przeciwienstwie do dwoch pozostatych, jest inicjowana przez spontaniczng
aktywacj¢ - hydrolize sktadnika C3. Wszystkie $ciezki aktywacji zbiegaja si¢ w punkcie,
w ktorym konwertaza C3 (C4bC2b dla szlaku klasycznego i lektynowego lub C3bBb dla
szlaku alternatywnego) rozbija sktadnik C3 na C3a i C3b (rycina 3). C3b wiaze konwertaze
C3, tworzac konwertazg C5, co powoduje rozszczepienie C5 do C5a i C5b. W nastgpnym
kroku C5b rekrutuje C6, C7, C8 i wiele czasteczek C9 w celu utworzenia MAC,

co bezposrednio prowadzi do lizy komorek i $mierci patogenu (rycina 4) [108,110,111].
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Rycina 3. Metabolizm sktadnika C3 uktadu dopetniacza.
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Rycina 4. Schemat aktywacji uktadu dopetniacza.
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5.5.2 Obrona bakterii Salmonella przed dziataniem uktadu dopelniacza poprzez

modyfikacje czasteczki lipopolisacharydu
5.5.2.1 Wplyw roznych typow lipopolisacharydu: R, SR, S

Drobnoustroje atakujgc organizm gospodarza napotykaja wiele mechanizméw obronnych ze
strony uktadu immunologicznego, ktorych celem jest zapobiegnigcie kolonizacji, proliferacji
oraz rozprzestrzeniania si¢ bakterii w organizmie. Uktad dopetniacza szybko identyfikuje
i ,,znakuje” bakterie w konsekwencji doprowadzajac do ich usunigcia z ustroju. Interakcja
pomiedzy bakteriami a sktadnikami uktadu odpornosciowego stwarza selekcyjng presje¢ dla
bakterii do opracowywania nowych mechanizméw umozliwiajacych ,ucieczke” przed
ukladem immunologicznym. Wszystkie patogeny w toku ewolucji wyksztatcity wiele
mechanizméw obronnych. Jednym z gtownych mechanizméw ochronnych przed litycznym
dzialaniem surowicy ludzkiej jest zdolno$¢ modulacji syntezy 1 struktury czasteczki
lipopolisacharydu. Pierwsze badania dotyczace udziatu czasteczek lipopolisacharydu o rdzne;j
dhugosci w aktywacji uktadu dopelniacza koncentrowaty si¢ na bakterii Salmonella Minnesota
(S. Minnesota). Bakteria ta stanowita interesujacy model badawczy ze wzgledu na dostgpnosé
réznych chemotypow bakterii, charakteryzujacych si¢ r6zng dlugoscia czg¢sci rdzeniowej LPS
(rycina 5). Bjornson i wsp. wykazali, ze szczep gladki S. Minnesota SF1114 w wigkszym
stopniu aktywuje biatko C3 w normalnej surowicy ludzkiej oraz surowicy z aktywng droga
alternatywng, w porownaniu do szorstkich chemotypow: Rb (S. Minnesota SF1127) oraz Re
(S. Minnesota SF1167). Autorzy, wykazali rowniez, ze szczep gladki oraz chemotyp Rb
aktywowaty lize ludzkich erytrocytow w przeciwienstwie do chemotypu Re, ktory byt
nieaktywny w testowanym uktadzie. Brak zdolnosci chemotypu Re do aktywacji uktadu
dopelniacza wskazal, ze czasteczka lipidu A nie jest odpowiedzialna za aktywacje
alternatywnej drogi uktadu dopeiacza. Autorzy wykazali, ze droga alternatywna zostata
zaktywowana tylko w przypadku chemotypu gladkiego oraz, w mniejszym stopniu, przez
chemotyp Rb, co sugeruje, ze za aktywacje odpowiedzialna byta polisacharydowa czes¢
czasteczki LPS. Natomiast aktywacja sktadnika C3 w normalnej surowicy ludzkiej przez
chemotyp Re moze $wiadczy¢ o aktywacji uktadu dopetniacza za pomoca drogi klasyczne;j
[112]. Joiner i wsp. wykazali, ze mechanizm opornos$ci na dziatanie surowicy ludzkiej
gladkiego szczepu S. Minnesota S218 jest zwigzany z nietrwalym wigzaniem sktadnikow
dopeliacza do powierzchni komorki bakteryjnej, a nie jak zaktadano z blokadg aktywacji
kaskady uktadu dopetiacza. Zaréwno gladki szczep S. Minnesota S218 jak i szorstki szczep

Re595 efektywnie zuzywaty sktadniki dopetniacza, deponujac jego koncowe komponenty
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na swojej powierzchni, jednak w przypadku szczepu gladkiego kompleks C5b-9 byt
uwalniany z powierzchni komoérki nie powodujac uszkodzenia btony zewnetrznej i lizy
komorki bakteryjnej [113]. Joiner i wsp. w pozniejszej pracy wykazali, Ze u szczepu opornego
na dziatanie surowicy ludzkiej kompleks C5b-9 tworzy si¢ na powierzchni komorki
bakteryjnej ale nie wbudowuje si¢ w hydrofobowe regiony btony zewnetrznej. Autorzy
wykazali, ze zaktywowane skladniki dopelniacza byly deponowane na czesci
polisacharydowej LPS, ktora w sposéb fizyczny oddzielata kompleks od hydrofobowej czesci
btony komérkowej, uniemozliwiajac lize komoérki [114]. Nevola i wsp. wykazali, ze zdolno$¢
kolonizacji jelita grubego myszy jest bezposrednio zwigzania z dlugo$cig czasteczki LPS
1 zmniejsza si¢ wraz ze skracaniem jej dtugosci [115]. P6zniejsze badania Grossmana i WSp.

powiazaly obecnos¢ L-OAg LPS z opornoscia na bakteriobojcze dziatanie surowicy ludzkiej
[116].

S
SR
Legenda

|:| Tyweloza C] Heksoza

O Mannoza O Heptoza

A Ramnoza O Kdo

O Galaktoza O Glukozamina =— R

Q Reszty Kwas

fosforanowe tluszczowy

Rycina 5. Chemotypy lipopolisacharydu bakterii z rodzaju Salmonella.
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5.5.2.2 Modulacja dtugosci czasteczki lipopolisacharydu przez bakterie

Grossman 1 wsp. wykazali, ze przezywalnos¢ bakterii Salmonella Montevideo
(S. Montevideo) w surowicy jest zwigzana ze liczbg podjednostek O-swoistych w LPS.
Autorzy wykazali, ze LPS zawierajacy wiecej niz 14 powtarzajacych si¢ podjednostek chronit
bakterie przed litycznym dziataniem uktadu dopetniacza [116]. Na powierzchni komorki
bakteryjnej konieczna jest wiec odpowiednia gestos¢ L-OAg LPS, ktora zapewni komorce
ochron¢ przed dziataniem ukladu dopelniacza przez przestrzenne utrudnianie depozycji
kompleksu MAC na powierzchni blony zewngtrznej [116]. Joiner i wsp. wykazali, ze sktadnik
C3 uktadu dopetniacza preferencyjnie wigze czasteczki LPS S. Montevideo sktadajace sie
z ponad 60 powtarzajacych si¢ podjednostek O-swoistych [117]. Z kolei Tomas i wsp.
wykazali, ze dodatek do naturalnej surowicy ludzkiej wysokoczasteczkowego LPS,
wyizolowanego od szczepu opornego na dziatanie surowicy ludzkiej (S. Typhimurium
Su453), wptywa na wzrost przezywalnosci o ponad 50% szczepu uprzednio wrazliwego na
dziatanie surowicy (S. Typhimurium SA2380). Dodatkowo autorzy wykazali, ze dodatek
wysokoczasteczkowego LPS do surowicy moze zmniejszy¢ odsetek hemolizy w mieszaninie

z uczulonymi erytrocytami owczymi [118].

5.5.2.3 Modyfikacja struktury podjednostki czesci O-swoistej lipopolisacharydu

Wplyw czesci O-swoistej czasteczki LPS na aktywacje drogi alternatywnej ukladu
dopetniacza zostat opisany w kilku pracach. Liang-Takasaki i wsp. jako pierwsi wykazali, ze
szczepy Salmonella réznigce si¢ sktadem cukrowym w czgéci O-swoistej sg w réznym stopniu
pochlaniane przez makrofagi oraz w ré6znym stopniu aktywuja droge alternatywna uktadu
dopetiacza [119]. W pdzniejszych badaniach Grossman i Leive potwierdzili jednoznacznie
udziat czasteczek LPS w zjawisku aktywacji drogi alternatywnej uktadu dopetiacza. Grupa
wykazala, Ze na aktywacje sktadnika C3 drogi alternatywnej wptyw maja drobne zmiany
w strukturze chemicznej czgsci O-swoistej LPS. Aktywacja sktadnika C3 zalezy wiec od typu
antygenu O. Dodatkowo autorzy wykazali, ze aktywacja sktadnika C3 nie zalezy od dlugosci
tancucha w zakresie od 3 do 40 podjednostek w czgsci O-swoistej [120]. W pdzniejszej pracy
Grossman i wsp. wykazali, ze za r6znice w aktywacji sktadnika C3 drogi alternatywnej uktadu
dopetniacza pomiedzy testowanymi szczepami S. Typhimurium oraz S. Enteritidis
odpowiadajg najprawdopodobniej réznice w orientacji grup OH w pozycji C2 oraz C4
w resztach abekwozy oraz tywelozy w powtarzajacych sie podjednostkach czesci O-swoistej
LPS [121].
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55.2.4 Badania nad wplywem dlugosci czg¢sci  O-swoistej lipopolisacharydu

z wykorzystaniem mutantéw dtugo$ciowych

Murray i wsp., poréwnujac szczepy S. Typhimurium z wylaczonym genem wzzst lub
Wzzsepe,Nie Wykazali istotnej statystycznie roznicy w ich wrazliwosci na dziatanie uktadu
dopetiacza. Dopiero wytaczenie dwoch gendw wzz wplynelo na zmiang wrazliwosci
badanego szczepu na dzatanie surowicy (rycina 6) [65]. Z kolei Bugla-Ptoskonska i wsp.,
wykazali brak korelacji pomiedzy dlugosciag czeSci O-swoistej LPS a poziomem
przezywalnosci szczepéw Salmonella 048 w surowicy [1]. Wykazano réwniez wplyw
VL-OAg na przezywalno$¢ bakterii S. Typhimurium w zotci [122]. Holzer 1 wsp., badajac
wplyw dlugosci LPS na inwazj¢ i wewnatrzkomorkowa replikacje S. Typhimurium
udowodnili, ze dlugo$¢ antygenu O jest kluczowa dla funkcjonowania T3SS oraz dla procesu
inwazji bakterii. Szczepy niezdolne do syntezy VL-OAg LPS oraz L i VL-OAg LPS
wykazywaly zwickszong translokacje biatka efektorowego SPI1-T3SS, przy czym zmiany
w dtugosci czesci O-swoistej LPS nie mialty wptywu na SP12-T3SS [123]. W przeciwienstwie
do wczesniejszych obserwacji zespotu Murray [124], Holzer i wsp. nie potwierdzili wptywu
dhugosci LPS na pochtanianie bakterii przez makrofagi [123]. Murray i wsp. porownujac panel
szczepéw S. Typhimurium C5 o skroconej dlugosci tancucha O-swoistego, wykazali, ze
pojedyncze mutacje w genach wzzst oraz Wzzgpe nie wplyngly na wzrost wrazliwosci
testowanych bakterii na bakteriobojcze dzialanie surowicy w pordéwnaniu do szczepu
dzikiego. Dopiero podwodjna mutacja, umozliwiajaca wylaczenie zardéwno bardzo dlugich jak
1 dlugich fancuchow O-swoistych wptyne¢ta na znaczy wzrost wrazliwo$ci badanego szczepu
na dziatanie ukladu dopeiniacza. Szczep SR S. Typhimurium C5 z jedng podjednostka
cukrowg w czesci O-swoistej byt oporny na lityczne dziatanie surowicy. Badacze wskazali
réwniez istotno$¢ dlugosci antygenu O podczas infekcji w modelu mysim. Szczep
S. Typhimurium C5 Awzzst Awzzspe wykazywal mniejsze zdolnosci do infekcji niz szczep
dziki [65]. W pdzniejszej pracy Murray i wsp. wykazali, ze LPS wyizolowany ze szczepow
S. Typhimurium C5 oraz Awzzst po hodowli w inaktywowanej termicznie surowicy
charakteryzowaty si¢ zwigkszeniem frakcji bardzo dlugich tancuchow O-swoistych.
Wykazano, ze ten zmodyfikowany fenotyp byt bezposrednio zwigzany ze wzrostem opornosci
na surowice [125]. Autorzy uwazaja, ze dhugos¢ antygenu O u S. Typhimurium odgrywa
rowniez gtowng role w procesie pochtaniania przez komorki makrofagow. Wykazano, ze
tendencja pochtaniania bakterii przez makrofagi wzrasta wraz ze skracaniem czesci

O-swoistej LPS. Dodatkowo autorzy potwierdzili, ze dlugo$¢ antygenu O jest zwigzana
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z opornoscig na bakteriobdjcze dziatanie surowicy, wskazujac, ze minimalna dlugosé
chronigca bakterie przed litycznym dziataniem dopetniacza wynosi od 5 do 15 podjednostek
cukrowych w czesci O-swoistej LPS. Co ciekawe, autorzy wykazali, ze antygen O skladajacy
si¢ z 16 do 35 podjednostek aktywuje dopelniacz w wigkszym stopniu niz inne dlugosci,
jednak zdolnos¢ do aktywacji uktadu dopetniacza nie koreluje z opornoscia na jego dziatanie
[124]. Futoma-Kotoch i wsp. badajac wptyw obecnosci kwasu sjalowego w strukturze LPS
na przezywalno$¢ szczepoéw Salmonella O48 w surowicy wykazali, ze obecnos¢ w LPS
NeuAc nie chroni bakterii przed litycznym dzialaniem surowicy. Dodatkowo Futoma-Kotoch
i wsp. wykazali, ze szczep S. Isaszeg, charakteryzujagcy sie wsrod testowanych szczepoéw
najmniejszg zawartos$cig kwasu sjalowego (NeuAC/Kdo <1), wigzat najwiecej sktadnika C3.
Szczepy S. Ngozi oraz S. arizonae, zawierajace wigcej kwasu sjalowego (warto$¢ NeuAc/Kdo
odpowiednio: 239 oraz 200), charakteryzowaly si¢ zmniejszong zdolnoscig do aktywacji
sktadnika C3. Autorzy wykazali rowniez, ze biatko C3 uktadu dopetniacza preferencyjnie
wigze si¢ do biatek blony zewngtrznej o masie czasteczkowej w zakresie 35-48 kDa [2]. Bravo
I wsp. wykazali, ze faza wzrostu szczepow S. Typhimurium i S. Enteritidis ma wptyw na
synteze czgsci O-swoistej LPS. Autorzy wykazali, ze szczepy te wytwarzaja wigksza ilos¢
niskoczasteczkowego LPS oraz dtugich fancuchow O-swoistych w stacjonarnej fazie wzrostu,
w porownaniu do fazy logarytmicznej, natomiast synteza VL-OAQ LPS utrzymuje si¢ na
jednakowym poziomie podczas wzrostu bakterii. Dodatkowo autorzy zbadali wptyw fazy
wzrostu na produkcje antygenu O u mutantow delecyjnych Wzzsr oraz wzzepe. Wykazano, ze
szczep S. Typhimurium LT2 wzzst w fazie stacjonarnej produkuje wigksze ilosci LMW-OA(g
LPS w poréwnaniu do fazy logarytmicznej, natomiast szczep S. Typhumiurium LT2 wzzsepe
charakteryzuje si¢ wieksza produkcjg L-OAg LPS oraz LMW-OAg LPS w fazie stacjonarnej
w porownaniu do fazy logarytmicznej. Podobnym rozktadem dlugosci w tych samych
warunkach charakteryzowat si¢ szczep S. Enteritidis PT4 wzzst oraz wzzsepe [7]. Bravo i wsp.
sprawdzili rowniez czy regulacja dlugosci LPS zalezna od fazy wzrostu wptywa na opornos¢
na dziatanie surowicy ludzkiej. Zespot wykazal, ze szczep S. Typhimurium LT2 i jego mutant
Awzzst byt oporny na dziatanie 20% surowicy ludzkiej niezaleznie od fazy wzrostu. Natomiast
szczep S. Typhimurium LT2 Awzzepe byt w 100% wrazliwy na dziatanie 20% surowicy
ludzkiej w logarytmicznej fazie wzrostu, w stacjonarnej fazie wzrostu wykazywat natomiast
przezywalnos$¢ na poziomie 30% [7]. Hoare i wsp. wykazali, ze szczep S. Typhi TY2 i jego
mutanty o skroconej dlugosci tancucha O-swoistego rdznig si¢ wrazliwoscig na dziatanie 10%
surowicy ludzkiej. Mutant Awzzst charakteryzowat si¢ 0 50% mniejsza przezywalnoscig

w surowicy w porownaniu do szczepu dzikiego. Z kolei mutanty pozbawione czgséci
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O-swoistej LPS charakteryzowaly si¢ przezywalnoscig w surowicy od 0 do 3,5%
w poréwnaniu do szczepu dzikiego [126]. Bravo | wsp. wykazali z kolei, ze szczep S. Typhi
jest bardziej wrazliwy na lityczne dziatanie surowicy ludzkiej w poréwnaniu do testowanych

nietyfoidalnych szczepow Salmonella.

VL-OAg
> 100 podjednostek O

L-OAg
15-30 podjednostek O

""" gogd  8a80  8add 9888 . wwoms

< 15 podjednostek O

Legenda
O podjednostka O

|:| lipid A-rdzen

Rycina 6. Schemat mutantow dtugos$ciowych czgsci O-swoistej LPS.
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5.5.3 Obrona mikroorganizmow przed uktadem dopelniacza poprzez wytwarzanie otoczki

polisacharydowej

Otoczki bakterii Salmonella stanowiag obok czasteczek lipopolisacharydu drugi
polisacharydowy czynnik wirulencji. Otoczki umozliwiajga bakterii uniknig¢cie rozpoznania
przez uktad immunologiczny gospodarza oraz ulatwiajg rozprzestrzenianie si¢ bakterii
w organizmie. Do najlepiej scharakteryzowanych otoczek polisacharydowych zalicza si¢
antygen — Vi. Antygen ten jest najczgsciej opisywany dla bakterii S. Typhi, ale identyfikuje
si¢ go rowniez dla bakterii S. Dublin oraz S. Paratyphi C [127]. Antygen Vi jest liniowym
polimerem zbudowanym z czasteczek kwasu N-acetylogalaktozaminouronowego [128].
Uznaje si¢, ze antygen Vi charakteryzuje si¢ przeciwzapalnymi wtasciwo$ciami, co stanowi
przyczyng dhuzszego czasu inkubacji duru brzusznego w poréwnaniu z infekcja wywotang
przez szczepy NTS. Wykazano wplyw obecno$ci antygenu otoczkowego Vi na opornos¢ na
bakteriobdjcze dziatanie surowicy ludzkiej. Looney i1 Steigbigel wykazali, Ze szczep
otoczkowy S. Typhi Quailes charakteryzowal si¢ wigkszg opornoscig na dziatanie surowicy
w poroéwnaniu ze szczepem bezotoczkowym S. Typhi 0901 [129]. Hashimoto i wsp. wykazali,
ze szczep S. Typhi nie posiadajacy antygenu Vi, charakteryzowat si¢ 100% $miertelno$cia po
15 minutach inkubacji w 90% surowicy, podczas gdy szczep otoczkowy charakteryzowat sig
50% przezywalnoscig [130]. Z kolei Bravo i wsp. testujac dwa szczepy S. Typhi réznigce si¢
obecnoscig otoczki nie wykazali wplywu antygenu Vi na przezywalno$¢ badanych szczepow
w surowicy ludzkiej [7]. Rozpoznanie i wigzanie wolnych grup hydroksylowych
w czasteczkach lipopolisacharydu przez biatka C3 stanowi inicjacj¢ drogi alternatywnej
uktadu dopelniacza. Looney i1 Steigbigel wykazali, ze szczepy otoczkowe S. Typhi
charakteryzujg si¢ mniejszym wigzaniem sktadnikéw dopetniacza w poréwnaniu do szczepow
bezotoczkowych [129]. W podzniejszych badaniach rowniez Wilson i wsp. wykazali, ze
ekspresja antygenu Vi zmniejsza wigzanie sktadnika C3 uktadu dopelniacza do powierzchni
komorki bakteryjnej [131]. W ostatnich latach coraz wigcej uwagi poswigca si¢ rowniez
otoczkom polisacharydowym z grupy IV, charakteryzujacych si¢ wysokim stopniem
podobienstwa w budowie do antygenu O czasteczki LPS [132-135]. Wykazano, ze
w przypadku bakterii Salmonella otoczki antygenu-O maja znaczenie w procesach adhezji
oraz w utrzymywaniu si¢ bakterii w srodowisku [136,137]. Marshall i Gunn, wykazali, ze
utrata otoczki antygenu-O powoduje zwiekszenie wrazliwo$ci na dziatanie surowicy ludzkiej

u S. Typhimurium [133].
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6. CEL PRACY

Pierwszym celem rozprawy doktorskiej byto okreslenie roli diugosci cze$ci O-swoistej

lipopolisacharydu w mechanizmach unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza przez

bakterie z rodzaju Salmonella.

Powyzszy cel pracy zrealizowano poprzez:

okreslenie wptywu surowicy ludzkiej na ksztalttowanie diugosci lipopolisacharydu
bakterii Salmonella O48

skonstruowanie modelu badawczego sktadajacego si¢ z mutantow S. Enteritidis
o zroznicowanej dtugosci czesci O-swoistej lipopolisacharydu

opracowanie metody pomiaru $redniej dtugosci czesci O-swoistej lipopolisacharydu
dla bakterii S. Enteritidis o réznych typach lipopolisacharydu

ocene wptywu dlugosci czesci O-swoistej lipopolisacharydu na patogennos¢ bakterii
S. Enteritidis w testach in vitro poprzez okreslenie oddzialywania ze sktadnikami
uktadu dopelniacza oraz stopnia pochtaniania przez komorki ssacze

oceng wptywu dtugosci czesci O-swoistej lipopolisacharydu na wirulencj¢ bakterii
S. Enteritidis w testach in vivo poprzez okreslenie poziomu modelowej patogennosci

z wykorzystaniem larw Galleria mellonella

Drugim celem rozprawy doktorskiej bylo okreslenie roli dtugosci czesci O-swoistej

lipopolisacharydu w ksztaltowaniu proteomu blony zewnetrznej bakterii z rodzaju

Salmonella.

Powyzszy cel pracy zrealizowano poprzez:

charakterystyke proteomu btony zewnetrznej bakterii S. Enteritidis o zréoznicowanej
dhugosci czesci O-swoistej lipopolisacharydu
charakterystyke proteomu btony zewnetrznej bakterii Salmonella O48 poddanych

presji surowicy ludzkiej
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7. MATERIALY I METODY

7.1 Szczepy bakteryjne i warunki hodowli

Do wszystkich eksperymentow wykorzystano szczepy Salmonella pochodzace z Polskiej
Kolekcji Mikroorganizméw (ang. Polish Collection of Microorganisms, PCM) Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, PAN we Wroctawiu.

Do pasazowania w surowicy ludzkiej wykorzystano szczep: Salmonella enterica subsp.
diarizonae (S. diarizonae) PCM 2511, nalezacy do grupy serologicznej 048, ktorej
charakterystyczng cechg jest obecno$s¢ NeuAc w czasteczce LPS. Do konstrukcji mutantow
o roznej diugosci czesci O-swoistej LPS wykorzystano najpierw szczep S. diarizonae PCM
2511, jednak pomimo licznych prob, szczep byl niepodatny na zabiegi inzynierii genetyczne;.
W zwigzku z powyzszym do konstrukcji mutantow o réznej dtugosci czesci O-swoistej LPS
wykorzystano szczep kliniczny Salmonella enterica subsp. enterica Enteritidis (S. Enteritidis)
PCM 2817, ktéry charakteryzowat si¢ we wczesniejszych badaniach oporno$cig na dziatanie
75% surowicy ludzkiej [6]. Do konstrukcji mutantow biatkowych wykorzystano szczep
laboratoryjny Salmonella enterica subsp. enterica Typhimurium (S. Typhimurium) PCM
2255 (LT2). Szczep ten jest powszechnie wykorzystywany w inzynierii genetycznej bakterii
z rodzaju Salmonella ze wzglgdu na trudnos$ci przy manipulowaniu genomem serowarow
mniej scharakteryzowanych. Do przeprowadzenia rekombinacji systemem £ Red
wykorzystano zestaw niepatogennych szczepow E. coli z kolekcji Coli Genetic Stock Center
z Uniwersytetu w Yale. Charakterystyka genotypowa wykorzystanych szczepéw zostata
przedstawiona w tabeli 3.

Hodowle bakteryjne prowadzono w temperaturze: 30°C, 37°C lub 42°C na stalym lub
w pltynnym podtozu LB przez 18-24 godziny z wytrzasaniem (160-180 rpm) lub do
osiggnigcia odpowiedniej wartosci gestosci optycznej ODegoo. Stosowano podioza z dodatkiem
lub bez odpowiednich antybiotykéw (kanamycyna (12,5 pg/ml lub 50 pg/ml), ampicylina
(100 pg/ml) (A&A Biotechnology). Do pomiarow wartosci ggstosci optycznej
wykorzystywano densytometr WPA Biowave C0O8000, bakterie hodowano w inkubatorach:
6000 Heraeus, IF75 Memmert, BD260 Binder. Do pracy w warunkach sterylnych
wykorzystywano palnik gazowy lub laminar Bioair safeflow 1.2, MSC-Advantage Thermo
Scientific. Bakterie wirowano w wiréwkach: Biofuge Stratos Heraeus, Fresco 21 Heraeus,

Multifuge X3R Heraeus, MiniSpin Plus Eppendorf, MPW-350R.
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Tabela 3. Charakterystyka genotypowa szczepow pochodzacych z Coli Genetic Stock Center,
wykorzystanych do konstrukcji mutantéw S. Enteritidis PCM 2817 o réznej dlugosci czgséci
O-swoistej LPS.

Nazwa szczepu Genotyp
F-, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrB-3), 47, rph-1,
BW25113/pKD46
A(rhaD rhaB)568, hsdR514, pKD46
F-, A(argF-lac)169, ¢80dlacZ58(M15), ginX44(AS), 1,
BT340/pCP20 (arg ) ® ( )0 (A9)

rfbC1, gyrA96(NalR), recAl, endAl, spoT1, thiEl, hsdR17, pCP20

F-, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrmB-3), 4(phoB-phoR)580, 1,
BW25141/pKD4 galu95, AuidA3::pir*, recAl, endA9(del-ins)::FRT, rph-1, A(rhaD-
rhaB)568, hsdR514, pKD4

7.2 Podloza mikrobiologiczne, bufory i odczynniki ogélne

Do przygotowywania odczynnikow uzywano wagi: PM2500 Delta Range Mettler Toledo,
autoklawu: Tuttnauer, 2540ml oraz pH-metru MP225 Mettler Toledo.

Woda ultraczysta MiliQ®
Oporno$¢ w 25°C: 18,2 MQ x cm
Catkowity wegiel organiczny TOC: ponizej 5 ppb

Podloze plynne LB (ang. lysogeny broth) (Biocorp Polska Sp. Z o0.0.) (pH 7 £ 0,2)

e Trypton 10 g/l
e Ekstrakt drozdzowy 10 g/l
e NaCl 59/

Przygotowane podtoze autoklawowano zgodnie z zaleceniami producenta w 121°C przez

15 minut 1 przechowywano w temperaturze 4°C do czasu uzycia.

Podloze stale LB agar (Miller’s LB agar) (Sigma-Aldrich) (pH 7 + 0,2)

e Trypton 10 g/l
e Ekstrakt drozdzowy 59/

e NaCl 10 g/l
e Agar 15 g/l
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Przygotowane podloze autoklawowano zgodnie z zaleceniami producenta w 121°C przez
15 minut, a nastgpnie rozlano na jalowe szalki Petriego (Bionovo) i przechowywano

w temperaturze 4°C do czasu uzycia.

Pozywka SOC (ang. super optimal catabolite repression) (pH 7 £+ 0,2)

e Trypton (Biocorp Polska Sp. Z 0.0.) 20 g/l

e Ekstrakt drozdzowy (Biocorp Polska Sp. Z 0.0.) 59/l

e NaCl (POCH) 0,50 g/l

e KCI (Sigma-Aldrich) 0,0186 g/l
e MgSO;4 (Sigma-Aldrich) 2,467 g/l
e Glukoza (Sigma-Aldrich) 3,603 g/l

W litrze wody MiliQ rozpuszczono wszystkie sktadniki poza MgSOs i glukozg, catosé
autoklawowano w 121°C przez 30 minut, kolejno do mieszaniny dodano MgSO4 i glukoze,
wyjatowione w tych samych warunkach. Gotowe podtoze podzielono na porcje po 2 ml

i przechowywano w temperaturze -20°C do czasu uzycia.

Bufor TBE (ang. tris-borate-EDTA) (pH 8 + 0,2) — roztwér 10x stezony

e Tris (Sigma-Aldrich) 108 g/l
e Kwas borowy (Sigma-Aldrich) 55 g/l
e EDTA (Bio-shop) 0,04 g/l

Buforowana fosforanem sol fizjologiczna (ang. phosphate buffered saline, PBS)

(pH 7,4 £0,2)

e NaCl (POCH) 8l

e KCI (Sigma-Aldrich) 0,29/l
e NaxHPO4 (Sigma-Aldrich) 1,449/l
e KH2PO4 (Sigma-Aldrich) 0,249/
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Buforowana fosforanem sol fizjologiczna z dodatkiem 0,1% Tween 20 (PBS-T)
(pH 7,4 £0,2)

e PBS 500 ml

e Tween 20 (Sigma-Aldrich) 500 ul

Bufor TB (pH 7,5 +0,2)
e BSA (w/v) (Sigma-Aldrich) 1%
e Tris (Sigma-Aldrich) 10mM
e NaCl (POCH) 150mM

Bufor TB-T (pH 7,5+ 0,2)
e BuforTB 500 ml

e Tween 20 (Sigma-Aldrich) 0,05%

Bufor TB-T z dodatkiem MgEGTA

e Bufor TBT
e MgCl; (Sigma-Aldrich) 5mM
e EGTA (Sigma-Aldrich) 10mM

Bufor weronalowy (ang. veronal buffered saline, VBS) (pH 7,4 + 0,2) — roztwor

5x ste¢zony
e 0,2M Barbital sodu (Sigma-Aldrich) 4,12 ¢
e 0,2M HCI (POCH) 65 ml
e Woda MiliQ 135 ml
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7.3 Surowica ludzka

Probki krwi do pozyskania surowicy otrzymano z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa
I Krwiolecznictwa (RCKIiK) im. prof. T. Dorobisza we Wroctawiu. Probki zostaty pobrane
zgodnie z obowigzujacymi zasadami ujetymi w Ustawie o publicznej stuzbie krwi z 20 maja
2016 roku oraz w Dyrektywie 2002/98/EC Parlamentu i Rady Europejskiej z dnia 27 stycznia
2003 roku przez pracownikoéw Centrum. Probki krwi pobrano do probéwek jednorazowego
uzytku z aktywatorem wykrzepiania i z zelem rozdzielajagcym. Po zebraniu krwi probowki
przechowywano w temperaturze 4°C przez 1 godzing, aby umozliwi¢ rozdziat surowicy od
pozostatych sktadnikow krwi. Nastepnie probki wirowano (10 minut, 2500 x g, 4°C),
uzyskang surowic¢ rozdzielono po 500 ul do probowek typu Eppendorf. Do czgsci badan
wykorzystano surowice pochodzaca z kolekcji laboratoryjnej zespotu Prof. Seppo Meri
z Department of Bacteriology and Immunology, Translational Immunology Research

Program z Uniwersytetu w Helsinkach.

7.3.1 Okreslenie poziomu przeciwcial anty-Salmonella w probkach surowicy

Z RCKIiK otrzymano 130 indywidualnych probek surowicy ludzkiej. W celu sprawdzenia
poziomu przeciwcial anty-Salmonella Klasy IgG w pozyskanych probkach surowicy,
wykonano test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA).
W celu zmniejszenia liczby probek do przebadania, indywidualne probki surowicy do testu
ELISA pogrupowano po 5 sztuk, tworzac 26 grup oznaczonych literami alfabetu od A do Y.
Ptytk¢ Nunc MaxiSorp (Thermo Scientific) optaszczono roztworem liofilizatu komorek
bakteryjnych S. Enteritidis PCM 2817 (200 pl/dotek, 5 mg liofilizatu/20 ml PBS). Nastepnie
ptytke wirowano (20 minut, 600 x g, 4°C), zdjeto delikatnie roztwor oraz dodano 0,1%
roztwor glutaraldehydu (250 pl/dotek) (Sigma-Aldrich). Ptytke inkubowano 30 minut w
temperaturze pokojowej, po czym zdj¢to delikatnie roztwor z dotkow i dodano 0,1% roztworu
BSA w PBS z dodatkiem glicyny (koncowe st¢zenie 0,1M, 250 pl/dotek) i inkubowano
2 godziny w temperaturze pokojowej. Po inkubacji ptytke przeplukano trzykrotnie (300
ul/dotek) buforem PBS-T, a nastgpnie zablokowano poprzez dodanie 0,25% roztworu BSA
(250 pl/dotek) (Sigma-Aldrich). Plytke inkubowano w 4°C przez noc, a nastegpnie
przeplukano trzykrotnie (300 pl/dotek) buforem PBS-T. Do dotkéw dodano rozcienczone
w PBS badane surowice (150 pl/dotek) i inkubowano 2 godziny w temperaturze pokojowe;.
Rozcienczenia surowic zostaty dobrane na podstawie przeprowadzonych badan wstepnych.

Nastepnie plytke przeptukano trzykrotnie buforem PBS-T (300 pl/dotek) i dodano
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przeciwciala anty-ludzkie 1gG skoniugowane z alkaliczng fosfataza (150 ul/dotek,
rozcienczenie 1:10 000 w PBS) (Sigma-Aldrich) i inkubowano 1 godzing w temperaturze
pokojowej. Ptytke przeptukano trzykrotnie buforem PBS-T (300 pl/dotek). Reakcje barwnag
wywotlywano przez 30 minut z uzyciem substratu dla fosfatazy — AP Yellow (Alkaline
Phosphatase Yellow Liquid Substrate System, Sigma-Aldrich, 100 ul/dotek) poprzez
inkubacje w ciemnosci. Reakcje kolorymetryczng zatrzymano poprzez dodanie 3M roztworu
NaOH (Sigma-Aldrich) (50 pl/dotek). Zmierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 405 nm
(BioTek Power Wave XS). W celu okreslenia poziomu przeciwciat anty-Salmonella
w badanych probkach i utworzenia puli surowic do dalszych badan wyliczono wartos¢
,odcigcia” dla badanych prob na podstawie wzoru: logarytm ze $redniej + 2 x warto$¢
odchylenia standardowego [138]. Po okresleniu poziomu przeciwcial anty-Salmonella pulg
surowic do badan przechowywano w temperaturze -70°C. Do testow wymagang obje¢tos¢
surowicy rozmrazano bezposrednio przed uzyciem, przy czym kazda probke uzywano tylko
raz. Normalna surowica ludzka z czynnym ukladem dopelniacza wykorzystana do badan

w dalszej czeSci pracy oznaczona jest jako NSL.

7.3.2 Blokowanie alternatywnej drogi uktadu dopetniacza

Drogeg alternatywna uktadu dopelniacza zablokowano poprzez inaktywacje czynnika B.
W tym celu porcje surowicy przeznaczone do eksperymentu inkubowano w tazni wodnej
(AJL electronic MLL.147) w 50°C przez 20 minut [139]. Surowica z zablokowana droga
alternatywna ukladu dopelniacza w dalszej czesci pracy oznaczona jest jako NSL/KL,

ze wzgledu na aktywna Sciezke klasyczna i lektynowa ukladu dopelniacza.

7.3.3 Blokowanie klasycznej i lektynowej drogi uktadu dopetiacza

Drogg klasyczna i lektynowa uktadu dopetniacza zablokowano poprzez chelatowanie jonow
Ca?* w surowicy, poniewaz biatko C1q oraz MBL s3 biatkami zaleznymi od wapnia. Z kolei
uzupehienie $rodowiska w jony Mg?* umozliwia aktywacje $ciezki alternatywnej, poniewaz
czynnik B uktadu dopetniacza w obecnosci jonéw Mg?* wigze sie z forma C3 tworzac
pobudzong forme¢ C3 [140]. Do 500 pl surowicy przeznaczonej do eksperymentu dodano
25 ul 200mM MgCl2x6H20, 25 pl 200mM EGTA oraz 50 pl 0,9% NaCl, a nastgpnie surowice
inkubowano 2 minuty w temperaturze otoczenia. Surowica z zablokowang droga klasyczna
i lektynowa ukladu dopelniacza w dalszej czeSci pracy oznaczona jest jako NSL/A, ze

wzgledu na aktywna Sciezke alternatywng ukladu dopehiacza.
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7.4 Ocena wplywu surowicy ludzkiej na ksztaltowanie dlugosci lipopolisacharydu
7.4.1 Pasazowanie bakterii Salmonella w surowicy ludzkiej

W celu okreslenia jak dtugoterminowa inkubacja w $rodowisku surowicy ludzkiej wplywa na
dhugos¢ lipopolisacharydu bakterie S. diarizonae PCM 2511 poddano pasazom w NSL [5].
Wybor powyzszego szczepu do eksperymentu podyktowany byt m.in. dostepnoscig metody,
ktora pozwala na pomiar $redniej dlugosci czesci O-swoistej LPS [1]. Ponizszy eksperyment
mial na celu otrzymanie szczepu charakteryzujacego si¢ innym typem LPS w poréwnaniu do
szczepu dzikiego. Podczas eksperymentu bakterie hodowano 18 godzin z wytrzgsaniem
w 37°C w 50 ml podtoza LB. Nastgpnie przenoszono taka objetos¢ hodowli bakteryjnej (we
wczesnej fazie wyktadniczej) do 5 ml jatowego podloza LB, aby otrzymac gestos¢ optyczng
ODeoo rowng 0,1. 1 ml hodowli biobankowano w glicerolu, a pozostata czes¢ hodowli
wirowano (20 minut, 3 500 x g, 4°C). Osad przenoszono do zwazonej probowki typu
Eppendorf i zamrazano w -20°C jako material do izolacji LPS oraz pomiaru jego $redniej
dhugosci. Pozostatg czgs¢ bakterii hodowano do osiagnigcia warto$ci gestosci optycznej ODegoo
réwnej 0,3 oraz wirowano (20 minut, 3 500 x g, 4°C). Osad zawieszano w 3 ml PBS,
a nastepnie rozcienczano w tym samym roztworze soli w celu uzyskania warto$ci $redniej
liczby jednostek tworzacych kolonie na mililitr (ang. colony forming unit, CFU/ml) roéwnej
107, Do testu 500 pl zawiesiny komoérek bakteryjnych mieszano z 500 pl NSL. Mieszaning
inkubowano z wytrzgsaniem w temperaturze 37°C przez 0, 60 i 180 minut (odpowiednio:
To, Teo i T180). Wybrane rozcienczenia wysiewano w dwoch powtoérzeniach na ptytki z LB
agarem i inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny w celu obliczenia $redniej liczby
komorek bakteryjnych w danym czasie inkubacji w surowicy. Po czasie T1go hodowle z NSL
wirowano (20 minut, 3 500 x g, 4°C), osad zawieszano w 500 ul PBS i przenoszono do 50 ml
swiezej pozywki LB i ponownie hodowano przez 18 godzin z wytrzasaniem w 37°C. Cala
procedur¢ powtarzano 9 dni. Przezywalno$¢ obliczano jako liczbe komorek bakteryjnych
(CFU/mI) w czasie T1so W stosunku do liczby w czasie To (ustalonym jako 100%) wyrazong

w procentach. Eksperyment wykonano w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

7.4.2 Pomiar $redniej dtugosci lipopolisacharydu po kontakcie z surowica ludzka

Do pasazowania w 50% NSL wykorzystano szczep z grupy serologicznej O48, ktory cechuje
si¢ obecnoscig NeuAc w czesci O-swoistej LPS. Analiza poziomu NeuAc i porownanie go do
ilosci Kdo, ktorego liczba jest stata w czasteczce LPS (3 czasteczki Kdo u bakterii Salmonella

048) pozwala na okreslenie sredniej dtugosci czesci O-swoistej LPS [1,141]. Zabezpieczone
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podczas pasazy osady bakteryjne przeplukiwano trzykrotnie buforem PBS. W tym celu do
osadu dodawano 500 ul buforu PBS, wytrzgsano, a nastgpnie probki wirowano (10 minut,
3 500 x g, 4°C). W kolejnym kroku 100 ul osadu bakteryjnego liofilizowano z dodatkiem
20 ul standardu wewngtrznego - perseitolu (1 mg/ml) (Koch-Light Laboratories Ltd.).

Do zliofilizowanych prébek dodawano 1 ml metanolowego roztworu HCI otrzymanego
poprzez zmieszanie 10 ml metanolu (POCH) z 1,2 ml chlorku acetylu (Sigma-Aldrich). Probki
inkubowano 1 godzing w 80°C (AccuBlok Labnet). Po inkubacji probowki ostudzono
i odparowano pod strumieniem N2 (Air Products). Do wysuszonych probéwek dodano 100 pl
bezwodnika octowego (POCH) 1 20 ul pirydyny (Merck) 1 inkubowano probki przez 30 minut
w 80°C. Po inkubacji probowki ponownie studzono i odparowano pod strumieniem N
(Air Products). Nastepnie probki przeplukano dwukrotnie metanolem (POCH).
Do wysuszonych probéwek dodano 100 pl octanu etylu (Sigma-Aldrich) i poddano analizie.
Analiz¢ przeprowadzano wykorzystujac chromatografie gazowo-cieczowa sprzezong ze
spektrometriag mas (ang. gas-liquid chromatography mass spectrometry, GLC-MS).
Do analizy uzyto chromatografu FOCUS wyposazonego w kolumne Zebron ZB-5HT 30 m x
0,25 mm x 0,25 um w/5m Guardian (PhenomeneX), sprzezonego z detektorem masowym typu
pulapki jonowej ITQ 700 (Thermo Scientific). Probke rozdzielano w zakresie
temperaturowym 150-270°C przez 16 minut. Wykrywanym fragmentem pochodnej kwasu
sjalowego (acetylowanego estru metylowego metyloglikozydu NeuAc) byl jon pierwotny
m/z=446 lub wtorny m/z=386, natomiast wykrywanym fragmentem pochodnej Kdo
(acetylowanego estru metylowego metyloglikozydu Kdo) byl jon pierwotny m/z=375 lub
wtorny m/z=195. Otrzymane wyniki analizowano w programie Xcalibur (Thermo Scientific).

[lo$¢ NeuAc mierzono procentowo w stosunku do czasteczek Kdo.

7.4.3 lzolacja lipopolisacharydu z bakterii Salmonella po kontakcie z surowicag ludzka

Z zabezpieczonych probek wyizolowano lipopolisacharyd zgodnie z metoda Yi 1 Hackett
[142]. W tym celu zamrozong mas¢ bakteryjng (zabezpieczong po pasazach) zliofilizowano.
Nastepnie do 10 mg suchej masy bakteryjnej dodano 200 pl odczynnika Tri-reagent (Sigma-
Aldrich) i1 intensywnie wytrzasano przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Do probek
dodano 200 pl chloroformu (POCH) i intensywnie wytrzasano przez kolejne 10 minut
W temperaturze pokojowej. Nastepnie probki wirowano (10 minut, 12 000 x g) i faze wodnag
przenoszono do nowych probowek typu Eppendorf. Do pozostatej fazy organicznej dodano

100 pl wody ultraczystej, intensywnie wytrzasano przez 10 minut i ponownie zwirowano
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(10 minut, 12 000 x g). Faze wodng ponownic odciggnic¢to. Ekstrakcje powtorzono
trzykrotnie. Zebrang faz¢ wodng zliofilizowano, a nastgpnie LPS oczyszczono. W tym celu
do probek dodano 500 ul zimnego roztworu 0,375 M MgCl, w 95% etanolu (POCH) i
wytrzgsano przez 10 minut. Nastepnie probki wirowano (10 minut, 12 000 x g), a osad

zawieszono w 50 ul wody MiliQ.

7.4.3.1 Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym wyizolowanych lipopolisacharydow

Rozdziat LPS prowadzono za pomoca SDS-PAGE [143]. W tym celu 5 ul wyizolowanego
LPS (1 mg/ml) mieszano z 10 ul buforu redukujacego Laemmliego, gotowano przez 5 minut
i nanoszono do studzienek. Rozdzial elektroforetyczny prowadzono przy uzyciu Mini-
PROTEAN® Tetra Cell System (Bio-Rad) przy 120 V przez okoto 90 minut. Uzyskane Zele
barwiono z wykorzystaniem metody srebrowej [83,144]. W tym celu Zele umieszczano
w szklanym pojemniku i pozostawiano na 60 minut w roztworze utrwalajacym. Nastepnie
roztwor usuwano i zele inkubowano 7 minut w roztworze uczulajagcym. Po inkubacji zele
przemyto czterokrotnie po 5 minut wodg MiliQ (100 ml), a nastgpnie inkubowano przez
10 minut w roztworze barwigcym. Po inkubacji Zele ponownie czterokrotnie przemywano

woda MiliQ 1 inkubowano w roztworze wywotujacym do pojawienia si¢ obrazu.

7.4.3.1.1 Bufory i odczynniki uzyte do elektroforezy lipopolisacharydow

Bufor do Zelu dolnego - rozdzielajacego (pH 8,8 = 0,2)

e Tris (Sigma-Aldrich) 18,2 ¢
e SDS (Sigma-Aldrich) 0,49
e Woda MiliQ 100 ml

Bufor do Zelu gornego - zageszczajacego (pH 6,8 £ 0,2)

e Tris (Sigma-Aldrich) 6,6 9

e SDS (Sigma-Aldrich) 0,49

e Woda MiliQ 100 ml
30% roztwor akrylamidu

e Akrylamid (Sigma-Aldrich) 3049

e Bisakrylamid (Sigma-Aldrich) 0,69

e Woda MiliQ 100 ml
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10% roztwor nadsiarczanu amonu (ang. ammonium persulfate, APS)

e APS (Sigma-Aldrich)
e Woda MiliQ

10% roztwor SDS
e SDS (Sigma-Aldrich)
e Woda MiliQ

Bufor do elektroforezy — roztwér 10 x stezony
e Tris (Sigma-Aldrich)
e Glicyna (Sigma-Aldrich)
e Woda MiliQ

0,19
1ml

109
100 ml

15,15¢g
729
500 ml

Przed rozpoczeciem eksperymentu do 100 ml buforu dodawano 10 ml 10% SDS oraz 890 ml

wody MiliQ.

Zel dolny do elektroforezy LPS - rozdzielajacy 15% (pH 8,8 + 0,2) - sklad podany

w przeliczeniu na 2 zele

e Woda MiliQ

¢ Bufor do zZelu dolnego

e 30% roztwor akrylamidu
e APS

e TEMED (Sigma-Aldrich)

1,645 ml
3,3ml
5ml
100 pl
10 pl

Zel gérny do elektroforezy LPS - zageszczajacy 5% (pH 6,8 + 0,2) - sklad podany

w przeliczeniu na 2 zele
e Woda MiliQ
¢ Bufor do zelu dolnego
e 30% roztwor akrylamidu
e APS
e TEMED (Sigma-Aldrich)
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7.4.3.1.2 Bufory i odczynniki uzyte do barwienia lipopolisacharydow

Sktad roztwordéw podany w przeliczeniu na 2 zele

Roztwor utrwalajacy:

e Alkohol etylowy 96% (POCH) 80 mi
e Kwas octowy 99,5-99,9% (POCH) 10 ml
e Woda MiliQ 110 mi

Roztwor uczulajgcy:
e Kwas nadjodowy (Sigma-Aldrich) 1449
e Woda MiliQ 200 ml

Roztwor barwigcy:

A:
e 25% Amoniak (POCH) 4 ml
e 0,1 M Wodorotlenek sodu (Sigma-Aldrich) 56 mi
B:
e Azotan srebra (Sigma-Aldrich) 19
e Woda MiliQ 5mi

Do roztworu A dodano na mieszadle magnetycznym kroplami roztwor B i uzupetniono
110 ml wody MiliQ.

Roztwor wywolujacy:

e Kwas cytrynowy (Sigma-Aldrich) 0,02 g
e 37% Formaldehyd (Sigma-Aldrich) 0,2ml
e Woda MiliQ 200 ml
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7.5 Konstrukcja bakteryjnych mutantéw chromosomalnych o ro6znej dlugosci czesci

O-swoistej lipopolisacharydu

Pomimo licznych préb, nie udato si¢ skonstruowa¢ mutantdow chromosomalnych o roéznej
dhugosci czesSci O-swoiste] LPS szczepu S. diarizonae PCM 2511. W zwigzku z tym
W niniejszej pracy doktorskiej do konstrukcji mutantow o skroconej diugosci tancucha
O-swoistego LPS wykorzystano szczep S. Enteritidis PCM 2817 oraz system
hiper-rekombinacji £ Red (rycina 7). System ten zostal zapozyczony z bakteriofaga A
1 umozliwia rekombinacj¢ chromosomu bakteryjnego z liniowym fragmentem DNA. System
rekombinacji faga £ sktada si¢ z trzech gendéw: exo, bet i gam. Gen exo koduje egzonukleaze
5’—3’ zalezng od dwuniciowego DNA, gen bet koduje biatko wigzace powstate jednoniciowe
DNA. Natomiast gen gam koduje biatko, zapobiegajace strawieniu liniowego fragmentu DNA
przez obecne w komorce endonukleazy bakteryjne [145]. System hiper-rekombinacji £ Red
jest obecnie powszechnie stosowany do insercji lub delecji okre§lonych gendéw
u mikroorganizméw [146-149]. W celu usunigcia genu docelowego, komorke bakteryjna
z wprowadzonym wczes$niej plazmidem kodujacym system £ Red (plazmid pKD46, tabela 3)
poddaje si¢ transformacji z utworzonym w reakcji PCR (ang. polymerase chain reaction, PCR)
fragmentem liniowego DNA. Wprowadzany do komorki bakteryjnej produkt PCR sktada sig¢
z homologicznej sekwencji do genu docelowego w chromosomie bakteryjnym, markera
selekcyjnego oraz dwoéch sekwencji FRT (ang. flippase recognition target) flankujacych
wprowadzany fragment. Markerem selekcyjnym jest gen opornosci na kanamycyne (plazmid
pKD4, tabela 3). System £ Red w wyniku aktywacji wbudowuje wprowadzang sekwencje
w okreslone miejsce w chromosomie bakteryjnym. Nastepnie odbywa si¢ selekcja komorek
pozytywnych na podtozu z wybranym markerem selekcyjnym oraz w oparciu o sprawdzajaca
reakcj¢ PCR. Obecnos¢ we wprowadzanym do komorki liniowym fragmencie DNA
sekwencji FRT umozliwia pozniejsze usunigcie wprowadzonego markera selekcyjnego
poprzez ekspresj¢ rekombinazy specyficznej do FRT (flipaza FRT-FLP, plazmid pCP20,
tabela 3). Po usuni¢ciu markera selekcyjnego na chromosomie bakteryjnym pozostaje

sekwencja zbudowana z okoto 85 nukleotydow, tzw. blizna [146].
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1. Amplifikacja genu opornosci ha antybiotyk z dwudomenowymi starterami, zawierajgcymi
homologiczne sekwencje flankujace do genu docelowego.

rl

kan kan

r2 PCR I al rl r2 a2

p2:

al, a2 —sekwencje homologiczne do genu docelowego (fepE, wzz, wzy)
r1, r2 —sekwencje flankujgca gen opornosci (kan)

2. Whudowanie produktu PCR z uzyciem systemu hiper-rekombinacji A Red i zastgpienie genu
docelowego genem opornosci na antybiotyk.

kan r2 a2
al rl kan r2 a2
wzz [-_m m_-]
RT! R

3. Usuniecie genu opornosci na antybiotyk z wykorzystaniem plazmidu pomocniczego.

al rl kan r2 a2 I kan
L J

al rl

Rycina 7. Schemat dziatania systemu A Red.
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7.5.1 lzolacja plazmidowego DNA

Matrycowe DNA plazmidowe zostato wyizolowane ze szczepéw E. coli BW25113, BT340
oraz BW25141 zawierajacych odpowiednio plazmidy: pKD46 (system & Red), pCP20 (flipaza
FRT-FLP) oraz pKD4 (marker selekcyjny, kanamycyna) (tabela 3). Plazmidowe DNA
wyizolowano ptynnych hodowli (LB, 5ml) po 18-24 godzinnej inkubacji z wytrzgsaniem
(160-180 rpm) w 30°C (pKD46, pCP20) lub 37°C (pKD4) za pomoca komercyjnego zestawu
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) zgodnie z protokotem dostarczonym
przez producenta. St¢zenie oraz czysto$s¢ uzyskanego DNA plazmidowego sprawdzono za

pomoca spektrofotometru DeNovix DS-11 poprzez pomiar absorbancji przy 260/280 nm.

7.5.2 Przygotowanie komorek elektrokompetentnych S. Enteritidis PCM 2817 do
transformacji plazmidem pKD46, kodujagcym system A Red

Komorki elektrokompetentne S. Enteritidis PCM 2817 przygotowano wedtug protokotu
Czerniak i Hensel [150] z drobnymi modyfikacjami. Zatozono 18-24 godzinng hodowle
szczepu S. Enteritidis PCM 2817 w 5 ml ptynnego podtoza LB z wytrzasaniem (160-180 rpm)
w 37°C. Nastegpnie przeniesiono 500 pl nocnej hodowli do 50 ml §wiezego podtoza LB
i inkubowano do osiagniecia wartosci ODesoo rownej 0,6. Po osiagnigciu odpowiedniej
wartosci gestosci optycznej, hodowle schlodzono na lodzie 1 przelano do dwoch 50 ml
schtodzonych proboéwek typu Falcon i zwirowano (10 minut, 4 500 x g, 4°C). Osad delikatnie
zawieszono za pomocg pipety w 1 ml lodowatej wody MiliQ, nastgpnie dodano kolejne 24 ml
wody i cato$¢ delikatnie wymieszano. Zawiesing inkubowano na lodzie przez 10 minut,
a nastepnie zwirowano (10 minut, 4 500 x g, 4°C). Osad ponownie delikatnie zawieszono za
pomocg pipety w 1 ml lodowatej wody MiliQ, nastepnie dodano kolejne 11 ml wody i catos¢
delikatnie wymieszano. Zawiesing inkubowano na lodzie przez 5 minut oraz zwirowano
(10 minut, 4 500 x g, 4°C), nastgpnie osad delikatnie zawieszono w 1 ml lodowatego 10%
glicerolu (Sigma-Aldrich) i przeniesiono do schtodzonych probéwek typu Eppendorf. Probki
inkubowano na lodzie przez 5 minut i zwirowano (10 minut, 4 500 x g, 4°C). Osad delikatnie
zawieszono w 250 pl 10% glicerolu w wodzie (Sigma-Aldrich) i calo$¢ podzielono na porcje
po 100 pl do schtodzonych probowek typu Eppendorf. Przygotowane komorki

przechowywano w temperaturze -80°C do czasu uzycia.
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7.5.3 Transformacja komorek elektrokompetentnych S. Enteritidis PCM 2817 plazmidem
pKD46, kodujacym system A Red

W celu transformacji 50 ul komorek elektrokompetentnych S. Enteritidis PCM 2817
potaczono na lodzie z 50 ng wyizolowanego DNA plazmidowego pKD46. Nastepnie
mieszaning przeniesiono do schtodzonej kuwety elektroporacyjnej 1 mm (Cell Projects) oraz
wstawiono jg do rynienki elektroporatora (Gene Pulser Il Bio-Rad). Warunki elektroporacji
ustawiono na 200 Q, 1,25 kV i 25 pF. Po transformacji do kuwety dodano 1 ml cieptej
pozywki SOC, cato$¢ wymieszano 1 przeniesiono do jalowej probéwki typu Eppendorf.
Probowke inkubowano w 30°C z wytrzasaniem (160-180 rpm) przez 1 godzing. Nastepnie
bakterie zwirowano (2 minuty, 4 500 x g) i zlano supernatant. Osad bakteryjny zawieszono
w 100 pl podtoza SOC i wysiano na ptytki z LB agarem z dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml).
Plytki inkubowano przez 18-24 godziny w 30 °C.

7.5.4 Selekcja pozytywnych kolonii S. Enteritidis PCM 2817 z wprowadzonym plazmidem
pKD46

W celu potwierdzenia pobrania przez bakterie S. Enteritidis PCM 2817 plazmidu pKD46
wykonano reakcje PCR. Matryce do reakcji stanowity kolonie bakteryjne wyroste na podtozu
LB agar z dodatkiem ampicyliny. Wybrane kolonie pobrano z szalki Petriego i zawieszono
w 20 ul jatowej wody MiliQ. Nastgpnie probki inkubowano przez 3 minuty w 95°C w tazni
wodnej (AJL electronic, MLL.147), zwirowano (60 sekund, 12 000 x g) i pobrano 1 ul
supernatantu do reakcji PCR. Sktad i warunki reakcji przedstawiono w tabeli 4. W reakcji
PCR zostaly wykorzystane startery wykrywajace kasete termowrazliwosci wprowadzonego

plazmidu pKD46. Reakcj¢ PCR przeprowadzono na termocyklerze T100 firmy Bio-Rad.
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Tabela 4. Sktad i warunki reakcji PCR potwierdzajacej czy zaszta transformacja plazmidem

pKD46.

Sklad: Objetos¢ [ul]
Bufor Run (A&A Biotechnology) 2

10 mM dNTP mix (A&A Biotechnology) 2,5
Starter repA101tsSTART: tgccttcaaaactggtgagct 1
Starter repA101tsSTOP: agcaaccagagagctgatgac 1
Woda MiliQ 11,5
Polimeraza Run 1U (A&A Biotechnology) 1
Zawiesina komorek testowanej kolonii bakteryjnej 1

Etap cyklu Temperatura | Czas | Liczba cykli
Wstepna denaturacja 94°C 5 min 1
Denaturacja 94°C 30s

Hybrydyzacja 62°C 30s 30
Wydtuzanie 72°C 45s

Wydtuzanie koncowe 72°C 5 min 1

Produkty PCR zostaty rozdzielone w 1% zelu agarozowym. Agaroze (Abo) rozpuszczono
w buforze TBE oraz dodano 3 pl barwnika Midori Green Advance (NIPPON Genetics),
a nastgpnie wylano do rynienki z grzebieniem (Mini-Sub Cell GT Bio-Rad). Po polimeryzacji
na zel nanoszono zamplifikowane produkty reakcji PCR z barwnikiem obcigzajacym DNA
Gel Loading Dye (Thermo Scientific). Jako markera masy uzywano marker 1kb Plus DNA
Ladder (Thermo Scientific), (rycina 8), nanoszonego po 5 ul na dotek. Rozdziat
elektroforetyczny przeprowadzano przy statlym napigciu wynoszacym 120 V przez 30 minut,

rozdziat wizualizowano w $wietle UV (PXi Syngene).
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Rycina 8. Marker masy 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).

7.5.5 Przygotowanie liniowych fragmentow DNA do transformacji szczepu S. Enteritidis
PCM 2817 pKD46

7.5.5.1 lzolacja genomowego DNA

Matrycowe DNA genomowe zostatlo wyizolowane z czystej hodowli szczepu S. Enteritidis
PCM 2817 za pomoca komercyjnego zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology) zgodnie
z protokotem dostarczonym przez producenta. Hodowle zatozono w 5 ml podioza LB
i inkubowano 18-24 godziny z wytrzasaniem (160-180 rpm) w 37°C. Stezenie oraz czysto$¢
uzyskanego DNA sprawdzono za pomocg spektrofotometru DeNovix DS-11 poprzez

poréwnanie absorbancji przy 260/280 nm.

7.5.5.2 Startery

Startery uzyte do reakcji PCR do przygotowania kaset antybiotykoopornos$ci oraz startery

sprawdzajgce poprawne zajscie procesu rekombinacji przedstawiono w tabeli 5 [7].
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Tabela 5. Startery uzyte do konstrukcji mutantow S. Enteritidis PCM 2817 o skrdcone;j
dhugosci czesci O-swoistej LPS.

Nazwa startera | Sekwencja startera (5°—3’)

wzzSTART ctccagcttcatcctttttttagttagggtatctatgacGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG*

wzzSTOP gtcgtagccgaccaccatccggcaaagaagcttacaaggCATATGAATATCCTCCTTAG

wzzSTARTspr | tgcgacaacgatacactgct

wzzSTOPSspr cactgaggcggaagccatta

fepESTART agtcatgaaatcgatttgtttagccttataGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

fepESTOP aatacgccgccgcaggccatcataccgccaATGAATATCCTCCTTAGTTC

fepESTARTSpr | gcgggaaaaagaggcgaatg

fepESTOPspr gcgatctcaaccgcgaaaaa

wzySTART atacattgtattatgcttattatttataTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

wzySTOP atatatatgtttcataccgtttcacattgatATGGGAATTAGCCATGGTCC

wzySTARTSspr | ttcacatccattctcgttcg

wzySTOPspr gaaacccactttccaaagca

* malymi literami oznaczono sekwencje¢ startera komplementarng do miejsca
w chromosomie bakteryjnym; wielkimi literami oznaczono sekwencje startera

komplementarng do kasety kanamycynowej

7.5.5.3 Lancuchowa reakcja polimerazy

Liniowe fragmenty DNA zostaly utworzone w reakcji PCR z wykorzystaniem starterow
dwudomenowych, sktadajacych si¢ z fragmentu homologicznego do genu docelowego
w genomie bakteryjnym (gen wzz, fepE lub wzy) oraz z fragmentu selekcyjnej kasety
oporno$ci na antybiotyk (kaseta kanamycynowa KmR, plazmid pKD4). Fragment startera
homologiczny do genu docelowego w genomie bakteryjnym sktada si¢ z 40-50 nukleotydow,
natomiast fragment markera selekcyjnego — z okoto 20 nukleotydéw (tabela 5). Sktad oraz
zastosowane warunki reakcji PCR przedstawiono w tabeli 6. Jako$¢ uzyskanych liniowych

fragmentow DNA sprawdzono poprzez rozdziat w 1% zelu agarozowym (punkt 7.5.4).
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Tabela 6. Sktad i warunki reakcji PCR uzytej do przygotowania liniowych fragmentow DNA
do konstrukcji mutantow S. Enteritidis PCM 2817 o skrdoconej dtugosci czesci O-swoistej
LPS.

Sklad: Objetos¢ [ul]
Bufor Dream Taq (Thermo Scientific) 5

10 mM dNTP mix (A&A Biotechnology) 5
Starter wzzSTART/fepESTART/wzySTART 1
Starter wzzSTOP/fepESTOP/wzySTOP 1
Woda MiliQ 37
Polimeraza Dream Taq 1,25 U (Thermo Scientific) 0,5
DNA plazmidowe pKD4 0,5
Etap cyklu Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna denaturacja 95°C 2 min 1
Denaturacja 95°C 30s

Hybrydyzacja 58°C 45s 34
Wydtuzanie 72°C 90s

Wydtuzanie koncowe 72°C 10 min 1

7.5.5.4 Oczyszczanie liniowych fragmentow DNA

Po sprawdzeniu jakosci uzyskanych liniowych fragmentow DNA, pozostala cze¢$¢ produktéw
PCR roéwniez poddano elektroforezie w 1% zelu agarozowym (7.5.4), bez wizualizacji
gotowego rozdzialu w $wietle UV. Prazki zgodne z wielkoscig produktu PCR wycieto
jatowym skalpelem i oczyszczono z Zelu przy pomocy zestawu GeneJET Gel Extraction Kit
(Thermo Scientific). Oczyszczone produkty PCR poddano trawieniu restrykcyjnemu
enzymem Dpnl (Thermo Scientific), w celu unikni¢cia klonow falszywie pozytywnych.
Nastepnie wstgpnie oczyszczone i strawione produkty PCR zliofilizowano oraz poddano
oczyszczaniu n-butanolem (POCH). W tym celu produkty PCR zawieszono w 50 pl wody
MiliQ oraz 500 pul n-butanolu (POCH) i zwirowano (15 minut, 10 000 x g). Osady ponownie
zliofilizowano i zawieszono w 20 ul wody MiliQ. Oczyszczone kasety liniowych fragmentow

DNA przechowywano do uzycia w -20°C.
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7.5.6 Przygotowanie komorek elektrokompetentnych S. Enteritidis PCM 2817 pKD46 do

transformacji liniowymi fragmentami DNA

Komorki elektrokompetentne szczepu S. Enteritidis PCM 2817 pKD46 zostaty przygotowane
zgodnie z procedurg z punktu 7.5.2 z drobnymi modyfikacjami: hodowla szczepu
S. Enteritidis PCM 2817 pKD46 byta prowadzona w poditozu LB z dodatkiem ampicyliny
(100 pg/ml) w 30°C, jako induktora systemu A Red uzyto L-arabinozy (10mM) (Sigma-
Aldrich).

7.5.7 Transformacja komoérek S. Enteritidis PCM 2817 pKD46 liniowym fragmentem DNA

Transformacja komodrek S. Enteritidis PCM 2817 pKD46 zostata przeprowadzona zgodnie
z procedura z punktu 7.5.3 z drobnymi modyfikacjami: 50 ul komorek elektrokompetentnych
S. Enteritidis PCM 2817 pKD46 potaczono na lodzie z 500 ng liniowego fragmentu DNA
(dla genu wzz, fepE lub wzy). Po elektroporacji probki inkubowano w 37°C oraz wysiewano
na ptytki LB agar z dodatkiem kanamycyny (12,5 pg/ml). Ptytki inkubowano przez 18-24
godzin w 37°C.

W celu konstrukcji mutanta bakteryjnego z wylaczonymi genami wzz oraz fepE
skonstruowano najpierw pojedynczego mutanta z delecja genu wzz, usuni¢to wprowadzong
kasete opornosci na antybiotyk 1 ponownie przeprowadzono transformacje plazmidem pKD46

oraz drugim liniowym fragmentem DNA dla genu fepE.

7.5.8 Selekcja pozytywnych kolonii S. Enteritidis PCM 2817 pKD46 z wbudowanym
liniowym fragmentem DNA

W celu potwierdzenia poprawnego zajscia rekombinacji szczepu S. Enteritidis PCM 2817
pKD46 z liniowym fragmentem DNA wykonano reakcje PCR 1 elektroforeze w 1% zelu
agarozowym zgodnie z procedurg zawarta W punkcie 7.5.4. Startery do reakcji PCR
przestawiono w tabeli 5. Kolonie z potwierdzong insercjg liniowego fragmentu DNA
przesiano na podtoze LB agar i hodowano przez 18-24 godzin w 42°C w celu utraty plazmidu
pKD46. Nastepnie wybrane kolonie przesiano réwnolegle na ptytki z pozywka LB Agar oraz
LB Agar z ampicyling (100 pg/ml) w celu potwierdzenia utraty plazmidu pKD46.
Z wytypowanych kolonii pozytywnych przygotowano preparat glicerynowy, ktory
przechowywano w -80°C w celu zabezpieczenia hodowli.
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7.5.9 Delecja kanamycynowej kasety antybiotykoopornosci z  wykorzystaniem

rekombinazy FLP

W celu usunigcia wprowadzonej kasety antybiotykoopornosci mutanty S. Enteritidis PCM
2817 z wprowadzonym liniowym fragmentem DNA transformowano plazmidem pCP20
zgodnie z procedurg z punktu 7.5.3 z drobnymi modyfikacjami: 50 ul komorek
elektrokompetentnych S. Enteritidis PCM 2817 z wprowadzonym liniowym fragmentem
DNA potaczono na lodzie z 50 ng plazmidu pCP20. Po elektroporacji probki inkubowano
w 30°C oraz wysiewano na ptytki LB agar z dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml). Phytki
inkubowano przez 18-24 godzin w 30°C.

Po nocnej hodowli z ptytki wybrano pojedyncza kolonig i zaszczepiono nig 5 ml pozywki LB.
Hodowle inkubowano przez 18-24 h w 42 °C w celu indukcji ekspresji rekombinazy FLP
i usunigcia plazmidu pCP20. Nastepnie z hodowli nocnej wykonano szereg rozcienczen
w postepie logarytmicznym i wysiano 50 pl bakterii na ptytki z LB agarem. Bakterie
hodowano w 30°C przez 24 godziny. Z wyrostych na ptytkach kolonii wykonano selekcje
poprzez posiew na podtoza: LB agar, LB agar z kanamycyng (50 pg/ml) oraz LB agar
z ampicyling (100 pg/ml). Ptytki z LB agarem i LB agarem z dodatkiem kanamycyny
inkubowano w 37°C, a ptytki z LB agarem z dodatkiem ampicyliny w 30°C przez 18-24 h.
Kolonie, ktore wyrosty wytacznie na podtozu LB agar, charakteryzuja si¢ brakiem kasety
kanamycynowej i plazmidu pCP20. Pobrano reprezentatywne kolonie i zatozono noca
hodowl¢ w 5 ml LB i inkubowano w 37°C (160-180 rpm). Kolejnego dnia wykonano preparat

glicerynowy i przechowywano w -80°C w celu zabezpieczenia mutantéw bakteryjnych.

7.5.10 Sekwencjonowanie

W celu zweryfikowania poprawnosci zajscia mutacji uzyskane mutanty S. Enteritidis PCM
2817 o skroconej diugosci czgsci O-swoistej LPS zsekwencjonowano w Laboratorium
Genomiki 1 Bioinformatyki Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda, PAN we Wroctawiu. Biblioteka do wysokoprzepustowego sekwencjonowania
zostala przygotowana z wykorzystaniem zestawu NEXTERA FLEX (Illumina) zgodnie
z protokotem producenta. Reakcja sekwencjonowania byta prowadzona na sekwenatorze
MISEQ z uzyciem zestawu MiSEQ Reagent Kit V3 (Illumina). W pierwszej kolejno$ci
nastgpita ocena jako$ci odczytow z wykorzystaniem oprogramowania FASTQC (Illumina).
Do zlozenia sekwencji genomu bakteryjnego oraz przyréwnania go do sekwencji

referencyjnej uzyto oprogramowania CLC Genomic Workbench v. 12 (Qiagen).
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7.6 Metody pomiaru Sredniej dlugosci lipopolisacharydu

W zwigzku z utworzeniem kolekcji mutantéw S. Enteritidis PCM 2817 o skroconej dlugosci
czgsci O-swoistej LPS opracowano metod¢ pomiaru jej $redniej dtugosci. Podjednostka
O-antygenu S. Enteritidis zawiera cztery reszty cukrowe: ramnoze (Rha), mannoze (Man),
galaktoz¢ (Gal) oraz tyweloze (3,6-dideoxy-D-arabino-heksoza, Tyv) (rycina 2).
Zaprezentowana metoda pomiaru dtugosci opiera si¢ na zatozeniu, ze pomiar proporcji
ilosciowej sktadnikow czesci O-swoistej (Rha i Tyv) do cukréw wystepujacych w czesci
rdzeniowej (Kdo i heptozy — D-glicero-D-manno-heptozy (Hep)) pozwoli na pomiar $redniej
dhugosci czesci O-swoistej LPS. Dodatkowo w opracowanej metodzie mierzono zawarto$¢
kwasu N-acetylomuraminowego (ang. N-acetylmuramic acid, MuAc) w komodrkach w celu
okreslenia czy zachodza zmiany w ilo$ci peptydoglikanu $ciany komoérkowej badanych

szczepow bakteryjnych pod wpltywem skrocenia czesci O-swoistej LPS.

7.6.1 lzolacja i oczyszczanie lipopolisacharydow

LPS wyizolowano z otrzymanych mutantéw bakteryjnych metoda ekstrakcji fenolowo-
wodnej [151]. W tym celu 8 g liofilizatu suchej masy bakteryjnej zawieszono w 25 ml wody
MiliQ. Nastepnie dodano 25 ml 90% roztworu fenolu (Sigma-Aldrich), uzyskujac mieszanine
bakterii w 45% fenolu. Zawiesing ogrzewano do temperatury 65°C (AJL electronic
MLL.147), intensywnie mieszajac przez 15 minut. Nastgpnie mieszaning schtadzano w lodzie
do 4°C i wirowano (30 minut, 3 000 x g, 4°C). Frakcj¢ wodng zbierano do osobnego naczynia,
a pozostato$¢ uzupetiano kolejng porcja wody MiliQ do poczatkowej objetosci i ponownie
ekstrahowano jak wyzej. Potaczone frakcje wodne dializowano w workach ZelluTrans T3
o granicy przepuszczania czgsteczek 14 kDa (Roth) do 10 litréw wody MiliQ, do zaniku
zapachu fenolu (3-4 dni). Nastepnie fazy wodne wirowano (30 minut, 3 000 x g, 4°C),
supernatant przesaczono przez filtr (Whatman) i1 zliofilizowano. Otrzymany preparat
trzykrotnie ultrawirowano na wiréwce Sorwall wx+ (Thermo Scientific) (6 godzin, 105 000
x g, 4°C) w celu oczyszczenia uzyskanego preparatu z biatek 1 kwasow nukleinowych.
Supernatant po kazdym ultrawirowaniu zlewano, a osad zawierajacy agregaty LPS
zawieszano w wodzie MiliQ za pomocg sondy ultradzwigkowej Bandelin Sonoplus GM 2070
(moc 70 W, 9 cykli, 10 sekund/cykl). Oczyszczony i zawieszony w wodzie MiliQ LPS
liofilizowano i przechowywano w temperaturze pokojowej do uzytku lub zawieszano

ponownie w wodzie MiliQ w stezeniu 1 mg/ml.
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7.6.2 Derywatyzacja probek lipopolisacharydu i masy bakteryjnej do analizy cukrowej

W celu potwierdzenia sktadu cukrowego LPS przeprowadzono analiz¢ cukrowg. W tym celu
probke masy bakteryjnej (10 mg) hydrolizowano w 1 ml 1% kwasu octowego (POCH)
w wodzie w 100°C przez 30 minut, nast¢pnie catos¢ wirowano (15 minut, 12 000 x g). Do
nadsgczu dodawano HCI (Chempur) do koncowego stezenia 1M i przeprowadzono hydrolize
w 80°C przez 2 godziny. Po hydrolizie, probke zobojetniano NaOH do lekko zasadowego pH.
Po osuszeniu pod strumieniem N2 (Air Products) i dwukrotnym przeptukaniu metanolem
(Chempur) catos¢ redukowano 1M roztworem NaBH4 (Sigma-Aldrich) w wodzie w 4°C przez
24 godziny. Po redukcji pozostalos¢ NaBH4 roztozono za pomoca 20 ul stezonego kwasu
octowego (POCH), nastepnie probke suszono pod strumieniem N2 (Air Products), dwukrotnie
ptukano metanolem (Chempur) i poddawano acetylacji. W tym celu dodano 50 pl pirydyny
(Merck) i 250 ul bezwodnika octowego (POCH), probke ogrzewano w 100°C przez 30 minut,
nastepnie suszono pod strumieniem Nz (Air Products), dwukrotnie ptukano metanolem
(Chempur) i ekstrahowano w uktadzie chloroform (POCH):woda. Faz¢ chloroformowa
zebrano, osuszono w strumieniu N2 (Air Products) i rozpuszczono w 100 pl octanu etylu
(Sigma-Aldrich) do analizy GLC-MS.

7.6.3 Otrzymywanie acetylowanych metyloglikozydow oraz acetylowanych estrow

metylowych metyloglikozyddéw z probek lipopolisacharydu i masy bakteryjnej

Probke masy bakteryjnej (10 mg) hydrolizowano w 4M HCIl w metanolu w 80°C przez 17
godzin. Nastepnie supernatant odparowano pod strumieniem N2 (Air Products) i dwukrotnie
przeplukano metanolem (Chempur). Probke poddano acetylacji: po dodaniu 20 pl pirydyny
(Merck) 1 100 pul bezwodnika octowego (POCH) probke ogrzewano w 100°C przez 30 minut,
nastgpnie suszono pod strumieniem N2 (Air Products), dwukrotnie ptukano metanolem
(Chempur) i ekstrahowano w uktadzie chloroform (POCH):woda. Faze¢ chloroformowa
zebrano, osuszono w strumieniu N2 (Air Products) i rozpuszczono w 100 pl octanu etylu
(Sigma-Aldrich) do analizy GLC-MS.

Probke LPS (1 mg) hydrolizowano w 0,75M HCl w metanolu w 80°C przez 1 godzing,
a nastgpnie zobojetniano NaOH w metanolu do lekko zasadowego pH. Nastepnie probke
odwirowywano (5 minut, 12 000 x g), a supernatant odparowano pod strumieniem N2 (Air
Products) i dwukrotnie przeptukano metanolem (Chempur). Acetylacje oraz ekstrakcje
w uktadzie chloroform (POCH):woda przeprowadzono analogicznie jak dla masy bakteryjnej.

Otrzymane acetylowane metyloglikozydy Tyv, Rha oraz Hep oraz acetylowane estry
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metylowe metyloglikozydéw Kdo i MuAc analizowano technikg GLC-MS. Eksperyment
wykonano w czterech niezaleznych powtorzeniach. Dane poddano analizie statystycznej

z uzyciem oprogramowania GraphPad Prism 9.0.

7.6.4 Analiza GLC-MS

Analiz¢ otrzymanych pochodnych monosacharydéw: acetylowanych metyloglikozydow
i acetylowanych estrow metylowych metyloglikozydéw, prowadzono na chromatografie
gazowym FOCUS wyposazonym w kolumn¢ Zebron ZB-5HT 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm,
5m Guardian (Phenomenex) sprz¢zonym z detektorem masowym typu putapki jonowej ITQ
700 (Thermo-Scientific). Identyfikacje¢ pochodnych cukrow prowadzono na podstawie czasu
retencji 1 widma masowego. Analizowano zawarto$¢ pochodnych: Tyv (acetylowany
metyloglikozyd tywelozy), Rha (acetylowany metyloglikozyd ramnozy), Hep (acetylowany
metyloglikozyd heptozy), MuAc (acetylowany ester metylowy metyloglikozydu kwasu
muraminowego) oraz Kdo (acetylowany ester metylowy metyloglikozydu Kdo). W reakcji
metanolizy typowe jest powstawanie do czterech pochodnych metyloglikozydowych dla
monosacharydow o szeSciu i wiecej atomach wegla (anomery a i B formy piranozowe;j
i furanozowej), dla Tyv i Rha otrzymywano po cztery pochodne kazdego z monosacharydow,
dla Kdo otrzymywano dwie pochodne, a w przypadku Hep i MuAc po jednej pochodne;.
Otrzymane wyniki analizowano w programie Xcalibur (Thermo Scientific). Szczyty
odpowiadajace poszczegdlnym pochodnym cukrowym identyfikowano na podstawie ich
widma masowego i czasu retencji; sumowano wyniki dla poszczegdlnych form kazdego
z cukrow; ilo$¢ Rha i Tyv, jako sktadnikoéw polisacharydu O-swoistego porownywano do
ilosci Kdo oraz Hep, jako sktadnikow rdzenia LPS. Otrzymane proporcje pomiedzy
sktadnikami O-antygenu oraz rdzenia, odpowiadajace S$redniej dlugosci czasteczek
lipopolisacharydu danego mutanta byty pordéwnywane pomigdzy poszczegdlnymi mutantami

S. Enteritidis PCM 2817.
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7.7 Ocena modelowej patogennosci in vitro — wplyw dlugosci lipopolisacharydu na

interakcje z ukladem dopelniacza
7.7.1 Okreslenie poziomu przezywalnos$ci badanych mutantow w surowicy ludzkiej

W celu okreslenia przezywalnosci badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817 o skrdconej
dlugosci czesci  O-swoistej LPS w surowicy ludzkiej przeprowadzono test jej
bakteriobdjczego dziatania wedlug metody opisanej w pracy Dudek i wsp. [6]. W tescie
okreslono przezywalno$¢ badanych szczepow w trzech typach surowicy: NSL, NSL/KL oraz
NSL/A. Badane mutanty S. Enteritidis hodowano 18 godzin z wytrzasaniem w 37°C w 3 ml
podtoza LB. Nastepnie 500 pl hodowli bakteryjnej we wczesnej fazie wykladniczej
przenoszono do 5 ml jalowego podioza LB. Hodowle inkubowano w 37°C do osiggnigcia
gestosci optycznej ODgoo rownej 0,3 oraz wirowano (20 minut, 3 500 x g, 4°C). Osad
zawieszano w 3 ml PBS, a nast¢pnie rozcienczano w tym samym roztworze soli w celu
uzyskania CFU/ml 10’. Do przeprowadzenia testu porcje 250 ul zawiesiny komoérek
bakteryjnych mieszano z 250 pl odpowiedniej surowicy. Mieszaniny te inkubowano
z wytrzasaniem w temperaturze 37°C przez 0, 30, 60 1 120 minut (odpowiednio: To, T30 Teo
i T120). Wybrane rozcieniczenia wysiewano w dwoch powtorzeniach na ptytki z LB agarem
1 inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny w celu obliczenia $redniej liczby
komorek bakteryjnych w danym czasie inkubacji w surowicy. Przezywalnos¢ obliczano, jako
liczbe komorek bakteryjnych (CFU/ml) w czasie Tso, Teo | T120 W Stosunku do liczby w czasie
To (ustalonym jako 100%) wyrazong w procentach. Jako kontrole zastosowano inaktywowang
termicznie surowicg (ITS). W celu inaktywacji biatek uktadu dopetniacza probki surowicy
inkubowano w temperaturze 56°C przez 30 minut. Surowica kontrolna w dalszej czeSci
pracy jest oznaczona jako ITS. Kazde do$wiadczenie wykonano minimum w trzech

powtdrzeniach.

7.7.2 Okreslenie poziomu aktywacji uktadu dopetniacza przez badane szczepy bakteryjne

Oznaczanie ilosciowe odktadania czynnika C5b-9 przydatne jest do oceny zdolnosci komorek
1 przeciwcial do aktywacji uktadu dopeliacza. Stosujac przeciwciato, ktore identyfikuje
antygen dla kompleksu C5b-9, mozna okresli¢ ilo$¢ kompleksow C5b-9 na komorkach za
pomoca cytometrii przeptywowej [152]. Badane mutanty S. Enteritidis PCM 2817 hodowano
18-24 godzin z wytrzasaniem (160-180 rpm) w 37°C w 5 ml podtoza LB. Nastepnie 500 ul
hodowli bakteryjnej we wczesnej fazie wyktadniczej przenoszono do 5 ml jatowego podtoza

LB. Hodowle inkubowano w 37°C do osiggnigcia gestosci optycznej ODeoo réwnej 0,3.
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Bakterie zwirowano (5 minut, 10 000 x g, 4°C) i przeptlukano trzykrotnie buforem PBS.
4 x 10® (CFU/mI) komoérek bakteryjnych zawieszono w 200 ul PBS i dodano 200 pl NSL.
Bakterie inkubowano z NSL 30 minut w 37°C z wytrzasaniem (700-900 rpm). Kontrole
stanowil szczep dziki inkubowany z NSL z dodatkiem 50mM EDTA. Po inkubacji bakterie
zwirowano (5 minut, 10 000 x g, 4°C) i przeptukano trzykrotniec buforem PBS. Osad
bakteryjny zawieszono w 100 pl roztworu PBS z mysimi przeciwciatami anty-ludzkie C5b-9
(5 pg/ml, Dako) i inkubowano 45 minut z wytrzasaniem (700-900 rpm) w temperaturze
otoczenia. Po inkubacji bakterie zwirowano (5 minut, 10 000 x g, 4°C) i przeptukano
trzykrotnie buforem PBS. Osad bakteryjny zawieszono w 200 pul roztworu PBS z kozimi
przeciwciatami anty-mysie IgG skoniugowanymi z fluorochromem Alexa 488 (rozcienczenie
1:1000, Abcam) i inkubowano 45 minut z wytrzgsaniem (700-900 rpm) w temperaturze
otoczenia. Po inkubacji bakterie zwirowano (5 minut, 10 000 x g, 4°C) i przeptlukano
trzykrotnie buforem PBS. Nastgpnie bakterie utrwalono 1% roztworem formaldehydu
(Thermo Scientific) poprzez 15 minutowg inkubacj¢ w temperaturze otoczenia i zanalizowano
za pomocag cytometru przeptywowego CyAn ADP Beckman Coulter (Beckamn).
Eksperyment wykonano w czterech niezaleznych powtorzeniach. Dane poddano analizie

statystycznej z uzyciem oprogramowania GraphPad Prism 9.0.

7.7.3 Okreslenie poziomu aktywacji ukladu dopelniacza przez izolowane typy

lipopolisacharydu

Analize¢ poziomu aktywacji drogi alternatywnej uktadu dopetniacza przez poszczeg6lne typy
LPS przeprowadzono z wykorzystaniem testu ELISA. Zastosowany test ELISA jest
odpowiednikiem komercyjnego testu Wieslab COMPL300, odczytywanym wynikiem reakcji
jest ilo§¢ zdeponowanego kompleksu C5b-9 na powierzchni LPS. Ptytke Nunc MaxiSorp
(Thermo Scientific) optaszczono izolowanymi typami LPS zawieszonymi w buforze PBS
z dodatkiem 10mM MgCl, (100 ul/dotek). Ptytke inkubowano przez noc w temperaturze
otoczenia. Nastepnie plytke przeptukano trzykrotnie buforem PBS-T (300 ul/dotek).
Do dotkéw dodano rozcienczone w TB-T MgEGTA NSL (100 pl/dotek) i inkubowano
1 godzing w 37°C. Rozcienczenia surowic zostaly dobrane na podstawie przeprowadzonych
badan wstepnych. Po inkubacji plytk¢ przeptukano trzykrotnie buforem PBS-T (300
ul/dotek). Nastepnie dodano mysie biotynylowane przeciwciata anty-ludzkie C5b-9 (klon
aE11) (Dako) zawieszone w buforze TB (100 pl/dotek, rozcienczenie 1:1000) 1 inkubowano

1 godzing w 37°C. Ptytke przeptukano trzykrotnie buforem PBS-T (300 pl/dotek) i dodano
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streptawidyne skoniugowang z peroksydaza chrzanowa (Thermo Scientific) zawieszong
w buforze TB (100 pl/dotek, rozcienczenie 1:2000) i inkubowano 1 godzing w 37°C. Reakcje
barwng wywotywano przez 20 minut z uzyciem komercyjnego odczynnika TMB (BioPanda
Diagnostics) (100 ul/dotek) poprzez inkubacje w ciemnosci. Reakcje kolorymetryczng
zatrzymano poprzez dodanie 0,5M roztworu H2SO4 (POCH) (30 pl/dotek). Absorbancje
zmierzono przy dtugosci fali 450 nm (BioTek Power Wave XS). Eksperyment wykonano
w czterech niezaleznych powtorzeniach. Dane poddano analizie statystycznej z uzyciem

oprogramowania GraphPad Prism 9.0.

7.7.4 Analiza wigzania sktadnika C3 uktadu dopelniacza przez badane szczepy bakteryjne

Analize wigzania skladnika C3 do calych komorek bakteryjnych przeprowadzono
z wykorzystaniem cytometru przeptywowego CyAn ADP Beckman Coulter. Badane mutanty
S. Enteritidis PCM 2817 hodowano 18-24 godzin z wytrzasaniem (160-180 rpm) w 37°C
w 5 ml podtoza LB. Nastepnie 500 ul hodowli bakteryjnej we wczesnej fazie wyktadnicze;j
przenoszono do 5 ml jatlowego podtoza LB. Hodowle inkubowano w 37°C do osiaggni¢cia
gestosci optycznej ODeoo rownej 0,3. Bakterie zwirowano (5 minut, 10 000 x g, 4°C)
i przeptukano trzykrotnie buforem PBS. 4x108 komoérek bakteryjnych zawieszono w 200 ul
PBS i dodano 200 ul NSL/A. Bakterie inkubowano z NSL/A 30 minut w 37°C z wytrzasaniem
(700-900 rpm). Kontrolg stanowita inkubacja badanych szczepow z ITS. Po inkubacji bakterie
zwirowano (5 minut, 10 000 x g, 4°C) i przeptukano trzykrotnie buforem PBS. Osad
bakteryjny zawieszono w 100 pl roztworu PBS z kroliczymi przeciwciatami anty-ludzkie C3d
(2 png/ml, Dako) i inkubowano 45 minut z wytrzgsaniem (700-900 rpm) w temperaturze
otoczenia. Po inkubacji bakterie zwirowano (5 minut, 10 000 x g, 4°C) i przeplukano
trzykrotnie buforem PBS. Osad bakteryjny zawieszono w 200 pl roztworu PBS z kozimi
przeciwciatami  anty-krolicze IgG skoniugowanymi 2z fluorochromem Alexa 488
(rozcienczenie 1:10000, Abcam) i inkubowano 45 minut z wytrzgsaniem (700-900 rpm)
w temperaturze otoczenia. Po inkubacji bakterie zwirowano (5 minut, 10 000 x g, 4°C)
1 przeplukano trzykrotnie buforem PBS. Nastepnie bakterie utrwalono 1% roztworem
formaldehydu (Thermo Scientific) poprzez 15 minutowa inkubacj¢ w temperaturze otoczenia
I zanalizowano za pomoca cytometru przeptywowego. Eksperyment wykonano w czterech
niezaleznych powtorzeniach. Dane poddano analizie statystycznej] z uzyciem

oprogramowania GraphPad Prism 9.0.
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7.7.5 Analiza wigzania skladnika C3 wukladu dopelniacza przez izolowane typy

lipopolisacharydu

Analiz¢ wigzania skladnika C3 do izolowanych typéw LPS przeprowadzono
z wykorzystaniem testu ELISA. Ptytk¢ Nunc MaxiSorp (Thermo Scientific) optaszczono
izolowanymi frakcjami LPS zawieszonymi w buforze PBS z dodatkiem 10mM MgCl;
(100 pl/dotek). Ptytke inkubowano przez noc w temperaturze otoczenia. Nastepnie ptytke
przeptukano trzykrotnie buforem PBS-T (300 pl/dotek). Do dotkéw dodano rozcienczone
w TB-T MgEGTA NSL (100 pl/dotek) 1 inkubowano 1 godzing w 37°C. Rozcienczenia
surowic zostaty dobrane na podstawie przeprowadzonych badan wstepnych. Nastepnie ptytke
przeptukano trzykrotnie buforem PBS-T (300 pl/dotek). Nastepnie dodano przeciwciata
krolicze anty-ludzkie C3c lub C3d zawieszone w buforze TB (100 pl/dotek, rozcienczenie
1:1000) 1 inkubowano 1 godzing w 37°C. Plytke¢ przeptukano trzykrotnie buforem PBS-T
(300 pl/dotek) 1 dodano kozie przeciwciato anty-krélicze IgG skoniugowane z peroksydaza
chrzanowa zawieszone w buforze TB (100 pl/dotek, rozcienczenie 1:2000) i inkubowano
1 godzing w 37°C. Reakcje barwng wywotywano przez 20 minut z uzyciem komercyjnego
odczynnika TMB (BioPanda Diagnostics) (100 pl/dotek) poprzez inkubacje w ciemnosci.
Reakcje kolorymetryczna zatrzymano poprzez dodanie 0,5M roztworu H2SOs4 (POCH)
(30 pl/dotek). Zmierzono absorbancje przy dtugosci fali 450 nm (BioTek Power Wave XS).
Eksperyment wykonano w czterech niezaleznych powtorzeniach. Dane poddano analizie

statystycznej z uzyciem oprogramowania GraphPad Prism 9.0.

7.7.6 Analiza rozktadu skladnika C3 ukladu dopetniacza w surowicy pod wplywem
badanych szczepow bakteryjnych

7.7.6.1 Przygotowanie materiatu do badan

Wptyw dtugosci LPS na rozktad sktadnika C3 ukladu dopelniacza w surowicy okreslono za
pomoca techniki Western blot. Badane mutanty S. Enteritidis PCM 2817 hodowano 18-24
godzin z wytrzasaniem (180 rpm) w 37°C w 5 ml podtoza LB. Nast¢pnie 500 pl hodowli
bakteryjnej we wczesnej fazie wyktadniczej przenoszono do 5 ml jalowego podloza LB.
Hodowle inkubowano w 37°C do osiagnigcia gestosci optycznej ODeoo rownej 0,3. Bakterie
zwirowano (5 minut, 10 000 x g, 4°C) i przeptukano trzykrotnie buforem PBS.
2 x 10® (CFU/mI) komorek bakteryjnych zawieszono w 200 ul PBS i dodano 200 ul NSL/A.
Bakterie inkubowano 10 minut w 37°C z wytrzagsaniem (700-900 rpm).
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Nastepnie bakterie zwirowano (5 minut, 10 000 x g, 4°C) i oddzielono supernatant od osadu.

Kontrole eksperymenty stanowita 50% NSL/A z buforem PBS.

7.7.6.2 Rozdziat bialek w zelu poliakrylamidowym

Supernatant potaczono z buforem do prob oraz buforem redukujacym Bolt™ (Novex,
Invitrogen) i gotowano przez 10 minut. Rozdziatu -elektroforetycznego dokonano
z wykorzystaniem gotowych zeli WedgeWell™ 10% Tris-Glycine Mini Gels (Invitrogen)
w aparacie Mini Gel Tank w buforze Bolt™ MES (Invitrogen) przy 165V przez 45 minut.

7.7.6.3 Transfer biatek z zelu na membrang nitrocelulozowa oraz detekcja

Rozdzielone w zelu poliakrylamidowym biatka zostaly zanalizowane technika Western blot

2™ zgodnie z instrukcja producenta (Invitrogen). Transfer zostat

z uzyciem systemu iBlot
przeprowadzony przy napigciu 20 V przez 7 minut. Po transferze membrang nitrocelulozowa
umieszczono w szklanym naczyniu i1 inkubowano przez 1 godzing z wytrzasaniem
w temperaturze pokojowej w 5% roztworze mleka w PBS-T. Nastepnie dodano przeciwciala
I-rzedowe w rozcienczeniu 1:10000 (krdlicze anty-ludzkie C3c) 1 inkubowano membrang
przez noc z wytrzasaniem w 4°C. Po inkubacji membrane przeptukano trzykrotnie po
15 minut buforem PBS-T, a nastepnie dodano przeciwciata II-rzgdowe (anty-krdlicze IgG
skoniugowane z peroksydaza chrzanowg) w rozcienczeniu 1:10000 zawieszone w roztworze
5% mleka w PBS-T. Membrang z przeciwciatami II-rzedowymi inkubowano przez 1 godzing
z wytrzasaniem w temperaturze pokojowej. Nastgpnie ponownie membran¢ przeptukano
trzykrotnie po 15 minut buforem PBS-T. W kolejnym kroku membrang inkubowano 1 minute
w 10 ml buforu do wizualizacji, a nastgpnie wywotano obraz z wykorzystaniem filmu
Super-RX films (Fujifilm Corporation). Eksperyment wykonano w trzech niezaleznych

powtdrzeniach.

Bufor do wizualizacji — sklad na 2 membrany nitrocelulozowe

e Woda MiliQ 17,8 ml
e Tris-HCI (Sigma-Aldrich) pH 8.5 2ml

e 250mM luminol (Sigma-Aldrich) 100 pl
e 90mM Kwas p-kumarowy (Sigma-Aldrich) 44 ul

e 30% H20, (Merck) 6 ul
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7.7.7 Analiza wigzania sktadnika C9 uktadu dopetniacza przez badane szczepy bakteryjne

Analize wigzania sktadnika C9 przez badane szczepy bakteryjne przeprowadzono technika
Western blot w osadzie, analogicznie do punktu 7.7.6, uzywajac kozich przeciwciat anty

ludzkich C9 (Dako). Eksperyment wykonano w trzech niezaleznych powtorzeniach.

7.7.8 Okreslenie wptywu dhugosci lipopolisacharydu na proteolityczng aktywnos$¢ biatka
PgtE wzgledem sktadnika C3 uktadu dopetiacza

W celu okreslenia wptywu dlugosci czesci O-swoistej LPS na proteolityczng aktywnosé
biatka PgtE wzgledem C3b uktadu dopetniacza mutanty S. Enteritidis PCM 2817 hodowano
w 10 ml podtoza indukujacego ekspresj¢ biatka PgtE [153] w 37°C z wytrzasaniem (160-180
rpm) do otrzymania wartosci ODgoo réwnej 0,3. Nastepnie 2,5 x 108 (CFU/mI) bakterii
odptukano z podtoza i zawieszono w 60 pul buforu VBS. Tak przygotowane bakterie
inkubowano 4 godziny w 37°C z wytrzasaniem (700-900 rpm) z 1,1 mg/ml biatka C3b
(Merck). Po inkubacji bakterie zwirowano (15 minut 13 000 x g, 4°C) a supernatanty
analogicznie do punktu 7.7.6.2 poddano rozdziatlowi SDS-PAGE oraz analizie Western blot
z przeciwciatami krolicze anty-ludzkie C3c i C3d (Dako). Eksperyment wykonano w trzech

niezaleznych powtdrzeniach.

Podloze indukujace ekspresje biatka PgtE (Podloze N)
Bufor N (pH 7,4 £ 0,2)
e 5mM KCI (Sigma-Aldrich)
e 7,5mM (NH4)2SO4 (Merck)
e 0,5mM K2SO4 (Sigma-Aldrich)
e 1mM KH2PO4 (Sigma-Aldrich)
Do 100 ml buforu N dodano 0,2% glukozy (Sigma-Aldrich), 10 mg hydrolizatu kazeiny
(Difco), 2 pg/ml tiaminy (Sigma-Aldrich) i 0,8uM MgCl> (Sigma-Aldrich).
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7.8 Ocena modelowej patogennosci in vitro — wplyw dlugosci lipopolisacharydu na

pochlanianie bakterii przez komérki ssacze
7.8.1 Charakterystyka linii komorkowych

Linia komérkowa JAWSII (ATCC® CRL-11904™)

Niedojrzate komorki dendrytyczne pierwotnie wyizolowane ze szpiku myszy C57BL/6.

Warunki ~ hodowli:  alpha-MEM  (Gibco) z  dodatkiem  rybonukleozydow,
deoksyrybonukleozydow, 4 mM L-glutaminy (Sigma-Aldrich), 1 mM pirogronianu sodu
(MP Biomedicals), 5 ng/ml GM-CSF (Thermo Fisher Scientific) i 20% surowicy bydlecej
(Thermo Fisher Scientific). Komoérki przesiewano w stosunku 1:2, z czestotliwoscig raz na

siedem dni. Hodowle prowadzono w 37°C z 5% CO..

Linia komorkowa RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™)

Makrofagi wyizolowane z myszy BALB/c, transformowane wirusem mysiej biataczki
Abelsona.

Warunki hodowli: RPMI 1640 (Gibco) z dodatkiem 2mM pirogronianu sodu (MP
Biomedicals), 10mM HEPES (Sigma-Aldrich), 0,1mM 2-merkaptoetanol (Gibco) i 10%
surowicy bydlecej (Thermo Fisher Scientific). Komoérki przesiewano w stosunku 1:3,

z czestotliwo$cig raz na 2-3 dni. Hodowle prowadzono w 37°C z 5% CO..

Linia komorkowa Caco-2 (ATCC® HTB-37™)

Komorki pochodzace z ludzkiego gruczolaka okreznicy, wykazujace podobienstwo do
enterocytow.

Warunki hodowli: DMEM high glucose (Gibco) z dodatkiem 1% non-essential amino acids
(Sigma-Aldrich), ImM HEPES (Sigma-Aldrich) i 10% surowicy bydlg¢cej (Thermo Fisher
Scientific). Komorki przesiewano w stosunku 1:4, z czestotliwoscig raz na 3-4 dni. Hodowle

prowadzono w 37°C z 5% CO:..

7.8.2 Barwienie komorek bakteryjnych

Badane mutanty S. Enteritidis PCM 2817 hodowano 18-24 godzin z wytrzgsaniem (180 rpm)
w 37°C w 5 ml podtoza LB. Nastgpnie bakterie we wczesnej fazie wyktadniczej hodowli
przenoszono do 10 ml jatowego podtoza LB. Hodowle inkubowano w 37°C do osiggnigcia
gestosci  optycznej ODepo rownej 0,3. 1 x 10® (CFU/ml) bakterii zwirowano
(5 minut, 2 500 x g, 4°C) i przeptukano trzykrotnie buforem PBS. Do bakterii dodano 100ul
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SuM barwnika DNA SYTO 9 (Thermo Fisher Scientific) w PBS. Bakterie inkubowano 15
minut w 37°C w ciemno$ci. Nastepnie bakterie odwirowano (5 minut, 2 500 x g, 4°C)

i przeptukano trzykrotnie buforem PBS.

7.8.3 Przygotowanie linii komoérkowych

Komoérki linii JAWSII, RAW 264.7 oraz Caco-2 wysiewano w stezeniu 0,2 x 10° komérek na
dotek na ptytki 24-dotkowe (Thermo Fisher Scientific) w 350 ul odpowiedniego medium. Po
adhezji komoérek do dna ptytki (po okoto 6 godzinach w przypadku linii Caco-2 oraz po nocnej
inkubacji w przypadku linii JAWSII oraz Raw 264.7) dodawano wybarwionych bakterii
w stezeniu 5 x 10° komorek na dotek oraz 150 pl $wiezego medium hodowlanego. Ptytki z
linig komorkowa RAW 264.7 oraz JAWSII inkubowano 3,5 godziny, natomiast ptytke z linig
komorkowa Caco-2 12 godzin w 37°C z 5% CO>. Po inkubacji komérki RAW 264.7 oraz
Caco-2 zostaly przeptukane buforem PBS, znad komoérek JAWSII zebrano supernatant.
Nastepnie wszystkie komorki zostaty zebrane z naczynia hodowlanego z uzyciem 0,25%
trypsyny w PBS, odwirowane (5 minut, 2 500 x g, 4°C) oraz zawieszone w PBS
i zanalizowane za pomoca cytometru przeplywowego FACSCalibur BD Biosciences.
Eksperyment wykonano w czterech niezaleznych powtorzeniach. Dane poddano analizie

statystycznej z uzyciem oprogramowania GraphPad Prism 9.0.
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7.9 Ocena modelowej patogennosci in vivo z wykorzystaniem modelu larw barciaka

wiekszego Galleria mellonella

Do okreslenia modelowej patogennosci in vivo badanych mutantéw S. Enteritidis PCM 2817
zastosowano larwy barciaka wiekszego (tac. Galleria mellonella). Larwy G. mellonella
charakteryzujg si¢ ztozonym systemem nieswoistej odpowiedzi immunologicznej i cechuje je
duza homologia do pierwotnego uktadu odpornosciowego krggowcow [154-156]. Brak
przeciwskazan etycznych, prosta hodowla i niewielkie koszty z nig zwigzane czynig larwy
barciaka wickszego dogodnym organizmem modelowym do badania zjadliwosci réznych

drobnoustrojow [157-159].

7.9.1 Selekcja larw

Do oceny modelowej patogennosci in vivo wykorzystano tylko larwy w ostatnim stadium
larwalnym, ktore charakteryzowaly si¢ dtugoscia ciata od 15 do 25 mm, masg ciata okoto 330
mg (£ 30 mg), duza ruchliwos$cig oraz kremowa barwa bez ciemnych przebarwien, ktore

moglyby §wiadczy¢ o potencjalnej infekcji.

7.9.2 Przygotowanie inokulum bakteryjnego

Mutanty S. Enteritidis PCM 2817 hodowano 18 godzin w 37°C w 10 ml podtoza LB
Z wytrzasaniem (160-180 rpm). Nastgpnie hodowle wirowano (10 minut, 3000 x g, 4°C).
Do osadu dodano 10 ml jatowego PBS i ponownie zwirowano (10 minut, 3000 x g, 4°C).
Ptukanie buforem PBS powtarzano trzykrotnie. Nastgpnie mas¢ bakteryjng zawieszono w 10
ml jatlowego buforu PBS i rozcienczono w celu uzyskania inokulum bakteryjnego o wartosci
ODeoo réwnej: 0,1; 0,01 oraz 0,001. Do ustalania warto$ci ggstosci optycznej uzyto kuwet

UVette (Eppendorf) oraz spektofotometru Eppendorf BioPhotometer.

7.9.3 Test przezywalnosci larw po iniekcji zawiesing badanego szczepu bakteryjnego

Warto$¢ CFU/ml przygotowanych zawiesin bakteryjnych okre§lono zgodnie z metoda Miles
i Misra [160]. W tym celu wykonano szereg rozcienczen w postepie logarytmicznym dla
kazdego szczepu bakteryjnego, 1 dla kazdej wartosci gestosci optycznej ODeoo
(0,1; 0,01; 0,001). Nastepnie naniesiono po 10 pl kazdego rozcienczenia zawiesiny
bakteryjnej o okreslonej wartosci ODeoo na ptytke z LB agarem w trzech powtdérzeniach.
Po naniesieniu wszystkich rozcienczen zawiesin kazdg ptytke pozostawiono do gory
wieczkiem, by krople zawiesin ulegly adsorpcji do podtoza. Nastepnie ptytki inkubowano
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przez 18-20 godzin w 37°C. Po inkubacji zliczano liczb¢ kolonii dla poszczegdlnych
rozcienczen zawiesin kazdego szczepu bakteryjnego o odpowiedniej wartosci ODeoo.
Nastepnie obliczano $rednig warto§¢ CFU/ml kazdej zawiesiny o poszczegodlnej gestosci
optycznej: ODsoo (1)=0,1; ODeoo (2)=0,01; ODsoo (3)=0,001.

Test przezywalnos$ci zostal przeprowadzony dla grupy eksperymentalnej 15 larw, dla kazdej
przygotowanej wczesniej zawiesiny bakteryjnej (ODeoo 1) = 0,1; ODeoo (2) = 0,01, ODs0o 3)
= 0,001). Kazdorazowo iniekcj¢ przeprowadzano poprzez wstrzykiwanie do hemocelu larwy
10 ul odpowiednio przygotowanej zawiesiny bakteryjnej. Larwy nastrzykiwano strzykawka
typu Hamilton serii 1700 o ostrzu 1705N, grubosci 22 s i koncowce typu 2 (12°) (Hamilton
Bonaduz). Po iniekcji, larwy przechowywano w szalkach Petriego (Bionovo) w 37°C.
Kontrole w eksperymencie stanowita grupa 15 larw, nastrzykiwanych buforem PBS. Po
iniekcji obserwowano przezywalno$ci larw w czasie 120 godzin, odczytujac wyniki co 24
godziny. Uktad immunologiczny owada jako odpowiedz na obecno$é¢ patogendw w hemocelu
uruchamia reakcje melanizacji. Stopien zmiany barwy z kremowej na brazowsa jest
odzwierciedleniem stopnia rozwoju infekcji. Podczas odczytu wynikow larwy byty uznawane
za martwe, gdy po dotykaniu peseta nie wykazywaly ruchow, mialy utracony turgor
i widoczna byta melanizacja (kolor ciemnobrazowy, brunatny, szary). Na podstawie zliczania
zywych larw dokonywano analizy statystycznej z wyznaczeniem krzywej przezywalnosci.
Eksperyment wykonano w czterech niezaleznych powtorzeniach. Dane poddano analizie

statystycznej z uzyciem oprogramowania GraphPad Prism 9.0.
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7.10 Wplyw rozkladu dlugosci czasteczek lipopolisacharydu na ksztaltowanie

proteomu blony zewnetrznej

W celu okreslenia czy rozklad dlugos¢ czasteczek lipopolisacharydu wptywa na zmiany
w proteomie blony zewnetrznej, z badanych mutantéw S. Enteritidis PCM 2817 wyizolowano
OMP oraz zidentyfikowano je przy uzyciu MS. Spektrometria mas cechuje si¢ bardzo duza
czulo$cig pomiardéw, jednak przy niskich stezeniach probki wcigz moga wystepowaé
problemy z poprawng identyfikacja biatka oraz jego ilosciowym oznaczeniem. W zwigzku
z czym wyizolowane z badanych szczepoéw bialka po trawieniu trypsyng wyznakowano
dodatkowo znacznikami izobarycznymi TMT™ (ang. tandem mass tag, TMT) (Thermo

Scientific), umozliwiajac wzglgdng oceng ilosciowa biatek w badanych probkach.

7.10.1 Izolacja biatek blony zewnetrzne;j

OMP wyizolowano wedtug metody Thein i wsp. wykorzystujac sole chaotropowe i prasg¢
Frencha [161]. Badane mutanty S. Enteritidis PCM 2817 hodowano 18-24 godzin
z wytrzasaniem (180 rpm) w 37°C w 20 ml podtoza LB. Nastepnie bakterie we wczesnej fazie
wyktadniczej przenoszono do 200 ml jalowego podloza LB i inkubowano w 37°C do
osiggnigcia gestosci optycznej ODeoo réwnej 0,8. Hodowle zwirowano (15 minut, 3000 % g,
4°C) a osad zawieszono w 12 ml 0,1M buforu Tris-HCI (pH 7,3) z dodatkiem 14 mg DNA-
zy (Sigma-Aldrich). Nastepnie uzyto prasy Frencha (American Instrument Company) do
dezintegracji komorek (dwa cykle przy 108Pa). Zawiesine bakteryjna zwirowano (15 minut,
3000 x g, 4°C) 1 rozdzielono resztki komorek od supernatantu. Nastgpnie supernatant
potaczono z 48 ml lodowatego 0,1M buforu Na,COs (pH 11) i inkubowano 1 godzing na
mieszadle magnetycznym (ES21, Wigo) w 4°C. Po inkubacji supernatant ultrawirowano
w wirowce Sorwall wX+ (Thermo Scientific) (1 godzina, 120 000 x g, 4°C). Osad zawierajacy
OMP zawieszono w 2 ml 0,1M buforu Tris-HCI (pH 7,3) i ponownie zwirowano (20 minut,
85 000 x g, 4°C). Nastepnie osad trzykrotnie zawieszono w 500 ul wody MiliQ i zwirowano
(20 minut, 85 000 x g, 4°C). Po ostatnim wirowaniu biatka zawieszono w 500 pl wody MiliQ
I przechowywano w -20°C do uzycia. Dla kazdego badanego szczepu S. Enteritidis
przeprowadzono trzy niezalezne hodowle i izolacje biatek OMPS. Stezenie wyizolowanych
biatek okreslono za pomoca komercyjnego zestawu Pierce™ Coomassie Plus (Bradford)

Assay Kit (Thermo Scientific) zgodnie z procedurg producenta.
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7.10.2 Redukcja, alkilacja oraz trawienie biatek btony zewnetrznej

Probke do analizy spektrometrycznej przygotowano w oparciu o metode FASP
(ang. filter-aided sample preparation) [162], stosujac filtr wirowkowy z membrang
z odcieciem masy czasteczkowej przy 3kDa (VWR), oraz w oparciu 0 instrukcje TMT Mass
Tagging Kits and Reagents (Thermo Scientific) [163]. Do przygotowania buforéw uzyto
odczynnikow o klasie czystosci chemicznej LC-MS.

Filtr kondycjonowano przeptukujac ztoze 500 pl wody MiliQ oraz 100 pul 100mM buforu
TEAB (ang. triethyl ammonium bicarbonate) (Thermo Scientific) wirujac filtr kazdorazowo
po natozeniu roztworu (15 minut, 10 000 x g, 4°C). W kolejnym kroku na filtr naniesiono
80 ug wyizolowanych biatek OMP i probke zwirowano (15 minut, 10 000 x g, 4°C). Nastepnie
filtr przeptukano dwukrotnie 100 ul 100mM buforu TEAB (Thermo Scientific). Redukcje
mostkow disulfidowych utworzonych przez tancuchy boczne cystein przeprowadzono
poprzez dodanie do 100 ul 100mM buforu TEAB 5 ul 200mM TCEP
(ang. tris(2-carboxyethyl)phosphine) (Thermo Scientific). Probki inkubowano przez
1 godzing w 55°C. Alkilacje grup sulfhydrylowych cystein przeprowadzono przez dodanie do
probek bezposrednio po inkubacji 5 pl 375mM jodoacetamidu (Thermo Scientific). Probki
inkubowano przez 30 minut w ciemnosci w temperaturze otoczenia. Po zakonczeniu inkubacji
probki zwirowano (30 minut, 10 000 x g, 4°C). Trawienie biatek przeprowadzono roztworem
trypsyny (Promega) (2 pg enzymu w 100 ul 50mM buforu TEAB) w temperaturze 37°C przez
18 godzin.

7.10.3 Znakowanie peptydéw znacznikami izobarycznymi

Do znakowania peptydow uzyto znacznikéw izobarycznych TMTsixplex Label Reagent Set
(Thermo Scientific). Znaczniki reaguja z pierwszorzedowymi grupami aminowymi, €O
pozwala na efektywne znakowanie peptydow powstatych w wyniku enzymatycznej hydrolizy
biatek. Znaczniki zostaty tak zaprojektowane, ze roznica ich mas ujawnia si¢ dopiero po
procesie fragmentacji w spektrometrze mas. Znaczniki TMT sa zbudowane z grupy
reporterowej, grupy rownowazacej oraz grupy amino-reaktywnej (rycina 9). Zastosowany
w badaniach znacznik wystepuje w szesciu wariantach roznigcych si¢ sktadem izotopowym
grupy reporterowej (126-131 Da) i rownowazacej. Sumaryczna nominalna masa catego
znacznika jest w kazdym przypadku identyczna. Powstale w wyniku fragmentacji jony

reporterowe roznig si¢ masg monoizotopowa, poréwnujac ich stosunek intensywnosci mozna
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okresli¢ roznice ilosciowe miedzy badanymi probkami znakowanymi réznymi wariantami
znacznika.

Znaczniki TMT (Thermo Scientific) ogrzano do temperatury otoczenia, rozpuszczono
w 41 pl acetonitrylu (Thermo Scientific) 1 inkubowano 5 minut mieszajgc. Nastepnie do
znacznika dodano przygotowany wczesniej hydrolizat trypsynowy i cato$¢ inkubowano
1 godzing w temperaturze otoczenia w ciemno$ci. W celu zahamowania reakcji do prébek
dodano 8 ul 5% hydroksyloaminy (Thermo Scientific) i inkubowano 15 minut w temperaturze
pokojowej. Zastosowane do eksperymentu znaczniki TMT zebrano w tabeli 7. Po
wyznakowaniu, pobrano do analizy 10 ul mieszaniny dla kazdego badanego szczepu

w obrebie kazdego z trzech eksperymentow. Reszte probki mrozono w -80°C.

GRUPA GRUPA GRUPA
REPORTEROWA ROWNOWAZACA AMINOREAKTYWNA

O O

Sy
~ NH o~

Rycina 9. Struktura znacznika TMT™ Thermo Scientific.

Tabela 7. Znaczniki TMT uzyte do znakowania peptydow badanych mutantow S. Enteritidis
PCM 2817.

Znacznik TMT

Szczep
1 eksperyment 2 eksperyment 3 eksperyment
WT 130 130 130
AfepE 129 129 129
Awzz 131 131 131
AfepE Awzz 126 126 127
Awzy 127 128 128
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7.10.4 Identyfikacja i oznaczenie ilosciowe peptydow i biatek

Probki rozdzielono za pomoca chromatografii cieczowej z wykorzystaniem aparatu
Easy nLC 1000 (Thermo Scientific) oraz poddano analizie spektrometrycznej
z wykorzystaniem aparatu LTQ Orbitrap Elite ETD (Thermo Scientific). Podczas rozdziatu
chromatograficznego zastosowano nast¢pujgce odczynniki i parametry: prekolumna nano
Acclaim PepMap 100 C18 (Thermo Scientific); kolumna Acclaim PepMap, 75 um x 50 cm,
nanoviper (Thermo Scientific); faza ruchoma A: woda MiliQ, 0,1% kwas mrowkowy (Sigma-
Aldrich); faza ruchoma B: mieszanina acetonitryl:woda MiliQ (90:10), 0,1% kwas mréwkowy
(Sigma-Aldrich); gradient: 5-55% fazy B w 150 min; przeptyw fazy ruchomej: 300 nl/min,
nastrzyk 5 ul.

Widma masowe zbierano w trybie jonizacji dodatniej z zakresem skanowania 110-2000 m/z
z zastosowaniem fragmentacji HCD dla 10 najintensywniejszych peptydéw w zakresie m/z
rownym 400-1650. Analiz¢ danych oraz identyfikacje bialek przeprowadzono
z wykorzystaniem serweréw Mascot 2.5 oraz Sequest HT w oparciu o bazy danych SwissProt
(taksonomia: Bacteria, anotacja r¢czna analiza komputerowa, data pobrania 22.03.2021).
Parametry przeszukiwania baz danych: tolerancja masy: 10 ppm/0,1 Da; modyfikacje stafe:
karbamidometylacja (C); modyfikacje zmienne: oksydacja (M), acetylacja (N-koniec). Do
0znaczenia ilo$ciowego biatek i peptydow uzyto programu Proteome Discoverer 2.4 (Thermo
Scientific).
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7.11 Wplyw surowicy ludzkiej na ksztaltowanie proteomu blony zewnetrznej
7.11.1 Izolacja biatek blony zewnetrznej

Ze szczepu dzikiego S. diarizonae PCM 2511 oraz z zabezpieczonego szczepu po 9 pasazach
w NSL (metoda 7.4.1) wyizolowano biatka blony zewnetrznej wedlug metody Murphy
i Bartos [164,165].

Szczepy bakteryjne hodowano przez 18 godzin z wytrzgsaniem w 37°C w 25 ml podtoza LB.
Hodowle wirowano (20 minut, 3 500 x g, 4°C) a osad zawieszano w 1,25 ml buforu 3 oraz
11,25 ml 5% Zwittergentu. Zawieszony osad inkubowano na mieszadle magnetycznym
(ES21, Wigo) przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Nastepnie do mieszaniny
dodawano 3,13 ml 96% zimnego alkoholu etylowego (POCH) i wirowano
(10 minut, 12 000 x g 4°C). Do supernatantu dodawano, ciggle mieszajagc na mieszadle
magnetycznym bardzo powoli 46,75 ml zimnego 96% alkoholu etylowego (POCH), po czym
mieszaning ponownie wirowano (10 minut, 12 000 x g, 4°C). Uzyskany osad suszono
w temperaturze pokojowej przez 1 godzing. Nastepnie do osadu dodawano 2,5 ml buforu Z.
Po 1 godzinie inkubacji w temperaturze pokojowej z buforem Z mieszanin¢ inkubowano
w temp 4°C przez noc. Po calonocnej inkubacji mieszaning wirowano
(10 minut, 12 000 x g, 4°C) a supernatant zawierajacy biatka OMP rozporcjowano
i przechowywano w -20°C do dalszych eksperymentow. Stezenie wyizolowanych biatek
okreslono za pomocg komercyjnego zestawu Pierce™ Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit

(Thermo Scientific) zgodnie z procedura producenta.

Bufory uzyte do izolacji biatek btony zewngtrzne;:

Zwittergent 5%
e Zwittergent Z 3-14® (Calbiochem) 59
e 0,5M CaCl, (POCH) 5,55 g
e Woda MiliQ 100 mi

Bufor p (pH 4)

e 0,001 M B- merkaptoetanol (Merck) 70 ul
e 1M CH3COONa (POCH) 8,29
e Woda MiliQ 100 ml
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Bufor Z (pH 8)

e Zwittergent Z 3-14® (Calbiochem) 0,05 g

e 0,05M Tris (Sigma-Aldrich) 0,606 g
e 0,01 MEDTA (Sigma-Aldrich) 0,372 g
e Woda MiliQ 100 mi

Wyizolowane biatka blony zewnetrznej dla szczepu dzikiego S. diarizonae PCM 2511 oraz
dla szczepu po 9 pasazach w 50% NSL poddano redukcji, alkilacji oraz trawieniu trypsyna
zgodnie z procedurg 7.10.2. Trypsynat wyznakowano znacznikami izobarycznymi
TMTsixplex Label Reagent Set (Thermo Scientific) zgodnie z procedurg 7.10.3. Zastosowane
w doswiadczeniu znaczniki TMT przedstawiono w tabeli 8. Identyfikacja i oznaczanie
ilociowe biatek zostato zlecone w Srodowiskowym Laboratorium Spektrometrii Mas

w Zaktadzie Biofizyki Instytutu Biochemi i Biofizyki PAN.

Tabela 8. Znaczniki TMT uzyte do znakowania peptydow S. diarizonae PCM 2511 przed i po

pasazowaniu W 50% NSL.

Znacznik TMT

Pasaz
1 eksperyment 2 eksperyment 3 eksperyment
0 129 126 126
9 131 128 128
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7.11.2 Konstrukcja bakteryjnych mutantow chromosomalnych

Na podstawie uzyskanych danych z analizy proteomu btony zewngtrznej po pasazowaniu
szczepu S. diarizonae PCM 2511 w 50% NSL wytypowano biatka, ktore wystepowaly
w wiekszej ilosci u szczepu po 9 pasazach w surowicy ludzkiej w poréwnaniu do szczepu
przed pasazami. Na podstawie jednego wytypowanego biatek skonstruowano mutanta,
wykorzystujac procedurg opisang w punkcie 7.5 dla konstrukcji mutantdow chromosomalnych
o skroconej dhugosci czesci O-swoistej LPS. Ze wzgledu na problemy z otrzymaniem
mutantow dla szczepu wyjsciowego S. diarizonae PCM 2511 do konstrukcji mutantow
biatkowych uzyto szczep powszechnie wykorzystywany do zabiegéw inzynierii genetyczne;j:
S. Typhimurium PCM 2255 LT2. W tabeli 9 zebrano startery wykorzystywane do reakcji
PCR. Sktad i warunki reakcji PCR do utworzenia liniowych fragmentéw DNA przedstawiono

w tabeli 10.

Tabela 9. Startery uzyte do konstrukcji mutantéow biatkowych S. Typhimurium PCM 2255.

Nazwa startera | Sekwencja startera (5°—3°)

ompDSTART *{tattaaaatgaaacttaagttagtggcagtggcagtggcGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

ompDSTOP caaaattagaactggtagttcagaccaacagcaacgatgtATGGGAATTAGCCATGGTCC

ompDfspr gccattgacaaacgectcg

ompDrspr agtctacatcaagagaaaaagccagc

* malymi literami oznaczono sekwencj¢ startera komplementarng do miejsca
w chromosomie bakteryjnym; duzymi literami oznaczono sekwencj¢ startera

komplementarng do kasety kanamycynowej
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Tabela 10. Sktad i warunki reakcji PCR uzytej do przygotowania liniowych fragmentow DNA

do konstrukcji mutantéw biatkowych S. Typhimurium PCM 2255.

Sklad:

Objetosé [pl]

Bufor Phusion High-Fidelity (Thermo Scientific) 20
10 mM dNTP mix (A&A Biotechnology) 2
Starter ompDSTART/fliDSTART 2
Starter ompDSTOP/fliDESTOP 2
Woda MiliQ 72
Polimeraza Phusion High-Fidelity 1,25 U (Thermo .
Scientific)

DNA plazmidowe pKD4 1
Etap cyklu Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna denaturacja 98°C 2 min 1
Denaturacja 98°C 15s
Hybrydyzacja 63°C 155 5
Wydtuzanie 72°C S50s

Denaturacja 98°C 15s -
Hybrydyzacja 72°C 60 s

Wydhuzanie koncowe 72°C 5 min 1

W celu dodatkowego potwierdzenia poprawnos$ci zaj$cia mutacji, wykonano trawienie

enzymami restrykcyjnym Pstl i/lub Xbal (Thermo Scientific) zgodnie z procedurg producenta.

Wynik trawienia restrykcyjnego obrazowano z wykorzystaniem elektroforezy w 1% zelu

agarozowym (metoda 7.5.4). Do okreslenia rozmiaru prazkow (jako liczby par zasad, pz),

obecnych na zelach agarozowych przed i1 po trawieniu enzymem restrykcyjnym,

wykorzystano program SnapGene®. Po potwierdzeniu poprawnego zajécia mutacji,

otrzymany mutant biatkowy byl testowany pod katem przezywalnosci w 50% NSL zgodnie

z metodg opisang w punkcie 7.7.1.
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8. WYNIKI

8.1 Ocena wplywu surowicy ludzkiej na ksztaltowanie dlugosci lipopolisacharydu

8.1.1 Okresleniec poziomu przezywalnosSci bakterii Salmonella podczas pasazowania

w surowicy ludzkiej.

Szczep S. diarizonae PCM 2511 pasazowano dziewigciokrotnie w 50% NSL zgodnie
z procedurg 7.4.1. Przezywalno$¢ szczepu po pasazowaniu W surowicy ludzkiej
przedstawiono na rycinie 10 oraz w tabeli 11. Szczep S. diarizonae PCM 2511 po pierwszym
pasazu w surowicy charakteryzowal si¢ przezywalnoscia na poziomie 0,05%. Po kolejnych
dwoch etapach inkubacji przezywalnos¢ szczepu w 50% NSL utrzymywata si¢ na poziomie
3-4%. Po czwartym pasazu w surowicy przezywalno$¢ szczepu wzrosta do 76%, po piatym
244%, po szostym 342%, po siodmym 1215%, natomiast po 6smym 3019%. Po dziewigciu
pasazach w 50% NSL przezywalnos¢ szczepu S. diarizonae PCM 2511 wynosita 4332%.

T
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o
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Rycina 10. Przezywalno$¢ szczepu S. diarizonae PCM 2511 podczas 9 kolejnych pasazy
w 50% NSL. Na wykresach pokazano $rednig z odchyleniem standardowym probki.
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Tabela 11. Przezywalno$¢ szczepu S. diarizonae PCM 2511 podczas pasazowania w 50% NSL.

Bakteriobdjcza aktywnos¢ 50% NSL

CFU/mI Przezywalno$¢ komorek [%]
Pasaz

To T120 To T120
1 1,18 x 107+ 2,68 x 108 5,19 x 10+ 2,08 x 10° 100 + 23 0,05 + 0,03
2 1,02 x 107+ 7,21 x 10° 2,9 x 10%+ 7,34 x 10* 100 + 7 3+0,5
3 1,38 x 107+ 5,72 x108 5,58 x 105+ 2,66 x 10° 100 + 41 4+2
4 2,89 x 107+ 1,01 x 107 1,99 x 107 + 3,02 x 10° 100 + 35 76 +£21
5 6,31x 107+ 1,24 x 10° 1,54 x 107+ 4,34 x 10° 100 +2 244 + 69
6 1,24 x 107+ 1,74 x 10° 4,36 x 10"+ 1,69 x 107 100 = 14 342+ 111
7 5,46 x 107£1,91 x 108 6,36 x 107+ 1,91 x 10° 100+ 9 1215 + 143
8 1,13 x 107+ 1,03 x 10° 3,41 x 108+ 3,16 x 107 100 = 10 3019 £ 45
9 1,21 x 107+ 1,20 x 10° 5,23 x 108+ 6,26 x 107 100 +35 4332 + 436
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8.1.2 Analiza $redniej dtugosci lipopolisacharydu po kontakcie z surowicg ludzka

Zabezpieczong po pasazach w 50% NSL mase bakteryjng analizowano pod katem zawartosci
NeuAc i Kdo z wykorzystaniem GLC-MS zgodnie z procedurg 7.4.2 [1,141]. Szczep
S. diarizonae PCM 2511 po pierwszym pasazu w 50% NSL charakteryzowat si¢ wartoscig
NeuAc/Kdo na poziomie 0,43% (rycina 11). Po drugim pasazu warto$¢ NeuAc/Kdo spadta do
0,27%. Po trzecim pasazu warto§¢ NeuAc/Kdo wzrosta do 0,6%. Po kolejnych czterech
pasazach w 50% NSL warto$§¢ NeuAc/Kdo wahata si¢ pomiedzy 0,33 do 0,09% (po czwartym
dniu pasazu: 0,33%, po pigtym pasazu: 0,16%, po szostym pasazu: 0,09%, po siodmym pasazu:
0,17%). Po 6smym pasazowania w 50% NSL warto$¢ NeuAc/Kdo wynosita 0,1% i wzrosta po
dziewigtym dniu pasazu do wartosci 0,47%. Eksperyment nie wykazal wyraznej tendencji do
wydtuzania tancucha O-swoistego u bakterii poddanych presji selekcyjnej surowicy ludzkiej.
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Rycina 11. Analiza zawarto$ci NeuAc/Kdo S. diarizonae PCM 2511 podczas 9 kolejnych
pasazy w 50% NSL. Na wykresach pokazano srednig z odchyleniem standardowym probki.

8.1.3 Analiza rozktadu dtugosci lipopolisacharydu po kontakcie z surowicg ludzka

7 zabezpieczonej podczas pasazowania w 50% NSL masy bakteryjnej S. diarizonae PCM 2511
wyizolowano LPS zgodnie z metoda 7.4.3. Na rycinie 12 przedstawiono rozdziat SDS-PAGE
lipopolisacharydow wyizolowanych po kazdym pasazu w surowicy ludzkiej. Szczep
S. diarizonae PCM 2511 syntezuje LPS o trzech typach: VL-OAg, L-OAg oraz LMW-OAg.
Po 9 pasazach w 50% NSL nie zaobserwowano wyraznych zmian w ilosci VL-OAg oraz
LMW-OAg. W elektroforegramie mozna zaobserwowaé wzrost intensywnosci zabarwienia

w obszarze L-OAg po 4 pasazu.
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Rycina 12. Rozdziat SDS-PAGE LPS S. diarizonae PCM 2511 po 9 pasazach w 50% NSL.

Nie wykazano korelacji pomi¢dzy srednig dtugoscig czesci O-swoistej LPS badanego szczepu
(wyrazonej jako NeuAc/Kdo [%]) z poziomem przezywalnosci S. diarizonae PCM 2511 w 50%
NSL. Pasazowanie w surowicy ludzkiej szczepu S. diarizonae PCM 2511 nie pozwolilo na
otrzymanie wariantu szczepu, ktory charakteryzowalby si¢ wyraznie odrebnym typem
lipopolisacharydu. W celu bardziej wnikliwej analizy roli jaka odgrywaja poszczegdlne
typy LPS (VL-OAg, L-OAg, LMW-0OAQ) w zjawisku generowania opornos$ci na surowice,
skonstruowano mutanty bakteryjne roéznigce si¢ dlugoscia czesci O-swoistej LPS.
W zwigzku z brakiem powodzenia przy konstrukeji mutantdow bakteryjnych z wykorzystaniem
szczepu S. diarizonae PCM 2511, mutanty dlugosciowe LPS skonstruowano, wykorzystujac
szczep S. Enteritidis PCM 2817.
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8.2 Konstrukcja bakteryjnych mutantow chromosomalnych o r6znej dlugosci czesci O-

swoistej lipopolisacharydu

Do konstrukcji mutantow S. Enteritidis PCM 2817 o roznej dtugosci czesci O-swoistej LPS
(rycina 6) wykorzystano system hiper-rekombinacji £ Red (rycina 7). W celu konstrukcji
mutantow bakteryjnych w pierwszej kolejnosci szczep dziki S. Enteritidis PCM 2817
transformowano plazmidem pKD46 w celu otrzymania szczepu zdolnego do indukcji hiper-
rekombinacji £ Red. Po selekcji szczepu pkD46 pozytywnego, nastepowata transformacja
liniowym fragmentem DNA, ktorej celem bylo usuniecie genu docelowego (fepE, wzz, wzy)
odpowiedzialnego za syntez¢ roéznych typow LPS w komorce bakteryjnej. Ostatni etap
doswiadczenia obejmowal usuni¢cie wprowadzonej w miejsce usuwanego genu kasety
antybiotykoopornos$ci. Matrycowe DNA plazmidowe wyizolowano z czystych hodowli
szczepow bakteryjnych: E. coli BW25113 (pKD46), BT340 (pCP20) oraz BW25141(pKD4).
Stezenie wyizolowanego DNA plazmidowego wynosito: pKD46: 45,98 ng/ul (A2e0/A280=1,88),
pCP20: 70,51 ng/ul (A2e0/A20=1,82), pKD4: 45,77 ng/ul (A2e0/A280=1,86). Komorki
elektrokompetentne S. Enteritidis PCM 2817 transformowano plazmidem pKD46.
Potwierdzono obecno$¢ plazmidu pKD46 u 2 testowanych kolonii bakteryjnych (rycina 13).
Wielko$¢ produktu PCR po amplifikacji fragmentu kodujacego kasete termowrazliwosci
plazmidu pKD46 z wykorzystaniem starterow repA101tsFW 1 repA101tsRV wynosi 618 pz
(kontrola pozytywna). Do dalszych eksperymentow wybrano jednego transformanta, ktory
w dalszej cze$ci pracy bedzie oznaczony jako S. Enteritidis PCM 2817/pKDA46.

1 2 3 4 5
Pz
.-
1500 - s
200 618 pz
500 - — e

1 - marker masy
2 - plazmid pKD46 (kontrola)
3 - pusta sciezka
4-5 — sprawdzane kolonie
Rycina 13. Elektroforeza w zelu agarozowym potwierdzajaca prawidlowa transformacje

szczepu S. Enteritidis PCM 2817 plazmidem pKD46.
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Rozdzial zamplifikowanych produktow PCR utworzonych na matrycy plazmidu pKD4,
ktorymi transformowano szczep S. Enteritidis PCM 2817/pKD46 przedstawiono na rycinie 14.
Stezenie otrzymanych produktow PCR po oczyszczaniu wynosito: 439,61 ng/ul
(A260/A280=1,85) dla genu fepE, 549,03 ng/pl (A2e0/A280=1,87) dla genu wzz oraz 468,89 ng/ul
(A260/A280=1,88) dla genu wzy.

pz

2000-

1500- ' w .

1538 pz 1555 pz 1565 pz

1, 5 - marker masy
2 - pKD4 fepE
3 - pKD4 wzz
4 - pKD4 wzy

Rycina 14. Elektroforeza w zelu agarozowym zamplifikowanych produktow PCR
przygotowanych do transformacji S. Enteritidis PCM 2817/pKDA46.

Komorki  elektrokompetentne S.  Enteritidis PCM  2817/pKD46  transformowano
przygotowanymi produktami PCR dla genow fepE, wzz oraz wzy. Selekcje¢ pozytywnych
kolonii dla mutanta AfepE::kan przedstawiono na rycinie 15. U 5 z 12 testowanych kolonii
kaseta kanamycynowa wbudowata si¢ w miejsce genu docelowego fepE ($ciezka 5-7, 9-10,
rycina 15). Wielko$¢ produktu PCR po amplifikacji dla genu fepE wynosi 2035 pz (kontrola
negatywna). Mutant AfepE::kan posiada kasete oporno$ci na kanamycyne w miejscu genu fepE.
Wielko$¢ produktu PCR dla mutanta AfepE::kan wynosi 2568 pz. Do dalszych
eksperymentow wybrano jednego transformanta, ktory w dalszej czesci pracy bedzie

oznaczony jako S. Enteritidis PCM 2817 AfepE::kan.
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pz
3000-
2000- ey b be T B e . e
1500- “*= 3035 pz 2568 pz —— - . ..
- e —

1,15 - marker masy
2 - S. Enteritidis PCM 2817 WT (kontrola)
3-14 - sprawdzane kolonie

Rycina 15. Selekcja pozytywnych klonéw S. Enteritidis PCM 2817 AfepE::kan.

Selekcje pozytywnych kolonii dla mutanta Awzz::kan przedstawiono na rycinie 16. U 4 z 8
testowanych kolonii kaseta kanamycynowa wbudowata si¢ w miejsce genu docelowego wzz
(Sciezka 2-3, 5-6, rycina 16). Wielko$¢ produktu PCR po amplifikacji dla genu wzz wynosi
2176 pz (kontrola). Mutant Awzz::kan posiada kasete opornosci na kanamycyng w miejscu genu
wzz. Wielkos¢ produktu PCR dla mutanta Awzz::kan wynosi 2682 pz.. Do dalszych
eksperymentéw wybrano jednego transformanta, ktéry w dalszej czeSci pracy bedzie

oznaczony jako S. Enteritidis PCM 2817 Awzz::kan.

pz
Gy
3000- ,
2000- ' l [ —; Wy
2682 pz — b e
-

1 - marker masy
2-9 - sprawdzane kolonie
10 - S. Enteritidis PCM 2817 WT (kontrola)

Rycina 16. Selekcja pozytywnych klonéw S. Enteritidis PCM 2817 Awzz::kan.

Selekcje pozytywnych kolonii dla mutanta Awzy::kan przedstawiono na rycinie 17.
U 2 testowanych kolonii kaseta kanamycynowa wbudowata si¢ w miejsce genu docelowego

wzy (Sciezka 3-4, rycina 17). Wielkos¢ produktu PCR po amplifikacji dla genu wzy wynosi
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1773 pz (kontrola). Mutant Awzy::kan posiada kaset¢ opornosci na kanamycyng w miejscu genu
wzy. Wielko$¢ produktu PCR dla mutanta Awzy::kan wynosi 2421 pz.. Do dalszych
eksperymentow wybrano jednego transformanta, ktory w dalszej czeSci pracy bedzie

oznaczony jako S. Enteritidis PCM 2817 Awzy::kan.

pz
3000-
2000- S
1500- [ S 2421 pz

1773 pz

1, 5 - marker masy
2 - S. Enteritidis PCM 2817 WT (kontrola)
3-4 - sprawdzane kolonie

Rycina 17. Selekcja pozytywnych klonow S. Enteritidis PCM 2817 Awzy::kan.

W celu utworzenia mutanta S. Enteritidis PCM 2817 AfepE::kan Awzz z wczesniej
otrzymanego mutanta S. Enteritidis PCM 2817 Awzz::kan usuni¢to plazmid pKD46 oraz
usunigto kasete kanamycynowa z wykorzystaniem rekombinacji FLP (plazmid pCP20, metoda
7.5.9) otrzymujac szczep S. Enteritidis PCM 2817 Awzz::FRT (Awzz). Otrzymany szczep
transformowano plazmidem pKD46 a pozniej produktem PCR dla genu fepE (metoda 7.5.7).
Selekcje pozytywnych kolonii dla mutanta AfepE::kan Awzz przedstawiono na rycinie 18.
Wielkos¢ produktu PCR po amplifikacji dla genu fepE wynosi 2035 pz, dla genu wzz wynosi
2176 pz (kontrola). Wielko$¢ produktu PCR po amplifikacji dla genu wzz po zastosowaniu
rekombinacji FLP 1 usuni¢ciu kasety kanamycynowej wynosi 1291 pz (kontrola).

U 1 z 3 testowanych kolonii kaseta kanamycynowa wbudowata si¢ w miejsce genu fepE
(Sciezka 6, rycina 18). Testowana kolonia charakteryzowata si¢ brakiem kasety opornosci na
antybiotyk w miejscu genu wzz ($ciezka 7, rycina 18). Do dalszych eksperymenté6w wybrano
odpowiedniego transformanta, ktory w dalszej czesci pracy bedzie oznaczony jako
S. Enteritidis PCM 2817 AfepE::kan Awzz.
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pz
2900 ~ ¢ . 2568 pz - - —
2035 pz 2176 pz [ — 2035 PZ
1000- 1291 pz 1291 pz

1, 12 - marker masy

2 - 3 - S. Enteritidis PCM 2817 WT ($ciezka 2 gen fepE, sciezka 3 gen wzz; kontrola)
4-5 -sprawdzana kolonia nr 1 ($ciezka 4 gen fepE, $ciezka 5 gen wzz)

6-7 - sprawdzana kolonia nr 2 ($ciezka 6 gen fepE, $ciezka 7 gen wzz)

8-9 - sprawdzana kolonia nr 3 (Sciezka 8 gen fepE, sciezka 9 gen wzz)

10-11 - S. Enteritidis PCM 2817 Awzz (kontrola pozytywna dla genu wzz)

Rycina 18. Selekcja pozytywnych klonoéw S. Enteritidis PCM 2817 AfepE::kan Awzz.

W kolejnym kroku otrzymane mutanty S. Enteritidis PCM 2817 AfepE::kan, AfepE::kan Awzz
oraz Awzy::kan poddano rekombinacji FLP w celu usuni¢cia kasety opornosci na antybiotyk.
Wielko$¢ produktu PCR po amplifikacji dla genu fepE po zastosowaniu rekombinacji FLP
i usunigciu kasety kanamycynowej wynosi 1176 pz (rycina 19, rycina 21), dla genu wzz 1291
pz (rycina 20, rycina 21) oraz 1030 pz dla genu wzy (rycina 22).

1 2 3
pz
L S—}
2035 pz
2000-
1500- M 1176 pz

1000- "

1 - marker masy
2 - S. Enteritidis PCM 2817 WT, gen fepE, kontrola
3 - S. Enteritidis PCM 2817 AfepE::FRT

Rycina 19. Rozdziat elektroforetyczny pozytywnych klonow S. Enteritidis PCM 2817
AfepE::FRT.
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pz

2176 pz

2000- . 1291 pz
1500-

1000-

1 - marker masy
2 - S. Enteritidis PCM 2817 WT, gen wzz, kontrola
3 - S. Enteritidis PCM 2817 Awzz::FRT
Rycina 20. Rozdziat elektroforetyczny pozytywnych klonow S. Enteritidis PCM 2817

Awzz::FRT.

1 2 3 1 2 3
pz A B
W 2176 pz
- - ——
2000- « = 1291 pz 2035 pz
1500- W
. - — 1176 p
1000- * ¥ J .
v
- -

- marker masy
S. Enteritidis PCM 2817 WT, gen wzz, kontrola

S. Enteritidis PCM 2817 AfepE::FRT Awzz::FRT, gen wzz
- marker masy

Enteritidis PCM 2817 WT, gen fepE, kontrola

A
1
2
3
B
1
2
3 Enteritidis PCM 2817 AfepE:.FRT Awzz::FRT, gen fepE

-S.
-S.
Rycina 21. Rozdziat elektroforetyczny pozytywnych klonow S. Enteritidis PCM 2817
AfepE::FRT Awzz::FRT.
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pz
—
1773 pz -2000
s 1030 pz—' -1500
o -1000
e

1 - marker masy
2 - S. Enteritidis PCM 2817 WT, gen wzy, kontrola
3 - S. Enteritidis PCM 2817 Awzy:.FRT

Rycina 22. Rozdziat elektroforetyczny pozytywnych klonow S. Enteritidis PCM 2817
wzy::FRT.

W wyniku sekwencjonowania genomow uzyskanych mutantow bakteryjnych potwierdzono
poprawnos$¢ zajscia mutacji. Analiza bioinformatyczna nie wykazata dodatkowych zmian
w genomie bakteryjnym.

Do dalszych eksperymentow wykorzystano mutanty bez kasety opornosci na antybiotyk
oznaczone jako:

S. Enteritidis PCM 2817 AfepE::FRT (AfepE)

S. Enteritidis PCM 2817 Awzz::FRT (Awzz)

S. Enteritidis PCM 2817 AfepE::FRT Awzz::FRT (AfepE Awzz )

S. Enteritidis PCM 2817 Awzy::FRT (Awzy).
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8.3 Pomiar $redniej dlugosci lipopolisacharydu badanych mutantow S. Enteritidis
8.3.1 Analiza sktadu cukrowego

Sktad cukrowy czasteczki LPS potwierdzono w oparciu o analiz¢ cukrowa z wykorzystaniem
techniki GLC-MS zgodnie z metoda 7.6.2. Por6wnano czasy retencji (ang. retention time, RT)
i widma masowe otrzymanych lotnych pochodnych sktadnikoéw cukrowych z odpowiednimi
standardami. Na podstawie analizy czasoéw retencji | widm zidentyfikowano w probce obecno$é
cukréw, ktore wytypowano jako markery chemiczne do opracowania metody pomiaru sredniej
dhugosci czesci O-swoistej LPS: Rha (RT: 9,44) oraz Tyv (RT: 8,21). Dodatkowo w probce
zidentyfikowano marker chemiczny czesci rdzeniowej LPS: Hep (RT: 13.56).

8.3.2 Analiza $redniej dtugosci lipopolisacharydu

Analize $redniej dlugosci czgsci O-swoistej LPS przeprowadzono na calych komorkach
bakteryjnych oraz na izolowanych z poszczegdlnych mutantow S. Enteritidis PCM 2817
preparatach LPS (rycina 23). Wyniki z poszczegélnych analiz zostaly wyrazone w %,
przyjmujac wartos¢ 100% dla szczepu Awzy. Na rycinie 24 przestawiono przyktadowy

chromatogram z rozdziatu pochodnych dla catych komorek bakteryjnych.

Q @
Q Q
S ¥FJ¥S

LMW-OAg _J

tto

Rycina 23. Rozdziat SDS-PAGE czasteczek LPS badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817.
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Rycina 24. Przyktadowy chromatogram z rozdzialu pochodnych cukrowych dla catych
komorek bakteryjnych S. Enteritidis PCM 2817.

Na rycinie 25 przedstawiono struktur¢ pochodnych oraz widma masowe utworzonych w
wyniku zastosowanej procedury acetylowanych metyloglikozydow tywelozy (A), ramnozy (B)
oraz heptozy (C). Acetylowany ester metylowy kwasu muraminowego oraz Kdo i ich widma

masowe przedstawiono na rycinie 26.
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Rycina 25. Widma masowe i struktura acetylowanych metyloglikozydow Tyv (A), Rha (B)

i Hep (C).
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Rycina 26. Widma masowe i struktura pochodnych Kdo (A) i MuAc (B).

Analiza proporcji zawartosci tywelozy i ramnozy w masie bakteryjnej (rycina 27, A)
I w izolowanych preparatach LPS (rycina 28, C) oraz proporcja zawarto$ci heptozy i Kdo
(Rycina 27, B) w masie bakteryjnej wykazata, ze nie ma istotnych r6znic w uzyskiwanych
proporcjach pomiedzy sktadnikami O-antygenu oraz pomiedzy sktadnikami rdzenia (u bakterii)
dla poszczegdlnych mutantow S. Enteritidis PCM 2817. Poziom Tyv/Rha dla masy bakteryjnej
wahat si¢ od 111 do 113%, natomiast poziom Tyv/Rha dla LPS wahat si¢ od do 101 do 112%
(rycina 27, A i C). Poziom Hep/Kdo dla badanych szczepow wahat si¢ od 103 do 108%
(rycina 27, B). Uzyskany wynik potwierdzil zalozenie, ze zawartos¢ wybranych markerow
chemicznych czeSci O-swoistej oraz czesSci rdzeniowej LPS powinien by¢ staly i mozna

wykorzysta¢ powyzsze markery do analizy Sredniej dlugosci LPS w badanych szczepach.
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Rycina 27. Poréwnanie proporcji monosacharydéow Tyv, Rha, Hep, Kdo w catych komérkach
bakteryjnych oraz izolowanych preparatach LPS mutantow S. Enteritidis PCM 2817.

Wyniki zostaly przedstawione jako stosunek: Tyv/Rha (A), Hep/Kdo (B) dla calych komorek
bakteryjnych oraz Tyv/Rha (C) dla izolowanych typoéw LPS, wyrazony w procentach,
przyjmujac warto$¢ 100% dla szczepu Awzy. Zebrane wyniki analizowano testem ANOVA

(p<0,05).
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Poréwnanie proporcji uzyskanych pozioméw Hep 1 Kdo w poréwnaniu do MuAc,
wystepujacego w $cianie komorkowej bakterii rowniez nie wykazala istotnych roznic pomigdzy
badanymi mutantami S. Enteritidis PCM 2817 (rycina 28). Poziom Hep/MuAc wahat si¢ od
97 do 104%, natomiast poziom Kdo/MuAc od 90 do 107%. Uzyskane wyniki wskazuja na
podobna liczbe czasteczek LPS w poszczegolnych komoérkach bakteryjnych.
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Rycina 28. Poréwnanie proporcji monosacharydow Hep, MuAc oraz Kdo w catych komorkach
bakteryjnych mutantow S. Enteritidis PCM 2817. Wyniki zostaty przedstawione jako stosunek
Hep/MuAc (A) oraz Kdo/MuAc (B) wyrazony w procentach, przyjmujac wartos¢ 100% dla
szczepu Awzy. Zebrane wyniki analizowano testem ANOVA (p<0,05).

W kolejnym kroku przeprowadzono poétilosciowa oceng Srednich dlugosci czasteczek LPS na
calych komorkach bakteryjnych. Dzigki analizie poziomu tywelozy lub ramnozy i jego
poréwnanie do ilosci heptozy lub Kdo okreslono $rednig dlugos¢ czesci O-swoistej LPS
badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817. Zaréwno analiza poziomu tywelozy do heptozy
jak 1 tywelozy do Kdo wykazata, ze szczep dziki charakteryzowat si¢ najwigksza zawarto$cia
czesci O-swoistej LPS, osiggajac wartos¢ Tyv/Hep 657% oraz Tyv/Kdo 678% (rycina 29; A,
B). Szczep AfepE wykazywat wartos¢ Tyv/Hep na poziomie 562% oraz wartoscig Tyv/Kdo na
poziomie 606%. Z kolei szczep z wylaczonym genem Wwzz, charakteryzowal si¢ wartoscig
Tyv/Hep 418% oraz Tyv/Kdo 453%. Wylaczenie gendw wzz oraz fepE przyczynito si¢ do
dalszego zmniejszenia iloSci czgsci O-swoistej LPS (Tyv/Hep 285%, Tyv/Kdo 292%)
(rycina 29, A, B). Analiza drugiego markera chemicznego czesci O-swoistej LPS w stosunku
do heptozy i Kdo wykazata podobne tendencje dla testowanych szczepoéw bakteryjnych. Szczep
dziki S. Enteritidis PCM 2817 charakteryzowat si¢ najwickszg zawarto$cig czesci O-swoistej
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LPS, wykazujac wartosci Tyv/Hep 606% oraz Tyv/Kdo 619% (rycina 29, C, D). Srednia
warto$¢ Tyv/Hep wynosita odpowiednio: 508% dla szczepu AfepE, 370% dla szczepu Awzz
oraz 225% dla szczepu AfepE Awzz. Srednia warto$é Tyv/Kdo wynosita odpowiednio: 546%
dla szczepu AfepE, 401% dla szczepu Awzz oraz 258% dla szczepu AfepE Awzz
(rycina 29, C, D).
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Rycina 29. Analiza GLC-MS zawartosci Tyv, Rha, Hep i Kdo w catych komorkach
bakteryjnych mutantow S. Enteritidis PCM 2817. Wyniki zostaly przedstawione jako stosunek:
Tyv/Hep (A), Tyv/Kdo (B), Rha/Hep (C) oraz Rha/Kdo (D) wyrazony w procentach,
przyjmujac wartos¢ 100% dla szczepu Awzy. Zebrane wyniki analizowano testem ANOVA

oraz testem post hoc Dunnetta (p<0,05) przyjmujac jako grupe kontrolng Awzy.



W zwigzku z otrzymaniem poréwnywalnych wynikow podczas analizy masy bakteryjnej dla
dwoch markeréw chemicznych czesci rdzeniowej LPS (Hep, Kdo) do analizy izolowanych
czasteczek LPS wykorzystano Hep jako marker czesci rdzeniowej oraz Tyw | Rha jako marker
czes$ci O-swoistej LPS. Analiza markerow chemicznych czesci O-swoistej LPS w stosunku do
heptozy wykazata podobne wyniki zarowno dla tywelozy jak i ramnozy (rycina 30; A, B).
Uzyskane wyniki roznity si¢ jednak w poréwnaniu do wynikdw otrzymanych z pomiarow
Tyv/Hep i Rha/Hep masy bakteryjnej. Pomiary izolowanych frakcji LPS wykazaty, zZe
najwyzszg wartoscia Tyv/Hep i Rha/Hep charakteryzowal si¢ szczep AfepE a nie jak
w przypadku masy bakteryjnej szczep dziki. Warto$¢ Tyv/Hep wynosita 726% dla szczepu
dzikiego, 821% dla szczepu AfepE, 543% dla szczepu Awzz oraz 389% dla szczepu AfepE
Awzz. Poréwnywalne wyniki zaobserwowano przy analizie proporcji Rha/Hep: 640% dla
szczepu dzikiego, 755% dla szczepu AfepE, 489% dla szczepu Awzz oraz 388% dla szczepu
AfepE Awzz (rycina 30; A,B).
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Rycina 30. Analiza GLC-MS zawartosci Tyv, Rha i Hep w LPS badanych mutantow
S. Enteritidis PCM 2817. Wyniki zostaly przedstawione jako stosunek: Tyv/Hep (A) oraz
Rha/Hep (B) wyrazony w procentach, przyjmujac wartos¢ 100% dla szczepu Awzy. Zebrane
wyniki analizowano testem ANOVA oraz testem post hoc Dunnetta (p<0,05), przyjmujac jako
grupe kontrolng Awzy.

Podsumowujac, opracowana metoda pozwala na pdlilosciowa ocen¢ Sredniej dlugosci
czesci O-swoistej LPS w badanych mutantach S. Enteritidis PCM 2817. Wyniki uzyskane
z pomiaru markerow chemicznych z masy bakteryjnej roznia si¢ dla szczepu dzikiego
oraz szczepu AfepE w porownaniu do wynikéw uzyskanych z pomiaru izolowanych typéw

LPS.
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8.4 OKkreslenie poziomu przeciwcial anty-Salmonella w prébkach surowicy

W celu stworzenia puli surowicy do dalszych badan, w otrzymanych z RCKiK indywidualnych
probkach surowicy okre§lono poziom przeciwciat anty-Salmonella klasy 1gG testem ELISA.
Z RCKiK otrzymano 130 indywidualnych probek NSL. W celu zminimalizowania liczby
probek do przebadania, probki NSL zostaly pogrupowane po 5 sztuk, tworzac 26 grup
oznaczonych literami od A do Y. Poziom przeciwciat anty-Salmonella IgG w badanych
grupach przedstawiono na rycinie 31. Wartos$¢ ,,odcigcia” obliczona ze wzoru: logarytm ze
sredniej + 2 x warto$¢ odchylenia standardowego wynosita 0,56. Z surowic, ktére przy
rozcienczeniu 1:250 wykazywaty wartosci ponizej 0,56 (B, E, H, K, L, M, N, O, P, Q, R, S, T)

utworzono pul¢ surowic do dalszych badan.

1.504
1.25+
1.004

0.754

Abs [450nm]

0.50-

0.254

0.00

I
O
N
NS

rozcieficzenie surowicy

Rycina 31. Poziom przeciwciat anty S. Enteritidis PCM 2817 w probkach surowicy.
Na wykresie przerywang linig zaznaczono warto$¢ ,,odcigcia” powyzej, ktérej odrzucano

probki surowicy.
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8.5 Ocena modelowej patogennosci in vitro — wplyw dlugosci lipopolisacharydu na

interakcje z ukladem dopelniacza
8.5.1 Okreslenie poziomu przezywalnosci badanych szczepdéw w surowicy ludzkiej

Okreslono poziom przezywalno$ci badanych mutantéw S. Enteritidis PCM 2817 w surowicy
ludzkiej. W badaniach wstepnych ustalono, ze najbardziej réznicujacym pod wzgledem
poziomu wrazliwo$ci dla badanych szczepow Salmonella jest dzialanie surowicy ludzkiej
w stezeniu 50%. W celu okreslenia poziomu przezywalnosci badane szczepy bakteryjne
inkubowano przez 120 minut z 50% NSL, NSL/KL, NSL/A oraz ITS (tabela 12) zgodnie
z metoda 7.7.1. Posiewy wykonywano w czterech punktach czasowych: bezposrednio po
zmieszaniu, czas 0 minut (To), po 30 minutach inkubacji (T3o0), po 60 minutach inkubacji (Teo)
oraz po 120 minutach inkubacji (T120). Punktem odniesienia przy szacowaniu spadku liczby
zywych komoérek w mieszaninie byta liczba komorek bakteryjnych wyrostych na ptytkach
wysianych bezposrednio po zmieszaniu bakterii z surowica (100% przezywalno$ci). W celu
okreslenia poziomu opornosci na dziatanie surowicy ludzkiej w pracy przyjeto nastepujaca
skalg oceny przezywalnosci badanych mutantéw S. Enteritidis PCM 2817 w czasie Tizo
inkubacji (tabela 13).

Tabela 12. Charakterystyka uzywanych typow surowicy.

Nazwa Aktywnos$¢ sciezek uktadu dopelniacza*

surowicy Klasyczna Alternatywna Lektynowa
NSL + + +
NSL/KL + - +
NSL/A - + -

ITS - - -

* znakiem ,,+” oznaczono $ciezke aktywna w danym rodzaju surowicy
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Tabela 13. Skala oceny przezywalno$ci badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817 w 50%
surowicy.

Przezywalno$¢ w 50% surowicy w czasie

To T120 Poziom opornosci na
Procentowa Procentowa 50% surowice
CFU/ml CFU/ml
[%] [%]
>100 >10’ oporny
100 40’ 30-100 406 $rednio-oporny
<30 <10° wrazliwy

Badane mutanty S. Enteritidis PCM 2817 wykazaty zréznicowany poziom wrazliwosci na
bakteriobdjcze dziatanie 50% NSL po 120 minutach inkubacji (tabela 14, rycina 32). Stosujac
si¢ do wezesniej ustalonej skali oceny przezywalnosci badanych szczepdéw w surowicy, mutanta
AfepE okreslono jako $rednio-oporny na dziatanie 50% NSL. Mutant AfepE charakteryzowat
si¢ Najwyzszym poziomem przezywalnosci w surowicy po 120 minutach (47%). S. Enteritidis
PCM 2817 Awzz, AfepE Awzz oraz Awzy sklasyfikowano jako mutanty wrazliwe na dziatanie
50% NSL. Po 30 minutach inkubacji z surowicg przezywalnos$¢ szczepdéw wrazliwych spadia
do 51% dla szczepu dzikiego, do 0,01% dla mutantowAwzz i AfepE Awzz, oraz do 15% dla
mutanta Awzy. Przezywalnos¢ mutanta AfepE po 30 minutach inkubacji z 50% NSL wynosita
96%. W czasie Teo przezywalno$¢ szczepow spadia dla szczepu dzikiego do 29%, dla mutanta
AfepE do 41% oraz dla mutanta Awzy ponizej 1%.

160+
mm WT

T l mm AfepE
= 10r@wmmrr--"L--------------c---c-----
8 = Awzz
£
g = AfepE Awzz
N
N 50+ l' =1 Awzy
Q '.I

0- T ’l‘ T T

0 30 60 120

czas [min]

Rycina 32. Przezywalno$¢ badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817 w 50% NSL.

Na wykresach pokazano $rednig z odchyleniem standardowym probki.
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Drugim testowanym typem surowicy byta surowica z aktywng drogg klasyczng 1 lektynowa
uktadu dopehniacza (tabela 12). Wszystkie testowane szczepy charakteryzowaly si¢ wzrostem
przezywalnosci w 50% NSL/KL po 30 oraz 60 minutach inkubacji (tabela 15, rycina 33).
Przezywalno$¢ w czasie Teo wzrosta dla szczepu dzikiego do 280%, dla AfepE do 320%, dla
Awzz do 108%, dla AfepE Awzz do 156% oraz dla szczepu Awzy do 359%. W czasie Ti2o
zaobserwowano spadek przezywalnosci dla szczepow: WT (spadek do 147%), AfepE (spadek
do 199%), bardzo wyrazny dla AfepE Awzz (spadek do 5%) oraz wzrost przezywalnosci dla

mutantow: Awzz (wzrost do 294%) oraz Awzy (wzrost do 1114%).

T
g m WT
3
= m AfepE
©
%  Awzz
@
g N AfepE Awzz
. = Awzy

czas [min]

Rycina 33. Przezywalno$¢ badanych mutantéw S. Enteritidis PCM 2817 w 50% NSL/KL. Na

wykresach pokazano $rednig z odchyleniem standardowym probki.

W surowicy z aktywng droga alternatywng uktadu dopetniacza tylko 2 sposrod 5 testowanych
szczepOdw namnazaty si¢ po 120 minutach inkubacji (tabela 16, rycina 34). Przezywalno$¢ dla
szczepu dzikiego w czasie T120 wynosita 158% natomiast dla szczepu AfepE 306%. Po 30
minutach inkubacji z 50% NSL/A przezywalno$¢ dla badanych szczepow wynosita: 141% dla
szczepu WT, 153% dla AfepE, 28% dla Awzz, 12% dla AfepE Awzz oraz 122 % dla Awzy.
W czasie Teo inkubacji przezywalnos¢ dla mutantow: Awzz, AfepE Awzz oraz Awzy spadta

ponizej 5%, wzrosta do 207% dla szczepu AfepE oraz spadta do 127% dla szczepu dzikiego.
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Rycina 34. Przezywalno$¢ badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817 w 50% NSL/A.

Na wykresach pokazano $rednig z odchyleniem standardowym probki.
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Tabela 14. Przezywalno$¢ badanych mutantéw S. Enteritidis PCM 2817 w czasie 120 minut inkubacji w 50% NSL.

Bakteriobojcza aktywno$¢ 50% NSL

S. Enteritidis CFU/ml Przezywalno$¢ komorek [%]
Il3 CM 2817 Poziom wrazliwos$ci
To T30 Teo T120 To Tso Teo T120
WT 129x 107  655x 106 3.76x10° 3.11 x 10° 100 51 29 24 rednio-0n0rT
+1,80 x 106 +7.47 x10° +£1,25 x 10° +5,92 x 10* + 14 +6 +10 +1 porny
AfeoE 160x107  154x10" 65x10® 7,58 x 10° 100 96 4 47 rednio-0n0rT
P +8,61 x10° +139x10° £3,61 x10° =+ 1,83 10° +5 +9 42 +11 porny
1,47 x 107 1,26 x 102 3,0 x 10* 100 .
AWZZ. 391 %108 £3,60 x 102 £ 1,00 x 10 0 +22 <1 <1 0 wrazliwy
AfepE 180x 107  226x10® 1.33x 10 100 »
AWZZ  £2.93x10° £5,00x 102 + 1,53 x 10! 0 116 <1 <1 0 wrazliwy
. 138x107  205x10° 884x10% 217 x 10! 100 15 <1 <1 i
y +1,54%x10° +£1,05x106 £2,.80 x 103  +8.49 +11 +8 Wrazitwy
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Tabela 15. Przezywalno$¢ badanych mutantéw S. Enteritidis PCM 2817 w czasie 120 minut inkubacji w 50% NSL/KL.

Bakteriobojcza aktywno$¢ 50% NSL/KL

S. Enteritidis CFU/mi Przezywalno$¢ komorek [%]
IsCM 2817 Poziom wrazliwos$ci
To T30 Teo T120 To Tso Teo T120
WT 137x107  209x107 384x107 2,01 x 107 100 153 280 147 ooorm
+£2,17x10° +£398x10% +4,57 x 108 + 6,93 x 10° +16 429 +33 +51 porny
AfepE 1,52 x 107 2,70 x 10" 4,85 x 10" 3,01 x 10’ 100 178 320 199 o0or
P +2.94 x 106 +£3,65x10° =136 x 107 +5,75 x 10° +19 + 24 +90 +38 porny
AWz 1,32 x 107 1,06 x 10" 1,43 x10" 4,37 x 10’ 100 80 108 330 o0orM
+255x10°  +£925x10° +1,02 x 107 +3,78 x 10° +19 +7 + 77 +29 porny
AfepE 184x107 212x107 2.88x107 9,87 x 10° 100 115 156 5 "
AWzz +3,43%x10° +£482x10% +132x10" 6,66 x 10° +19 +26 +72 +4 Wraziwy
. 122x107  200x107 439x107 1,36 x 108 100 163 359 1114 ooorm
Y £301x10° +145x10° +1,60 x 107 = 1,24 x 107 +25 +12 +131 +101 porny
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Tabela 16. Przezywalno$¢ badanych mutantéw S. Enteritidis PCM 2817 w czasie 120 minut inkubacji w 50% NSL/A.

Bakteriobojcza aktywnos$¢ 50% NSL/A

CFU/mlI

Przezywalnos$¢ komorek [%]

S. Enteritidis Poziom
PCM 2817 TO T30 T60 T120 TSO T3O TGO T120 WraleWOéCI
WT 1,32 x 10/ 1,86 x 10’ 1,68 x 10/ 2,08 x 107 100 141 127 158 o0or
+£214x10° +£399x10°  =£3.11x10° +2,62 x 10° +16 +30 +24 +20 porny
AfenE 1,66 x 107 2,53 x 107 3,42 x 107 5,07 x 107 100 153 207 306 oporn
P +7.81 x10°5  +£247x10°  +6,95x 108  +131 x 107 15 +15 L 42 +79 porny
AWz 1,25 x 107 3,52 x 108 1,58 x 10° 2,89 x 102 100 28 <1 <1 wrasliv
+9.61 x10° +1,95x10° +1,14 x10° +0,17 +8 +16 y
AfepE 1,52 x 10’ 1,81 x 10° 2,54 x 10° 3,33 x 10! 100 12 <1 <1 sl
AWZZ +259x 108  +£1,13x105  +1,16 x 10 + 0,65 +17 +7 Wraziwy
A 1,30 x 107 1,59 x 107 3,50 x 10° 1,17 x 10° 100 122 3 <1 i
y +1,90x 108 +£3,58x 105  +£2,09 x 10* £ 2,36 x 102 +15 +28 +0,1 wraziwy
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Kontrole w dos$wiadczeniu stanowita 50% ITS. Wszystkie badane mutanty S. Enteritidis PCM

2817 charakteryzowaly si¢ wzrostem przezywalnosci po 30, 60 oraz 120 minutach inkubacji z
50% ITS (rycina 35, tabela 17).
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Rycina 35. Przezywalno$¢ badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817 w 50% ITS.

Na wykresach pokazano $rednig z odchyleniem standardowym prébki.

Tabela 17. Przezywalno$¢ badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817 w czasie 120 minut
inkubacji w 50% ITS.

Bakteriobojcza aktywno$¢ 50% ITS

S. Enteritidis CFU/ml Przezywahtosc
PCM 2817 komorek [%]
To Tao Teo T120 To T120
WT 1,42 x 107 2,26 x 107 430% 10" 9,46 x 10’ 100 665
+7,78 x 10°  £3,92x10% +£393x10% +£1,03x10" +5 +72
AfenE 1,60 x 10’ 3,23 x 107 475 %107 1,00 x 108 100 626
P £2,89x 104  £1,95x10% +£1,35x10" 1,66 10’ +1 + 104
- 1,40 x 107 2,20 x 107 415x 10" 7,52 x 107 100 539
+3,12x105  £250%x10% +£2,01x10" +£329x105 +22 +24
AfepE 1,85 x 107 2,18 x 107 486 %107 9,43 x 10’ 100 511
AWZZ £2,00x 105 £532x10% +£1,57x10" £1,43x10" +11 +77
AWz 1,39 x 10’ 2,44 x 107 2,70 x 107 1,32 x 108 100 949
y +3,17x10%5 +1,18x10° +6,84x10° +8,02x10% +23 + 58
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8.5.2 Okreslenie poziomu aktywacji uktadu dopetniacza przez badane mutanty bakteryjne

Poziom aktywacji uktadu dopelniacza przez mutanty S. Enteritidis PCM 2817 zbadano za
pomoca cytometrii przeptywowej z  wykorzystaniem specyficznego przeciwciata
wykrywajgcego kompleks C5b-9 (metoda 7.7.2). Badane szczepy inkubowano 30 minut z 50%
NSL, wyznakowano przeciwciatami i zmierzono komorki w cytometrze przeptywowym.
Wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji uzyskanej podczas pomiaréw (ang. mean
fluorescent intensity, MFI) dla szczepu dzikiego przypisano wartos¢ 100%, a nastgpnie, w celu
poréwnania réznic pomie¢dzy badanymi szczepami, uzyskane wartosci MFI dla kazdego
szczepu znormalizowano w stosunku do szczepu dzikiego (tabela 18). Poziom aktywacji uktadu
dopelniacza przez cate komorki bakteryjne badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817
przedstawiono na rycinie 36. Mutant AfepE aktywowatl uktad dopeilniacza w najwigkszym
stopniu (108%), mutanty: Awzz, AfepE Awzz oraz Awzy aktywowaty uktad dopetniacza
W mniejszym stopniu w poréwnaniu do szczepu dzikiego (Awzz - 64%, AfepE Awzz - 68 %,
Awzy - 53%). Mutant Awzy wykazal najnizszy poziom aktywacji uktadu dopetniacza sposrod

wszystkich testowanych szczepow (rycina 36).

Tabela 18. Normalizacja wartosci MFI dla C5b-9 pozytywnych komoérek S. Enteritidis PCM
2817.

S. Enteritidis PCM 2817 MFI Poziom aktywacji uktadu dopetniacza [%]
WT 869 100+ 11
AfepE 92+4 108 +4
Awzz 55+9 64+11
AfepE Awzz 58+ 16 68 + 19
Awzy 46+ 6 53+7
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Rycina 36. Poziom aktywacji uktadu dopetniacza przez badane mutanty S. Enteritidis PCM
2817. Zebrane wyniki analizowano testem ANOVA oraz testem post hoc Dunnetta (p<0,05)
przyjmujac jako grupe kontrolng WT.

8.5.3 Okreslenie poziomu aktywacji ukladu dopelniacza przez izolowane typy

lipopolisacharydu

Analiz¢ poziomu aktywacji drogi alternatywnej uktadu dopelniacza przez rozne typy LPS
wyizolowane z testowanych mutantéw S. Enteritidis PCM 2817 przeprowadzono
z wykorzystaniem testu ELISA oraz specyficznego przeciwciata wykrywajacego kompleks
C5b-9 (metoda 7.7.3). Uzyskane wyniki z odczytu absorbancji przy 450 nm znormalizowano,
przypisujac szczepowi dzikiemu wartos¢ 100%. Poziom aktywacji uktadu dopetniacza na
drodze alternatywnej przez rézne typy LPS przedstawiono w tabeli 19 oraz na rycinie 37. LPS
wyizolowany od mutanta AfepE aktywowal uktad dopeniacza na drodze alternatywnej na
poziomie dwukrotnie wyzszym niz szczep dziki (220%). Dla LPS Awzz, AfepE Awzz oraz Awzy
zaobserwowano zaleznos$¢, ze wraz ze skracaniem dilugosci LPS spada poziom aktywacji
uktadu dopelniacza na drodze alternatywnej. Mutant Awzz aktywowat dopetniacz na poziomie
98%, mutant AfepE Awzz na poziomie 24% natomiast mutant Awzy tylko na poziomie 9%

(rycina 37).
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Tabela 19. Poziom aktywacji uktadu dopetniacza na drodze alternatywnej przez rézne typy LPS
wyizolowane z bakterii S. Enteritidis PCM 2817.

LPS S. Enteritidis PCM 2817 Poziom aktywacji uktadu dopetniacza [%]

WT 100 £ 7
AfepE 220 + 65
Awzz 98 +£5

AfepE Awzz 24+6
Awzy 9+0,4

kR

ok

ns

dok ok

300+

200+

[%]

100

Rycina 37. Poziom aktywacji uktadu dopetniacza na drodze alternatywnej przez rdzne typy
LPS wyizolowane z bakterii S. Enteritidis PCM 2817. Zebrane wyniki analizowano testem
ANOVA oraz testem post hoc Dunnetta (p<0,05) przyjmujac jako grupe kontrolng WT.

8.5.4 Analiza wigzania sktadnika C3 uktadu dopetiacza przez badane mutanty bakteryjne

Analize wigzania sktadnika C3 do catych komoérek badanych mutantow S. Enteritidis PCM
2817 przeprowadzono z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej, stosujac specyficzne
przeciwcialo wykrywajace zdeponowany na powierzchni komorki skladnik C3d uktadu
dopelniacza (metoda 7.7.4). Szczep dziki S. Enteritidis PCM 2817 oraz jego mutanty
dlugosciowe inkubowano 30 minut z 50% NSL/A, wyznakowano przeciwciatami
i analizowano komorki w cytometrze przeptywowym. Uzyskanej $redniej wartosci MFI dla

szczepu dzikiego przypisano wartos¢ 100%, a nastgpnie, w celu poréwnania réznic pomi¢dzy

112



badanymi szczepami, uzyskane wartosci MFI dla kazdego szczepu znormalizowano w stosunku
do szczepu dzikiego (tabela 20). Poziom wigzania sktadnika C3 przez cale komoérki bakteryjne
badanych szczepow S. Enteritidis PCM 2817 przedstawiono na rycinie 38. Nie zaobserwowano
istotnych zmian w poziomie wigzania sktadnika C3 do zadnego z testowanych szczepow
bakteryjnych w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Mutant AfepE wigzal sktadnik C3 na
poziomie 102%, mutantAwzz na poziomie 87%, mutant AfepE Awzz na poziomie 88%

natomiast mutant Awzy na poziomie 97%.

Tabela 20. Normalizacja wartosci MFI dla C3d pozytywnych komoérek S. Enteritidis PCM
2817.

S. Enteritidis PCM 2817 MFI Poziom wigzania sktadnika C3d [%]

WT 92+1 100 £ 1

AfepE 94 + 4 102+5

Awzz 80+ 10 8710

AfepE Awzz 82+ 13 88+ 13

Awzy 90+ 6 97 +7
150
100

[%]

50
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Rycina 38. Poziom wigzania sktadnika C3 uktadu dopelniacza przez badane mutanty
S. Enteritidis PCM 2817. Zebrane wyniki analizowano testem ANOVA oraz testem post hoc
Dunnetta (p<0,05) przyjmujac jako grupe kontrolng WT.

113



8.5.5 Analiza wigzania skladnika C3 uktadu dopelniacza przez izolowane typy

lipopolisacharydu

Analize wigzania sktadnika C3 do r6znych typéw LPS izolowanych z badanych mutantow
S. Enteritidis PCM 2817 przeprowadzono z wykorzystaniem testu ELISA (metoda 7.7.5).
W przeprowadzonym tescie uzyto dwoch typow przeciwcial: anty ludzkie C3c oraz anty
ludzkie C3d. Uzyskane wyniki z odczytu absorbancji przy 450 nm znormalizowano,
przypisujac szczepu dzikiemu warto§¢ 100%. Poziom wigzania sktadnika C3 uktadu
dopetniacza przez rozne typy LPS przedstawiono w tabeli 21 oraz na rycinie 39. Najwyzszy
poziom wigzania sktadnika C3 zaobserwowano dla szczepu AfepE, ktory wynosit odpowiednio
160% przy zastosowaniu przeciwciata wykrywajacego sktadnik C3c oraz 107% przy
zastosowaniu przeciwciata wykrywajacego sktadnik C3d uktadu dopetniacza. Poziom wigzania
sktadnika C3 wykryty z zastosowaniem przeciwciata C3c dla pozostatych testowanych typow
LPS wynosit odpowiednio: 81% dla Awzz, 66% dla AfepE Awzz oraz 65% dla Awzz. Analiza
wigzania sktadnika C3 z zastosowaniem przeciwciata wykrywajacego C3d wykazata, ze mutant
Awzz zwigzat sktadnik C3 na poziomie 94%, mutant AfepE Awzz na poziomie 87% natomiast

mutant Awzy na poziomie 79% w stosunku do szczepu dzikiego.

Tabela 21. Poziom wigzania sktadnika C3 uktadu dopeiniacza na drodze alternatywnej przez
rézne typy LPS wyizolowane z S. Enteritidis PCM 2817.

o Poziom wiazania sktadnika C3 [%]
S. Enteritidis PCM 2817

C3c C3d
WT 100 + 7 100+9
AfepE 160 £ 57 107 +24
Awzz 81 +24 94 +£6
AfepE Awzz 66+ 19 87+ 15
Awzy 65+ 13 79+ 19
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Rycina 39. Poziom wigzania sktadnika C3 ukladu dopetniacza przez rozne typy LPS
wyizolowane z badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817. Zebrane wyniki analizowano

testem ANOVA oraz testem post hoc Dunnetta (p<0,05) przyjmujac jako grup¢ kontrolng WT.
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8.5.6 Analiza rozktadu sktadnika C3 uktadu dopetniacza w surowicy pod wptywem badanych
mutantow bakteryjnych

W celu zbadania stopnia rozktadu sktadnika C3 przez badane mutanty S. Enteritidis PCM 2817,
bakterie inkubowano z 50% NSL/A, a po zwirowaniu supernatanty analizowano za pomoca
techniki Western blot (metoda 7.7.6). Do detekcji produktow trawienia zastosowano
przeciwciato anty ludzkie C3c. Wszystkie testowane mutanty S. Enteritidis PCM 2817
inaktywowaty sktadnik C3 w surowicy (rycina 40). Nie zaobserwowano cigcia sktadnika C3
w przypadku inkubacji 50% NSL/A z buforem PBS (kontrola eksperymentu). Pod wptywem
aktywacji uktadu dopetniacza, tancuch C3a zostat pocigty na dwa fragmenty o masie okoto
63 oraz 38 kDa. Najwicksza ilos¢ powstalego produktu o masie okoto 39 kDa (a’2)
zaobserwowano dla: WT, AfepE oraz Awzz (rycina 40).

kDa

50
37

\_‘_/\ Y J

0 minut 10 minut

Rycina 40. Inaktywacja sktadnika C3 w surowicy przez testowane mutanty S. Enteritidis PCM
2817.
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8.5.7 Analiza wigzania sktadnika C9 uktadu dopetiacza przez badane mutanty bakteryjne

W celu zwizualizowania wigzania sktadnika C9 do badanych szczepow, bakterie S. Enteritidis
PCM 2817 inkubowano z 50% NSL/A, nastgpnie osad analizowano za pomocg techniki
Western blot, uzywajac przeciwciata anty ludzkie C9 (metoda 7.7.7). Na rycinie 41
przedstawiono poziom wigzania sktadnika C9 do badanych szczepow bakteryjnych. Najwigcej
sktadnika C9 zwigzal szczep AfepE, natomiast szczep Awzy charakteryzowat si¢ najnizszym

poziomem wigzania sktadnika C9.

kDa

150

75 -

50 -

[ !

Zawiesina bakterii Zawiesina bakterii
nie inkubowana z inkubowana z
NSL/A NSL/A

Rycina 41. Wigzanie biatka C9 uktadu dopetniacza do badanych mutantow S. Enteritidis PCM
2817.
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8.5.8 Okreslenie wptywu dhlugosci lipopolisacharydu na proteolityczng aktywnosé biatka
PgtE wzgledem sktadnika C3 uktadu dopetiacza

Okreslono wptyw dtugosci czgsci O-swoistej LPS badanych mutantéw S. Enteritidis PCM 2817
na proteolityczng aktywnos¢ biatka PgtE wzgledem sktadnika C3 uktadu dopetniacza. W tym
celu szczepy inkubowano przez 4 godziny z oczyszczonym biatkiem C3b, a nastepnie
analizowano rozklad bialka technikg Western blot (metoda 7.7.8). Rozklad biatka C3b
zaobserwowano dla mutantow Awzz, AfepE Awzz oraz Awzy (rycina 42). U powyzszych
szczepow biatko C3b ulegto proteolizie w wyniku ktorej powstat fragment o wielkosci okoto

46 kDa. Mutant Awzy charakteryzowat si¢ najwigkszg aktywnoscig wzgledem biatka C3b.

kDa

100-

50- ~ 46 kDa

Rycina 42. Proteolityczna aktywno$¢ biatka PgtE u badanych mutantow S. Enteritidis PCM
2817.
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8.6 Ocena modelowej patogennosci in vitro — wplyw dlugosci lipopolisacharydu na

pochlanianie bakterii przez komorki ssacze

W celu oceny czy dtugosc¢ czesci O-swoistej LPS bakterii S. Enteritidis PCM 2817 ma wplyw
na pochlanianie przez komorki ssacze, bakterie inkubowano z 3 typami komorek (mysie
niedojrzate komorki dendrytyczne — JAWSII, mysie makrofagi - RAW 264.7 oraz ludzkie
komorki gruczolaka okreznicy — Caco-2), a nastepnie analizowano komorki z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej (metoda 7.8). MFI jest wskaznikiem iloéci pobranych bakterii przez
testowane linie komorkowe. W przypadku komorek dendrytycznych linii JAWSII nie
wykazano istotnych r6znic w poziomie pobierania bakterii S. Enteritidis PCM 2817 0 roznej

dhugosci czesci O-swoistej LPS (rycina 43).
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Rycina 43. Pobieranie bakterii S. Enteritidis PCM 2817 przez komorki dendrytyczne JAWSII.
Zebrane wyniki analizowano testem ANOVA (p<0,05).

W przypadku ludzkich komérek gruczolaka okreznicy — Caco-2 rowniez nie zaobserwowano
istotnych réznic w stopniu pobierania testowanych szczepow bakteryjnych (rycina 44). Ostatnia
testowang linig komorkowa byly mysie makrofagi RAW 264.7. Uzyskane wyniki wskazujg na
istotny wpltyw dtugosci czgsci O-swoistej LPS na pochtanianie przez makrofagi (rycina 45).
Szczep Awzy charakteryzowat si¢ dwukrotnie wyzszym stopniem pochtaniania przez makrofagi
w porownaniu do szczepu dzikiego. Mozna zaobserwowaé wyrazny trend, ktory wskazuje,
ze wraz ze skracaniem dlugosci czeSci O-swoistej LPS zwi¢ksza si¢ stopien pochlaniania

bakterii przez testowana lini¢ komorkowa mysich makrofagow RAW 264.7.
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Rycina 44. Pobieranie bakterii S. Enteritidis PCM 2817 przez komorki Caco-2.
Zebrane wyniki analizowano testem ANOVA (p<0,05).
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Rycina 45. Pobieranie bakterii S. Enteritidis PCM 2817 przez komérki RAW 264.7. Zebrane
wyniki analizowano testem ANOVA oraz testem post hoc Dunnetta (p<0,05) przyjmujac jako

grup¢ kontrolng WT.
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8.7 Ocena modelowej patogennosci in vivo z wykorzystaniem modelu larw barciaka

wiekszego Galleria mellonella

Do okreslenia poziomu patogennosci in vivo badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817
o skroconej dlugosci tancucha O-swoistego LPS wybrano owadzi model larw barciaka
wickszego — Galleria mellonella. W przeprowadzonym tescie analizowano przezywalnos¢ larw
po zaaplikowaniu zawiesin danego szczepu bakteryjnego o okreslonej wartosci ODeoo
(metoda 7.9). Dla kazdej wartos$ci gestoSci optycznej nastrzykiwano 15 larw. Liczba larw
po 120 godzinach inkubacji oraz warto$ci CFU/ml wyjsciowej zawiesiny bakteryjnej zostaty
przedstawione w tabeli 22. Warto$¢ CFU/ml dla ggstosci optycznej ODeoo = 0,1 wynosita okoto
108 bakterii, dla 0,01 okoto 107 oraz dla 0,001 okoto 10°. Na podstawie wykonanych testow
przezywalnos$ci, ustalono, ze najbardziej r6znicujaca pod katem patogennosci badane szczepy
byla zawiesina bakteryjna o gesto$ci optycznej ODsoo rownej 0,01 (CFU/mI = 107). W celu
oceny stopnia patogennosci in vivo na potrzeby pracy doktorskiej zostata wprowadzona skala
roéznicujaca badane szczepy w oparciu o stopien przezywalnos$ci larw wyrazony w [%]

po iniekcji CFU/mI = 107 po 120 godzinach inkubacji (tabela 23). Wprowadzona skala:

. od 0% do 15% przezywalnosci larw — stopien patogenno$ci bardzo wysoki
. od 16% do 40% przezywalnosci larw — stopien patogennosci wysoki

. 0d 41% do 75% przezywalno$ci larw — stopien patogennos$ci sredni

. od 76% do 100% przezywalnosci larw — stopien patogennosci niski
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Tabela 22. Liczba larw zywych po 120 minutach inkubacji oraz warto$ci CFU/ml inokulum bakteryjnego.

Liczba zywych larw po 120 godzinach inkubacji

Wartos¢ CFU/ml wyjsciowej zawiesiny bakteryjnej

S. Enteritidis
PCM 2817 ODeéoo ODeé0o ODeéoo ODeéoo ODeé0o ODeé0o
0,1 0,01 0,001 0,1 0,01 0,001
WT 0,7 2.3 8,3 1,56 x 108 1,74 x 107 1,49 x 10°
+0,6 +0,6 +0,6 + 2,89 x 107 + 8,39 x 10* + 4,06 x 10°
1,3 73 1,65 x 108 1,70 x 107 4,04 x 108
AfepE 0
+1,2 +1,2 + 8,54 x 107 + 1,48 x 108 + 1,00 x 10°
\ 0,3 43 11 1,17 x 108 1,75 x 107 2,65 x 106
Wzz
+0,6 +2.1 +1,7 + 4,99 x 107 + 3,84 x 108 + 1,05 x 10°
1,3 4,3 12,3 1,44 x 108 2,41 x 107 2,02 x 10°
AfepE Awzz
+1,3 +0,5 +1,5 +1,61 x 107 +3,76 x 10° +9,73 x 10°
A 4,5 11,25 11,7 1,40 x 108 553 x 107 4,24 x 108
\'\'/4
y +1,3 +1,5 +1,7 + 3,03 x 107 +2,08 x 108 + 1,52 x 10°
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Tabela 23. Przezywalno$¢ larw po 120 godzinach inkubacji oraz stopien patogennoS$ci

badanych szczepow in vivo.

Przezywalno$¢ [%]

S. Enteritidis Stopien patogennosci
PCM 2817 ODeoo ODeo ODeoo in vivo
0,1 0,01 0,001

WT 7 13 53 bardzo wysoki

AfepE 0 7 47 bardzo wysoki
Awzz 0 27 73 wysoki
AfepE Awzz 7 27 80 wysoki
Awzy 33 73 80 Sredni

W celu wizualizacji przezywalnosci larw w czasie sporzadzono krzywg z zastosowaniem

algorytmu Kaplan-Meiera i oprogramowania GraphPad Prism 9.0 (rycina 46).
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Rycina 46. Krzywa przezywalnosci larw Galleria mellonella w czasie 5 dni po iniekcji
zawiesinami S. Enteritidis PCM 2817 o warto$ci CFU/ml 107,

123



Uzyskane wyniki wskazuja na zréznicowany poziom patogennosci in vivo badanych mutantow
S. Enteritidis PCM 2817. Szczep dziki oraz AfepE okreslono jako szczep o bardzo wysokim
stopniu patogennosci in vivo. Po 120 godzinach inkubacji przezywalnos¢ larw po iniekcji
szczepem dzikim wynosita 13% a po iniekcji szczepem AfepE 7%. Awzz oraz AfepE Awzz
zaklasyfikowano jako mutanty o wysokim poziomie patogennosci (27% przezywalnosci larw
po 120 godzinach inkubacji). Awzy scharakteryzowano jako mutanta o $rednim poziomie
patogennosci in vivo, po 5 dniach inkubacji przezywalno$¢ larw wynosita 73%.
W przeprowadzonym eksperymencie kontrole stanowita grupa 15 larw nastrzykiwanych
buforem PBS. Po 120 godzinach inkubacji przezywalnos¢ larw w grupie kontrolnej wynosita
100% (rycina 46).
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8.8  Wplyw rozkladu dlugosci czasteczek lipopolisacharydu na ksztaltowanie proteomu

blony zewnetrznej

Biatka blony zewngtrznej wyizolowano z badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817
o roznym rozktadzie dlugosci czesci O-swoistej czasteczek LPS oraz ze szczepu dzikiego.
Stezenia wyizolowanych biatek OMP przedstawiono w tabeli 24. Trawieniu trypsyng poddano
80 pg mieszaniny biatek dla kazdej proby, a nastgpnie otrzymane peptydy wyznakowano
znacznikami izobarycznymi TMT™ (Thermo Scientific) w celu przeprowadzenia wzglednej
oceny ilo$ciowej (metoda 7.10). Mieszaning wyznakowanych peptydéw dla kazdego szczepu,
w obrebie kazdego eksperymentu, poddano frakcjonowaniu z wykorzystaniem aparatu Easy
nLC 1000 (Thermo Scientific) oraz poddano analizie spektrometrycznej z wykorzystaniem
aparatu LTQ Orbitrap Elite ETD (Thermo Scientific). Podczas analizy zidentyfikowano
673 bialka.

Tabela 24. Stgzenie OMP wyizolowanych z badanych szczepow S. Enteritidis PCM 2817.

Stezenie biatek [ug/ml]

S. Enteritidis
PCM 2817 1 eksperyment 2 eksperyment 3 eksperyment
WT 1352 1600 1522
AfepE 1220 1890 1405
Awzz 1386 1696 1446
AfepE Awzz 1437 1671 1079
Awzy 1374 1546 1518

Zidentyfikowane biatka analizowano pod katem réznic w ich iloéci U poszczegdlnych
mutantow o réznej dlugosci czgsci O-swoistej LPS w stosunku do szczepu dzikiego
S. Enteritidis PCM 2817. Jako kryterium wyboru przyjeto warto$¢ abundancji mniejszg lub
rowng 0,5 (spadek ilosci biatka w stosunku do szczepu dzikiego) oraz wartos¢ abundancji
wiekszg lub rowng 1,5 (wzrost ilosci biatka w stosunku do szczepu dzikiego).

Przy zatozonych parametrach przeszukiwania wytypowano 3 biatka wystepujace w mniejszej
iloéci oraz 4 biatka wystepujace w wigkszej ilosci u szczepu AfepE w porownaniu do szczepu
dzikiego (Tabela 25).
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Tabela 25. Roznice ilosciowe w proteomie S. Enteritidis PCM 2817 AfepE.

Wartos¢

Biatko Gen abundancji

AfepE/WT
Elongation factor Ts tsf 0,390
Transport ATP-binding protein CydC cydC 0,383
Macrolide export ATP-binding protein MacB macB 0,300
Ferrichrome porin FhuA fhuA 2,170
Flagellin fliC 1,743
Orotate phosphoribosyltransferase pyrE 1,908
Bifunctional polymyxin resistance protein ArnA arnA 1,582

Porownujac szczep Awzz do szczepu dzikiego wytypowano 3 biatka wystepujace W mniejszej

ilosci oraz 11 biatek wystepujace w wigkszej ilosci (Tabela 26).

Tabela 26. Roznice ilosciowe w proteomie S. Enteritidis PCM 2817 Awzz.

Wartos$¢ abundancji

Biatko Gen
Awzz/\WT
LPS O-antigen chain length determinant protein wzzB 0,347
Macrolide export ATP-binding protein MacB macB 0,264
Uncharacterized protein SEENINOB_03087 0,493
HAMP domain-containing protein CSU32_04080 1,650
Fimbrial chaperone focC 1,806
Flagellin fliC 3,507
Methyl-accepting chemotaxis citrate transducer tcp 1,756
Bifunctional polymyxin resistance protein ArnA arnA 1,720
YidC membrane insertion protein yidC 1,574
Molecular chaperone A0181 01670 1,673
Translation initiation factor IF-2 infB 1,852
Argininosuccinate lyase argH 1,609
SsrAB-activated protein EOW98_07990 1,650
Flagellin fljB 1,668
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Przy zatozonych parametrach przeszukiwania wytypowano 4 biatka wystepujace W mniejszej

ilosci u szczepu AfepE Awzz oraz 15 biatek wystepujace w wigkszej ilosci u szczepu AfepE

Awzz w poréwnaniu do szczepu dzikiego (Tabela 27).

Tabela 27. Roznice ilosciowe w proteomie S. Enteritidis PCM 2817 AfepE Awzz.

Warto$¢ abundancji

Biatko Gen
AfepE Awzz /WT
Macrolide export ATP-binding protein MacB macB 0,213
LPS O-antigen chain length determinant protein wzzB 0,400
Elongation factor Ts tsf 0,440
Cell division protein FtsA ftsA 0,371
Thiol:disulfide interchange protein DsbD dsbD 1,550
Ribosomal RNA small subunit methyltransferase G rsmG 1,909
YidC membrane insertion protein yidC 1,933
Methyl-accepting chemotaxis citrate transducer tcp 1,604
Hrp pili protein HrpA hrpA 1,522
Heme exporter protein D ccmD_2 1,526
Glycerophosphodiester phosphodiesterase DTV46_13565 1,534
Flagellin fliC 1,835
Fimbrial chaparone focC 1,924
Ferrichrome porin FhuA fhuA 1,754
Class | tRNA ligase family protein AUE24_24885 1,784
Chaperone protein SigE 1,779
Alkyl hydroperoxide reductase C ahpC 2,279
50S ribosomal protein L7/L12 rplL 1,642
30S ribosomal protein S14 rpsN 1,575
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Porownujgc szczep Awzy ze szczepem dzikim wykryto 26 biatek, ktore wystepowaty

w wigkszej ilosci u szczepu Awzy. Nie wykryto biatek wystepujacych w mniejszej ilosci.

Tabela 28. Roznice ilosciowe w proteomie S. Enteritidis PCM 2817 Awzy.

Warto$¢ abundancji

Biatko Gen
Awzy/WT
Xaa-Pro aminopeptidase pepP 1,664
Valine--tRNA ligase valS 1,842
Two-component system response regulator PhoP phoP 1,587
Thiol:disulfide interchange protein DsbD dsbD 1,750
Stress response protein ElaB elaB 1,502
Ribosomal RNA small subunit methyltransferase G rsmG 2,061
Protein-tyrosine-phosphatase CQM83_26705 1,776
Phosphotransferase RcsD rcsD 1,815
Pathogenicity island 1 effector protein SipA D7028 14205 1,573
YidC membrane insertion protein yidC 1,641
Molecular chaperone A0181 01670 1,573
Methyl-accepting chemotaxis citrate transducer tcp 2,078
HAMP domain-containing protein CSU32_04080 1,911
FliZ protein fliz 1,654
Flagellin fliC 2,881
Flagellar motor switch protein FIiG fliG 1,511
Fimbrial chaparone focC 2,053
Fatty acid oxidation complex subunit alpha fadJ 1,597
Chaperone protein DnaK dnaK 1,523
CDP-paratose synthase DT208_ 24300 1,651
Bifunctional polymyxin resistance protein ArnA arnA 2,102
ATP synthase subunit beta atpD 1,838
Argininosuccinate lyase argH 1,847
Acyl carrier protein acpP 1,532
50S ribosomal protein L7/L12 rplL 2,921
30S ribosomal protein S18 rpsk 1,586
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U wszystkich badanych mutantow zaobserwowano wigkszg abundancje dla biatka flagellin
w poréwnaniu do szczepu dzikiego. U 3 z 4 badanych szczepow (Awzz, AfepE Awzz oraz Awzy)
wigksza abundancje stwierdzono dla biatek: fimbrial chaperone, methyl-accepting chemotaxis
citrate transducer oraz Oxal/YidC membrane insertion protein.

Z kolei u wszystkich szczepoéw za wyjatkiem szczepu AfepE Awzz nastapil wzrost abundancji
dla biatka bifunctional polymixin resistance protein ArnA. U 3 z 4 testowanych szczepow
mozna zaobserwowaé spadek warto$ci abundancji biatka macrolide export ATP-binding

protein MacB.

129



8.9 Wplyw surowicy ludzkiej na ksztaltowanie proteomu blony zewnetrznej

W celu okreslenia, jak przedtuzone dziatanie czynnikow bakteriobojczych surowicy ludzkiej
wplywa na proteom blony zewnetrznej, OMP wyizolowano ze szczepu dzikiego S. diarizonae
PCM 2511 (szczep przed pasazowaniem; pasaz 0) oraz ze szczepu po 9 pasazach w 50% NSL
(metoda 7.11). St¢zenia wyizolowanych OMP przedstawiono w tabeli 29. Trawieniu trypsyna
poddano 100 pg mieszaniny biatek dla kazdej proby, a nastgpnie peptydy wyznakowano
znacznikami izobarycznymi TMT™ (Thermo Scientific) (tabela 8) w celu przeprowadzenia
wzglednej oceny ilosciowej (metoda 7.10.11). Mieszaning wyznakowanych peptydow dla

kazdego szczepu, poddano frakcjonowaniu oraz analizie technikg spektrometrii mas.

Tabela 29. Stg¢zenie OMP wyizolowanych z badanych szczepdéw S. diarizonae PCM 2511.

Stezenie biatek [pg/ml]

Pasaz
1 eksperyment 2 eksperyment 3 eksperyment
0 632 563 519
9 667 575 587

Podczas analizy zidentyfikowano 1382 biatka. Zidentyfikowane biatka analizowano pod katem
réznic w poziomie ich wystepowania u szczepu S. diarizonae PCM 2511 przed oraz po 9
pasazach w 50% NSL. Jako kryterium wyboru przyj¢to warto$¢ abundancji mniejsza lub rowna
0,5 (spadek ilosci biatka w stosunku do szczepu dzikiego) oraz warto$¢ abundancji wiekszg lub
réwng 1,3 (wzrost ilosci biatka w stosunku do szczepu dzikiego). Przy zatozonych parametrach
przeszukiwania wytypowano 20 bialek wystepujacych w mniejszej ilosci oraz 197 biatek
wystepujacych w wiekszej ilosci u szczepu po 9 pasazach w 50% NSL w poréwnaniu do
szczepu dzikiego (przed pasazami). W tabeli 30 przedstawiono 10 bialek o najnizszym
poziomie abundancji oraz 30 biatek o najwyzszym poziomie abundancji w stosunku do szczepu
dzikiego. Wsrod biatek zidentyfikowanych przy zatozonych parametrach przeszukiwania
znalazta si¢ spora czg$¢ bialek cytoplazmatycznych, w zwigzku z czym w parametrach
przeszukiwania dodano kryterium identyfikacji biatek, ktorych kompartment komoérkowy jest
zwigzany z blong. W wyniku przeprowadzonej analizy zidentyfikowano 4 biatka
wystepujacych w mniejszej ilosci oraz 12 biatek wystgpujacych w wigkszej ilosci u szczepu po

9 pasazach w 50% NSL (Tabela 31).
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Tabela 30. Roznice ilo§ciowe w proteomie S. diarizonae PCM 2511 po 9 pasazach w 50% NSL.

Warto$¢ abundancji

Biatko Gen
pasaz 0/9

2,3,4,5-tetrahydropyridine-2,6-dicarboxylate N-

succinyltransferase dapD 0,499
3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase panP 0,493
Major outer membrane lipoprotein Lpp 1 Ippl 0,486
Propanediol utilization protein PduA pduA 0,484
Nucleoside-specific channel-forming protein Tsx tsx 0,482
Outer membrane porin C ompC 0,472
Glycerophosphodiester phosphodiesterase glpQ 0,465
S-adenosylmethionine synthase metK 0,446
Glutamine synthetase glnA 0,422
Putative aminopeptidase SgcX sgcX 0,382
Amidophosphoribosyltransferase purF 3,960
DNA protection during starvation protein dps 3,425
Nitrogen regulatory protein ptsN 3,086
Protein YciF yciF 2,857
5'-methylthioadenosine nucleosidase mntN 2,647
Mannose-6-phosphate isomerase manA 2,564
Sugar phosphatase YidA yidA 2,488
50S ribosomal protein L16 rplP 2,453
Phosphoglycerate kinase pgk 2,444
6-phosphogluconate dehydrogenase gnd 2,431
Sugar phosphatase YbiV ybiVv 2,427
UPF0265 protein YeeX yeeX 2,268
6-phosphogluconolactonase pol 2,147
Oligoribonuclease orn 2,108
Protein/nucleic acid deglycase 3 yajL 2,088
Serine hydroxymethyltransferase glyA 2,079
Ribose-5-phosphate isomerase A rpiA 2,071
tRNA (guanine-N(7)-)-methyltransferase trmB 2,062
30S ribosomal protein S17 rpsQ 2,057

131



Tryptophan synthase alpha chain
Lysine--tRNA ligase

ATP synthase subunit alpha
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 1
Signal recognition particle receptor FtsY
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase FabG
NAD(P)H dehydrogenase (quinone)
Stringent starvation protein A

Uracil phosphoribosyltransferase
Anti-adapter protein IraP

Der GTPase-activating protein Yihl

trpA
lysS
atpA
fabb

ftsY
fabG

SPAB_02430

SSpPA

upp
iraP

yihl

2,006
1,991
1,978
1,972
1,959
1,954
1,946
1,943
1,935
1,925
1,920

Tabela 31. Roznice ilosciowe w proteomie S. diarizonae PCM 2511 po 9 pasazach w 50% NSL

zawe¢zone do biatek zwigzanych z btona.

Warto$¢ abundancji

Biatko Gen
0/9
Glutamine synthetase glnA 0,422
Major outer membrane lipoprotein Lpp Ippl 0,486
Nucleoside-specific channel-forming protein Tsx tsx 0,482
Outer membrane porin C ompC 0,472
Outer membrane protein W ompW 0,279
PTS system glucose-specific EIIA component crr 1,381
Maltose/maltodextrin-binding periplasmic protein malE 1,548
Outer membrane porin protein OmpD ompD 1,306
ATP synthase subunit alpha atpA 1,978
Multiphosphoryl transfer protein fruB 1,494
ATP synthase subunit delta atpH 1,519
PTS system mannose-specific EIIC component manyY 1,344
Signal recognition particle receptor FtsY ftsY 1,959
Lipoprotein PrgK prgkK 1,361
Protein translocase subunit SecA secA 1,832
FAD:protein FMN transferase apbE 1,487
Glycerol-3-phosphate acyltransferase plsB 1,441
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Na podstawie uzyskanych danych proteomicznych wytypowano biatko OmpD, ktore
wystepowato w wigkszej ilosci u szczepu S. diarizonae PCM 2511 po 9 pasazach w 50%
surowicy ludzkiej w stosunku do szczepu dzikiego, w celu konstrukcji mutanta pozbawionego
zdolo$ci produkcji tego biatka. Do konstrukcji mutanta biatkowego wykorzystano szczep
S. Typhimurium PCM 2255 oraz system hiper-rekombinacji £ Red. W celu konstrukcji
mutantéw bakteryjnych w pierwszej kolejnosci szczep dziki S. Typhimurium PCM 2255
transformowano plazmidem pKD46 w celu otrzymania szczepu zdolnego do indukcji hiper-
rekombinacji £ Red. Po selekcji szczepu pkD46 pozytywnego, nastepowata transformacja
liniowym fragmentem DNA, ktorej celem bylo usuniecie genu docelowego ompD
(metoda 7.5; 7.11). Do doswiadczen uzyto DNA plazmidowego wyizolowanego z czystych
hodowli szczepow bakteryjnych E. coli BW25113 (pKD46), BT340 (pCP20) oraz
BW25141(pKD4) uzytego we wczesniejszych doswiadczeniach. Komorki elektrokompetentne
S. Typhimurium PCM 2255 transformowano plazmidem pKD46. Potwierdzono obecno$é¢
plazmidu pKD46 u 2 testowanych kolonii bakteryjnych (rycina 47). Wielko$¢ produktu PCR
po amplifikacji fragmentu kodujacego kasete termowrazliwosci plazmidu pKD46 z
wykorzystaniem starterow repAl10I1tsFW i repA101tsRV wynosi 618 pz (kontrola). Do
dalszych eksperymentow wybrano jednego transformanta, ktéry w dalszej czgsci pracy bedzie

oznaczony jako S. Typhimurium PCM 2255/pKD46.

Pz

- -

1500 - |t

- -
700 - [ -
500 - e S S wma

1 - marker masy
2 - plazmid pKD46 (kontrola)
3-4 — sprawdzane kolonie

Rycina 47. Elektroforeza w zelu agarozowym potwierdzajgca prawidtowg transformacje

szczepu S. Typhimurium PCM 2255 plazmidem pKD46.
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Rozdziat zamplifikowanego produktu PCR utworzony na matrycy plazmidu pKD4, ktorym
transformowano szczep S. Typhimurium PCM 2255/pKD46 przedstawiono na rycinie 48.
Stezenie otrzymanego produktu PCR dla genu ompD po oczyszczaniu wynosito 355,14 ng/ul
(A260/A280=1,97).

1 2
pz

2000 - : > 1576 pz
1500 - g i
]

]

"
L

1 - marker masy

2 - pKD4 ompD
Rycina 48. Elektroforeza w zelu agarozowym zamplifikowanego produktu PCR do
transformacji S. Typhimurium PCM 2255/pKD46.

Komorki elektrokompetentne S.  Typhimurium PCM 2255/pKD46 transformowano
przygotowanym produktem PCR dla genu ompD. Selekcje pozytywnych kolonii dla mutanta
AompD::kan przedstawiono na rycinie 48. U 1 z 4 testowanych kolonii kaseta kanamycynowa
wbudowata si¢ w miejsce genu docelowego ompD (rycina 49, Sciezka 5). Wielko$¢ produktu
PCR po amplifikacji dla genu ompD wynosi 1222 pz (kontrola). Mutant AompD::kan posiada
kasete opornosci na kanamycyne W miejscu genu ompD. Wielko$¢ produktu PCR dla mutanta
AompD::kan wynosi 1576 pz. Do dalszych eksperymentow wybrano jednego transformanta,
ktory w dalszej czgsci pracy bedzie oznaczony jako S. Typhimurium PCM 2255 AompD::kan
(AompD::kan).
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2-5 - sprawdzane kolonie
6 - S. Typhimurium PCM 2255 WT

Rycina 49. Selekcja pozytywnych klondw S. Typhimurium PCM 2255 AompD::kan.

Poprawno$¢ zajscia mutacji potwierdzono za pomoca trawienia enzymem restrykcyjnym Pstl.
W wyniku trawienia enzymem Pstl dla mutanta AompD::kan otrzymano 2 prazki o wielko$ci
985 oraz 711 pz (rycina 50). W wyniku trawienia produktu PCR otrzymanego na matrycy

szczepu dzikiego otrzymano jeden prazek o wielko$ci 1222 pz.

pz

2000 - - 1576 pz
1500 - » W 985 pz
1222pz v
711 pz

(

1 - marker masy

2- S. Typhimurium PCM 2255 WT Pstl
3 - AompD::kan

4 - AompD::kan Pstl

Rycina 50. Trawienie enzymem Pstl produktow PCR dla szczepu S. Typhimurium PCM 2255
AompD::kan.
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W celu okres$lenia, czy wytypowane biatkko OmpD wplywa na przezywalno$¢ bakterii
Salmonella w surowicy, otrzymany mutant S. Typhimurium PCM 2255 AompD::kan poddano
testowi bakteriobdjczego dziatania 50% NSL w ciggu 30 minut inkubacji (metoda 8.5.1).
Przezywalno$¢ badanych szczepéw w 50% NSL przedstawiono na rycinie 51. Po 30 minutach
inkubacji w 50% NSL przezywalnos$¢ szczepu dzikiego S. Typhimurium PCM 2255 spadta do
65% podczas gdy przezywalno$¢ szczepow AompD::kan spadta do 38% (tabela 32).

150+ - \WT

— m AompD::kan
&,
© 100
~§ .
£
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Rycina 51. Przezywalnosé¢ S. Typhimurium PCM 2255 AompD::kan w 50% NSL

Tabela 32. Przezywalnos$¢ badanych szczepow S. Typhimurium PCM 2255 w czasie 30 minut
inkubacji w 50% NSL.

Bakteriobojcza aktywnos¢ 50% NSL

CEU/mI Przezywalno$¢
- - m
S. Typhimurium komobrek [%]
PCM 2255
To Tao To Tao
WT 748x106+£1,17x10% 4,78x10°+5,62x10° 100+9 65+5

AompD::kan 7,25 x 106+ 548 x 10° 2,71 x 105+ 5,68 x 10° 1008 38+8
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9. DYSKUSJA

Bakterie z rodzaju Salmonella sg odzwierzecym patogenem o powaznym znaczeniu dla zdrowia
ludzi i zwierzat na catym $wiecie. Wedtug Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczefistwa Zywnosci
(ang. European Food Safety Authority, EFSA) oraz Europejskiego Centrum ds. Zapobiegania
i Kontroli Chorob (ang. European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC)
salmonelloza pozostaje druga, najczesciej zgtaszang infekcja przewodu pokarmowego u ludzi
po kampylobakteriozie. W 2018 roku w Unii Europejskiej bakterie Salmonella byty przyczyna
blisko jednej trzeciej ognisk chordb przenoszonych przez zywnos¢. Stowacja, Hiszpania
i Polska byly odpowiedzialne za 67% wszystkich ognisk salmonellozy w UE [30]. W Polsce
liczba zachorowan wywotanych bakteriami Salmonella w ostatnich latach utrzymuje si¢ na
poziomie okoto 9,5 tys. przypadkow rocznie (Tabela 2). Jednym z gtéwnych Zrodet zakazen sa
jaja i drob, w ktérego produkcji Polska zajmuje czotowe miejsce w UE. Salmonellozy
wywoluja ogromne straty w rolnictwie i hodowli zwierzat, prowadzac do znacznego obnizenia
jakosci produktow spozywczych oraz duzych strat materialnych, dlatego tez kraje UE
wprowadzaja krajowe programy zwalczania salmonelloz, ktére ktada nacisk na poprawe
profilaktyki, bioasekuracji oraz eliminacji bakterii Salmonella bezposrednio u zrodta zakazenia
[166].

Bakterie Salmonella charakteryzujg si¢ wysoka wirulencjg i prowadzg, obok zatru¢
pokarmowych, rowniez do zakazen pozajelitowych oraz posocznicy. W Polsce odsetek
hospitalizacji dla pacjentdéw zakazonych bakteriami Salmonella wynosi ok. 70% wszystkich
stwierdzonych przypadkow [25,167-170]. Nalezy podkresli¢, ze liczba przypadkoéw zakazen
wywotanych bakteriami Salmonella jest najprawdopodobniej wysoce niedoszacowana ze
wzgledu na krotki i tagodny przebieg choroby oraz czesty brak hospitalizacji.

Szereg cech predysponuje bakterie Salmonella do przezywania w $rodowisku surowicy
ludzkiej. Istotnym aspektem w procesie ich wirulencji jest generowanie przez nie zmian
w strukturach powierzchniowych. Modulacja struktur prowadzi do unikania przez bakterie
odpowiedzi ze strony uktadu immunologicznego cztowieka oraz umozliwia bakterii
przetrwanie 1 namnozenie w skrajnie niekorzystnym S$rodowisku. Zjawisko opornosci na
czynniki bakteriobojcze obecne w surowicy ssakow, wystepujace wsrod bakterii Salmonella,
jest uwarunkowane kilkoma czynnikami m.in. zmienng dlugoscia tancucha O-swoistego LPS,
posiadaniem polisacharydowych otoczek lub fimbrii lub obecno$cia specyficznych biatek
btony zewng¢trznej. Ze wzgledu na wysoka wirulencj¢, duze zagrozenie epidemiologiczne oraz

wysokie straty materialne zwigzane z rozprzestrzenianiem ognisk salmonellozy, istotne dla
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zdrowia publicznego wydaje si¢ by¢ badanie mechanizmow patogenezy oraz funkcji struktur
powierzchniowych bakterii Salmonella w kontek$cie mechanizmow ich patogennosci.
Jednym =z gléwnych elementéw oston powierzchniowych bakterii Gram-ujemnych,
odgrywajacym istotng role w procesie patogenezy jest LPS [49]. W literaturze opisywanych
jest wiele przyktadow doswiadczen, w ktorych bakterie Salmonella o réznej dtugosci czasteczki
LPS sa badane pod katem opornosci na surowice ludzka. Pawlak i wsp. wykazali, ze bakterie
Salmonella 048 po przedtuzonym kontakcie z surowicg nabywaja na nig opornos¢, a zmiana
kompozycji tancuchéw O-swoistych na powierzchni komorki bakteryjnej odgrywa znaczaca
role w tym zjawisku [5]. Rowniez w ramach badan opisanych w niniejszej pracy doktorskiej,
w celu otrzymania wariantow szczepu, wyraznie rdznigcego si¢ rozkladem typow
dhugosciowych LPS (VL-OAg, L-OAg, LMW-0OAg) na powierzchni komoérki bakteryjnej,
dziewigciokrotnie pasazowano szczep S. diarizonae PCM 2511 w surowicy ludzkiej.
Wykazano, ze przezywalno$¢ szczepu S. diarizonae PCM 2511 wzrasta pod wptywem
przedtuzonej presji czynnikow bakteriobojczych surowicy (rycina 10, tabela 11). Analiza
sredniej dlugosci czasteczek lipopolisacharydow, poprzez pomiary proporcji sktadnika
polisacharydu O-swoistego: NeuAc do sktadnika rdzenia LPS: Kdo (rycina 11) oraz rozktadu
proporcji  poszczegblnych form LPS poprzez rozdziat SDS-PAGE czasteczek LPS
wyizolowanych z bakterii po pasazach (rycina 12), nie potwierdzily zatozonej hipotezy, ze
dhlugoterminowa presja selekcyjna surowicy moze wyodrgbni¢ szczepy roznigce si¢ istotnie
proporcjami typow dtugosciowych LPS na powierzchni komorki bakteryjnej. W celu bardziej
szczegbtowe] analizy roli réznych typow LPS w mechanizmach patogennosci bakterii
Salmonella skonstruowano mutanty delecyjne, roznigce si¢ dtugoscia czesci O-swoistej LPS.
Podjeto proby stworzenia mutantdw szczepow, r6znigcych si¢ rozkladem typow
dhugosciowych LPS, jednak dla zadnego z testowanych szczepdéw bakterii Salmonella 048,
pomimo licznych prob, nie udato si¢ otrzymac ani jednego mutanta. By¢ moze napotkane
problemy zwigzane sg z obecnoscig kwasu sjalowego w strukturze antygenu O-swoistego,
nadajacego powierzchni komérki silny ujemnego tadunku netto, co z kolei moze wptywac na
niska efektywnos¢ transformacji produktami PCR badanych szczepow.

Wigkszo§¢ opublikowanych badan dotyczacych udzialu LPS w zjawisku generowania
opornosci na surowice¢ ludzka u Salmonella dotyczyta szczepow S. Typhimurium i S. Minnesota
oraz roli r6znych chemotypéw LPS w tym zjawisku [112-114,116,117]. Z kolei badania
dotyczace wptywu dtugosci czgsci O-swoistej LPS na przezywalno$¢ szczepdéw w srodowisku
surowicy koncentrowaty si¢ glownie na szczepach S. Typhimurium [65,122-125].

Murray i wsp. wykazali, ze obecnos¢ ktoregokolwiek z genow wzz lub fepE jest wystarczajaca
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do zapewnienia bakteriom S. Typhimurium oporno$ci na dziatanie ukladu dopehniacza
i zjadliwosci w mysim modelu zakazenia. Mutanty z wylaczonym genem wzz lub fepE nie
wykazaty wzrostu wrazliwos$ci na dziatanie 10% surowicy $winki morskiej w poréwnaniu ze
szczepem dzikim, natomiast mutant delecyjny z wytaczonymi genami wzz i fepE byt wysoce
podatny na dziatanie surowicy [65]. W poOzniejszych badaniach wykazano, ze szczep dziki
S. Typhimurium C5 oraz szczep z wylaczonym genem fepE charakteryzowat si¢
przezywalnos$cia na poziomie powyzej 100%. Mutacja w genie Wzz obnizyta przezywalno$¢
szczepu w 10% surowicy $winki morskiej do poziomu 7% po 2 godzinach inkubacji w stosunku
do szczepu dzikiego. Z kolei mutant AfepE Awzz charakteryzowat si¢ przezywalno$cig na
poziomie 0,3% [125]. Nalezy podkresli¢, ze porownanie poszczegdlnych wynikow uzyskanych
podczas eksperymentow i brak okreslenia jednoznacznej roli genéw wzz i fepE
w mechanizmach przezywania w surowicy bakterii S. Typhimurium jest utrudnione z uwagi na
odmienne procedury eksperymentow m.in. réznice w startowym inokulum bakteryjnym oraz
réznice W czasie inkubacji z surowica [65,125]. Bravo i wsp. w swojej pracy rowniez poréwnali
przezywalnos$¢ szczepow dzikich oraz mutantow Awzz oraz AfepE szczepow S. Typhimurium
w 20% surowicy ludzkiej w zalezno$ci od fazy wzrostu. Szczep S. Typhimurium LT2 oraz jego
mutant z wytagczonym genem wzz charakteryzowat sie przezywalno$cig na poziomie okoto 70%
po 20 minutach inkubacji w 20% surowicy ludzkiej, niezaleznie od fazy wzrostu. Z kolei mutant
z wylaczonym genem fepE charakteryzowat si¢ przezywalnoscig w surowicy na poziomie 30%
w fazie stacjonarnej i brakiem przezywalnosci po 20 minutach inkubacji w 20% surowicy
ludzkiej w fazie logarytmicznej. Uzyskane przez Bravo i wsp. wyniki wskazuja na istotny
udziatl bardzo dhugich tancuchow O-swoistych w ochronie bakterii S. Typhimurium przed
litycznym dzialaniem uktadu dopetniacza. Otrzymane przez Bravo i wsp. dane sg sprzeczne
z wynikami Murray i wsp. [125], ktore wskazywaty, ze kluczowym genem chronigcym serowar
Typhimurium przed dziataniem uktadu dopeiniacza jest gen wzz, podczas gdy gen fepE
w niewielkim stopniu zapewniat bakterii ochrone przed litycznym dziataniem uktadu
dopeiacza.

W zwigzku z niejednoznacznymi danymi literaturowymi, W niniejszej pracy doktorskiej
podjeto probe okreslenia roli dhlugosci czesci O-swoistej lipopolisacharydu u bakterii
S. Enteritidis w mechanizmach unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza.
Realizowana praca doktorska stanowi cze$¢ projektu PRELUDIUM 13 pt. ,,Udziat sktadnikow
blony zewngtrznej szczepow Salmonella Enteritidis w generowaniu opornosci wobec
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej gospodarza” (2017/25/N/NZ6/02295) finansowanego
z Narodowego Centrum Nauki. Wybdr do badan serowaru Enteritidis podyktowany byt
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problemami przy konstrukcji mutantow delecyjnych z wykorzystaniem bakterii z grupy
serologicznej O48, lecz takze faktem, ze serowar Enteritidis nalezy do najcze¢sciej izolowanych
serowarow W praktyce klinicznej w Polsce, stad niezwykle wazne jest poznawanie
i charakterystyka mechanizmow wirulencji wlasnie tych bakterii [22,24,30]. W celu bardziej
whnikliwej analizy roli VL-OAg, L-OAg oraz LMW-OAg w mechanizmach patogennosci
bakterii S. Enteritidis skonstruowano mutanty delecyjne o skroconej dtugosci czesci O-swoistej
LPS.

Nalezy podkresli¢, ze pomiar dlugosci czasteczek lipopolisacharydu jest trudny ze wzgledu na
duza zmienno$¢ strukturalng czgsteczek, istnienie rownoczesnie kilku typow dtugosciowych
LPS w jednej komorce bakteryjnej, tendencje do tworzenia przez czasteczki LPS agregatow
o roznych rozmiarach oraz niejednorodno$¢ w uzyskiwanych eksperymentalnie preparatach
LPS. W celu lepszej charakterystyki utworzonych mutantéw S. Enteritidis PCM 2817 o
skroconej dtugosci czgsci O-swoistej LPS (AfepE, Awzz, AfepE Awzz, Awzy, rycina 23)
wykorzystano metode oceny sredniej dlugosci czgsteczek lipopolisacharydu, wystepujacych w
danym szczepie bakteryjnym, z wykorzystaniem techniki GLC-MS. Istotg stosowanej metody
jest analiza w badanym preparacie proporcji migdzy iloscig sktadnika cukrowego,
wystepujacego w powtarzajacych si¢ podjednostkach czgsci O-swoistej (sktadnik zalezny od
dhugosci), a jednym ze sktadnikow rdzenia LPS (sktadnik niezalezny od dlugosci). Powyzsze
podejscie stosowano wczesniej dla LPS E. coli O111, gdzie mierzono kolorymetrycznie
proporcje zawartosci kolitozy do Kdo oraz stosujac technike GLC-MS do pomiaru proporcji
NeuAc do Kdo w LPS bakterii z grupy Salmonella O48 [5,59,171]. W niniejszej pracy
oznaczano ilosciowo markery chemiczne czgsci O-swoistej: ramnoz¢ oraz tyweloze oraz
sktadniki rdzenia LPS: Kdo 1 heptozg. Ramnoza wystepuje powszechnie w §wiecie bakterii jako
sktadnik antygenu O [172-174], rz¢sek oraz fimbrii [175,176]. Z kolei tyweloza wystepuje
tylko u niektorych serowaréw Yersinia pseudotuberculosis [177], Y. entomophaga [178],
S. Enteritidis oraz S. Typhi [173]. Tyweloza jest rowniez sktadnikiem immunogennej
glikoproteiny TSL-1 Trichinella spiralis [179]. Mate rozpowszechnienie tywelozy jako
sktadnika strukturalnego w $wiecie bakterii czyni z niej niewatpliwie interesujacy marker
chemiczny do szybkiej detekcji bakterii S. Enteritidis. Wyniki pomiarow $redniej dtugosci
czesci O-swoistej LPS (rycina 29, 30) wykazaly, ze opracowana metoda moze shuzy¢ do
poréwnywania szczepow pod wzgledem dilugosci czagsteczek lipopolisacharydu. Roéznice
w wynikach uzyskanych z pomiaru proporcji markerow cukrowych w catej masie bakteryjnej
(rycina 29) oraz w izolowanych preparatach LPS (rycina 30) dla szczepu dzikiego oraz szczepu

AfepE moga wynikaé¢ z zastosowanej metody izolacji czasteczek LPS. Wykorzystane do
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pomiardw preparaty LPS wyizolowano klasyczng metoda wodno-fenolowa, ktora jest zalecana
do izolacji LPS ze szczepoéw gladkich [180]. W celu dodatkowej weryfikacji wynikow
nalezaloby wyizolowa¢ LPS z badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817 za pomoca metody
PCP, zalecanej dla szczepoéw szorstkich, wykorzystujacej eter naftowy, chloroform oraz fenol
[181].

Przedstawiona metoda opiera si¢ na jednoczesnej analizie w jednej probce pigCiu markerow
cukrowych: Rha, Tyv, Hep, Kdo, MuAc. Uwzglgdnienie w analizie kwasu muraminowaego
pozwala dodatkowo na poréwnanie proporcji ogolnej liczby czasteczek lipopolisacharydu
w komorce pomiedzy poszczegdlnymi szczepami, przy zatozeniu, ze ilo§¢ muraminy
w komorce jest stala. Analizowane markery znacznie ro6znig si¢ od siebie wlasciwosciami
chemicznymi: wrazliwoscia na degradacj¢ oraz podatno$cia na liz¢ tworzonych wigzan
w czasteczce LPS. Tyweloza i Kdo sg tatwo uwalnianie podczas reakcji metanolizy, jednak ich
metyloglikozydy sa wrazliwe na kwasng degradacje, z kolei wydajne uwalnianie MuAc
z peptydoglikanu wymaga dtuzszej metanolizy w wyzszym stezeniu HCIl, dodatkowo grupy
estrowe w pochodnych MuAc i Kdo sa wrazliwe na podwyzszone pH, co uniemozliwia
powtarzalne zobojetnianie mieszaniny po reakcji.

Opracowana metoda moze w przysztosci stanowic¢ podstawe do bardziej szczegbétowej analizy
proporcji réznych typow LPS (VL-OAg, L-OAg, LMW-OAg) na powierzchni komorki
bakteryjnej. Dotychczasowa wiedza w tym zakresie jest niejednoznaczna. Palva i Maikila
wykazali, ze rozktad LPS na powierzchni komorki bakteryjnej S. Typhimurium charakteryzuje
si¢ niewielka zawarto$cig czasteczek z 2-18 powtarzajacymi si¢ podjednostkami O-swoistymi
(LMW-OAg) oraz przewazajaca iloscig (77%) LPS z 19-34 powtarzajagcymi si¢
podjednostkami (L-OAg) [182]. Warto zauwazy¢, ze w czasie opublikowania tej pracy nie
znano jeszcze formy VL-OAg LPS oraz genu fepE odpowiedzialnego za jej tworzenie. Pomimo
obecnosci W elektroforegramach prazkow wskazujacych na bardzo-dtugie tancuchy O-swoiste,
autorzy nie wspominajg o mozliwos$ci wystepowania LPS z ponad 100 powtarzajagcymi sie
podjednostkami O-swoistymi.

W licznych badaniach wykazano, Ze proporcje poszczegdlnych form dtugo$ciowych czasteczek
LPS (tzw. rozktad modalny) na powierzchni komorki bakteryjnej maja istotny wplyw na
ochrong przed dziataniem ukladu dopeliacza [7,65,124-126]. Stad w badaniach
prowadzonych w niniejszej pracy okreslono wplyw dtugosci czesci O-swoistej LPS bakterii
S. Enteritidis PCM 2817 na interakcje z uktadem dopetniacza poprzez: analize przezywalnoSci
w surowicy ludzkiej uzyskanych mutantéw, okreslenie poziomu aktywacji uktadu dopetniacza

oraz analiz¢ wigzania sktadnikow dopelniacza do calych komoérek bakteryjnych i/lub
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izolowanych typow LPS. Analiz¢ poziomu przezywalno$ci badanych mutantéw S. Enteritidis
PCM 2817 przeprowadzono w trzech rodzajach surowicy: w normalnej surowicy ludzkiej,
w surowicy ludzkiej z aktywng droga alternatywna ukladu dopelniacza oraz w surowicy
z aktywna drogg klasyczng i lektynowg (tabela 12). Najwyzszym poziomem przezywalnosSci po
120 minutach inkubacji w NSL charakteryzowat si¢ szczep AfepE (47%). Dla porownania
szczep dziki charakteryzowal si¢ przezywalno$cig na poziomie 24% a pozostate mutanty
dhugoséciowe LPS nie wykazywaty wzrostu po 120 minutach inkubacji z NSL (rycina 32, tabela
14). Uzyskany wynik wskazuje na maty udziat VL-OAg w ochronie bakterii S. Enteritidis przez
litycznym dziataniem uktadu dopetniacza, wskazujac jednocze$nie na duze znaczenie L-OAg.
Bravo i wsp., badajac przezywalno$¢ mutantow dhugosciowych LPS S. Enteritidis PT4 i Di62
w 40% NSL réwniez wykazali, ze mutacja w genie Wzz wptywa na spadek przezywalnosci
badanych szczepoéw w surowicy niezaleznie od fazy wzrostu. Natomiast mutacja w genie fepE
tylko w niewielkim stopniu warunkuje oporno$¢ na dziatanie surowicy [7]. Autorzy wykazali
réwniez, ze szczep AfepE charakteryzowat si¢ podobnym poziomem opornosci na dziatanie
40% NSL w fazie stacjonarnej, natomiast byt wrazliwy na dziatanie surowicy w fazie wzrostu
logarytmicznego [126]. Natomiast w badaniach przedstawionych w pracy, szczep
z wylaczonym genem fepE charakteryzowal si¢ wyzszym poziomem przezywalnosci
w stosunku do szczepu dzikiego w fazie wzrostu logarytmicznego. Badano réwniez
przezywalnos¢ mutantow S. Enteritidis w surowicy z aktywna droga klasyczng i lektynowa
uktadu dopelniacza. Wszystkie badane szczepy namnazaly si¢ po 60 minutach inkubacji w
NSL/KL, wskazujac na gldwny udzial drogi alternatywnej w mechanizmach litycznego
dziatania uktadu dopetniacza wzgledem testowanych bakterii S. Enteritidis (rycina 33, tabela
15). Z kolei wyniki uzyskane dla testu z wykorzystaniem surowicy NSL/A sg bardzo podobne
dla wynikow uzyskanych w tescie z wykorzystaniem NSL, co dodatkowo potwierdza gléwny
udziat drogi alternatywnej w litycznym dziataniu uktadu dopelniacza wzglgdem testowanych
szczepOw (rycina 34, tabela 16) oraz znaczenie L-OAg w tym procesie. Dane literaturowe na
temat S. Typhimurium poczatkowo wskazywaty na wigkszy udziat genu fepE a zatem VL-OAg
w mechanizmach chronigcych bakteri¢ przed litycznym dziataniem uktadu dopetniacza [125],
jednak uzyskane w pozniejszych eksperymentach wyniki wskazuja, Zze to gen wzz ma
zasadnicze znaczenie dla opornosci bakterii na surowicg ludzka [7,124].

Analiza aktywacji uktadu dopetniacza przez cate komorki bakteryjne oraz przez izolowane
preparaty LPS wykazata, ze mutant AfepE charakteryzuje si¢ najwigcksza zdolno$cig do
aktywacji uktadu dopetniacza w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Wraz ze skracaniem dtugosci

czesci O-swoistej LPS nastepuje spadek aktywacji uktadu dopetniacza (rycina 36, 37) przez
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badane mutanty. Zestawiajac powyzsze wyniki z wynikami uzyskanymi podczas testu
bakteriobdjczego dziatania surowicy ludzkiej mozna wnioskowac¢, ze mutant AfepE deponuje
koncowe produkty kaskady uktadu dopetniacza na swojej powierzchni, jednak kompleks C5b-9
jest uwalniany z powierzchni komorki, nie doprowadzajac do lizy komoérki bakteryjnej. Do
podobnych wnioskow doszli Joiner i wsp., badajac mechanizm opornosci na dziatanie surowicy
ludzkiej u szczepoéw gladkich i szorstkich S. Minnesota. Autorzy wykazali, ze u szczepow
opornych na dziatanie surowicy sktadniki dopetniacza sg odktadane na czg$ci polisacharydowe;j
LPS, ktora tworzy fizyczng barier¢ oddzielajacg je od lipidowej czes$ci blony komorkowej
[113,114]. Do analizy powyzszych danych przydatna bytaby wiedza o proporcjach pomiedzy
poszczegolnymi typami LPS u poszczegdlnych mutantow S. Enteritidis PCM 2817. Jezeli
mutacja w genie AfepE wplywa w wigkszym stopniu na aktywacje¢ uktadu dopetniacza niz
mutacja w genie Awzz, mozna postulowac, ze kluczowe znaczenie W ochronie bakterii
S. Enteritidis przed litycznym dzialaniem uktadu dopetniacza ma odpowiednia gesto$¢ LPS
o dhugich tancuchach O-swoistych na powierzchni btony zewnetrznej. Najprawdopodobniej
wicksza gestos¢ L-OAg LPS mutanta AfepE stanowi ochron¢ przed wbudowywaniem
kompleksu MAC w btong komorki bakteryjnej, podczas gdy w przypadku mutanta Awzz,
gesto$¢ VL-OAQ LPS jest najprawdopodobniej niewystarczajaca do ochrony bakterii przed
wbudowywaniem C5b-9 w bton¢ zewngtrzng. Znaczenie L-OAg w mechanizmach ochronnych
bakterii S. Enteritidis przed litycznym dziataniem uktadu dopetniacza potwierdzono dodatkowo
w tescie wigzania sktadnika C3 oraz C9. Zaréwno analiza wigzania sktadnika C3 do
izolowanych typow LPS (rycina 39) jak i C9 do catych komoérek bakteryjnych (rycina 41)
wykazata, ze sposrod mutantow szczep AfepE wigze biatka dopelniacza najefektywniej
w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Rowniez analiza rozktadu sktadnika C3 w surowicy po
inkubacji z badanymi szczepami S. Enteritidis PCM 2817 wykazata, ze mutanty z dtuzszym
repertuarem tancuchow O-swoistych na powierzchni komorki bakteryjnej (WT, AfepE, Awzz)
efektywniej rozktadaja biatko C3 uktadu dopetiacza (rycina 40).

Ze wzgledu na ograniczony dost¢p modeli badawczych, wiele badan dotyczacych roli dtugosci
LPS w mechanizmach unikania przez bakterie odpowiedzi ze strony uktadu immunologicznego
gospodarza koncentrowata si¢ na dostgpnych chemotypach bakterii Salmonella [112-115],
w zwigzku z tym w testach czgsto poréwnywano ze sobg szczep bedacy mutantem czesci
rdzeniowej LPS (np. chemotyp Ra, Rb) ze szczepem okreslanym jako gladki, bez
charakterystyki typow dlugosciowych LPS wystepujacych na powierzchni komorki
bakteryjnej. Ramu i wsp. wykazali, ze proteaza PgtE zwicksza opornos¢ bakterii Salmonella na

surowice poprzez rozktad bialek dopetniacza C3b, C4b oraz C5 [183]. Ze wzgledu na fakt, iz
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biatko PgtE do pelnej aktywnosci wymaga szorstkiego typu LPS [184], Ramu i wsp. testowali
zdolno§¢ biatka PgtE do rozkladu sktadnikéw dopelniacza u szczepu gladkiego
S. Typhimurium 14028 oraz jego szorstkiego mutanta LPS (14028R). Autorzy wykazali, ze
u szczepu z szorstkim typem LPS nastepuje rozktad sktadnikéw C3b, C4b oraz C5, natomiast
szczep wytwarzajacy gladki LPS nie wykazywal aktywnosci proteolitycznej [183].
W niniejszej pracy doktorskiej analizowano wplyw dlugosci czesci O-swoistej badanych
mutantéow S. Enteritidis PCM 2817 na proteolityczng aktywnos$¢ biatka PgtE wzgledem C3b
uktadu dopelniacza. Wykazano, ze szczep o fenotypie SR oraz mutanty Awzz oraz AfepE Awzz
majg proteolityczng aktywno$¢ wzgledem biatka C3b (rycina 42). Mozna wiec stwierdzié, ze
réwniez szczep posiadajacy jedng podjednostke O-swoistg oraz szczep posiadajacy LMW-OAg
moze wykazywaé aktywno$¢ proteolityczng wzgledem skladnikow uktadu dopetniacza.
Najbardziej zaskakujacy jest wynik pokazujacy rozktad sktadnika C3b przez szczep Awzz,
ktorego LPS charakteryzuje si¢ obecnoscia LMW-OAg oraz VL-OAg. Prawdopodobne ilo$¢
VL-OAg na powierzchni komorki jest niewystarczajgca do maskowania aktywnos$ci biatka
PgtE. W przeciwienstwie do szczepu Awzz, szczep AfepE nie wykazywal aktywnoSci
proteolitycznej wzgledem biatka C3b. By¢ moze ilos¢ L-OAg, przy wylaczeniu VL-OAg jest
wystarczajgca, aby hamowac aktywnos¢ biatka PgtE. Uzyskane wyniki potwierdzajg jak istotne
jest charakteryzowanie typow LPS wystepujacych na powierzchni komoérki bakteryjnej ze
wzgledu na procesy biologiczne 1 mechanizmy, w ktére moga by¢ posrednio lub bezposrednio
zaangazowane.

Przetwarzanie i prezentacja antygenow maja kluczowe znaczenie dla rozwoju humoralnej
i komorkowej odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Prezentacja antygenu obejmuje
wychwyt antygenu przez komorki prezentujace antygen - APC (ang. antigen presenting cells),
do ktorych mozna zaliczy¢ m.in. makrofagi oraz komorki dendrytyczne. Komoérki APC
degradujg czasteczki antygenu biatkowego do peptydow, ktore moga nastepnie taczyé sig
z czasteczkami gldwnego uktadu zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex
— MHC) klasy | lub Il. Rozpoznanie kompleksu peptyd-MHC, przy udziale czgsteczek
kostymulujacych prowadzi do aktywacji limfocytow T CD4+ lub CD8+ i do dalszych etapow
odpowiedzi immunologicznej [185]. Wykazano, Zze na mechanizm procesowania i prezentacji
antygenow bakteryjnych komérkom wplywa m.in. Zywotno$¢ bakterii, dostepnos$¢ epitopow
oraz rodzaj LPS prezentowany na powierzchni komorki bakteryjnej [186]. W niniejszej pracy
doktorskiej oceniono wptyw dlugosci czesci O-swoistej LPS na pochtanianie badanych
mutantow S. Enteritidis PCM 2817 przez komorki ssacze. Ze wzglgdu na wlasciwosci

i charakterystyke do testu wybrano trzy rézne linie komorkowe (makrofagi RAW 264.7,
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komorki dendrytyczne JAWS 11 oraz komorki ludzkiego gruczolaka okreznicy Caco-2).
Makrofagi charakteryzuja si¢ bardzo dobrymi wlasciwosciami fagocytujacymi i stanowig
pierwsza lini¢ obrony organizmu. Komorki dendrytyczne zaliczane sg do najefektywniejszych
komorek APC. Z kolei komorki Caco-2 wykazujg podobienstwo do ludzkich enterocytow, majg
zdolnos¢ do tworzenia systemu mikrokosmkow na powierzchni komorki oraz produkujg
specyficzne enzymy, dzigki czemu imitujg warunki in vivo przewodu pokarmowego [187].
Uzyskane wyniki nie wykazaty zaleznosci pomiedzy dtugoscia czgsci O-swoistej LPS bakterii
S. Enteritidis PCM 2817 a stopniem pochtaniania przez komorki JAWS Il i Caco-2
(rycina 43, 44). Natomiast w przypadku pochtaniania przez komorki RAW 264.7 wykazano, ze
wzrost liczby pochtanianych bakterii nastepuje wraz ze skracaniem dtugos$ci czgéci O-swoistej
ich LPS (rycina 45). Zaprezentowane wyniki pokrywajg si¢ z wynikami Murray i wsp., ktorzy
wykazali ze u S. Typhiumurium bardzo dtugie tancuchy O-swoiste hamuja pochtanianie przez
makrofagi [124]. Wzrost ilo$ci pochtanianych bakterii dla szczepéw ze skrocong dtugoscia
cze¢sci O-swoistej] LPS moze by¢ zwigzany z eksponowaniem na powierzchni komorki
bakteryjnej innych ligandow dla komorek fagocytarnych, jak w przypadku szorstkiego szczepu
E. coli K12 [188].

Doswiadczenia in vivo z zastosowaniem zwierzat laboratoryjnych wydaja si¢ by¢ niezbednym
elementem przy okreslaniu stopnia patogennosci szczepdw bakteryjnych w celu zrozumienia
interakcji zachodzacych pomiedzy gospodarzem a patogenem. Infekcja organizmu myszy
bakteriami S. Typhimurium stanowi od lat model badawczy dla duru brzusznego i zapalenia
jelita grubego [189,190]. Pomimo iz zastosowanie zwierzat laboratoryjnych pomaga
W zrozumieniu patogenezy zakazen bakteriami Salmonella, badania z wykorzystaniem ssakow
sa czesto czasochlonne 1 wymagaja kosztownej konfiguracji eksperymentalnej oraz
laboratorium odpowiedniej klasy. Ponadto zastosowanie tego typu modeli badawczych wigze
si¢ z istotnymi problemami natury etycznej. Wprowadzenie do badan nad patogennoscia
szczepodw bakteryjnych modeli wykorzystujacych bezkregowce pozwala na zmniejszenie
kosztow badan oraz minimalizacje problemow etycznych. W ramach badan opisanych
w niniejszej pracy doktorskiej do okreslania patogennosci in vivo badanych szczepow
i mutantéw Salmonella ze zroznicowang dlugoscia czgsci O-swoistej LPS wykorzystano larwy
Galleria mellonella. W' licznych badaniach potwierdzono, ze larwy barciaka wigkszego
stanowig dogodny model badawczy do okreslania stopnia patogennos$ci szczepow bakteryjnych
[191-196]. Wybor tego modelu jest podyktowany pewnym podobienstwem odpowiedzi
immunologicznej larw do mechanizméw odpornosciowych ssakéw. Wsrdd mechanizmow

obronnych larw mozna wymieni¢ m.in. produkcje¢ biatek przeciwdrobnoustrojowych oraz
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komorek o wlasciwosciach zernych [197,198]. Model larw Galleria mellonella jest
powszechnie stosowany przy badaniu patogennosci bakterii z rodzaju Salmonella [199-201].
Bender i wsp. wykazali, ze larwy Galleria mellonella moga stanowi¢ alternatywny model
zakazenia dla bakterii S. Typhimurium. Autorzy wykorzystujac powyzszy model badawczy
wykazali, ze struktura LPS wptywa na wirulencje¢ szczepu S. Typhimurium NCTC 12023.
Przezywalno$¢ larw po iniekcji mutantem z wytaczong syntezg VL-OAg i L-OAg byta wyzsza
w porownaniu do przezywalno$ci larw po iniekcji szczepem dzikim [200]. Ponadto autorzy
wykazali, ze usunigcie catego antygenu O-SWoistego jest zwigzana z utratg zjadliwosci
w modelu infekcyjnym Galleria mellonella.

W niniejszej pracy opisano wplyw dlugosci czeSci O-swoistej LPS na patogenno$é
S. Enteritidis w modelu barciaka wigkszego. Uzyskane wyniki wykazaly, ze najwyzszg
zjadliwoscia charakteryzowat sie szczep dziki S. Enteritidis PCM 2817 oraz mutant AfepE,
powodujac $miertelnos¢ odpowiednio 87% i 93% populacji larw (tabela 23, rycina 46).
Zahamowanie produkcji dtugich tancuchéw O-swoistych (mutant Awzz) oraz dtugich i bardzo
dhugich tancuchéw O-swoistych (mutant AfepE Awzz) obnizyto $miertelnos¢ larw do 73%.
Najnizszym poziomem wirulencji charakteryzowat si¢ szczep Awzy, powodujac tylko 27%
$miertelnosci. Uzyskane wyniki potwierdzajg obserwacje Bender i wsp. [200], Ze struktura LPS
moze wplywaé na patogenno$é¢ szczepow w modelu infekcyjnym larw Galleria mellonella.
Ciekawg obserwacja wydaje si¢ by¢ fakt, ze wytaczenie syntezy VL-OAg wptywa na wzrost
wirulencji bakterii (wzrost $§miertelnosci larw w testowanym uktadzie badawczym), by¢ moze
bakteria produkuje inne struktury na powierzchni btony zewnetrznej, ktore rekompensuja jej
brak VL-OAg.

Powyzsze obserwacje tj. wzrost $miertelnosci larw G. mellonella po infekcji szczepem
z wyltaczong syntezg VL-OAQ LPS (AfepE) oraz wzrost aktywnosci proteolitycznej biatka PgtE
przy skracaniu czg$ci O-swoistej LPS, wskazuja na udziat dodatkowych czynnikow
w mechanizmach unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza przez testowane bakterie
Salmonella. W niniejszej pracy doktorskiej sprawdzono, czy skracanie czgsci O-swoistej LPS
moze wplywa¢ na zmiang bialek na powierzchni komorki bakteryjnej, ktéore mogtyby
rekompensowac bakterii skrocenie czesci polisacharydowej LPS. W tym celu wyizolowane
OMP z badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817 poddano ilosciowej analizie za pomocg
znacznikow izobarycznych z zastosowaniem techniki spektrometrii mas. Przeprowadzona
analiza nie wykazata r6znic w liczbie zidentyfikowanych biatek pomigdzy szczepem dzikim
a poszczegdlnymi mutantami czesci O-swoistej LPS. Zaobserwowano natomiast zalezno$¢

pomiedzy skracaniem czgsci O-swoistej LPS a zwickszeniem liczby biatek o wyzszym
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poziomie abundancji w stosunku do szczepu dzikiego, sugerujace koniecznos¢ kompensacji
stabszej ochrony powierzchni btony zewngtrznej poprzez *lancuchy polisacharydowe.
U szczepu z wylaczong zdolnoscig do syntezy VL-OAg LPS (AfepE) zidentyfikowano 4 biatka,
u szczepu z wylgczong zdolno$cig do syntezy L-OAg LPS (Awzz) zidentyfikowano 11 biatek,
natomiast u szczepu wytwarzajacego tylko LMW-OAg LPS (AfepE Awzz) zidentyfikowano 15
biatek o wigkszym poziomie abundancji w poréwnaniu do szczepu dzikiego (tabela 25-27).
Z kolei u szczepu charakteryzujacego si¢ jedng podjednostka O-swoistg zidentyfikowano 26
biatek, ktore wystepowaly w wiekszej ilosci w stosunku do szczepu dzikiego (tabela 28).
Pomimo uzytej do izolacji biatek metody izolujacej preferencyjnie biatka blony zewnetrznej,
wsérod zidentyfikowanych biatek cze$¢ stanowig biatka cytoplazmatyczne. Wsrdd biatek
charakteryzujacych si¢ wyzszym poziomem abundancji w stosunku do szczepu dzikiego mozna
wyrozni¢ m.in. biatka zwigzane z biosynteza rzgsek (FIiC, FliZ, FliG), biatka zwigzane
z biosyntezg fimbrii (FocC), biatka kodujace dwusktadnikowe systemy regulacyjne (PhoP,
ArnA), biatka zwigzane z odpowiedzig na stres oksydacyjny (ElaB) oraz biatka zwigzane
z T3SS (HrpA). U wszystkich mutantow S. Enteritidis PCM 2817 wsrdd bialek o wyzszym
poziomie abundancji w stosunku do szczepu dzikiego zidentyfikowano biatko budujace wtokno
rzeski bakteryjnej — flageling (F1iC). Dzigki rzeskom bakterie sg w stanie reagowac na bodzce
chemotaktyczne oraz unika¢ niekorzystnego S$rodowiska. Biatko FliC stanowi dobrze
scharakteryzowany aktywator odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Flagelina inicjuje
silng odpowiedz zapalng poprzez wigzanie receptora TLR 5 (ang. toll like receptor, TLR)
[202,203] oraz stymuluje organizm gospodarza do produkcji przeciwciat [204]. Wykazano
rowniez, ze flagelina, obok endotoksyny moze stanowi¢ silny mediator ogdlnoustrojowe;j
reakcji zapalnej [205-207]. Crhanova i wsp. wykazali zwigzek pomigdzy poziomem sekrecji
biatka FliC a strukturg LPS u bakterii S. Typhimurium. Autorzy wykazali, ze glgboki mutant
czesci rdzeniowej LPS (ArfaC) nie wydzielat biatka FliC i charakteryzowat si¢ zmniejszong
liczba rzgsek na powierzchni komorki bakteryjnej, czego konsekwencja byta zmniejszona
ruchliwos$¢ badanego szczepu w stosunku do szczepu dzikiego. Przeprowadzona technika
Western-blot analiza poziomu flageliny oraz analiza ekspresji genow dla flageliny technika
mikromacierzy nie wykazata jednak réznic w ilo$ci biatka FliC pomigdzy badanymi szczepami
[208]. Autorzy wykazali natomiast roznice w rozmieszczeniu flageliny u badanych szczepow
S. Typhimurium, wskazujgc na losowe rozmieszczenie biatka FliC u mutanta ArfaC wzdtuz
btony cytoplazmatycznej oraz na wyrazne skupienie biatka FIiC u szczepu dzikiego
W przestrzennie rozréznianych obszarach komorki. Uzyskane przez autorow wyniki wskazuja

wigc na wptyw rodzaju LPS na transport flageliny z komorki [208]. Nalezatoby poszerzyc¢ panel
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badan wlasnych w celu wyjasnienia wzrostu abundancji biatka FliC u badanych mutantow
S. Enteritidis PCM 2817. By¢ moze skrocenie czegsci O-swoistej LPS, obok mutacji w czesci
rdzeniowej, rOwniez wptywa na rozmieszczenie biatka F1iC w obrebie komorki bakteryjnej. W
tej pracy u trzech szczepow charakteryzujacych si¢ najkrotszym typem LPS w poréwnaniu do
szczepu dzikiego zidentyfikowano biatko nalezace do grupy metylowalnych biatek
chemotaktycznych (ang. methyl-accepting chemotaxis proteins, MCP). MCP stanowig rodzing
receptoréw bakteryjnych, ktéore wykrywaja odpowiednie chemoatraktanty w $rodowisku.
Aktywacja receptora nastepuje w wyniku wigzania liganda, nast¢pnie zwigzana z receptorem
kinaza fosforyluje regulator odpowiedzi i nast¢puje ruch rzeski [209,210].

Analiza proteomu badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817 o skroconej dlugosci czesci
O-swoistej LPS wykazata rowniez wzrost abundancji u 3 z 4 testowanych mutantow
(Awzz, AfepE Awzz oraz Awzy) biatka opiekunczego FocC. Geny foc sa zaangazowane
w synteze fimbrii u E. coli i wykazujg podobienstwo do genow fim, zaangazowanych w synteze
fimbrii u bakterii z rodzaju Salmonella [211,212]. Fimbrie majg istotne znaczenie w procesie
adhezji bakterii do komorek gospodarza oraz w procesach transferu materiatu genetycznego.
Podobnie jak w przypadku rzesek, réwniez w przypadku fimbrii wykazano zwigzek pomiedzy
dhugoscig LPS a synteza fimbrii. White i wsp. pokazali, ze antygen O utrudnia tworzenie
miedzykomorkowych fimbrii Tafi u S. Enteritidis 3b [213]. Autorzy w doswiadczeniach
wykorzystali szczep dziki, produkujacy gladki typ LPS oraz szczep z mutacjag w obrebie genu
galF, niezdolny do syntezy czesci O-swoistej LPS. Wyniki te wskazuja na konieczno$¢
zbadania w przysztosci, czy szczepy wytwarzajace LPS o roznej dtugosci czesci O-swoistej
LPS rowniez moga wplywa¢ na mechanizmy syntezy fimbrii na powierzchni komorek
Salmonella.

U wszystkich mutantéw za wyjatkiem AfepE Awzz nastapit wzrost abundancji dwufunkcyjnego
biatka opornosci na polimyksyny ArnA. Polimyksyny zaliczane sa do grupy antybiotykow
peptydowych 1 wérod przedstawicieli tej grupy mozna wymieni¢ m.in. polimyksyne B oraz
kolistyne. Mechanizm dziatania antybiotykoéw peptydowych opiera si¢ na wigzaniu do ujemnie
natadowanych grup fosforanowych w LPS i wypieraniu jonéw dwuwartosciowych Ca?* i Mg?*,
czego konsekwencja jest destabilizacja struktury i zmniejszona integralno$¢ blony zewngtrznej
[214]. Wigkszos¢ zidentyfikowanych mechanizméw opornosci na t¢ grupg antybiotykow
u bakterii Gram-ujemnych obejmuje zmiany w strukturze LPS, ktore polegaja na
kowalencyjnym przytaczaniu do lipidu A czasteczek w celu zmiany fadunku btony zewnetrznej
[215]. Wsrod modyfikacji LPS mozna wyrdzni¢ m.in. dodanie 4-aminoarabinozy (Ara4N) lub

fosfoetanoloaminy do rdzenia i region6éw lipidu A, acetylacj¢ antygenu O czy hydroksylacje
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kwasow thuszczowych. Biatko ArnA, wystepujace w wigkszej ilosci u badanych mutantow
S. Enteritidis PCM 2817 o skroconej dtugosci czesci O-swoistej LPS, jest kluczowym enzymem
zaangazowanym w proces przylaczania AradN do lipidu A u bakterii z rodzaju Salmonella
[49,216]. Holzer i wsp. wykazali, ze u szczepow S. Typhimurium z zahamowang zdolno$cig do
syntezy VL-OAg i/lub L-OAg nast¢gpowat wzrost wrazliwosci na polimyksyn¢ w stosunku do
szczepu dzikiego [123]. Antygen O stanowi wigc wazny czynnik chronigcy bakterie Salmonella
przed dziataniem antybiotykow peptydowych. Bialko ArmA wchodzi w skfad
dwusktadnikowego systemu regulacyjnego PmrA-PmrB, ktory razem z PhoP-PhoQ stanowia
glowne systemy zaangazowane w regulowanie procesu wirulencji u bakterii Salmonella.
Wykazano, ze geny wzz oraz fepE sa bezposrednio regulowane przez system PmrA-PmrB
[79,217]. W odpowiedzi na stresy srodowiskowe nastepuje aktywacja regulatora PmrA oraz
indukcja genu odpowiedzialnego za regulacj¢ dlugosci czesci O-swoistej LPS, w konsekwencji
bakteria jest w stanie modulowa¢ dtugos¢ LPS i dodatkowo chroni¢ si¢ przed mechanizmami
obronnymi gospodarza. Identyfikacja biatka nalezacego do dwusktadnikowego systemu
regulacyjnego PmrA-PmrB u badanych mutantow S. Enteritidis PCM 2817 o skroconej
dhugosci czesci O swoistej LPS moze stanowié przestanke, ze w wyniku wylaczenia ktoregos
z genow kodujacego syntezg jednego typu LPS (wzz i/lub fepE), bakteria indukuje zwigkszona
ekspresje drugiego genu kodujacego inny typ LPS. Taki mechanizm tlumaczytby zmiany
W intensywnos$ci barwienia poszczegOlnych typow LPS na elektroforegramach przy
poréwnywaniu mutantow dtugosciowych LPS i szczepdéw dzikich. Mutacja w obrgbie genu
AfepE wptywa na wzrost intensywnosci (zwigkszenie liczby czasteczek) w obszarze L-OAg,
natomiast mutacja AfepE Awzz wpltywa na wzrost intensywno$ci w obszarze LMW-OAg
(rycina 23). U 3 z 4 badanych mutantéw (Awzz, AfepE Awzz oraz Awzy) nastapit wzrost
abundancji biatka YidC, ktorego gtoéwng funkcjg jest insercja bialek do blony
cytoplazmatycznej [218]. Price i wsp. wykazali, ze delecja genu yidC u E. coli wptywa na
spadek ekspresji gendw odpowiedzialnych za transport LPS z cytoplazmy do przestrzeni
peryplazmatycznej [219].

Podsumowujac, uzyskane wyniki z analizy proteomicznej mutantow o skroconej dtugosci
czesci O-swoistej LPS wskazuja, ze zmiana w sktadzie lipopolisacharydow btony S. Enteritidis
moduluje synteze Szeregu biatek, bedacych zaré6wno aktywnymi skladnikami oston
zewnetrznych jak 1 biatek cytoplazmatycznych.

W niniejszej pracy doktorskiej opisano rowniez wptyw surowicy ludzkiej na ksztaltowanie
proteomu btony zewnetrznej bakterii. Z wezesniejszych wynikow Pawlak i wsp. [7] wynika, ze

wystawienie szczepow Salmonella O48 na przedtuzona ekspozycje na surowice ludzka wptywa
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na srednig dtugo$¢ powstajacego antygenu O. Z kolei Bugla i wsp. wykazali, ze dtugos¢ czesci
O-swoistej LPS nie jest wystarczajagcym czynnikiem, chronigcym bakterie Salmonella O48
przed litycznym dziataniem uktadu dopelniacza [171]. Przetrwanie szczepow Salmonella
w niekorzystnych warunkach §rodowiska zwigzane jest z mozliwos$ciami adaptacyjnymi tych
bakterii. Obok lipopolisacharydu réwniez biatka blony zewnetrznej moga odgrywac wazng role
w ochronie bakterii przed bakteriobdjcza aktywnoscig surowicy. Opierajac si¢ na
wczesniejszych obserwacjach, w ramach badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy
doktorskiej sprawdzono, czy oprocz zmian w obrebie dlugosci LPS mozna réwniez
zaobserwowaé¢ zmiany w kompozycji biatek blony zewnetrznej po poddaniu bakterii
dhugotrwatej ekspozycji na surowicg. Dotychczas odkryto kilka biatek btony zewnetrznej
warunkujgcych opornos¢ na dziatanie surowicy u szczepow Salmonella: TraT, Rck, PagC, PgtE
[6,183,220-222]. Dudek i wsp., poréwnujac proteomy blony zewngtrznej szczepow
S. Enteritidis wrazliwych i opornych na dziatanie 75% NSL wykazali, ze biatko PgtE byto
obecne w wigkszej ilosci u szczepéw opornych, podczas gdy biatko OmpA wystgpowato w
wigkszej ilosci u szczepow wrazliwych na dziatanie surowicy ludzkiej [6]. Analizujgc proteom
S. diarizonae PCM 2511 po 9 pasazach w surowicy ludzkiej, sprawdzono czy wsrod
zidentyfikowanych biatek wystepuja biatka juz opisane w literaturze jako biatka zaangazowane
w mechanizmy opornosci bakterii Salmonella na surowice. Wsrod zidentyfikowanych biatek
zmierzone wartosci abundancji dla PgtE oraz PagC, nie wykazywatly istotnej réznicy pomiedzy
szczepem przed oraz po 9 pasazach w 50% NSL. W analizowanym proteomie nie
zidentyfikowano biatek Rck oraz TraT. Ondari i wsp. badajac poziom ekspresji gendéw
S. Typhimurium ST313 po trzech godzinach inkubacji z surowica rowniez nie wykazali r6znic
w poziomie ekspresji genéw kodujacych biatka Rck, TraT i PgtE. Po kontakcie bakterii
z surowicg autorzy odnotowali roznice gltownie w ekspresji gendw zaangazowanych
w wychwyt skladnikow odzywczych, pobieranie i asymilacj¢ Zelaza oraz dla genow
zaangazowanych w syntezg¢ polisacharydéw zewnatrzkomoérkowych [223]. Przeprowadzona
analiza proteomiczna dla S. diarizonae PCM 2511 po 9 dniach pasazowania w surowicy
wykazala wzrost abundancji 197 biatek oraz spadek abundancji 20 biatek w poréwnaniu do
szczepu przed pasazowaniem. Wrod 30 biatek o najwiekszym wzroscie abundancji w stosunku
do szczepu dzikiego zidentyfikowano m.in. biatka zwigzane z odpowiedzia na stres
srodowiskowy (Dps, YciF, IraP) (tabela 30). Kluczowa role w ochronie bakterii przed stresem
srodowiskowym petnig alternatywne czynniki sigma, ktorych zadanie polega na regulacji
ekspresji regulondow, ktérych produkty genowe maja za zadanie przystosowaé komorke

bakteryjng do niekorzystnych warunkéw srodowiska. Wykazano, ze biatko IraP zwigksza
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stabilno$¢ czynnika sigma RpoS, podczas niedoboru fosforanu i magnezu [224]. Biatko Dbs
zwigksza przezywalnos¢ bakterii w warunkach niedoboru sktadnikow odzywczych, szoku
cieplnym, stresie oksydacyjnym oraz nadmiernej ekspozycji na zelazo [225]. Z Kkolei
zwigkszong ekspresje dla genow yCiF obserwuje si¢ u S. Typhimurium przy ekspozycji bakterii
na srodowisko zotci [226]. Ponadto wyniki badan Ray i wsp. wskazujg na udziat biatka YciF
w regulacji poryn btony zewngtrznej i przepuszczalnosci komorki [226].

Wsrdd bialek o wyzszym poziomie abundancji po 9 pasazach w 50% NLS mozna réwniez
wyr6zni¢ biatka zwigzane z syntezg kwasow tluszczowych (FabB, FabG) (Tabela 30). Bakterie
sa w stanie regulowac sktad blony komorkowej w odpowiedzi na stres srodowiskowy w celu
optymalizacji ptynnosci blony oraz zwigzanych z nig funkcji [227]. Wykazano, ze na zmiang
sktadu kwasow tluszczowych w btonie moze wptywac m.in. temperatura, pH oraz osmolarnosé¢
[228-230]. Hines i wsp. wykazali, ze bakteriec moga wbudowywaé kwasy tluszczowe
pochodzace z surowicy do wiasnych lipidow [231]. Pomimo zastosowanej w eksperymentach
metody izolacji opisywanej w literaturze jako metoda izolujaca preferencyjnie biatka blony
zewnetrznej, w uzyskanych wynikach odnotowano duzg liczbe biatek cytoplazmatycznych.
Zawe¢zenie parametrow wyszukiwania pozwolito na wytypowanie bialek, ktorych lokalizacja
komorkowa jest zwigzana z blong (tabela 31). Wérdd bialek o wyzszej abundancji po 9
pasazach w surowicy zidentyfikowano m.in. poryn¢ btony zewnetrznej — OmpD, z kolei wsrod
biatek o nizszym poziomie abundancji w stosunku do szczepu przed pasazami zidentyfikowano
biatka OmpC oraz OmpW. Biatko OmpD jest poryna wystepujaca w najwigkszej ilosci w btonie
zewnetrznej [232]. Ipinza i wsp. wykazali, ze szczep AompD charakteryzowat si¢ zwigkszong
zdolnoscig do inwazji makrofagdbw oraz wigksza przezywalnoscia w modelu mysim
w poréwnaniu do szczepu z funkcjonalnym biatkiem [233]. Z kolei Ondari i wsp. wykazali
wzrost ekspresji genu ompD u szczepoéw S. Typhimurium opornych na surowice ST313
w porownaniu do szczepdéw wrazliwych [223]. W niniejszej pracy wykazano, ze mutacja
w obrebie genu ompD ma wpltyw na przezywalno$¢ szczepow S. Typhimurium w surowicy
(rycina 51). Szczep S. Typhimurium PCM 2255 AompD charakteryzowat si¢ spadkiem
przezywalnosci do 38% po 30 minutach inkubacji z 50%NSL, podczas gdy przezywalnos¢
szczepu dzikiego wynosita 65% (tabela 32).

Dotychczas wykazano udziat kilku OMP w mechanizmach chronigcych bakterie przed
litycznym dziataniem surowicy. Ekspresja biatka OmpA zostala powigzana z opornoscig na
surowice u E. coli K12 [234]. Biatko OmpA hamuje kaskad¢ uktadu dopetniacza poprzez
wigzanie biatka C4bp [235]. Z kolei biatko OmpC jest silnym antygenem rozpoznawanym
przez przeciwciata klasy IgG, co sprzyja odkladaniu skladnika Clq i1 aktywacji uktadu
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dopelniacza na drodze klasycznej. Liu 1 wsp. wykazali, ze utrata biatka OmpC wptywa na
wzrost przezywalno$ci szczepodw w surowicy, dzigki zmniejszonej aktywacji drogi klasyczne;j
uktadu dopelniacza [236]. Zmniejszenie ekspresji niektorych genow kodujacych biatka btony
zewnetrznej moze mie¢ wiec Korzystny wplyw na przezywalnos$¢ bakterii w stresujgcym
srodowisku. Miajlovic i wsp. wykazali spadek ekspresji genow dla kilku poryn blony
zewngtrznej: ompC, ompF, ompN, and nmpC (ompD) u E. coli po inkubacji z surowicg [237].
Z kolei Li i wsp. wykazali, ze delecja genu ompW wplywa na spadek przezywalnos$ci szczepow
E. coli K12 w surowicy [238]. W niniejszej pracy analizujac proteom S. diarizoane PCM 2511
po 9 pasazach w 50% NSL wsrod biatek o obnizonej wartosci abundancji w stosunku do
szczepu przed pasazowaniem zidentyfikowano m.in. biatko OmpC oraz OmpW (tabela 31). Nie
zaobserwowano natomiast spadku ambundancji biatka OmpD. Ondari i wsp. badajac
transkryptom szczepoéw S. Typhiumrium ST313 po kontakcie z surowica nie wykazali roéznic
w poziomie ekspresji genow odpowiedzialnych za biosyntez¢ LPS. Autorzy wykazali natomiast
réznice w poziomie ekspresji genu fepE u szczepdw opornych na surowice ludzka
w poroéwnaniu do szczepow wrazliwych [223]. W obecnej pracy nie wykazano istotnych réznic
w poziomie abundancji biatka Wzz oraz FepE dla szczepu po 9 pasazach w 50% NSL
W pordéwnaniu do szczepu dzikiego. Wynik ten koreluje z pomiarem $redniej dtugosci LPS
(rycina 11) dla badanego szczepu S. diarizoane PCM 2511, gdzie nie wykazano istotnych
roéznic w zawarto$ci NeuAc/Kdo pomigdzy 1. i 9. pasazem. Przeprowadzone analiza proteomu
bakterii Salmonella O48 poddanych dlugoterminowej presji surowicy wskazuje na zdolnosci
adaptacyjne bakterii do niesprzyjajacego Srodowiska. Zastosowane w niniejszej pracy
podejécie, obejmujace analiz¢ proteomu btony zewngtrznej szczepdéw poddanych presji
surowicy ludzkiej, daje podstawe do dalszej analizy biatek niezbednych bakterii Salmonella do
przezycia w surowicy. Nalezy jednak podkresli¢, ze uzyskane dane proteomiczne wymagaja
dodatkowej weryfikacji; podobnie jak w przypadku wigkszosci wysokowydajnych systemow
oznaczen, réwniez w przypadku analizy ilosciowej peptydow, opartej na znacznikach
izobarycznych, pewne zjawiska jak np. ko-izolacja i ko-fragmentacja wyznakowanych
peptydow, moga bezposrednio wptywaé na oznaczenia ilo§ciowe.

Wyniki ujete w niniejszej rozprawie doktorskiej przyniosty nowe obserwacje na temat udziatu
struktur powierzchniowych w mechanizmach unikania odpowiedzi immunologicznej przez
bakterie z rodzaju Salmonella. Szczegotowo scharakteryzowano wpltyw dlugosci czesci
O-swoistej LPS na interakcje z ukladem dopelniacza oraz na pochfanianie bakterii przez
komorki ssacze. Okreslono réwniez wpltyw dlugosci czesci O-swoistej LPS na modelowsa

patogennos¢ in vivo z wykorzystaniem larw Galleria mellonella. Dodatkowo,
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w zaprezentowanej pracy po raz pierwszy scharakteryzowano wptyw dlugosci czesci
O-swoistej LPS na ksztattowanie proteomu btony zewnetrznej bakterii Salmonella. Uzyskane
wyniki dostarczajac cennych informacji zrodzily takze wiele kolejnych pytan, na ktore

odpowiedzi dostarczy¢ muszg przyszte badania.
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10.WNIOSKI

1.

Pasazowanie w 50% NSL prowadzi do wzrostu przezywalno$ci bakterii S. diarizonae
PCM 2511 w surowicy, ale nie pozwala na otrzymanie wariantu szczepu wyraznie
roéznigcego si¢ rozktadem typow dtugosciowych LPS (VL-OAg, L-OAg, LMW-OAQ)
na powierzchni komorki bakteryjne;.

Opracowana metoda pomiaru S$redniej dlugosci czeSci  O-swoistej LPS
z wykorzystaniem GLC-MS pozwala na porownywanie mutantow S. Enteritidis
PCM 2817 réznigcych sie rozkltadem typéw dlugosciowych LPS. Dodatkowo,
zaprezentowana metoda moze stanowi¢ w przysztosci podstawe do bardziej wnikliwej
analizy  proporcji  pomigdzy  réznymi  typami  dlugo$ciowymi LPS
(VL-OAg, L-OAg, LMW-0AgQ) wystepujacymi na powierzchni komorki bakteryjne;.
Badane mutanty S. Enteritidis PCM 2817 o0 skroconej czgsci O-swoistej LPS
charakteryzuja si¢ zréznicowanym poziom wrazliwosci na bakteriobdjcze dziatanie
surowicy. Potwierdzono glowny udzial drogi alternatywnej w litycznym dziataniu
uktadu dopetniacza wzgledem testowanych mutantow.

L-OAg ma kluczowe znaczenie w ochronie bakterii S. Enteritidis PCM 2817 przed
litycznym dziataniem uktadu dopetniacza.

Mutanty S. Enteritidis PCM 2817 Awzz, AfepE Awzz oraz Awzy wykazuja proteolityczng
aktywno$¢ wzgledem biatka C3b uktadu dopetniacza.

Skracanie czgéci O-swoistej LPS zwigksza stopien pochtaniania bakterii S Enteritidis
PCM 2817 przez lini¢ komdérkowa mysich makrofagéw RAW 264.7.

Mutanty S. Enteritidis PCM 2817 o skroconej czesci O-swoistej LPS charakteryzuja sig
zroznicowang patogennoscig badang in vivo na modelu larw Galleria mellonella,
a uzyskane wyniki koreluja z ich opornoscig na 50% NSL.

Skracanie czg¢éci O-swoistej LPS moduluje sktad biatkowy badanych mutantow
S. Enteritidids PCM 2817.

Pasazowanie w 50% NSL wptywa na zmiany w proteomie bakterii S. diarizonae
PCM 2511, co moze wskazywac¢ na zdolno$ci adaptacyjne bakterii do niesprzyjajacego

srodowiska.
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