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Wstep

Odkrycie paleczek z rodzaju Yersinia miato miejsce podczas epidemii dzumy
w Hongkongu w 1894 roku. Mikroorganizmy te nalezg do rzedu Enterobacterales ord. nov.,
rodziny Yersiniaceae [Adeolu 1 wsp., 2016], obejmujacej 20 gatunkéw, w tym trzy patogenne
dla cztowieka i zwierzat. Yersinia enterocolitica 1 Yersinia pseudotuberculosis to fakultatywne
wewnatrzkomorkowe patogeny, wywotujagce schorzenia jelitowe zwane jersiniozami,

a Yersinia pestis to czynnik etologiczny dzumy [Bercoveri, Mollaret, 1984].

Do zakazenia bakteriami Yersinia dochodzi poprzez spozycie zanieczyszczonej wody
lub pozywienia, a takze w wyniku kontaktu z odchodami zwierzat. Czestym zrodtem infekcji
ludzi sg szczepy obecne w mleku pasteryzowanym, serze oraz na li§ciach warzyw[Janowska
i wsp., 2012]. Naturalnym rezerwuarem szczepdw Y. enterocolitica jest bydlo hodowlane
(zwlaszcza §winie), male gryzonie oraz ptaki [Morka i wsp., 2018]. Inng postacig choroby jest
jersinioza tzw. jatrogenna, ktora moze wystgpic¢ jako powiktanie po przetoczeniu biorcy krwi
lub jej sktadnikow zakazonej pateczkami Yersinia. W skrajnych przypadkach infekcja moze
doprowadzi¢ do sepsy poprzetoczeniowej, z $Smiertelnoscig siegajaca nawet 50% [Janowska

1 wsp., 2012].

Obecnie w skali globalnej nastepuje stopniowy wzrost wystepowania jesiniozy. Infekcje
Yersinia enterocolitica diagnozowane s3 najcz¢s$ciej] w krajach wysoko rozwinigtych. Dane
epidemiologiczne wskazuja, iz w latach 2003-2006 zachorowania na jersinioz¢ w Polsce

utrzymywaly si¢ na stosunkowo niskim poziomie. Pomimo, ze choroba o lzejszym przebiegu
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jest rzadko diagnozowana badz ewidencjonowana, to od 2007 roku obserwuje si¢ znaczacy
wzrost liczby jej przypadkdw w porownaniu z latami poprzednimi. Zakazenia Yersinia
enterocolitica staj si¢ coraz wickszym problemem diagnostycznym zar6wno w Polsce jak i na
$wiecie, ze wzgledu na duze podobienstwo objawow do chorob zapalnych jelit, a w

szczegOlnosci do choroby Lesniowskiego-Crohna [Janowska 1 wsp., 2012].

W wigkszosci przypadkow klinicznych yersinioza przebiega tagodnie lub moze
dochodzi¢ do jej samoograniczenia [Revell 1 Miller, 2001]. NajczeSciej choruja dzieci okolo
5 roku zycia [Bobel i Sadkowska-Todys, 2006]. Zakazenia Yersinia enterocolitica wystepuja
najczgsciej pod postacig zapalenia jelit, ktore przebiega z wysoka goraczka, wymiotami
1 biegunkg sekrecyjna lub ropno-krwistg. Patogeny te posiadaja unikalng zdolnos$¢ przezycia
w kwasnym s$rodowisku zotadka, moga namnaza¢ si¢ w kepkach Peyer'a jelita cienkiego.
Bakterie moga przemieszcza¢ si¢ do weztow chtonnych, a nastepnie migrowa¢ do uktadu
krwiono$nego wywotujac posocznice [Jagielski i wsp., 2000]. Do rozwoju uogolnionego
zakazenia Yersinia predysponuja stany kliniczne zwigzane z wysokim poziomem zelaza w
organizmie tj. marsko$¢ watroby i cukrzyca. Czasami, u pacjentow moga rozwingc si¢
poinfekcyjne powiktania tj.: rumien guzowaty, zapalenie btony naczyniowej oka, zapalenie
ktgbuszkéw nerkowych czy zapalenie migsnia sercowego [Pascik 1 wsp., 2006]. Czestym
powiklaniem jersiniozy jest reaktywne zapalnie stawow (zespol Reitera; ang. Reactive

arthritis) [Leirisalo-Repo, Suoranta, 1988].

Bakterie Yersinia dysponuja bogatym arsenalem czynnikoéw wirulencji. Wszystkie
patogenne gatunki Yersinia posiadaja plazmid wirulencji (ang. plasmid of Yersinia virulence,
pYV) o wielkosci 70 kpz., ktory zawiera geny kodujace czynniki zjadliwosci, tj. adhezyne
YadA (ang. Yersinia adhesion A) i system sekrecji typu III Ysc (Ysc-T3SS). YadA bierze
udziat w adhezji bakterii do komodrek nablonka, fagocytéw 1 macierzy zewnatrzkomorkowe;j
(kolagenu 1 fibronektyny), hemaglutynacji erytrocytow i opornos¢ na bakteriobdjcze dziatanie
surowicy [Biedzka-Sarek 1 wsp., 2005]. Aparat sekrecyjny Ysc-T3SS odpowiada za
translokacje¢ biatek efektorowych Yop (ang. Yersinia outer proteins) do komorek gospodarza
(YopH, YopM, YopO, YopT, YopP i YopE), gdzie hamuja fagocytoze i odpowiedz zapalna
[Brzostek, 2004]. Bakterie Y. enterocolitica nalezace do biogrupy 1B zawieraja wyspe wysokiej
patogennosci HPI (ang. High Pathogenicity Island) kodujacg m.in. yersiniobaktyne (ang.
Yersiniabactin, Ybt) - siderofor, wigzacy jony zelaza [Schubert 1 wsp., 2004].

Geny wirulencji Y. enterocolitica zlokalizowane s3a takze na chromosomie. Do

kodowanych chromosomowo czynnikow zjadliwosci nalezg biatka wazne na wczesnych
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etapach infekcji tj.: ureaza ktora umozliwia przetrwanie Y. enterocolitica w kwasnym
srodowisku zotadka oraz inwazyna btony zewnetrznej (ang. Invasin, Inv), ktora bierze udziat
w translokacji bakterii przez nablonek jelitowy [Pepe i Miller, 1993]. Waznymi czynnikami
wirulencji sg takze enterotoksyna Yst (ang. Yersinia heat stable toxin) 1 biatko Ail (ang.
Attachement and invasion locus). Yst aktywuje cyklazg guanylowa odpowiedzialng za wzrost
stezenia cyklicznego GMP w komorkach jelit oraz indukcje utraty ptynéw komorkowych
1 wystapienie biegunki [Delor i Cornelis, 1992]. Biatko Ail bierze udzial w kolonizacji
nabtonka, a takze chroni Yersinia przed bakteriobojczym dziataniem surowicy [Biedzka-Sarek

1 wsp., 2005].

W patogenezie zakazen Y. enterocolitica wazna rol¢ odgrywa lipopolisacharyd (LPS;
endotoksyna), ktory zawiera trzy rdznigce si¢ pod wzgledem budowy chemicznej, biosyntezy
1 jej kontroli genetycznej oraz funkcji biologicznej regiony: lipid A, rdzen 1 czg$¢
O-swoistg. Proksymalny, hydrofobowy lipid A kotwiczy LPS w warstwie btony zewnetrzne;.
Poprzez cz¢$¢ rdzeniowa potaczony jest z dystalnym, hydrofilowym lancuchem O-swoistym
(O-polisacharyd, OPS), ktory umozliwia komoérce bakteryjnej kontakt i1 rozpoznanie
srodowiska zewnetrznego. LPS, zawierajacy w/w trzy regiony, wytwarzaja formy gtadkie (ang.
Smooth, S) bakterii. Formy szorstkie bakterii (ang. Rough, R) syntetyzuja lipopolisacharyd
pozbawiony czesci O-swoistej. Natomiast formy SR bakterii wytwarzaja LPS sktadajacy si¢ z
lipidu A, rdzenia i jednej podjednostki O-swoistej [Seltman, Holst, 2002]. Cz¢s¢ O-
polisacharydowa LPS (OPS; tzw. tancuch O-swoisty) Y. enterocolitica O:3 bierze udziat w
wirulencji 1 jest niezbgdna do efektywnej kolonizacji tkanek gospodarza, zwlaszcza na
poczatkowym etapie infekcji [Al-Hendy 1 wsp., 1992; Skurnik i wsp., 1999]. Polisacharyd ten
wigze m.in apolipoproteing A-I (apoA-I), nalezaca do grupy lipoprotein o duzej gestosci
(HDL), powodujaca lize bakterii [Biedzka-Sarek i wsp., 2011]. Rdzen zewnetrzny LPS (ang.
Outer Core, OC) Yersinia enterocolitica O:3 na poczatkowym etapie infekcji chroni bakterie
przed dziataniem bojczym makrofagdéw i wielojadrzastych granulocytow. Skurnik i wsp. [1999]
wykazali takze, ze nie tylko formy dzikie S Yersinia entercolitica O:3 sa patogenne, ale rowniez
mutanty R, ktérych LPS nie posiada OPS. Za wirulencje tych szczepéw odpowiadat gidwnie
zewnetrzny region rdzeniowy LPS. Dowiedziono, ze mutant chemotypu Ra (YeO3-R1)
efektywnie zabijal myszy. Natomiast mutanty defektywne w biosyntezie tego regionu LPS
(YeO3-c-trs11-R, YeO3-c-trs22-R) byly niechorobotworcze i wykazywaty 10* razy mniejsza
wirulentno$¢ po podaniu dozylnym myszom niz szczep dziki YeO3 i mutanty chemotypu Ra

[Skurnik, 1999].
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Interesujaca cecha Yersinia enterocolitica jest zalezna od temperatury wzrostu ekspresja

wielu czynnikéw wirulencji, w tym LPS (tabela 1).

Tabela 1. Czynniki wirulencji Yersinia enterocolitica regulowane temperaturg wzrostu

[Bottone, 1997]. Objasnienia: * Tylko w serogrupach O:4, 0:4,32, 0:81 O:21.

Pochodzenie Czynnik wirulencji Ekspresja w:
genetyczne 25°C 379C
Chemotyp LPS Gtladki Szorstki
Adhezja do fagocytow Silna Staba
Obecnos¢ rzesek Tak Nie
Chromosom Inv Wysoka Staba
Ail Staba Wysoka
Produkcja enterotoksyny Tak Nie
Ybt Nie Tak*
YadA Nie Tak
Hydrofobowos¢ powierzchni Nie Tak
Oporno$¢ na bakteriobojcze dziatanie Nie Tak
surowicy
Pazmid Autoaglutynacja Nie Tak
Opornos¢ na fagocytoze Nie Tak
Oporno$¢ na wewngtrzkomorkowe Staba Dobra
zabijanie przez makrofagi
Yop Nie Tak

Szczepy dzikie namnazane w temperaturze <30°C posiadajg gtadki LPS syntetyzujg O-
polisacharyd (OPS), podczas gdy LPS bakterii hodowanych w 37°C, ulega skroceniu (brak
syntezy OPS) i prezentuje typ szorstki (ang. Rough, R) [Kawaoka i wsp., 1983; Wartenberg i
wsp., 1983; Al-Hendy 1 wsp., 1991; Skurnik 1 Toivanen 1993; Muszynski 1 wsp., 2013].
Dodatkowo, faza wzrostu bakterii, niskie pH, stezenie zelaza, ci$nienie tlenu 1 sila jonowa
podtoza moga modulowac ekspresje OPS [Skurnik i Bengoechea, 2003]. Badania wykazaty, ze
temperatura wzrostu Yersinia enterocolitica O:3 wplywa roéwniez na biosynteze regionu
rdzeniowego LPS. Skiadniki rdzenia zewnegtrznego sa efektywniej syntetyzowane
w 22°C, podczas gdy cukry rdzenia wewnetrznego w 37°C [Al-Hendy 1 wsp., 1991; Muszynski

1 wsp., 2013]. Wykazano réwniez, ze lipid A Y. enterocolitica w nizszej temperaturze jest
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heksaacylowany 1 moze by¢ podstawiony L-Arap4N lub palmitynianem, natomiast w wyzszej

jest tetraacylowany, co skutkuje obnizeniem jego toksycznos$ci [Reinés i wsp., 2012].
Unikalna budowa LPS Yersinia enterocolitica O:3

Lipopolisacharydy patogennych serotypow Yersinia enterocolitica charakteryzujg si¢
znacznym zréznicowaniem skladu chemicznego O-polisacharydu (OPS). Na podstawie ich
budowy chemicznej pateczki Yersinia enterocolitica podzielono na ponad 70 serotypéw. Do
glownych serotypow wystepujacych w Europie nalezg O:3 1 O:9 [Bottone, 1999; Carniel i wsp.,
2006].

Pionierskie badania struktury chemicznej tancucha O-swoistego LPS Yersinia
enterocolitica O:3 prowadzone byly na izolacie od pacjenta - szczepie dzikim Ye 128.
Wykazano, ze jest on homopolimerem zbudowanym z powtarzajacych si¢ jednostek 6-deoksy-
L-altrozy polaczonych wigzaniem (B1—2) [Hoffmann i wsp., 1980]. Natomiast badania majace
na celu okreslenie struktury rdzenia lipopolisacharydu Yersinia enterocolitica O:3 prowadzone
byly na mutantach defektywnych w budowie tego polimeru. Wykazano, ze rdzen
spontanicznego mutanta Ye 75R (typ Rc) jest oktasacharydem i zawiera oprocz sktadnikéw
charakterystycznych, dodatkowo reszte¢ D,D-Hep 1 dwie reszty Glc w porownaniu z rdzeniami
LPS E. coli i Salmonella [Radziejewska-Lebrecht 1 wsp., 1994]. Natomiast, analizy LPS
mutanta o chemotypie Ra YeO3-c-R1 wykazaly, ze cukrem na koncu redukujacym
(proksymalnym) rdzenia zewngtrznego jest 2-acetamido-2,6-dideoksy-D-ksylo-hekso-4-
ulopiranoza (Sugp) [Pinta 1 wsp., 2009].

Warto podkresli¢, iz sktad i1 struktura chemiczna LPS mutantow Ra-Rc Yersinia
enterocolitica jest odmienna niz LPS Salmonella tego samego chemotypu. Unikalny LPS
Yersinia w czgéci zewngtrznej rdzenia posiada oprocz glukozy i galaktozy inne heksozaminy

(GalNAc, D-FucNAc).

Lipid A Yersinia enterocolitica serotypu O:3 1 O:9 jest fosfoglikolipidem potaczonym
wigzaniem o- ketozydowym (kwasolabilnym) z reszta Kdo oligocukru rdzeniowego LPS.
Posiada hydrofilowy szkielet dwucukrowy zlozony z dwoch heksozamin w konfiguracji
D-gluko (D-GlcN) potaczonych wigzaniem (f1—6), ktory jest podstawiony dwoma grupami
fosforanowymi i1 acylowany czterema czgsteczkami kwasow ttuszczowych C14:0(30H) oraz
po jednej C14:0 1 C12:0. Lipid A Yersinia charakteryzuje si¢ zmienno$ciag w zakresie
drugorzedowej acylacji w pozycji C2°, do ktdrej w zaleznosci od temperatury wzrostu moga

by¢ przytaczone kwasy ttuszczowe: 12:0, 14:0 (ryc.1) [Aussel i wsp., 2000].
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Ryc 1. Budowa lipidu A LPS: a- Y. enterocolitica O:11,23 1 O:11,24; Y. ruckeri O:1 1 O:2;
b- Y. enterocolitica O:3 1 O:9 [Aussel i wsp., 2000].

Regulacja genetyczna biosyntezy LPS Yersinia enterocolitica O:3

Geny odpowiedzialne za biosyntez¢ rdzenia zewngtrznego zorganizowane s3 w klaster,

przedstawiony na ryc.2.

wbcLl wbcM>' wbc!\;>'wbc0l>' wbcP >—wbcc;>' ghe k>— gskl>

Ryc. 2. Klaster genéw rdzenia zewnetrznego Y. enterocolitica O:3 [Skurnik i wsp., 1999].

Klaster genow zaangazowanych w synteze rdzenia zewnetrznego Y. enterocolitica O:3
zlokalizowany jest pomiedzy genami hemH a gsk. Zidentyfikowano 12 genow, z ktorych 9
zaangazowanych jest w biosyntezg tej czgsci LPS. Gen wzx koduje flipaze¢, odpowiedzialng za
przenoszenie na peryplazmatyczng stron¢ btony wewngtrznej oligosacharydow, natomiast geny
wbcK, wbcL, wbeM, wbeN, wbcO 1 wbeQ koduja glikozylotransferazy [Skurnik 1 wsp., 1999].
Produkty genow gne 1 wbcP odpowiadajag za biosyntez¢ NDP-cukréw, prekursorow
odpowiednio UDP-GalpNAc i UDP-Sugp [Pitna i wsp., 2009]. Badania molekularne wykazaty,
Ze rdzen zewnetrzny Y. enterocolitica O:3 jest w rzeczywistosci reliktem klastra genow
kodujacego O-polisacharyd (OPS), z ktorego tylko jedna powtarzajaca si¢ jednostka
ulega obecnie ekspresji, a jego funkcja zostala czeSciowo przejeta przez homopolimer

6-deoksy-L-altrozy [Skurnik i wsp., 1995]. Operon rdzenia zewng¢trznego Y. enterocolitica O:3



Autoreferat Katarzyna Kasperkiewicz

posiada wiele odpowiednikow w operonie OPS innych Enterobacteriaceae. Serotyp O:3
Yersinia, w przeciwienstwie do innych serotypéw Y. enterocolitica (za wyjatkiem O:9)
i Y. pseudotuberculosis nie posiada pomiedzy genami gne i gsk genu wzy kodujacego
polimeraze¢ OPS. Homopolimeryczny OPS przylaczony jest bezposrednio do rdzenia
wewnetrznego [Skurnik, 1999]. Unikalna budowa LPS Yersinia enterocolitica wynika takze
z faktu, iz do rdzenia wewnetrznego YeO3 moga by¢ przylaczone: rdzen zewnetrzny i/lub
OPS badz ECA, co zostalo potwierdzone analizami immunochemicznymi LPS szczepu
dzikiego Ye75S, mutanta Rc Ye75R 1 mutantéw szorstkich defektywnych w biosyntezie
rdzenia zewnetrznego YeO3, a takze unikalnych mutantow S (posiadajacych skrocony rdzen
zewnetrzny 1 pelny OPS) [Skurnik 1 wsp., 1995; Radziejewska-Lebrecht i wsp., 1998;
Kasperkiewicz, 2002, praca doktorska; Radziejewska-Lebrecht i wsp., 2003; Pinta i wsp., 2009;
Pinta i wsp., 2012; Muszynski 1 wsp., 2013]. Budowg lipopolisacharydu Yersinia enterocolitica

O:3 przedstawiono na ryc. 3.

rdzen
wewnetrzny
(1C)
Akceptor dla OPS lub OC;
OPSi/lub ECA

-a-0-Hep-(7<1)-p-u-o-Hep
1

WaaLo S \J{

7
a-p-GalNAc-(1—6)-a-o-Gal-(1 4’4)-(1-[)—G&”§AC-(1 —3)p-0-Sug-(1—3)-L-a-o-Hep-(1—3)-L-a-o-Hep-(1—5)-a-Kdo-(2—{lipidA]
6 2 4 4

1 | Waslpsl* | |

1 1 1 1 2
p-o-Gle B-o-Glc p-o-Glc p-o-Glc a-Kdo

nieznana ligaza **

I
I
I
|
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- I
homopolimer .0y g-g-d-.-Alt-(1—] -~~~ I ECA.ps

. I
heteropolimer  —3)-¢-p-Fuc4NAc-(1—4)-p-o-ManNAcA-(1—4)-a-p-GlcNAc-(1—] ;-

Ryc.3. Heterogenna struktura LPS Y. enterocolitica O:3 [Pinta i wsp., 2012; Muszynski i wsp., 2013;
Noszczynska i wsp., 2015]. Pojedyncza gwiazdka (*) wskazuje przypuszczalne miejsce przylaczenia
OPS do IC. Podwojna gwiazdka (**) wskazuje kowalencyjne wigzanie ECArps do nieznanego cukru
IC. WaalLos, ligaza specyficzna dla OC; Waalps, ligaza specyficzna dla OPS; ligaza specyficzna dla

ECA nie jest znana.
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Koncepcja badan

Badania Radziejewskiej-Lebrecht 1 wsp. [1998] wykazaly, Zze mutant Ye75R,
syntetyzujacy LPS zbudowany jedynie z lipidu A 1 rdzenia wewngtrznego byt ECA-
immunogenny, tzn. stymulowal wytwarzanie przeciwcial anty-ECA w surowicach
immunizowanych zwierzat (krolikow). Sugerowato to, iz ECA u YeO3 jest przytaczony do LPS
(ECALps). Podjeto wiec badania mutantéw Rc 1 potwierdzono ich ECA-immunogenno$¢
podtrzymujac teze, iz rdzen wewnetrzny LPS YeO3 jest miejscem wigzania ECA
[Kasperkiewicz, 2002, praca doktorska; Radziejewska-Lebrecht i wsp., 2003; Muszynski
i wsp., 2013].

W celu identyfikacji reszty cukrowej rdzenia wewngtrznego LPS, odpowiedzialnej za
przytaczenie ECA zaproponowatam konstrukcje mutantow defektywnych w biosyntezie
kolejnych cukrow tego regionu, ktore zostaty przygotowane w laboratorium biologii
molekularnej pod kierunkiem profesora Mikaela Skurnika z Uniwersytetu w Helsinkach.
Otrzymane mutanty Yersinia byly nastgpnie przedmiotem badan immunochemicznych
i biologicznych (publikacja z cyklu osiagnigcia naukowego, Noszczynska 1 wsp., 2015).
Szczepy te zostaly rowniez wykorzystane w badaniach aktywnos$ci biologicznej LPS Yersinia
enterocolitica O:3 — w szczegbdlnosci — zdolnosci do aktywacji uktadu dopeiniacza oraz oceny
adiuwantowego dziatania LPS Yersinia enterocolitica O:3 na zwierzecym modelu zapalenia
stawow indukowanym kolagenem (publikacje z cyklu osiggnigcia naukowego: Kasperkiewicz
i wsp., 2015 oraz Kasperkiewicz i wsp., 2020), a takze udziatlu lipopolisacharydu Yersinia
enterocolitica O:3 w patogenezie i przebiegu mtodzienczego idiopatycznego zapalenia stawow
(publikacje z cyklu osiggnigcia naukowego Kasperkiewicz i wsp., 2017, Kasperkiewicz 1 wsp.,

2022).
Omowienie wynikow publikacji:

Noszcezynska M., Kasperkiewicz K., Duda K.A., Podhorodecka J., Rabsztyn K., Gwizdata K.
Swierzko A.S., Radziejewska-Lebrecht J., Holst O., Skurnik M. 2015. Serological
characterization of the enterobacterial common antigen substitution of the lipopolysaccharide
of Yersinia enterocolitica O:3. Microbiology 161:219-27; DOI:10.1099/mic.0.083493-0
(zalacznik 2.1).
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Wprowadzenie

Enterobakteryjny antygen wspdlny (ECA) to polisacharyd wystgpujacy w blonie
zewngetrznej Sciany komorkowej bakterii rzedu Enterobacterales ord. nov. Zbudowany jest z
powtarzajacych si¢ trojcukrowych podjednostek, sktadajacych si¢ z reszt a-D-Fuc4NAc, B-D-
ManNACcA i1 a-D-GIcNAc 1 no$nika lipidowego (ryc.4).

" R

H

NAc
CH; COOH Sl
o o (=)
NAc (o)
HO HO
.- OH & OH 4.-7
Q-D-FucpdNAc B-D-ManpNAcA a—D—GIcpNAc/

Ryc. 4. Budowa trisacharydowej jednostki ECA [Kuhn i wsp., 1988; Danese i wsp., 1998].

Znane sg jego dwie formy powierzchniowe: ECApg (zakotwiczona w blonie
zewngtrznej za pomocg L-difosfatydyloglicerolu) oraz ECAvrps (zwigzana przez region
rdzeniowy z lipidem A LPS). Trzecia forma: ECAcyc wystepuje w przestrzeni
peryplazmatycznej, zlokalizowanej mi¢dzy blong wewnetrzng i zewnetrzng Sciany komorkowe;

bakterii Gram-ujemnych i nie posiada nos$nika lipidowego (ECAcvyc) (ryc.5).
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Ryc.5. Formy ECA i ich lokalizacja u E. coli [Kasperkiewicz i wsp., 2015; Noszczynska i wsp., 2015].
Objasnienia: Powtarzajaca si¢ jednostka: [—3)-a-D-Fucp4NAc-(1—4)-B-D-ManpNAcA-(1—4)-a-D-
GlcpNAc- (1—].

b 4

Dotychczas, pomimo szczegétowych badan genetycznych i strukturalnych wiedza na
temat znaczenia biologicznego ECA jest ograniczona. W nielicznych badaniach potwierdzono
wplyw tego antygenu na wirulencje bakterii tj. Salmonella enterica serovar Typhimurium,
Salmonella Enteritidis [Kuhn i wsp., 1988; Gilbreath i wsp., 2012]. Wykazano m.in., iz ECA
moze przyczyniac¢ si¢ do opornosci E. coli O157:H7 na kwasy organiczne [Barua i wsp., 2002].
Polisacharyd ten bierze udziat w wigzaniu jondw wapniowych oraz w niewielkim stopniu
jonéw magnezowych, co moze mie¢ wplyw na komorkowy bilans wapnia. Ujemnie
naladowane czasteczki ECA utrzymuja stabilnosci btony zewnetrznej [Kuhn i wsp., 1988].
Dowiedziono, ze obecno$¢ ECA jest wymagana do utrzymania odpowiedniego ksztattu
komorki E. coli [Jorgenson 1 wsp., 2016]. Kuhn 1 wsp. [1988] zaobserwowali, iz przeciwciata

anty-ECA powstate w surowicy skierowanej przeciwko E. coli reagowaly krzyzowo
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z preparatami LPS izolatow Escherichia coli, Salmonella i Shigella. Jednak, tego typu
przeciwciala wykryto tylko w surowicach skierowanych przeciwko nielicznym szczepom,
okreslanym jako ,,ECA-immunogenne”. Rezultaty kolejnych badan sugerowaty, ze do
ujawnienia si¢ immunogenno$ci ECA, konieczna byta ekspresja LPS bez OPS [Mikeld i Mayer,
1976]. Ekstrakcja metoda Galanosa [Galanos 1 wsp., 1969] (fenol/chloroform/eter naftowy;
ang. Phenol/Chloroform/Petroleum; PCP) endotoksyny mutantow R potwierdzita to
przypuszczenie. W jej wyniku otrzymano dwie frakcje, zawierajace: ECApg oraz LPS 1 ECAvps
(antygen ECA przylaczony do rdzenia LPS) [Kuhn i wsp., 1988]. ECApc wykazywato
immunogennos¢, ale tylko 1 wytacznie wtedy, kiedy byto podane zwierzetom bez LPS [Kuhn
1 wsp., 1988]. Wykazano réwniez, ze immunogenno$¢ ECA jest zalezna od typu rdzenia
LPS. U mutantéw Salmonella ECA-immunogenne byly szczepy, ktore posiadaty petny region
rdzeniowy typu Ra, lecz nie szczepy posiadajace rdzen LPS chemotypu Rb [Mékeld i Mayer,
1976]. Podobnie ws$rdod bakterii E. coli immunogenne byly tylko te szczepy, ktore
syntetyzowaly LPS chemotypu Ra (rdzen LPS typu coli R1, R4 oraz K-12 [Kuhn i wsp., 1988].
Odmienng sytuacj¢ zaobserwowano w przypadku Yersinia enterocolitica O:3. Wykazano,
ze mutanty YeO3 syntetyzujace skrécony rdzen zewnetrzny lub calkowicie go pozbawione
rowniez indukowaly wytwarzanie przeciwcial anty-ECA u zwierzat dosSwiadczalnych, co
moglo wskazywa¢ na obecno$¢ w komorce tych bakterii formy ECAvLps [Radziejewska-
Lebrecht i wsp., 1998; Radziejewska-Lebrecht i wsp., 2003; Kasperkiewicz, 2002, praca
doktorska]. Dlatego celem badan opisanych w omawianej publikacji bylo potwierdzenie
tezy, ze lipopolisacharyd Yersinia enterocolitica O:3 jest akceptorem ECA (wystepuje
forma ECALrs). Jednoczesnie podje¢to probe okreslenie miejsca wigzania ECA w LPS tych
mutantow, a takze dokonano ich charakterystyki pod katem zdolnosci do indukcji

u zwierzat doswiadczalnych przeciwcial anty-ECA i LPS.

Jako model badawczy zastosowano trzy mutanty R Yersinia enterocolitica O:3
defektywne w biosyntezie rdzenia wewnetrznego: YeO3-c-R1-M196 YeO3-c-R1-M164,
YeO3-c-R1-M205. Szczepy te zostaty skonstruowane poprzez insercje¢ transpozonu Cat-Mu do
chromosomu YeO3-c-R1 [Pinta i wsp., 2009]. Mutant YeO3-c-R1-M196 posiadat mutacje w
genie galU, kodujacym urydylotransferaze glukozo-1-fosforanu (pirofosforylazg UDP-
glukozy), biorgca udzial w biosyntezie UDP-glukozy [Gronow i wsp., 2000]. Mutant YeO3-c-
R1-M164 zawierat mutacje w genie waaF', kodujgcym heptozylotransferaze odpowiedzialng za
dotaczenie heptozy II do oligocukru rdzenia [Raetz 1 Whitfield, 2002; Pinta i wsp., 2012].
Z kolei w szczepie YeO3-c-R1-M205 zidentyfikowano mutacje w genie hldE, kodujacym HIdE
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(kinaz¢ 1 ADP-transferaz¢ zaangazowang w biosynteze ADP-D-glicero-D-manno-heptozy)

[McArthur i wsp., 2005].

W celu ustalenia sktadu chemicznego LPS otrzymanych mutantow transpozonowych
okreslono zawarto$¢ aminocukrow, cukrow neutralnych (jako alditoli) i kwaséw ttuszczowych
(jako estrow metylowych) za pomoca techniki chromatografii gazowej (GC)
1 analizy spektroskopii mas (ang. Electrospray Fourier-transformed ion cyclotron resonance
mass spectrometry). Zawarto$¢ Kdo oznaczono przy uzyciu metody kolorymetrycznej [Brade i
wsp.,1983].

Analiza sktadu chemicznego wykazala we wszystkich preparatach LPS/PCP badanych
mutantow obecno$¢ reszt: Kdo, glukozaminy (GIcN), a takze L,D-Hep. Przeprowadzone
analizy ilosciowe potwierdzily wyzsza zawarto$¢ L,D-Hep w preparatach LPS mutanta M 196,
niz LPS M164. W przypadku LPS mutanta M205, wykazano obecnos¢ tylko sladowych ilosci
tego cukru. W preparatach wykazano obecno$¢ kwasow tj.: 3-hydroksymirystynowego (14:0(3-
OH)), mirystynowego (14:0), laurylowego (12:0) i $§ladowych ilo$ci kwasu palmitynowego
(16:0).

Wykonane analizy (profil elektroforetyczny, analiza GC/MS) pozwolily przypisaé
chemotyp Rd; (2 L,D-Hep:2, Kdo-lipid A) mutantowi M196, chemotyp Rd> (L,D-Hep:2 Kdo-
lipid A) mutantowi M 164 i chemotyp Re (2 Kdo-lipid A) mutantowi M205 (ryc.6).



Autoreferat Katarzyna Kasperkiewicz

I Outer core (OC) + | | + Inner core (IC) +—— Lipid A (LA)
L-a-D-Hep-(7 < 1)-0-o-D-Hep
1
{
7 R
o-D-GalNAc-(1 —>6)-a-p-Gal-(1—> 4)-0-D-GalNAc-(1 — 3)-f-D-Sug-(1->3)-L-a-D-Hep-(1 = 8)-L-a-D-Hep-(1—>5)-0-Kdo-(2 —* [lipid A] a
6 3 2 4 4
) 1 1 t
1 1 1 1 2
po-Gle BFo-Glc Bo-Glc Bo-Glc i oKdo

[ 3)-crD-Fuc4NAc-(1 = 4)- f-o-ManNACA-(1 —> 4)-=D-GlcNAc-(1-> 17!

Rd
L-o-o-Hep-(1 = 8)-1-0-0-Hep-(1->5)-a-Kdo-(2 —>[lipid A] '
4
; i
i 2
i oKdo
[ 3)-&-D-Fuc4NAc-(1—> 4)-F-0-ManNAGA-(1 —> 4)-=D-GleNAc-(1-> I~
. Rd,
L-0-D-Hep-(1 = 5)-a-Kdo-(2 = [lipid A]
4
; T
i .
i oKdo

[ 3)--D-Fuc4NAc-(1—> 4)-B-0-ManNAcA-(1 —> 4)-a-0-GlcNAc-(1-> ]! Re
o-Kdo-(2 —>[lipid Al
4

)
I 2
i orKdo

[ > 8)-c¢-D-Fuc4NAc-(1-> 4)-f-0-ManNAcA-(1 > 4)-a-0-GlcNAG-(1-> 17!

Ryc. 6. Struktury LPS mutantow gl¢boko szorstkich: Rd; (M196); Rd, (M164); Re (M205),

1 LPS szczepu YeO3-c-R1, mutant Ra [Pinta i in., 2012]. Linia przerywana wskazuje prawdopodobne,
niestechiometryczne podstawienie przez ECA jednej z dwdch reszt Kdo (zacieniony prostokat). L,D-
Hepp, L-glicero-D-manno-heptopiranoza; D,D Hepp, D-glicero-a-manno-heptopiranoza; Kdo, kwas 3-
deoksy-a-D-manno-okt-2-ulozonowy; D-GlcpNAc, 2-acetamido-2-deoksy-D-glukopiranoza, D-Glep,
D-glukopiranoza; ~ D-GalpNAc,  2-acetamido-2-deoksy-D-galaktopiranoza;  D-Galp,  a-D-
galaktopiranoza; D-Sugp, 2-acetamido-2,6-dideoksy-D-ksylo-heks-4-ulopiranoza; D-Fucp4NAc, 4-
acetamido-4,6-dideoksy-D-galaktopiranoza; D-ManpNACcA, kwas 2-acetamido-2-deoksy-

mannopiranosouronowy.

W celu izolacji antygenu ECA przytaczonego do LPS (ECALps) zastosowano protokot
sktadajacy si¢ z dwoch potaczonych metod. Pierwszym etapem byla izolacja antygenéw LPS
i obu form ECA (ECAvLps, ECApg) z komoérek bakteryjnych metodg fenol/woda (ang. Hot
Phenol/ Water methods, Ph/W) [Westphal i Jann, 1965]. Nastepnie, preparaty LPS Ph/W
poddano ekstrakcji metoda fenol/chloroform/eter naftowy (PCP) [Galanos i wsp., 1969], aby
usunag¢ forme¢ ECApg [Minnel 1 Mayer, 1978]. Aby wykaza¢ obecno$¢ ECAvLps
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w preparatach LPSpcr wykonano czuly test Western blot z zastosowaniem przeciwcial
monoklonalnych swoistych dla ECA (Mab898). Badane preparaty daly silna, pozytywna
reakcje, w postaci charakterystycznego wzoru prazkowego w obszarze migracji
wysokoczasteczkowych molekul, co jednoznacznie dowiodlo obecnosci tej formy ECA w
preparatach LPS badanych mutantéw.

Do badan nad ECA-immunogenno$cia Yersinia enterocolitica O:3 otrzymano zestaw
kroliczych surowic odpornosciowych. Do immunizacji zwierzat do$wiadczalnych uzyto
zawiesin komorek bakterii inaktywowanych termicznie (2,5 h, 100°C). Konsekwencja
zastosowania takiego immunogenu, byto powstanie mieszaniny przeciwciat przeciwko r6znym
cieptostabilnym antygenom powierzchniowym, w tym LPS i ECA. Nalezy podkresli¢, iz
wczesniejsze badania mutantow R Y. enterocolitica O:3 wykazaly ze w tak otrzymywanych
surowicach odpornosciowych dominujg przeciwciata anty-LPS, utrudniajace wykrycie
przeciwcial reagujacych z ECAvps [Kasperkiewicz, 2002, praca doktorska; Radziejewska-
Lebrecht i wsp., 2003]. Zwigzane jest to z faktem, ze nie kazda czasteczka LPS podstawiona
jest przez ECA [Kuhn 1 wsp., 1988; Gozdziewicz i wsp., 2014]. Oddziatywania te mogg by¢
rowniez hamowane lub ostabiane przez biatka surowicze. Dlatego, aby uzyska¢ wyrazniejsze
reakcje przeciwciatl anty-ECA z testowanymi antygenami, badane surowice poliwalentne
poddano dodatkowemu protokotowi usunigcia niespecyficznych bialek z uzyciem kwasu
kaprylowego. Zastosowano rowniez absorpcje badanych surowic komorkami wariantu
Y. enterocolitica 0O:3 o LPS zredukowanym do regionu rdzenia wewngtrznego
1 z zablokowang syntezg ECA (mutant YeO3-c-OCR-ECA, ECA-ujemny) [Rabsztyn 1 wsp.,
2011]. Niestety, oczyszczanie surowic z zastosowanie kwasu kaprylowego znaczaco obnizyto
poziom przeciwciat swoistych dla tej formy antygenu. W surowicach dominowaty przeciwciata
reagujace z preparatami LPS badanych szczepow. Interesujace, iz immunoglobuliny reagowaty
zarowno z frakcjami wysokoczasteczkowymi, jak 1 niskoczgsteczkowymi antygendow (LPSpcp
i ECApg) zastosowanych w tescie Western blot. Poniewaz LPSpcp uzyte jako antygeny nie
zawieraly O-polisacharydu mozna wnioskowa¢, ze widoczny wzor drabinkowy pochodzil
od reakcji z antygenem ECA, ktory jest zwiazany z lipopolisacharydem (forma ECALps).
Najwigkszym zaskoczeniem dla badaczy byt fakt wykrycia w surowicy anty-M205 przeciwcial,
ktore reagowaty pozytywnie z antygenem kontrolnym ECApg. Poniewaz LPS mutanta M205
posiada chemotyp Re (zbudowany jest tylko z regionu Kdo-lipid A) otrzymany wynik moze
posrednio wskazywaé, iz region Kdo LPS jest akceptorem ECA, co stanowi novum

w badaniach endotoksyn. Wnioskowanie to jest réwniez zasadne z tego wzgledu, ze
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przeciwciala anty-ECA obecne w tej surowicy nie reagowaly w testach immunologicznych z
wolnym lipidem A tego mutanta.

Podsumowujac, po raz pierwszy, stosujac metody immunochemiczne, wykazano
wystepowanie formy ECALrs u Yersinia enterocolitica oraz udowodniono, iz nie tylko
pelny rdzen LPS typu coli R1, R4 i K12 jak dotad opisywano w literaturze tematu moze
by¢ akceptorem polisacharydu ECA, ale rowniez rdzen LPS typu Rdi, Rd2, a nawet Re.
Mozna réwniez wnioskowaé, ze region Kdo-lipid A LPS Yersinia enterocolitica O:3 jest
miejscem przylaczenia ECA. Hipoteza ta wymaga jednak potwierdzenia w badaniach
strukturalnych LPS Yersinia enterocolitica O:3, ktore sa obecnie prowadzone we wspotpracy z
profesor Jolantg Lukasiewicz z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika

Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

Warto podkresli¢, iz prezentowane wyniki stanowia rowniez nowe spojrzenie na
zjawisko immunogennosci paleczek Yersinia enterocolitica 0:3. Odkrycie LPS
z przylaczconym ECA (ECALrs) w komodrkach tych bakterii moze mie¢ bardzo istotne
znaczenie w opracowaniu nowych metod diagnostycznych lub terapeutycznych zakazen
tymi mikroorganizmami. Ze wzgledu na wielopostaciowo$¢ jersiniozy oraz wspolne objawy
z wieloma chorobami o innej etiologii, rozpoznanie tej jednostki powinno opiera¢ si¢ nie tylko
o obraz kliniczny, ale réwniez diagnostyke mikrobiologiczng i serologiczng. Otrzymane
wyniki badan moga stanowi¢ podstawe do poszerzenie procedur diagnostycznych o
oznaczenie poziomu przeciwcial anty-LPS i anty-ECA u pacjentéow diagnozowanych
w kierunku zakazen Yersinia enterocolitica O:3. W literaturze tematu opisywane sg rowniez
proby zastosowania przeciwcial anty-oligosacharyd rdzenia LPS w leczeniu posocznicy [Cross,
2014]. By¢ moze potaczenie w terapii przeciwcial anty-LPS i1 anty-ECA w zwalczaniu
enterobakteryjnych zakazen byloby bardziej efektywne. Wyniki prezentowane w omawianej
publikacji wydaja si¢ by¢ rowniez znaczacym uzupelnieniem wiedzy dotyczacej roli

biologicznej LPS (no$nik antygenu ECA).
Omowienie wynikow publikacji:

Kasperkiewicz K., Swierzko A.S., Bartlomiejczyk M.A., Cedzynski M., Noszczynska M.,
Duda K. A., Michalski M., Skurnik M. 2015. Interaction of human mannose-binding lectin
(MBL) with Yersinia enterocolitica lipopolysaccharide. International Journal of Medical

Microbiology 305: 544-52; DOI:10.1016/.ijmm.2015.07.001 (zalacznik 2.2).
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Wprowadzenie

Uktad dopetiacza jest waznym mechanizmem wrodzonej odpowiedzi odpornosciowe;.
Obejmuje kaskadowo aktywowane czynniki C3, C4 1 C5, blonowe biatka regulatorowe (CD46,
CD551CD59) 1 fazy ptynnej (np. inhibitor C1, czynnik I, czynnik H) oraz receptory (np. C3aR,
C5aR czy CD11b/CD18) [Ehrnthaller i wsp. 2011]. Peini gléwna role w rozpoznawaniu
i eliminacji patogenow oraz uszkodzonych komorek gospodarza, utatwia fagocytoze
drobnoustrojéw lub powoduje ich lize [Zhang 1 wsp. 2013]. Uktad ten moze by¢ aktywowany
na drodze tzw. klasycznej, alternatywnej oraz lektynowej. Szlaki te laczg si¢ w miejscu
tworzenia konwertazy C3 i C5, co prowadzi do powstania opsonin (C3b i C4b), anafilatoksyn
o aktywnos$ci chemotaktycznej (C3a, C5a) oraz kompleksu atakujacego btong (C5b-9, ang.
Membrane Attack Complex, MAC) [Melis i wsp. 2015].

Czynnikami rozpoznania swoistymi dla szlaku lektynowego sa kolektyny, w tym
lektyna wigzaca mannoz¢ (mannose-binding lectin, MBL) oraz fikoliny: fikolina-1 (M),
fikolina-2 (L) i1 fikolina-3 (H, antygen Hakata). Biatka te wyst¢puja w surowicy jako
kompleksy z proteazami serynowymi MASP (MBL-Associated Serine Proteases), wykazujac
zdolnos$¢ do rozpoznawania bogatych w cukry struktur na powierzchni drobnoustrojéw. MBL
oraz fikoliny sg oligomerami. Struktury te posiadaja region o budowie zblizonej do kolagenu
(ang. collagen-like domain), dzigki, ktoremu tworzg kompleksy z proteazami serynowymi
MASP [Fujita 2002, Ballegaard i wsp. 2014]. Lektyna wigzgca mannoz¢ zawiera
charakterystyczng domeng¢ lektynowa (ang. Carbohydrate Recognition Domain, CRD), ktora
odpowiada za rozpoznawanie reszt cukrowych na powierzchni drobnoustrojow.
W czasteczkach fikolin role te pelni domena fibrynogenopodobna (ang. fibrinogen-like domain,
FBGQG). Lektyna wigzaca mannoz¢ posiada stosunkowo szerokg swoistos¢. MBL wykazuje silne
powinowactwo w stosunku do D-mannozy (Man), N-acetylo-D-glukozaminy (GlcNAc),
N-acetylo-D-mannozaminy (ManNAc) i L-fukozy (wigzanie z grupami -OH przy C2 i C3).
Cukry te powszechnie wystepuja na powierzchni drobnoustrojéw, tworzg konserwatywne
wzorce zwigzane z patogenami (ang. Pathogen-Associated Molecular Patterns; PAMP) [Thiel
2007, Endo 1 wsp. 2011, Mason i1 Tarr 2015]. Miejscem wigzania lektyny na powierzchni
mikroorganizméw, wirusOw oraz robakow pasozytniczych moga by¢ réwniez wielocukry
i glikokoniugaty tj. glikoproteiny, lipopolisacharydy, lipooligosacharydy, kwasy
lipotejchojowe, lipoarabinomannany. MBL moze dziata¢ jak opsonina utatwiajac pochtanianie
1 zabijanie drobnoustrojow patogennych przez fagocyty. Aktywnos$¢ opsonizacyjna przyczynia

si¢ do usuwania komorek apoptotycznych, nekrotycznych, nowotworowych, a takze
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kompleksow immunologicznych, chronigc organizm przed przewleklymi stanami zapalnymi,

autoimmunizacjg i rozwojem nowotworow [Cedzynski i wsp., 2019].

Jak wspomniano wczesniej, jedng z najwazniejszych funkcji biologicznych lektyny
wigzacej mannoz¢ (MBL) jest aktywacja uktadu dopetniacza na drodze lektynowej. Po
przyltaczeniu si¢ kompleksu MBL-MASP do struktur docelowych, w czasteczce lektyny
dochodzi do zmian konformacyjnych prowadzacych do aktywacji proteaz (MASP-1, MASP-2)
1 nastepuje ekspozycja miejsca wigzania skladnika C4 oraz centrum katalitycznego.
Zaktywowany enzym rozktada C4 na fragmenty C4a i C4b. Nastepnie trawieniu ulega sktadnik
C2, uwalniajac fragmenty C2a, ktore wigz si¢ do C4b oraz C2b. Powstata konwertaza C4b2a
aktywuje sktadnik C3, w wyniku czego powstaja czasteczki C3a (anafilatoksyna) i C3b, ktora
wigze si¢ za pomocg grup tioestrowych z grupami hydroksylowymi lub aminowymi struktur
powierzchniowych mikroorganizméw. Aktywna konwertaza C4b2a3b aktywuje sktadnik C5,
ktéry uwalnia czasteczke CS5a (silna anafilotoksyna), natomiast czasteczka C5b moze
przytaczy¢ sktadowe C6-C9, w konsekwencji czego powstaje kompleks atakujacy btong C5b-
9 (MAC) i dochodzi do lizy komorki docelowej [Matsushita 1 wsp. 2013].

Celem badan w omawianej publikacji, byla ocena interakcji lektyny wigzacej
mannoze z komodrkami Y. enterocolitica O:3 oraz proba okreslenia regionu LPS
Y. enterocolitica rozpoznawanego przez ludzka MBL (surowiczga i rekombinowang).
Stosujac metody cytometrii przeptywowej oraz Western blot badano oddziatywanie MBL
z inaktywowanymi komorkami Y. enterocolitica O:3 (6471/76, szczep dziki) oraz mutantéw o
zahamowanej na roznych etapach syntezie LPS, aby rozpozna¢ region endotoksyny
odpowiedzialny za jej wigzanie. Kolekcje szczepow uzyta w badaniach otrzymano dzigki
uprzejmosci profesora Mikaela Skurnika (Uniwersytet w Helsinkach). Szczepy te stanowily
takze model badawczy zastosowany do oceny oddziatywania MBL z wspdlnym antygenem

enterobakteryjnym (ECA).

Otrzymane wyniki badan cytometrycznych sugeruja, ze obecno$¢ oligosacharydu
rdzenia zewnetrznego LPS (OC) lub jednoczesna ekspresja wielocukru O-swoistego (OPS)
1 ECA w czasteczce endotoksyny uniemozliwiajg przytaczanie lektyny do powierzchni bakterii.
Najsilniejsze interakcje zanotowano w przypadku szczepow o chemotypach Rc i Rdi,
syntezujacych LPS zawierajacy kompletny (Rc) lub niepelny (Rdi) oligosacharyd rdzenia
wewnetrznego (IC) oraz pozbawiony regionéw OPS i OC (niezaleznie od obecnosci ECA).
Zablokowanie syntezy IC na wcze$niejszym etapie (chemotyp Rdz, Re) uniemozliwialo jednak

zwigzanie MBL. Ponadto, wykazano, ze lipopolisacharyd o chemotypie Rc otrzymany ze
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szczepOw syntezujacych ECA wigze MBL znacznie silniej niz LPS o tym samym chemotypie,
pochodzacy z komorek mutanta pozbawionego zdolnosci syntezy ECA (ECA-ujemnego).
Moze to sugerowac, ze przy nieobecnosci OC i OPS, wspdlny antygen enterobakteryjny

(ECA) modyfikuje wigzanie lektyny.

Na podstawie uzyskanych wynikow, mozna wnioskowaé, Ze miejscem wigzania dla
badanej lektyny w LPS Y. enterocolitica sa reszty heptozowe, zlokalizowane
w oligosacharydzie rdzenia wewnetrznego. Wykazano, ze MBL rozpoznaje LPS typu Rd»,
co sugeruje, ze nawet jedna reszta heptozy wchodzaca w sktad defektywnego IC moze stanowic
ligand dla tej czasteczki. Wigzanie bylo najsilniejsze w przypadku LPS chemotypu typu Rc
(cztery reszty heptozowe w kompletnym IC), natomiast nie wystgpowalo w przypadku LPS

chemotypu Re (pozbawiony reszt heptozowych).

Ekspresja niektorych cech wirulencji Yersinia enterocolitica O:3 jest regulowane
temperaturg wzrostu tego mikroorganizmu. Dla tego w prowadzonych badaniach oceniano
metodami immunologicznym (ELISA 1 Western blot) wigzanie MBL z lipopolisacharydami
wybranych szczepdw, hodowanych w roznych temperaturach (22°C i1 37°C). Zaobserwowano
wplyw temperatury wzrostu bakterii na badane oddzialywanie, widoczne bylo silniejsze
wigzanie MBL do LPS otrzymanego z drobnoustrojéow hodowanych w nizszej

temperaturze, czyli 22°C (szczegélnie dla LPS o chemotypie Rc).

Postanowiono rowniez zbadaé, czy wigzanie MBL z bakteriami Y. enterocolitica
poprzez ich LPS moze inicjowac aktywacje uktadu dopetniacza na drodze lektynowej. W tym
celu wykonano badania depozycji produktow aktywacji sktadnika C4 metoda Western blot.
Zgodnie z oczekiwaniami tylko mutant typu Re (LPS nie zawiera heptoz, tylko region Kdo-
lipid A) nie aktywowat uktadu dopeiniacza na szlaku lektynowym, podczas gdy pozostate
szczepy deponowaty produkty aktywacji C4. Jednoznacznie udowodniono, ze interakcja
MBL (jako kompleks z proteazami MASP) z regionem rdzenia wewnetrznego LPS
Yersinia moze prowadzi¢ do aktywacji dopelniacza na drodze lektynowej. Przedstawione
wyniki sugeruja, ze MBL po zwigzaniu si¢ z LPS Y. enterocolitica O:3 jest silnym aktywatorem
tego uktadu, co w konsekwencji moze przetozy¢ si¢ na nasilenie reakcji zapalnej w procesach

chorobowych, a takze przyczyni¢ si¢ do skutecznej eliminacji patogenu.
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Wprowadzenie

Reaktywne zapalenie stawéw (ang. Reactive Arthritis, ReA) jest nieropnym
zapaleniem stawOw rozwijajacym si¢ po przebytym zakazeniu przewodu pokarmowego, uktadu
moczowo-piciowego lub oddechowego. Nalezy do grupy tzw. seronegatywnych
spondyloartropatii. W etiopatogenezie ReA istotng role odgrywa czynnik infekcyjny.
Czynnikami etiologicznymi tzw. reaktywnego zapalenia stawOw w nastepstwie zakazen
jelitowych (ang. post enteric reactive arthritis) sa najcze$ciej pateczki jelitowe takie, jak:
Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica serotypoéw O:3, O:8,
0:9, Campylobacter jejuni oraz Shigella flexneri, Shigella dysenteriae 1 Clostridium difficile
[Macaubas i wsp., 2009]. Silny potencjal artrytogenny Y. enterocolitica O:8 LPS wykazali Di
Genaro i wsp. [2000] na modelu zwierzecym. Granfors i wsp. [1998] wykryli LPS
w leukocytach pacjentow chorujacych na ReA wywolanym przez Y. enterocolitica O:3 ponad
cztery lata po zakazeniu. Bakterie te mogg trafi¢ do krazenia, a nastgpnie zosta¢ przeniesione
do stawow. Zaobserwowano, ze po wyeliminowaniu mikroorganizméw ich sktadniki
komoérkowe (w tym lipopolisacharyd) moga nadal utrzymywac si¢ w stawach i przyczyniac si¢
do patologicznych zmian. Wuorela i wsp. [1993] wykazali, ze w wyniku przetwarzania
wewnatrzkomorkowego wigkszo$¢ czasteczek LPS prezentowanych na powierzchni np.

monocytéw jest pozbawiona regionu O-polisacharydowego (OPS).

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS, ang. Rheumatoid arthritis) jest przewlekla,
zapalng ukladowsa chorobg tkanki tacznej o podtozu immunologicznym. Etiologia RZS nie
zostala wystarczajgco poznana, a w patogenezie tego schorzenia odgrywaja role czynniki
genetyczne 1 $rodowiskowe. W rozwoju tego schorzenia sugeruje si¢ silny udziat
autoimmunizacji wobec kolagenu. W badaniach naukowych reumatoidalne zapalenie stawow
najczesciej wywotuje sie u zwierzat doswiadczalnych stosujac kompletny adiuwant Freunda.
Uwaza si¢, ze substancja ta aktywuje nadmierng stymulacje odpowiedzi immunologiczne;,
prowadzac do ogdlnoustrojowej reakcji zapalnej 1 przyczyniajac si¢ do wzmozonej aktywacji
odpornos$ci humoralnej i komérkowej, w tym produkcji przeciwciat specyficznych dla kolagenu

typu II (CII) [Billiau, Matthys, 2011]. Podobng aktywnos¢ wykazano dla bakteryjnych
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lipopolisacharydéw. Terato i in. [2009] wykazali, ze jednoczesne podawanie doustne LPS
E. coli i kolagenu typu II (CII) zwigkszalo produkcje¢ przeciwciat i odpowiedz komoérek T.
Badania przeprowadzono na zwierzgcym modelu zapalenia stawow wywolanym kolagenem
(ang. Collagen-Induced Arthritis, CIA), ktory przypomina ludzkie reumatoidalne zapalenie
stawow (RZS).

Oprécz dziatania toksycznego LPS bakteryjny posiada silne wlasciwosci
immunomodulujace. Endotoksyna zaliczana jest do tzw. antygenéw T-niezaleznych typu I,
(immunogennych zaréwno dla myszy normalnych, jak i tych pozbawionych grasicy (myszy
nu/nu), stymulujacych synteze przeciwcial wszystkich klas, w tym gtéwnie IgG2a). Aktywnos$¢
adiuwantowa LPS zwigzana jest gtownie z regionem lipidu A. Stosujac syntetyczne analogi
tego regionu wykazano, iz dziatanie to w duzym stopniu uwarunkowane jest rodzajem i liczbg
kwasow thuszczowych [Chiller 1 wsp., 1973]. Wynika ono ze zdolnosci stymulowania
makrofagéw do wydzielania szeregu cytokin modulujacych reakcje odpornosciowe, a takze
taksji komorek prezentujacych antygen (ang. Antygen Presenting Cell, APC). W badaniach
wykazano rowniez, ze adiuwantowo moze dziata¢ nie tylko lipid A, ale réwniez O-polisacharyd
(OPS). Kido i wsp. [1985] opisali bardzo silne dziatanie adiuwantowe dla LPS Klebsiella
pneumoniae O:3 (KO3), ktérego wielocukier O-swoisty (OPS) jest homopolimem mannozy.
Obserwowano rowniez zdolno§¢ LPS KO3 do nasilenia wytwarzania przeciwcial przeciwko
komorkom tarczycy 1 jader [Yokochi 1 wsp., 1992; Peang i wsp., 1999]. Co ciekawe, Takahashi
1 wsp. [1999] wykazali, ze immunizacja zwierzat doswiadczalnych mieszaning $winskiego
kolagenu typu II (CII) i LPS KO3 powodowata zniszczenie stawdw, rozrost blony maziowe;j

wraz z proliferacjg komoérek oraz naciek komorek zapalnych.

Rozwdj odpornosci nabytej prowadzacej do powstawania przeciwcial moze byc
zwigzany z aktywacja ukladu dopetniacza. Dempsey i wsp. [1996] wykazali, Ze przylaczenie
produktu aktywacji C3 dopetniacza (C3d) do lizozymu jaja kurzego znacznie zwicksza jego
immunogenno$¢. W przypadku LPS KO3 silne dzialanie adiuwantowe mozna przypisac jego
oddziatywaniu z lektyng wigzaca mannoz¢ (MBL), a co za tym idzie aktywacji dopetniacza
poprzez szlak lektynowy. Man-Kupisinska i wsp. [2018] udowodnili, z2 MBL wigze si¢
z O-polisacharydem oraz rdzeniem zewng¢trznym (OC) 1 wewnetrznym (IC) LPS wielu

szczepOw bakterii z rodziny Enterobacteriaceae.

Liczne badania naukowe wykazaly, ze uktad dopelniacza odgrywa znaczaca role
w przebiegu zapalenia stawdw. Stwierdzono, ze hamowanie jego aktywnosci wigze si¢

z tagodniejsza postacig choroby, a u myszy z niedoborem sktadnikow tego uktadu zapalenie
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stawow nie wystepowato [Hietala 1 wsp., 2002]. Banda 1 wsp. [2002] wykazali u zwierzat
doswiadczalnych, iz aktywacja alternatywnej drogi aktywacji dopelniacza pelni kluczowa role
w indukcji zapalenia stawdéw zwigzanego z przeciwciatami antykolagenowymi. W mysim
modelu zapalenia stawdéw badacze zaproponowali mechanizm zwigzany z udzialem MASP-3
(niezwigzany lub zwigzany z fikoling-B, ale nie z MBL-A lub MBL-C) w rozszczepieniu
czynnika pro-D. Zaobserwowali, ze myszy z niedoborem MASP-1/3 byly chronione przed
rozwojem zapaleniem stawow [Banda i wsp., 2011; Banda i wsp., 2010], natomiast u zwierzat

MASP-2-/-/sMAp-/- aktywno$¢ choroby byla znacznie mniejsza [Banda i wsp., 2017].

Wielu badaczy sugerowato, iz klasyczna i lektynowa droga aktywacji dopetniacza nie
jest istotna w patogenezie zapalenia stawow, jednak badania dotyczace aktywacji drogi
lektynowej przez LPS artrytogennych paleczek Yersinia rzucajg nowe spojrzenie na te kwestie
[Kasperkiewicz 1 wsp. 2015], dlatego celem badan omawianej pracy bylo zbadanie na
modelu zwierzecym, czy LPS Yersinia enterocolitica O:3 przyczynia si¢ do progresji
zapalenia stawow poprzez dzialanie adiuwantowe (tj. poprzez aktywacj¢ dopelniacza na

drodze lektynowej).

Aby oceni¢ mozliwy udziat LPS Yersinia enterocolitica O:3 w rozwoju zapalenia
stawow wywotanego kolagenem, myszy BALB/c immunizowano kolagenem kurzym typu II
(CII) zmieszanym z: LPS ze szczepu 6471/76-c lub z LPS z kompletnym zewnetrznym
rdzeniem (YeO3-c-R1, chemotyp Ra) lub LPS zbudowanym z lipidu A i rdzenia wewngetrznego
(YeO3-c-R1-M181, chemotyp Rdi). Jako kontrole pozytywng uzyto mieszaning CII z LPS
K. pneumoniae O:3 (KO3). Otrzymane wyniki pordwnano z wynikami uzyskanymi dla myszy
traktowanymi wytacznie CII lub roztworem chlorku sodu buforowanym fosforanami (PBS).
Zwierzeta szczepiono w okolicach tylnej pachwiny, sze$ciokrotnie, w odstgpach
trzydziestodniowych.

Dwadzie$cia dni po ostatniej immunizacji, oceniono parametry chodu swobodnie
poruszajacych si¢ myszy za pomocg systemu analizy chodu CatWalk. Analiza parametru tzw.
bazy wsparcia (ang. Base of Support, BOS) i maksymalnego kontaktu przednich i tylnych tap
z podlozem wykazaty, ze wstrzyknigcie CII wywotato réznice w analizowanych parametrach.
Iniekcja CII doprowadzita do wzrostu parametru BOS tylnej fapy i zmniejszenia maksymalnego
kontaktu tapy myszy z podtozem. Ko-iniekcja LPS doprowadzita do wzrostu parametru BOS
konczyn tylnych. Chociaz nie zaobserwowano istotnych réznic klinicznych w zaleznosci od
chemotypu endotoksyny Yersinia, LPS KO3 powodowal najwyzszy wzrost badanych

parametrow. Podobng reakcj¢ zwierzat na podane immunogenny zaobserwowano réwniez dla



Autoreferat Katarzyna Kasperkiewicz

przednich tap. Traktowanie myszy CII zmieszanym z LPS KO3 powodowato ponadto rumien
prawych tylnych tap. Zblizony efekt zaobserwowano w przypadku myszy, ktorym wstrzyknigto
CIl i LPS Yersinia chemotypu Rd;.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze wielokrotne podanie kolagenu typu II lub jego
ko-iniekcje z LPS dowolnego chemotypu indukowaly patologiczne zmiany w tylnych
lapach wyrazone zaburzeniami chodu zwierzat. Chociaz nie wykazano widocznego obrzeku,
tapy niektorych zwierzat byly zaczerwienione 1 bardzo wrazliwe na dotyk. Jednoczesnie silne
dziatanie adiuwantowe zaobserwowano wyraznie tylko w przypadku LPS KO3 podanego

w celu wzmocnienia efektu wywotanego przez CII.

Aby oceni¢ mozliwy wptyw aktywacji dopelniacza na drodze lektynowej na
wlasciwos$ci adiuwantowe LPS Yersinia enterocolitica zbadano w teScie ELISA interakcje
lektyn (MBL-A i MBL-C), wystgpujacych w surowicy myszy z réznymi pod wzgledem
chemotypu lipopolisacharydami. Jako kontrole pozytywng zastosowano LPS K. pneumoniae
0:3. Uzyskane wyniki wskazywaly na rdéznice w odzialywaniu MBL 2z badanymi
endotoksynami. MBL-C wykazywat najsilniejsze powinowactwo do LPS KO3 i LPS YeO3
Rdi, podczas gdy interakcja MBL-A z tymi antygenami byta duzo stabsza. Reaktywnos¢ MBL-
A 1 MBL-C z LPS YeO3 chemotypu Ra byta podobna. Nalezy wspomnie¢, ze poziom
surowiczego MBL-C u myszy jest kilka razy wyzszy w pordwnaniu ze stezeniem MBL-A.
Zadna z mysich form MBL nie oddzialywata z LPS szczepu 6471/76-c (chemotyp S).
Uzyskane wyniki wskazuja, Ze u gryzoni lektyny: MBL-A i MBL-C (podobnie jak ludzka

MBL) rozpoznaja heptozy w rdzeniu wewnetrznym LPS Y. enterocolitica O:3.

W omawianej pracy zbadano rowniez, czy wiazanie MBL z testowanymi LPS
prowadzi do powstania kompleksu MBL-MASP-1, co wiaze si¢ z aktywacja dopelniacza
na szlaku lektynowym. Zaobserwowano, ze LPS chemotypu Rd; aktywuje zwigzang z MBL
proteaze serynowa 1 (MASP-1) silniej niz LPS chemotypu S i Ra, poréwnywalnie z LPS
Klebsiella pneumoniae O:3. Uzasadnione jest wigc wnioskowanie, ze LPS o chemotypie Rd;
(zawierajacy 2 reszty heptozowe w rdzeniu wewngtrznym oraz region Kdo-LipidA) ma

podobng zdolnos¢ do aktywacji kompleksu MBL-MASP-1 jak bogaty w mannoze¢ LPS KO3.

Immunizacja zwierzat mieszaning CII i LPS doprowadzita do powstawania zaréwno
przeciwcial anty-kolagenowych, jak i1 anty-LPS. Takich immunoglobulin nie wykryto
w surowicach myszy traktowanych wytacznie PBS. Sposrod badanych endotoksyn jedynie

LPS KO3 posiadat aktywno$¢ adiuwantowa, wzmacniajac syntez¢ przeciwcial anty-CII.
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Przeciwne dzialanie zaobserwowano dla LPS Yersinia, ktory raczej obnizat (cho¢ nieznacznie)

poziom wytworzonych przeciwcial swoistych dla kolagenu typu II.

Dhugotrwale podawanie zwierzetom CII lub CII z LPS nie wptynelo istotnie na ich mase
ciata. Jednak wstrzyknigcie CII i LPS Yersinia, niezaleznie od jego chemotypu, spowodowato
znaczne obnizenie masy watroby w porOwnaniu z osobnikami z grupy kontrolne;j,
traktowanymi PBS. U zwierzat szczepionych LPS chemotypu Rd; masa tego narzadu byta
mniejsza niz w przypadku myszy, ktorym podawano tylko CII. Nie zaobserwowano rowniez
hepatotoksycznosci LPS KO3. Interesujace, iz immunizacja mieszaning CII 1 LPS (niezaleznie
od jego chemotypu) byla zwigzana z istotnym powigkszeniem pachwinowych weztéw

chtonnych.

Podjeto rowniez badania (metodg PCR w czasie rzeczywistym; ang. Real-time PCR)
wplywu immunizacji LPS Yersinia na ekspresj¢ MBL-A i MBL-C w watrobie myszy.
Obserwowano, znaczgco nizsza ekspresj¢ MBL-C po traktowaniu zwierzat CII w stosunku do
kontroli negatywnej (PBS). W przypadku podania CII lub jego mieszaniny z badanymi LPS
Yersinia obserwowano znaczace obnizenie poziomu MBL-C w surowicy. Tendencje do
obnizenia st¢zenia MBL-A w surowicy obserwowano po zastosowaniu samego CII lub po

zastosowaniu CII razem z LPS chemotypu Ra i Rd; Yersinia.

Podsumowujgc, wykazano, ze mysia forma MBL-C rozpoznaje heptozy rdzenia
wewnetrznego LPS chemotypu Rd; Yersinia. Ponadto ten chemotyp LPS silniej aktywuje
kompleks MBL z proteazg serynowag MASP-1 niz chemotyp S i Ra LPS Yersinia.
Silne dziatanie adiuwantowe wykazano dla LPS KO3, natomiast LPS Yersinia chemotypu Rd;
nie wykazywal takiego dziatania, nie nasilal tez patologicznych zmian w tapach myszy. W tym
przypadku nie obserwowano roéwniez upo$ledzenia w poruszaniu si¢ zwierzat.
Z drugiej strony LPS Yersinia chemotypu Rdi wydaje si¢ by¢ bardziej hepatotoksyczny
W porOwnaniu z innymi testowanymi endotoksynami. Warto podkresli¢, ze powigkszenie
wezlow chlonnych pachwinowych oraz spadek ekspresji MBL-C w watrobie (na poziomie
mRNA) byly niezalezne od chemotypu LPS.

Uzyskane wyniki wskazujg na brak aktywnos$ci adiuwantowej (ocenianej poprzez
wplyw na poziom produkowanych przeciwciat swoistych dla kolagenu) badanych
lipopolisacharydow Yersinia, niezaleznie od ich chemotypu czy reaktywnosci z MBL.
Z drugiej strony, mozna sugerowaé udzial LPS Yersinia w rozwoju reumatoidalnego
zapalenie stawow u zwierzat doswiadczalnych. Na taka aktywnos$¢ endotoksyny mogg

wskazywaé obserwowane zmiany stezen lektyny wiazacej mannoze, poziomu ekspresji
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genow kodujacych czynniki aktywacji dopelniacza na drodze lektynowej, zmiany
morfologiczne obserwowane u zwierzat czy tez zmiany ich zachowania (monitorowane za
pomoca CatWalk XT 9.1.). Na szczeg6lng uwage zastuguje obnizenie ekspresji genu mbl-c i
jednoczesnie, stezenia jego produktu (MBL-C) w surowicy myszy. Mozna przypuszczaé, ze
LPS Yersinia sprzyja rozwojowi lub nasileniu miejscowej reakcji zapalnej przyczyniajac
si¢ do zaleznej od lektyny wiazacej mannoze¢ aktywacji dopelniacza i/lub modulujac

aktywno$¢ komorek zapalnych.

Omowienie wynikow publikacji:
Kasperkiewicz K., Eppa L., Swierzko A.S., Barttomiejczyk M. A., Zuber Z. M., Siniewicz-
Luzenczyk K., Mg¢zyk E., Matsushita M., Bagk-Romaniszyn L., Zeman K., Skurnik M.,
Cedzynski M. 2017. Lectin pathway factors in patients suffering from juvenile idiopathic
arthritis. Immunology and Cell Biology 95, 666-675; DOI:10.1038/icb.2017.31 (zalacznik
2.4).

Wprowadzenie

W wieku rozwojowym najczestszg forma artropatii jest mtodziencze idiopatyczne
zapalenie stawow (MIZS; ang. Juvenile idiopathic arthritis, JIA). Terminem tym okres$la si¢
grupe chordb wystepujacych u ludzi przed ukonczeniem szesnastego roku zycia, zwigzanych z
utrzymujacym si¢ dtuzej niz sze$¢ tygodni stanem zapalnym stawow [Brunner 1 wsp., 2012].
Do charakterystycznych objawow MIZS mozna zaliczy¢: goraczke z towarzyszaca jej
wysypka, powiekszenie weztdw chtonnych [DeWitt 1 wsp., 2012]. Pomimo postepu w rozwoju
metod diagnostycznych i roznych strategii leczenia, ryzyko wystapienia powiklan u pacjentow
z MIZS jest znaczace. Obok uposledzenia wzrostu obserwuje si¢ takze dysfunkcje ruchu,
zaburzenia depresyjne oraz niepozadane skutki podawania lekow immunosupresyjnych

[Kimura i wsp. 2013, Smolewska i Zuber, 2015].

W krajach europejskich mtodziencze idiopatyczne zapalenie stawow (MIZS) dotyczy
od 16 do 150 pacjentow na 100 000 dzieci i mimo intensywnych badan naukowych patogeneza
tego schorzenia wcigz pozostaje nieznana [Rochette i wsp., 2015]. Uwaza sig¢, 1z jest to choroba
autoimmunizacyjna, w rozwoju ktdérej znaczacg rol¢ odgrywaja zaburzenia w dziataniu
mechanizmoéw odpornosci wrodzonej oraz nabytej [Macaubas i wsp., 2009, Brunner i wsp.,
2012]. Szczegolnie wazne wydaja sie by¢ nieprawidlowosci w funkcjonowaniu ukladu

dopelniacza [Wouters 1 wsp., 2002]. Dane literaturowe sugeruja, iz zardwno jego
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nadaktywnos$¢ jak 1 niedobory czynnikow aktywacji odgrywaja istotng role w artropatii
towarzyszacej mi¢dzy innymi reumatoidalnemu zapaleniu stawow (RZS, chorobie o zblizonej

patogenezie do MIZS) [Piccoli i wsp., 2011, Goeldner i wsp., 2014].

Niedobor lektyny wiagzacej mannoz¢ (MBL) jest uwazany za powszechne zaburzenia
odporno$ci u czlowieka. Zwigzany jest on z mutacjami punktowymi zlokalizowanymi
w pierwszym eksonie genu MBL2. Mutacje okreslane jako D, B i C (lub wspoélnie jako O)
powoduja zmiang struktury biatka, co prowadzi do zaburzen oligomeryzacji czasteczki,
uniemozliwia tworzenie kompleksoOw z proteazami MASP oraz powoduje wzrost wrazliwosci
na metaloproteazy osoczowe. W konsekwencji obniza si¢ aktywno$¢ opsonizacyjna i stezenie
MBL w surowicy. Na poziom ekspresji genu MBL2, a co za tym idzie stezenia kodowanych
biatek wptywaja polimorfizmy pojedynczych nukleotydow regionu promotorowego
(oznaczone jako H/L 1 Y/X). Za genotypy zwigzane z wystepowaniem niedoboréw uwaza si¢
warianty O/O 1 LXA/O. Dowiedziono, iz u niektérych homozygot A/A stezenia aktywnej
lektyny sa rowniez bardzo niskie [Mason i Tarr 2015]. Lektyna wigzaca mannozg jest biatkiem
osoczowym, jednak moze przenika¢ do miejsc, w ktorych tocza si¢ procesy zapalne. Nieliczne
badania wskazuja na obecno$s¢ MBL, fikolin (m.in. fikoliny-3) i1 proteazy serynowej (MASP-
2) w plynach stawowych (ang. Synovial Fluid; SF) pacjentow cierpigcych na RZS i chorobe
zwyrodnieniowa stawow. Ponadto wykazano, ze MBL moze wigza¢ si¢ z agalaktozylo-IgG
(izoforma G0), surowiczg immunoglobuling wystepujaca w reumatoidalnym zapaleniu stawow

[Goeldner 1 wsp. 2014].

Znaczenie MBL w mtodzienczym idiopatycznym zapaleniu stawow nie byto dotychczas
intensywnie badane. W pojedynczych doniesieniach sugeruje si¢, ze niedobor tej lektyny moze
by¢ zwigzany z ryzykiem zachorowania w mtodszym wieku lub rozwojem postaci

wielostawowe;.

W niektérych przypadkach miodziencze artropatie moga by¢ réwniez zwigzane
z infekcjami bakteryjnymi. W etiologii mlodzienczego idiopatycznego zapalenia stawow
(MIZS), jednym z rozwazanych czynnikéw infekcyjnych sg pateczki Yersinia enterocolitica.
Bakterie te sg zdolne do przezycia w komorkach btony maziowej w stawach nawet 6 tygodni
w warunkach in vitro, po eksperymentalnej infekcji. W ptynie stawowym pacjentow
wykrywano obecno$¢ agregatow antygenowych zawierajacych lipopolisacharyd (w literaturze
struktura nazywana ,,duchem”; ang. ghost), ale bez fragmentéw komodrkowych i DNA.

Kompleksy te moga przyczyni¢ si¢ do ditugotrwatych, przewlektych procesow zapalnych
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w stawach. Sugeruje si¢, ze zakazenie dostawowe moze by¢ tacznikiem migdzy zakazeniem

jelitowym a zapaleniem blony maziowej w reaktywnym zapaleniu stawow.

Ze wzgledu na niewielkg ilo$¢ doniesien naukowych dotyczacych roli MBL
w patogenezie idiopatycznych chorob reumatycznych podjeto badania, ktéorych celem byla
ocena aktywnosci drogi lektynowej dopelniacza oraz st¢zenia MBL w surowicach
i plynach stawowych pacjentow z rozpoznanym MIZS, z lub bez infekcji Yersinia
enterocolitica w wywiadzie klinicznym. Badano takze polimorfizmy genow tj. MBL2 (dla
MBL), FCN2 (dla fikoliny-2), FCN3 (dla fikoliny-3) oraz MASP2 (dla MASP-2) wptywajace
na stezenie i/lub aktywno$¢ biologiczng czynnikéw aktywacji dopelniacza na drodze

lektynowej.

Badaniami obj¢to tacznie 144 pacjentow, w wieku 1-18 lat, z r6zng postacia MIZS
(skapostawowa lub  wielostawowg). U 79 pacjentow choroba byla aktywna
w momencie rekrutacji do badan. W surowicy chorych nie wykryto czynnika reumatoidalnego.
W surowicach 133 pacjentow sprawdzono obecnos¢ przeciwciat anty-Yersinia komercyjnym
testem recomWell Yersinia IgG/IgA/IgM. Do grupy kontrolnej zakwalifikowano 98 zdrowych
dzieci zgltaszajacych si¢ do szpitala z przyczyn incydentalnych (np. opdznione szczepienia).
Materiat badawczy stanowita krew petlna pobrang do probdéwek z antykoagulantem, surowice
oraz proby ptynu stawowego. Do oznaczanie stezenia fikoliny-2 i proteazy serynowej MASP-
2 w surowicy 1 plynie stawowym zastosowano metod¢ TRIFMA typu sandwich
z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych [Swierzko i wsp., 2014], natomiast w celu
oznaczania st¢zenia fikoliny-3 w surowicach i pltynach stawowych stosowano test funkcjonalny
opisany przez Michalskiego 1 wsp. (2012), wykorzystujac LPS Hafnia alvei 1200 jako ligand.
Do wykrywania polimorfizmow/mutacji badanych gendéw stosowano metody opracowane
przez Michalskiego i wsp. (2012), Szala i wsp. (2013), Metzger i wsp. (2015), Ramasawmy 1i
wsp. (2008).

U pacjentow 1 przedstawicieli grupy kontrolnej oznaczano réwniez polimorfizmy
zlokalizowane w regionie promotorowym genu MBL2 (w pozycjach -550, oznaczany jako H/L
oraz -221, Y/X) 1 jego eksonie 1 (w pozycjach 52 (A/D), 54 (A/B) 1 57 (A/C); wszystkie z nich
oznaczane sg takze jako A/O). Analizowano rowniez czestos¢ wystepowania wybranych
polimorfizmow genu FCN2 i FCN3 wplywajacych na stezenie fikoliny-2 1 fikoliny-3 oraz genu
MASP2 wptywajacych stezenie proteazy serynowej MASP-2.

Obserwowano, iz czgsto$¢ wystgpowania genotypow zwigzanych z niskim st¢zeniem

MBL w surowicy byla znaczgco wyzsza u pacjentéw z potwierdzonym zakazeniem Yersinia
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(obecno$¢ swoistych przeciwciatl anty-Yersinia w surowicy krwi) niz w grupie kontrolne;.
Osoby z MIZS o genotypie AA mialy znaczaco wyzsze stezenie MBL i aktywno$¢ kompleksow
MBL-MASP-2 niz dzieci z grupy kontrolnej o tym samym genotypie. U pacjentéw, u ktorych
wykryto przeciwciata swoiste dla Yersina oraz u tych z aktywna postacig choroby
zaobserwowano znaczgco wyzsza czesto$¢ niskich stezen MBL (<150ng/ml). Ponadto,
u chorych na MIZS wykazano znaczaco nizsze st¢zenia fikoliny-2. Nie zaobserwowano
natomiast réznic stezen fikoliny-1, fikoliny-3 oraz proteazy MASP-2 miedzy pacjentami
z MIZS 1 grupa kontrolng.

W przypadku genu FCN2 analizowano cztery polimorfizmy regionu promotorowego,
w pozycjach: -986 (A>QG); -602 (G>A), -64 (A>C) oraz -4 (A>G). Polimorfizmy te wptywaja
na stezenie fikoliny-2 w surowicy. Analiza statystyczna wykazata, iz allel C w pozycji -64
(zwigzany z niskim stezeniem fikoliny-2) wystepowat znaczaco rzadziej wsrod pacjentow
z chorobg niezwigzang z zakazeniem Yersinia 1 grupie chorych traktowanej jako cato$¢ niz
w grupie kontrolnej. R6zZnicy takiej nie stwierdzono w przypadku oséb z zakazeniami Yersinia.
Nie zaobserwowano natomiast znaczacych réznic czestosci wystepowania allelu A w pozycji -
602 oraz allelu G w pozycji -4.

Badajac gen odpowiedzialny za kodowanie fikoliny-3, oceniano wystepowanie mutacji
w pozycji +1637 (C>delC). W jej konsekwencji nie dochodzi do syntezy aktywnej fikoliny-3,
tak wigc u homozygot delC/delC wystegpuje catkowity niedobor tego czynnika. Tego rzadkiego
niedoboru nie stwierdzono u zadnego z badanych pacjentow ani przedstawicieli grupy
kontrolne;.

Mutacja w pozycji +359 (A>G) genu MASP?2 przyczynia si¢ do catkowitego niedoboru
proteazy MASP-2 u homozygot, co skutkuje brakiem zdolnosci aktywacji dopelniacza na
drodze lektynowej. Podobnie jak w przypadku fikoliny-3, takiego niedoboru nie stwierdzono
u zadnej z badanych osob. Czestos¢ wystgpowania genotypu A/G nie réznita si¢ znaczaco
pomiedzy grupami. Trend w kierunku wyzszej czestosci zanotowano wsrdd pacjentow,
u ktorych potwierdzono zakazenia Yersinia, w poroéwnaniu z grupa kontrolng. Nie
obserwowano roznic w wystgpowaniu badanych mutacji u pacjentow z MIZS wielostawowym
lub skagpostawowym. Opisane wyniki wskazuja, ze polimorfizmy eksonu 1 genu MBL2
(zwlaszcza wystepowanie allelu B w kodonie 54) moga wplywaé na ryzyko rozwoju
mlodzienczego idiopatycznego zapalenia stawow, zwigzanego z zakazeniem Yersinia.
Nizsza czesto$¢ wystepowania allelu C w pozycji -64 genu FCN2 u chorych i jednoczes$nie

znacznie nizsze stezenia fikoliny-2 moga natomiast sugerowac zaburzenia syntezy tego biatka
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u pacjentoéw (niezwigzane z badanymi polimorfizmami) lub konsumpcje¢ aktywnego czynnika
w procesach patofizjologicznych.

Badane czynniki lektynowej drogi aktywacji dopetniacza wykryto réwniez w pobranych
ptynach stawowych. W badanym materiale klinicznym oceniano depozycje produktow
aktywacji skladnika C4, =zalezng od kompleksow MBL-MASP-2 (w warunkach
wykluczajacych aktywnos$¢ drogi klasycznej). Co ciekawe, kompleksy MBL-MASP-2
wykryte w plynach stawowych byly zdolne do aktywacji dopelniacza na szlaku
lektynowym poprzez trawienie skladnika C4.

Zaobserwowano znaczacg korelacje stezen MBL, badanych fikolin i proteazy MASP-2
w probach ptynu stawowego i1 surowic, cho¢ ich poziomy w ptynach byly nizsze niz
w odpowiadajacych im surowicach.

Podsumowujgc, obserwowano roéznice stezen fikoliny-2 u pacjentow z MIZS
(niezaleznie od infekcji Yersinia oraz liczby zaatakowanych stawéw) w odniesieniu do oséb z
grupy kontrolnej. Zasadnym wydaje si¢ wiec wniosek, ze fikolina-2 moze stanowié
potencjalny biomarker mlodzienczego idiopatycznego zapalenia stawow u dzieci. Warto
podkresli¢ iz, przedstawione badania sq pierwszymi w literaturze, w ktorych poréwnano
grupe chorych i zdrowych osobnikéw oraz oceniono stezenia fikoliny-2 w surowicy i

probkach plynu stawowego wraz z analiza polimorfizmow genu FCN2.

W badaniach wykazano rowniez, iz aktywno$¢ kompleksow MBL-MASP-2 byta
znaczaco wyzsza w grupie pacjentow z MIZS (zwlaszcza z wielostawowg formg choroby)
w odniesieniu do grupy kontrolnej, co moze $wiadczy¢ o aktywacji uktadu dopetiacza na
drodze lektynowej u tych pacjentow. Wykazano réwniez obecno$¢ czynnikéw zdolnych do
aktywacji tego szlaku w ptynach stawowych, co moze wskazywac na ich potencjalng role w

indukcji stanu zapalnego i powstaniu artropatii.

Omowienie wynikow publikacji:
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Wprowadzenie

Mtodziencze idiopatyczne zapalenie stawoéw (MIZS) jest choroba o podtozu
autoimmunologicznym. Zazwyczaj z materiatu klinicznego pobranego od pacjentéw z MIZS
nie izoluje si¢ patogennych mikroorganizméw. W badaniach serologicznych stwierdza si¢
czesto wystepowanie przeciwcial anty-Yersinia klasy IgM 1 IgG. Odmiennie, w badaniach
plynu stawowego wykrywa si¢ czgsto przeciwciata skierowane przeciwko antygenom
bakteryjnym tj. LPS 1/lub ECA. Czg¢sto stgzenie tych przeciwciat jest nizsze niz w surowicy.
Fotis 1 in. [2017] sugerowali, ze podwyzszone stezenie przeciwcial skierowanych przeciwko
regionowi rdzeniowemu LPS E. coli (typu R3) u chorych na MIZS wiaze si¢ ze zwigkszong
translokacjg bakterii z jelit do krwioobiegu, a co za tym idzie wyzszym stezeniem LPS, ktory
krazy w organizmie. Aoki 1 in. [1996] wykazali obecnos$¢ przeciwciat rozpoznajacych LPS z
podstawionym ECA (ECArps) w surowicach 1 ptynach stawowych dorostych pacjentow
chorujacych na reumatoidalne zapalenie stawow (RZS). Rastawicki [2007] wykazal obecno$¢
przeciwcial anty-ECA w surowicach pacjentéw z podejrzeniem jersiniozy (zwlaszcza wsrdd
leczonych z powodu reaktywnego zapalenia stawow), a takze zaproponowat ich przydatnos¢ w

diagnostyce zakazen bakteriami Yersinia.

Podjeto wiec badania majace na celu detekcje i charakterystyke przeciwcial
swoistych dla LPS Yersinia w surowicach i plynach stawowych pacjentéw cierpiacych na

MIZS, w tym pacjentow z potwierdzonym zakazeniem Yersinia.

Materiat kliniczny pobrano w aktywnej fazie choroby (stan zapalny 3 lub wigcej

stawow) od chorych ptci meskiej.

Analiza Western blot wykazata obecno$¢ przeciwcial reagujacych z LPS Yersinia
enterocolitica 1 wspolnym antygenem enterobakteryjnym (ECA) w analizowanych probkach
pltynu stawowego. Immunoglobuliny te rozpoznawaly LPS YeO3-c-6471/76 (LPS
o chemotypie S), a takze lipopolisacharydy chemotypu Ra (YeO3-c-R1), Rc (YeO3-c-RfbR7)
i Re (YeO3-c-M205). Co ciekawe, wykryte przeciwciala w surowicy pacjentoéw reagowaty
z szybko migrujacg frakcjg LPS odpowiadajaca fragmentom lipid-A-wewngtrzny rdzen LPS.
Obserwowany wzoér przypominajacy drabinke w  obszarze migracji materiatu
wysokoczgsteczkowego dla LPS YeO-c-R1 LPS, sugerowal obecno$§¢ w tym preparacie
polimeru innego niz O-polisacharyd. Wynik ten moze wskazywaé na immunodetekcje w tym
obszarze ECA przytaczonego do LPS (ECALps). W badaniach jako wzorzec zastosowano ECA
S. Montevideo SH94 1 otrzymano podobny profil drabinkowy. Przeciwciata obecne
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w plynie stawowym badanych pacjentéw rowniez rozpoznawaly antygeny LPS i ECA,

uzyskane profile byly identyczne jak te obserwowane, kiedy badano surowice.

Dzi¢ki zastosowaniu unikalnej kolekcji LPS mutantéw Yersinia o roznych chemotypach
(S, Ra, Rc, Re) w badaniach metoda immunoenzymatyczng (ELISA) plyndéw stawowych
wykryto immunoglobuliny rozpoznajace epitopy zlokalizowane w OPS, OC i/lub IC, a takze
regionie Kdo- lipid A lipopolisacharydu. Interesujace, iz w wigkszosci badanych ptynach
stawowych obserwowano wysokie miano przeciwciat swoistych dla regionu Kdo-lipid A, ktory
jest wspolny dla wielu gatunkow bakterii Gram-ujemnych. Natomiast tylko w kilku badanych
probach wykryto przeciwciata rozpoznajace polisacharydy O-swoiste Yersinia. W tescie
ELISA, podobnie jak w analizie Western blot, w badanych prébach plynu stawowego
wykazano takze obecno$¢ — immunoglobulin reagujacych ze wspolnym antygenem

enterobakteryjnym (ECA).

W literaturze tematu opisywano wielokrotnie proby ustalenia pochodzenia LPS
w ptynie stawowym. Przypuszczano, ze endotoksyna moze by¢ uwalniana w trakcie rozpadu
komorek bakteryjnych, ale w wigkszosci badanych przypadkéw nie udalo si¢ wykazad
obecnos$ci zywych ani tez martwych komoérek Yersinia enterocolitica [Worela 1 wsp., 1993].
Jednak, jak wspomniano wczesniej, w ptynach czegsto wykrywano lipopolisacharyd [Granfors
1 wsp., 1989].Uwazano, ze moze by¢ on transportowany do stawow przez komorki zapalne.
Zostato to udowodnione przez Granfors 1 wsp. [1989], ktérzy wykryli u pacjentéw w ptynach
stawowych LPS Yersinia nawet kilka lat po epizodzie jersinozy. Co ciekawe, Wuorela i wsp.
[1993] wykazali, ze wewnatrz makrofagow LPS moze ulega¢ przetworzeniu, a jego forma ze

zredukowanym rdzeniem moze by¢ eksponowana na powierzchni fagocytow.

Potwierdzily to rowniez nasze badania [Kasperkiewicz i wsp., 2020]. W warunkach
in vitro wykazano, iz w wyniku fagocytozy bakterii Yersinia (inaktywowanych termicznie)
o chemotypie S i Ra LPS, po pieciu dniach ekspozycji — na powierzchni makrofagow
pojawiaja si¢ struktury rozpoznawane przez ludzka MBL, co sugeruje, zZe
prawdopodobnie wewnatrz tych komoérek dochodzi do reorganizacji struktury LPS.
Potwierdza to wczesniejsze obserwacje odziatywania MBL z cukrami (heptozami) rdzenia
wewnetrznego LPS  Yersinia. Wyniki przeprowadzonych badan sugerujg rowniez, ze
w przestrzeni okotostawowej dochodzi do zwigzania si¢ kompleksu MBL-MASP z LPS
eksponowanym na powierzchni fagocytéw. Fakt ten moze doprowadzi¢ do aktywacji

dopetiacza na drodze lektynowej, a co za tym idzie — miejscowego nasilenia reakcji zapalnej.
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Podsumowujac: wykazano obecno$¢ przeciwcial rozpoznajacych LPS Yersinia
enterocolitica O:3 we wszystkich analizowanych ptynach stawowych uzyskanych od
pacjentow cierpiagcych na MIZS z potwierdzong infekcja Yersinia oraz u chorych z MIZS
u ktoérych nie stwierdza si¢ w surowicy immunoglobulin anty-Yersinia. Wigkszo$¢ przeciwciat
byta skierowana przeciwko regionowi Kdo-lipid A LPS, przeciwciata rozpoznajace OPS
wykryto tylko w nielicznych probach ptynu stawowego. Uzyskane wyniki moga sugerowa¢
lepsza przydatnos¢ preparatow LPS mutantow szorstkich Yersinia LPS (pozbawionych
OPS) w opracowywaniu nowych testow diagnostycznych w celu wykrycia przewleklych
infekcji. Wniosek ten znajduje potwierdzenie w przeprowadzonych eksperymentach, gdzie
wykazano reorganizacj¢ LPS przez fagocyty i ekspozycje regionu rdzenia wewnetrznego na ich
powierzchni. Wydaje si¢, ze obecnos¢ ECA zwiazanego z LPS u Yersinia enterocolitica O:3

wigze sie z silniejszg antygenowos$cia endotoksyny.

Podsumowanie wynikéw badan

e Lipopolisacharyd Yersinia enterocolitica O:3 chemotypu Ra, Rc i Re moze by¢

akceptorem enterobakteryjnego antygenu wspolnego (ECA).

Lektyna wigzaca mannoze¢ (MBL) rozpoznaje heptozy w oligosacharydzie rdzenia
wewnetrznego LPS Yersinia enterocolitica O:3

e Oligosacharyd rdzenia zewngtrznego LPS YeO3 hamuje wigzanie MBL, ale LPS
o chemotypie S/Ra (a wigc zawierajacy zarowno oligosacharyd rdzenia zewnetrznego
jak 1 wielocukier O-swoisty), po przetworzeniu przez makrofagi, moze by¢

rozpoznawany przez MBL.

e LPS Yersinia (zwhaszcza LPS o chemotypie Rdi) moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju
zapalenia stawow u myszy, ale fakt ten nie jest zwigzany z dziataniem adiuwantowym
LPS.

o Allel B (kodon 54 eksonu 1 genu MBL?2) czg$ciej wystepuje u chorych na MIZS
powigzanym z zakazeniem Yersinia. Obecno$¢ tego wariantu w tym kodonie prowadzi

do znaczacego obnizenia stgzenia MBL w surowicy.
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e Surowicze stezenie fikoliny-2 bylo znaczaco nizsze u oséb chorych na mtodziencze
idiopatyczne zapalenie stawow (niezaleznie od wystepowania zakazen Yersinia) niz
u 0sob z grupy kontrolne;.

e W préobach plynow stawowych u chorych na MIZS obecne byly czynniki aktywacji
dopetiacza na drodze lektynowe;j tj: MBL, fikolina-1, fikolina-2, fikolina-3 oraz MASP-
2. Kompleksy MBL-MASP-2 w ptynie stawowym tych chorych aktywowatly uktad
dopehiacza.

e W plynach stawowych uzyskanych od pacjentow cierpigcych na MIZS obecne byly

przeciwciala rozpoznajace LPS Yersinia enterocolitica O:3 oraz antygen ECA.

Badania opisane w publikacjach: Kasperkiewicz i wsp., 2015; Kasperkiewicz i wsp., 2017;
Kasperkiewicz i wsp., 2020; Kasperkiewicz i wsp., 2022 (wchodzacych w sklad osiagnigcia
naukowego) stanowily zadania badawcze grantu OPUS 1 2011/01/B/NZ6/00264
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki pt. ,,Badania znaczenia lektyny wigzacej
mannan” w mlodzienczym idiopatycznym zapaleniu stawdéw zwigzanym z zakazeniami

Yersinia”, ktorym kierowalam w latach 2011-2015 (zalacznik 2).

‘Wyjasnienie: W okresie skladania wniosku grantowego oraz jego realizacji w literaturze tematu

’

obowigzywata nazwa: ,, lektyna wigzqca mannan”, obecnie obowiqzujgcq jest: ,, lektyna wigzqgca

mannoze”, dlatego takq nazwe stosowano w publikacjach oraz autoreferacie.
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Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych stanowiacych znaczny wkilad w

rozwdéj dyscypliny

Charakterystyka antygenow powierzchniowych (LPS, ECA) paleczek Yersinia enterocolitica
0:3

Po ukonczeniu studiow magisterskich na Wydziale Analityki Medycznej Slaskiej
Akademii Medycznej w  Katowicach otrzymatam zaproszenie do uczestnictwa
w miedzynarodowych badaniach dotyczacych wirulencji pateczek Yersinia enterocolitica O:3
(YeO3) pod kierownictwem profesora Mikaela Skurnika z Uniwersytetu w Helsinkach
(zalacznik 3). Dlatego tez w mojej pracy doktorskiej, ktorej promotorem byta Pani profesor
Joanna Radziejewska-Lebrecht podjelam temat ECA-immunogennosci paleczek Yersinia
enterocolitica O:3. W roku 1998 ukazata si¢ publikacja naukowa autorstwa profesor
Radziejewskiej — Lebrecht i wsp., w ktorej wykazano, iz szorstki mutant Yersinia enterocolitica
O:3 - Ye75R z niepelnym regionem rdzeniowym LPS chemotypu Rc (czyli posiadajacy tylko
rdzen wewngtrzny), generuje powstanie przeciwcial anty-ECA u krolikow immunizowanych
zabitymi komorkami Yersinia. Autorzy sugerowali, iz w przypadku tego mutanta, odmiennie
niz u mutantdw E. coli niepelny region rdzeniowy jest akceptorem ECA. Stad postawiono
hipotezg, ktorej weryfikacja stanowita cel moich badan w pracy doktorskiej, ze inne mutanty R
Yersinia enterocolitica O:3 moga by¢ rowniez ECA-immunogenne.

Przeprowadzone badania potwierdzily, iz mutanty R z pelnym rdzeniem, badz
defektywnym lub pozbawione rdzenia zewnetrznego w ich lipopolisachrydach stymulowaty
zwierzeta doswiadczalne do wytworzenia przeciwciat anty-ECA. Implikacja, ze ECA jest
przytaczony do rdzenia wewngtrznego LPS badanych mutantéw R Yersinia wynikat rowniez
z faktu uzyskania metodami izolacji chemicznej lipopolisacharydéw pozbawionych ECApg,
a jednoczes$nie zwierajacych ECA. Wyniki uzyskane podczas realizacji badan do pracy

doktorskiej zostaly opublikowane jako artykut naukowy pt.: ,, ECA-antibodies in antisera
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against R mutants of Yersinia enterocolitica O:3”.2003,; Advances in Experimental Medicine
and Biology - Book series 529, 215-218 (zalacznik 4.1) oraz prezentowane byty na licznych
konferencjach naukowych (krajowych i migdzynarodowych).

Wspolnie z naukowcami z Finlandii oraz Niemiec bratam réwniez udziat w badaniach
strukturalnych rdzenia zewnetrznego Yersinia enterocolitica O:3. Po raz pierwszy okreslenie
struktury rdzenia LPS Y. enterocolitica O:3, byto mozliwe dzigki analizom chemicznym LPS
mutantow szorstkich (R). W roku 2005 rozpoczg¢lismy badania strukturalne LPS mutanta
chemotypu Ra YeO3-c-R1. Badania wykazaty, ze cukrem na koncu redukujacym
(proksymalnym) rdzenia zewnetrznego byta 2-acetamido-2,6-dideoksy-D-ksylo-hekso-4-
ulopiranoza (Sugp). Wynik ten stanowil wazne odkrycie, poniewaz po raz pierwszy
zidentyfikowano go u Yersinia jako jeden z komponentéow budujacych lipopolisacharyd.
Powyzsze wyniki zostaty opublikowane jako artykut naukowy, ktérego jestem wspotautorem
pt: ,, Identification and Role of a 6-Deoxy-4-Keto-Hexosamine in the Lipopolysaccharide Outer
Core of Yersinia enterocolitica Serotype O:3”; 2009; Chemistry-A European Journal 15(38),
9747-9754 (zalacznik 4.2).

Prowadzone przez nas badania dotyczyly rowniez wplywu temperatury hodowli
Yersinia na ekspresj¢ czynnikow wirulencji, w tym LPS. WykazaliSmy, ze ekspresja regionu
zewngtrznego LPS, jest zalezna od temperatury hodowli Yersinia i byla obnizona w 37°C.
Badania immunologiczne i genetyczne przeprowadzone na mutantach S (posiadajacych
skrécony rdzen zewngtrzny i1 pelny OPS) oraz R YeO3 defektywnych w biosyntezie rdzenia
zewngtrznego wykazaty, ze biosynteza ECA zachodzita efektywniej w 22°C. W ramach tego
projektu prowadzitam rowniez badania zmierzajacych do pelnej charakterystyki przeciwciat
anty-ECA, ktoére pojawiaty si¢ w surowicach zwierzat (krolikdw) immunizowanych réznymi
mutantami Yersinia. Dodatkowo, wykazaliSmy metoda immunoblotingu, z zastosowaniem
przeciwcial monoklonalnych specyficznych dla O-PS Yersinia (TomA6) i ECA (Mab 989),
koegzystencje tych dwoch antygendéw w czasteczkach LPS Yersinia enterocolitica O:3.
Molekuty posiadaty przylaczony O-PS i/lub ECA do rdzenia wewnetrznego LPS. Wyniki
uzyskane podczas realizacji badan zostaty opublikowane jako artykuty naukowe pt:
., Characterization of anti-ECA antibodies in rabbit antiserum against rough Yersinia
enterocolitica 0:37; 2011; Biochemistry (Moscow) 76(7):832-9 (zalacznik 4.3) oraz
., Enterobacterial common antigen and O-specific polysaccharide coexist in the
lipopolysaccharide of Yersinia enterocolitica serotype O:37; 2013; Microbiology.
159(8):1782-93 (zalacznik 4.4). Byly to pierwsze tego typu doniesienia w literaturze

tematu. Badania te potwierdzily takze ECA-immunogenno$¢ réznych mutantéw R
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Yersinia enterocolitica O:3, znacznie poszerzajac wiedz¢ na temat odzialywania tego

patogenu z ukladem odpornosciowym ssakow.

Odzialywanie gospodarz-patogen: bakteryjne pecherzyki blony zewnetrznej jako tarcza dla

uktadu dopetniacza

Ze wzgledu na unikalne cechy morfologiczne 1 fizjologiczne paleczek Yersinia
enterocolitica w kregu moich zainteresowan naukowych nadal pozostaje oddziatywanie tych
patogenow z uktadem odpornosciowym ludzi i zwierzat. Wyniki badan dotyczace roli
biologicznej lipopolisacharydu Yersinia eneterocolitica O:3 zainspirowaty mnie do dalszych
poszukiwan mechanizméw odziatywania LPS Yersinia enterocolitica O:3 z organizmem
gospodarza. Dowiedziono, iz, lipopolisacharyd jest elementem tzw. pecherzykow blony
zewnetrznej (outer mebrane vesicles, OMYV) produkowanych przez wigkszos$¢
mikroorganizmow patogennych. Struktury te moga wpltywaé na odpowiedZz organizmu na
zakazenie, nawet gdy wywotujace je drobnoustroje zostaly wyeliminowane. Wyjatkowa
heterogenno$¢ struktury czasteczek LPS Y. enterocolitica O:3 oraz ich nierbwnomierne
roztozenie na powierzchni komoérki moze utatwia¢ uwalnianie OMV o odmiennej budowie
btony niz ta wystepujaca w komorce bakteryjnej. Pecherzyki blony zewngtrznej moga wchodzi¢
w interakcje z elementami pierwszej linii obrony gospodarza, np. sktadnikami dopetniacza.
Zalezna od LPS eksponowanego na powierzchni OMV aktywacja dopetniacza moze
przyczynia¢ si¢ do rozwoju ogolnoustrojowej reakcji zapalnej (SIRS) jak rowniez do obnizenia
aktywnosci bakteriobojczej surowicy, utatwiajagc w ten sposob szerzenie si¢ zakazenia. Dlatego
tez wspdlnie z naukowcami z Instytutu Biologii Medycznej PAN w Lodzi oraz Instytut
Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu realizujemy projekt naukowy,
ktorego gldéwnym celem jest ocena interakcji LPS obecnego w OMV z uktadem dopetniacza i
wplyw tych oddziatywan na systemowg odpowiedZ zapalng. Nasze badania obejmujg m.in.
analiz¢ wptywu temperatury wzrostu bakterii na proces uwalniania pgcherzykow (ich ilo$¢ 1
rozmiary, sktad ilosciowy 1 jakosciowy) przez komorki szczepu dzikiego Y. enterocolitica O:3.
Oceniamy takze wptyw zmian strukturalnych powierzchni OMYV na ich aktywno$¢ biologiczng
(aktywacje dopetniacza, wptyw na aktywnos$¢ bojcza surowicy, wigzanie bakteriofagdw) oraz
znaczenie aktywacji dopelniacza przez OMV Y. enterocolitica O:3 w rozwoju SIRS
(poréwnanie toksycznosci letalnej dla myszy z wylaczong syntezg sktadnika C3 dopehiacza i
myszy typu dzikiego). Jednocze$nie prowadzimy badania wptywu: chemotypu LPS na kinetyke
dystrybucji OMV in vivo 1 zaburzen syntezy poszczegélnych regionow LPS i/lub innych
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czynnikéw wirulencji na proces uwalniania pgcherzykéw btonowych i aktywacji przez nie
uktadu dopetniacza. Nalezy podkresli¢, ze wiedza na temat OMV jako formy aktywujacej
dopetiacz jest bardzo ograniczona, dlatego prowadzone przez nas badania majg charakter
nowatorski. Wyjasnienie podstaw molekularnych oddziatywan OMV z elementami ztozonego
mechanizmu odpowiedzi odporno$ciowej na roznych etapach zakazenia oraz ich biologicznych
konsekwencji moze w perspektywie by¢ kluczowe dla opracowania nowych strategii
diagnostyki i leczenia SIRS, a takze wykorzystania OMV jako szczepionek nowej generacji.
Zastosowanie wyjatkowego modelu jakim jest Y. enterocolitica O:3 (i unikalnej kolekcji
mutantéw) umozliwi wyjasnienie roli poszczegolnych regionéw LPS w toksycznosci OMV.
Badania sg w trakcie realizacji. Projekt pt. ,,Odzialywanie gospodarz-patogen: bakteryjne
pecherzyki blony zewngtrznej jako tarcza dla uktadu dopetniacza” otrzymal finansowanie
Narodowego Centrum Nauki w konkursie OPUS 16 (2018/31/B/NZ6/03514). Pelni¢ role

kierownika projektu ze strony Uniwersytetu Slaskiego (konsorcjant) (zalacznik 6).

Badania aktywacji dopelniacza na drodze lektynowej u chorych na nowotwory

hematologiczne.

W swojej pracy badawczej bralam takze udzial w realizacji projektu finansowanego
przez Narodowe Centrum Nauki OPUS 6 (2013/11/B/NZ6/01739), pt: "Badanie znaczenia
czynnikéw specyficznych dla aktywacji dopetniacza na drodze lektynowej u 0sob chorych na
nowotwory hematologiczne poddawanych autologicznym przeszczepom macierzystych
komorek krwiotworczych” pod kierunkiem profesora Macieja Cedzynskiego. Do moich zadan
w tym projekcie nalezata logistyka materiatu klinicznego (szczepy bakteryjne wyizolowane od
chorych) oraz badania aktywnos$ci bdjczej normalnej surowicy ludzkiej wobec
mikroorganizméw izolowanych od pacjentow. Wyniki badan zostaly opublikowane jako
artykut naukowy pt: ,, The role of complement activating collectins and associated serine
proteases in patients with hematological malignancies, receiving high-dose chemotherapy, and
autologous hematopoietic stem cell transplantations (Auto-HSCT). 2018; Frontiers in
Immunology 9, 2153: 1-15. Potwierdzenie mojego udziatu wraz z zadaniami badawczymi, ktore

realizowalam w tym projekcie znajduje si¢ w zalaczniku S.
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Charakterystyka molekularna pecherzykow blony zewnetrznej endofitycznych bakterii oraz

ocena ich roli w stymulowaniu indukowanej odpowiedzi systemicznej u roslin

Wigkszos¢ obecnie prowadzonych badan naukowych skupia si¢ na charakterystyce
pecherzykéw produkowanych glownie przez patogenne bakterie Gram-ujemne 1 ich
oddziatywaniu na organizm gospodarza. Niewiele wiadomo jak dotad na temat roli, jakg petnia
OMV produkowane przez inne mikroorganizmy, w tym endofityczne bakterie promujace
wzrost roslin. Dowiedziono rowniez, ze mikroorganizmy te moga aktywowa¢ u roslin
mechanizmy odpornos$ciowe. Bazujac na doswiadczeniu badawczym zdobytym w trakcie
realizacji projektu dotyczacego charakterystyki OMV produkowanych przez Yersinia, wspdlnie
z Panig profesor Zofig Piotrowska-Seget oraz czlonkami zespotu Mikrobiologii i
Biotechnologii Srodowiska postanowiliémy zbada¢, czy OMV wydzielane przez endofity
stymulujg odporno$¢ systemiczng u roslin (Arabidopsis thaliana, Zea mays), a takze czy maja
wplyw na mechanizmy fizjologiczne odpowiedzialne za ich rozwdj 1 wzrost. Dzigki
zastosowaniu nowoczesnych metod molekularnych, a takze analizy chemicznej oceniamy
cargo pecherzykéw pod katem obecno$ci materialu  genetycznego, biatek (analiza
proteomiczna). Opracowujemy rowniez system $ledzenia wedrowki i1 losow pecherzykow w
ro$linie (OMV znakowane biatkiem zielonej fluorescencji, GFP), dzigki, ktéremu planujemy
znalez¢ odpowiedz na pytanie, czy roslina reaguje na obecnos¢ tych struktur oraz w jaki sposob.
Oczekujemy, iz wyniki realizowanego projektu przyczynia si¢ do lepszego zrozumienia funkcji
bakteryjnych OMV 1 ich wpltywu na fizjologi¢ roslin oraz aktywacje mechanizméow
odpornosciowych. Otrzymane rezultaty beda pomocne w opracowaniu nowoczesnych strategii
wspomagania wzrostu roslin oraz ich ochrony biologicznej przed patogenami. W ramach analiz
sktadu btony zewnetrzne; OMV badanych endofitéw zaplanowanych w powyzszym projekcie,
z wspolnie z zespotem pod kierownictwem Pana profesora Adama Chomy z UMCS w Lublinie
(konsorcjant w projekcie) dokonali$my analizy strukturalnej O-polisacharydu endofitycznej
bakterii z rodzaju Serratia sp. oraz Pseudomonas sp. Wyniki zostaty opublikowane jako dwa
artykuty naukowe pt: ,, Structure of the lipopolysaccharide O-antigen of Serratia spp. strains
10.1WK and 1XS plant endophytes isolated from O. biennis and L. corniculatus”; 2023;
Carbohydrate Research 524, 108760 oraz ,,Structure of the lipopolysaccharide O-antigen of
endophytic Pseudomonas sp. strain L1”. 2023; Carbohydrate Research 525, 10877.

Powyzsze badania realizujemy w ramach projektu OPUS 19 (2020/37/B/NZ8/0855)
finansowanego przez Narodowego Centrum Nauki pt. ,,Charakterystyka molekularna

pecherzykoéw blony zewngtrznej endofitycznych bakterii z rodzaju Pseudomonas 1 Rhizobium
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oraz ocena ich roli w stymulowaniu indukowanej odpowiedzi systemicznej u ros§lin”. Petnig w
nim rol¢ wykonawcy. Potwierdzenie mojego udzialu wraz z zadaniami badawczymi, ktore

realizuj¢ w tym projekcie znajduje si¢ w zalaczniku 7.

Badania odpowiedzi immunologicznej pajgkow Steatoda grossa (Theridiidae) na stres

srodowiskowy

Swoje zainteresowania immunologia bezkregowcdéw rozwijam roéwniez w ramach
wspolpracy migdzyzespotowej na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego.
Jestem uczestnikiem badan naukowych pod kierunkiem z dr hab. Grazyny Wilczek, prof. US.
Wspolnie z Panig profesor oraz czlonkami zespotu Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii
analizowalismy odpowiedz immunologiczng pajakow (eksponowanych na metale ci¢zkie tj.
m.in. kadm) po stymulacji mitogenem (PMA) oraz zawiesinami bakteryjnymi. Wyniki zostaly
opublikowane jako artykut naukowy pt. ,, The effect of selected immunostimulants on hemocytes
of the false black widow Steatoda grossa (Theridiidae) spiders under chronic exposition to
cadmium. 2022; Comparative Biochemistry and Physiology Part - C: Toxicology and
Pharmacology. 252:109221.

Obecnie uczestnicze w realizacji projektu OPUS 19 (2020/37/B/NZ8/00584)
pt. ,,W poszukiwaniu strategii adaptacyjnej u obligatoryjnych drapieznikéw. Immunologiczne
mechanizmy u modelowego pajaka Steadoda grossa (Theridiidae) w warunkach
krotkoterminowej 1 chronicznej ekspozycji na metale”, finansowanym przez Narodowe
Centrum Nauki, pod kierownictwem Pani profesor Wilczek. Do moich zadan badawczych
nalezy opracowanie wynikow sekwencjonowania analizy jakosciowej (struktury gatunkowej)
mikrobiomu jelita pajagka po ekspozycji na kadm i miedz (zalacznik 8). Pierwsze wyniki
projektu zostaty juz opublikowane jako artykul naukowy pt. ,, Effects of chronic exposure to
cadmium and copper on the proteome profile of hemolymph in false widow spider Steatoda

grossa (Theridiidae). 2023, Ecotoxicology and Environmental Safety 249, 1-11, 114448.

Charakterystyka wlasciwosci antydrobnoustrojowych nosnikow lekow na bazie nanoczgstek

zlota i krzemionki.

Innym obszarem moich zainteresowan naukowych jest biotechnologia medyczna, a w
szczegOlnosci poszukiwanie 1 opracowanie nowoczesnych technologii zwigzanych z

wytwarzaniem nowatorskich nosnikéw lekow.
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W kwietniu 2022 roku nawigzatam wspdlprace z dr Radostawem Balwierzem
z Uniwersytetu Opolskiego z Katedry i Zakladu Farmacji i Chemii Ekologicznej. W ramach
wspolnych badan oznaczalam aktywno$¢ antybakteryjng zeli na bazie nanoczastek ztota
1 krzemionki optaszczonych chloramfenikolem. Przeprowadzone analizy obejmowaty ocene
wielko$ci stref zahamowania wzrostu bakterii oraz kinetyke wzrostu drobnoustrojow
poddanych dziataniu zeli. Badania te zaowocowaty publikacja pt: ,, Nanoparticles coated by
chloramphenicol in hydrogels as a useful tool to increase the potential of release API and
antibacterial activity in dermal drug delivery”. 2023, Pharmacological Reports.

Dodatkowo w ramach projektu realizowanego przez firme¢ Biotts SA i Uniwersytet
Opolski realizowalam zadanie badawcze majace na celu zbadanie bakteriobdjczych
i bakteriostatycznych witasciwosci nosnikow transdermalnych oraz oleju czulmugorowego

wobec Escherichia coli i Staphylococcus aureus (zalacznik 9).

Oceny wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych materialow o potencjalnym zastosowaniu w

medycynie rekonstrukcyjnej.

W celu rozwoju moich zainteresowan z obszaru inzynierii biomaterialowej mam
przyjemnos¢ wspotpracowac z zespotem badawczo- naukowym pod kierunkiem dr hab. inz.
Romana Majora zatrudnionym w Instytucie Metalurgii i Inzynierii Materiatlowej im.

Aleksandra Krupkowskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie.

Wspolnie z zespotem badaczy pod kierunkiem Pana profesora prowadzitam interesujace
badania, ktorych celem bylo opracowanie materiatow dedykowanych implantom stosowanym
w chirurgii kregostupa, ktore minimalizujg ryzyko infekcji bakteryjnych wynikajacych m.in.
z dhugiego czasu trwania operacji. Mikroorganizmy moga tworzy¢ na powierzchni implantu
biofilm, powodujac jego obluzowanie, bdl 1 ostry stan zapalny w miejscu wszczepienia, co w
konsekwencji moze prowadzi¢ do rozlegtej infekcji u biorcy. Nasza strategia badawcza
skupiala si¢ na poprawie wlasciwosci antybakteryjnych 1 zapobieganiu przylegania bakterii do
badanych stopow tytanu z dodatkiem nanoczastek srebra (Ti/TixN+Ag). Jednocze$nie
badali$my cienkie, wielowarstwowych powloki zlozone z mikrostruktur nanokrystalicznych
wytworzone z badanych stopdw, ktore wykazywaly wysoka odpornos$ci na zuzycie i korozje.
Tego typu warstwy mogg mie¢ zastosowanie jako pokrycie narzgdzi chirurgicznych. Wyniki
przeprowadzonych badan mikrostrukturalnych 1 wytrzymato$ciowych jednoznacznie

potwierdzity mozliwos¢ wykorzystania badanych powlok do wyzej wymienionych zastosowan.
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Co ciekawe, proponowana technologia umozliwia zmniejszenie rozmiaréw narzgdzi o okoto 35
%, co jest niezwykle istotne dla tych wykorzystywanych w operacjach neurochirurgicznych.
Jednoczes$nie badania cytotoksycznos$ci bezposredniej (w tym pomiar aktywnoS$ci
dehydrogenazy mleczanowej) testowanych materialéw nie wykazaty toksycznego dzialania na
komorki kostne (badania przeprowadzono na komorkach linii SAOS-2 -kostniakomigsaka
ko$ci Homo sapiens). Badania mikrobiologiczne (m.in. testy kontaktowe zgodne z norma ISO
22196) wykazaty, ze wszczepienie nanoczastek Ag do powtok Ti/TixN hamuje rozwdj
komorek E. coli i S. aureus oraz zmniejsza ich adhezj¢ do powierzchni materiatu. Odkrycia te
sugerujg, ze nanoczasteczki Ag jako sktadnik powlok implantow moga potencjalnie
minimalizowa¢ ryzyko infekcji i stanu zapalnego, a w dalszej konsekwencji zapobiegac
reimplantancji u pacjenta. Wyniki badan zostaly opublikowane jako artykul naukowy:
Kasperkiewicz K., Major R., Sypien A., Kot M., Dyner M., Major L., Byrski A., Kopernik M.,
Juergen M. Lackner J.M. Antibacterial Optimization of Highly Deformed Titanium Alloys for
Spinal Implants”. 2021; Molecule (Basel), 11, 3145, 1-17.

Wspolne badania naukowe z zespotem pod kierunkiem dr hab. inz. Romana Majora
zaowocowaly moim udzialem w dwdch migdzynarodowych, finansowanych przez NCBiR
projektach badawczych: ,Patient-specific bioactive, anti-microbial PLA-PGA/titanium
implants for large jawbone defects after tumour resection” (jawIMPLANT.M-ERA.NET-
2016/232/2017) oraz “Patient-specific, anti-microbial bioactive finger implants for durable
functional reconstruction after amputation” (fingerIMPLANT.M-ERA.NET2/2019/7/2020). W
ramach tych projektow realizuj¢ badania oceny wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych
biomateriatéw dedykowanych do implantow twarzoczaszki oraz palca. Analizy te obejmuja
oceng¢ in vitro formowania biofilmu na réznego typu materiatach tytanowych przez bakterie
Gram-dodatnie, Gram-ujemne oraz grzyby mikroskopowe, obrazowanie biofilmu bakteryjnego
metoda FISH, depozycje¢ endotoksyny bakteryjnej (LPS) na biomateriatach implantowanych do
zwierzat doswiadczalnych. Potwierdzenie mojego udziatu wraz

z wykonywanymi zadaniami zostaly przedstawione w zalaczniku 10.

Dotychczasowe wyniki wspolnych badan zostaly opublikowane jako 4 artykuty
naukowe pt.: ,, Patient specific implants for jawbone reconstruction after tumor resection”.
2020, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces; 193, 111056, “Hemocompatibile Thin Films
Assessed under Blood Flow Shear Forces”; 2022; Molecules. 27(17):5696, “Antimicrobial
materials with improved efficacy dedicated to large craniofacial bone defects after tumor

resection”; 2022; Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 220, “Characterization of
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biomaterials with reference to biocompatibility dedicated for patient-specific finger implants”;

2023; Acta Bioeng. Biomech. 25, ().

Badania wtasciwosci antydrobnoustrojowych powlok nowej generacji na bazie miedzi.

W 2020 roku podjetam rowniez wspodtprace naukowo-badawcza z dr. hab Joanng
Wojewoda-Budka prof. Instytutu, zatrudniong w Instytucie Metalurgii i Inzynierii Materiatowej
im. Aleksandra Krupkowskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie w projekcie naukowym
zatytutowanym ,,Powloki nowej generacji na bazie miedzi o podwyzszonej odpornosci na
patogeny” o akronimie AntyPathCoat (M-ERA.NET2/2020/AntiPathCoat/4/2021), ktory jest
w trakcie realizacji. Projekt jest finansowany przez Narodowego Centrum Badan i Rozwoju.
Zakres badan, ktore prowadz¢ obejmuje ocen¢ adhezji mikroorganizméw i1 formowania
biofilmu bakteryjnego na badanych powierzchniach za pomoca metod mikrobiologicznych oraz
skaningowej  mikroskopii  elektronowej 1 mikroskopii konfokalnej. Dodatkowo
mikroorganizmy obecne w biofilmie sg identyfikowane metodg analizy fluorescencyjnej in-situ
(FISH). W projekcie prowadze réwniez analizy, istotne z punktu widzenia klinicznego, majace
na celu okreslenie stezenia endotoksyny (LPS) na badanych powlokach po ich kontakcie
z paleczkami gram-ujemnymi. Zaproponowana w projekcie koncepcja badan
mikrobiologicznych mojego autorstwa pozwoli okresli¢ zaleznosci pomiedzy parametrami
technologii osadzania powtok miedzianych (Cu-TiO») oraz kompozytowych Ti-ZnO, a adhezja
1 zywotnoscig réznych patogendéw. Potwierdzenie mojego udziatu oraz wykonywane zadania

zawarto w zalaczniku 11.

Badania mikrobiologiczne biodegradowalnych stopow cynku 7 magnezem.

Kolejnym tematem badawczych, ktory realizuj¢ we wspoOtpracy z Panig dr. hab
Magdaleng Bieda-Niemiec, zatrudniong w Instytucie Metalurgii i Inzynierii Materialowej im.
Aleksandra Krupkowskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie, jest ocena mikrobiologiczna
biodegradowalnych stopdéw cynku z magnezem, wapniem i strontem pod katem zastosowan
tego typu biomaterialdow na implanty kostne. Badania te sg realizowane w ramach projektu pt.
,INew generation material for application in bioabsorbable orthopedic implants™ o akronimie:
BioAbsMat (NOR/SGS/BioAbsMat/0096/2020-00). Zadania projektowe sa w trakcie

realizacji. Potwierdzenie mojego udziatu oraz wykonywane zadania zawarto w zalgczniku 12.



Autoreferat Katarzyna Kasperkiewicz

Plany badawczo-naukowe

W najblizszej perspektywie czasowej bed¢ kontynuowa¢ badania dotyczace
charakterystyki czynnikow wirulencji pateczek Yersinia enetrocolitica O:3. m.in. biatka Ail
1 Yad oraz ich oddziatywania z organizmem gospodarza. Dzigki uprzejmosci i wieloletniej
wspOtpracy naukowej z prof. Mikaelem Skurnikiem badania te begda prowadzone
z wykorzystaniem genetycznie skonstruowanych mutantéw Yersinia z petna lub defektywna
ekspresja tych czynnikow w komorkach. W celu pozyskania srodkow finansowych na
wspomniane badania wezme¢ udzial w konkursie OPUS, ktéry ogloszony bedzie przez
Narodowego Centrum Nauki w Krakowie w grudniu 2023 roku.

Rozwijam takze swoje umiejetnosci oraz poszerzam wiedz¢ w obszarze badan
biologicznych biomateriatow stosowanych w medycynie rekonstrukcyjnej (bioprotezy
tkankowe, personalizowane implanty dla ortopedii 1 traumatologii). Obecnie pracuj¢ nad
standaryzacja metod mikrobiologicznych oraz molekularnych obejmujacych okreslenie
wptywu modyfikacji powierzchni na poziom adhezji, wzrost oraz formowanie biofilmu przez
komorki mikroorganizmow (bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujemne, a takze grzyby
mikroskopowe) na powierzchni biomateriatow. Opracowuj¢ obecnie protokot badawczy oceny
adhezji oraz stezenia endotoksyny bakteryjnej (LPS) na powierzchni biomateriatéw po ich
deplantacji u zwierzat doswiadczalnych. Protokoly te beda cennym narz¢dziem badawczym
oceny biomaterialdéw dedykowanych dla robotyki i instrumentarium w nowoczesnej chirurgii.
Doskonale rowniez umiejetnosci obrazowania mikroorganizmow oraz struktury biofilmu na
powierzchni materiatdéw przy pomocy techniki mikroskopii fluorescencyjnej (ang. fluorescent
in situ hybridization), ktora wykorzystuje do oceny materiatow stosowanych w projektowania
urzagdzen wspomagajacych prace serca (we wspolpracy z Fundacjg Rozwoju
Kardiochirurgii im. prof. Zbigniewa Religi w Zabrzu). Prowadz¢ rowniez zaawansowane
rozmowy z partnerami z Instytutu Metalurgii i Inzynierii Materiatlowej im. Aleksandra
Krupkowskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie w Krakowie i1 Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie w kwestii stworzenia Miedzyuczelnianego Centrum Analiz
Biomaterialow z wykorzystaniem technik: obrazowania (mikroskopia konfokalna,
elektronowa), spektrofotometrycznych, cytometrii przeptywowej oraz oceny cytotoksycznych,
genotoksycznych i antydrobnoustrojowych wtasciwosci nowo projektowanych biomateriatow.

We wspotpracy z dr Radostawem Balwierzem planuj¢ prowadzi¢ badania nad
stworzeniem bioadhezyjnego zelu do stosowania w jamie ustnej, ktérego nadrzednym celem

zwalczanie bakterii odpowiedzialnych za prochnice. W ramach podjetej wspotpracy moim
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zadaniem bedzie oznaczenie aktywnosci przeciw drobnoustrojowej wobec szczepow
wzorcowych Streptococcus  mutans 1 Streptococcus salivarius. Na chwilg obecng
eksperymenty sa na etapie planowania.

W niedalekiej przysztosci (2023 rok) mam réwniez w planach ukonczenie cyklu

profesjonalnych szkolen z zakresu analizy danych bioinformatycznych.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej w szczegdlnoSci

zagranicznej.

W trakcie realizacji pracy doktorskiej podjetam  wspdtprace naukowa
z prof. dr hab. Anna Swierzko oraz prof. dr hab. Maciejem Cedzynskim z Instytutu Biologii
Medycznej Polskiej Akademii Nauk w Lodzi. Dzigki comiesiegcznym pobytom w tamtejszym
laboratorium miatam mozliwo§¢ nauki nowoczesnych technik stosowanych w analizie
immunochemicznej polisacharydéw bakteryjnych (tj. immunobloting, ELISA, cytometria
przeplywowa) oraz wykonywania badan naukowych dotyczacych m.in. oddzialywanie
endotoksyny Yersinia enterocolitica O:3 ze sktadnikami uktadu dopeiniacza. Wyniki tych
badan zostaly opublikowane jako cykl prac naukowych i szczegdétowo zostaly opisane w
pierwszej czeSci Autoreferatu. Rezultaty wspolnych badan byl réwniez prezentowane na
licznych konferencjach krajowych i zagranicznych.

Wspotpraca z zespotem Immunobiologii zakazen zaowocowata rowniez powotaniem
konsorcjum naukowego i otrzymaniem finansowania projektu pt. ,,Odziatywanie gospodarz-
patogen: bakteryjne pgcherzyki blony zewngtrznej jako tarcza dla uktadu dopetniacza”. OPUS
16 (2018/31/B/NZ6/03514), ktory jest w trakcie realizacji (zalacznik 13).

Od 1998 roku nieprzerwanie wspotpracuje z profesorem Mikaelem Skurnikiem
prowadzac badania dotyczace charakterystyki czynnikéw wirulencji pateczek Yersinia
enterocolitica O:3 (zalacznik 14). Miatam przyjemnos¢ i zaszczyt pracowaé w laboratorium
kierowanym przez Pana Profesora (Uniwersytet w Helsinkach, Finlandia) w trakcie dwéch
pobytow szkoleniowo-naukowych w okresie 16.09.2010 - 23.09.2010 (1 tydzien) oraz
8.06.2012 — 9.07.2012 (4 tygodnie), gdzie doskonalitam techniki hodowli bakterii w
bioreaktorach oraz produkcji przeciwciat, a takze bralam udziat w konstrukcji i charakterystyce
mutantow gleboko szorstkich Yersinia enterocolitica O:3 (zalgcznik 14 i 15). Poznalam
rowniez szczegotowo zasady organizacji laboratoriom przystosowanego do pracy z

mikroorganizmami genetycznie modyfikowanymi (GMM). Obecnie wspdlne z Panem
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Profesorem realizujemy grant badawczy dotyczacy oddziatywanie pecherzykow btony
zewnetrznej (omv) produkowanych przez Yersinia enterocolitica O:3 z uktadem dopetniacza
(zalacznik 14 i 15).

Od 1998 roku wspodlpracuje z grupa badawcza pod kierunkiem profesora Otto Holsta
z Research Center Borstel, Division of Structural Biochemistry, Leibniz Center for Medicine
and Biosciences, ARCN, DCL, Borstel, Niemcy (zalacznik 16). W okresie od 10.07.2014 do
31.07.2014 (3 tygodnie) przebywalam na stazu szkoleniowo-naukowym w zakresie
doskonalenia znajomos$ci metod analizy chemicznej polisacharydow bakteryjnych, w tym LPS
1 EPS Yersinia enterocolitica O:3 (zalacznik 16 i 17). Pobyt ten wzbogacit moja wiedze
1 umiejetnosci w zakresie zastosowania metod chromatografii gazowej ze spektroskopia mas
(GC-MS) w analizie endotoksyn bakteryjnych. Wspdlne dziatania naukowe z Panem
Profesorem zaowocowaty publikacjami naukowymi w indeksowanych czasopismach
naukowych, a takze byly prezentowane na licznych miedzynarodowych konferencjach
naukowych. Po zakonczeniu pracy naukowej przez profesora Holsta, kierownictwo
laboratorium obj¢ta dr Katarzyna Anna Duda, z ktérag wspotpracuje naukowo w zakresie

analizy strukturalnej antygenow bakteryjnych.

Wykaz publikacji powstalych w wyniku prowadzenia badan w wiecej nii jednej jednostce

naukowej

1. Radziejewska-Lebrecht J., Kasperkiewicz K., Skurnik M., Brade L., Steinmetz I.,
Swierzko A. S., Muszynski A. 2003. ECA-antibodies in antisera against R mutants of
Yersinia enterocolitica O:3. Advances in Experimental Medicine and Biology - Book
series 529, 215-218; Uniwersytet Slgski w Katowicach, Uniwersytet w Helsinkach,
Research Center Borstel, Niemcy.

2. Pinta E., Duda K. A., Hanuszkiewicz A., Kaczynski Z., Lindner B. L., Miller W.,
Hyytidinen H., Vogel C., Borowski S., Kasperkiewicz K., Lam J. S., Radziejewska-
Lebrecht J., Skurnik M., Holst O. 2009. Identification and Role of a 6-Deoxy-4-Keto-
Hexosamine in the Lipopolysaccharide Outer Core of Yersinia enterocolitica Serotype O:3.
Chemistry-A European Journal 15(38), 9747-9754. DOI:10.1002/chem.200901255.
Uniwersytet S‘lqski w Katowicach, Uniwersytet w Helsinkach, Research Center Borstel,
Niemcy.

3. Rabsztyn K., Kasperkiewicz K., Duda K. A., Li C-M., Lukasik M., Radziejewska-
Lebrecht J., Skurnik M. 2011. Characterization of anti-ECA antibodies in rabbit antiserum
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against rough Yersinia enterocolitica O:3. Biochemistry (Moscow) 76(7):832-9. DOI:
10.1134/S0006297911070145.  Uniwersytet Slgski w  Katowicach, Uniwersytet
w Helsinkach, Research Center Borstel, Niemcy.

4. Muszynski A., Rabsztyn K., Knapska K., Duda K. A., Duda-Grychtot K., Kasperkiewicz
K., Radziejewska-Lebrecht J., Holst O., Skurnik M. 2013. Enterobacterial common antigen
and O-specific polysaccharide coexist in the lipopolysaccharide of Yersinia enterocolitica
serotype O : 3. Microbiology. 159(8):1782-93. DOI: 10.1099/mic.0.066662-0. Uniwersytet
Slgski w Katowicach, Uniwersytet w Helsinkach, Research Center Borstel, Niemcy.

5. Noszczynska M., Kasperkiewicz K., Duda K.A., Podhorodecka J., Rabsztyn K., Gwizdata
K., Swierzko A.S., Radziejewska-Lebrecht J., Holst O., Skurnik M. 2015. Serological
characterization of the enterobacterial common antigen substitution of the
lipopolysaccharide of  Yersinia enterocolitica O:3. Microbiology 161:219-27,
DOI:10.1099/mic.0.083493-0.  Uniwersytet Slgski w  Katowicach, Uniwersytet
w Helsinkach, Research Center Borstel, Niemcy.

6. Kasperkiewicz K., Swierzko A.S., Bartlomiejczyk M.A., Cedzyniski M., Noszczynska M.,
Duda K.A., Michalski M., Skurnik M. 2015. Interaction of human mannose-binding lectin
(MBL) with Yersinia enterocolitica lipopolysaccharide. International Journal of Medical
Microbiology 305: 544-52; DOI:10.1016/j.ijmm.2015.07.00. Instytut Biologii
Medycznaej PAN w Eodzi, Uniwersytet Slgski w Katowicach.

7. Kasperkiewicz K., Eppa L., Swierzko A.S., Barttomiejczyk M.A., Zuber Z., Siniewicz-
Luzenczyk K., Mezyk E., Matsushita M., Bagk-Romaniszyn L., Zeman K., Skurnik M.,
Cedzynski M. 2017. Lectin pathway factors in patients suffering from juvenile idiopathic
arthritis. Immunology and Cell Biology 95, 666-675; DOI:10.1038/icb.2017.31. Instytut
Biologii Medycznaej PAN w LEodzi, Uniwersytet Slgski w Katowicach, Wojewédzki
specjalistyczny Szpital Dzieciecy im. sw. Ludwika w Krakowie.

8. Swierzko A.S., Michalski M., Sokolowska A., Nowicki M., Eppa L., Szala-Pozdziej A.,
Mitrus I., Szmigielska-Kaplon A., Sobczyk-Kruszelnicka M., Michalak K., Golos A.,
Wierzbowska A., Giebel S., Jamroziak K., Kowalski M. L., Brzezinska O., Thiel S.,
Jensenius J.C., Kasperkiewicz K., Cedzynski M. 2018. The role of complement activating
collectins and associated serine proteases in patients with hematological malignancies,
receiving high-dose chemotherapy, and autologous hematopoietic stem cell
transplantations  (Auto-HSCT). Frontiers in Immunology 9, 2153: 1-15.
DOI: 10.3389/fimmu.2018.02153. Instytut Biologii Medycznaej PAN w Lodzi.



Autoreferat Katarzyna Kasperkiewicz

9. Kasperkiewicz K., Swierzko A. S., Przybyta M., Szemraj J., Barski J., Skurnik M.,
Katuzynski A., Cedzynski M. 2020. The Role of Yersinia enterocolitica O:3
Lipopolysaccharide in Collagen-Induced Arthritis. Journal of Immunology Research 1-12;
DOI: 10.1155/2020/7439506. Instytut Biologii Medycznaej PAN w Lodzi, Uniwersytet
Slgski w Katowicach, Centrum Medycyny Doswiadczalnej (w) Slgski Uniwersytet
Medyczny w Katowicach, Uniwersytet Medyczny w Lodzi.

10. Kasperkiewicz K., Swierzko A.S., Michalski M., Eppa L., Skurnik M., Zuber Z.,
Cedzynski M. 2022. Antibodies recognizing Yersinia enterocolitica lipopolysaccharides of
various chemotypes in synovial fluids from patients with juvenile idiopathic arthritis.
Journal of Immunology Research 1-9; DOI:10.1155/2022/9627934. Instytut Biologii
Medycznaej PAN w Lodzi, Uniwersytet Slgski w Katowicach, Wojewdédzki specjalistyczny

Szpital Dzieciecy im. sw. Ludwika w Krakowie.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke.

A) Informacje o osiagnieciach dydaktycznych:

Od chwili zatrudnienia w Uniwersytecie Slaskim przygotowuje i prowadze autorskie
zajecia tj. laboratoria, konwersatoria, seminaria oraz wyklady dla studentow studiow I 1 II
stopnia kierunkow Biologia i Biotechnologia. Petni¢ funkcje koordynatora wydziatlowego
nastepujacych przedmiotow: Wybrane zagadnienia z mikrobiologii, Mikrobiologia sanitarna,
Biotechnologia medyczna, Immunologia, Podstawy immunologii, Immunodiagnostyka,
Mikrobiologia Zzywnosci i fizjologia zywienia, Zywnosé specjalnego przeznaczenia i zywnos¢é
funkcjonalna, Wspoiczesne trendy w Zywieniu czlowieka. Prowadze¢ rowniez pracownie
licencjackie oraz dyplomowe, a takze nowatorski przedmiot Praca w projekcie, w ramach
ktorego przygotowuje studentow do planowania i prowadzenia eksperymentow badawczych.
W ramach swojej pracy dydaktycznej i organizacyjnej w okresie od 2021 roku petni¢ role
opiekuna kierunku Biotechnologia (studia II stopnia).

Moja dziatalnos¢ dydaktyczna jest rokrocznie wysoko oceniana przez studentéw
w badaniu ankietowym (wyniki od 4.86 do 5.00, w skali punktowej 0-5). Otrzymatam réwniez

podzigkowanie od JM Rektora Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach prof. dr. hab Ryszarda
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Koziotka za dbatos¢ o wysoka jakos¢ dydaktyki akademickiej w sytuacji pandemii oraz
profesjonalne wdrozenie zdalnego ksztatcenia (zalacznik 18).

Od 2010 roku petnitam role promotora 29 prac licencjackich (w tym zaréwno
o charakterze teoretycznym jak i doswiadczalnym). Bytam roéwniez recenzentem 11 prac
licencjackich oraz cztonkiem komisji egzaminacyjnych w trakcie egzaminow licencjackich i
magisterskich. Promowatam réwniez dwie prace magisterskie w latach 2022-2023.

W roku 2019 sprawowatam rol¢ opiekuna naukowego doktoranta z Ecole Nationale
Polytechnique d'Alger - mgr inz. Hakima Rabia z wykonujacego badania na Wydziale Biologii
i Ochrony Srodowiska w ramach migdzynarodowego projektu pod patronatem UNESCO pt:
,»1zolacja mikroorganizmow, zdolnych do produkcji EPS 1 CPS, z rud fosforanowych
z Algierii”, ktérego celem bylo wyselekcjonowanie i scharakteryzowanie mikroorganizmow
zdolnych do produkcji egzopolisacharydow (EPS) i polisacharydow otoczkowych (CPS) -
molekut uczestniczacych w biosorpcji metali, oraz wykorzystanie ich w procesie uzdatniania
surowcow skalnych (zalacznik 19). Wyniki uzyskane z przeprowadzonych badan zostaly
opublikowane jako artykuly naukowe: ,, Adhesion abilities and biosorption of Cd and Mg by
microorganisms - first step for eco-friendly beneficiation of phosphate ore” (2019, Scientific
Reports - Nature 9 (1): (12929), 1-14 oraz “Native Bacteria Isolated from Phosphate Deposits
Reveal Efficient Metal Biosorption and Adhesion to Ore Particles” .2023; Minerals 13, 388.

W roku 2020 uchwata Rady Naukowej Instytutu Metalurgii i InZzynierii Materiatowej
im. A. Krupkowskiego Polskiej Akademii Nauk zostalam wyznaczona na promotora
pomocniczego pracy doktorskiej mgr Adama Byrskiego (zalacznik 20). Doktorant mgr Adam
Byrski jest absolwentem kierunku Biotechnologia na Wydziale Nauk Przyrodniczych,
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach i realizuje interdyscyplinarng prace badawcza pt:
,Biloaktywne implanty, specyficzne dla pacjenta, zapewniajace trwalg rekonstrukcje
funkcjonalng”. Jako promotor pomocniczy wspieram realizacj¢ analiz mikrobiologicznych
i molekularnych biomaterialow.

W roku 2022 decyzja Dziekana Szkoty Doktorskiej w Uniwersytecie Slaskim
w Katowicach, po uzyskaniu pozytywniej opinii Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii
i Ochrony Srodowiska zostatam wyznaczona na promotora pomocniczego Pani mgr Iryny
Bodnaruk, doktorantki Szkoty Doktorskiej w Uniwersytecie Slaskim w Katowicach (zalacznik
21). Mgr Iryna Bodnaruk realizuje prace doktorska pt: ,,Wptyw pecherzykéw blony
zewngtrznej metaloopornych bakterii endofitycznych na wzrost i kondycje roslin narazonych

na wysokie stezenia metali cigzkich”. Jako promotor pomocniczy bede wspiera¢ realizacje



Autoreferat Katarzyna Kasperkiewicz

zadan badawczych dotyczacych izolacji i1 charakterystyki pecherzykow btony zewnetrznej
metaloopornych bakterii endofitycznych.

Poniewaz praca dydaktyczna jest moja pasja, staram si¢ nieustannie podnosi¢ swoje
kwalifikacje w tym obszarze. Dlatego tez, podjetam si¢ pracy jako Tutor na Uniwersytecie
Slaskim. Po ukonczeniu specjalistycznego szkolenia z zakresu tutoringu (zalacznik 22), swoja
pierwsza pracg¢ w tym obszarze rozpocz¢tam w roku szkolnym 2017/2018, petniac rolg tutora
w ,,Uniwersyteckim programie tutoringowym dla Mickiewicza” (zalacznik 23). Program ten
obejmowat wspotprace z wybitnie uzdolnionymi uczniami III Liceum Ogoélnoksztatcacego im.
Adama Mickiewicza w Katowicach oraz ksztatcagcymi ich pedagogami. Moja praca tutorska
dotyczyla realizacji projektu naukowego, ktorego tematem byla charakterystyka
mikroorganizmow wystepujacych w fermentowanej zywnos$ci. Spotkania tutorskie polegaty
zaro6wno na analizie dostepnej literatury naukowej z tego tematu, jak rowniez miaty charakter
zaje¢ praktycznych w laboratorium i obejmowaly nauke¢ podstawowych metod izolacji
mikroorganizmow z Zywnosci, a nast¢pnie ich charakterystyke morfologiczng i biochemicznag.

Prace tutorska kontynuowatam w latach 2018 i 2019 w inicjatywie ,,Uniwersytet
Najlepszych” pod patronatem JM Rektora prof. dr. hab Ryszarda Koziotka. Celem programu
byto promowanie i wspieranie talentow oraz zatrzymanie najzdolniejszych mtodych ludzi
w Katowicach, Sosnowcu i Chorzowie poprzez proponowanie im unikalnych warunkow
ksztalcenia (zalagcznik 24). Prowadzitam zajecia praktyczne i konwersatoryjne z trzema
podopiecznymi. Realizowane projekty obejmowaty zagadnienia z zakresu mikrobiologii
zywnos$ci 1 fizjologii zywienia. Uzyskane wyniki w trakcie realizacji projektu, zostaly
zaprezentowane przez uczniow na konferencji podsumowujacej w formie wystapien ustnych
1 posterow. W programie ,,Uniwersytet Najlepszych” pelitam réwniez rol¢ przewodniczacej
komisji kwalifikacyjnej z obszaru nauk $cistych i przyrodniczych (zalacznik 25). Pracowatam
réwniez jako tutor w Centrum Tutoréw Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska US, w roku
akademicki 2018/2019 (dwoch podopiecznych). Efektem tej aktywno$ci byl prezentacja
wynikow uzyskanych przez podopiecznych na konferencji podsumowujacej projekt w formie
posteru. W biezacym roku akademickim 2022/2023 réwniez planuje wspotprace naukowo-
dydaktyczng ze studentka, ktéora wybrala mojg osobe z grona tutoréw Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska.

Podjetam réwniez che¢¢ zdobycia doswiadczenia jako mentor uniwersytecki, w zwigzku
7z tym wzielam udzial w programie ,,DUO - Uniwersytet Slaski uczelnig dostepna, uniwersalng
1 otwartg” (zalacznik 26). Program byl wspoétinansowanym ze §rodkéw Unii Europejskiej

w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego (Program Operacyjny: Wiedza Edukacja
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Rozw¢j, O§ priorytetowa: III. Szkolnictwo wyzsze dla gospodarki i rozwoju. Dziatanie: 3.5
Kompleksowe programy szkol wyzszych). Glownym jego celem bylo zwigkszenie zakresu
dostepnosci oraz poziomu otwartoéci i uniwersalnosci Uniwersytetu Slaskiego poprzez
udoskonalenie wsparcia edukacyjnego m.in. poprzez zniwelowanie barier dostepnosci dla
studentéw z niepelnosprawno$ciami oraz z innymi dysfunkcjami. Pelnitam role mentora dla
jednego podopiecznego z niepetnosprawnoscia, bedac Jego wsparciem w realizacji programu
studiow. W trakcie realizacji projektu wzigtam udziat w superwizjach grupowych i -szesciu
szkoleniach specjalistycznych (60 godzin lekcyjnych) (zalacznik 26).

Jednoczes$nie staram si¢ w sposob ciggly podnosi¢ swoje kompetencje dydaktyczne
poprzez udzial w specjalistycznych kursach, m.in. w ramach projektu SWAN- Szkolnictwo
Wyzsze Atrakcyjne i Nowoczesne — Podnoszenie kompetencji dydaktycznych kadry
akademickiej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slgskiego w Katowicach.
Ukonczytam nastgpujace kursy:

e . Poruszanie si¢ w $wiecie wirtualnych zasobéw informacji i ustug on —line”, 2018

e ,Tworzenie i praca z bazami danych”, 2018

e Specjalistyczny kurs jezyka angielskiego w ochronie srodowiska, 2018 (zalacznik 27).
Aby podnies¢ swoje kompetencje zawodowe jako cztonek Rady Programowej kierunku

Biologia zywnosci 1 zywienia w 2014 roku rozpoczetam studia licencjackie na kierunku

,Dietetyka” w Slaskiej Wyzszej Szkole Medycznej w Katowicach. Ksztatcenie zakonczytam

w 2018 roku, uzyskujac tytutu licencjata w dziedzinie dietetyki klinicznej (zalacznik 28).

B) Informacje o osiggnieciach organizacyjnych.

W ramach dziatalno$ci organizacyjnej w latach 1998 - 2015 wspodtorganizowatam,
a takze czynnie uczestniczytam, jako prelegentka, w seminariach organizowanych przez
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska w ramach programu LLP-Erasmus, w ktorych brali
udziat naukowcy m.in. z Niemiec, Wloch, Finlandii i Anglii (zalaczniki 14 i 16).

W 2011 roku bylam wspotorganizatorkg Posiedzenia Komitetu Mikrobiologii Polskiej
Akademii Nauk na Uniwersytecie Slaskim w Katowicach.

W 2012 roku zostalam wybrana przez spolecznos¢ akademicka na cztonka kolegium
elektorow wybierajacych Rektora Uniwersytetu Slaskiego na lata 2012-2016.

W latach 2012-2016 bylam przedstawicielem nauczycieli akademickich w Radzie
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska.
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W 2019 roku z powotania Dziekana Wydzialu Nauk Przyrodniczych
Prof. dr hab. Leszka Marynowskiego zostalam czlonkiem Rady Dydaktycznej kierunkéw:
Biologia, Biotechnologia i Ochrona Srodowiska (zalacznik 29). Aktywnie uczestnicze
w organizacji ksztatlcenia w Instytucie, bedac wspotautorem programow studiow, jestem
rowniez cztonkiem Pomocniczego Zespolu dzialajagcego przy kierunkowym Zespole
Zapewniajacym Jako$¢ Ksztatcenia dla kierunku Biotechnologia.

W roku 2022 zostalam powotana na czilonka Rady Naukowej Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska na kadencje 2022-2026 (zalacznik 30).

W zwigzku z wieloletnim do§wiadczeniem w pracy z mikroorganizmami genetycznie
modyfikowanymi (GMM), ktoére zdobylam na stazach naukowych w laboratorium Prof.
Mikaela Skurnika (Department of Bacteriology and Immunology, University of Helsinki,
Finlandia) oraz na migdzynarodowym kursie praktyczno — teoretycznym z zakresu
bezpieczenstwa stosowania drobnoustrojow modyfikowanych genetycznie (TEMPUS JEP
12037-97 WORKSHOP on ”Risk assessment of GMO — environmental and breeding
approach”, Uniwersytet Slaski w Katowicach), a takze na kursie pt. ,Przepisy prawa
1 informacje praktyczne dla wnioskodawcéw i1 uzytkownikow GMM 1 GMO”, zostatam
powotlana na cztonka Wydzialowej Komisji ds. GMO. Jestem réwniez odpowiedzialna za
zamknigte uzycie genetycznie zmodyfikowanych mikroorganizméw (GMM) kategorii I 1 II
w Zakladzie Inzynierii Genetycznej w Instytucie Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska (zatacznik 31).

Jako magister analityki medycznej (zalacznik 32) posiadam prawo wykonywania
zawodu diagnosty laboratoryjnego (numer wpisu na liste diagnostow laboratoryjnych: 09612)

1 jestem aktywnym cztonkiem Izby Diagnostow Laboratoryjnych (zalacznik 33).

C) Dzialalno$¢ popularno-naukowa i promocyjna

W ramach swojej dziatalno$ci popularno-naukowej oraz promocyjnej rokrocznie jestem
zaangazowana w prowadzenie zaj¢¢ laboratoryjnych oraz wygltoszenie wyktadow popularno-
naukowych w ramach Ogolnopolskiej Nocy Biologow oraz ogoélnopolskiej akcji Plant Day.
Wygtaszatam rowniez liczne wyktady popularno-naukowe dla mlodziezy szkolnej i licealne;j
(m.in. z okazji Swiatowego Dnia Zdrowia, Tygodnia Mézgu), a takze prowadzitam warsztaty
praktyczne dla dzieci w wieku przedszkolnym (zalacznik 34).

W roku 2021 bytam aktywnym uczestnikiem Slaskiego Festiwalu Nauki w Katowicach,

przygotowujac webinar pt. ,,Uktad odpornosciowy — nasza niewidzialna tarcza obronna”, link
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do wydarzenia: https://us.edu.pl/event/webinar-stn-uklad-odpornosciowy-nasza-niewidzialna-
tarcza-obronna”.

W ramach dziatalnosci edukacyjno-promocyjnej przygotowatam réwniez kurs z zakresu
podstaw Immunologii dla maturzystow, link:

https://us.edu.pl/dr-katarzyna-kasperkiewicz-niewidzialna-tarcza-obronna-uklad-

odpornosciowy/. Dziatanie edukacyjne pod patronatem Uniwersytetu Slaskiego:

#wspieramymaturzystow/wyklady

Na zaproszenie Narodowego Centrum Nauki w Krakowie bratam réwniez udziat
w promocji projektu naukowego (finansowanego przez ta jednostke), pt: ,,Badania znaczenia
lektyny wigzacej] mannan w miodzienczym idiopatycznym zapaleniu stawow zwigzanym
z zakazeniami Yersinia”, ktorym kierowatam w latach 2011-2015, w formie kalendarza NCN
na rok 2017 (zalacznik 35).

Na zaproszenie redaktora Tomasza Rozka bratam udzial jako ekspert w programie
telewizyjnym ,,Sonda 2”.

Od 2019 roku aktywnie wspotpracuj¢ rowniez z redaktor Katarzyng Juszkiewicz
z Polskiego Radia Katowice, uczestniczac w podcastach i audycjach radiowych.

e https://podcasty.radio.katowice.pl/nauka-kazdego-dnia-odc-7-obrona-przed-wirusami-cz-

)

e https://podcasty.radio.katowice.pl/nauka-kazdego-dnia-odc-23-limfocyty-i-naturalni-

zabojcy/

e https://podcasty.radio.katowice.pl/nauka-kazdego-dnia-odc-47-witaminy/

e https://podcasty.radio.katowice.pl/category/nauka-kazdego-dnia/

e Audycja radiowa: magazyn ekologiczny "Wysypisko"; 14 sierpnia 2022
e Audycja radiowa: magazyn "Nauka na UKF-ie ", Jak odrézni¢ kiszonki od kwaszonek?";

18 stycznia 2021
e Program radiowy wakacyjny "Jak to dziata?"- Jak dzialaja probiotyki?; 27 lipca 2022.

Wspoélnie z redaktor dr Matgorzata Kloskowicz przygotowatam artykuty popularno-
naukowe pt.: ,,Cztowiek kontra wirusy” (zalacznik 36) oraz ,,Wszystko co chcielibyscie
wiedzie¢ o szczepieniu przeciw COVID -19” (zalacznik 37) ktore zostaly opublikowane
w Gazecie Uniwersyteckiej US oraz czasopi$émie popularno-naukowym Uniwersytetu

Slaskiego, No Limits pt: ,,The natural human fight viruses. 2020, 2(2) (zalacznik 38).
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Autoreferat Katarzyna Kasperkiewicz

Aktywnie uczestnicz¢ rowniez w konferencjach prasowych organizowanych przez
biuro prasowe Uniwersytetu Slaskiego. Bratam takze udziat w akcji ,,US wspiera” w ramach,
ktorej naukowcy US pomagali odnalezé sie spoteczno$ci akademickiej w trakcie pandemii
koronawirusa. W ramach tych dzialan przygotowatam dwa artykuty w formie on-line:

https://us.edu.pl/dr-katarzyna-kasperkiewicz-co-jesc-aby-wzmocnic-odpornosc-czesc-1/ oraz

https://us.edu.pl/dr-katarzyna-kasperkiewicz-co-jesc-aby-wzmocnic-odpornosc-czesc-2/

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac inne informacje,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

W latach 2019-2020 roku uczestniczytam w badaniach prowadzonych pod kierunkiem
dr hab. Mirostawa Nakoniecznego, prof. US, ktéry jest inicjatorem zatozenia uniwersyteckiej
pasieki na dachu budynku Wydzialu Prawa i Administracji US. Badania dotyczyly wptywu
niektorych czynnikow $§rodowiskowych charakterystycznych dla miasta na pszczoly
zamieszkujace ule uniwersyteckiej pasieki. Siostrzana pasieka zostata zatozona w terenie
wiejskim. Jednym z celow badawczych byla ocena i pordwnanie kondycji rodzin pszczelich
miedzy pasiekami: miejska i wiejskg. Do moich zadan nalezala identyfikacja i ocena
liczebno$ci bakterii kwasu mlekowego wystepujacych w jelitach pszczot. Zadanie to
realizowalam wspolnie z mgr. Anng Urbas. Wyniki badan zostaty zaprezentowane w formie
posteru pt.: ,,Poréwnanie sity rodzin pszczoty miodnej Apis mellifera, pochodzacych z terenéw
zurbanizowanych i terendw wiejskich” na 57 Naukowej Konferencji Pszczelarskiej, ktorej
organizatorem byli: Zaktad Pszczelnictwa Instytutu Ogrodnictwa w Putawach, Slaski Zwiazek

Pszczelarzy, Urzad Miasta Cieszyn, Uniwersytet Slaski (zalacznik 39).

Nagrody i wyrdznienia (zalacznik):

Za dzialalno$¢ naukowo-badawcza otrzymatam nagrode indywidualng III stopnia

(zalacznik 40).

(podpis wnioskodawcy)
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