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PLAN KONFERENCJI

Dzien | (Sroda, 6 wrzesnia)

INAUGURACIJA (Aula Politechniki Gdanskiej, Gmach Gtéwny)

16.00 PROFESOR JOZEF KUR - NAUKOWIEC | PRZYJACIEL

Dr hab. Beata Krawczyk, prof. nadzw. PG - Politechnika Gdanska, Wydziat Chemiczny
Dr n. med. Alfred Samet - MML Centrum Medyczne Warszawa
Prof. dr hab. Wiestaw Deptuta — Uniwersytet Szczecinski, Wydziat Biologii

17.00 STRUKTURA I ROLA BIOLOGICZNA MIKROBIOTY PRZEWODU POKARMOWEGO
CZLOWIEKA W ZDROWIU I W CHOROBIE

Prof. dr hab. Adam Jaworski
Spoteczna Akademia Nauk w Lodzi

17.30 NAPRAW ALBO ZGIN. PROCESY NAPRAWY DNA A PATOGENNOSC PRATKOW GRUZLICY

Prof. dr hab. Jarostaw Dziadek
Instytut Biologii Medycznej PAN w L6dzi

18.15 Koncert pt.,W pewien piekny wieczér”

Anna Malus-Wréblewska - mezzosopran
Leszek Holec - bas-baryton
Magdalena-Holec - fortepian

19.30 Poczestunek

Dzien Il (czwartek, 7 wrzesnia)

BIOTECHNOLOGIA W PRZEMYSLE, ROLNICTWIE | SRODOWISKU (Sala 300, Gmach Giéwny)

Prof. dr hab. inz. Pawet Kafarski
Dr hab. inz. Agnieszka Bartoszek-Paczkowska, prof. nadzw. PG

9.00 BIOTRANSFORMAC]JE JAKO NARZEDZIE W PROCESACH BIORAFINAC]I

Prof. dr hab. inz. Pawel Kafarski
Politechnika Wroctawska, Zaklad Chemii Bioorganicznej

9.30 KWASY NUKLEINOWE JAKO NIEOCENIONY SKEADNIK ZYWNOSCI

Dr hab. inz. Agnieszka Bartoszek-Paczkowska, prof. nadzw. PG
Politechnika Gdanska, Wydzial Chemiczny

10.00 QIALAB: IZOLACJA KWASOW NUKLEINOWYCH Z MATERIALOW ZWYCZAJNYCH
ORAZ NIETYPOWYCH - TECHNOLOGIE I ZASTOSOWANIA

Filip Gotegbiowski

10.20 MIKROBIOLOGICZNA PRODUKC]JA 2,3-BUTANODIOLU Z BIOMASY
Aneta Bialkowska

10.40 MODYFIKACJA WEASCIWOSCI KATALITYCZNYCH WYBRANYCH OKSYDOREDUKTAZ
Z WYKORZYSTANIEM WIRUJACEGO POLA MAGNETYCZNEGO
Agata Wasak
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11.00 WYKORZYSTANIE GLICEROLU JAKO ZRODLA WEGLA DO PRODUKCJI ADAPTOWANYCH
DO ZIMNA B-GALAKTOZYDAZ PRZEZ REKOMBINANTOWE SZCZEPY DROZDZY
PICHIA PASTORIS

Marta Wanarska
11.20 Przerwa kawowa

11.40 CHARAKTERYSTYKA PAN-GENOMU NOWYCH GATUNKOW BAKTERYJNYCH
PATOGENOW ROSLIN

Prof. dr hab. Ewa Lojkowska
Uniwersytet Gdanski, Instytut Biotechnologii

12.10 BADANIA NAD KULTURAMI IN VITRO GINKGO BILOBA
Agnieszka Szewczyk

12.30 OZONOWANIE SUROWCA ROSLINNEGO PRZED ETAPEM WYDZIELENIA ZWIAZKOW
BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH

Justyna A. Dabrowska

12.50 ACYLOTRANSFERAZY ACYLO-COA: LIZOFOSFATYDYLOETANOLOAMINA
- NOWE REGULATORY WZROSTU ROSLIN

Katarzyna Jasieniecka-Gazarkiewicz

13.10 Przerwa obiadowa - Dziedziniec Fahrenheita - Gmach Gtéwny PG

BIOTECHNOLOGIA W PRZEMYSLE, ROLNICTWIE | SRODOWISKU (Sala 300, Gmach Giéwny)

Prof. dr hab. Joanna Surmacz-Gorska
Dr inz. Marta Wanarska

14.30 NOWE TECHNOLOGIE USUWANIA AZOTU W OCZYSZCZANIU SCIEKOW
Prof. dr hab. Joanna Surmacz-Gorska
Politechnika Slaska, Wydziat Inzynierii Srodowiska i Energetyki

15.00 BIONANOTECHNOLOGIA W ROLNICTWIE
Pawel Nawrotek

1520 WPEYW NAWOZOW WAPNIOWYCH WZBOGACONYCH MIKROBIOLOGICZNIE
NA WZROST I PLONOWANIE ROSLIN OGRODNICZYCH
Lidia Sas Paszt

15.40 WPLYW SUBSTANCJI PROBIOTYCZNYCH NA STAN EKOLOGICZNY JEZIOR
ZASIEDLONYCH PRZEZ MALZE
Barbara Wojtasik

16.00 UDZIAL SWINI DOMOWE] W PULI GENOWE] NATURALNYCH POPULAC]JI DZIKA
EUROPEJSKIEGO W POLSCE
Ewa Zastempowska

17.00 Koncert w wykonaniu orkiestry VITA ACTIVIA - przez sztuke do samodzielnosci
(ECEKON - Europejskie Centrum Edukacji Kulturalnej Osob Niepetnosprawnych)
- Aula - Gmach Gtéwny PG

19.00 Uroczysta kolacja
- Dziedziniec Fahrenheita — Gmach Gtéwny PG przy muzyce zespotu ,Wrack cztowieka”
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BIOTECHNOLOGIA W MEDYCYNIE | BIOLOGII MOLEKULARNE)J
(Sala 211, Gmach Gtéwny)

Dr Agnieszka Bernat-Wéjtowska
Dr hab. Daniel Krowarsch

ZROZUMIEC PLURIPOTENCJE: INZYNIERIA GENETYCZNA I KOMORKOWA
W BADANIACH MACIERZYSTYCH KOMOREK ZARODKOWYCH

Dr Agnieszka Bernat-Wojtowska
Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG i GUMED

ZASTOSOWANIE FGF1 W TERAPII CUKRZYCY

Dr hab. Daniel Krowarsch
Uniwersytet Wroctawski, Zaktad Inzynierii Bialka

BIO-RAD: ZASTOSOWANIE TECHNIK PCR III GENERACJI W DIAGNOSTYCE
I BIOTECHNOLOGII

Agnieszka Ciesielska

PROCES AUTOFAGII INDUKOWANY GENISTEINA JAKO NOWE PODEJSCIE
W LECZENIU CHOROB NEURODEGENERACYJNYCH

Karolina Pierzynowska

HAMOWANIE INWAZYJNOSCI KOMOREK CZERNIAKA POPRZEZ STOSOWANIE
KOMBINAC]JI SIRNA DLA N-KADHEDRYNY I INHIBITOROW KINAZ BIALKOWYCH

Dorota Ciolczyk-Wierzbicka

JEDNOSTKA KATALITYCZNA TELOMERAZY JAKO POTENCJALNY CEL MOLEKULARNY
W CHEMIOTERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE]

Katarzyna Serbakowska

Przerwa kawowa

TOKSOPLAZMA GONDII: MIEDZY NATURA, MEDYCYNA I BIOTECHNOLOGIA

Prof. dr hab. Henryka Dtugonska
Uniwersytet £odzki, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska

NOWY TEST Z DETEKCJA CHEMILUMINESCENCYJNA JAKO ALTERNATYWA
KLASYCZNEGO TESTU ELISA W DIAGNOSTYCE TOKSOPLAZMOZY

Lucyna Holec-Gasior

UZYTECZNOSC DIAGNOSTYCZNA REKOMBINANTOWYCH TETRAWALENTNYCH
ANTYGENOW CHIMERYCZNYCH TOXOPLASMA GONDII

Barttomiej Ferra

POLPHARMA BIOLOGICS: ZASTOSOWANIE SPEKTROMETRII MAS W OPRACOWANIU
TECHNOLOGII PROCESU LEKOW W BIOPODOBNYCH
Tomasz Welerowicz

Przerwa obiadowa (Dziedziniec Fahrenheita — Gmach Gtéwny PG)
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BIOTECHNOLOGIA W MEDYCYNIE | BIOLOGII MOLEKULARNEJ (Sala 211, Gmach Gtéwny)

Dr hab. Pawet Staczek, prof. nadzw. UL
Prof. dr hab. Jarostaw Dziadek

14.30 POCHODNE TIOSEMIKARBAZYDU - W POSZUKIWANIU NOWYCH ZWIAZKOW
O DZIALANIU PRZECIWDROBNOUSTROJOWYM

Dr hab. Pawet Staczek, Prof. nadzw. UL
Uniwersytet £6dzki, Wydzial Biologii

15.00 AKTYWNOSC PRZECIWBAKTERYJNA PROTEGRYNY-1 WOBEC GRONKOWCOW

WYIZOLOWANYCH OD ZWIERZAT
Malgorzata Jarosiewicz

15.20 ZASTOSOWANIE BIOGENNYCH NANOCZASTEK ZLOTA W FOTODYNAMICZNE]
INAKTYWAC]JI DROBNOUSTROJOW

Irena Maliszewska

1540 POROWNANIE DZIALANIA PRZECIWDROBNOUSTROJOWEGO OLEJKOW
ETERYCZNYCH Z PELARGONII (PELARGONIUM L’HER)

Adriana Pacia

16.00 WRAZLIWOSC BAKTERII NA DZIALANIE EKSTRAKTU POLIFENOLOWEGO
Z LISCI PIGWOWCA

Magdalena Efenberger-Szmechtyk

17.00 Koncert w wykonaniu orkiestry VITA ACTIVIA - przez sztuke do samodzielnosci
(ECEKON - Europejskie Centrum Edukacji Kulturalnej Osob Niepetnosprawnych)
- Aula - Gmach Gtéwny PG

19.00 Uroczysta kolacja - Dziedziniec Fahrenheita - Gmach Gtéwny PG
przy muzyce zespotu ,,Wrack Cztowieka”

MIKROBIOLOGIA KLINICZNA | MOLEKULARNA AULA (Aula, Gmach Gtéwny PG)

Prof. Stella Nowicki
Prof. Bogdan Nowicki

9.00 PRZEWLEKLE ZAPALENIA A WITAMINA D3: TO D ORNOT TO D

Prof. Stella Nowicki
Institute for Women’s Health Research, USA

9.30 ZAKAZENIA UKEADU MOCZOWEGO W CIAZY I RYZYKO DLA ROZWOJU PLODU

Prof. Bogdan Nowicki
Institute for Women’s Health Research, USA

10.00 MECHANIZM PATOGENEZY DROG MOCZOWYCH SZCZEPAMI E. COLI POCHODZACYMI
Z UKEADU POKARMOWEGO

Rafat Pigtek

10.20 POCHODNE KWASU AMINOMETYLOFOSFINOWEGO O AKTYWNOSCI
ANTYUREOLITYCZNE] I ANTYBAKTERYJNE]

Ewa Grela
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ANALIZA WYSTEPOWANIA POLIMORFIZMOW POJEDYNCZYCH NUKLEOTYDOW (SNP)
W WYBRANYCH GENACH KODUJACYCH CZYNNIKI WIRULENC]I
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Marcin Brzozowski
Przerwa kawowa

ESCHERICHIA COLI W ETIOPATOGENEZIE ZATOK PRZYNOSOWYCH

Dr n. med. Michat Michalik
MML Centrum Medyczne Warszawa

NOWO POJAWIAJACE SIE GATUNKI W ZAKAZENIACH U CZLOWIEKA
Alicja Sekowska

CHLAMYDIE SRODOWISKOWE - REALNE ZAGROZENIE?
Malgorzata Pawlikowska-Warych

STREPTOCOCCUS GRUPA VIRIDANS - UDZIAL W ZAKAZENIACH I METODY
IDENTYFIKAC]I

Agnieszka Mikucka

Przerwa obiadowa - Dziedziniec Fahrenheita - Gmach Gtowny PG

MIKROBIOLOGIA KLINICZNA | MOLEKULARNA (Gmach Giéwny PG)

Dr hab. n. med. Tomasz Smiatacz
Dr hab. n. med. Katarzyna Sikorska

BORELIOZA - AKTUALNE PROBLEMY DIAGNOSTYKI I LECZENIA

Dr hab. n. med. Tomasz Smiatacz
Szpital Choréb Zakaznych Gumed Gdansk

ZNACZENIE DIAGNOSTYKI MOLEKULARNE] W OCENIE SKUTECZNOSCI LECZENIA
WIRUSOWEGO ZAPALENIA WATROBY TYPU C

Katarzyna Sikorska

WPLYW POLIMORFIZMU GENU NTCP NA PRZEBIEG PRZEWLEKLEGO ZAPALENIA
WATROBY TYPU B

Anna Woziwodzka

ZDOLNOSC NOWO WYIZOLOWANYCH BAKTERIOFAGOW DO ERADYKACJI BIOFILMU
WYTWORZONEGO PRZEZ METYCYLINOOPORNE SZCZEPY STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Natalia Lubowska

ROLA BIALKA MSMEG0432 MYCOBACTERIUM SMEGMATIS W METABOLIZMIE AZOTANOW
I AZOTYNOW

Magdalena Antczak

Koncert w wykonaniu orkiestry VITA ACTIVIA - przez sztuke do samodzielnosci
(ECEKON - Europejskie Centrum Edukacji Kulturalnej Osob Niepetnosprawnych)
- Aula - Gmach Gtéwny PG

Uroczysta Kolacja - Dziedziniec Fahrenheita - Gmach Gftéwny PG
- przy muzyce zespotu ,Wrack Cztowieka”
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BIOTECHNOLOGIA W PRZEMYSLE, ROLNICTWIE | SRODOWISKU
(Sala 300, Gmach Gléwny PG)

Prof. dr hab. Katarzyna Turnau
Dr hab. inz. Hubert Cieslinski

INTYMNE ZWIAZKI GRZYBOW I ROSLINW WARUNKACH EKSTREMALNYCH,
NOWE MOZLIWOSCI W FITOREMEDIAC]JI I ROLNICTWIE

Prof. dr hab. Katarzyna Turnau
Uniwersytet Jagiellonski, Instytut Nauk o Srodowisku

WYKORZYSTANIE METAGENOMIKI DO POSZUKIWANIA NOWYCH
BIOKATALIZATOROW I BIOPRODUKTOW

Dr hab. inz. Hubert Cieslinski
Politechnika Gdanska, Wydzial Chemiczny

NOWATORSKIE UKEADY IMMOBILIZOWANE] LAKAZY JAKO EFEKTYWNE SYSTEMY
DO BIODEGRADAC]I BISFENOLI

Katarzyna Antecka

ROZWOJ GRZYBOW PLESNIOWYCH NA PIANCE POLIURETANOWE]
Aleksandra Kemona

BIODEGRADACJA ZWIAZKOW FENOLOWYCH PRZEZ WYBRANE
SZCZEPY DROZDZY

Natalia Filipowicz

BIOSYNTEZA ESTERAZY Z PSEUDOMONAS SP. $9 W KOMORKACH PICHIA PASTORIS,
OCZYSZCZANIE I CHARAKTERYSTYKA

Monika Wicka-Grochocka

Przerwa kawowa

BIOTECHNOLOGIA W PRZEMYSLE, ROLNICTWIE | SRODOWISKU
(Sala 300, Gmach Gtéwny PG)

Dr hab. inz. Hanna Staroszczyk, Prof. nadzw. PG
Prof. dr hab. Piotr Stepien

TREHALOZA - ZASTOSOWANIE I SPOSOBY OTRZYMYWANIA ZE SZCZEGOLNYM
UWZGLEDNIENIEM ENZYMU SYNTAZY TREHALOZY

Dr inz. Pawel Filipkowski

Politechnika Gdanska, Wydzial Chemiczny

DLACZEGO LUBIMY KSIAZKI DANA BROWNA - MECHANIZMY PROPAGANDY
ANTY-GMO

Prof. dr hab. Piotr Stepien
IBB Warszawa
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GENETYCZNA I BIOCHEMICZNA CHARAKTERYSTYKA DROZDZY WYIZOLOWANYCH
Z GLEBY ANTARKTYCZNE]

Tomasz Florczak

PROTEAZA ASPARTYLOWA PSYCHROTROFOWYCH DROZDZY SPOROBOLOMYCES
ROSEUS I JE] WYKORZYSTANIE W PRODUKCJI PEPTYDOW O WELASCIWOSCIACH
PRZECIWUTLENIAJACYCH

Joanna Krysiak

IZOLACJA DROZDZY PSYCHROTOLERANCYJNYCH ORAZ OCENA ICH ZDOLNOSCI
DO WYKORZYSTANIA N-FOSFONOMETYLOGLICYNY JAKO ZRODEA PIERWIASTKOW
BIOGENNYCH

Agata Terebieniec

Przerwa obiadowa (Dziedziniec Fahrenheita - Gmach Gtéwny PG)

BIOTECHNOLOGIA W MEDYCYNIE | BIOLOGII MOLEKULARNE)J
(Sala 211, Gmach Gtéwny PG)

Dr inz. lwona Gabriel
Dr hab. inz. Anna Brillowska-Dabrowska, prof. nadzw. PG

ENZYMY SZLAKOW BIOSYNTEZY AMINOKWASOW JAKO CELE MOLEKULARNE
W CHEMOTERAPII PRZECIWGRZYBOWE]

Dr inz. Iwona Gabriel
Politechnika Gdanska, Wydziat Chemiczny

LEKOWRAZLIWOSC GRZYBOW

Dr hab. inz. Anna Brillowska-Dabrowska, prof. nadzw. PG
Politechnika Gdanska, Wydziat Chemiczny

A-1,3-GLUKAN, SKEADNIK SCIANY KOMORKOWE]J] GRZYBOW - NOWY WZORZEC
MOLEKULARNY PATOGENOW?

Sylwia Staczek

MECHANIZM PRZECIWGRZYBOWEGO DZIALANIA DEFENSYNY
GALLERIA MELLONELLA

Katarzyna Grygorczuk

BLIRT S.A./DNA - GDANSK ,,BIOLAB INNOVATIVE RESEARCH TECHNOLOGIES”
Katarzyna Anczykowska

OPORNOSC IZOLATOW CANDIDA KRUSEI NA KASPOFUNGINE
Martyna Mroczynska

OPORNOSC IZOLATOW ASPERGILLUS FUMIGATUS NA IZOWUKONAZOL
Ewelina Kurzyk

Przerwa kawowa
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BIOTECHNOLOGIA W MEDYCYNIE | BIOLOGII MOLEKULARNEJ (Sala 211, Gmach Giéwny PG)

Prof. dr hab. Ewa Bartnik
Prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn

OD ENZYMOW RESTRYKCYJNYCH DO CRISPR - OSIAGNIECIA I PROBLEMY

Prof. dr hab. Ewa Bartnik

Uniwersytet Warszawski, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie

DZIEDZICZENIE KOMPLEKSU REPLIKACYJNEGO PRZEZ JEDNA Z DWOCH
POTOMNYCH CZASTECZEK DNA

Prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn

Uniwersytet Gdanski, Wydzial Biologii

DETEKCJA KOMOREK USPIONYCH, TOLERUJACYCH OBECNOSC CZYNNIKOW
STRESOWYCH

Karolina Stojowska-Swedrzynska

ROLA ,,TAJEMNICZEJ” OTWARTE]J RAMKI ODCZYTU 63 (ORF63) W ROZWOJU FAGA A
ORAZ FAGA ®24,, PRZEDSTAWICIELA FAGOW PRZENOSZACYCH GENY TOKSYN SHIGA
Aleksandra Dydecka

FUZYJNE POLIMERAZY DNA JAKO UZYTECZNE NARZEDZIA W AMPLIFIKAC]I

TRUDNYCH MATRYC
Marta Spibida

Przerwa obiadowa - Dziedziniec Fahrenheita - Gmach Gtowny PG

MIKROBIOLOGIA KLINICZNA | MOLEKULARNA (Alua, Gmach Gtéwny PG)

Prof. dr hab. Eugenia Gospodarek-Komkowska
Dr n. med. Mirostawa Gatecka

MIKROBIOM CZELOWIEKA - ZNACZENIE W FIZJOLOGII I PATOLOGII

Prof. dr hab. Eugenia Gospodarek-Komkowska
Uniwersytet Mikolaja Kopernika, Wydzial Farmaceutyczny

WPLYW MIKROBIOMU JELITOWEGO NA UKLAD IMMUNOLOGICZNY

Dr n. med. Mirostawa Gatecka
Instytut Mikroekologii Poznan

DEMODEKOZA JAKO KLINICZNY EFEKT INTERAKCJI: MIKROBIOM - ROZTOCZ
- CZLOWIEK

Piotr Kleina-Schmidt

IDENTYFIKACJA PEPTYDOW ODPORNOSCIOWYCH BARCIAKA WIEKSZEGO
PO ZAKAZENIU BAKTERIA PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Anna Sieminska-Kuczer

ZASTOSOWANIE METOD MOLEKULARNYCH W CHARAKTERYSTYCE SZCZEPOW
ENTEROCOCCUS FAECIUM OPORNYCH NA GLIKOPEPTYDY I LINEZOLID

Tomasz Bogiel

INAKTYWACJA PDTAS ZMIENIA WRAZLIWOSC M. SMEGMATIS NA AMINOGLIKOZYDY
Karolina Dadura

Przerwa kawowa
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JAK SEKWENCJONOWANIE NOWE] GENERACJI MOZE ULATWIC ZYCIE
MIKROBIOLOGOWI

Dr hab. Izabela Sitkiewicz, prof. nadzw.
NIL Narodowy Instytut Lekéw, Warszawa

GENOMED SEKWENCJONOWANIA NGS W BADANIACH METAGENOMICZNYCH
Anna Wasowska

AKTYWNOSC POCHODNYCH SEMIKARBAZYDU I TIOSEMIKARBAZYDU WOBEC
BAKTERII TWORZACYCH BIOFILM W WARUNKACH STACJONARNYCH

Urszula Kosikowska

WYSTEPOWANIE I ZNACZENIE STAPHYLOCOCCUS AUREUS O GRANICZNEJ
OPORNOSCI NA OKSACYLINE (BORSA)

Maria Hryniewicz

WPLYW INAKTYWACJI FOTODYNAMICZNEJ NA PRZEZYWALNOSC
I LEKOWRAZLIWOSC WIELOLEKOOPORNYCH IZOLATOW S. AUREUS

Agata Wozniak
Przerwa obiadowa - Dziedziniec Fahrenheita - Gmach Gféwny PG

Zakoriczenie Konferencji
Rozstrzygniecie Konkursow - Aula - Gmach Gftéwny PG
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I-WPL 1

BIOTRANSFORMACIJE JAKO NARZEDZIE W PROCESACH BIORAFINAC]I

Pawel Kafarski

Zaklad Chemii Bioorganicznej, Wydzial Chemiczny Politechniki Wroctawskiej

Termin - rafinacja, byt najczeséciej stosowany dla okreslania pro-
cesOw przerdbki ropy naftowej lub rud metali. Konsekwentnie,
stowo biorafinacja jest uzywane dla proceséw oczyszczanie i uszla-
chetniania surowcéw pochodzenia biologicznego, gléwnie roélin-
nego i zwierzecego.

Termin biorafinacja pojawil si¢ w latach dziewieédziesiatych
ubieglego stulecia, jako opis jednej z galezi gospodarki opartej na
substratach odnawialnych i w pierwszym znaczeniu dotyczyto
to biopaliw. Dzisiaj biorafinacja nie ogranicza si¢ do produkeji
paliw, ale jest postrzegana, jako racjonalnie zaprojektowany ciag
technologii, ktory pozwoli wykorzysta¢ do maksimum mozliwo-
$ci przetworstwa surowcow odnawialnych. Filozofia postepowania
jest taka sama jak postgpowanie w przemysle rafineryjnym - jeden
surowiec nalezy wykorzysta¢ tak, aby uzyska¢ z niego jak najwiecej
uzytecznych substancji.

W przypadku biorafinacji surowcem noze by¢ dowolny ro-
dzaj biomasy: pochodzacej z upraw czy hodowli (na przyklad
mikroalg) dedykowanych do zastosowania w biorafineriach;
drewno i pochodne; odpady, ktére sa najbardziej zréznicowana
forma biomasy (z przemystu spozywczego, z gospodarstw domo-

e-mail: pawel.kafarski@pwr.edu.pl

wych i restauracji, rolnictwa, le$nictwa jak np. przemystu papier-
niczego, czy $cieki).

Wykorzystanie odpadéw rolnictwa, lesnictwa i wielu galezi
przemystu mozna oprze¢ na procesach biotransformacji wybra-
nych sktadnikéw w nowe uzyteczne produkty. Takie moze przy-
czyni¢ si¢ do wytworzenia dobr trudnych do otrzymania innymi
drogami i o rzadkich cechach uzytkowych. Biotransformacjami
nazywamy przeksztalcenia, zachodzace z udziatem biokataliza-
toréw, ktérymi moga by¢ enzymy, komoérki (mikroorganizméw,
roslin czy zwierzat), rzadziej organy roélin i cale roéliny wyzsze,
oraz incydentalnie zwierzgta. Produkty biotransformacji bardzo
czesto nie majg zadnego znaczenia dla komorki, a niekiedy wrecz
moga okaza¢ si¢ dla niej toksyczne. Procesy te pozwalaja otrzymac
cala game, strukturalnie réznorodnych substancji chemicznych,
niekiedy niemozliwych do otrzymania za pomocg obecnie ist-
niejacych technologii. Tak otrzymuje si¢ substraty do produk-
cji lekéw, dodatkéw do zywnodci i pasz. Procesy te stuzg tez do
modyfikowania struktur lekow i kosmetykow tak, aby jak najmniej
ingerowa¢ w ich budowe chemiczng, a jednocze$nie otrzymywa¢
substancje o ulepszonej jako$ci.

I-WPL 2

KWASY NUKLEINOWE - ZANIEDBANY SKEADNIK ZYWNOSCI

Joanna Glazowska, Agnieszka Bartoszek

Katedra Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywnosci, Wydziat Chemiczny, Politechnika Gdanska

Wigkszo$¢ konsumentow, takze tych zawodowo zajmujacych sie
naukami przyrodniczymi, nie kojarzy DNA czy RNA z wyrobami
spozywczymi. Wyjatek stanowig uprawy GMO i ewentualne oceny
falszowania Zywnos$ci na podstawie badan DNA. Jednak kwasy
nukleinowe i ich skfadniki sg stalym elementem zywnosci. Mimo
to ich rola zywieniowa nie jest w zasadzie poznana. Swieza zyw-
no$¢ moze zawiera¢ nie tylko DNA, ale takze réznego rodzaju
RNA, w tym takze szereg niekodujacych RNA (ncRNA) zamknig-
tych w egzosomach czyniacych je odpornymi na trawienie. Ilo$¢
spozywanych kwasow nukleinowych szacuje si¢ na ok. 1 g dzien-

agnieszka.bartoszek@pg.gda.pl

nie, cho¢ te szacunki sa dalekie od wiarygodnosci ze wzgledu na
brak dedykowanych badan.

Oczywista rola zywieniowa kwaséw nukleinowych to wyko-
rzystanie ich sktadnikéw budulcowych do ponownej syntezy tych
czasteczek w organizmie konsumenta. Szacuje sie, zZe okoto 5%
spozywanych kwasoéw nukleinowych stanowi zrédlo sktadnikow
budulcowych w trakcie syntezy DNA i RNA. Pozostata cz¢$¢ pod-
lega katabolizmowi, a powstate metabolity uczestnicza w wielu
kluczowych procesach zachodzacych w organizmie czlowieka,
np. w metabolizmie glukozy na drodze do kwasu moczowego.
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Poznana jest tez rola pochodnych guaniny jako wzmacniaczy
smaku umami, co sugeruje wazng role ewolucyjng zywieniowych
kwaséw nukleinowych. Co wigcej, metabolizm komorkowy sktad-
nikow kwaséw nukleinowych, zapewne takze egzogennych, jest
procesem wysokoenergetycznym i powigzanym z powstawaniem
reaktywnych form tlenu, co wydaje si¢ by¢ potencjalnie istotne
w regulacji wielu szlakéw sygnalizacyjnych wrazliwych na home-
ostaze redoks. Najnowsze badania wskazuja, ze nie tylko nukleo-
tydy czy egzosomy zawierajace krétkotancuchowe kwasy nukle-
inowe moga by¢ przyswajane, ale nawet bardzo dtugie fragmenty

DNA moga przenika¢ z ukladu pokarmowego do krwiobiegu.
Znaczenie tego procesu jest jednak nieznane.

Jeszcze bardziej intrygujaca jest sugerowana ostatnio rola infor-
macyjna i regulatorowa pokarmowych kwaséw nukleinowych. Naj-
lepiej poznana obecnie, cho¢ wcigz daleko tu do pelnej wiedzy, jest
rola mikroRNA obecnych w mleku kobiecym na rozwéj uktadu
immunologicznego dziecka. Doniesienia literaturowe sugeruja, ze
ro$nie zainteresowanie naukowcéw tym zaniedbanym polem ba-
dawczym. Wiele wskazuje, ze te makroczasteczki stang si¢ wkrotce
obiektem intensywnych badan w obszarze nauk o zywnosci.

I-WPL 3

CHARAKTERYSTYKA PANGENOMU DWOW NOWYCH GATUNKOW

BAKTERYJNYCH PATOGENOW ROSLIN

Ewa Lojkowska, Agata Motyka, Sabina Zotedowska, Wojciech Sledz, Malgorzata Golanowska,

Marta Potrykus, Alessio Mengoni

Katedra Biotechnologii Mi¢dzyuczelniany Wydzial Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego

Bakterie z niedawno wyrdznionych gatunkéw Dickeya solani i Pec-
tobacterium parmentieri naleza do rodziny Pectobacteriaceae,
rzedu Eubacteriales i s3 waznymi gospodarczo patogenami roslin
ozdobnych i uzytkowych, przede wszystkim ziemniaka. Badania
pangenomu wymienionych gatunkéw bakterii przeprowadzono
na podstawie analizy sekwencji 10 szczepdw D. solani i 8 szczepow
P. parmentieri wyizolowanych w Polsce, Belgii i Finlandii. Sekwen-
cje genomowe wymienionych szczep6éw uzyskano za pomoca tech-
nologii NGS: Ilumina i PacBio (6 szczepow z kazdego gatunku)
oraz danych dla szczep6w referencyjnych dostgpnych w GenBank
(4 sekwencje D. solanii 2 sekwencje Pectobacterium parmentieri).
Genomy szczepdw sekwencjonowanych w naszym laboratorium
zfozono za pomocy programéw Ilumina reads i SPAdes a nastepnie
optymalizowano za pomocg PacBio reads i Quiver software.
Szczepy badanych gatunkéw bakterii r6znig sie istotnie bio-
réznorodnodcia; szczepy D. solani charakteryzujg si¢ homogen-
noscig genomu, jednocze$nie wykazujac zréznicowana wirulen-
cje, natomiast szczepy P. parmentieri wykazuja wigksza zmienno$¢

i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
ewa.lojkowska@biotech.ug.edu.pl

w obrebie genomu oraz zréznicowana wirulencje. Przeprowadzone
badania wykazaly, iz genom podstawowy (ang. core genome)
obu gatunkoéw jest podobnej wielkosci i obejmuje odpowiednio
375613788 gendéw w przypadku D. solani i P. parmentieri. Genom
dodatkowy (ang. accesory genome) i unikatowy (ang. unique
genome) P. parmentieri jest wiekszy i obejmuje odpowiednio 1201
i 1625 genoéw podczas gdy w przypadku D. solani odpowiednie
genomy obejmuja 430 i 130 genow.

Wirulencja bakterii gatunkow D. solani i P. parmentieri zwia-
zana jest przede wszystkim z wytwarzaniem szerokiej gamy enzy-
moéw degradujacych sktadniki roslinnych $cian komérkowych:
pektynaz, celulaz i proteaz ale takze wytwarzaniem biofilmu i side-
roforéw oraz zdolnoscig do ruchu. Obecnie prowadzone badania
zmierzaja do identyfikacji waznych w procesie patogenezy genow
strukturalnych i majacych wplyw na ich ekspresj¢ genéw regula-
torowych. Prowadzone badania pozwola na opisanie bioréznorod-
nosci tych dwoch gatunkéw patogenéw oraz na opracowanie
metod ochrony roélin uprawnych przed tymi patogenami.

I-WPL 4

NOWE TECHNOLOGIE USUWANIA AZOTU W OCZYSZCZANIU SCIEKOW

Joanna Surmacz-Gérska, Grzegorz Cema, Sebastian Zabczynski,

Poszukiwanie nowych, odnawialnych Zrédet energii oraz wpro-
wadzanie w zycie zasad gospodarki o obiegu zamknietym spo-
wodowalo w ostatnich latach wzrost zainteresowania produkecja
biometanu oraz réznych wartoéciowych produktéw chemicznych
ze zwigzkow organicznych zawartych w $ciekach przemystowych,
miejskich oraz osadach $ciekowych. Skutkuje to rozwojem nowych
technologii wykorzystujacych zwigzki organiczne trafiajace do
oczyszczalni wraz ze $ciekami i koniecznoscia modyfikacji tech-
nologii aktualnie stosowanych do oczyszczania $ciekéw. Pobranie
zwigzkow organicznych ze $ciekéw w celu produkcji z nich energii

Anna Gnida, Jarostaw Wiszniowski

Katedra Biotechnologii Srodowiskowej, Politechnika Slaska
Joanna.s.gorska@polsl.pl

i wartosciowych produktéw powoduje, ze w $ciekach pozostaje
sporo mineralnych zwigzkéw azotu i fosforu bez potrzebnych
i wykorzystywanych dotad do ich usuniecia biodegradowalnych
substancji organicznych. Dodatkowo kofermentacja osadow $cie-
kowych z odpadami organicznymi w celu intensyfikacji produk-
cji energii prowadzi czgsto do wzrostu stezenia azotu w wodach
z odwadniania przefermentowanych osadéw. Te nowe tendencje
w wykorzystaniu zwiazkéw organicznych ze $ciekéw powoduja,
ze aby spelnia¢ normy dotyczace jakosci oczyszczonych $ciekéow,
nalezy rozwija¢ i wprowadza¢ do oczyszczania $ciekéw nowe tech-



SESJA . BIOTECHNOLOGIA W PRZEMYSLE, ROLNICTWIE I SRODOWISKU 21

nologie usuwania azotu. Aktualnie w miejskich oczyszczalniach
$ciekéw azot usuwa sie wykorzystujac dwa tradycyjne procesy
- nitryfikacje i denitryfikacje. Pierwszy proces stuzy utlenie-
niu azotu amonowego do azotandw przez bakterie autotroficzne
w obecnodci tlenu, a drugi umozliwia usuniecie azotu gazowego
ze $ciekow dzieki oddychaniu azotanowemu bakterii denitryfi-
kacyjnych utleniajacych zwiazki organiczne i wykorzystujacych
do tego celu azotany zamiast tlenu. W ostatnich latach usuwanie
azotu wspomaga sie dodatkowo wprowadzajac do bocznego ciagu,
prowadzacego wody z odwadniania osadéw przefermentowanych,

proces skroconej nitryfikacji i anammox, aby znaczng czes¢ azotu
usunac bez wykorzystywania do tego celu wegla organicznego oraz
w celu ograniczenia zuzycia energii i emisji dwutlenku wegla. Nato-
miast w dalszej perspektywie, na skutek poglebionego wykorzysta-
nia wegla organicznego ze $ciekow na cele energetyczne i wytwa-
rzania warto$ciowych produktéw chemicznych bedzie konieczne
wprowadzenie procesow skréconej nitryfikacji i anammox rowniez
do ciagu gléwnego oczyszczalni i zupelne wyeliminowanie hetero-
troficznej denitryfikacji. Nad takim rozwigzaniem prowadzonych
jest wiele prac w licznych laboratoriach na calym $wiecie.

I-WPL 5

INTYMNE ZWIAZKI GRZYBOW I ROSLIN W WARUNKACH EKSTREMALNYCH,
NOWE MOZLIWOSCI W FITOREMEDIACJI I ROLNICTWIE

Ostatnie kilkanascie lat przyniosto przelom w badaniach sym-
biontéw roslinnych. Kazda czes$¢ roéliny skolonizowana jest
przez endofityczne bakterie, archeony i grzyby, zbiorczo okres-
lane mikrobiomem roslinnym. Szeroka gama tych organizméw
moze by¢ stosowana w uprawie roslin jako substytut nawozdw,
$rodkéw ochrony roslin, w ochronie roslin przed patogenami
i bioremediacji. Przeprowadzone badania koncentrowaly si¢ na
identyfikacji i selekeji najbardziej efektywnych grzybéw endofi-
tycznych i mykoryzowych. Stwierdzono, ze zwierzeta s3 waznym
czynnikiem stuzacym jako wektory mikroorganizméw oraz jako
zrodlo kluczowych sktadnikéw odzywczych. Szczepy grzybow
wyizolowano z roélin zasiedlajacych tereny o wysokim stezeniu
metali toksycznych w glebie. Zaréwno grzyby mykoryzowe jak
i endofityczne stanowig réwnie wazne narzedzie w rolnictwie i bio-
remediacji. Grzyby endofityczne izolowane z pedéw i korzeni sg
bardziej powszechne niz grzyby mykoryzowe. Grzyby endofityczne
wydaja si¢ by¢ istotne takze w obecnosci grzybow arbuskularnych

Katarzyna Turnau

Instytut Nauk o Srodowisku, Uniwersytet Jagielloniski, Krakow

katarzyna.turnau@uj.edu.pl

(AMF), ale nie moga ich zastapi¢, przynajmniej w przypadku bada-
nych roélin. Przygotowanie szczepionki AMF powinno by¢ zawsze
pierwszym krokiem w przypadku uzycia roslin mykoryzowych.
Endofity grzybowe i bakteryjne przejmuja dominujaca role w przy-
padku roslin niemykoryzowych. Waznym krokiem przy opraco-
wywaniu nowych technologii powinna by¢ $cislejsza wspotpraca
pomiedzy bakteriologami i mykologami. Tradycyjnie te dwie grupy
badaczy pracuja oddzielnie, podczas gdy w warunkach natural-
nych interakcje bakterii i grzybéw prowadza do istotnej zmiany
zdolnoéci roslin do wzrostu w warunkach ekstremalnych. Przepro-
wadzono testy w celu wykazania skutecznosci interakcji mikro-
organizméw zasiedlajacych rodliny w obecnosci metali cigzkich.
Tlo$ciowe i jakosciowe analizy wtornych metabolitéw i aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych w roslinach sa najskuteczniejszym
sposobem oceny wplywu drobnoustrojéw na roéliny.

Badania przeprowadzono w ramach projektu MAESTRO (NCN,
2011/02/A/NZ9/00137).

I-WPL 6

WYKORZYSTANIE METAGENOMIKI DO POSZUKIWANIA
NOWYCH BIOKATALIZATOROW I BIOPRODUKTOW

Hubert Cieslinski, Marta Wanarska, Natalia Filipowicz, Agata Terebieniec,

Monika Wicka-Grochocka, Ewelina Krajewska

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdariska

W roku 1998 w publikacji Handelsmana i wsp. pojawia si¢ po raz
pierwszy termin metagenom na okreslenie procesu racjonalnej
analizy kolektywnego genomu wszystkich mikroorganizméw
bytujacych w badanej przez nich prébce gleby. To nowatorskie
podejécie bylo poklosiem rozwoju inzynierii genetycznej, ktory
dostarczyt nowych narzedzi w rece badaczy umozliwiajacych
izolacje totalnego DNA z probek srodowiskowych, konstrukeje
w oparciu o ten material bibliotek metagenomowych oraz ich ana-
lize funkcjonalna.

Poczatkowo badania metagenomowe stuzyty do badania bio-
réznorodnosci réznych srodowisk. Jednym z pierwszych bylo
badanie metagenomu morza Sargasowego, ktore potwierdzito

hcieslin@pg.edu.pl

wczesniejsze przypuszczenie badaczy, ze rzeczywista biordzno-
rodnos$¢ mikroorganizméw w srodowisku jest znacznie wyzsza
niz wynikato to z badan przeprowadzonych z zastosowaniem
klasycznych technik mikrobiologicznych, bazujacych na izolacji
czystych kultur mikroorganizméw z probek $rodowiskowych.
Obecnie, w dobie licznych wynikéw badan metagenomowych,
ocenia sie, ze metody klasyczne pozwalaja bada¢ bioréznorod-
nos¢ zaledwie 1-2% wszystkich mikroorganizméw bytujacych
w $rodowisku. Poza dokonaniem dzigki metagenomice postepu
w zakresie badan biordznorodnosci zycia na Ziemi, w ostatnich
10 latach nastapil rozw¢j innej galezi badan metagenomicz-
nych. To podejscie badawcze zostalo wykorzystane do identyfikacji
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szeregu nowych enzymow, poznania ich struktury, funkcji oraz
oceny potencjatu biotechnologicznego, dzigki identyfikacji koduja-
cych je genéw pochodzacych ze ,,niehodowalnych” w laboratorium
mikroorganizmoéw ekstremofilnych. Ponadto, funkcjonalna analiza
bibliotek metagenomowych, wsparta przez rozwoj nowoczesnych

wydajnych metod sekwencjonowania i nowe narzedzia bioinfor-
matyczne opracowane do analizy tak uzyskanych danych pozwolita
takze na odkrycie nowych antybiotykéw oraz innych substancji
biologicznie czynnych badanych pod katem ich mozliwego tera-
peutycznego uzycia w medycynie.

I-WPL 7

TREHALOZA - ZASTOSOWANIA I SPOSOBY OTRZYMYWANIA
ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM ENZYMU SYNTAZY TREHALOZY

Pawel Filipkowski

Politechnika Gdariska, Wydzial Chemiczny, Katedra Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywnosci

Trehaloza jest specyficznym dwucukrem wystepujacym w przyro-
dzie. Stanowi czynnik ochronny przed niekorzystnymi warunkami
$rodowiska jak i material zapasowy u wielu gatunkéw. W trakcie
ewolucji w organizmach wytworzylo si¢ wiele alternatywnych drég
biosyntezy trehalozy majacych na celu przetrwanie w trakcie nad-
miernego ogrzewania, odwodnienie lub Zycie w skrajnie niskich
temperaturach. Trehaloza sklada sie z dwoch czasteczek glukozy
powigzanych wigzaniem « (1-1) glikozydowym. Polaczenie to taczy
dwie czasteczki cukru prostego, dajac rzadko spotykana w przyro-
dzie symetryczng strukture o niskiej reaktywnosci. Jako cukier nie-
redukujacy nie uczestniczy w reakcji Maillarda, jest wysoce odporna
na hydrolize w kwa$nym $rodowisku oraz na wysoka temperature.
Wykazuje réwniez wysoka hydrofilno$¢ i stabilno$¢ chemiczna.
Trehaloza w komoérkach pelni przede wszystkim funkcje zabez-

pieczajaca integralno$¢ struktur komoérkowych. Jej dziatanie polega
na zabezpieczaniu struktury bialek lub dwuwarstwowych bon lipi-
dowych poprzez wytwarzanie wigzan wodorowych pomiedzy gru-
pami hydroksylowymi cukréw, a polarnymi grupami biatek badz
fosfolipidami bony. Struktury trehalozy i cukrozy/sacharozy, sa do
siebie zblizone, przy czym w cukrozie czasteczki glukozy i fruktozy
polaczone s innym typem wigzania. Disacharyd ten jest hydrolizo-
wany w naszym organizmie m.in. z udzialem enzymu - trehalazy.
Wilasciwosci trehalozy daja podstawe do rozwazan licznych zastoso-
wan w przemysle, miedzy innymi: spozywczym, farmaceutycznym,
weterynaryjnym, a takze kosmetycznym. Sposoby otrzymywa-
nia trehalozy zmienialy sie na przestrzeni lat. Nowoczesne tech-
niki pozwalaja otrzymywa¢ trehaloze z odpowiednig wydajnoscia
i w odpowiedniej cenie do zastosowan na skale przemystowa.

I-WPL 8

DLACZEGO LUBIMY KSIAZKI DANA BROWNA
- MECHANIZMY PROPAGANDY ANTY-GMO

Piotr Stepien
IBB Warszawa
stepien@ibb.waw.pl

Wyktad bedzie przedstawiat techniki falszerstw i manipulacji stosowane
w propagandzie przeciwnikow GMO, szczepien, zaplodnienia in vitro itp.
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WYSTAPIENIA USTNE

-U1

MIKROBIOLOGICZNA PRODUKCJA 2,3-BUTANODIOLU Z BIOMASY

Aneta Bialkowska, Ewa Gromek, Halina Kalinowska, Barbara Sikora

Instytut Biochemii Technicznej, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Politechnika Lodzka

Ekonomicznie optacalne otrzymywanie wielu zwigzkéw chemicz-
nych bylo dotychczas mozliwe niemal wylgcznie na drodze syn-
tezy chemicznej, opartej o ulegajace stopniowemu wyczerpaniu
surowce kopalne. Rozwoj nowych, przyjaznych dla $rodowiska
biotechnologii, wykorzystujacych mikroorganizmy zdolne do
biokonwersji surowcéw odnawialnych, w tym surowcow trakto-
wanych wczesniej jako odpady, stat si¢ obecnie koniecznoscig juz
nie tylko ze wzgledéw ekonomicznych, ale takze ekologicznych.
Przykladem zwigzku, ktéry mozna otrzyma¢ na drodze fermen-
tacji z produktéw ubocznych po produkeji zywnosci lub biopaliw
jest 2,3-butanodiol (2,3-BD). Zwiazek ten znalazl zastosowanie
jako $rodek przeciwdzialajacy zamarzaniu oraz w produkeji pesty-
cyddw, farmaceutykow, srodkow zapachowych i zmigkezajgcych,
a po przeksztalceniu do 1,3-butadienu, réwniez do produkeji gumy
syntetycznej. Ponadto, ze wzgledu na stosunkowo wysoka warto§¢
opalows 2,3-butanodiolu (27 198] g), w poréwnaniu z innymi
alkoholami (metanol 22 081 ] g, etanol 29 055] g™'), moze on sta-

Aneta.bialkowska@p.lodz.pl

nowi¢ cenny dodatek do paliw. Najwydajniejszymi producentami
tego alkoholu sa gtéwnie bakterie z rodzaju Klebsiella i Entero-
bacter, ktore uznane sg za szczepy patogenne i nieprzydatne dla
zastosowan przemystowych. Dazy si¢ zatem do pozyskiwania
szczepdw niechorobotworczych. Takim przykladem sg bakterie
z rodzaju Bacillus, np. Bacillus licheniformis, B. amyloliqueafciens
czy B.subtilis. W celu zwigkszenia poziomu biosyntezy docelo-
wego diolu stosuje sie rézne strategie ulepszania bioprocesu, np.
nadekspresje wybranych genéw szlaku butanodiolowego, inzy-
nierowanie metaboliczne komoérki czy wyboér wlasciwego rodzaju
hodowli producenta.

Autorzy w ramach swoich badan wyselekcjonowali wydajnych
producentéw 2,3-butanodiolu. Do badan wybrali szczepy z rodzaju
Bacillus i opracowali dla nich wydajna produkgje 2,3-BD z hydroli-
zatéw odpadéw rolno-spozywczych, np. wystodkéw buraczanych,
wyttokow jabtkowych czy melasy. Najwyzszy poziom biosyntezy
diolu z biomasy uzyskali w hodowlach z dokarmianiem.

-U 2

MODYFIKACJA WEASCIWOSCI KATALITYCZNYCH WYBRANYCH OKSYDOREDUKTAZ
Z WYKORZYSTANIEM WIRUJACEGO POLA MAGNETYCZNEGO

Agata Wasak', Radostaw Drozd', Rafal Rakoczy?

! Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie,

Katedra Immunologii, Mikrobiologii i Chemii Fizjologicznej, Szczecin

Enzymy jako biokatalizatory o wysokiej selektywnodci i efek-
tywnosci dzialania, s3 powszechnie stosowane w wielu galeziach
przemystu. W zwiazku z tym, nieustannie poszukuje si¢ metod
pozwalajacych na uzyskanie wzrostu ich aktywnosci oraz mody-
fikacje wlasciwosci katalitycznych, np. pozadanych w danym pro-
cesie technologicznym. Rézne rodzaje pél elektromagnetycznych
(PEM), w tym pola magnetyczne (PM), s3 zdolne do indukowania
oraz modyfikacji przebiegu reakcji enzymatycznych. Wplyw ten
zalezy od rodzaju pola, jego czestotliwosci, indukeji magnetycznej
oraz czasu ekspozycji. Obecnie, prowadzi si¢ intensywne badania
nad wykorzystywania PEM o niskiej czestotliwoéci w projekto-
waniu i optymalizacji konkretnych reakcji, dzigki zmianie wtas-
ciwosci katalitycznych przeprowadzajacych je biokatalizatoréw.
Oksydoreduktazy, stanowia ok. 20% wszystkich biokataliza-
toréw stosowanych w przemysle. W przyszlosci, bardzo atrakcyj-
nym rozwigzaniem mogloby sie okaza¢ zintegrowanie proceséw
enzymatycznych z ich udziatem, z generatorami PEM, otrzymujac
mozliwo$¢ prowadzenia wydajnych i ekonomicznych procesow

?Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie,
Zaktad Cieplownictwa i Gospodarki Odpadami, Szczecin

agata.wasak@zut.edu.pl

technologicznych. Celem badan byla analiza wplywu wirujacego
pola magnetycznego (WPM) na aktywno$¢ oraz wlasciwosci kata-
lityczne natywnych form oksydoreduktaz. Po przeprowadzeniu
badan wstepnych w warunkach laboratoryjnych, wykonano ana-
lizy z zastosowaniem aparatury generujacej WPM. Badano wplyw
WPM o réznej czestotliwosci (50-10 Hz), indukcji magnetycznej
(16-19 mT) oraz czasie ekspozycji na powyzsze parametry. Wstepne
wyniki badan, sugerujg zréznicowany wptyw WPM na powyzsze
parametry, w zaleznosci od czgstotliwosci, indukeji magnetycznej
oraz czasu ekspozycji.

Poznanie mechanizméw oddzialywania PEM na reakcje kata-
lizowane przez enzymy, moze okazaé si¢ istotnym narzedziem
w roznych galeziach przemystu, biotechnologii oraz ochrony $ro-
dowiska, pozwalajac na zwigkszenie efektywnosci wielu procesow.

Projekt badawczy finansowany ze srodkéw Narodowego Cen-
trum Nauki, w ramach konkursu PRELUDIUM 11 (nr grantu 2016/
21/N/ST8/02343).
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PROTEAZA ASPARTYLOWA PSYCHROTROFOWYCH
DROZDZY SPOROBOLOMYCES ROSEUS I JE] WYKORZYSTANIE
W PRODUKCJI PEPTYDOW O WEASCIWOSCIACH PRZECIWUTLENIAJACYCH

Joanna Krysiak, Aneta Biatkowska, Marianna Turkiewicz

Celem prowadzonych badan byto poszukiwanie wydajnych pro-
ducentéw adaptowanych do zimna proteaz wsrod drozdzy izo-
lowanych z zimnych $rodowisk (w tym z gleby antarktycznej).
Wyselekcjonowane szczepy drozdzy zostaly scharakteryzowane
morfologicznie, fizjologicznie i biochemicznie w oparciu o testy
asymilacyjne (API 20 C AUX) oraz enzymatyczne (API ZYM),
a nastgpnie poddane funkcjonalnemu skriningowi na podiozu
z dodatkiem indykatora aktywnosci proteolitycznej. W toku tych
badan wytypowano szczep drozdzy charakteryzujacy si¢ wysoka
aktywnoscia proteolityczna, zostal on wyizolowany z wody pod-
ziemnej pochodzacej z kopalni srebra i olowiu Luiza w Zabrzu.
Izolat zostal zidentyfikowany taksonomicznie w oparciu o ana-
lize sekwencji regionu D1/D2 w obrebie genu 26S rDNA jako
Sporobolomyces roseus. Matematyczna optymalizacja sktadu pod-
toza hodowlanego pozwolita na okolo czterokrotne zwigkszenie
aktywnosci badanego enzymu, do poziomu ponad 2200 U/], co jest
poziomem rzadko spotykanym w przypadku bialek zimnolubnych.
Testy inhibitorowe wykazaly, iz enzym ten nalezy do grupy pro-

Instytu Biochemii Technicznej, Politechnika ¥.6dzka

joanna.krysiak@dokt.p.lodz.pl

teaz aspartylowych, co jest niezwykle istotne ze wzgledu na fakt,
iz jest to jak dotad dopiero druga opisana kwasna proteaza pocho-
dzaca z zimnolubnych drozdzy. O adaptacji tego bialka do zimna
$wiadczy wysoka labilno$¢ jego czasteczki, enzym zachowuje sta-
bilno$¢ termiczng do 30°C, ale takze stosunkowo wysoka aktyw-
nos¢ w niskim zakresie temperatur 0-20°C (od 10 do 25% aktyw-
nosci maksymalnej). Opracowano procedure oczyszczania enzymu
z zastosowaniem chromatografii jonowymiennej oraz filtracji
zelowej, w wyniku ktdrej otrzymano wysokooczyszczony preparat
enzymatyczny. Ze wzgledu na potwierdzong w ramach niniejszych
badaniach specyficzno$¢ substratowa badanej proteazy wzgledem
aminokwasow aromatycznych i hydrofobowych postanowiono
zbadac jej zdolnoé¢ do wytworzenia peptydéw o wlasciwosciach
przeciwutleniajacych. Zwigzki te ze wzgledu na swoje zdolnoéci do
zmiatania wolnych rodnikéw, a takze zapobieganie reakcjom pro-
pagacji peroksydacji lipidéw pelnig bardzo wazna role w ochronie
ukladéw biologicznych przed réznymi chorobami, a takze w prze-
dtuzaniu okresu przechowywania produktéw spozywczych.

-U4

BADANIA NAD KULTURAMI IN VITRO GINKGO BILOBA

Milorzab dwuklapowy (Ginkgo biloba) od wielu lat wykorzy-
stywany jest w przemysle farmaceutycznym. Wyciag z lisci mifo-
rzebu ma wielokierunkowe dziatanie ze wzgledu na zawarto$¢
wielu grup zwiazkéw biologicznie czynnych, takich jak terpe-
noidy, flawonoidy, jak réwniez kwasy fenolowe. Preparaty z lisci
Ginkgo biloba znajduja zastosowanie w leczeniu zaburzen kraze-
nia moézgowego i obwodowego, a takze w profilaktyce i leczeniu
choréb neurodegeneracyjnych. Wezeéniejsze badania wykazaly,
ze komorki z kultur in vitro Ginkgo biloba moga akumulowac
fenolokwasy, ale ich zawarto$¢ jest znacznie nizsza niz w rosli-
nie gruntowe;.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie mozliwosci zwigkszenia
produkeji tych zwiazkéw poprzez zastosowanie metody dodatku
prekursora — fenyloalaniny do kultur zawiesinowych z okazéw
zenskich Ginkgo biloba, izolacja i identyfikacja kwaséw fenolo-
wych wystepujacych w badanym materiale tkankowym. Kultury
zawiesinowe G. biloba byly prowadzone na podlozu wg Mura-
shige and Skoog z dodatkiem BAP (2 mg/l) i Pikloramu (4 mg/1).
Fenyloalanina byta dodawana w stezeniach 25, 50, 75, 100, 150,

Agnieszka Szewczyk, Mariusz Grabowski

Katedra i Zaklad Botaniki Farmaceutycznej U] CM, Krakow
agnieszka.szewczyk@uj.edu.pl

200 mg/150 ml podtoza, po 2i 3 tygodniach od zainicjowania kul-
tur. Biomasg z kultur eksperymentalnych i kontrolnych zbierano
co 24h przez 4 dni. Analize kwasow fenolowych w ekstraktach
metanolowych z biomasy kultur Ginkgo biloba, oraz hydroliza-
tach tychze ekstraktéw, przeprowadzono metoda HPLC. Potwier-
dzono wyrazny wplyw dodatku fenyloalaniny na produkcje kwa-
séw fenolowych i kwasu cynamonowego. Zastosowane stezenia
fenyloalaniny nie powodowaly zahamowania przyrostu biomasy.
Najwyzsza catkowita zawarto$¢ wolnych kwasow fenolowych
i kwasu cynamonowego wyniosta 95,37 mg/100 g s.m., natomiast
najwyzsza calkowita zawarto$¢ zwigzanych kwaséw fenolowych
- 232,92 mg/100 g s.m. Otrzymane hydrolizaty potaczono i frak-
cjonowano na kolumnie wypelnionej zelem krzemionkowym
uzyskujac 6 frakeji o wzrastajacej polarnosci. Uzyskane frakcje
poddano rozdzialom na plytkach TLC stosujac mieszaniny elu-
entdéw o wzrastajacej polarnoéci. Wyizolowane zwiazki poddano
analizom HPLC i '"HNMR. Analiza spektralna pozwolila na
identyfikacje 3 kwasow fenolowych - kwasu protokatechowego,
p-hydroksybenzoesowego, wanilinowego.
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OZONOWANIE SUROWCA ROSLINNEGO PRZED ETAPEM WYDZIELENIA

ZWIAZKOW BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH

Justyna A. Dabrowska!, Krzysztof B. Smigielski!, Alina Kunicka-Styczynska?

'nstytut Podstaw Chemii Zywno$ci, Politechnika L.6dzka

?Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, Politechnika L.odzka

Olejki eteryczne stanowiace zrodlo zwiazkéw bioaktywnych pozy-
skiwane sa poprzez hydrodestylacje lub destylacje z parg wodna.
W literaturze jest mato opracowan o nowych metodach pozyski-
wania zwigzkéw biologicznie aktywnych z surowcéw poprzez
degradowanie tkanek roslinnych. Wazno$¢ uzytkowa olejkow
eterycznych zaréwno w przemysle spozywczym, kosmetycznym
jak i farmaceutycznym wskazuje na celowos$¢ poszukiwania nowej
strategii ich izolacji.

Innowacje procesowe obejmujgce sposob przygotowania
surowca przed wyodrebnianiem olejku eterycznego, zmierzaja do
zwigkszenia jego dostepnosci poprzez mechaniczng, chemiczng
lub biochemiczng degradacje tkanek. Celem jest zwigkszenie
wydajnoéci procesu hydrodestylacji, skrocenie czasu jej trwania,
a tym samym czasu ekspozycji na dzialanie wysokich temperatur.

W przeprowadzonych badaniach zastosowano innowacje
procesowa jaka jest ozonowanie. Surowiec stanowily nasiona
selera zwyczajnego (Apium graveolens L.), ktore utracily warto$¢
komercyjna. Ozonowanie prowadzi do utlenienia skladnikéw
$cian i blon komorkowych, takich jak: wielonienasycone kwasy
ttuszczowe, glikoproteiny i glikolipidy, przez co powoduje zmiane
sktadu jako$ciowego i ilo$ciowego olejku eterycznego (wzrost

justyna.alicja.dabrowska@gmail.com

udzialu aktywnych tlenowych pochodnych) oraz prowadzi do
zwigkszenia aktywnosci biologicznej olejku i wzbogacenia jego
waloréw organoleptycznych.

Zdecydowano si¢ na prowadzenie reakcji ozonowania w trzech
warunkach: w pH zawiesiny nasion selera w wodzie (niemody-
fikowanym), w $rodowisku kwasowym oraz w $rodowisku
zasadowym. Okre$lono sklad jako$ciowy otrzymanych olejkéw,
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojows, antyoksydacyjna oraz profil
sensoryczny. Wyniki badan poréwnano z prébg kontrolna, ktérg
stanowil olejek pozyskany z surowca niepoddanego modyfikacji
poprzez ozonowanie.

Zastosowanie ozonu do procesu wyodrebniania zwigzkow
biologicznie aktywnych z surowcéw roélinnych, prowadzi do
zwigkszenia wydajnosci izolacji olejku eterycznego oraz pozyska-
nia innowacyjnego komponentu o zwigkszonej aktywnosci bio-
logicznej — przeciwdrobnoustrojowej i antyoksydacyjnej.

Projekt modyfikacji surowca roslinnego poprzez ozonowanie
jest zaréwno innowacjg technologiczna, jak i produktows. Badania
tworza nowa filozofi¢ pozyskiwania olejkow eterycznych, poprzez
innowacyjng technologie pozyskiwania pelnego potencjatu bio-
logicznej aktywnosci surowca roslinnego.
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ACYLOTRANSFERAZY ACYLO-CoA: LIZOFOSFATYDYLOETANOLOAMINA

- NOWE REGULATORY WZROSTU ROSLIN

Katarzyna Jasieniecka-Gazarkiewicz

Miedzyuczelniany Wydzial Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Acylotransferazy acylo-CoA: lizofosfatydyloetanoloamina (LPEAT)
naleza do grupy enzymoéw acylotransferaz acylo-CoA: lizofos-
folipid (LPLAT) zaangazowanych w biosyntez¢ glicerolipidow
- gléwnych lipidéw membranowych i zapasowych roélin. Enzymy
typu LPEAT katalizuja przeniesienie grupy acylowej z acylo-CoA
na lizofosfatydyloetanoloamine syntetyzujac fosfatydyloetanolo-
aming. Dodatkowo w wyniku reakeji przebiegajacej w odwrotnym
kierunku (reakcje backward) moga one przenosic¢ reszty kwasow
tluszczowych z pozycji sn-2 fosfolipidu do puli cytoplazmatycz-
nego acylo-CoA. Funkgja fizjologiczna LPLATOw nie jest doktad-
nie poznana. Enzymy te (kodowane przez odmienne geny) roznia
sie migdzy soba specyficznoécia substratowa, zaréwno w stosunku
do donora jak i akceptora kwasow ttuszczowych. Poniewaz LPLATy
moga regulowac¢ sklad kwaséw ttuszczowych lipidéw membrano-
wych postuluje si¢, ze moga one wplywa¢ na ptynno$¢ membran
biologicznych a wspdtdzialajac z fosfolipaza A2 (PLA2) zmieniaja
stopien pofaldowania membran komdrkowych oraz wplywaja na
mechanizm transportu pecherzykowatego w komorce.

Celem pracy bylo okre$lenie funkgji fizjologicznych enzymow
typu LPEAT u roélin oraz badania ich aktywnosci i specyficz-
nosci substratowej. W tym celu prowadzono obserwacje morfologii

katarzyna.jasieniecka@biotech.ug.edu.pl

mutantéw A. thaliana z wytaczonymi genami kodujacymi acylo-
transferazy acylo-CoA: lizofosfatydyloetanoamina oraz mutantéw
z nadekspresja genéw kodujacych biatko o aktywnosci LPEAT
(geny At1g80950 i/lub At2¢45670). Dodatkowo prowadzono bada-
nia skladu i zawarto$ci lipidow w tkankach wegetatywnych oraz
nasionach tych roélin. W tym celu wykorzystywano podstawowe
techniki chromatograficzne jak chromatografia cienkowarstwowa
oraz gazowa jak i najnowsze techniki spektrometrii masowe;.

Wyniki wskazuja ze aktywno$¢ enzymatyczna LPEAT jest
niezbedna do prawidlowego wzrostu i rozwoju roéli. Roéliny
z wylaczonymi genami odpowiedzialnymi za aktywno$¢ LPEAT
wykazywaly karlowaty fenotyp oraz produkowaly mniejsza iloé¢,
mniejszych nasion. Nadekspresja za$ genéw odpowiedzialnych za
aktywno$¢ LPEAT wywolywata przeciwne efekty.

Manipulacje genetyczne majace na celu wzrost aktywnosci
enzymow AtLPEAT moga okazacd si¢ przydatnym narzedziem do
otrzymywania zaréwno genetycznie modyfikowanych, jak i trady-
cyjnie hodowanych nowych odmian roélin o ulepszonych cechach.
Odmiany te moglyby znalez¢ zastosowanie w wielu dziedzinach
gospodarki, takich jak produkcja rolna, produkcja biopaliw lub
surowcow dla przemystu chemicznego.
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BIONANOTECHNOLOGIA W ROLNICTWIE

Pawel Nawrotek, Barttomiej Grygorcewicz, Adrian Augustyniak

Katedra Immunologii, Mikrobiologii i Chemii Fizjologicznej, Wydzial Biotechnologii i Hodowli Zwierzat,

Bionanotechnologia to stosunkowo nowy, intensywnie rozwijajacy
sie, obszar badawczy oparty na innowacyjnych osiagnigciach bio-
technologii i nanotechnologii. Zajmuje si¢ badaniami dotyczacymi
okreslonych materiatéw i proceséw technologicznych w odniesie-
niu do struktur oraz systeméw biologicznych w nanoskali. Jed-
noczesnie, identyfikacja oraz analiza obiektéw w nano wymiarze
moze poszerzy¢ ten zakres badan o nowe elementy, w tym takie jak
np. wirusy bakteryjne (bakteriofagi) charakteryzujace si¢ duzym
potencjalem biotechnologicznym.

Znaczenie bionanotechnologii stale ro$nie, czego dowodem
sa przyktady jej zastosowan, szczegélnie w sferze ochrony zdrowia
ludzi i zwierzat, jak réwniez ekologii i przemystu spozywczego.
Wydaje sig, iz niezmiernie waznym obszarem wykorzystywania
bio- i nanotechnologii jest takze nowoczesne rolnictwo, w ktérym
coraz czg$ciej podejmuje si¢ proby wdrazania technologii opar-
tych na nanomaterialach. Towarzyszy temu jednak odczuwalny
brak odpowiednio zwalidowanych metod analitycznych pozwa-
lajacych na okreslenie ewentualnych skutkéw ich oddziatywa-
nia na organizmy zywe wystepujace w okreslonych ekosystemach
oraz potencjalne ryzyko przedostawania sie i kumulowania nano-
czastek w $rodowisku naturalnym. Waznym problemem sg row-

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

pawel. nawrotek@zut.edu.pl

niez liczne zagrozenia mikrobiologiczne zwigzane z rolnictwem,
takie jak m.in. wystepowanie i selekcja wielolekoopornych pato-
genoéw bakteryjnych (o istotnym znaczeniu klinicznym i epide-
miologicznym) oraz zwigzana z tym konieczno$¢ poszukiwania
alternatywnych sposobow ich eradykacji. W tym kontekscie,
w Katedrze Immunologii, Mikrobiologii i Chemii Fizjologicznej
ZUT w Szczecinie, realizowane sa badania dotyczace wplywu
wybranych nanostruktur krzemowych i weglowych niemody-
fikowanych badz funkcjonalizowanych metalami lub tlenkami
metalina uzyteczne biotechnologicznie bakterie $rodowiskowe
z rodzajow Pseudomonas i Streptomyces. Wstepne wyniki tych
badan wskazuja na fakt, iz nanomateriaty (w dawkach toksycz-
nych wobec bakterii modelowych, takich jak E. coli i S. aureus) nie
tylko nie wywoluja efektu antymikrobiologicznego wobec §rodo-
wiskowych szczepéw Pseudomonas spp. i Streptomyces spp., ale
przeciwnie moga stymulowac ich aktywnos¢ metaboliczna. Z kolei,
w ramach innych realizowanych réwnolegle badan, wyizolowano
srodowiskowe bakteriofagi wykazujace aktywno$¢ bakterioli-
tyczng wzgledem zoonotycznych antybiotykoopornych szczepow
bakteryjnych wyselekcjonowanych w §rodowisku rolniczym oraz
okreslono ich potencjal aplikacyjny.
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WPEYW NAWOZOW WAPNIOWYCH WZBOGACONYCH MIKROBIOLOGICZNIE
NA WZROST I PLONOWANIE ROSLIN OGRODNICZYCH

Lidia Sas-Paszt

Instytut Ogrodnictwa, Zaklad Mikrobiologii, Pracownia Rizosfery, Skierniewice

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wplywu wyso-
kiej jakosci, innowacyjnych nawozéw wapniowych tj. Wapno Inco
i Wapno PMG Inco (wapno wzbogacone mikrobiologicznie) na
wzrost roslin ogrodniczych, sklad mineralny roslin oraz liczebnos¢
mikroorganizméw w glebie rizosferowej w warunkach polowych.
Doswiadczenia zostaly przeprowadzone w 2016 roku na Polu
Doswiadczalnym Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach oraz
w Sadzie Do$wiadczalnym Instytutu Ogrodnictwa w Dabrowi-
cach. Obiektem badan byly rodliny truskawki odmiany Elsanta,
drzewa jabloni odmiany Ariwa, rosliny marchwi odmiany Nipomo
oraz ogérka odmiany Adam. Wiosng zastosowano nawozenie
obornikiem, wapnem oraz wapnem wzbogaconym mikrobiolo-
gicznie (Wapno PMG Inco). Poletka kontrolne stanowity rosliny
bez aplikacji nawozéw wapniowych oraz obornika. Na podstawie
przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, iz aplikacja Wapna
Inco oraz wapna PMG Inco (wapno wzbogacone mikrobiologicz-
nie) wplyneta na istotne zwigkszenie plonowania marchwi, ogorka,
truskawki i jabtoni. Najwyzsze parametry cech wzrostu korzeni

Lidia.sas@inhort.pl

roslin ogrodniczych uzyskano po nawozeniu roélin Wapnem Inco
i Wapnem PMG Inco. Aplikacja obornika, Wapna Inco oraz Wapna
PGM Inco wplyneta na zwigkszenie zawartosci makro- i mikroele-
mentéw oraz zawartosci substancji organicznej w glebie, na ktdrej
rosly rosliny marchwi i ogérka. Wielko$¢ populacji poszczegélnych
grup mikroorganizméw byta modyfikowana pod wptywem zasto-
sowanego nawozenia. Zastosowanie Wapna Inco i Wapna PMG
Inco korzystnie wplynelo na zwigkszenie wystepowania grzybow
AGM oraz lepsze formowanie struktur grzybéw mikoryzowych
(wezykule, arbuskule, grzybnia i spory) w korzeniach roélin mar-
chwi, ogérka, truskawki i jabloni.

Doswiadczenia w tym zakresie beda kontynuowane w sezo-
nie wegetacji 2017 i 2018 roku. W odpowiedzi na problemy pro-
ducentéw roslin uprawnych uzycie przyjaznych dla srodowiska
nawozdéw wapniowych w optymalnych dawkach, w zaleznosci od
pH i miejscowej zasobnosci gleby w skfadniki mineralne, zapewni
wysokiej jakodci plony przy znacznej oszczednosci nakladéw
finansowych.



SESJA . BIOTECHNOLOGIA W PRZEMYSLE, ROLNICTWIE I SRODOWISKU 27

-U9

WPLYW SUBSTANC]I PROBIOTYCZNYCH NA STAN EKOLOGICZNY

JEZIOR ZASIEDLONYCH PRZEZ MALZE

Barbara Wojtasik', Malgorzata Zbawicka®

'HydroBiolLab, Firma Naukowo-Badawcza i Laboratorium Hydrobiologiczne, Gdynia
?Instytut Oceanologii PAN, Zaklad Genetyki i Biotechnologii Morskiej, Sopot

Przeanalizowano reakcje pospolicie wystepujacych gatunkow
Mollusca: Bivalvia: szczezuja pospolita (Anodonta anatina, Unio-
nidae) oraz racicznica zmienna (Dreissena polymorpha, Dreisse-
nidae) na dzialanie plynnej substancji probiotycznej w réznych
stezeniach. Malze A. anatina i D. polymorpha zamieszkuja wody
stodkie i o niskim zasoleniu, stojace i wolno plynace. Testy prze-
prowadzono na osadzie i wodzie pobranej z réznego typu, pod
wzgledem ekologicznym, jezior: oligotroficzne, eutroficzne, zde-
gradowane. W kazdym z eksperymentéw wykonywano w ustalo-
nych odstgpach czasu pomiary temperatury (T), pH, przewod-
nictwa elektrolitycznego (C), zawartoéci procentowej tlenu oraz
tlenu rozpuszczonego.

Duze zageszczenie filtratoréw A. anatina i D. polymorpha wraz
ze wzrostem stezenia probiotyku wplywa przede wszystkim na
wzrost warto$¢ przewodnictwa elektrolitycznego, ubytek zawar-
tosci tlenu oraz spadek wartosci pH. W przypadku A. anatina
zmiany ww. parametrow sa wigksze. W przeprowadzonych eks-

hydrobiollab@wp.pl

perymentach stwierdzono réznice pomiedzy temperaturg hodowli
bez probiotyku PP, a temperaturag hodowli z ptynnym probioty-
kiem. Przy czym temperatura hodowli z probiotykiem PP byta
wyzsza we wszystkich uktadach w temperaturze pokojowej. Przej-
rzysto$¢ wody byla najwieksza w hodowli kontrolnej, bez dodatku
plynnego probiotyku. W hodowlach z dodatkiem ptynnego pro-
biotyku pojawialy si¢ zakwity sinic, cianki akwariow porastaly
intensywnie glonami. We wszystkich trzech akwariach, w ktérych
byly mieczaki nastapil rozwoj mlodych osobnikéw. W zadnym
z przeprowadzonych eksperymentéw zastosowany probiotyk nie
wykazal wlasciwosci ostrej toksycznosci (efekt letalny nie nastapit
po przeniesieniu matzy do hodowli z substancja probiotyczna).

Badania wykonano w ramach projektu NCBiR ,GEKON”
nr 267948 pt. ,Opracowanie i wdrozenie metody rekultywacji jezior
i ochrony wod powierzchniowych w oparciu o naturalne technologie
biologiczne wykorzystujgce pozyteczne mikroorganizmy”.
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UDZIAL SWINI DOMOWE] W PULI GENOWE] NATURALNYCH

POPULAC]I DZIKA EUROPEJSKIEGO W POLSCE

Artur Dzialuk', Ewa Zastempowska?, Radostaw Skorzewski?,

Magdalena Twaruzek?, Jan Grajewski’

! Katedra Genetyki, Instytut Biologii Eksperymentalnej, Wydzial Nauk Przyrodniczych,

Uniwersytet Kazimierza Wielkiego, Bydgoszcz

*Katedra Fizjologii i Toksykologii, Instytut Biologii Eksperymentalnej, Wydzial Nauk Przyrodniczych,

W ostatnich latach obserwuje sie wzrost czgstosci wystepowania
zjawiska hybrydyzacji pomiedzy udomowionymi i dzikimi blisko
spokrewnionymi zwierzgtami. Zjawisko to stanowi zagrozenie
dla integralnosci puli genowej gatunkéw zwierzat dziko zyjacych.
Najnowsze wyniki badan sugeruja, ze introgresja materiatu gene-
tycznego ze $wini domowej (Sus scrofa f. domestica) do dzika (Sus
scrofascrofa) w Europie jest znacznie bardziej powszechna w popu-
lacjach lokalnych niz sadzono na podstawie badan ogdlnoeuro-
pejskich. Celem badan byta ocena czystosci genetycznej wolno
zyjacych dzikéw z dwoch obszaréw towieckich w Polsce na pod-
stawie polimorfizmu genu receptora melanokortyny 1 (MCIR),
z zastosowaniem techniki biologii molekularnej (PCR-RFLP).
Wiréd 265 badanych dzikéw stwierdzono niespodziewanie duza

Uniwersytet Kazimierza Wielkiego, Bydgoszcz

ewazas@ukw.edu.pl

liczbe osobnikéw zawierajacych materiat genetyczny swini domo-
wej (24%), co sugeruje, ze powszechnymi przodkami wolno zyja-
cych dzikéw w Polsce mogly by¢ mieszarice bedace wynikiem sko-
jarzenia dzika ze $winig domowg. Ponadto brak istotnej réznicy
w czestosci wystepowania alleli typu dzikiego w obrebie dwdch
obszaréw lowieckich wskazuje na duza zdolno$¢ rozproszenia
i przeplywu genu w populacjach lokalnych. Wéréd mieszancow
zidentyfikowano osobniki bedace wynikiem krzyzowania wstecz-
nego $winiodzikéw ze §winig i/lub $winiodzikiem (2%). Ponadto
na obszarze objetym badaniem zjawisko introgresji zachodzi praw-
dopodobnie z udzialem wielu komercyjnych ras §win. Potrzebne
sa dalsze badania zmierzajace do lepszego zrozumienia mechaniz-
mow i zrédel introgresji w populacji dzikéww Polsce.
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NOWATORSKIE UKLADY IMMOBILIZOWANE] LAKAZY
JAKO EFEKTYWNE SYSTEMY DO BIODEGRADAC]I BISFENOLI

Katarzyna Antecka’, Jakub Zdarta', Agnieszka Zgota-Grzeskowiak?,

Hermann Erhlich?, Teofil Jesionowski'

!nstytut Technologii i Inzynierii Chemicznej, Wydzial Technologii Chemicznej, Politechnika Poznariska
?Instytut Chemii i Elektrochemii Technicznej, Wydziat Technologii Chemicznej, Politechnika Poznarska
?Institute of Experimental Physics, TU Bergakademie Freiberg, Niemcy

Bisfenol A (BPA) zostal po raz pierwszy zsyntezowany w 1891 roku
przez A.Dianina, jako produkt kondensacji acetonu z dwiema
czasteczkami fenolu. Od tego czasu jego wiasciwosci sa szeroko
badane, co ma przelozenie na wykorzystanie BPA w wielu gale-
ziach przemyshu. Stosowany jest do produkgji plastikowych bute-
lek, puszek do zywnosci, czy zabawek dla dzieci. Nalezy jednak
doda¢, ze zwiazek ten moze zaburzaé gospodarke hormonalna
czlowieka, przez co wywoluje takie choroby jak zespét policys-
tycznych jajnikow, otyto$¢, a nawet raka piersi.

Ciagly wzrost przemystowego wykorzystania bisfenolu A stawia
wyzwanie, ktérym jest opracowanie efektywnych technik jego usu-
wania. Jedna z takich metod jest biodegradacja z wykorzystaniem
lakaz, a wiec enzymow, ktdre poprzez utlenianie fenoli powoduja
ich rozktad do zwigzkéw nieszkodliwych dla §rodowiska oraz ludz-
kiego zdrowia. Nalezy podkresli¢, ze lakazy moga zosta¢ wykorzy-
stane takze do usuwania innych zanieczyszczen, jak barwniki czy
farmaceutyki. Bialka te wytwarzane sg przez roéliny oraz bakterie,

Katarzyna.antecka@gmail.com

jednak najszersze zastosowanie przemystowe znajduja lakazy pozy-
skane z grzybow, jak na przyktad Trametes versicolor.

W celu poprawy stabilnoéci oraz wydltuzenia katalitycznego
dzialania lakazy, w przeprowadzonych badaniach, poddano ja
immobilizacji na powierzchni szkieletu gabki morskiej Hippospon-
gia communis. Zweryfikowano skuteczno$¢ zaproponowanej tech-
niki immobilizacji, a takze okreslono wptyw zmiennych warunkéw
procesu biodegradacji bisfenolu na jego efektywnos¢.

Whadciwosci wytworzonych systeméw biokatalitycznych po-
zwalajg na ich wykorzystanie w procesach usuwania wybranych
zanieczyszczen Srodowiskowych, a zastosowanie takiego rozwigza-
nia jest nie tylko bezpieczne dla srodowiska, lecz takze atrakcyjne
pod katem finansowym.

Podzigkowania: Praca zostata sfinansowana i przygotowana w ra-

mach projektu badawczego realizowanego w Politechnice Pozna#-
skiej nr 03/32/DSMK/0710.
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ROZWOJ GRZYBOW PLESNIOWYCH NA PIANCE POLIURETANOWE]J

Aleksandra Kemona, Malgorzata Piotrowska

Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, Politechnika L.édzka

Poliuretany to tworzywa sztuczne powstajace w wyniku reakeji
kondensacji poliizocyjanianéw z polialkoholami. Dodatek do
mieszaniny reakcyjnej wody prowadzi do wydzielenia CO2, ktéry
jest odpowiedzialny za spienianie poliuretandéw, w wyniku czego
powstaja pianki poliuretanowe. Znaczny udzial w budowie tych
materiatow stanowig wigzania uretanowe, mocznikowe i eterowe.

Polska zajmuje drugie miejsce na $wiecie jako eksporter mate-
racéw i czwarte miejsce jako eksporter mebli, ktérych blisko jedna
trzecia to meble tapicerowane.

Bardzo istotna czescig jednych i drugich towardw sg elastyczne
pianki poliuretanowe (FPUF). Ich roczne zuzycie w Polsce prze-
kroczylo 130 tys. ton. Niestety wysoki poziom produkeji prowadzi
do powstawania znacznych ilo$ci odpadéw. Ze wzgledu na wysoka
odpornos¢ tych tworzyw na czynniki fizyczne i chemiczne oraz
toksyczno$¢ produktéw spalania, najczeéciej stosowana metoda
gospodarowania odpadami zawierajacymi te tworzywa jest skta-
dowanie - metoda mato ekonomiczna ze wzgledu na niska gesto$¢
pozorng pianek.

Ze wzgledu na zmniejszajacy sie dostepno$¢ miejsca na skta-
dowiskach oraz zmiany legislacyjne, w ostatnich latach znacznie
wzrosto zapotrzebowanie na opracowanie ekologicznych i sto-
sunkowo niedrogich metod gospodarowania odpadami FPUE

aleksandra.kemona@gmail.com

Poniewaz biodegradacje stanowia doskonala metode rozktadu
wielu tworzyw sztucznych, istnieje prawdopodobienstwo, ze row-
niez w przypadku poliuretanéw mozna w tym celu wykorzystaé
mikroorganizmy.

W poszukiwaniu drobnoustrojéw potencjalnie zdolnych do
przeprowadzenia biodegradacji pianek poliuretanowych, we wczes$-
niejszych badaniach wyizolowano szczepy plesni bytujace na odpa-
dach sktadowanych przez 5 lat w warunkach srodowiskowych.
Sposréd nich wybrano gatunki z rodzajow Aspergillus, Trichoder-
ma oraz Epicoccum wykazujace zdolno$¢ do wzrostu na pozywce
zawierajacej FPUF jako jedyne zrodlo wegla.

Celem badan byta ocena wzrostu tych mikroorganizméw na
powierzchni pianki poliuretanowej w warunkach obecnosci oraz
braku dodatkowego Zrodla wegla w pozywce. Okres§lono wpltyw
tych mikroorganizméw na strukture $ciany komorek pianki poli-
uretanowej wykorzystujac metody mikroskopowe. Oceniono row-
niez metodg FTIR zmiany struktury chemicznej materialéw zacho-
dzace pod wplywem mikroorganizméw.

Stwierdzono, ze badane drobnoustroje kolonizujg powierzch-
nie pianek poliuretanowych. Zaobserwowano zmiany w strukturze
$ciany komorek piankowych wystepujacych w formie przerostow
oraz ubytkow, a takze niewielkie zmiany w widmie IR.
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BIODEGRADACJA ZWIAZKOW FENOLOWYCH

PRZEZ WYBRANE SZCZEPY DROZDZY

Natalia Filipowicz', Malwina Momotko?, Ewelina Krajewska', Agata Terebieniec’,
Monika Wicka-Grochocka', Grzegorz Boczkaj’, Hubert Cie$lnski'

Zwiazki fenolowe stanowia powazne zagrozenie dla $rodowiska
naturalnego. Te weglowodory aromatyczne ulegaja akumulacji
w glebie i wodach gruntowych. Ponadto, s3 stabilne i odporne
na samodegradacj¢ w roztworach wodnych. Poszukiwanie alter-
natywnych metod, w stosunku do aktualnie stosowanych metod
fizykochemicznych, ktére pozwolityby na redukcje stezenia weglo-
wodoréw w $rodowisku naturalnym, jest przedmiotem badan
wielu grup naukowych. Gléwng zaleta metod biologicznych jest
brak produkeji wtornych metabolitow, ktore charakteryzujg sie
podobna lub nawet wyzsza toksycznoscia niz eliminowany zwiazek

Celem pracy byta izolacja szczepéw drozdzy psychrotoleran-
cyjnych zdolnych do biodegradacji fenolu badz katecholu poprzez
hodowle wybranych kultur na podiozu zawierajacym fenol lub
katechol, jako jedyne zrédto wegla.

! Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii
?Katedra Inzynierii Chemicznej i Procesowej

filipowicz.natalia@wp.pl

Badaniu poddano 3 szczepy drozdzy psychrotolerancyjnych,
wyizolowane z probek gleby i wody pochodzacych z terenu torfo-
wiska Rucianka. Szczepy wytypowano na podstawie przeprowa-
dzonych wczesniej badan. Hodowle przeprowadzano w podlozu
minimalnym suplementowanym badanym zwigzkiem w stezeniu
500 mg/1-2000 mg/1. Podczas prowadzenia hodowli wykonywano
pomiar gestosci optycznej hodowli OD, (monitorowanie wzro-
stu biomasy drozdzy w obecnosci fenolu/katecholu jako jedynego
zrédla wegla) oraz oznaczenie stezenia fenolu/katecholu w trakcie
hodowli drozdzy przy pomocy chromatografii gazowej GC-FID.

Dzieki przeprowadzonym testom wytypowano 3 szczepy
zdolne do wydajnej biodegradacji zwigzkéw fenolowych w szero-
kim spektrum stezen. We wszystkim testach, degradacja badanych
zwigzkow zachodzita w stosunkowo krotkim czasie.

-U 14

BIOSYNTEZA ESTERAZY Z PSEUDOMONAS SP. $9 W KOMORKACH
PICHIA PASTORIS, OCZYSZCZANIE I CHARAKTERYSTYKA

Monika Wicka-Grochocka, Agata Terebieniec, Ewelina Krajewska, Natalia Filipowicz,

Enzymy lipolityczne ze wzgledu na swoje unikalne wtasciwosci
takie jak stereo-, chemo- i regiospecyficznos¢ znajduja szereg
zastosowan w roznych galeziach przemystu. Lipazy i esterazy
wykorzystywane sa w przemysle chemicznym, farmaceutycznym,
Spozywczym oraz w syntezie organiczne;j.

W ramach wczesniejszych badan zidentyfikowatam i scha-
rakteryzowalam aktywna w niskiej temperaturze esteraze z Pseu-
domonas sp. S9. Esteraza Pseudomonas sp. S9 jest przykladem
biatka dwudomenowego skladajacego si¢ z domeny katalitycznej
i domeny autotransportera. Biatko to produkowane byto w sys-
temie E. coli w postaci nieaktywnej tj. w cialkach inkluzyjnych
i wymagalo renaturacji. System ekspresyjny E. coli nie spraw-
dzil si¢ w pelni do produkcji esterazy z Pseudomonas sp. S9.
W zwigzku z tym postanowiono wykorzysta¢ inny system eks-
presji w celu otrzymania aktywnego biatka produkowanego na
zewnatrz komorki.

W pracy wykorzystano system ekspresyjny oparty o komadrki
mezofilnych drozdzy Pichia pastoris. Etapy badan obejmowaly
konstrukeje drozdzowych wektoréw ekspresyjnych umozliwiaja-

Hubert Cieéliniski, Marta Wanarska

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii

monikawicka@wp.pl

cych produkeje dwoch wariantéw rekombinantowych biatek tj.
bialka jednodomenowego (domena katalityczna) oraz dwudome-
nowego (domena katalityczna i autotransporter). Ponadto, wek-
tory skonstruowano tak by otrzymane biatka rekombinantowe na
N-koncu posiadaty sekwencje sygnalne (a faktor), a na C-koncu
domeng polihistydynowa umozliwiajaca efektywne oczyszczanie
przy uzyciu chromatografii metalopowinowactwa. W wyniku elek-
troporacji komorek Pichia pastoris skonstruowanymi wektorami
ekspresyjnymi otrzymano szczepy rekombinantowe produkujace
biatka zaréwno jednodomenowe jak i dwudomenowe. W odréz-
nieniu od biatka jednodomenowego (aEstS9) produkowanego na
zewnatrz komorki wariant dwudomenowy biatka (aEstS9Auto)
kotwiczy w blonie komdrkowej komorek drozdzy Pichia pastoris
X-33. Wynik ten potwierdza funkcj¢ domeny autotransportera.
Przeprowadzona charakterystyka biochemiczna enzymu jedno-
domenowego (EstS9) wykazala jego odmiennos¢ w stosunku do
bialka dwudomenowego produkowanego w E. coli. Odnotowano
réznice m.in. w specyficznosci substratowej i zakresie temperatur
w jakich to bialko najlepiej dziala
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GENETYCZNA 1 BIOCHEMICZNA CHARAKTERYSTYKA DROZDZY

WYIZOLOWANYCH Z GLEBY ANTARKTYCZNE]

Tomasz Florczak, Katarzyna M. Szulczewska, Joanna Krysiak, Ewa Gromek,

Piecdziesiat siedem szczepow psychrofilnych i psychrotrofowych
drozdzy wyizolowano z préb gleby pobranych w sasiedztwie Pol-
skiej Stacji Polarnej. Stacja ta znajduje si¢ na zachodnim wybrzezu
Zatoki Admiralicji i obejmuje siedliska ladowe, ktére nie sg trwale
pokryte lodem, w przeciwienstwie do ponad 90% powierzchni
wyspy. W ciagu ostatnich kilkudziesieciu lat badania nad gle-
bami tych siedlisk ujawnily znaczng bioréznorodnos¢ bakterii,
grzybow strzepkowych i, w mniejszym stopniu, drozdzy. Jed-
nakze charakterystyka tego zlozonego mikrobiomu, szczegélnie
na poziomie molekularnym, jest wciaz daleka od zadowalajacej.
Izolaty przypisano do odpowiednich rodzajow i gatunkéw w opar-
ciu o analizg genetyczng regionéw D1/D2 i ITS1-5.8S-ITS2 rDNA.
W badanych prébach gleby najliczniej wystepowaty drozdze nale-
zace do rodzajow: Goffeauzyma, Naganishia, Rhodotorula i Deba-

Aneta Bialkowska, Marianna Turkiewicz

Instytu Biochemii Technicznej, Politechnika ¥.6dzka

tomasz.florczak.1@p.lodz.pl

ryomyces. W przypadku kilku wybranych szczepéw okreslono
komorkowa zawartos¢ DNA i karyotyp stosujac cytometrie prze-
plywowa (FCM) i elektroforeze w pulsacyjnym polu elektrycznym
(PFGE). Po raz pierwszy oszacowano wielkos¢ genomu i karyo-
typy szczepow nalezacych do gatunkéw Goffeauzyma gilvescens,
Naganishia globosa, Goffeauzyma gastrica i Naganishia albida.
Ponadto wykonano testy sktiningowe, ktére wykazaly, ze wyizo-
lowane szczepy drozdzy sa potencjalnym Zrédtem biotechnolo-
gicznie waznych enzymow.

Badania nad réznorodnoscig biologiczng, prezentujace fizjolo-
giczng i molekularng charakterystyke szczepow drozdzy psycho-
toleracyjnych wyizolowanych z gleby w poblizu zachodniej zatoki
Admiralicji, przyczyniaja si¢ do lepszego zrozumienia ekosystemu
mikrobiologicznego tego wyjatkowego srodowiska.

I-U 16

WYKORZYSTANIE GLICEROLU JAKO ZRODEA WEGLA DO PRODUKCJI
ADAPTOWANYCH DO ZIMNA B-GALAKTOZYDAZ
PRZEZ REKOMBINANTOWE SZCZEPY DROZDZY PICHIA PASTORIS

Marta Wanarska, Jakub Baranski, Ewelina Krajewska,

Monika Wicka-Grochocka, Hubert Cieélinski

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdanska

Metylotroficzne drozdze Pichia pastoris s3 powszechnie stosowane
do produkeji rekombinantowych biatek, ze wzgledu na duza wydaj-
noé¢ biosyntezy i mozliwo$¢ sekrecji polipeptydéw do pozywki
hodowlanej, co ulatwia ich pézniejsze oczyszczanie. Drozdze te
sa zdolne do metabolizowania glukozy, glicerolu i metanolu jako
zrodel wegla i energii.

Glicerol jest gléwnym produktem ubocznym powstajacym
w procesie produkeji biodiesla. Wzrastajace zapotrzebowanie na
biopaliwo generuje coraz wigksze iloéci surowej frakeji glicerolo-
wej, ktorej efektywne przetwarzanie moze przyczynic sie do ogra-
niczenia zanieczyszczenia $rodowiska oraz zwiekszenia optacal-
noéci produkgji biodiesla.

Celem badan byla ocena przydatnosci surowej frakeji gli-
cerolowej powstalej przy produkeji biodiesla jako Zrédla wegla
w pozywce do hodowli szczepow P, pastoris produkujacych adap-
towane do zimna (-galaktozydazy. p-Galaktozydazy to enzymy
katalizujace hydrolize -galaktozydéw, w tym dwucukru laktozy,
ktére stosowane sg w przemysle mleczarskim, przede wszystkim
do produkcji mleka o obnizonej zawartosci laktozy.

marwanar@pg.gda.pl

Rekombinantowe szczepy P.pastoris zdolne do biosyntezy
i sekrecji B-galaktozydaz Arthrobacter sp. S3*, Arthrobacter sp.
32¢B oraz Paracoccus sp. 32d hodowano przez 4 doby w 25°C,
w pozywce zawierajacej glukoze, czysty glicerol lub surowy
glicerol jako zrddlo wegla. Aktywnos$¢ enzyméw w prébkach
pozywki pobieranych co 24 h badano w reakcji z o-nitrofenylo-
B-d-galaktopiranozydem. Ilo§¢ powstajacej biomasy drozdzy
oraz aktywnos¢ adaptowanych do zimna enzymow byty zblizone
w przypadku hodowli prowadzonych w pozywkach z glukoza i czy-
stym glicerolem. Dodatek surowej frakeji glicerolowej do pozywki
skutkowat niewielkim wzrostem ilo$ci biomasy rekombinatowych
szczepdw P pastoris, przy jednoczesnym spadku aktywnosci
B-galaktozydaz w plynie pohodowlanym.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na mozliwo$é
wykorzystania surowej frakeji glicerolowej jako zrédta wegla dla
rekombinantowych szczepdw drozdzy P. pastoris, jednakze sekre-
cja enzymdw do pozywki nie jest wskazana, poniewaz zanieczysz-
czenia zawarte w surowym glicerolu moga negatywnie wptywa¢
na aktywno$¢ i stabilno$¢ produkowanych biatek.
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IZOLACJA DROZDZY PSYCHROTOLERANCYJNYCH ORAZ OCENA
ICH ZDOLNOSCI DO WYKORZYSTANIA N-FOSFONOMETYLOGLICYNY

JAKO ZRODLA PIERWIASTKOW BIOGENNYCH

Agata Terebieniec’, Natalia Filipowicz', Ewelina Krajewska', Monika Wicka-Grochocka’,
Magdalena Klimek-Ochab?, Marek Roszko’, Hubert Cieslinski'

! Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Wydzial Chemiczny Politechniki Gdanskiej
?Zaklad Chemii Bioorganicznej Wydzial Chemiczny Politechniki Wroclawskiej
3Zaktad Analizy Zywnosci Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. W. Dabrowskiego

N-fosfonometyloglicyna (PMG, glifosat) jest substancjg aktywna
herbicydu Roundup o szerokim spektrum aktywnosci biologicz-
nej. Mechanizm jego dzialania opiera sie na inhibicji aktywnosci
syntazy 5-enolopirogroniano-szikimowo-3-fosforanowej (EPSP),
przez co hamowana jest biosynteza aminokwasdw aromatycznych
u rodlin. Glifosat jest zwigzkiem fosforoorganicznym, w ktérego
budowie wyroznia sie trwale wigzanie C-P.

Szybkos¢ rozkladu PMG w glebie zalezy od rodzaju gleby oraz
aktywnosci mikroorganizméw w niej bytujacych i waha si¢ od
2 do 200 dni. Wyrdznia si¢ dwa mechanizmy catkowitej degradacji
N-fosfonometyloglicyny. Oba prowadzg do przerwania wigzania
fosfor-wegiel. W pierwszym czasteczka PMG jest poddana dziala-
niu C-P liazy, katalizujacej rozpad wigzania C-P z jednoczesnym
uwolnieniem sarkozyny i-fosforu nieorganicznego. W drugim
szlaku, poczatkowo w wyniku dzialania oksydoreduktazy glifosatu
powstaje kwas aminometylofosfonowy (AMPA) oraz glioksalan.
Kolejno, w nastepstwie aktywnosci C-P liazy zostaje uwolniona

terebieniecagata@gmail.com

reszta fosforanowa, natomiast glioksalan wlaczony w cykl kwaséow
tri-karboksylowych.

Szczepy drozdzy psychrotolerancyjnych zostaty wyizolowane
z probek gleby pobranych z terenéw rolniczych, na ktérych Roun-
dup stosowany jest cyklicznie, w wojewddztwach: warminsko-
-mazurskim i-lubelskim.

Czyste kultury drozdzy inkubowano w temperaturze 18°C
na podlozu stalym YPD z dodatkiem ampicyliny i chloramfe-
nikolu. W testach na asymilacje PMG jako zrédta azotu i fos-
foru prowadzono hodowle w plynnym Czapek Dox Medium
(CDM) z dodatkiem glifosatu w stezeniach: 4 mM i 2 mM odpo-
wiednio dla Zrédla azotu i fosforu lub 4 mM, jesli PMG byt wyko-
rzystywany przez mikroorganizm jednoczeénie jako zrédlo azotu
i fosforu w temperaturze 18°C z wytrzasaniem 180 rpm przez
7 dni. Przeprowadzone badania pozwolily na wybér kilku izola-
tow, ktdre zostang przeanalizowane pod kgtem ich potencjatu do
degradacji glifosatu w glebie.
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ANALIZA STRUKTURY POPULACJI MIKROORGANIZMOW POCHODZACYCH
Z WOD STREFY HYPOREICZNE] BIALE] PRZEMSZY

Anna Kostka'!, Stawomir Ciesielski?

!Katedra Ochrony Srodowiska Akademii Gérniczo-Hutniczej im. St. Staszica w Krakowie
?Katedra Biotechnologii w Ochronie Srodowiska, Uniwersytet Warmifisko-Mazurski w Olsztynie

Biala Przemsza to rzeka o dlugosci 63,9 km, potozona w woje-
wodztwie malopolskim i $§laskim. Wraz z Czarng Przemsza tworzy
Przemsze, ktora jest lewym dopltywem Wisly. Zlewnia Bialej Prze-
mszy od XVIw. az do drugiej polowy XX wieku byta narazona na
zanieczyszczenia pochodzace z gornictwa cynku i otowiu, zwtasz-
cza w rejonie Bukowna. Z ekologicznego punktu widzenia wazne
jest okreglenie, jaki jest wptyw uprzemyslowienia tego regionu na
funkcjonowanie ekosystemu rzecznego.

Prébki wody do badan mikrobiologicznych pobrano z 6 pie-
zometrow zlokalizowanych w obrebie strefy hyporeicznej Bialej
Przemszy, w 4 sezonach (marzec, maj, lipiec i wrzesien) 2014 roku.
Pobrano je z glebokosci od 0,5 do 3,5 m p.p.t. Badania metageno-
miczne 22 prébek wykonano w oparciu o analize super-zmiennego
regionu V4 16S rRNA.

W prébkach rozpoznano 29 typéw, z czego zdecydowanie
dominujg przedstawiciele Proteobacteria, Firmicutes i Actinobac-

anna.kostka@gmail.com

teria. Najliczniej reprezentowane rodziny to Enterobacteriaceae,
Propionibacteriaceae oraz Bacillaceae. Rodziny te, wraz z Neisse-
riaceae, mialy najwigkszy wplyw na réznicowanie probek, jed-
nakze analiza nie wykazata istotnych zaleznosci, ani zwigzanych
z miejscem, ani z okresem poboru prébki, co sugeruje stabilno$¢
badanej strefy hyporeicznej i jest zgodne z obserwacjami geomor-
fologicznymi. Najwigkszy wplyw na czgstotliwo$¢ wystepowania
poszczegdlnych jednostek taksonomicznych mialo pH oraz Eh
(potencjat oksydacyjno-redukcyjny), a takze stezenie As, Pb, Si
oraz Zn. Ciekawym aspektem uzyskanych wynikow sg liczne kore-
lacje pomiedzy parametrami fizyko-chemicznymi a czestotliwo$-
cig wystepowania niektorych taksondw, zwlaszcza powiazanych
z metabolizmem zwigzkow siarki (np. Sulfurimonas, Sulfuricur-
vum). Integracja wynikéw badan metagenomicznych i minera-
logicznych pozwolita udowodnié, ze procesy przemiany siarki
odgrywaja wazna role w strefie hyporeicznej Biatej Przemszy.

I-P 2

OKRESLENIE LEKOOPORNOSCI I WYSTEPOWANIA GENOW
KODUJACYCH ENZYMY ESBL U ESCHERICHIA COLI
IZOLOWANYCH Z WYBRANYCH RZEK NA TERENIE PODHALA

Anna Lenart-Boron!, Piotr Boron?

! Katedra Mikrobiologii, Wydzial Rolniczo-Ekonomiczny, Uniwersytet Rolniczy im. H. Kolataja w Krakowie
?Zaktad Fitopatologii Le$nej, Mykologii i Fizjologii Drzew, Wydziat Lesny,

Celem badan bylo okre$lenie wystepowania lekoopornych i po-
siadajacych geny kodujace enzymy ESBL szczepow Escherichia coli
w wodach dwoch rzek na terenie Podhala - Bialki i Zakopianki.
Prébki pobrano w o$miu seriach, w sze$ciu punktach wzdtuz Biatki
i w pieciu - wzdtuz Zakopianki. Liczebno$é¢ E. coli oznaczono tech-
nika filtracji membranowej na podlozu TBX, a przynalezno$é
do gatunku potwierdzono metoda spektrometrii MALDI-TOFE.
Lekoopornos¢ szczepéw oznaczono metoda dyfuzji krazkowej,
a wystepowanie mechanizmu ESBL - technikg dwdch krazkéw.
Obecnos¢ genéw kodujacych enzymy ESBL oznaczono technikg
PCR ze specyficznymi starterami: blaCTXM3, CTXM9, OXA,
SHV i TEM. Liczba E. coli w rzece Bialce wahala si¢ od 3 jtk/100 ml
w Tatrzanskim Parku Narodowym do ponad 2 mln jtk/100 ml przy
zrzucie $ciekow z oczyszczalni w Czarnej Gorze. W rzece Zako-
piance najmniej E. coli stwierdzono w centrum Nowego Targu
(910 jtk/100 ml), najwiecej za$ przy zrzucie Sciekéw z oczyszczalni
w Zakopanem (47 700 jtk/100 ml). Z kazdej rzeki wyizolowano po

Uniwersytet Rolniczy im. H. Kollataja w Krakowie

a.lenart-boron@ur.krakow.pl

98 szczepdw E. coli, u ktorych najczeéciej stwierdzano oporno$é na
antybiotyki, ktére sa jednymi z najchetniej zapisywanych pacjentom
w Polsce, tj. ampicyling, amoksycyling z kwasem klawulanowym
i tikarcyline (B-laktamy). Z kolei aminoglikozydy - netilmycyna
i tobramycyna wykazaly si¢ najwieksza skutecznoécig w stosunku
do szczepdw izolowanych z Bialki (1% opornych szczepow), a cipro-
floksacyna (fluorochinolony) byta najbardziej skuteczna na szczepy
z Zakopianki (5.10% opornych). Udzial szczepéw produkujacych
ESBL byl podobny w obydwu rzekach - 11,22% w Bialce i 12,25%
w Zakopiance. Stwierdzono liczng obecnos¢ szczepow wieloopor-
nych (MDR) - az 25,5% w rz. Zakopiance i 16,3% w Bialce. Spo-
$rod gendéw kodujacych enzymy ESBL najczesciej stwierdzanym
byl blaTEM, gdyz wystapit u 45,4% wszystkich szczepow (42,9%
z Bialki i 47,9% z Zakopianki). Z kolei z pozostalych gendw,
wykryto jedynie blaCTXM3 i blaCTXM9 - u szczepu E. coli,
ktory posiadat réwniez blaTEM i zostal wyizolowany z punktu
przy odplywie $ciekow ze szpitala w Zakopanem.
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ZMIENNOSC GENETYCZNA POPULACJI MIKROSYMBIONTOW KONICZYNY BIALE]
NA OKOLO 100-LETNIE] HALDZIE Zn-Pb BOLESEAW W POLUDNIOWE] POLSCE

Ewa Oleniska!, Wanda Matek?

! Zaklad Genetyki i Ewolucjonizmu, Instytut Biologii, Uniwersytet w Bialymstoku
?Zaktad Genetyki i Mikrobiologii, Instytut Mikrobiologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Lublin

Metale cig¢zkie obecne w glebie w wysokich stezeniach moga
selekcyjne ogranicza¢ zmienno$¢ genetyczng wewnatrz popu-
lacji organizméw zywych, w tym bakterii. Na terenie Polski, do
obszaréw o wyjatkowo wysokich stezeniach metali ci¢zkich, np.
cynku (Zn), olowiu (Pb) i kadmu (Cd) naleza zwaltowiska (haldy),
powstate w wyniku eksploatacji rud cynku i ofowiu. Haldy te sa
zlokalizowane w potudniowej Polsce, a jedng z nich jest ,,stara’,
okolo 100-letnia halda Bolestaw. Halda ta jest zasiedlona przez
roélinno$¢ pochodzenia naturalnego, np. koniczyne bialg. Koni-
czyna biala (Trifoliumrepens) jest rodlinnym gospodarzem dia-
zotroficznej bakterii symbiotycznej Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii. Celem pracy bylo okreSlenie struktury genetycznej
populacji mikrosymbiontéw koniczyny bialej, rosnacej na starej
(70-100-letniej) haldzie Zn-Pb Bolestaw, w odniesieniu do popu-
lacji kontrolnej Bolestraszyce, na podstawie analizy sekwencji genu
reduktazy dinitrogenazy nifH oraz genomotypowania przy uzyciu
markeréw ERIC- i rep-PCR.

chwelat@uwb.edu.pl

W 21 izolatach pochodzacych z brodawek korzeniowych
T. repens, rosnacej na stanowisku hatdowym oraz 21 izolatach
pochodzacych z brodawek roslin zasiedlajacych stanowisko kon-
trolne okre§lono sekwencje¢ fragmentéw genu nifH o dlugosci
684 pz oraz poziom polimorfizmu genomowego. Uzyskane wyniki
opracowano przy uzyciu programéw komputerowych BioEdit,
Chromas i MEGA4, Fenal, NTSys-PC i Arlequin 3.5. Analiza
sekwencji genu nifH 42 badanych szczepdéw wykazala najwieksze
podobienstwo (95-100%) ze szczepami referencyjnymi R. legumi-
nosarum bv. trifolii, tworzac z nimi monofiletyczng grupe, o wspét-
czynniku poparcia (100%). Analizy genetyczne wykazaly istotnie
mniejsza zmienno$¢ genetyczng populacji haldowej Bolestaw
w pordéwnaniu do populacji kontrolnej Bolestraszyce oraz istotne
zroznicowanie genetyczne pomiedzy badanymi populacjami.
Laczna analiza wzoréw DNA metodami ERIC- i rep-PCR umoz-
liwita genomowe zréznicowanie wszystkich badanych szczepéw
ryzobiowych.

I-P 4

WEWNATRZGATUNKOWE ZROZNICOWANIE LACTOBACILLUS PLANTARUM
IZOLOWANYCH Z FERMENTOWANYCH PRODUKTOW ROSLINNYCH

Magdalena Polak-Berecka, Dominik Szwajgier, Adam Wasko

Katedra Biotechnologii, Zywienia Czlowieka i Towaroznawstwa Zywnosci, Wydzial Nauk o Zywno$ci

Lactobacillus plantarum to heterofermentacyjne bakterie kwasu
mlekowego, szeroko rozpowszechnione w przyrodzie. Wykorzy-
stywane sg w przemysle spozywczym do produkcji zywnoéci funk-
cjonalnej, w szczeg6lnosci fermentowanych produktéw owocowo-
-warzywnych. Lactobacillus plantarum zaliczany jest réwniez do
bakterii wykazujacych korzystny wplyw na organizm czlowieka.
Dzieki znaczeniu funkcjonalnemu w produkeji zywnoéci i dzia-
taniu na zdrowie cztowieka jest cz¢stym podmiotem badan. Bak-
terie z rodzaju Lactobacillus wykazujg wzgledem siebie wysokie
podobienstwo genotypowe, z tego powodu analizy fenotypowe
moga by¢ nie wystarczajace i w celu wykazania zréznicowania
pomiedzy izolatami konieczne jest wykorzystanie kilku technik
biologii molekularne;.

Celem pracy bylo wykazanie zrdznicowania genetycznego
pomiedzy 10 izolatami z rodzaju Lactobacillus, ktore we wcze$niej-
szych badanich, w oparciu o metody fenotypowe zostaly zidenty-
fikowane jako Lb. plantarum.

W pracy wykorzystano nastgpujace metody: RAPD (w opar-
ciu o startery: M 12 ACGCGCCCT, M13 GAGGGTGGCGGT-
TCT, M14 AGCAGCGTGG, OPM05 GGGAAGGTGT), rep-PCR

i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
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(GTG)5, multipleks PCR na obecno$¢ genu recA, PCR-RELP in silico,
sekwencjonowanie produktéw amplifikacji genu recA i 16S rRNA.

Badania wykazaly zréznicowanie genetyczne 10 izolatow,
wérdd nich potwierdzono przynaleznos¢ 9 szczepéw do gatunku
Lb. plantarum oraz 1 szczepu do gatunku Lb. pentosus. Analiza
zmienno$ci genetycznej wykonana w oparciu o technike rep-PCR
i RAPD potwierdzita pokrewienstwo filogenetyczne gatunkow
Lb. plantarum 1 Lb. pentosus i wskazala na zrdznicowanie gene-
tyczne w obrebie gatunku Lb. plantarum. Uzycie bardziej selektyw-
nych technik molekularnych tj. multipleks PCR na obecnos¢ genu
recA i PCR-RFLP pozwolilo na okre$lenie zmiennosci w obrebie
gatunku Lb. plantarum. Analiza restrykcyjna umozliwila wykrycie
delecji i inercji cytozyny u szczepu Lb. plantarum 1. Wystepowa-
nie duzej zmienno$ci w obrebie badanych szczepdw Lb. plantarum
potwierdzita réwniez analiza sekwencji genu 16S rRNA.

Wykorzystane w pracy techniki molekularne okazaly sie sku-
tecznym narzedziem réznicowania blisko spokrewnionych ga-
tunkow. Metody genotypowe stanowig nieodzowne uzupelnienie
metod genotypowych w celu precyzyjnej identyfikacji bakterii
z rodzaju Lactobacillus.
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I-P5

CHARAKTERYSTYKA MATERIALU CELULOZOWEGO WYTWARZANEGO
PRZEZ BAKTERIE GLUCONACETOBACTER XYLINUS

Agata Sliwiniska, Paulina Dederko, Hanna Staroszczyk

Katedra Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywnosci, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdariska

Bakteryjna celuloza (BC) jest nierozgalezionym polimerem glu-
kozy produkowanym przez niektdre szczepy bakterii. W pordw-
naniu z celuloza roélinng, zanieczyszczona ligninami i hemi-
celulozami, jest to polimer o duzej czystosci, duzym stopniu
polimeryzacji i duzej krystaliczno$ci. Jest tez zaliczany do nano-
materialow, poniewaz szeroko$¢ pojedynczej jego wstegi miesci
sie w zakresie 30-100 nm. Materialy na bazie BC znalazly zasto-
sowanie w takich galeziach przemystu jak akustyka, kosmetyka,
ochrona $rodowiska, przemysl papierniczy i tekstylny, a takze
medycyna. Tradycyjnie wykorzystuje si¢ ja tez w produkcji zyw-
noéci w krajach potudniowowschodniej Azji. Szerokie zastosowa-
nie BC wynika z jej wladciwos$ci, ktore roznig sie jednak, m.in.
w zaleznosci od produkujacych ja szczepow bakterii.

Celem badan bylo okreslenie niektorych wlasciwosci uzytko-
wych oraz strukturalnych oryginalnej polskiej BC produkowanej
przez wybrany szczep bakterii Gluconacetobacter xylinus subsp.

agasliwi@student.pg.gda.pl

xylinus LOCK 89. Oznaczenie przepuszczalno$ci wobec pary wod-
nej (WVP) przeprowadzono wg normy ASTM E 96-00, a wlasci-
woséci mechanicznych wg normy ASTM D 882-00. Stopien krysta-
liczno$ci obliczono wykorzystujac obrazy dyfrakcyjne otrzymane
metodg dyfraktometrii rentgenowskiej (XRD), temperature roz-
ktadu wyznaczono metoda termograwimetryczng (TGA), a mor-
fologie powierzchni BC zobrazowano za pomocg skaningowej
mikroskopii elektronowej (SEM). Wykazano, ze otrzymana BC
charakteryzuje si¢ niskim WVP (0,055g-mm-kPa'-h'-m?),
duzym naprezeniem przy zerwaniu (35,5 MPa) i matym wydtu-
zeniem wzglednym przy zerwaniu (4,5%). BC ma duzy stopien
krystalicznosci (86%) i wysoka temperature rozktadu (365°C). Na
obrazie SEM powierzchni BC widoczne sg pojedyncze widkna,
tworzgce jednorodna, nieregularng porowatg strukture. Obraz
SEM przekroju BC przedstawia jej trojwymiarows, dobrze zorga-
nizowang, warstwowg strukture.

I-P6
PROCES OTRZYMYWANIA BIOETANOLU

PRZY UZYCIU DROZDZY SACCHAROMYCES CEREVISIAE
UZYSKANYCH METODA TASOWANIA GENOMOWEGO

Aleksandra Wawro', Jolanta Batog', Wlodzimierz Grajek?

! Zaktad Innowacyjnych Biomaterialéw i Nanotechnologii, Instytut Wtokien Naturalnych i Roslin Zielarskich
?Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy, Poznan

Bioetanol wytwarzany z surowcow roslinnych stanowi odnawialne
i czyste zrédlo energii, wykorzystywane jako paliwo, a takze suro-
wiec chemiczny, kosmetyczny i farmaceutyczny. Proces otrzymy-
wania etanolu z biomasy lignocelulozowej skfada si¢ z obrobki
wstepnej, hydrolizy enzymatycznej i procesu fermentacji etano-
lowej. W ramach projektu prowadzono prace nad optymalizacja
konwersji biomasy sorgo do etanolu. Biomase roslinng rozdrob-
niono na mlynie nozowym, poddano obrébce zasadowej (NaOH)
i hydrolizie enzymem celulolitycznym Flashzyme 200. Skuteczno$¢
procesu hydrolizy potwierdzono testem fermentacyjnym przy
uzyciu drozdzy gorzelniczych Saccharomyces cerevisiae. Nastep-
nie zwigkszono efektywno$¢ procesu fermentacji etanolowej
przez skonstruowanie metoda tasowania genomowego wydajnego
szczepu drozdzy S. cerevisiae, odpornego na wysoka temperature,
stezenie kwasu octowego i podwyzszone ci$nienie osmotyczne.
Tasowanie genomowe umozliwia uzyskanie szczepow tacza-
cych kilka korzystnych fenotypowo cech, pozwalajac na jedno-
czesne zmiany genetyczne w réznych pozycjach w calym geno-
mie, bez koniecznosci informacji o sekwencji genomu. W celu
ulepszenia szczepéw drozdzy przeprowadzono mutagenizacje
chemiczng przy zastosowaniu mutagenu EMS. W efekcie uzyskano

aleksandra.wawro@iwnirz.pl

190 mutantéw, ktére poddano skriningowi w kierunku aktywnosci
fermentacyjnej, odpornosci na kwas octowy (0,05-0,2% v/v) i na
podwyzszone ci$nienie osmotyczne (glukoza 400-500 g/1, NaCl
20-70 g/1). Wykonano trzy rundy tasowania genomowego obejmu-
jace — protoplastyzacje, fuzje protoplastow i regeneracje powsta-
tych szczepow, ostatecznie uzyskano 283 nowe szczepy. Po kazdej
z rund przeprowadzano skrining szczepow, taczacych co najmniej
dwie wyrozniajace si¢ cechy fenotypowe. Ponownie przebadano
aktywno$¢ fermentacyjna, odporno$¢ na kwas octowy, podwyz-
szone ci$nienie osmotyczne i wysoka temperature (do 39°C). Ana-
liza polimorfizmu genomowego DNA z zastosowaniem starteréw
RAPD oraz ISSR pozwolita na stwierdzenie, ze zmiany w obrebie
genomu widoczne byty tylko w przypadku dwoch szczepow. Zdol-
noéci fermentacyjne tych szczepéw sprawdzono podczas procesu
fermentacji w warunkach stresu termicznego, kwasowego i osmo-
tycznego. Wykazano, ze ulepszony genetycznie szczep drozdzy
gorzelniczych S. cerevisiae uzyskal o 40% wyzsze stezenie etanolu
niz szczep drozdzy nie poddany modyfikacji.

Praca wykonana w ramach projektu PBS1/A8/9/2012, finan-
sowanego przez NCBiR.
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I-P7

HODOWLA BAKTERII FERMENTACJI MLEKOWE] W PODEOZACH

NA BAZIE KOMOSY RYZOWE]

Alina Pacesz', Katarzyna Slizewska?, Anna Sip'

! Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci
?Politechnika ¥.6dzka, Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii

Komosa ryzowa (Chenopodium quinoa) jest pseudozbozem pocho-
dzacym z Ameryki Potudniowej. Sklad komosy czyni t¢ roslina
obiecujgcym skladnikiem podtozy do hodowli mikroorganizméw
o wysokich wymaganiach pokarmowych. Do ich grona naleza
m.in. probiotyczne bakterie fermentacji mlekowej. W pracy posta-
nowiono oceni¢ przydatno$¢ komosy ryzowej jako bazy do opra-
cowania podtozy do hodowli probiotycznych bakterii z rodzaju
Lactobacillus. W ramach badan wstepnych oznaczono zawartos¢
suchej masy, azotu ogolnego, biatek rozpuszczalnych w wodzie,
monosacharydéw oraz skrobi w ziarnach i zielonych czgéciach
(fodygach i lidciach) komosy ryzowej oraz oznaczono stopien
ich zanieczyszczenia mikrobiologicznego. Nastepnie przeprowa-
dzono wstepna fermentacje ziaren komosy nieoczyszczonej, ziaren
komosy pozbawionej saponin oraz zielonych czesci (fodyg i lisci)
komosy. W razie potrzeby dodatkowo poddawano je hydrolizie
enzymatycznej. W zaleznoséci od wymagan pokarmowych bada-
nych szczepéw Lactobacillus podtoza z komosy suplementowano
dodatkowymi zrédlami wegla oraz buforowano. W trakcie hodowli
oznaczano liczebnos¢ komorek, aktywnoé¢ fermentacyjng oraz
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przeciwdrobnoustrojowa. Otrzymane hodowle suszono rozpytowo
w emulsjach stabilizowanych odtluszczonym mlekiem w proszku.
W trakcie suszenia oznaczano przezywalno$¢ szczepéw. Badano
takze jako$¢ utrwalonych preparatow oraz monitorowano ich
stabilnos¢ w trakcie dlugoterminowego przechowywania. Usta-
lono, ze komosa ryzowa jest dobrym surowcem do opracowy-
wania nowych podlozy do hodowli probiotycznych szczepéw
Lactobacillus. W podlozach z komosy ryzowej szczepy Lactobacil-
Ius namnazaly sie do poziomu poréwnywalnego do otrzymywa-
nego w stosowanych do tej pory pozywkach plynnych. Hodowle
w zbilanansowanych pozywkach z komosy byly jednoczesnie
dobrym punktem wyjscia do otrzymywania utrwalonych metoda
suszenia rozpylowego preparatéw probiotycznych o korzystnych
cechach jako$ciowych.

Praca wykonana w ramach projektu nr PBS3/A8/32/2015
»Preparat synbiotyczny do profilaktyki zdrowotnej zwierzgt mono-
gastrycznych i zapobiegania wystgpienia choréb bakteryjnych i zatru¢
pokarmowych wywolanych toksynami oraz poprawiajgcego bezpie-
czenistwo Zywienia i wydajnos¢ chowu zwierzgt”.

I-P 8

INDUKCJA SYNTEZY WIELOMIEDZIOWYCH OKSYDAZ

MYROTHECIUM RORIDUM W WARUNKACH

STRESU OKSYDACYJNEGO WYWOLANEGO MIEDZIA

Anna Jasinska', Malgorzata Kedziora?, Monika Jezewicz?, Jerzy Dlugonski'

! Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £odzki
2Studenckie Koto Naukowe Biotechnologiczno-Mikrobiologiczne ,,SKN Bio-Mik”, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska,

Wielomiedziowe oksydazy (ang. multicopper oxidases, MCOs) to
enzymy poéredniczace w utlenianiu szerokiego spektrum zwiaz-
kéw organicznych i nieorganicznych przy jednoczesnej redukcji
tlenu czasteczkowego do wody. Z uwagi na réznorodno$¢ reakeji
katalizowanych przez MCOs oraz bardzo niska specyficznos¢ sub-
stratowa tych enzyméw mozliwe jest ich wykorzystanie w wielu
galeziach przemysly, medycynie i ochronie §rodowiska. Sposrod
wielomiedziowych oksydaz najszerzej zbadane zostaly dotad
lakazy, szczegélnie te produkowane przez grzyby. Lakazy grzy-
bowe to najczesciej enzymy konstytutywne, stale wytwarzane przez
komorki na pewnym, podstawowym poziomie. Jednak poprzez
zastosowanie odpowiednich warunkéw hodowli, a takze dodatek
induktoréw mozliwa jest ich nadprodukcja. Regulacja biosyntezy
lakaz z wykorzystaniem jonéw miedzi, jest szeroko rozpowszech-
niona. Dowiedziono, ze miedZz odgrywa wazna role zaréwno
w indukgji ekspresji genéw kodujacych lakaze, jak i ich regulacji na
poziomie transkrypcji i translacji. Ale prawdopodobnie pelni réw-

Uniwersytet £odzki
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niez funkcje ochronng, zmniejszajac efekty stresu oksydacyjnego
wywolanego przez rodniki tlenowe powstajace na skutek dziatania
jonoéw miedzi. W pracy zbadano wplyw jonéw miedzi na wzrost,
ekspresje zewnatrzkomérkowych bialek oraz produkcje MCOs
mikroskopowego grzyba Myrothecium roridum. Stwierdzono, ze
miedz wywolujac stres oksydacyjny inicjuje produkeje badanych
enzymo6w. Najwigksza aktywnosé MCOs (oceniong z wykorzysta-
niem jako substratu ABTS) zaobserwowano w obecnosci 1000 uM
siarczanu miedzi. Jednocze$nie stwierdzono, Ze wzmozona synteza
enzymow byta poprzedzona pojawieniem sie w grzybni warunkéw
stresu oksydacyjnego (obecno$¢ anionorodnika ponadtlenkowego,
synteza enzymow antyoksydacyjnych, w tym dysmutazy ponad-
tlenkowej). Uzyskane wyniki mogg wskazywa¢ na potencjalne
znaczenie antyoksydacyjne badanych enzyméw M. roridum.

Projekt finansowany ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki
w Krakowie przyznanych na podstawie decyzji nr DEC 2013/11/D/
NZ9/02776.
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I-P9

EFEKT APLIKACJI BRADYRIZOBIOWYCH CZYNNIKOW
NOD NA WYDAJNOSC SYMBIOTYCZNA LEUBINU WASKOLISTNEGO

Dominika Kidaj, Jerzy Wielbo, Dominika Adamowicz, Anna Skorupska

Zaklad Genetyki i Mikrobiologii, Wydzial Biologii i Biotechnologii UMCS w Lublinie

Lubin to roslina bobowata o duzym znaczeniu w produkeji biatka
roélinnego w Polsce. Uprawy tej rodliny sa prawie samowystar-
czalne pod wzgledem zapotrzebowania na zwigzki azotu. Jest to
mozliwe dzieki symbiozie z bakteriami z rodzaju Bradyrhizobium.
Interakcja tubin - bradyrizobiainicjowana jest przez specyficzne
wydzielane przez korzenie tubinu flawonoidy, indukujace synteze
bakteryjnego czynnika Nod (lipochitooligosacharydu). Bakteryjny
czynnik Nod jest silnym mitogenem, ktdéry aktywuje synteze bia-
tek roélinnych, tzw. nodulin, bedacych czynnikiem wywotujacym
podzialy komorek kory korzenia i tworzenie nici infekcyjnych
wprowadzajacych rizobia do brodawek korzeniowych. Wewnatrz
brodawki bakterie przeksztalcaja si¢ w bakteroidy z aktywna nitro-
genazg redukujacg N,. Wytworzone przez bakteroidy zwigzki azo-
towe wspomagaja wzrost rosliny-gospodarza.

Eksperyment obejmowat dwa szklarniowe, wazonowe do$wiad-
czenia roslinne. W pierwszym, nasiona tubinu traktowano czyn-
nikami Nod izolowanymi z B. japonicum 113, 331 i 344 w roz-
cieiczeniu 10°-107°. Nastepnie roéliny zakazano zawiesinami
komorek wyzej wymienionych szczepéw Bradyrhizobium. Rosliny
hodowano przez 7 tygodni w podlozu bedacym mieszaning jato-
wego piachu i perlitu (1:1 v/v). W drugim do$wiadczeniu, nasiona
tubinu traktowano jak w eksperymencie pierwszym, ale roéliny

dominika.maj@poczta.umecs.lublin.pl

hodowano w wazonach wypelnionych mieszaning piasku i nie-
jalowionej gleby (1:1 v/v).

Optymalne rozcienczenie czynnikéw Nod, promujace wzrost
i brodawkowanie tubinu w warunkach szklarniowych, réznito si¢
w zalezno$ci od szczepu Bradyrhizobium stanowiacego inoku-
lum i mie$cito w zakresie 10-10°. Najwyzsza aktywnos$¢ sym-
biotyczna w odpowiedzi na zaaplikowane czynniki Nod wykazal
szczep Bj. 344 w doswiadczeniu pierwszym (bez udzialu bakterii
autochtonicznych). Po 7 tyg. $wieza masa pedéw wzrosta o okoto
70%, a liczba brodawek o okolo 100% w stosunku do roélin zaka-
zonych Bj. 344 i nietraktowanych czynnikami Nod. Z kolei w obec-
nosci licznych bakterii autochtonicznych (doswiadczenie drugie)
wykazano pozytywny skutek dzialania czynnikéw Nod wszystkich
trzech szczepéw Bradyrhizobium, ale otrzymane wartoéci §wiezej
i suchej masy pedéw tubinu nie byly istotne statystycznie. Pod-
sumowujac, efekt aplikacji czynnikéw Nod na nasiona fubinu zalezy
od rodzaju szczepu bedacego ich producentem oraz iloéci i sktadu
gatunkowego mikroflory autochtonicznej podloza, na ktérym pro-
wadzona jest uprawa.

Badania finansowane ze Srodkéw NCBIR, projekt: PBS3/A8/
28/2015.

I-P 10

WPLYW SUPLEMENTACJI PODEOZA HODOWLANEGO PREKURSOREM
ORAZ ELICYTORAMINA ZWIEKSZENIE AKUMULACJI WYBRANYCH METABOLITOW
WTORNYCH W WYTRZASANYCH KULTURACH PEDOWYCH VITEX AGNUS CASTUS

Ewa Skrzypczak-Pietraszek, Zahira Rebollo Delgado

Uniwersytet Jagielloniski, Collegium Medicum, Wydzial Farmaceutyczny, Katedra i Zaklad Botaniki Farmaceutycznej,

Vitex agnus castus L. (Lamiaceae) jest roéling leczniczg. Surowcem
farmakopalnym jest owoc, Fructus Agni casti (FP X), stosowany
m.in. w terapii réznych schorzen ginekologicznych. Procz owo-
céw niepokalanka réwniez jego liScie sa stosowane w lecznictwie.
Kultury roslinne moga by¢ alternatywnym w stosunku do roélin
gruntowych Zrédtem metabolitow wtérnych. Sa rézne metody
zwigkszania akumulacji zwigzkéw czynnych w kulturach in vitro,
m.in. dodanie prekursora lub elicytora do podtoza hodowlanego.
Celem pracy bylo zbadanie wptywu dodatku prekursora (L-feny-
loalaniny) i elicytora (jasmonianu metylu lub etefonu) na aku-
mulacje kwaséw fenolowych, flawonoidéw i aukubiny (irydoid)
w wytrzgsanych kulturach pedowych ww. gatunku.

Hodowla byta prowadzona w kolbach stozkowych przez 3 tygo-
dnie na pozywce MS z dodatkiem: benzyloaminopuryny (BAP)
- 1 mg/l, kwasu naftalenooctowego (NAA) - 0,5mg/l i kwasu
giberelinowego (GA,) - 0,25 mg/l. Nastepnie do kolb dodawano
roztwor L-fenyloalaniny (2,4 g/1) oraz roztwér elicytora (50 uM).

ul. Medyczna 9, 30-688 Krakow
ewa.skrzypczak-pietraszek@uj.edu.pl

Biomasa byla zbierana po 1 lub 7 dniach od momentu dodania
prekursora i elicytora. Przeprowadzono jako$ciows i ilo$ciowa
analiz¢ HPLC metabolitéw (ogélem 21 zwigzkéw) w metano-
lowych wyciagach z biomasy z kultur oraz li§ci roélin macierzy-
stych. Stwierdzono, ze zastosowanie L-fenyloalaniny oraz elicyto-
réw silnie zwigksza akumulacje metabolitéw wtornych w biomasie
z kultur in vitro, ponadto zwiazki wystepuja w ilo$ciach znacz-
nie wiekszych niz w liSciach roéliny macierzystej. W kulturach
V.agnus castus zawarto$¢ wszystkich wolnych kwaséw fenolo-
wych zwiekszyla si¢ maksymalnie okolo 2,2-krotnie (wynoszac
ok. 1,4%) i byla ok. 8-krotnie wyzsza niz w lidciach rosliny
macierzystej. Zawarto$¢ flawonoidéw zwigkszyta si¢ maksymal-
nie odpowiednio 2,1-krotnie (wynoszac ok. 1,1%) i byta ok. 7-krot-
nie wyzsza niz w li§ciach roéliny macierzystej. Kultury in vitro
V. agnus castus po optymalizacji mogg mie¢ potencjalne zastoso-
wanie jako biotechnologiczne zrodlo pozyskiwania wybranych
metabolitéw wtdrnych.
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BIOTRANSFORMACJE PREKURSOROW ZWIAZKOW ZAPACHOWYCH

Hodowla na podfozu stalym (ang. Solid State Fermentation, SSF)
jest jednym z systeméw hodowli mikrobiologicznych. Glow-
nym zalozeniem tego procesu jest wykorzystanie stalego surow-
ca jako podloza dla bakterii, grzybow i drozdzy. Surowiec ten
moga stanowi¢ miedzy innymi odpady i produkty uboczne prze-
mystu rolno-spozywczego. Charakteryzuja si¢ one bogactwem
zwigzkoéw odzyweczych, takich jak weglowodany, biatka, ttuszcze
i sole mineralne.

Na szczegdlna uwage zastuguje produkt uboczny powstajacy
w wyniku procesu wytlaczania oleju z nasion oleistych, jakim jest
makuch. Moze on stanowi¢ az 75% masy nasion. Ze wzgledu na
cenny sklad podejmowane sa proby zastosowania tego surowca
jako podloza do hodowli drobnoustrojéw. Do komponentéw

NA PODLOZU STAEYM

Ewa Szczepanska, Filip Boratynski, Teresa Olejniczak

Katedra Chemii, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

ewa.szczepanska@upwr.edu.pl

makuchéw zaliczajg si¢ zwiazki fenolowe i kwasy ttuszczowe sta-
nowigce prekursory zwiazkow zapachowych istotnych dla sektora
spozywczego — waniliny i jej pochodnych oraz laktondw.

Celem badan bylo innowacyjne zagospodarowanie makucha
Inianego jako podloza dla mikroorganizméw zdolnych do biosyn-
tezy zwiazkow zapachowych z ich prekursoréw. W tym celu prze-
prowadzono skrining drobnoustrojéw metoda hodowli wgtebne;.
Badania kontynuowano poprzez przeniesienie procesu na hodowle
typu SSF z wybranymi mikroorganizmami. Produkcja uzytecz-
nych w przemyéle zwigzkéw uzyskanych metoda biotransformacji,
oparta o mikrobiologiczna degradacje odpadéw przemystu rolno-
-spozywczego moze stanowi¢ doskonate rozwigzanie dla efektyw-
nego i jednoczesnie ekonomicznie optacalnego procesu.

I-P 12

CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH BAKTERIOFAGOW
WYIZOLOWANYCH ZE SCIEKOW KOMUNALNYCH

Gracja Topka', Sylwia Bloch!, Bozena Nejman-Falenczyk', Agata Jurczak-Kurek,
Aleksandra Dydecka’, Agnieszka Necel', Tomasz Gasior?,

Grzegorz Wegrzyn', Alicja Wegrzyn®

'"Wydzial Biologii, Katedra Biologii Molekularnej, Uniwersytet Gdanski

Bakteriofagi, czyli wirusy infekujace komorki prokariotyczne naleza
do najliczniejszych form wystepujacych na Ziemi. Zostaly odkryte
ponad 100 lat temu i od tego czasu odegraly ogromna role w roz-
woju biologii molekularnej i biotechnologii. Wirusy te charakte-
ryzujg si¢ ogromng réznorodnoscia, mimo to wiedza o wigkszosci
z nich jest znikoma. W badaniach z zakresu biologii molekularnej
oraz biotechnologii skupiano si¢ na niewielkiej liczbie bakterio-
fagdw, co oczywiscie mialo swoje uzasadnienie z racji wyboru orga-
nizméw modelowych, ale z drugiej strony nie ukazywalo bogactwa
réznorodnosci bakteriofagéw wystepujacych na Ziemi.

W ramach badan wstepnych, wyizolowanych zostalo ze
$ciekéw komunalnych ponad 80 nieznanych wczes$niej bakterio-
fagéw zakazajacych rézne gatunki bakterii, m.in. Escherichia
coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enterica. Bakteriofagi te zostaly scharakteryzowane przez nas pod
wzgledem réznych cech fenotypowych jak morfologia wirionu,
morfologia tworzonych lysinek a takze pod wzgledem wrazli-

*Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk, Warszawa

gracja.topka@phdstud.ug.edu.pl

woéci na szereg czynnikow zewnetrznych. Na podstawie otrzyma-
nych wynikéw wybraliémy kilka bakteriofagéw, charakteryzuja-
cych si¢ najciekawszymi fenotypami, ktérych genomy poddali$my
sekwencjonowaniu.

Analiza morfologiczna i fizjologiczna badanych bakteriofagow
wskazuje na duza réznorodnos¢ biologiczna wérod fagow wystepu-
jacych w jednym siedlisku. Wykonujac szereg doswiadczen, maja-
cych na celu zbadanie rozwoju analizowanych bakteriofagéow,
zaobserwowalam m.in., iZ jednego z nich - faga vB-EcoS-95
cechuje niezwykle szybki cykl rozwojowy (okres latencji wynosi
7,5 minuty), co czyni go potencjalnie interesujacym m.in. w kon-
tekécie zastosowan biotechnologicznych. Niektore inne cechy
badanych bakteriofagdw, takie jak zdolno$¢ do tworzenia tysinek
w niskiej temperaturze, odporno$¢ na rozpuszczalniki organiczne
np. Aceton, DMSO, czy odporno$¢ na detergenty réwniez wska-
zuja, iz bakteriofagi te moglyby mie¢ potencjalne zastosowanie
w przemysle biotechnologicznym.
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OCENA ZANIECZYSZCZENIA MIKROBIOLOGICZNEGO POWIETRZA
W WYBRANYCH MIEJSCOWOSCIACH TURYSTYCZNYCH
I UZDROWISKOWYCH W WOJEWODZTWIE MALOPOLSKIM

Anna Lenart-Boron!, Justyna Chrobak?, Dagmara Drab? Iwona Hryniewicz'

! Katedra Mikrobiologii, Wydzial Rolniczo-Ekonomiczny, Uniwersytet Rolniczy im. H. Kollataja w Krakowie
2Wydziat Biotechnologii i Ogrodnictwa, Uniwersytet Rolniczy im. H. Koltataja w Krakowie

Zbadano zanieczyszczenie mikrobiologiczne powietrza w miejsco-
wosciach turystycznych i uzdrowiskowych na terenie wojewodz-
twa malopolskiego: Bialce Tatrzanskiej i jej okolicach, Krynicy-
-Zdréj i Rabce. Badania stezenia aerozolu mikrobiologicznego
(liczba bakterii heterotroficznych, plesni, promieniowcéw i gron-
kowcdéw) i pytu zawieszonego (PM10, PM4, PM2,5 i PM1) prze-
prowadzono w 17 punktach czterokrotnie w ciggu roku. Stezenie
bioaerozolu badano metodg zderzeniowg przy uzyciu aeroskopu
MAS-100, pomiary pylu zawieszonego przeprowadzono pylo-
mierzem DustTrak. Najwyzsze srednie stezenie bakterii, grzybow
i promieniowcow obserwowano w punktach zlokalizowanych
w Rabce (odpowiednio 440 jtk/m’® - Le$niczéwka; 1370 jtk/m?
- Le$niczéwka i 376 jtk/m® Rabkoland), najwigcej gronkowcow
odnotowano w centrum Biatki Tatrzanskiej (140 jtk/m®). Naj-
mniejszg liczebno$¢ wszystkich drobnoustrojéw odnotowano
w Krynicy-Zdréj (12 jtk/m*® Géra Parkowa, 360 jtk/m* Pijalnia
Gtéwna, 2 jtk/m’ Pijalnia Gtéwna oraz 10 jtk/m* Dworzec PKP
i Jaworzyna Krynicka — odpowiednio dla bakterii, ple$ni, gron-
kowcéw oraz promieniowcdw). Zaobserwowano zréznicowanie
sezonowe stezenia bioaerozolu w badanych miejscowosciach.
W Krynicy Zdrdj najwyzsze stezenia bakterii heterotroficznych
i gronkowcow wystapily jesienig, latem za$ — grzybdw i promie-

a.lenart-boron@ur.krakow.pl

niowcow; w Bialce Tatrzanskiej najwigksze stezenie bioaerozolu
obserwowano wiosna, w Rabce - latem. We wszystkich badanych
miejscowosciach zaréwno latem jak i wiosng wysoka tempera-
tura (powyzej 20°C) i brak opadéw atmosferycznych sprzyjaly
wysokiemu stezeniu mikroorganizméw w powietrzu. Natomiast
najmniejsze stezenia wszystkich mikroorganizméw w Bialce
i w Rabce stwierdzono zima, gdy temperatura oscylowata wokoét
0 do +3°C, padal deszcz ze $niegiem i wystepowal silny wiatr.
Zaréwno w Rabce jak i w Bialce Tatrzanskiej stezenie pytu zawie-
szonego PM2,5 i PM10 jedynie dwukrotnie (zimg w Klikuszowej
oraz przy kasach O$rodka Narciarskiego Kotelnica Bialczanska)
nie przekraczato pozioméw dopuszczalnych, wynoszacych odpo-
wiednio 25 i 50 pg/m’. Poziom informowania zostat przekroczony
jednokrotnie (wiosna — Rynek w Nowym Targu), a poziom alar-
mowy — dwukrotnie (zima — dworzec autobusowy i oczyszczalnia
$ciekéw w Nowym Targu). W badaniach nie stwierdzono istotnej
statystycznie zaleznoséci pomiedzy stezeniem pyltu zawieszonego
w powietrzu badanych miejscowoéci a liczebnoécig drobnoustro-
jow tworzacych bioaerozol. Obserwowana liczba drobnoustrojow
nie daje podstaw aby stwierdzi¢ iz zanieczyszczenie mikrobiolo-
giczne powietrza stanowi zagrozenie dla mieszkancéw badanych
miejscowosci, czy turystow badz kuracjuszy tam przebywajacych.

I-P 14

ODPOWIEDZ BAKTERII FERMENTACJI MLEKOWE] (LAB)
NA CZYNNIKI STRESOGENNE W PROCESACH UTRWALANIA SOKOW I NAPOJOW

Joanna Bucka-Kolendo, Barbara Sokotowska

Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. Prof. Wactawa Dabrowskiego w Warszawie,

Odpowiedz LAB na stres zostala dobrze poznana w odniesieniu
do takich czynnikéw jak: szok termiczny, kwasy zolciowe, stres
oksydacyjny, niskie pH i etanol. Bakteryjna odpowiedZ na stres
opiera sie na skoordynowanej ekspresji genow, ktore wplywaja na
rézne procesy komorkowe.

Celem pracy bylo okreslenie zaleznosci pomiedzy zdolnos-
cig przetrwania LAB w warunkach stresogennych, a obecnoscig
mechanizméw regulatorowych odpowiedzi na te czynniki.

Do badan wybrano 9 szczepéw LAB wyizolowanych z sokéw
i napojow. Hodowle LAB pochodzace z logarytmicznej fazy wzro-
stu (OD,,=0,6) poddano dziataniu warunkéw stresowych - tem-
peratury (50°C/15’) i wysokiego ci$nienia. Liczbe LAB przed i po
dzialaniu czynnikow stresogennych oznaczano metoda ptytkowa
na pozywce MRS agar, oraz obserwowano szybkos¢ ich wzrostu
w hodowlach ptynnych.

Z badanych szczepow wyizolowano genomowe DNA i przepro-
wadzono reakcje PCR w celu zidentyfikowania obecnoéci 10 genéw

Zaklad Technologii Przetworéw Owocowych i Warzywnych
joannabucka@wp.pl

zwigzanych z odpowiedzig na stres (ctsR, hrcA, clpL, clpP, clpX,
ccpA, dnak, ftsH i groEL, groES). Otrzymane amplikony zostaty
poddane analizie restrykcyjnej przy uzyciu enzymu Sau3A.

W hodowlach LAB poddanych dziataniu czynnikéw streso-
gennych zaobserwowano spadek szybkosci wzrostu (OD,, po 20 h
inkubacji 4,18-4,90), w poréwnaniu do hodowli nie poddanych
stresowi (OD, =7,03-8,84).

Dwa szczepy Lactobacillus plantarum wykazaly obecnosé
amplikonow dla genéw groELS, dnaK i ctsR, oraz jeden z nich
dodatkowo dla hrcA, ftsH i clpX.

Nie zaobserwowano $cistej korelacji pomiedzy obnizona szyb-
koscig wzrostu LAB po dzialaniu czynnikéw stresowych, a obec-
noscia genéw odpowiedzi na stres. Otrzymane wstepne wyniki
potwierdzaja doniesienia innych autoréw; ze LAB nie maja jednego
specyficznego systemu odpowiedzi na stres.

Prowadzone sg dalsze badania nad funkcjami szlakéw odpo-
wiedzi na stres u LAB.
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BAFADOR® - PREPARAT BAKTERIOFAGOWY DLA AKWAKULTURY

Joanna Kotsut', Justyna Kowalska', Malgorzata Stanczyk', Patrycja Schulz?,

Jarostaw Dastych', Andrzej K. Siwicki?

!Proteon Pharmaceuticals SA, L.odz

2Uniwerystet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Katedra Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej

Akwakultura jest najszybciej rozwijajacym sie sektorem produk-
cji zywnosci na $wiecie. Jednym z istotnych czynnikéw obniza-
jacych jego efektywnos¢ jest rozwdj chordb zakaznych, ktorych
gléwnym czynnikiem etiologicznym sg bakterie Aeromonas, Pseu-
domonas, Vibrio, Yersinia, Edwardsiella, Streptococcus, Lactococcus
i Renibacterium. W leczeniu zakazen stosowane s3 antybiotyki,
ale ze wzgledu na wzrastajaca antybiotykoopornos¢ nalezy roz-
wazy¢ inne rozwigzania, aby chroni¢ ryby przed patogenami
i zminimalizowa¢ negatywne oddziatywanie intensywnej hodowli
na $rodowisko. Alternatywa dla antybiotykéw moga by¢ bakte-
riofagi. Najwieksza przewage terapii fagowej nad stosowanymi
powszechnie antybiotykami stanowia: specyficzne dziatanie jedy-
nie przeciwko bakteriom chorobotwérczym, brak chemicznych
pozostatoéci stosowanej substancji czynnej w tkankach oraz brak
skutkéw ubocznych.

W Proteon Pharmaceuticals SA opracowano preparat bak-
teriofagowy BAFADOR?® zawierajacy 5 bakteriofagéw przeciwko
Aeromonas spp. (60AhydR15PP, 62AhydR11PP, 13AhydR10PP,
14AhydR10PP, 85AhydR10PP) i 3 przeciwko Pseudomonas sp.
(22PfluR64PP, 67PfluR64PP, 71PfluR64PP). Bakteriofagi izolo-
wano z wody $ciekowej i charakteryzowano poprzez RFLP, sekwen-
cjonowanie, badanie spektrum swoistosci i aktywnosci litycznej.

jkolsut@proteonpharma.com

BAFADOR® wykazal znaczace efekty lecznicze podczas badan
eksperymentalnego zakazenia karpi bakterig Pseudomonas sp.,
zmniejszajac $miertelno$¢ ryb o 73%. Gléwnym celem prezento-
wanego badania byto okreslenie wplywu BAFADOR® na niektére
parametry hematologiczne, biochemiczne i immunologiczne we
krwi karpia, pstraga teczowego i suma. BAFADOR® podawano
droga immersji. Analize¢ wybranych parametréw przeprowadzono
przed podaniem produktu oraz w 1, 2 i 3 dniu po podaniu.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze BAFADOR® nie ma wplywu
na parametry hematologiczne (RBC, Ht, Hb, MCH i MCHC)
ani biochemiczne (AST, ALT i glukozy) u ryb. Ponadto nie zaob-
serwowano statystycznej réznicy w poziomie hormonu stresu-
-kortyzolu. Jednoczesnie zaobserwowano znaczace zwigkszenie
poziomu markeréw niespecyficznej odpornosci komérkowej
(aktywnos¢ metaboliczna, aktywnos¢ fagocytéw, proliferacja lim-
focytéw stymulowanych przez ConA i LPS) i odpornosci humo-
ralnej (aktywnos¢ lizozymu i ceruloplazminy, catkowite stezenie
bialek i immunoglobuliny).

Wyniki sugeruja, ze BAFADOR® oprécz bezpoéredniego dzia-
tania na bakterie moze posrednio lub bezposrednio stymulowaé
nieswoista odpowiedz immunologiczng u ryb, zwiekszajac ich
odpornos¢ na zakazenie.

I-P 16

EFEKTYWNOSC OBROBKI CHEMICZNE]J I ENZYMATYCZNE]

Biomasa lignocelulozowa jest odnawialnym surowcem wzbu-
dzajagcym duze zainteresowanie w kontekscie zréwnowazonej
produkeji paliw, materialéw i substancji chemicznych. Obecnie
jednym z surowcéw do produkgji biopaliw moze by¢ sorgo, roslina
posiadajaca warto$c¢ spalania 15 MJ/kg i plon suchej masy 28 t/ha.
Produkcja bioetanolu z surowcow roslinnych wymaga rozlozenia
$cian komorkowych na poszczegdlne polimery oraz hydrolizy
weglowodanow do cukréw prostychi sktada sie z kolejnych etapow
- obrobka wstepna (fizyczna, chemiczna, biologiczna), hydroliza
enzymatyczna i fermentacja etanolowa.

Biomasa roslinna charakteryzuje sie zlozonym skladem che-
micznym, poniewaz w jej strukturze znajduje sie kompleks ligno-
celulozy, ktéry stosunkowo opornie podlega biodegradacji. Sku-
teczng przeszkode w wytwarzaniu etanolu z biomasy stanowi
lignina, zlozona z pochodnych alkoholi fenolowych, ktéra utrudnia
dostep celulaz do mikrofibryli krystalicznej celulozy, a takze wigze
celulazy i prowadzi do ich dezaktywacji. Wymusza to koniecznosé
stosowania obrébki wstepnej, ktorej zadaniem jest rozdrobnie-
nie fazy stalej oraz rozluznienie zwartej struktury lignocelulozy.
W pracy dokonano oceny wplywu obrébki kwasowej (H,SO,)
i zasadowej (NaOH) na zawartos¢ cukréw redukujacych (metoda

W PROCESIE OTRZYMYWANIA BIOETANOLU

Jolanta Batog, Aleksandra Wawro

Instytut Wiokien Naturalnych i Roslin Zielarskich, Poznan
jolanta.batog@iwnirz.pl

Millera) uwolnionych w teécie enzymatycznym przy uzyciu prepa-
ratu Celluclast 1.5L, a takze oznaczono sktad chemiczny (celuloza,
hemicelulozy, lignina) we frakgji stalej biomasy sorgo przed i po
obrébce chemicznej. Analiza widm FTIR i sktadu chemicznego
wykazala, ze obrobka zasadowa polega gtéwnie na delignifikacji,
podczas gdy obrébka kwasowa rozpuszcza wiekszo$¢ hemiceluloz.

Kolejnym etapem konwersji biomasy do bioetanolu jest pro-
ces hydrolizy enzymatycznej decydujacy o ilosci cukrow prostych,
ktore moga by¢ metabolizowane przez drozdze w procesie fermen-
tacji etanolowej. Na podstawie iloéci uwolnionej glukozy (HPLC)
wg metody plaszczyzny odpowiedzi okreslono warunki hydrolizy
frakeji celulozowej — stezenie substratu 10%, dawka preparatu
Flashzyme Plus 200-30 FPU/g, a takze parametry procesu (temp.
50°C, odczyn 4,2, czas 72 h). Suplementacja preparatu Flashzyme
Plus 200 enzymami B-glukozydaza i ksylanaza nie spowodowata
wzrostu zawartosci uwolnionych cukréw redukujacych.

Biomasa lignocelulozowa jako alternatywne zrédlo energii
wzmocni bezpieczenstwo energetyczne, a takze pozytywnie wply-
nie na redukcje emisji gazow cieplarnianych i stabilno$¢ cen paliw.

Praca wykonana w ramach projektu PBS1/A8/9/2012, finan-
sowanego przez NCBiR.
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GENETYCZNE I FIZJOLOGICZNE ASPEKTY STOSOWANIA NANOSREBRA
W KULTURACH IN VITRO. WPEYW NANOCZASTEK NA CYKL KOMORKOWY
I SYNTEZE DNA WYBRANYCH ROSLIN ROLNICZYCH

Karol Bocian, Elwira Sliwifiska, Magdalena Tomaszewska-Sowa, Agnieszka Lojko

Zaktad Biologii Molekularnej i Cytometrii,

Uniersytet Technologiczno-Przyrodniczy im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich w Bydgoszczy

Z punktu widzenia biotechnologii nanoczastki srebra wydaja sie
szczegllnie przydatne w kulturach tkankowych i komérkowych
roslin. Biologiczne wlasciwoéci nanosrebra, takie jak silne dziata-
nie bakterio- oraz grzybobdjcze, znalazto praktyczne zastosowanie
w eliminacji kontaminacji bakteryjnych i grzybowych w kulturach
in vitro. Jak wykazaly wczesniejsze badania, nanosrebro z powo-
dzeniem moze by¢ wykorzystywane do utrzymania sterylnosci kul-
tur tkankowych (Bocian i in. 2016). Jednakze w literaturze pojawity
sie przestanki, ze w podwyzszonych stezeniach moze ono réwniez
niekorzystnie wpltywa¢ na rosliny, stymulujac lub hamujac procesy
wzrostu i rozwoju korzeni oraz oddzialujac na cykl komorkowy.
Poniewaz kultury in vitro odgrywaja coraz wigksza role w pracach
hodowlanych gatunkéw uprawnych, a stosowanie nanoczastek jest
tatwiejsze i bardziej ekonomiczne od standardowej metody steryli-
zacji, wazne jest, aby zoptymalizowa¢ warunki ich stosowania dla
waznych gospodarczo gatunkéw roélin.

Przedmiotem projektu bylto zbadanie wptywu nanoczastek sre-
bra, dodawanych w réznych stezeniach do pozywki, na aktywnos¢
syntezy i zawarto$¢ jadrowego DNA, ktore determinuja procesy
wzrostu i rozwoju roslin. W projekcie wykorzystano cytometrie

karol.bocian@utp.edu.pl

przeplywowa do zbadania wptywu nanoczastek srebra (w stezeniu
50, 75 i 100 ppm) na cykl komérkowy/endoreduplikacje rzepaku
jarego (Brassica napus L.), buraka cukrowego (Beta vulgaris L.
subsp. vulgaris), gorczycy bialej (Sinapis alba) i koniczyny czer-
wonej (Trifolium pratense L.).

Analiza morfologiczna roslin wykazala, ze obecnos¢ nanocza-
stek w podlozu powoduje zwiekszenie dtugoéci korzeni wszystkich
przebadanych gatunkéw roslin. Oznacza to, ze nanosrebro moze
wplywaé na podzialy komérkowe i proces endoreduplikacji, co
potwierdzila analiza cytometryczna. Efektem obecnoséci nanocza-
stek srebra w pozywece jest wzrost udzialu jader o wyzszej ploidal-
nosci. We wszystkich przypadkach zaobserwowano wzrost $redniej
ploidalnosci wraz ze wzrostem stezenia nanoczastek srebra. Ten-
dencja ta najwyrazniej byta widoczna w przypadku korzeni, praw-
dopodobnie dlatego, ze organy te, bedac w bezposrednim kontakcie
z podlozem, sg najbardziej narazone na oddziatywanie nanoczastek.

Bocian K., Malczyk P, Tomaszewska-Sowa M., Wojewédzki P,
P406575 pt.: ,,Sposéb powierzchniowego wyjalawiania nasion
z wykorzystaniem metalicznych czastek srebra i miedzi w sus-
pensji wodnej”.
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WPLYW BENZOTIAZOLU I BENZOTRIAZOLU NA BIOROZNORODNOSC
BIOCENOZY BAKTERYJNEJ OSADU CZYNNEGO W BIOREAKTORZE MEMBRANOWYM

Obecnie narastajagcym problemem sg zwiazki, ktdre nie s3 wymie-
niane w przepisach dotyczacych jakosci oczyszczonych $ciekdw,
co przeklada si¢ na ograniczone mozliwosci monitoringu steze-
nia tych substancji w §rodowisku, badz tez jego brak. Do takich
zwigzkow naleza m.in. heterocykliczne zwigzki aromatyczne: ben-
zotiazol (BT) i benzotriazol (BTA). Substancje te moga negatyw-
nie wplywa¢ na mikroorganizmy, powodujac m.in. zahamowanie
ich aktywnosci oddechowej lub inhibicj¢ wybranych enzymoéw.
Celem niniejszej pracy byla ocena wptywu BT i BTA na biocenoze
bakteryjng osadu czynnego w bioreaktorach membranowych
oczyszczajacych syntetyczne $cieki bytowo-gospodarcze zawiera-
jace badane zwigzki w stezeniu 10 mg/l. Badania oparto na zasto-
sowaniu techniki PCR-DGGE, wyznaczeniu zmian wskaznika
Shannona-Wienera (H’) oraz analizie statystycznej z wykorzysta-
niem programu Statistica 12.0.

W reaktorze kontrolnym (MBR 1) i roboczym, do ktérego
dozowano BTA (MBR 3), dochodzilo do przebudowy biocenozy
bakteryjnej. W przypadku MBR 1 zwigzane to bylo z dtugotrwa-

Katarzyna Kowalska’2, Ewa Felis"?, Anna Wegrzyn'

! Katedra Biotechnologii Srodowiskowej, Politechnika Slaska
?Centrum Biotechnologii, Politechnika Slqska
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tym zasilaniem osadu czynnego pozywka syntetyczng, natomiast
w przypadku MBR 3 poza ww. czynnikami, na jej bioréznorod-
nos¢ wplywaly prawdopodobnie metabolity BTA, ktére dzialaly
niekorzystnie na mikroorganizmy osadu czynnego i powodowaly
przebudowe biocenozy w wyniku proceséw adaptacyjnych do
obecnoéci nowych zwigzkéw (pochodnych BTA). Najmniejsze
wahania H’uzyskano dla reaktora roboczego, do ktérego dozowano
BT (MBR 2), co wskazywalo, ze BT, jak rowniez jego metabolity
wymagaja do ich transformacji obecnosci ztozonego konsorcjum
bakteryjnego. Prawdopodobnie, BT i jego pochodne limituja
dalsze réznicowanie si¢ biocenozy. Moze ona dazy¢ do uzyskania
takiego skladu gatunkowego, ktore jest najlepiej przystosowane
do obecnosci i transformacji BT oraz produktéw posrednich jego
metabolizmu. W wyniku tego nie podlega ona dalszemu zfozo-
nemu réznicowaniu. Na podstawie wynikéw analizy statystycznej
stwierdzono, ze BT i BTA nie wplywajg istotnie na bioréznorod-
nos$¢ biocenozy bakteryjnej w bioreaktorach membranowych,
wykorzystywanych w niniejszym eksperymencie.
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JADALE SINICE Z RODZAJU ARTHROSPIRA

- KORZYSCI I BEZPIECZENSTWO STOSOWANIA JAKO SUPLEMENT DIETY

Krzysztof Waleron', Magda Furmaniak’, Martyna Franczuk', Malgorzata Dziadziuszko?,
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Cyjanobakterie z rodzaju Arthrospira to mikroorganizmy uzywane
na calym $wiecie jako suplement diety pod komercyjna nazwa
»Spirulina”. Historia konsumpcji biomasy Arthrospira sigga czasow
cywilizacji Aztekow, wspodlczesnie spozywana jest przez ludnoéé
zamieszkujacg rejony jeziora Czad (Afryka). Bogata w skladniki
odzywcze biomasa Arthrospira jest hodowana na skale masowa
w m.in. w Stanach Zjednoczonych, Indiach i Chinach, w Afryce
i niektorych krajach Europy. Wysoka zawarto$¢ biatka, tatwo-
-przyswajalne zelazo, aminokwasy oraz niska zawarto$¢ kwasow
nukleinowych to tylko niektore z cech, ktdre sprawiajg, ze biomasa
Arthrospira jest warto§ciowym suplementem diety. Dodatkowo, nie
zawiera celulozy w $cianie komoérkowej, co utatwia jej trawienie
przez uklad pokarmowy czlowieka. Zwigkszone zainteresowanie
naukowcow cyjanobakteriami z rodzaju Arthrospira przez ostat-
nie dwadziescia lat zaowocowalo poszerzong wiedza na temat
genetyki jak i fizjologii tych mikroorganizméw. Suplementy diety
podlegaja mniej restrykcyjnym normom jako$ciowym niz leki,
dlatego nalezy zwrdci¢ szczegolng uwage na czysto$¢ chemiczng
jak i mikrobiologiczng hodowli wielkoskalowych. Arthrospira ze

Krzysztof. waleron@gumed.edu.pl

wzgledu na duza powierzchnie wlasciwa komérki oraz wysokie
powinowactwo grup funkcyjnych na jej powierzchni do réznych
jonow jest zdolna do sprawnego pobierania metali ze sSrodowiska.
Aktywnos¢ biosorpcyjna i prawdopodobnie bioakumulacyjna bio-
masy Arthrospira, jest niezaprzeczalng zaletg przy wykorzystaniu
jej w bioremediacji ale réwnoczesnie moze by¢ potencjalnym
zagrozeniem dla konsumentow. Wigkszo$¢ szczepow Arthrospira
nie jest hodowana w warunkach aksenicznych, co zwigksza ryzyko
zakazenia hodowli potencjalnie szkodliwymi mikroorganizmami.

Celem tego badania byt okreslajace czysto$ci mikrobiologicz-
nej oraz zgodnosci sktadu pierwiastkowego z deklarowanym przez
producenta w preparatach Artrhospira o réznym pochodzeniu
dostepnych na polskim rynku. Dodatkowo zostaly przeprowa-
dzone analizy zawarto$ci metali cigzkich w biomasie.

Spozywanie preparatow zawierajacych biomase Arthrospira ma
niezaprzeczalnie wiele korzysci, jednak szczegdlna uwaga powinna
zostaé po$wigcona jakosci prowadzonych hodowli wielkoskalo-
wych, szczegdlnie pod katem zawartosci metali ciezkich oraz czy-
sto$ci mikrobiologicznej.
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BIOFILM BAKTERYJNY I JEGO ZNACZENIE DLA ZAKEADOW

PRZETWORSTWA SPOZYWCZEGO
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W sprzyjajacych warunkach wigkszos¢ drobnoustrojow wykazuje
zdolnos¢ do uformowania biofilmu na réznego rodzaju powierzch-
niach. Jest to szczeg6lnie niebezpieczne w przypadku bakterii cho-
robotworczych, m.in. E. coli, S. aureus, L. monocytogenes (Jamal
i wsp., 2015; Struzycka i wsp., 2009).

Biofilm to jedno- lub wielowarstwowa struktura biologiczna,
sktadajaca si¢ z mikroorganizmoéw tego samego lub kilku réznych
gatunkow, zdolnych do wytworzenia zewngtrzkomorkowych
substancji polimerowych (w tym biatek, enzyméw i polisachary-
déw) oraz zatrzymywania wody, odpowiadajacej za dystrybucje
substancji odzywczych w obrebie macierzy. Podczas tworzenia
biofilmu, ekspresja gendéw ulega zmianie, przez co zmniejsza si¢
wrazliwos$¢ agregatéw komorkowych na niekorzystne warunki
$rodowiskowe. Bakterie wystepujace w biofilmie charakteryzuja
sie wigksza opornoscig na $rodki dezynfekcyjne oraz antybiotyki.
Jak podaja Struzycka i wsp. (2009), przyczyna spadku aktywnosci
substancji przeciwdrobnoustrojowych wobec biofilmu moze by¢
wyspecjalizowanie komoérek go budujacych (Jamal i wsp., 2015;
Poulsen, 1999; Struzycka i wsp., 2009).

*Koral S.A., Tczew
magdalenakroplewska@wp.pl

Biofilm ze wzgledu na heterogenno$¢ strukturalng, réznorod-
nos¢ genetyczng i zlozonos¢ interakeji moze z latwoscia tworzy¢
sie na powierzchniach roboczych i trudno dostgpnych elementach
linii technologicznych w zakltadach przetwdrstwa spozywczego, co
stanowi powazne zagrozenie dla bezpieczenstwa produkowanej
zywnosci oraz zdrowia konsumentow. A zatem, zachodzi koniecz-
noé¢ nie tylko monitorowania obecnosci mikroorganizméw, ale
takze badania ich zdolnosci do produkgji biofilmu oraz jego reak-
¢ji na substancje przeciwdrobnoustrojowe (Jamal i wsp., 2015;
Moretro i wsp., 2003; Pan i wsp., 2006).
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WPLYW KADMU NA AKTYWNOSC BAKTERII REDUKUJACYCH SIARCZANY
WYIZOLOWANYCH Z GLEB ZANIECZYSZCZONYCH

ROPA NAFTOWA I METALAMI CIEZKIMI

Agnieszka Rozek

Instytut Geochemii, Mineralogii i Petrologii, Wydzial Geologii Uniwersytetu Warszawskiego

Przedmiot badan stanowily sulfidogenne zespoly mikroorganiz-
moéw wyizolowane z gleby zanieczyszczonej ropa naftowq i meta-
lami ciezkich. Prébki gleby pochodzily z obszaréw wybranych
kopalni ropy naftowej w potudniowo-wschodniej Polsce. Celem
badan bylo okreslenie wplywu stezenia kadmu na aktywnos¢ wyse-
lekcjonowanych zespoléw mikroorganizmow.

Podczas selekcji mikroorganizméw z grupy bakterii reduku-
jacych siarczany (BRS) zastosowano zmodyfikowane podloze
Postgate’a C z mleczanem sodu jako jedynym zrodlem wegla. Do
prowadzonych hodowli dodawano sél metalu cigzkiego CdCl,
w iloéciach odpowiadajacych koncowemu stgzeniu jondéw kadmu:
100-800 pg/cm?®.

W zatozonych hodowlach odnotowano aktywna redukcje
siarczanéw na maksymalnym poziomie 84% z jednoczesna bio-
degradacja zwigzkow organicznych, przejawiajacych sie redukcja
ChZT. Uzyskane zespoly mikroorganizméw wykazywaly aktyw-
nos$¢ nawet przy stezeniu jonéw kadmu 800 pg/cm?. Dodatkowo
roztwory hodowlane poddano analizie chemicznej na obecno$¢
biatka i jonéw Cd (II).

Odnotowano wzrost stezenia bialka w hodowlach o nizszych
zawarto$ciach metalu 100 i 200 pg/cm’ oraz znaczny spadek

(max. 60%) stezenia wolnych jonéw Cd** we wszystkich bada-
nych hodowlach.

Wyniki analizy molekularnej wskazujg na obecnos¢ typowych
przedstawicieli sulfidogennych mikroorganizmoéw, nalezacych do
grupy BRS, takich jak: Desulfovibrio desulfuricans, Desulfuromonas
acetoxidans. Odnotowano takze obecno$¢ bakterii desulfuryka-
cyjnych zdolnych do wewnatrzkomérkowej akumulacji kadmu
— Desulfococcus multivorans DSM 2059. Niektére wyizolowane
mikroorganizmy np. Metallosphaera sedula rozwijaja si¢ na tere-
nach skazonych metalami ci¢zkimi, pomimo wysokiej toksycz-
nosci tych pierwiastkow.

Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwo$¢ zastosowania mikro-
organizmdw naturalnego biogeochemicznego cyklu siarki w pro-
cesach bioremediacji terendéw skazonych metalami cigzkimi. Szcze-
gblne znaczenie ma tutaj mikrobiologiczny proces immobilizacji
metali. Proces ten prowadzi do spadku toksycznosci lub wrecz ste-
zenia metali cigzkich w danym §rodowisku poprzez ich unierucho-
mienie w postaci nierozpuszczalnych siarczkéw. Dalsze badania
i doktadne poznanie tych mechanizméw pozwoli na efektywniejsze
wykorzystanie mikroorganizméw w réznych aspektach biotech-
nologii srodowiskowe;.
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MIOD JAKO ZRODLO MIKROORGANIZMOW ZDOLNYCH
DO PRODUKCJI SUBSTANCJI O DZIAEANIU ANTYGRONKOWCOWYM

Piotr Szweda, Magdalena Pajor

Wydzial Chemiczny Politechniki Gdanskiej, Katedra Technologii Lekow i Biochemii

Bakterie z rodzaju Staphylococcus spp. naleza do najwazniejszych
patogenow ludzi i zwierzat. Jest to takze grupa bakterii, ktora
niezwykle szybko nabywa mechanizmy opornosci na stosowane
aktualnie antybiotyki. W zwigzku z tym istnieje pilna potrzeba
poszukiwania nowych, nieantybiotykowych substancji o aktyw-
nosci przeciwgronkowcowej, ktére mogtyby stanowi¢ alterna-
tywe lub uzupelnienie dla klasycznej antybiotykoterapii. Dane
literaturowe z ostatnich lat wskazuja, ze cieckawym rezerwuarem
substancji o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, w tym przeciw-
gronkowcowym, sg produkty pszczele (midd, propolis, pierzga,
mleczko pszczele), a takze flora bakteryjna tych produktow (Lee
i wsp., 2008). Obecne w miodzie i innych produktach pszczelich
bakterie fermentacji mlekowej (LAB - Lactic Acid Bacteria) oraz
bakterie z rodzaju Bacillus wykazuja zdolno$¢ do produkc;ji sub-
stancji peptydowych o wlasciwosciach bakteriostatycznych i/lub
bakteriobdjczych - bakteriocyn. Celem prowadzonych w naszym
zespole badan jest izolacja mikroorganizméw zdolnych do wytwa-

pioszweda@pg.gda.pl

rzania substancji przeciwgronkowcowych z miodéw pozyski-
wanych w polskich pasiekach. Wyniki dotychczasowych badan
potwierdzaja doniesienia literaturowe, ze midd jest obiecujacym
zrodlem mikroorganizméw zdolnych do produkeji substancji
przeciwgronkowcowych. Z osiemdziesigciu przebadanych do tej
pory probek miodéw wyizolowano cztery szczepy, ktorych meta-
bolity skutecznie hamujg wzrost gronkowcéw — zaréwno szczepow
referencyjnych jak i klinicznych. S3 to substancje termostabilne,
oporne na dzialanie proteaz, wykazujace aktywnos¢ w szerokim
zakresie pH. Analiza sekwencji genu kodujacego 16S rRNA wyka-
zala, ze trzy z wyizolowanych szczepéw producenckich nalezg do
rodzaju Bacillus. Aktualnie trwaja proby oczyszczenia i ustalenia
natury chemicznej substancji aktywnych biologicznie.

Lee H., Churey J.J., Worobo R.W.: Antimicrobial activity of bac-
terial isolates from different floral sources of honey. Int. J. Food.
Microbiol. 126(1-2), 240-244 (2008)
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NARZEDZIA DIAGNOSTYCZNE DO WYKRYWANIA

WIROIDOW HSVd, AFCVd, CBCVd W CHMIELU

Marcin Przybys, Grazyna Korbecka-Glinka, Urszula Skomra

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panistwowy Instytut Badawczy, Zaktad Hodowli i Biotechnologii Roslin

Chmiel jest gatunkiem wieloletnim, uprawianym przez szereg lat
na tym samym stanowisku, bez zmianowania. Wiroidy sa pato-
genami, ktdre szczegdlnie tatwo gromadza si¢ w roélinach, gdyz
brak jest skutecznych chemicznych metod ich zwalczania. Choroby
wywolywane przez wiroidy rzadko powoduja widoczne objawy na
roélinach chmielu. Zefiskie kwiatostany, zwane szyszkami, zawie-
rajg gruczoly lupulinowe o specyficznym skladzie chemicznym.
Do szczegdlnie cenionych skladnikéw nalezg alfa kwasy, nadajace
piwu gorzki smak. Druga grupa metabolitow wtérnych waznych
dla przemystu piwowarskiego sa olejki eteryczne, ktore s mie-
szaning wielu zwigzkoéw tworzacych charakterystyczng kompozy-
cje zapachowa. W ekstremalnych przypadkach infekcja wiroidem
moze doprowadzi¢ do zmian morfologicznych i kartowatosci
roélin chmielu. Jednak najczesciej rodliny porazone nie wykazuja
zadnych objawow, ale daja nizszy plon szyszek o niekorzystnie
zmienionym skladzie chemicznym. W Polsce dotychczas nie pro-
wadzono badan nad wystgpowaniem w chmielu: wiroida karto-
watoéci chmielu (Hop stunt viroid, HSVd), wiroida wyboistosci
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jablek (Apple fruit crinkle viroid, AFCVd) i wiroida IV cytruso-
wych (Citrus bark cracking viroid, CBCVd). HSVd infekuje liczng
grupe roslin wieloletnich: winorogl, §liwa, brzoskwinia, morela
i chmiel. Skutkiem choroby jest znaczne obnizenie zawartosci alfa
kwaséw. W szyszkach chmielu HSVd wystepuje w Azji, Ameryce
Pétnocnej i Europie. Wykryty w Japonii AFCVd czgsto wystepuje
w roélinach zakazonych dwoma innymi wiroidami chmielu: HSVd
i HLVd. CBCVd po raz pierwszy wykryto w roslinach chmielu
w Slowenii. Z uwagi na bardzo szybkie tempo rozprzestrzeniania
sie na zainfekowanej plantacji umieszczono go na liscie alertowej
EPPO. Celem aktualnie realizowanego projektu jest opracowanie
narzedzi diagnostycznych do wezesnego wykrywania zakazonych
przez HSVd, AFCVd i CBCVd roélin oraz monitoring wystgpowa-
nia tych patogenéw na polskich plantacjach produkcyjnych. Bada-
nia prowadzone sg w ramach projektu: ,Wystepowanie dotychczas
nie monitorowanych wiruséw (HpLV, ArMV) i wiroidéw (HpSVd,
AFCVd, CBCVd) na plantacjach produkcyjnych chmielu w Polsce”
finansowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wisi.
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OCENA WPLYWU KLINDAMYCYNY I KLINDAMYCYNO-OPORNEGO
SZCZEPU PROVIDENCIA RETTGERI NA STRUKTURE ZESPOLOW

BAKTERII GLEBOWYCH METODA PCR-DGGE
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Nadmierne i czesto niekontrolowane stosowanie antybiotykéw
doprowadzilo do zanieczyszczenia $rodowiska, w tym gleby, do
ktorej antybiotyki dostaja si¢ razem z odchodami, $ciekami i osa-
dami $ciekowymi stanowigcymi réwniez rezerwuar dla wielu
mikroorganizméw opornych na szeroki wachlarz antybiotykow.
Dlatego tez, celem pracy byla ocena wplywu jednego z czesciej
stosowanych antybiotykéw, tj. klindamycyny oraz klindamycyno-
-opornego szczepu Providencia rettgerina genetyczng biordzno-
rodnos¢ zespoléw bakterii glebowych. Do tego celu wykorzystano
elektroforeze w gradiencie czynnika denaturujacego (DGGE)
poprzedzona izolacja genomowego DNA z gleby oraz amplifikacja
fragmentu genu kodujacego 16S rRNA.

Analiza profili DGGE dla poszczegélnych prob gleby kontro-
Inej oraz z dodatkiem klindamycyny i/lub szczepu Providencia
rettgeri wykazala zmiany w strukturze bakterii glebowych w trak-
cie 90-dniowego eksperymentu. Najbardziej widoczne rdznice
odnotowano po 30, 60 i 90 dniach do$wiadczenia. Doktadna ana-
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liza indeksow S (bogactwo gatunkow) oraz H (indeks Shannona-
-Wienera) potwierdzita istotny (P <0,05) spadek warto$ci mierzo-
nych parametréw, co sugeruje spadek liczby i bioréznorodnosci
gatunkow. Jednoczesnie, odnotowano istotny (P<0,05) wzrost
wartoéci indeksu réwnomiernosci (E,).

Wyniki 3-czynnikowej analizy wariancji ANOVA wykazaly,
ze na warto$¢ indeksu § istotny wpltyw miata dawka antybiotyku
(P<0,001), czas (P<0,001) oraz interakcja pomiedzy dwoma
czynnikami, tj. szczep x dawka klindamycyny (P=0,041). Z kolei,
na warto$¢ indeksu H istotny wplyw miala dawka antybiotyku
(P<0,001), czas (P=0,031) oraz interakcja pomiedzy dwoma
czynnikami, tj. dawka klindamycyny x czas (P=0,028). Przepro-
wadzona analiza wykazala réwniez, ze w przypadku indeksu E,
na jego wartos¢ istotny wplyw miat tylko czas (P<0,001). Ponadto,
w przypadku szczepu Providencia rettgeri analiza wariancji nie
wykazala istotnego jego wpltywu na wartosci indekséw S, Hi E,,
w trakcie do$wiadczenia.
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WPEYW WYBRANYCH ZODEE AZOTU NA PRZEBIEG PROCESU

BIOSYNTEZY KWASU D-MLEKOWEGO

PRZEZ SZCZEP SPOROLACTOBACILLUS LAEYOLACTICUS DSM 442

Alicja Michalczyk, Anna Cieniecka-Rostonkiewicz, Arkadiusz Bialek, Bolestaw Morytz

Bakterie mlekowe charakteryzujg sie ztozonymi wymogami rozwo-
jowymi. Wedlug licznych doniesien literaturowych i badan wtas-
nych czynniki takie jak: optymalnie dobrane Zrédlo azotu i wegla,
kwasy nukleinowe, kompleksy witamin z grupy B oraz mineraly
znaczgco wplywaja na wytwarzanie kwasu mlekowego. Do najczes-
ciej wykorzystywanych Zrodet azotu w procesach fermentacyjnych
z udziatem bakterii mlekowych nalezy ekstrakt drozdzowy. Jest
to jednak substrat stosunkowo drogi a ekonomika, decydujaca
o mozliwosci wdrozenia opracowanej technologii, wymusza dalsze
badania nad ciggtym doskonaleniem i optymalizacja skladu pod-
toza hodowlanego i warunkéw namnazania mikroorganizmaéw.
Stosowanie w pozywkach produkcyjnych rodlinnych surowcow
odnawialnych, ktore oprdécz naturalnych weglowodanéw zawie-
rajg takze biatka, aminokwasy i witaminy jest korzystne dla ich
wzrostu, rozwoju i wytwarzania metabolitow wtérnych. Celem

Instytut Przemystu Organicznego, Zakiad Technologii
i Biotechnologii Produktéw Biologicznie Czynnych, Warszawa

Michalczyk@ipo.waw.pl

prowadzonych badan bylto sprawdzenie mozliwosci wykorzysta-
nia surowcow odpadowych (gestwa drozdzowa, namok kukury-
dziany), jak réwniez produktéw spozywczych (drozdze piekarskie,
$ruta pszenna, maka sojowa, orzechy laskowe, nasiona dyni, Inu
i stonecznika) jako Zrédto azotu w procesie fermentacji D-mle-
czanowej przez szczep Sporolactobacillus laevolacticus DSM 442.
Proces fermentacji prowadzono w warunkach stacjonarnych,
a jego efekty wyrazono iloscig wytworzonego kwasu D-mleko-
wego (D-LA) i zawarto$cig glukozy w medium pofermentacyjnym
oznaczonych metodg enzymatyczng. Wyniki przeprowadzonych
doswiadczen wskazujg, ze szczep Sp. laevolacticus moze wyko-
rzystywac azot zawarty w wytypowanych surowcach odpadowych
i produktach spozywczych. Zastosowanie ekstraktu drozdzowego
pozwala na uzyskanie wyzszej wydajnosci biosyntezy D-LA niz
zastosowanie jego substytutow.

I-P 26

USUWANIE WYBRANYCH SUBSTANCJI FARMACEUTYCZNYCH

W OCZYSZCZALNIACH HYDROFITOWOWYCH

Monika Nowrotek"?, Adam Sochacki®??3, Ewa Felis"?, Korneliusz Miksch®?

! Katedra Biotechnologii Srodowiskowej, Wydzial Inzynierii Srodowiska i Energetyki, Politechnika Slgska

?Centrum Biotechnologii, Politechnika Slqska

*Department of Applied Ecology, Faculty of Environmental Sciences,

W ciggu ostatnich lat coraz szerzej dyskutowany jest problem
obecnosci pozostatosci po farmaceutykach w §rodowisku natural-
nym i skutkach, jakie ta obecno$¢ moze wywotywaé w stosunku
do organizméw zywych. Jednym z Zrédlem zanieczyszczen far-
maceutycznych w $rodowisku wodnym sa $cieki oczyszczone.
Niektore substancje z tej grupy nie sa w pelni degradowane w pro-
cesach biologicznego oczyszczania $ciekdw, bazujacych na techno-
logii osadu czynnego. Jako alternatywe dla tego typu oczyszczalni
mozna wymieni¢ technologie wykorzystujace rodliny — oczysz-
czalnie hydrofitowe.

Celem pracy bylo okreslenie efektywnos$ci usunigcia wybra-
nych farmaceutykéw w oczyszczalni hydrofitowej o przeply-
wie pionowym, zstepujacym. Kolumny systemu hydrofitowego
obsadzone byly miskantem olbrzymim (Miscanthus giganteus).
Badania prowadzono takze w kolumnach bez roslin. Do badan
wytypowano dwie substancje farmaceutyczne - diklofenak (DCF),
niesteroidowy lek przeciwzapalny i przeciwbdlowy, oraz sulfame-
toksazol (SMX), chemioterapeutyk antybiotyczny z rodziny sulfo-
namiddéw. Cze$¢ kolumn byla zasilana przez pigé dni w tygodniu,
objetoscig $ciekéw réwna 11 dziennie, pozostate kolumny byly
zasilane 2 razy w tygodniu po 2,51 §ciekow. Srednie stezenie SMX

Czech University of Life Sciences, Praga, Republika Czeska

monika.nowrotek@polsl.pl

oraz DCF w $ciekach wynosito 2 mg/l. Srednie usuniecie SMX
w kolumnach zasilanych dwa razy w tygodniu objetoscia $ciekow
réwna 2,51 wynosito 79% w kolumnach z roslinami, w kolumnach
bez roélin - 54%. W kolumnach zasilanych pie¢ razy w tygodniu
objetoscig $ciekow réwng 11 $rednie usuniecie SMX wynosito 66%
w kolumnach z roélinami, natomiast w kolumnach bez roélin, usu-
niecie bylo réwne 38%. Usunigcie DCF w kolumnach zasilanych
dwa razy w tygodniu objetoscia $ciekéw 2,51 wynosilo 81% dla
kolumn z roslinami oraz 65% dla kolumn bez roslin. W przypadku
kolumn zasilanych pie¢ razy w tygodniu objetoscig $ciekéw réwna
11, usuni¢cie DCF w kolumnach z roslinami wynosito 71%, za$
w kolumnach bez roslin - 48%. Mozna zaobserwowa¢ pozytywny
wplyw roélin i mniejszej czestotliwoéci zasilania na usuwanie
DCF i SMX. Usunigcie zwigzkéw organicznych we wszystkich
konfiguracjach systemu bylo na zblizonym poziomie, nie wyka-
zano istotnych réznic zwigzanych z czestotliwo$cia zasilania czy
obecnoscig farmaceutykéw w nadawie. Zaobserwowano wplyw
czestotliwosci zasilania systemu na usuniecie zwigzkéw azotu
— w kolumnach zasilanych rzadziej wieksza objetoscig $ciekow
usunigcie azotu byto nizsze w poréwnaniu z kolumnami zasila-
nymi czeg$ciej mniejsza objetoscia Sciekow.
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MIKROROZMNAZANIE KONOPI K-290

Tomasz Wrobel', Mariola Dreger!, Grazyna Mankowska',

Karolina Wielgus', Ryszard Stomski*

!'Instytut Widkien Naturalnych i Roslin Zielarskich, Zaklad Biotechnologii
*Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Katedra Biochemii i Biotechnologii

Konopie Cannabis sativa L. ze wzgledu na zawarte w nich kan-
nabinoidy sa roélinami o rosnagcym znaczeniu w przemysle far-
maceutycznym. Preparaty zawierajace kannabinoidy stosuje si¢
w: tagodzeniu bolu chronicznego i neuropatycznego, spastycz-
nosci zwiazanych ze stwardnieniem rozsianym, nudnosciach oraz
powiazanej z AIDS anoreksji. Na rynku obecne sg leki na bazie
syntetycznych kannabinoidéw takich jak dronabidol (Marinol)
czy nabilon (Cesamet) oraz kannabinoidéw naturalnych (Sati-
vex). Zawarto$ci substancji aktywnych oraz ich wzajemny stosu-
nek w konopiach sg zmienne co utrudnia ich wykorzystanie jako
surowca do produkgji lekéw. Technika mikropropagacji moze by¢
uzytecznym narzedziem do pozyskania klonéw roéliny o pozada-
nych cechach [1]. W dotychczas opublikowanych raportach doty-
czacych mikropropagacji konopi widknistych, pozyskiwano od
3 do 3,22 eksplantatéw z jednego pedu, odsetek ukorzenionych
ro$lin wahat sie od 80% do 85% [2, 3].

W niniejszej pracy eksplantaty K-290 wyktadano na pozywke
1/2 MS z dodatkiem 0,5 mg/L TAA. Po 21 dniach roélinki o wyso-
kosci powyzej 6 cm pozbawiano wierzchotkéw pedéw w celu
pobudzenia do wzrostu pedéw bocznych. Po dziecigciu dniach

tomasz.wrobel@iwnirz.pl

od cigcia pobierano wyroéniete pedy boczne i wykladano je na t¢

samg pozywke. Z jednego pedu otrzymywano 4,75 eksplantatow

z czego zregenerowalo i ukorzenialo sie 73%. Doswiadczenie miato

charakter pilotowy — prowadzono je w malej skali (cigto 35 eks-

plantatéw, ukorzeniano 48 eksplantatow).

1. Lata, Chandra, Techena, Khana, El Sohlya: In vitro mass propa-
gation of Cannabis sativa L.: A protocol refinement using novel
aromatic cytokinin meta-topolin and the assessment of eco-phy-
siological, biochemical and genetic fidelity of micropropagated
plant. JARMAP, 3 18-26 (2016)

2. Wang, He, Xia, Tong, Li, Peng: A micropropagation system for
cloning of hemp (cannabis sativa 1.) by shoot tip culture. Pak.
J. Bot. 41(2), 603 (608 2009)

3. Chaohua, Gonggu, Lining, Chunsheng, Qing, Jianhua, Xinbo,
Dingxiang, Jianguang: A rapid shoot regeneration protocol from
the cotyledons of hemp (Cannabis sativa L.). Ind. Crops. Prod.
83, 61-65 (2016)

Sfinansowano ze srodkéw Narodowego Centrum Bada# i Roz-
woju w ramach projektu nr: INNOMED/I/11/NCBR/2014.
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MOZLIWOSC WYDLUZENIA MIKROBIOLOGICZNEJ TRWALOSCI SOKU BRZOZOWEGO
POPRZEZ ZASTOSOWANIE DODATKOW FUNKCJONALNYCH

Maciej Bilek!, Angelika Chachura', Sylwia Piekarz'!, Agnieszka Radochonska', Marcin Olszewski?

!'Katedra Inzynierii Produkcji Rolno-Spozywczej. Uniwersytet Rzeszowski
*Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii. Politechnika Gdanska

Sok brzozowy stanowi surowiec pobierany przez konsumentéow
indywidualnych i pétprodukt przemystu spozywczego. Przetwor-
stwo napotyka jednak na problem niskiej trwalosci soku brzo-
zowego, wynoszacej ok. 1 dnia. Degradacji mikrobiologicznej
sokow sprzyja zawarto$¢ cukréw prostych, aminokwaséw, sktad-
nikéw mineralnych i aniondéw nieorganicznych; procesowi temu
towarzyszg zmiany, ktére najszybciej wykry¢ mozna technika tur-
bidymetryczna.

Metnienie soku brzozowego zahamowano do 3 dnia testu
przechowalniczego przez przechowywanie w warunkach chiod-
niczych. Dodatek kwasu cytrynowego w stezeniu 0,5% wydiuzyt
w warunkach chtodniczych trwatos¢ soku do 12 dni, za$ réwno-
czesne wprowadzenie kwasu cytrynowego (0,5%) i sorbinianu
potasu (0,03%) zahamowalo metnienie do 9 dni w temperaturze
pokojowej i do co najmniej miesiagca w warunkach chfodniczych.
Dzigki zastosowaniu w badaniach soku o najwyzszej czystosci
mikrobiologicznej, tzn. zebranego w dniu nawiercenia drzewa,
uzyskuje sie wydluzenie trwalosci do 15 dni w przypadku soku
z dodatkiem kwasu cytrynowego oraz do co najmniej miesiaca

mbilek@ur.edu.pl

w przypadku probek z dodatkiem kwasu cytrynowego i sorbinianu
potasu, niezaleznie od temperatury przechowywania. Wysokie
stezenie kwasu cytrynowego sprawia, ze konieczny jest dodatek
substancji stodzacych, najkorzystniej o charakterze prozdrowot-
nym, jak syropy owocowe i mi6d.

Nie stwierdzono dla nich negatywnego wplywu na trwalos¢,
a ocena sensoryczna wskazala, ze optymalng dla konsumenta kom-
pozycje smaku kwasnego i stodkiego uzyskuje si¢ po wprowadze-
niu dodatku stodzacego w stezeniu 10%.

Kwasem spozywczym cieszacym si¢ powszechna akceptacja
konsumentéw, a przy tym wykazujacym efekt prozdrowotny, jest
kwas askorbinowy (witamina C), bedacy naturalnym skfadni-
kiem soku brzozowego. Jego zaleta jest smak, w przeciwienstwie
do kwasu cytrynowego nie wymagajacy korekty substancjami
stodzacymi. Poprzez zastosowanie kwasu askorbinowego jako
dodatku utrwalajacego, dla st¢zenia 0,2 i 0,4% uzyskano trwato$¢
wynoszaca w warunkach chlodniczych 6 dni. Z kolei trwato$¢
soku brzozowego z dodatkiem kwasu askorbinowego i sorbinianu
potasu wynosi 9 dni w warunkach chtodniczych.
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ZASTOSOWANIE MIKROFILTRACJI DO WYDLUZENIA
TRWALOSCI MIKROBIOLOGICZNE]J SOKU BRZOZOWEGO

Maciej Bilek!, Sylwia Piekarz', Marta Spibida?, Marcin Olszewski?

' Katedra Inzynierii Produkcji Rolno-Spozywczej. Uniwersytet Rzeszowski
*Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii. Politechnika Gdanska

Problem bardzo niskiej trwatoéci soku brzozowego rozwigzany
moze by¢ na kilka sposobow. Zastosowanie chemicznych metod
wydluzania trwalo$ci zwigzane jest z koniecznoscia modyfikacji
skladu, m.in. poprzez wprowadzenie kwaséw spozywczych, kon-
serwantéw i dodatkéw poprawiajacych smak, jednak dzieki braku
przetwarzania termicznego, zachowany zostaje w pelni pierwotny
sklad. Alternatywa dla tych metod jest uzycie proceséw membra-
nowych, ktére jako metody nietermiczne réwniez nie wywieraja
wplywu na sklad soku, jednak w §wietle badan przeprowadzonych
w Korei Poludniowej, po zastosowaniu ultrafiltracji, zmetnienie
soku brzozowego w temperaturze pokojowej obserwowano juz
w trzecim dniu testu przechowalniczego.

W niniejszych badaniach, w celu wydluzenia trwalosci soku
drzewnego, zastosowano mikrofiltracje, przy czym saczenie pro-
wadzono do wyjalowionych naczyn, stanowiacych jednoczesnie
naczynia pomiarowe tzw. gesto$ciomierza optycznego. Naczynia
zabezpieczone byly w czasie sterylizacji folig aluminiowa, dodat-
kowo opalang przed dokonaniem filtracji. Mikrofiltracje pro-
wadzono za pomocy filtréw strzykawkowych o $rednicy poréw
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0,45 pum i jatowych strzykawek, za$ jatowe igly, ktérymi wpro-
wadzano przesaczony sok do zabezpieczonych folig naczyn, byty
opalane, po czym naczynia pomiarowe powtérnie zabezpieczano
druga warstwa folii aluminiowej, po nalozeniu poddanej opale-
niu. Procedura zostala zastosowano wobec 6 préobek, zas wobec
6 kolejnych powtérzona z ta réznica, ze sok nie zostal poddany
mikrofiltracji.

Test przechowalniczy prowadzono w temperaturze pokojo-
wej przez 3 miesigce wykonujac pomiary gestosci optycznej co
7 dni. W przypadku probek soku niepoddanych filtracji zmet-
nienie w siédmym dniu badan wyniosto od 0,19 do 0,34 jedno-
stek McFarlanda (MFU), za$ w ostatnim dniu testu od 0,68 do
4,39 MFU. Z kolei dla wszystkich probek, wobec ktorych zastoso-
wano mikrofiltracje, nie odnotowano wzrostu gestosci optycznej
przez caly test przechowalniczy. Dowiedziono w ten sposéb, ze
sok brzozowy poddany mikrofiltracji prowadzonej w warunkach
jalowych i do jalowego naczynia zachowuje co najmniej trzymie-
sieczna trwalo$¢ bez oznak zmetnienia, charakterystycznego dla
mikrobiologicznego rozktadu tego surowca.

I-P 30
WPLYW POLA ELEKTROMAGNETYCZNEGO

NA PRZEZYWALNOSC BAKTERII SALMONELLA ENTERICA

Krzysztof Fraczek', Karol Bulski', Krzysztof Pawlak?, Magdalena Swadzba’, Dariusz Ropek’
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?Zaklad Weterynarii, Rozrodu i Dobrostanu Zwierzat, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Koltataja w Krakowie
?Katedra Ochrony Srodowiska Rolniczego, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kolataja w Krakowie

Celem badan bylo okreslenie wplywu pola elektromagnetycz-
nego na przezywalno$¢ bakterii Salmonella enterica. 24-godzinng
hodowle bakterii na agarze TSA przenoszono z pozywki sta-
tej do sterylnych kolb Erlenmayera z 25 cm?® soli fizjologicznej
i ustalono wyjsciowa gesto$¢ optyczng zawiesiny réwna 0,5 McE.
Kolby z zawiesing bakteryjna umieszczono na wytrzasarce (22°C,
130 rpm), poddajac je oddzialywaniu pola elektromagnetycz-
nego. Zrédlem pola elektromagnetycznego (PEM) byt specjalnie
zaprojektowany na potrzeby do$wiadczenia generator emitujacy
fale z zakresu czestotliwosci radiowej 1800 MHz i gestoéci mocy
réwnej 0,1 W/m?>+0,02. W trakcie trwania eksperymentu antena
generatora fal znajdowala si¢ w stalej odlegtoéci 24 cm nad kol-
bami z zawiesing bakteryjng. Pole elektromagnetyczne emitowane
bylo w sposdb ciagly. Kolby z zawiesing, stanowigce probe kon-
trolng, umieszono na wytrzasarce (22°C, 130 rpm), poza zasiegiem

oddziatywania pola elektromagnetycznego. Obserwacje prowa-
dzono, dokonujac pomiaru gesto$ci optycznej zawiesiny bakteryjnej
(MCcF) przy uzyciu densytometru po 1,12, 24, 48, 72 i 144 godzi-
nach oddziatywania pola elektromagnetycznego i okreslono liczbe
komérek bakteryjnych w 1 cm?® zawiesiny. Na podstawie przepro-
wadzonych badan zaobserwowano, ze pomiedzy 12, a 72 godzing
eksperymentu, nastapit spadek liczby komorek bakterii w probkach
kontrolnych podczas, gdy w probkach poddanych oddziatywaniu
pola elektromagnetycznego obserwowano wyzsza liczebnos¢ bak-
terii w 1 cm®. Po 24 godzinach eksperymentu zaobserwowano istot-
nie wyzszy wzrost liczby badanych bakterii w prébkach poddanych
dzialaniu pola elektromagnetycznego, w poréwnaniu do prébek
kontrolnych. Maksymalna liczebno$¢ bakterii w prébkach kontrol-
nych i prébkach poddanych oddziatywaniu pola elektromagnetycz-
nego obserwowano po 144 godzinach eksperymentu.
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NAPRAW ALBO ZGIN. PROCESY NAPRAWY DNA A PATOGENNOSC PRATKOW GRUZLICY

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), to najgrozniejszy bakteryjny
patogen czlowieka, rozprzestrzeniajacy si¢ droga kropelkowa, odpo-
wiedzialny kazdego roku za $mier¢ prawie 1,5 miliona oséb. Pratki
gruzlicy zaréwno podczas transmisji, jak i w organizmie gospoda-
rza narazone s na dzialanie szeregu czynnikéw endo- i egzogen-
nych generujacych uszkodzenia DNA. Podczas transmisji, poza
organizmem gospodarza, mykobakterie moga podlega¢ ekspozycji
na UV i/lub ulega¢ procesowi wysychania, ktéry jest fizjologicznym
odpowiednikiem promieniowania jonizujacego (IR), powoduja-
cym podwojne peknigcia DNA (DSBs). W organizmie gospodarza,
mykobakteryjny DNA jest tarczg dla wolnych rodnikéw (ROS, RNI)

Jarostaw Dziadek
Instytut Biologii Medycznej PAN, L.6dz
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wytwarzanych przez komorki fagocytarne, lub powstajacych endo-
gennie w procesie oddychania podczas zmiany metabolizmu tle-
nowego na beztlenowy (np. w ziarniniakach). Integralnos¢ DNA
moze zostaé takze zaburzona w sposdb posredni poprzez uszko-
dzenia biatek zaangazowanych w metabolizm DNA. Podobnie jak
inne bakterie, pratki gruzlicy wyksztalcily szereg mechanizméw
pozwalajacych na naprawy uszkodzenn DNA wynikajacych z dzia-
fania czynnikéw mutagennych. Podczas wykladu omawiane bedzie
znaczenie mykobakteryjnych mechanizméw naprawy uszkodzen
DNA w aspekcie wirulencji pratkéw gruzlicy, ze szczegdlnym
uwzglednieniem naprawy podwdjnych peknie¢ DNA.

1II-WPL 2

ZROZUMIEC PLURIPOTENCJE: INZYNIERIA GENETYCZNA I KOMORKOWA
W BADANIACH MACIERZYSTYCH KOMOREK ZARODKOWYCH

Agnieszka Bernat-Wojtowska

Zaklad Diagnostyki Molekularnej, Katedra Biotechnologii, Migdzyuczelniany Wydzial Biotechnologii

Uniwersytet Gdanski i Gdanski Uniwersytet Medyczny,

Zaklad Embriologii Do$wiadczalnej, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN, Jastrzgbiec

Ze wzgledu na swoja dychotomiczng nature, tj. zdolno$¢ do samo-
odnowy oraz mozliwo$¢ réznicowania sie¢ w dowolny typ tkanki,
macierzyste komorki pluripotentne sa nadziejg terapii komor-
kowozastepczych.

Przedstawione zostang przyklady zastosowania inzynierii
genetycznej i komorkowej w badaniach nad pluripotencja i roz-
nicowaniem komoérek macierzystych.

Cho¢ od wyodrebnienia mysich macierzystych komérek za-
rodkowych minglo wiele lat, stanowig one wciaz zloty standard
w badaniach nad potencjalem komdrek pluripotentnych. Test
tworzenia chimer zarodkowych umozliwia zweryfikowanie pluri-
potencji komoérek zarodkowych, dodatkowo pozwalajac na uzyska-
nie zwierzat chimerowych. Pytania, w jaki sposob zarodek reguluje
liczbe przyjetych komorek i jakie warunki hodowli s3 niezbedne,
aby stopien chimeryzmu byt wysoki oraz prowadzit do transmisji
germinalnej, pozostajg jednak otwarte. Probujemy na nie odpo-
wiedzie¢, tworzac system $ledzenia loséw komoérek w srodowisku
weczesnego zarodka, oparty na genetycznym znakowaniu (ang.

agnieszka.bernat@biotech.ug.edu.pl

barcoding) komorek i rozpoznawaniu znacznikéw dzieki spektro-
metrii mas i technologii iPLEX MADI-TOF.

Roéznicowanie komorek zarodkowych w komdrki neuroekto-
dermy i pdzniejsza ich specyfikacja do neuronéw dopaminergicz-
nych pozwolita na modelowanie choroby Parkinsona w przed-
klinicznym modelu u naczelnych. Dzieki systemowi indukowanej
nadekspresji bialka Lmx1b w komérkach neuroektodermy moz-
liwe byto modelowanie kierunku réznicowania si¢ komorek.

Jedna z najistotniejszych przeszkod w bezpiecznym zastosowa-
niu komorek macierzystych w medycynie regeneracyjnej jest poja-
wianie si¢ niestabilno$ci genomowych w trakcie hodowli komoérek.
Stworzyliémy wigc system monitorowania stresu genotoksycz-
nego, oparty na badaniu czestosci rekombinacji homologicznej,
ktoéra stuzy naprawie uszkodzen pojawiajacych si¢ w obu niciach
DNA po ekspozycji na stres. Przyklady te pokazuja, iz narzedzia
inzynierii genetycznej oraz inzynieria tkankowa s3 niezbedne,
by poznawac biologie komoérek pluripotentnych, modelowa¢ ich
potencjal i niwelowac ograniczenia.
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1II-WPL 3
ZASTOSOWANIE FGF1 W TERAPII CUKRZYCY

Daniel Krowarsch

Zaklad Biotechnologii Biatek, Wydzial Biotechnologii, Uniwersytet Wroctawski

Kwasny czynnik wzrostu fibroblastow (FGF1) jest przedstawicie-
lem rodziny polipeptydowych czynnikéw wzrostu, ktora u kregow-
cow sklada sie z 22 przedstawicieli. FGF1 indukuje réznorodne
typy odpowiedzi biologicznej stymulujac, synteze DNA, a co za
tym idzie proliferacje réznego typu komoérek. FGF1 spelnia wazne
funkcje na réznych etapach morfogenezy i rozwoju organizmu,
a takze stymuluje angiogeneze oraz gojenie sie ran. W ostatnich
latach pojawily sie prace wskazujace na jego silne dziatanie prze-
ciwcukrzycowe. Wykazano, Ze biatko to moze mie¢ zastosowanie
w terapii insulinoopornej cukrzycy typu II. Ze wzgledu na stymu-
lacje wzrostu naczyn krwionosnych, gojenia sie ran oraz wlasnosci

Daniel.krowarsch@uwr.edu.pl

przeciwcukrzycowe FGF1 stanowi obiekt powaznego zaintereso-
wania firm farmaceutycznych.

Ze wzgledu na naturalne wlasciwosci mitogenne FGFI, nie-
wskazane jest wykorzystanie dzikiego typu biatka w terapii cukrzy-
cowej. Z tego wzgledu nasze badania koncentruja si¢ wokot otrzy-
mania analogu biatka FGF1 pozbawionego wlasnoéci mitogennych
przy zachowanej aktywnosci obnizajacej poziom glukozy we krwi.
Stosujemy roznego rodzaju strategie polegajace na zmianach wtas-
noéci fizykochemicznych biatka.

Badania finansowane z projektu NCBiR ,,Nowa terapia cukrzycy
z zastosowaniem analogu biatka FGF1” POIR.04.01.04-00-0117/15.

II-WPL 4
TOXOPLASMA GONDII:

MIEDZY NATURA, MEDYCYNA I BIOTECHNOLOGIA

Henryka Diugonska

Zaklad Immunoparazytologii, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £odzki

Toxoplasma gondii jest pasozytniczym pierwotniakiem o szerokim
kregu potencjalnych zywicieli (zwierzeta stalocieplne i czlowiek).
Mimo trwajacych od 1908 r. prac nad poznaniem biologii tego
pasozyta oraz jego znaczeniem dla Zycia i zdrowia zywicieli, wiele
kwestii pozostaje niejasnych, a walka z toksoplazmozg, zwlaszcza
u 0s6b z wrodzong badz nabyta dysfunkcja uktadu odpornoscio-
wego, jest nadal trudna. Prace badawcze wykonywane w Zakla-
dzie Immunoparazytologii UL mozna ujaé w trzy gtéwne zada-
nia, ktdérych cele wynikaja bezposrednio z oczekiwan naukowych
i praktycznych zwigzanych z toksoplazmoza:
a) opracowanie profilaktycznych szczepionek nowej generacji
(biosyntetycznych),
b) poszukiwanie skutecznych chemioterapeutykéow,
¢) badanie zmian behawioralnych i neurohormonalnych.
Pierwszy (a) watek badan jest prowadzony we wspdlpracy
z Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii PG. Prze-
stanke tych wspdlnych badan stanowil (i stanowi nadal) brak
komercyjnych szczepionek chronigcych przed rozwojem zaraze-
nia T. gondii u ludzi i zwierzat hodowanych na cele konsumpcyjne
oraz wprowadzenie technik biotechnologicznych do otrzymywa-
nia w duzych ilo$ciach standaryzowanych preparatéw biatkowych.
Otrzymywane kolejno antygeny rekombinowane T. gondii s3 testo-
wane, na mysim modelu do$wiadczalnym, na ich immunogen-
nosé¢ oraz aktywno$¢ ochronng. Wyniki wskazuja, ze pojedyncze
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antygeny nie s3 w pelni skuteczne. Obiecujacg perspektywa moga
sie natomiast okaza¢ antygeny chimeryczne, zlozone z wybranych
fragmentdw kilku lub wiecej antygendw.

Niezbyt wysoka skuteczno$¢ stosowanych obecnie w terapii
nielicznych lekéw i ich dziatanie uboczne dopinguja do wymiany
stosowanych obecnie lekéw na inne. Nowo syntetyzowane (UM
w Lublinie) zwigzki chemiczne s3 badane pod wzgledem ich
potencjalnej uzyteczno$ci. Jeden z testowanych ostatnio prepara-
tow z grupy triazoli, a mianowicie 3-(tiofen-2-yl)-1,2,4-triazolo-
5-tion wykazal silne wlasciwosci przeciwpasozytnicze, przy niskiej
toksycznosci dla komorek zywiciela (niska wartos¢ IC, ;, wysoki
wspotczynnik CC, /IC,)) i jest dobrym kandydatem na lek do
terapii toksoplazmozy.

Najnowszym problemem naszych badan, prowadzonych przy
wspOlpracy z Katedra Neurobiologii UL, jest wplyw zarazenia
T. gondii na zachowanie Zywicieli pasozyta. Testy w otwartym
polu (OF) wykazaly u zarazonych myszy (zréznicowanych pod
wzgledem genetycznym i piciowym) wiele zmian behawioralnych,
zaleznych od czasu trwania zarazenia i plci. Zmianom behawio-
ralnym towarzyszyly zmiany w poziomie neuroprzekaznikow:
noradrenaliny, dopaminy i serotoniny. Zanotowany np. wzrost
poziomu dopaminy u samcéw w stadium poznej ostrej tokso-
plazmozy znajduje potwierdzenie w danych literaturowych nt.
zachowania i biochemii mézgowia zarazonych osobnikdow.
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II-WPL 5

POCHODNE TIOSEMIKARBAZYDU - W POSZUKIWANIU NOWYCH ZWIAZKOW

O DZIALANIU PRZECIWDROBNOUSTROJOWYM

Pawet Staczek, Aleksandra Strzelczyk

Zaktad Genetyki Drobnoustrojow, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £.6dzki

Wprowadzenie do leczenia wielu antybiotykéw w drugiej poto-
wie XX w., poczatkowo znaczaco zmniejszylo liczbe zachorowan
i zgonéw spowodowanych przez infekcje bakteryjne. Jednakze
obecnie obserwuje si¢ ciagly wzrost wskaznikéw zachorowal-
nosci i $miertelnosci wywolanych przez szczepy patogenne. WHO
uznala problem lekoopornosci drobnoustrojéw za jedno z trzech
najwigkszych zagrozen dla zdrowia publicznego na $wiecie.
Wielolekooporne szczepy, przy jednoczesnym braku nowych,
efektywnych zwigzkow antybakteryjnych moga stac si¢ realnym
zagrozeniem dla takich rutynowych dzialann medycznych jak
zabiegi chirurgiczne, transplantacje, chemioterapia przeciw-
nowotworowa czy opieka neonatologiczna. Szacuje sig, ze Iaczne
koszty spowodowane przez infekcje siegaja co najmniej 1,5 mld
euro rocznie. Badania pokazuja, ze wyeliminowanie szczepow
opornych poprzez znaczne ograniczenie stosowania antybioty-
kow jest procesem dlugotrwalym, a wedlug niektérych niemozli-
wym. Dlatego wydaje sie, Ze najskuteczniejsza bronia jest odkry-
wanie i tworzenie nowych lekéw przeciwbakteryjnych. Jednakze,
pomimo ciaglego wzrostu liczby izolowanych szczepdw opornych
na wiekszo$¢ obecnie stosowanych antybiotykéw, od kilkuna-
stu lat obserwuje si¢ zdecydowany spadek wprowadzanych do
leczenia nowych zwigzkéw przeciwbakteryjnych. Miedzy 1983

pstaczek@biol.uni.lodz.pl

a 1992 rokiem FDA zatwierdzita 30 lekéw przeciwbakteryjnych,
natomiast miedzy 2003 a 2012 rokiem tylko siedem. Przyczyn tego
zjawiska nalezy upatrywa¢ m.in. w aspektach ekonomicznych,
ale pewnym ograniczeniem jest takze ograniczona liczba sub-
stancji spetniajacych odpowiednie kryteria potencjalnego leku.
Tiosemikarbazydy to male zwigzki organiczne o wzorze suma-
rycznym CH,N,S. W literaturze od dawna pojawialy sie prace
wskazujace na interesujace wilasciwosci biologiczne tiosemikar-
bazydow i ich pochodnych takich jak semikarbazydy, tiosemi-
karbazony, a takze cykliczne triazole. Najczesciej opisywane byty
jednak aktywnosci przeciwnowotworowe, przeciwgrzybicze, prze-
ciwdrgawkowe, antyoksydacyjne oraz przeciwbdlowe. W niniej-
szej prezentacji omdowione zostang wlasciwosci antybakteryjne
nowych pochodnych 1,4-dipodstawionego tiosemikarbazydu. Te
maloczasteczkowe zwiazki moga by¢ rozpatrywane jako poten-
cjalne substancje o znaczeniu terapeutycznym, gdyz wpisuja si¢
w tzw. regule pieciu Lipinskiego podajaca wartoéci wlasciwosci
molekularnych, ktdre sg istotne dla farmakokinetyki potencjal-
nego leku w organizmie zywym. Analizy prowadzone in silico oraz
modelowanie czasteczkowe wskazywaly, iz jednym z potencjalnych
mechanizméw ich dziatania moze by¢ hamowanie aktywnosci bak-
teryjnych topoizomeraz klasy II.

II-WPL 6

ENZYMY SZLAKOW BIOSYNTEZY AMINOKWASOW
JAKO CELE MOLEKULARNE W CHEMOTERAPII PRZECIWGRZYBOWE]

Iwona Gabriel

Katedra Technologii Lekoéw i Biochemii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdanska

Drobnoustroje grzybowe sa przyczyna wielu powaznych, czgsto
$miertelnych chordb infekcyjnych, szczegdlnie u pacjentéw z osta-
bionym systemem immunologicznym, ktérych liczba narasta
lawinowo, zaréwno z powodu rozprzestrzeniania si¢ epidemii
AIDS, jak i w konsekwencji stosowania metod terapii powodu-
jacych ostabienie odpornosci organizmu. Grzybice uktadowe sg
powodowane gléwnie przez grzyby plesniowe z rodzaju Aspergillus
oraz drozdzaki z rodzaju Candida. Szereg gatunkéw mikroorga-
nizmdw grzybowych znanych jest jako jedne z najczesciej wystepu-
jacych czynnikéw infekcyjnych powodujacych zakazenia szpitalne.
Pod tym wzgledem drozdzaki Candida albicans zajmujg czwarte
miejsce na liScie najczesciej stwierdzanych czynnikéw etiolo-
gicznych infekcji szpitalnych. Leczenie grzybic ukltadowych jest
bardzo trudne, zaréwno z uwagi na problemy diagnostyczne, jak
iz powodu bardzo ograniczonego repertuaru skutecznych chemo-
terapeutykow przeciwgrzybowych. Kazdy ze stosowanych obecnie
chemoterapeutykow przeciwgrzybowych obarczony jest rozmai-
tymi wadami. ZwiazKki te s albo bardzo toksyczne dla organizmu
ludzkiego, jak np. Amfoterycyna B, albo tez, bedac stosunkowo
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nietoksycznymi wykazujg inne ujemne cechy, jak np. szybkie nara-
stanie opornosci lub wylacznie grzybostatyczne a nie grzyboboéjcze
dzialanie (Flukonazol). Przyczyng braku skutecznych chemotera-
peutykow przeciwgrzybowych sa miedzy innymi duze podobien-
stwa biochemiczne mi¢dzy komérkami grzybow i ssakow.

W opisanej powyzej sytuacji, panuje powszechne przeswiad-
czenie o pilnej potrzebie poszukiwania nowych potencjalnych
chemoterapeutykéw przeciwgrzybowych, w tym szczegdlnie
takich, ktére wykorzystujg w swoim mechanizmie dzialania nowe
cele molekularne - elementy rézniace jako$ciowo komorki grzyba
od komorek ssaka. Szlaki biosyntezy aminokwaséw stanowia
potencjalne zZrédto nowych celéw molekularnych w terapii prze-
ciwgrzybowej, zwlaszcza tych aminokwaséw, ktdre nie wystepuja
w komérkach ludzkich. Proponowane podejscie jest uwarunko-
wane egzogennym charakterem aminokwaséw, takich jak lizyna,
histydyna, metionina czyfenyloalanina i tryptofan dla ludzi oraz
zdolnoscig komorki grzybowej do ich syntezy. Ponadto kluczowe
procesy zachodzace podczas infekgji: adhezja, filamentacja, pene-
tracja i niszczenie komorek gospodarza zwiazane sa z ekspresja
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licznych bialek, co prowadzi do znacznego zwigkszenia zapo-
trzebowania na aminokwasy. Udowodniono, ze usunigcie genu
kodujacego okreslony enzym ze szlaku biosyntezy aminokwasow
w komérkach grzybowych moze prowadzi¢ do catkowitego zaha-

mowania wzrostu szczepu, do zmniejszenia patogennosci, albo
do zwigkszenia jego wrazliwosci na okreslony lek. Wszystkie takie
doniesienia daja nadzieje na opracowywanie nowych mozliwosci
terapeutycznych.

II-WPL 7

OD ENZYMOW RESTRYKCYJNYCH DO CRISPR-CAS
- CO NAM DALY BAKTERIE - OSIAGNIECIA I PROBLEMY

Ewa Bartnik

Instytut Genetyki i Biotechnologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski i Instytut Biochemii i Biofizyki PAN

Dwa listy moratoryjne podpisane m.in. przez tak wybitnych
naukowcow jak David Baltimore i Paul Berg ukazaly si¢ w czaso-
pi$mie Science, ale dzieli je 41 lat. Pierwszy ,,Potential Biohazards
of Recombinant DNA molecules” zostal opublikowany w 1976 1.,
drugi ,,Biotechnology: a prudent path forward for genomic engi-
neering and germline gene modifications” w 2015 .

Pierwszy list zapoczatkowal dzialania, ktére doprowadzily
do rocznego moratorium na badania z dziedziny inzynierii gene-
tycznej oraz do slynnego spotkania w Asilomar, ktére ustalito
4 klasy bezpieczenstwa organizméw genetycznie modyfikowanych,
w zasadzie obowiazujace do dzisiaj. Bylo tez poczatkiem réznych
nadal krazacych obaw o to, co moze si¢ sta¢, jesli czlowiek bedzie
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majstrowal w Zzywych organizmach. Wigkszo$¢ z tych obaw w tej
chwili w zasadzie dotyczy tylko genetycznie modyfikowanych
rodlin, sg one jednak tak nieracjonalne jak silnie rozpowszech-
nione. Warto jednak pamigta¢, ze wprowadzenie technik inzynierii
genetycznej jest tym, co dalo ogromny postep w zrozumieniu jak
funkcjonujg geny organizméw eukariotycznych i nieprawdopo-
dobne zmiany w rozumieniu choréb genetycznych.

Drugi list dotyczy spraw powigzanych znacznie bardziej
z zagadnieniami etyki - o ile techniki redagowania genomoéw
réznych organizmoéw sg sprawdzone in vivo i in vitro, od paru lat
wiele powaznych instytucji i grup zastanawia si¢ nad ewentualna
mozliwoscig ingerencji w genom ludzki.

1I-WPL 8

DZIEDZICZENIE KOMPLEKSU REPLIKACYJNEGO
PRZEZ JEDNA Z DWOCH POTOMNYCH CZASTECZEK DNA

Zjawisko dziedziczenia biatkowego kompleksu replikacyjnego
przez jedna z dwdch potomnych czasteczek DNA po zakornczonej
rundzie replikacji zaproponowali po raz pierwszy w 1987 roku
Kur i wsp. [1]. Hipoteza ta, nazwana wéwczas ,,hipoteza niespra-
wiedliwego posagu’, zostala przedstawiona na podstawie badan
replikacji plazmidéw pochodzacych od bakteriofaga lambda. Na
potwierdzenie do$wiadczalne tej $miatej hipotezy trzeba bylo
poczekacé 5 lat, gdy istnienie stabilnego kompleksu replikacyjnego,
dziedziczonego w sposob zaproponowany w pracy Kur i wsp. [1]
udowodniono na podstawie bada w komoérkach bakteryjnych
hodowanych przy braku jednego z egzogennych aminokwaséw
[2]. Kolejne badania wskazaty na mechanizmy molekularne tego
procesu, a takze na jego znaczenie w regulacji inicjacji replika-
cji DNA [3]. Procesy regulacyjne okazaly si¢ znacznie bardziej
skomplikowane niz przypuszczano wczeéniej — zostang one przed-
stawione i przedyskutowane podczas prezentacji. Co jest intry-
gujace to fakt, ze proces dziedziczenia kompleksu replikacyj-
nego przez jedna z dwdch potomnych czasteczek DNA po run-
dzie replikacji okazal sie nie by¢ ograniczony do bakteriofaga
lambda i komorek prokariotycznych, ale zostal takze wykryty

Grzegorz Wegrzyn

Katedra Biologii Molekularnej, Uniwersytet Gdanski, Gdansk
grzegorz.wegrzyn@biol.ug.edu.pl

w komérkach eukariotycznych [4]. Jest to wigc proces o znaczeniu

ogolnobiologicznym [5].
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WYSTAPIENIA USTNE

-U1

PROCES AUTOFAGII INDUKOWANY GENISTEINA
JAKO NOWE PODEJSCIE W LECZENTU CHOROB NEURODEGENERACYJNYCH

Karolina Pierzynowska', Magdalena Podlacha? Dorota Mysliniska® Irena Majkutewicz?,
Jagoda Mantej', Natalia Niedzialek', Alicja Wegrzyn®, Grzegorz Wegrzyn'

! Katedra Biologii Molekularnej i 2 Katedra Fizjologii Zwierzat i Cztowieka, Uniwersytet Gdanski

Liczba os6b cierpiacych na choroby neurodegeneracyjne wzrasta
w duzym tempie, przekraczajac obecnie 100 mln na $wiecie. Wigk-
sz0$¢ tych chordb spowodowana jest agregacja makroczasteczek
w komérkach nerwowych, uszkadzajac ich prawidlowe funkcjo-
nowanie i prowadzac do wystapienia objawéw psycho-motorycz-
nych. Obecnie leczenie tych choréb polega tylko na fagodzeniu
ich objawow. Jedna ze strategii terapeutycznych jest wzmocniona
indukcja procesu autofagii w komdrkach pacjentéw. Proces ten
polega na lizosomalnej degradacji nieprawidfowych makro-
czastek do monomerdw, ktore nastgpnie ponownie zuzywane sa
przez komorke. Jednym ze zwigzkéw wykazujacych takie dziala-
nie, przekraczajacym bariere krew-mozg, a ponadto bezpiecznym
w dlugoterminowym stosowaniu jest genisteina, jeden z izofla-
wonow. Celem naszych badan bylo okreslenie wptywu podawa-
nia genisteiny na chorobe¢ Alzheimera (AD) i Huntingtona (HD),
charakteryzujacymi si¢ odmiennym sposobem dziedziczenia
i réznymi objawami ale podobna przyczyna - agregacja niepra-
widlowo zwinietych bialek w komodrkach nerwowych. W trakcie
badan wykazalismy spadek poziomu tych toksycznych bialek
- zmutowanej formy huntingtyny w HD oraz B-amyloidu i hiper-
fosforylowanej formy bialka tau w AD. Stwierdziliémy znaczna
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indukcje procesu autofagii pod wptywem badanego izoflawonu,
a zahamowanie funkgji lizosoméw prowadzito do zmniejszonej
efektywnosci usuwania toksycznych bialek, co ostatecznie potwier-
dza udzial tego procesu w ich degradacji. Do okreslenia dziata-
nia genisteiny na poziomie organizmu wykorzystaliémy szczurzy
model AD. Zwierzeta te charakteryzuja sie postepujacymi zaburze-
niami pamieci, podobnie jak ludzka posta¢ choroby. W tescie labi-
ryntu wodnego Morrisa wykazali$my znaczna poprawe pamieci
u grupy szczuréw, ktérym podawano genisteine (150 mg/kg/dzien)
przez okres miesigca, w poréwnaniu z grupa kontrolng. Bada-
nie lokomotoryki poruszajacych si¢ swobodnie zwierzat prze-
prowadzilismy w aktometrach. Szczurze modele AD charakte-
ryzuja si¢ zwiekszong liczbg horyzontalnych, wertykalnych oraz
ambulatoryjnych ruchéw, jednak nasze badania dowiodty, ze geni-
steina redukuje te liczbe sprawiajac, ze jest ona nieodréznialna
od wynikéw zwierzat zdrowych. Podsumowujac, proces autofagii,
indukowany przez genisteine, prowadzi do degradacji toksycznych
bialek bedacych przyczynami AD i HD, pozwalajac na znaczna
poprawe behawioru chorych zwierzat i jest nadzieja na leczenie
choréb neurodegeneracyjnych spowodowanych agregacja makro-
czasteczek w komorkach.

1l-U 2

JEDNOSTKA KATALITYCZNA TELOMERAZY JAKO POTENCJALNY
CEL MOLEKULARNY W CHEMIOTERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE]

Prawidlowe funkcjonowanie organizmu wymaga stabilno$ci mate-
riatu genetycznego na poziomie komérkowym. Stabilno$¢ ta jest
zapewniona dzigki szeregowi mechanizméw komorkowych oraz
wystepowaniu telomeréw. Telomery sa to kompleksy ztozone
z niekodujacych fragmentéw DNA oraz ochraniajacych je biatek,
zwanych szelteryna. Kompleksy te, umiejscowione na koncach
chromosomoéw, z jednej strony ochraniaja koricowe jednoniciowe
sekwencje DNA, a z drugiej odpowiadajg za utrzymanie zdolnosci
do podzialéw komoérkowych, do momentu powstania ,,problemu
replikacyjnego konca”. Tzw. Limit Hayflicka uniemozliwia wysta-
pienie sytuacji, kiedy krytyczne skrécenie jednej z nici telome-
rowego DNA przy dalszych podziatach komérkowych spowodo-
waloby utracenie fragmentu materiatu genetycznego kodujacego
funkcjonalne bialka. Druga ni¢ telomerowego DNA przyjmuje
posta¢ G-kwadrupleksu.

Katarzyna Serbakowska

Katedra Technologii Lekéw i Biochemii, Politechnika Gdanska

k.serbakowska@gmail.com

Telomeraza jest zdolna do odtworzenia DNA telomerowego,
co pozwala na brak przejécia w stan spoczynku pomimo prze-
kroczenia iloéci podzialéw wyznaczonych przez limit Hayflicka.

Jedna z cech odrézniajacych komérki nowotworowe od wigk-
szosci zdrowych komérek somatycznych cztowieka jest zdolnoé¢
do odtwarzania telomeréw, co skutkuje unie$miertelnieniem tych
pierwszych. Szacuje sie, ze 90-80% z nich wykazuje si¢ konsty-
tutywna produkcja telomerazy. Fakt ten sprawia, ze telomeraza
stanowi obiecujacy cel molekularny w projektowaniu lekdw prze-
ciwnowotworowych.

Telomeraza skfada si¢ z dwoch podjednostek: katalitycznej,
odpowiedzialnej za synteze powtérzen telomerowego DNA (TERT),
oraz fragmentu nie-kodujacego RNA stanowigcego matryce do
tej syntezy (TR). Opracowywane metody blokowania aktywnej
telomerazy w komorkach wskazuja na mozliwo$¢ zahamowania
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jej aktywnosci na réznych etapach. Inhibicja moze zachodzi¢
poprzez blokowanie dostepu enzymow do skréconych telomerdw,
ktore zachodzi poprzez stabilizowanie struktury G-kwadruplek-
sow. Ponadto hamowanie moze przebiega juz na poziomie RNA,

dzieki czemu nie zachodzi produkecja aktywnego enzymu. Badane
zwiazki moga inhibowa¢ aktywny enzym poprzez blokowanie jego
podjednostki katalitycznej. Wszystkie mechanizmy umozliwiaja
specyficzne celowanie w komérki z aktywna telomeraza.

-u3

NOWY TEST Z DETEKCJA CHEMILUMINESCENCYJNA JAKO ALTERNATYWA
KLASYCZNEGO TESTU ELISA W DIAGNOSTYCE TOKSOPLAZMOZY

Lucyna Holec-Ggasior', Bartlomiej Ferra', Karolina Blaszkowska',

Justyna Czechowska?, Karol Krzyminski?

!'Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdanska

Toxoplasma gondii jest bezwzglednym pasozytem wewngtrzkomor-
kowym wystepujacym powszechnie u czlowieka oraz u wiekszoséci
zwierzat stalocieplnych. Zarazenie T. gondii w bardzo wielu przy-
padkach przebiega bezobjawowo, jednakze moze mie¢ powazne
nastepstwa u 0séb z niedoborem odpornoéci oraz u kobiet w ciazy,
u ktorych w wyniku zarazenia dochodzi do poronien lub wro-
dzonej postaci toksoplazmozy u plodu, przebiegajacej z ciezkimi
powiklaniami. Niezmiernie istotne jest zatem wykonywanie badan
rozpoznajacych toksoplazmoze. Pomimo doktadnego poznania
etiologii wspomnianej choroby nadal stanowi ona powazny pro-
blem diagnostyczny. Z tego tez powodu szuka si¢ nowych rozwig-
zan, ktorych przykladem moze by¢ zastosowanie w testach diagno-
stycznych rekombinantowych antygenéw chimerycznych pasozyta
oraz oryginalnych znacznikéw akrydynowych i opracowywanie
na ich podstawie nowych testow chemiluminescencyjnych (CLIA,
ang. chemiluminescence immunoassay). Testy takie mogltyby by¢
alternatywa dla powszechnie stosowanej metody ELISA (ang.
enzyme-linked immunosorbent assay) opartej na natywnym pre-
paracie TLA (ang. Toxoplasma lysate antygen).

*Katedra Chemii Fizycznej, Wydzial Chemii, Uniwersytet Gdanski

holec@pg.edu.pl

Celem pracy bylo opracowanie prototypu testu IgG CLIA
opartego na nowym odczynniku immunochemicznym (tj. prze-
ciwciele wyznakowanym oryginalnym znacznikiem akrydyno-
wym, Ab*AE1), w ktérym do wykrywania swoistych przeciwcial
antytoksoplazmowych w surowicach ludzkich wykorzystano tri-
walentny antygen chimeryczny T. gondii (SAG2-GRA1-ROP1).
Otrzymane wyniki badan serodiagnostycznych poréwnano z wyni-
kami uzyskanymi z wykorzystaniem klasycznego testu ELISA,
w ktory zastosowano ten sam antygen chimeryczny. Dzieki prze-
prowadzonym badaniom stwierdzono, iz nowy test IgG CLIA jest
bardziej czulg metodg diagnostyczng, ktéra umozliwia lepsze i bar-
dziej precyzyjne roznicowanie surowic pobranych od pacjentow
chorych na toksoplazmoze od préb pacjentéw zdrowych. Z tego
tez wzgledu, test ten moze stanowi¢ alternatywe dla bardziej praco-
i czasochlonnego testu kolorymetrycznego w badaniach wykry-
wajacych zarazenie T. gondii.

Praca byla finansowana z grantu Narodowego Centrum Nauki
(nr UMO-2012/05/B/ST5/01680).

1-U 4

UZYTECZNOSC DIAGNOSTYCZNA REKOMBINANTOWYCH
TETRAWALENTNYCH ANTYGENOW CHIMERYCZNYCH TOXOPLASMA GONDII

Barttomiej Ferra, Lucyna Holec-Gasior, Karolina Btaszkowska

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdanska

Wewnatrzkomoérkowy pasozyt Toxoplasma gondii posiada zdol-
nos$¢ do zarazania szerokiego spektrum zwierzat stalocieplnych,
w tym i czlowieka. Prawidlowe rozpoznanie inwazji T. gondii ma
ogromne znaczenie w przypadku kobiet cigzarnych oraz pacjen-
téw z niedoborami odpornosci. Obecnie diagnostyka toksoplaz-
mozy opiera si¢ gtéwnie na wykorzystaniu antygendéw natywnych
w testach immunoenzymatycznych pozwalajacych na wykrywa-
nie przeciwcial klas IgG, IgM oraz IgA jednak w niektorych przy-
padkach przeprowadzone badania daja niejednoznaczne wyniki.
Z tego powodu poszukuje si¢ nowych narzedzi diagnostycznych,
glownie antygenéw rekombinantowych, ktére zdecydowanie
tatwiej, taniej, szybciej i bezpieczniej produkowac niz antygeny
natywne. Dodatkowg zaleta wykorzystania tego typu preparatow
antygenowych w serodiagnostyce toksoplazmozy jest latwiejsza
standaryzacja testow, jak rowniez mozliwo$¢ doboru biatek cha-

bferra@o2.pl

rakterystycznych dla danej formy rozwojowej pasozyta, co moze
pozwoli¢ na roznicowanie faz choroby.

Celem pracy bylo skonstruowanie systeméw ekspresyjnych
Escherichia coli do produkcji réznych wariantéw rekombinanto-
wych antygenéw chimerycznych skladajacych si¢ z czterech wy-
branych fragmentéw immunodominujacych antygenéw paso-
iyta T.gondii (AMA1, GRA1, GRA2, MICI, MAGI, ROPI,
SAG1, SAG2), oraz opracowanie metodyki oczyszczania bia-
tek. W kolejnych etapach pracy oszacowano przydatno$é diag-
nostyczng uzyskanych preparatéw biatkowych do wykrywania
zarazenia pasozytem w tescie IgG oraz IgM ELISA z wykorzysta-
niem surowic ludzkich. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwier-
dzono, iz nowo wyprodukowane antygeny chimeryczne moga
stanowi¢ alternatywe dla poliwalentnego antygenu natywnego
w wykrywaniu swoistych przeciwcial IgG anty-T. gondii zawar-
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tych w surowicach pacjentow ze stwierdzona toksoplazmoza,
o czym $wiadczy wysoka czulo$¢ opracowanych testow IgG ELISA
wynoszaca 100%. Antygeny te charakteryzujg si¢ réwniez wysokim
potencjalem diagnostycznym do wykrywania swoistych przeciw-

cial IgM w surowicach pobranych od pacjentéw ze stwierdzona
wczesng fazg toksoplazmozy.

Niniejsze badania zostaly sfinansowane ze srodkéw Narodowego
Centrum Nauki w ramach projektu UMO-2015/17/B/NZ6/03480.

-Uus

ZASTOSOWANIE BIOGENNYCH NANOCZASTEK ZrOTA
W FOTODYNAMICZNEJ INAKTYWACJI DROBNOUSTROJOW

Irena Maliszewska

Zakltad Chemii Medycznej i Mikrobiologii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Wroctawska

Wzrost liczby mikroorganizméw opornych na stosowane anty-
biotyki spowodowal zainteresowanie alternatywnymi metodami
zwalczania infekeji. Niszczenie drobnoustrojéw za pomocg $wia-
tla nazwano przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczng
(APDT - ang. antimicrobial photodynamic therapy). Koncepcja
APDT opiera si¢ na znanym od dawna zjawisku tzw. fotosensy-
tyzacji (fotouczulenia), ktore polega na tym, ze pewne substancje
(fotouczulacze/fotosensybilizatory) w obecnosci $wiatla uczulaja
komorki drobnoustrojow, zwigkszajac ich wrazliwo$¢ na dziata-
nie $wiatla widzialnego. Procesem inicjujagcym mechanizm foto-
dynamiczny jest absorpcja promieniowania przez czasteczke foto-
uczulacza, co powoduje jej wzbudzenie. Opisano dwa mechanizmy
zjawiska fotosensytyzacji. W reakcjach typu I fotouczulacz absor-
buje foton, co powoduje jego wzbudzenie i przejécie z singleto-
wego stanu podstawowego do singletowego stanu wzbudzonego.

Irena.helena.maliszewska@pwr.edu.pl

Nastepnie w wyniku przejécia interkombinacyjnego, fotouczulacz
przechodzi do wzbudzonego stanu trypletowego i w tej postaci
moze wzbudza¢ rézne molekuty. Takie rodniki mogg dalej reago-
wad z tlenem i tworzy¢ formy nadtlenkowe, jony ponadtlenkowe
i rodniki hydroksylowe (nazywane ogélnie ROS - ang. Reactive
Oxygen Species), ktore inicjuja wolnorodnikowe reakcje tancu-
chowe. Drugi typ reakgji fotouczulajgcych obejmuje przeniesienie
fotonu pomiedzy wzbudzong czasteczka fotouczulacza a czgsteczka
tlenu. W wyniku tego procesu fotouczulacz wraca do stanu pod-
stawowego, tlen za$ zostaje wzbudzony do stanu singletowego.
Generowanie tlenu singletowego wydaje si¢ spelnia¢ kluczows
role w fotodynamicznej cytotoksyczno$ci. W prezentowanej pracy
pokazano mozliwo$¢ zastosowania nanoczastek zlota syntezowa-
nych przez organizmy zywe jako systemu wspomagajacego prze-
ciwdrobnoustrojowg efektywnos¢ terapii fotodynamiczne;j.

-Uué

MECHANIZM PRZECIWGRZYBOWEGO DZIALANIA DEFENSYNY

GALLERIA MELLONELLA
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Peptydy przeciwdrobnoustrojowe, istotne sktadniki mechanizméw
odpornosci wrodzonej, to niewielkie (3-10kDa), w wigkszo$ci
kationowe czasteczki o wlasciwosciach amfipatycznych. Dotych-
czas opisano ponad 2500 peptydéw odporno$ciowych z organiz-
mow eukariotycznych, w tym okolo dwustu u owadéw. Defensyny
(4-5kDa), o strukturze stabilizowanej mostkami disiarczkowymi,
sg aktywne przeciw bakteriom, jak i grzybom. Jednym z mecha-
nizméw przeciwdrobnoustrojowego dziatania defensyn jest two-
rzenie kanaléow w blonie komoérkowej patogendéw, co prowadzi
do utraty cytoplazmatycznych jonéw potasu. Candida albicans,
wchodzacy w sktad mikroflory blon §luzowych przewodu pokar-
mowego, oddechowego, moczowo-plciowego jest patogenem opor-
tunistycznym, ktéry w warunkach obnizonej odpornosci wywo-
tuje infekcje powierzchniowe, a takze grozne zakazenia uktadowe.
Modelem do$wiadczalnym szeroko stosowanym w badaniach pato-

k-grygorczuk@wp.pl

genow czlowieka, m.in. C. albicans, jest barciak wigkszy Galleria
mellonella. Hemolimfa tego owada jest bogatym Zrédtem pepty-
dow odpornosciowych. Defensyna (DTLIGSCVWGATNYTSDC-
NAECKRRGYKGGHCGSFLNVNCWCE) zostala oczyszczona
z hemolimfy G. mellonella przy uzyciu chromatografii RF-HPLC
i saczenia molekularnego. Nasze wczesniejsze badania wykazaly
jej aktywno$¢ wobec C. albicans - izolatu klinicznego z jamy ust-
nej cztowieka (MIC 8.5 uM), natomiast mechanizm dziatania tego
peptydu nie zostal wyjasniony. Biorgc pod uwage dane literaturowe
wskazujace na mozliwo$¢ indukcji apoptozy w komdrkach droz-
dzakoéw przez peptydy odpornosciowe, przebadano wybrane mar-
kery tego procesu - aktywacj¢ metakaspazy oraz eksternalizacje
fosfatydyloseryny po inkubacji komorek C. albicans z defensyna
G. mellonella. Stwierdzono, ze defensyna nie powodowata aktywa-
cji metakaspazy ani ekspozycji fosfatydyloseryny w zewnetrznej
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warstwie blony komérkowej, co wskazuje na inny niz apoptoza,
mechanizm przeciwgrzybowego dzialania tego peptydu. Wyka-
zano natomiast, zZe defensyna wigzata si¢ do komorek C. albicans.
Ponadto, obrazowanie przy uzyciu AFM wykazalo wyrazne zmiany
topografii oraz wlasciwo$ci powierzchni komérek C. albicans za-
chodzace pod wplywem defensyny G. mellonella.

Badania finansowano z grantu NCN 2012/05/B/NZ1/00033.
Projekt zostat czgsciowo zrealizowany w Krajowym Laboratorium
Multidyscyplinarnym Nanomateriatéw Funkacjonalnych - Nano-
Fun wspétfinansowanym ze srodkéw Europejskiego Funduszu Roz-
woju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka POIG.02.02.00-00-025/09.

n-vuz

OPORNOSC IZOLATOW CANDIDA KRUSEI NA KASPOFUNGINE

Martyna Mroczynska, Anna Brillowska-Dabrowska

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdanska

W ostatnich latach zaobserwowano znaczny wzrost zakazen grzy-
biczych ze wzgledu na zwigkszajaca sie liczbe pacjentéw z obni-
zong opornoscia. Z badan epidemiologicznych prowadzonych
w Stanach Zjednoczonych wynika, iz Candida spp. jest czwartym
w kolejnosci patogenem grzybiczym nabywanym w szpitalach,
wywolujacym infekcje wewnatrzuktadowe. Pod wzgledem cze-
sto$ci wystepowania patogen ten zajmuje trzecie miejsce, a liczbe
zakazen szacuje si¢ od 6 do 13,3 przypadkéw na 100 000 miesz-
kancéw. Okoto 17 gatunkéw z rodzaju Candida moze wywotywaé
infekcje, jednak 92-95% wszystkich zakazen jest powodowana
przez C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosois, C. tropicalis i C. kru-
sei. Do niedawna najczestsza przyczyng kandydemii byt C. albicans,
jednak w ostatnich latach obserwuje si¢ zwiekszona liczbe zakazen
gatunkami non-albicans, takim jak C. glabrata i C. krusei. Dotych-
czas w tego typu zakazeniach jako lek pierwszego rzutu stosowano
nalezacy do grupy azoli, flukonazol. Aczkolwiek ze wzgledu na
naturalng oporno$¢ grzybow z gatunkow C. glabrata i C. krusei

annbrill@pg.edu.pl

obecnie to echinokandyny staly si¢ najczesciej stosowanym lekiem
w leczeniu kandydemii.

C. krusei jest patogenem przyczyniajacym si¢ do zakazeniach
szpitalnych, wystepuje gléwnie u pacjentéw zazywajacych leki immu-
nosupresyjne lub cierpigcych na nowotwory krwi. Szacuje sie iz
gatunki non-albicans sa przyczyna kandydemii w 30-65% przypad-
koéw, z czego C. krusei jest przyczyna w okoto 2-25% przypadkow.
Az 75% badanych izolatéw C. krusei wykazuje naturalng oporno$é
na flukonazol i jest uwazany za wielolekooprony gatunek. Smier-
telnos¢ przy zakazeniu tym patogenem oscyluje w granicach 40%.

Badanie wrazliwosci izolatéw C. krusei na kaspofungine prze-
prowadzono zgodnie z wytycznymi Europejskiego Komitetu ds.
Oznaczania Lekowrazliwo$ci - EUCAST (ang. European Commitee
on Anitbiotic Susceptibility Testing). Badanie obejmowalo 17 izola-
tow C. krusei pochodzacych z dwoch osrodkow w Polsce, Warszawy
i Wroclawia. Przeprowadzone badania wykazuja, iz wszystkie prze-
badane izolaty C. krusei wykazuja opornos$¢ na kaspofungine.

-us

OPORNOSC IZOLATOW ASPERGILLUS FUMIGATUS NA IZAWUKONAZOL

Ewelina Kurzyk', Marta Adamik’, Urszula Nawrot?, Katarzyna Wtodarczyk?, Anna Brillowska-Dabrowska'
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Aspergillus fumigatus jest grzybem plesniowym szeroko rozpo-
wszechnionym w przyrodzie. Moze by¢ przyczyna réznych infekcji.
W ostatnich latach czgsto$¢ wystepowania inwazyjnych zakazen
grzybiczych powodowanych przez A.fumigatus dramatycznie
wzrasta zwlaszcza u pacjentéw oddzialéw hematologicznych.
Obecnie inwazyjne aspergilozy dotykaja rocznie do 500 000 0séb,
4mln oséb rocznie choruje na alergiczng aspergiloze, a 3 mln
cierpi na przewlekle alergiczne zapalenie pluc. Wzrasta takze
wskaznik $miertelnosci i wynosi on obecnie od 30% u pacjentow
w dobrym stanie, do nawet 90% u pacjentéw w grupie najwiek-
szego ryzyka (np. chorych na AIDS).

Lekami pierwszego rzutu w chorobach wywolywanych przez
Aspergillus sp. sa azole. W terapii wykorzystywane sa worikona-
zol, itrakonazol i posakonazol. Azole - jako jedyna grupa zwigz-
kow - sa jednoczesnie szeroko wykorzystywane w rolnictwie jako
$rodki ochrony roélin. Prowadzi to do selekeji szczepéw opornych
na azole. Od 1997 roku, kiedy po raz pierwszy stwierdzono wyste-
powanie opornych na azole izolatow A. fumigatus odnotowuje sie

Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu
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pojawianie si¢ i wzrost ich ilosci w wielu krajach $wiata. Izawu-
konazol jest nowym zwigzkiem azolowym dopuszczonym przez
Komisje Europejska w 2015 roku do stosowania u ludzi. Dziala
grzybobojczo, blokujac synteze ergosterolu — gtéwnego skladnika
blon komoérkowych grzyba. Skutkuje to ostabieniem budowy
i czynnosci bfony komorkowej.

Materiatem uzytym do badan bylo 16 izolatow A. fumigatus.
Osiem izolatéw klinicznych (Uniwersytet Medyczny we Wro-
clawiu) oraz osiem $rodowiskowych (korytarz oddzialu Hema-
tologii Dziecigcej Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu).
W toku badan oznaczono wrazliwos¢ izolatéw na izawukonazol.
Minimalne stgzenie hamujace wzrost (MIC) zostato wyznaczone
wedlug wytycznych EUCAST (European Committee for Anti-
microbial Susceptibillity E.DEF 9.3.1).

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na wystepowanie
opornosci na izawukonazol czterech z 16 izolatow A. fumigatus.
Opornoé¢ obserwowano zaréwno wsréd szczepéw klinicznych
(2 izolaty), jak i srodowiskowych (2 izolaty).
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DETEKCJA KOMOREK USPIONYCH, TOLERUJACYCH OBECNOSC CZYNNIKOW STRESOWYCH

Karolina Stojowska-Swedrzynska, Ewa Laskowska

Katedra Biochemii Ogolnej i Medycznej, Wydziat Biologii, Uniwersytet Gdanski

Stan uspienia (ang. dormancy) jest stanem fizjologicznym bak-
terii, rodzajem strategii przetrwania w niekorzystnych warunkach
$rodowiska. Stan ten nie prowadzi do wytworzenia opornosci, lecz
tolerancji na czynniki stresowe i stuzy utrzymaniu wyjsciowej
populacji. Znajdujace si¢ w stanie udpienia tzw. bakterie prze-
trwale (ang. persister) i niedzielace sie bakterie VBNC (ang. Viable
But Nonculturable) po ustgpieniu czynnikéw stresowych (np.
antybiotykoterapii), sa3 w stanie odtworzy¢ wyjsciowa popula-
cje, co w przypadku bakterii przetrwalych wymaga zastosowania
prostej pozywki i standardowych warunkéw wzrostu, natomiast
w przypadku resuscytacji bakterii VBNC niezbedne jest bogate
podtoze i dodatkowe czynniki wzrostowe. Stan u$pienia jest szcze-
gélnie niebezpieczny w przypadku bakterii patogennych, ktére
przetrwawszy antybiotykoterapi¢, moga wywolaé bakteriemie
nawrotowe. Stad niezwykle wazna jest szybka detekcja oszacowa-
nie liczebno$ci bakterii przetrwatych i VBNC oraz wyznaczenie
czynnikéw indukujacych i wspomagajacych stan uépienia.
Komorki znajdujace si¢ w stanie udpienia sg zywe, ale nie
dzielg si¢ i wykazuja minimalng aktywno$¢ metaboliczna, zatem
klasyczne metody detekeji, np. metoda posiewu na podloze z do-
datkiem antybiotyku, zawodzg. Stan ten nie jest wywolany trwalg

karolina.stojowska@biol.ug.edu.pl

zmiang w genomie lub obecnoscig dodatkowego elementu gene-
tycznego, zatem nie moze by¢ bezposrednio wykryty na drodze
analizy DNA. Istnieja jednak doniesienia, ze zaréwno VBNC jak
i persisters akumuluja ppGpp - czasteczke sygnatowa, hamujaca
proces translacji w warunkach stresu oraz aktywujaca tzw. odpo-
wiedz $cist (ang. stringent response), efektem czego jest wstrzy-
manie inicjacji replikacji genomowego DNA i zatrzymanie cyklu
komorkowego (ang. cell cycle arrest).

Me-ddLMS PCR (ang. Methylation sensitive double digestion
Ligation Mediated PCR) jest nowa metoda, ktéra wykorzystu-
jac enzymy restrykcyjne, wrazliwe na dam metylacje, umozli-
wia rozpoznanie hemimetylowanego DNA w obrebie sekwencji
oriC. Komoérka bakteryjna ze wzgledu na zjawisko sekwestracji,
utrzymuje stan hemimetylacji DNA w oriC oraz w sekwencji pro-
motora dnaA przez ok. 1/3 czasu generacji. Dzigki temu moz-
liwe jest wykrycie zainicjowanego, ale nie zakonczonego procesu
replikacji genomowego DNA, co wydaje si¢ by¢ charakterystyczne
dla komorek bedacych w stanie uspienia. Metoda ta umozliwia
detekcje komorek uspionych w hodowli w obecnosci czynnika
stresowego, z zastosowaniem prostych, szeroko dostepnych narze-
dzi molekularnych.

I-U 10

ROLA ,,TAJEMNICZE]J” OTWARTEJ RAMKI ODCZYTU 63 (ORF63) W ROZWOJU FAGA A
ORAZ FAGA @24, PRZEDSTAWICIELA FAGOW PRZENOSZACYCH GENY TOKSYN SHIGA

Aleksandra Dydecka', Sylwia Bloch', Bozena Nejman-Falenczyk', Gracja Topka', Agnieszka Necel',
Katarzyna Licznerska', Tomasz Ggsior?, Grzegorz Wegrzyn', Alicja Wegrzyn®

''Wydzial Biologii, Katedra Biologii Molekularnej, Uniwersytet Gdanski

Gléwnym czynnikiem wirulencji enterokrwotocznych szczepow
Escherichia coli (EHEC) jest toksyna Shiga kodowana przez geny
zlokalizowane w genomie profagéw lambdoidalnych. Ich ekspresja
zachodzi dopiero po indukeji profaga i rozpoczeciu przez niego
cyklu litycznego. Bakteriofagi lambdoidalne, z ktorych najbardziej
znanym przedstawicielem jest fag X, wykazuja wysokie podobien-
stwo w cyklu zyciowym i organizacji genomu.

Potencjalnymi czynnikami bioracymi udzial w regulacji roz-
woju fagéw moga by¢ produkty kodowane w rejonie exo-xis geno-
mubakteriofaga A, w obrebie ktdrego znajduja si¢ geny i otwarte
ramki odczytu (ORFs), charakteryzujace si¢ wysoko zakonser-
wowang wéréd przebadanych fagéw lambdoidalnych sekwencja
(X i Stx wykazuja >80% podobienstwa). Z dotychczasowych donie-
sienn wynika, ze moga one powodowaé tymczasowe zahamowa-
nie podzialu komérki oraz inicjacji replikacji DNA gospodarza,
a takze bra¢ udzial w decyzji o wyborze drogi rozwoju bakterio-
faga: liza vs. lizogenia. Badania naszego zespolu wykazaly, ze profil
ekspresji kluczowych genéw fagowych, jak i gendéw oraz otwartych
ramek odczytu z rejonu exo-xis jest odmienny podczas procesu
infekeji i indukeji. Najnowsze wyniki badan, wskazuja, iz dele-

*Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk, Gdansk
aleksandra.dydecka@phdstud.ug.edu.pl

cja rejonu exo-xis z genomu faga ®24, opdznia proces indukcji
profaga w komérkach bakteryjnych E. coli po potraktowaniu ich
nadtlenkiem wodoru, a takze znacznie obniza poziom ekspresji
fagowych genéw regulatorowych. Jak dotad nie okreslono funk-
cji poszczegdlnych produktéw zakodowanych w rejonie exo-xis
fagéw lambdoidalnych. Z tego wzgledu postanowitam sprawdzi¢,
jaki wplyw na regulacje rozwoju ww. fagéw moze mie¢ usuniecie
z ich genomoéw poszczegélnych elementdw rejonu exo-xis.

Wykonane przez nas badania wskazujg, ze znaczacg role w tym
procesie moze odgrywac orf63. Delecja wspomnianego fragmentu
wplywa na czas indukeji wymuszonej nadtlenkiem wodoru oraz
indukeji w warunkach komplementacji genotypowej i nadprodukeji
z wykorzystaniem wysokokopijnych plazmidéw. Dodatkowo zwigk-
sza przezywalnos¢ bakterii E. coli po infekcji rekombinowanymi fa-
gami i podwyzsza wydajnos¢ lizogenizacji gospodarza. Moje obser-
wacje wykazaly, ze analizowane fagi wykazuja duza wrazliwo$¢ na
dzialanie: SDS, pH4 i pH10. Interesujace wyniki zauwazylam réw-
niez analizujgc wewngtrzkomérkowy rozwoj lityczny analizowa-
nych fagéw. Uzyskane rezultaty moga doprowadzi¢ w przysztoéci
do opracowania efektywnych metod leczenia infekcji EHEC.
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POROWNANIE DZIALANIA PRZECIWDROBNOUSTROJOWEGO
OLEJKOW ETERYCZNYCH Z PELARGONII (PELARGONIUM L'Hér)

Adriana Pacia, Malgorzata Nabrdalik, Agnieszka Dothanczuk-Srédka
Samodzielna Katedra Biotechnologii i Biologii Molekularnej, Wydzial Przyrodniczo-Techniczny, Uniwersytet Opolski

Od wielu lat trwajg poszukiwania, naturalnych substancji aktyw-
nych, ktére moglyby zastapi¢ syntetyczne konserwanty stosowane
w przemysle kosmetycznym. Olejki eteryczne sa poddawane wielu
badaniom okre$lajacym ich aktywno$¢ wobec chorobotworczych
bakterii i grzybow. Celem przeprowadzonych badan byto poréw-
nanie wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych olejkéw geranio-
wych pozyskanych z trzech réznych gatunkéw pelargonii.

Do badan wykorzystano komercyjne olejki: Avicenna-Oil
(Pelargonium odorantissimum), ETJA (P. graveolens) oraz Aroma-
tika (P. roseum). Oceniono aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa ich
etanolowych roztworéw w zakresie stezen od 0,25 do 10,0 pl/ml.
Material biologiczny stanowily szczepy referencyjne z kolekcji
ATCC: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeru-
ginosa oraz Candida albicans. Do badan wrazliwo$ci szczepéw na
olejek wykorzystano metody: seryjnych rozcienczen w bulionie,
seryjnych rozcieniczen w agarze oraz metode dyfuzyjno-krazkowa.
Na podstawie wynikéw wyznaczono MIC oraz MBC/MFC.

a.pacia@o2.pl

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, iz naj-
mniej aktywnym olejkiem byt olejek pozyskany z P. odorantissi-
mum, a najbardziej aktywny okazal si¢ olejek otrzymany z P, gra-
veolens. Sposréd badanych szczepdw najbardziej opornym byl
P aeruginosa, dla ktérego wartos¢ MIC byla réwna 10 ul/ml
w obecnoéci wszystkich analizowanych olejkéw. Wartos¢ MBC
ustalono jedynie dla olejku Aromatika i-wynosita 10 ul/ml. Naj-
wigkszg wrazliwoscia na dziatanie olejkow charakteryzowal sie
szczep C. albicans. Minimalne stezenie hamujace jego wzrost,
w obecnosci wszystkich olejkoéw, wynosito 0,5 ul/ml. Badane olejki
cechowaly si¢ réznym dzialaniem bojczym wobec C. albicans. Dla
olejku pozyskanego z P. graveolens MFC wynosito 1,0 ul/ml, dla
P roseum 2,5 yl/ml, a dla P. odorantissimum 5,0 ul/ml.

Badane olejki geraniowe (zaleznie od gatunku pelargonii i jej
pochodzenia) charakteryzowaly si¢ wysoka aktywnoscig przeciw-
drobnoustrojowa, co potwierdza mozliwoé¢ wykorzystania ich
jako naturalnych konserwantéw w przemysle kosmetycznym.

-U 12

WRAZLIWOSC BAKTERII NA DZIALANIE EKSTRAKTU POLIFENOLOWEGO Z LISCI PIGWOWCA

Magdalena Efenberger-Szmechtyk, Agnieszka Nowak, Paulina Peczek, Agata Czyzowska

Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, Politechnika L6dzka, £.6dz

W ostatnich latach, coraz wiecej badan skupia si¢ na opracowaniu
naturalnych metod konserwacji zywnosci wykorzystujacych sub-
stancje bioaktywne zawarte w surowcach roslinnych, zwlaszcza
polifenole. Zwiazki polifenolowe sg silnymi przeciwutleniaczami,
ale wykazuja takze aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg. Najbo-
gatszym ich Zrédlem sa liscie.

Celem pracy bylo wigc zbadanie wplywu ekstraktu polifenolo-
wego pozyskanego z lisci pigwowca na wzrost wybranych bakterii
typowych dla $rodowiska miesnego.

W ramach badan przeprowadzano wodng ekstrakcje polifenoli
z lidci pigwowca posredniego (Chaenomeles superba) zebranych
w lipcu. W ekstrakcie oznaczano zawarto$¢ polifenoli ogétem
metodg Folin-Ciocalteu i aktywno$¢ antyoksydacyjng metoda
rodnika DPPH. Przeprowadzano identyfikacje zwigzkéw metoda
LC-MS i oznaczano ich zawarto$¢ metodg HPLC. Badano wpltyw
réznych stezen ekstraktu z lisci pigwowca (1-10%) na wzrost bak-

magdalena.efenberger-szmechtyk@dokt.p.lodz.pl

terii typowych dla $rodowiska miesnego: Pseudomonas fluorescens
ATCC 13525, Moraxella osloensis ATCC10973, Brochothrix ther-
mosphacta MMAP4. Z uzyciem programu DM(it obliczano para-
metry wzrostu bakterii: wlasciwa szybkos§¢ wzrostu, czas trwania
lag fazy i konicowe namnozenie. Metoda barwienia fluorescencyj-
nego z uzyciem oranzu akrydyny, okreslano zmiany w zywotnosci
bakterii spowodowane dziataniem ekstraktu z lisci pigwowrca.

Zawartos¢ polifenoli ogotem w ekstrakcie z lisci pigwowca byta
wysoka i wynosita 15,6 mg, . /g lidci, a stopien inhibicji
rodnika DPPH wynosit 83,6%. W lisciach pigwowca zidentyfiko-
wano polifenole nalezace do grupy kwaséw fenolowych i flawo-
noidéw (flawony, flawanony i flawonole).

Stwierdzono, ze ekstrakt z liéci pigwowca wplywa na para-
metry wzrostu bakterii obnizajac wlasciwa szybko$¢ wzrostu i/lub
wydluzajac czas trwania lag fazy. Zaobserwowano takze zmniejsze-
nie zywotnoéci bakterii pod wplywem ekstraktu z li$ci pigwowca.

-U 13

HAMOWANIE INWAZYJNOSCI KOMOREK CZERNIAKA POPRZEZ STOSOWANIE
KOMBINAC]I SIRNA DLA N-KADHERYNY I INHIBITOROW KINAZ BIALKOWYCH

Dorota Ciolczyk-Wierzbicka, Dorota Gil, Piotr Laidler

Katedra Biochemii Lekarskij, Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloniskiego, Krakow

Migracja i inwazja komdrkowa jest kluczowym czynnikiem
wplywajacym na progresje nowotworowa. N-kadheryna odgrywa
zasadniczg role w procesie inwazji komérkowej raka piesi, prostaty,

mbciolcz@cyf-kr.edu.pl

zoladka, jelita grubego i czerniaka. Najnowsze prace sugeruja, ze
oddziatywanie czgsteczki N-kadheryny z fibroblastycznym czynni-
kiem wzrostu, zapobiega dimeryzacji receptora i powoduje aktywa-
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cje szlaku MAPkinazowego, ktory prowadzi do nasilenia migracji,
sekrecji metaloproteinaz oraz wzrostu inwazyjnosci komorkowe;.

Celem badania byto poznanie potencjalnej roli N-kadheryny
i wybranych kinaz biatkowych: PI3K, ERK1/2 i mTOR w inwazji
komoérek czerniaka. Komdrki czerniaka transfekowano matym
interferujgcym RNA (siRNA), dla genu N-kadheryny (CDH2).
Inhibitory LY294002 (PI3K), U0126 (ERK1/2) i Everolimus
(mTOR) zastosowano do hamowania wybranych kinaz szlakow
sygnatowych. Migracje komoérek in vitro badano stosujac komory

Boydena pokryte matrigelem, a analize aktywnosci metalopro-
teinaz: MMP-2 i MMP-9 przeprowadzono w oparciu o technike
zymogramu. Hamowanie inwazyjnosci komorek czerniaka po
zastosowaniu optymalnej kombinacji inhibitoréw kinaz biatko-
wych i siRNA dla N-kadheryny prowadzito do znacznego zmniej-
szenia ekspresji i aktywno$éci metalloproteinaz, a takze zmniejsze-
nia inwazji komoérek czerniaka.

Wyniki wskazuja rowniez, ze N-kadheryna, jak rowniez badane
kinazy, nalezy uznac za potencjalny cel w leczeniu czerniaka.

-V 14

FUZYJNE POLIMERAZY DNA JAKO UZYTECZNE NARZEDZIA

W AMPLIFIKAC]I TRUDNYCH MATRYC

Marta Spibida, Marcin Olszewski, Beata Krawczyk, Beata Zalewska-Pigtek, Rafal Pigtek

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdariska

Obecnie reakcje PCR wykazuja bardzo szerokie zastosowanie
w diagnostyce, biologii molekularnej czy inzynierii genetyczne;j.
Efektywnos¢ tych reakcji rozumiana jako wydajnos¢ i wierno$é
przeprowadzonej amplifikacji jest nieodfacznie zwigzana ze sto-
sowang polimerazg i warunkami prowadzenia reakcji PCR. Liczne
problemy w reakcji PCR napotykamy podczas amplifikacji tzw.
trudnych matryc. Sg to przede wszystkim duze produkty, produkty
o duzej zawartosci par GC czy matryce z probek klinicznych lub
$rodowiskowych posiadajacych liczne inhibitory polimeraz DNA.
Jednym z rozwigzan moze by¢ zastosowanie polimeraz fuzyjnych,
ktore posiadaja dodatkowa domeng wiazaca DNA.
Przedstawione przez nas badania wskazuja, ze obecno$é
domeny DBD z Pyrococcus furisous zastosowanej jako sktadowa
w fuzyjnej polimerazie DNA poprawia podstawowe cechy enzymu
tj. termostabilno$¢, procesywno$é czy czuloéé reakeji. Wszystko
to sprawia, ze polimeraza wzbogacona o domen¢ DBD jest ideal-
nym rozwigzaniem w przypadku prowadzenia amplifikacji PCR

spibida.marta@gmail.com

z wykorzystaniem trudnych matryc. Dwukrotne wydltuzenie czasu
péttrwania polimerazy fuzyjnej PfuDBDlig-TaqSw stosunku do
polimerazy odnos$nikowej TagsS, z 10 do 23 min. w 99°C ma swoje
bezposrednie przelozenie w zwigkszonej zdolnoéci polimerazy
fuzyjnej do amplifikacji produktéw bogatych w pary GC. Prawie
3-krotna poprawa procesywnosci polimerazy fuzyjnej (z 8 nt do
22 nt) wplywa na zwiekszenie wydajno$¢ amplifikacji duzych pro-
duktéw. Polimeraza PfuDBDIig-TagS okazuje si¢ rdwniez wykazy-
wa¢ wigksza odpornos¢ na obecnos¢ inhibitoréw. Toleruje prawie
16-krotnie wyzsze stezenie laktoferyny oraz 8-krotnie wyzsze ste-
zenie heparyny w mieszaninie reakcyjnej, ktore sa jednymi z pod-
stawowych inhibitoréw z probek klinicznych i srodowiskowych.

Obecnos¢ biatka wigzacego DNA okazata si¢ wplywaé ko-
rzystnie na cechy enzymu pozadane w biologii molekularnej czy
diagnostyce molekularnej. Polimeraza fuzyjna moze znalez¢ zasto-
sowanie w wielu dziedzinach m.in. w diagnostyce podczas ampli-
fikacji z probek klinicznych lub §rodowiskowych.

I-U 15

AKTYWNOSC PRZECIWBAKTERYJNA PROTEGRYNY-1
WOBEC GRONKOWCOW WYIZOLOWANYCH OD ZWIERZAT

Malgorzata Jarosiewicz', Wojciech Kamysz?, Ewa Kwapisz', Katarzyna Garbacz'

! Zaktad Mikrobiologii Jamy Ustnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny

*Katedra i Zaklad Chemii Nieorganicznej, Gdanski Uniwersytet Medyczny

Gronkowce sa jednym z najczestszych patogendw zaréwno czlo-
wieka jak i zwierzat. Do patogennych gronkowcéw naleza Sta-
phylococcus aureus wywolujacy zakazenia u ludzi i zwierzat oraz
S. pseudintermedius, wywolujacy gtéwnie zakazenia u psoéw. Trans-
misja gronkowcoéw pomiedzy ludZmi a zwierzetami jest istotnym
zjawiskiem zaréwno w patogenezie jak i epidemiologii zakazen
gronkowcowych.

Drugi istotny problem stanowi ich narastajaca lekoopor-
nos$¢. Dobrg alternatywa w stosunku do klasycznych antybioty-
kow wydaja sie peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. AMPs
- Antimicrobial Peptides), ktore s3 wytwarzane s przez wszystkie
organizmy zywe jako podstawowy mechanizm obrony nieswoistej.
Do AMPs naleza m.in. wytwarzane przez neutrofile protegryny.

mjar@gumed.edu.pl

Sa to niewielkie peptydy (16-18 aminokwasow), ktdre charaktery-
zuja sie szerokim spektrum przeciwdrobnoustrojowym.
Przeprowadzone badania miaty na celu okreslenie aktywnosci
przeciwbakteryjnej in vitro protegryny-1 w stosunku do szczepow
S. aureus i S. pseudintermedius wyizolowanych z zakazen od zwie-
rzat. Badania przeprowadzono na 47 szczepach S. pseudinterme-
dius i 6 S. aureus wyizolowanych z zakazen od zwierzat (glownie
psow). Gronkowce zidentyfikowano metodg polimorfizmu frag-
mentéw restrykcyjnych (PCR-RFLP) fragmentu zmiennego genu
acetylotransferazy fosforanowej (pta). Peptyd otrzymano metoda
Fmoc na statym nosniku polimerowym. Wartos$ci MIC (minimal
inhibitory concentration) protegryny okreslono metoda seryjnych
rozcienczen peptydu w bulionie Mueller-Hinton, na 96-dotkowych
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plytkach mikrotitracyjnych. Warto$ci MBC (minimal bactericidal
concentration) wyznaczono poprzez wysianie na podlozeTSB 10 pl
z kazdej studzienki gdzie nie obserwowano wzrostu.
Protegryna-1 byla aktywna wobec wszystkich badanych szcze-
pow gronkowcow w zakresach stezen: od 2 do 8 ug/ml (MIC, 2 ug/ml,
MIC,, 4 ug/ml, MBC od 2 do 8 pg/ml) dla S. pseudintermedius oraz

od 8 do 32 pg/ml (MIC_ 8 ug/ml, MIC, 32 pug/ml, MBC od 8 do
32 ug/ml) dla S. aureus.

Protegryna-1 jest skutecznym zwigzkiem przeciwbakteryjnym
wobec gronkowcéw izolowanych od zwierzat. Odzwierzece gron-
kowce z gatunku S. pseudintermedius wykazuja wieksza wrazliwos§¢
na protegryne-1 niz gronkowce z gatunku S. aureus.

I-U 16

a-1,3-GLUKAN, SKEADNIK SCIANY KOMORKOWEJ GRZYBOW
- NOWY WZORZEC MOLEKULARNY PATOGENOW?

Sylwia Staczek', Iwona Wojda', Adrian Wiater?, Malgorzata Pleszczynska?, Katarzyna Grygorczuk',
Monika Koziej', Wojciech Brzana', Agnieszka Zdybicka-Barabas', Malgorzata Cytrynska'

! Zaktad Immunobiologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Lublin
? Zaktad Mikrobiologii Przemystowej, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Lublin

Na powierzchni kazdego mikroorganizmu chorobotworczego
znajdujg sie charakterystyczne struktury, okreslane jako wzorce
molekularne zwigzane z patogenami (ang. Pathogen Associated
Molecular Patterns, PAMPs), ktére sg rozpoznawane przez uktad
odpornosciowy zwierzat oraz indukuja reakcje immunologiczne.
Szeroko opisywana w literaturze, grzybowa czasteczka zaliczang
do tej grupy, jest 3-1,3-glukan. Innym polisacharydowym sktad-
nikiem $ciany komoérkowej grzybow, w tym chorobotwoérczych dla
czlowieka, np. Histoplasma capsulatum, czy Blastomyces dermati-
tidis, jest a-1,3-glukan.

Celem prezentowanych badan byta analiza odpowiedzi immu-
nologicznej gasienic Galleria mellonellana podanie a-1,3-glukanu,
wyizolowanego ze $ciany komorkowej grzyba Aspergillus niger.

Iniekcja a-1,3-glukanu do hemocelu gasienic hamowala
aktywno$¢ ukladu oksydazy fenolowej. Sugeruje to udzial a-1,3-
glukanu w blokowaniu procesu melanizacji, jednej z pierwszych
reakcji owadana zakazenie. Wyniki badan uzyskanych metoda
dyfuzji radialnej wykazaly wzrost aktywnosci lizozymu oraz poja-
wienie si¢ aktywnosci przeciwbakteryjnej w hemolimfie gasienic
immunizowanych a-1,3-glukanem. Aktywno$¢ anty-E. coli zo-
stala potwierdzona metoda bioautografii. Stosujac metode dyfuzji

s.staczek@poczta.umcs.lublin.pl

radialnej na plytkach z A. niger stwierdzono ponadto, ze po poda-
niu gasienicom a-1,3-glukanu, dochodzi do indukeji odpowiedzi
przeciwgrzybowej. Rozdzial elektroforetyczny biatek hemolimfy
gasienic immunizowanych a-1,3-glukanem uwidocznil pojawie-
nie si¢ dodatkowych prazkéw o masie ponizej 10 kDa, odpowia-
dajacych peptydom przeciwdrobnoustrojowym. Analiza poziomu
ekspresji genéw z wykorzystaniem Real Time qPCR wykazala,
ze ilo§¢ transkryptu dla gendéw cekropiny oraz owadziego inhi-
bitora metaloproteaz wzrasta dwukrotnie w ciele tluszczowym
gasienic immunizowanych a-1,3-glukanem. Natomiast poziom
ekspresji genow peptydéw o aktywnosci przeciwgrzybowej — gal-
lerimycyny i galiomycyny po podaniu a-1,3-glukanu wzrdst po-
nad czterokrotnie.

Wykazano, ze w odpowiedzi na a-1,3-glukan u G. mellonella
dochodzi do indukgji ekspresji gendw dla peptydow przeciwgrzy-
bowych, a w hemolimfie pojawia si¢ aktywnos¢ przeciwgrzybowa.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze a-1,3-glukan, jako polisacharydowy
skladnik $ciany komoérkowej grzybow A. niger, moze odgrywa¢
role czasteczki PAMP.

Badania finansowane sq przez Narodowe Centrum Nauki (Kra-
kéw, Polska) w ramach projektu 2013/09/N/NZ6/00838.
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WYKORZYSTANIE SEKWENJCI REPETYTYWNYCH L1
W OZNACZANIU GLOBALNEGO POZIOMU METYLAC]JI DNA

Jolanta Kaminska, Bartosz Gérnikiewicz, Pawel Sachadyn

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydziat Chemiczny Politechniki Gdanskiej

Metylacja DNA jest epigenetycznym mechanizmem regulacji eks-
presji gendw, ktory u ssakéw polega na przylaczeniu grupy metylo-
wej w pozycji 5 pierécienia cytozyny, przede wszystkim w obrebie
dinukleotydéw CpG, przez metylotransferazy DNA. Zazwyczaj
metylacja DNA sekwencji regulatorowych, takich jak promotory
czy wzmacniacze transkrypcji, skutkuje wyciszeniem transkrypcji
regulowanych przez nie genéw. Utworzenie i utrzymanie prawi-
dfowego wzoru metylacji DNA w obrebie genomu jest konieczne
dla prawidlowego dziatania komorki i pozwala na specjalizacje
komoérek w tkanki pelnigce odmienne funkcje. Zaburzenia pra-
widlowego wzoru i poziomu metylacji DNA, takich jak globalny
spadek metylacji DNA, skutkuje aktywacja onkogendw i transpo-
zono6w, co prowadzi do zmniejszenia stabilnosci genomu i roz-
woju choréb nowotworowych. Wskazuje to na potrzebe szybkiej

jolantakaminska6@gmail.com

ilatwej metody do oznaczania globalnego poziomu metylacji DNA
w celach diagnostycznych, np. ryzyka zapadalnosci na choroby,
prognozy leczenia; lub badawczych, ocena aktywno$ci zwigzkow
o aktywnosci inhibitoréw metylotransferaz DNA.

Globalny poziom metylacji DNA moze by¢ oszacowany na
podstawie metylacji DNA regionéw repetytywnych, takich jak
dlugie rozproszone elementy jadrowe (ang. LINE, Long Intersper-
sed Nuclear Elements) L1, ktére u cztowieka i myszy stanowig
okolo 18% genomu, lub krétkie rozproszone elementy jadrowe
(ang. SINE, Short Interspersed Nuclear Elements) Alu u ludzi i Bl
u myszy, ktore stanowig odpowiednio okoto 11% i 3% genomu.
Proponujemy metode oparta na trawieniu genomowego DNA za
pomocg zaleznych lub wrazliwych na metylacje DNA enzymoéw
restrykcyjnych oraz nastepujacg po nim ilosciowg reakcje PCR.

II-P 2

BAKTERYJNE TOPOIZOMERAZY TYPU IIA JAKO MOLEKULARNY CEL
DZIALANIA HYBRYDY 1,2,4-TRIAZOLU Z CIPROFLOKSACYNA

Aleksandra Strzelczyk', Tomasz Plech?, Barbara Kapron?, Pawet Staczek'

1 Zaktad Genetyki Drobnoustrojéw, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £.6dzki
*Katedra i Zaklad Chemii Organicznej, Wydzial Farmacji, Uniwersytet Medyczny w Lublinie

Obecnie obserwuje si¢ ciagly wzrost wskaznikéw zachorowal-
nosci i $miertelno$ci wywolanych przez szczepy patogenne oporne
na dotychczas stosowane zwiazki przeciwbakteryjne. Swiatowa
Organizacja Zdrowia uznala problem lekoopornosci drobno-
ustrojow za jedno z trzech najwigkszych zagrozen dla zdrowia
publicznego na calym $wiecie Nalezy jednak pamietaé, ze pro-
blem nabywania lekoopornosci przez bakterie nie jest zwigzany
jedynie ze zwiekszeniem $miertelnosci na skutek zachorowania na
okreslona chorobe infekcyjng, ale stanowi takze ogromny problem
dla szeroko pojetej wspolczesnej medycyny. Wielolekooporne
szczepy, przy jednoczesnym braku nowych, efektywnych zwiaz-
kéw antybakteryjnych, moga sta¢ sie realnym zagrozeniem dla tak
obecnie rutynowych dziatart medycznych jak zabiegi chirurgiczne,
transplantacje, chemioterapia przeciwnowotworowa czy opieka
neonatologiczna. Jednoczeénie, pomimo ciagltego wzrostu liczby
izolowanych szczepéw opornych na wiekszo$¢ obecnie stosowa-
nych antybiotykéw, od kilkunastu lat obserwuje sie zdecydowany
spadek wprowadzanych do leczenia nowych zwiazkéw przeciw-
bakteryjnych. Dlatego niezmiernie istotne jest ciagle poszukiwanie
nowych, alternatywnych lekow.

Topoizomerazy typu IIA stanowia atrakcyjny cel molekularny
dla opracowania nowych lekoéw przeciwbakteryjnych. Enzymy te,
zaangazowane s3 w tak istotne procesy jak: replikacja, transkryp-

aleksandra.strzelczyk@biol.uni.lodz.pl

cja, segregacja chromosomu czy rekombinacja, a zahamowanie ich
funkcji prowadzi do $mierci komorki bakteryjnej. Badane przez
nas zwiazki stanowiace hybrydy ciprofloksacyny z pochodnymi
1,2,4-triazolu wykazuja silne dziatanie przeciwbakteryjne, w kilku
przypadkach przewyzszajace aktywno$¢ samej ciprofloksacyny.
Wykazano réwniez, zahamowanie aktywnosci gyrazy do wprowa-
dzania negatywnych superskretow do czasteczki DNA i zdolnosci
topoizomerazy IV do usuwania katenatéw powstatych po replika-
¢ji. Badane pochodne wykazuja rowniez silng aktywno$¢ hamu-
jaca zdolno$¢ topoizomerazy IV z Escherichia coli, jak i Staphylo-
coccus aureus do relaksacji skreconej czasteczki DNA. Ponadto,
zaobserwowano, ze niektére pochodne ciprofloksacyny dziataja
jako inhibitory podjednostki GyrB/ParE ograniczajac hydrolize
ATP przez topoizomerazy typu IIA. Wyzsza aktywno$¢ przeciw-
bakteryjna wybranych pochodnych w poréwnaniu z ciprofloksa-
cyna, niska cytotoksyczno$¢ oraz wielokierunkowe hamowanie
funkgji bakteryjnych topoizomeraz sprawiaja, ze hybrydy cipro-
floksacyny z pochodnymi 1,2,4-triazolu moga sta¢ sie w przysz-
tosci skuteczng alternatywa w leczeniu infekeji wywolanych przez
szczepy wielolekooporne.

Badania zostaly sfinansowane ze srodkow Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego przyznanych w ramach grantu Iuventus Plus
Nr1P2014 037473.
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ZASTOSOWANIE BIODEGRADOWALNYCH OPATRUNKOW (MIKROMATERIALOW BIALKOWYCH
ZWIAZANYCH Z KERATYNA) W TRUDNO GOJACYCH SIE RANACH CUKRZYCOWYCH

Adriana Muchowska', Piotr Lipinski', Joanna Matalinska', Krzysztof Rozycki’,

Aleksandra Misicka!, Piotr Kosson"?

! Zaklad Neuropeptyddéw, Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN

Jednym z wielu probleméw cywilizacyjnych jest leczenie trudno
gojacych sie ran, np. ran cukrzycowych, a jak wiadomo liczba
zachorowan na cukrzyce wzrasta z roku na rok.

Celem pracy bylo zaprojektowanie i zbadanie przydatnosci
biodegradowalnych opatrunkéw opartych na keratynie. Keratyna
stanowi interesujacy surowiec, gdyz jest fatwo dostepna i charakte-
ryzuje sie zdolnoécia do samoorganizacji, ma réwniez pozytywny
wplyw na proliferacje komorek, jest biokompatybilna i biodegra-
dowalna. Modelem badawczym, byly szczury z wyindukowana
cukrzyca, u ktérych na grzbiecie wytworzono dwie rany oparze-
niowe (kontrolng i badang). Surowcem wyjsciowym dla opatrun-
kéw byla welna z alpaki, poddana procesom obrobki enzymatycz-
nej i dodatkowo inkrustowana zwiazkami wykazujacymi dziatanie
biologiczne: zwigzkiem przeciwbolowym (bifaling), zwigzkami
przeciwbakteryjnymi (D76 i P71) oraz zwigzkiem o dzialaniu
przeciwbolowym, jak réwniez stymulujacym proliferacje fibrobla-
stow (AA-3020). Na rane nakladano biodegradowalny opatrunek
w jednej z przytoczonych postaci: zasypki, zasypki inkrustowa-

2Srodowiskowe Laboratorium Badan Toksykologicznych CePT
3Srodowiskowe Laboratorium Syntezy Chemicznej CePT

amuchowska@imdik.pan.pl

nej zwiazkiem, zasypki i masci inkrustowanej zwiagzkiem (terapia
skojarzona), masci inkrustowanej zwiazkiem i masci komercyjnej.
Gojenie si¢ ran pod wptywem biodegradowalnych opatrunkéw
poréwnywano do gojenia sie ran kontrolnych (bez zastosowania
opatrunku lub z zastosowaniem masci komercyjnej Iruxol°mono).
Proces gojenia sie rany zostal oceniony na podstawie szybkosci
zarastania rany, wygladu makroskopowego i mikroskopowego
(barwienia hemotaksyling i eozyna, tréjbarwnego wg Massona).

Z przeprowadzonych badan wynika, ze biodegradowalne
opatrunki keratynowe wzbogacone dodatkowo w badane zwiazki
(bifaling, D76, P71, AA-3020) moga wspomagaé angiogeneze,
regeneracje wlokien kolagenowych i naskérkowanie.

Na posterze zostang pokazane szczegétowe wyniki procesu
gojenia si¢ ran w zaleznosci od czasu i stosowanego opatrunku.

Podzigkowania. Prof. Andrzejowi W. Lipkowskiemu inicjatorowi

projektu , Zastosowanie opatrunkéw biodegradowalnych w leczeniu
trudno gojgcych sig ran’.

I-P 4

WPLYW KINAZY AMPK NA REGULACJE CYTOSZKIELETU KOMOREK PODOCYTARNYCH
I PRZEPUSZCZALNOSC BARIERY FILTRACYJNEJ W HIPERGLIKEMII

Agnieszka Piwkowska, Maria Szrejder, Patrycja Rachubik, Stefan Angielski, Dorota Rogacka

Zespol Kliniczno-Badawczy Molekularnej i Komérkowej Nefrologii, Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN

Kluczowym elementem klebuszkowej bariery filtracyjnej sa podo-
cyty, ktore posiadaja w swoich wypustkach stopowatych rozbu-
dowany cytoszkielet aktynowy. Wypustki stopowate sgsiednich
podocytow tworza strukture blony szczelinowej. Do dzisiaj nie sg
znane mechanizmy oraz bialka przenoszace sygnal z kompleksu
bialek szczelinowych i regulujace dynamike zmian cytoszkieletu
aktynowego. Wiadomo, ze istotng role w regulacji przepuszczal-
nosci bariery filtracyjnej odgrywaja jony wapnia. Wykazano, ze
nadekspresja kanatu wapniowego TRPC6 w podocytach prowa-
dzi do dezorganizacji F-aktyny, zniszczenia wyrostkow stopowa-
tych i zwiekszonej filtracji klebuszkowej. W cukrzycy przewlekta
hiperglikemia zaburza homeostaze energetyczna, ktdrej gtéwnym
czujnikiem jest aktywowana przez AMP kinaza biatkowa (AMPK).
W niniejszych badaniach zbadano zalezno$¢ pomiedzy AMPK
i TRPC6 oraz wptyw AMPK na biatka cytoszkieletu aktynowego
w komorkach podocytarnych.

Doswiadczenia przeprowadzono na hodowli pierwotnej szczu-
rzych podocytow w obecnosci aktywatora (metformina) lub inhibi-
tora (zwigzek C) AMPK w $rodowisku z wysokim (HG 30 mM) lub
standardowym (SG 11,1 mM) stezeniem glukozy. W podocytach
byla oceniana przepuszczalnos¢ dla albuminy znakowanej fluo-

apiwkowska@imdik.pan.pl

resceing przez monowarstwe podocytow, a takze ilosci i wewnatrz-
komorkowa lokalizacja (Western blot, immunofluorescencja) oraz
genowa ekspresja (RT-PCR) badanych bialek.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze HG zwigk-
sza ilo$¢ kanalu wapniowego TRPC6 o 37% (z 0,603+0,44 do
0,829+0,078, n=6, P<0,05), powoduje spadek fosforylacji AMPK
076% (2 0,238+0,011 do 0,182 n=6, P<0,05) i zmniejszenie ilosci
nefryny (z 0, 686 +0,058 do 0,586 +0,053, n=6). W HG, w obecnosci
metforminy obserwuje si¢ przywrocenie iloéci bialek i fosforylacji
AMPK do poziomu wartosci jakie obserwujemy w SG. W wyniku
przeprowadzonej analizy immunofluorescencyjnej zaobserwowano
zmiany w wewnatrzkomorkowej lokalizacji bialek cytoszkieletu
aktynowego (cofilina, aktyna). Wykazali§my réwniez, ze aktywa-
cja kinazy AMPK przez metformine skutkuje zmniejszeniem prze-
puszczalnosci dla albumin przez warstwe podocytéw w komorkach
eksponowanych na NG i HG, natomiast inhibitor AMPK powoduje
bardzo duzy wzrost przepuszczalnosci w tych warunkach.

W zwiazku z powyzszym, otrzymane wyniki badait moga wska-
zywac na udzial AMPK w zaleznej od wapnia regulacji dynamiki
cytoszkieletu aktynowego podocytéw, a tym samym regulowa¢
przepuszczalno$¢ bariery filtracyjne;j.
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II-P 5

AKTYWNOSC MIKROBIOLOGICZNA PEPTYDOWYCH
I AMINOKWASOWYCH ANALOGOW KWASU MYKOFENOLOWEGO

Agnieszka Siebert', Magdalena Wysocka?, Grzegorz Cholewinski',

Beata Krawczyk?, Janusz Rachon'

! Katedra Chemii Organicznej Politechnika Gdanska

?Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Politechnika Gdanska

Kwas mykofenolowy (MPA) wykazuje wlasciwosci przeciwbak-
teryjne, przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe, immunosupresyjne
a takze przeciwnowotworowe. Jest niekompetencyjnym i odwra-
calnym inhibitorem (dehydrogenazy inozyno-5’-monofosforanu)
IMPDH [1, 2]. Dotychczas stosowane klinicznie sg dwie pochodne
MPA: mykofenolan mofetylu (Cell Cept) oraz mykofenolan sodu
(Myfortic) jako leki immunosupresyjne. Otrzymaliémy nowe ami-
nokwasowe i peptydowe analogi kwasu mykofenolowego, ktére
zostaly scharakteryzowane za pomoca technik '"H NMR, *C NMR
i MS. Zwigzki oceniono pod wzgledem ich aktywno$ci przeciw-
drobnoustrojowej in vitro wobec Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 (ESBL), Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeru-
ginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300,

agnieszka.glowackal5@gmail.com

Staphylococcus aureus MSSA ATCC 25923, a takze dwoch szcze-
péw klinicznych: K. pneumoniae ESBL i Staphylococcus aureus
MSSA. Kilka z nowo otrzymanych pochodnych charakteryzuje
si¢ nizsza wartoscig (minimalne stgzenie hamujace wzrost dro-
bnoustrojow) MIC anizeli zwigzki referencyjne (kanamycyna,
ampicylina, MPA).

1. Iwaszkiewicz-Grzes D., Cholewinski G., Kot-Wasik A., Trzon-
kowski P., Dzierzbicka K.: Synthesis and biological activity of
mycophenolic acid-amino acid derivatives. Eur. J. Med. Chem.
69, 863-871 (2013)

2. Golab J., Jakoébisiak M., Lasek W., Stoklosa T.: Immunologia,
PWN, Warszawa, 2011

I-P 6

ANALIZA AKTYWNOSCI ANTYGRZYBICZEJ] WYBRANYCH POCHODNYCH

TIOSEMIKARBAZYDU WOBEC DERMATOFITOW

Anita Ciesielska, Aleksandra Strzelczyk, Ewelina Lechowicz, Pawel Staczek

Zaktad Genetyki Drobnoustrojow, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £.6dzki

Dermatofity sa grzybami keratynofilnymi i keratynolitycznymi,
odpowiedzialnymi za powierzchniowe mikozy skory i jej wytwo-
réw. W obrebie dermatofitéw wyrdznia si¢ trzy rodzaje: Tricho-
phyton, Microsporum i Epidermophyton. Patogenne dla czlowieka
i zwierzat gatunki dermatofitéw naleza do wszystkich trzech
rodzajéw i grup ekologicznych. Infekcje dermatofitowe stanowia
powazny problem dermatologiczny i epidemiologiczny. Wspol
czesne warunki zycia, zwigkszaja prawdopodobienstwo wysta-
pienia czynnikdw, sprzyjajacych rozwojowi tego typu infekeji. Na
przestrzeni lat obserwuje si¢ wzrost czestosci zakazen grzybiczych,
w tym dermatofitoz. Dotycza one zaréwno okreslonych grup wie-
kowych, ktore cechuje szczegdlna podatno$¢ na zakazenie (dzieci,
osoby starsze), ale takze spolecznych czy zawodowych. Dlatego
zakazenia skdrne wywolane przez dermatofity okresla si¢ obecnie
mianem choréb cywilizacyjnych, ktére stanowia wazny problem
zdrowia publicznego.

Wraz ze wzrostem uzycia srodkéw przeciwgrzybiczych, m.in.
azoli, do leczenia dermatofitoz, realnym zagrozeniem staje si¢ roz-
woj lekoopornosci, podobnie jak to miato miejsce w przypadku

anita.ciesielska@biol.uni.lodz.pl

innych patogennych grzybéw. Ponadto, stosowane obecnie leki
doustne, m.in. terbinafina czy itrakonazol moga wywotywac silne
skutki uboczne, natomiast $rodki stosowane powierzchniowo, np.
amorolfina czy cyklopiroks, dzialaja z niska skutecznoscig. Dla-
tego tez istnieje konieczno$¢ poszukiwania nowych zwigzkdow,
wykazujacych silng aktywnos¢ w stosunku do tej grupy grzybow.
Tiosemikarbazyd to pochodne hydrazyny o malej masie czastecz-
kowej (<400). Liczne badania wykazaly, ze wprowadzenie réznych
podstawnikéw skutkuje powstaniem pochodnych wykazujacych
wysoka aktywnos¢ w zwalczaniu patogendéw bakteryjnych jak
réwniez wobec chorobotwérczych grzybow z rodzaju Candida,
czesto osiagajacych wyzsza skuteczno$¢ niz antybiotyki powszech-
nie stosowane w terapii. Istniejg wiec przestanki do przypuszczen,
ze zwigzKki te beda rowniez zdolne do zaburzania wzrostu derma-
tofitow, stwarzajac w przyszlo$ci mozliwo$¢ opracowania skutecz-
nych lekéw do terapii zakazen dermatofitowych.

Badania zostaly sfinansowane ze srodkéw Narodowego Centrum
Nauki przyznanych w ramach grantu OPUS 7/NZ7 (2014/13/B/
NZ7/02307).
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LINIE KOMORKOWE O PODWYZSZONE] EKSPRESJI ENZYMOW METABOLICZNYCH,
JAKO NOWE NARZEDZIE DO BADANIA ZMIAN AKTYWNOSCI KATALITYCZNE]

ENZYMOW P450 3A4 ORAZ UGT1A10

Anna Bejrowska, Monika Pawlowska, Zofia Mazerska

Katedra Technologii Lekow i Biochemii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdanska

Waznym etapem podczas badan przedklinicznych nowych lekow
jest okreslenie, jakim przemianom podlegaja one po wniknigciu
do organizmu. Istotne jest rowniez przewidywanie i zmniejszenie
efektéw ubocznych indukowanych przez chemoterapeutyk oraz
okreslenie jak zwiazek, badz jego metabolit wplywa na biotrans-
formacje innych substratow. Jest to szczegdlnie wazne w przypadku
chemoterapii, w ktorych stosuje sie terapie kombinowane - pacjen-
tom podaje si¢ wiecej niz jedna substancje aktywna. Wowczas
interakcjom podlega¢ moga nie tylko zwiazki wyjsciowe, ale row-
niez ich metabolity. Obie grupy moga powodowac inhibicje badz
indukcje przemian innych lekéw, co moze doprowadzi¢ do zmiany
wiasciwosci farmakokinetycznych lekéw podawanych w terapii.

Okreslenie zdolnosci nowych zwiazkéw aktywnych, w tym
pochodnych akrydonu - C-1305 oraz C-1311, do aktywacji badz
inhibicji wybranych enzyméw metabolicznych nalezy poznaé
zaréwno w warunkach bezkomoérkowych, jak i w miejscu dzia-
tania zwiazkéw, czyli w komoérkach. Stosowanie natywnych linii
komérkowych ma jednak wiele ograniczen, w tym obnizenie fizjo-

annbej@gmail.com

logicznej aktywnosci enzymoéw oraz mozliwo$¢ odréznicowania
si¢ komorek podczas prowadzenia hodowli. Wazny jest zatem
dobdr odpowiednich modeli, by we wlasciwy sposdb okresli¢
sposob dziatania zwigzkdow.

Nasz zespot podjal probe utworzenia nowych modeli do badan
modulacji aktywnos$ci enzyméw metabolicznych przez leki, sub-
klonéw linii komérkowych nowotworéw jelita grubego HCT-116-
CYP3A4 oraz piersi MCF-7-UGT1A10. Komorki te wykazuja sta-
bilng, podwyzszong ekspresj¢ gendw kodujacych enzymy metabo-
liczne, odpowiednio cytochromu P450 3A4 oraz UGT1A10. Nowe
modele mogg sprosta¢ zapotrzebowaniu na dogodny i miarodajny
ukfad badania aktywno$ci wybranych enzyméw metabolizuja-
cych. Wyniki uzyskane dla przeciwnowotworowych pochodnych
akrydonu, C-1305 oraz C-1311, wobec nowych modeli sugeruja
znaczny wplyw zwigzkéw na metabolizm komoérkowy w tych
liniach. Moze to postuzy¢ okresleniu efektéw interakeji lek-lek
w przyszlych, potencjalnych terapiach, pozwalajac w konsekwencji
na planowanie bardziej efektywnych terapii.

II-P 8

HUMAN BETA DEFENSIN GENES VARIABILITY AS A RISK FACTOR
FOR DENTAL (CARIES), PERIODONTAL (PERIODONTITIS)
AND ORAL MUCOSA (RECURRENT APHTOUS STOMATITIS) PATHOLOGY

Marta Daszkowska! 2, Robert Zasadzifiski® 2, Zuzanna Slebioda3, Elzbieta Szponar?,
Barbara Dorocka-Bobkowska®, Maria A.Bobowicz?, Anna Kowalska'

!Institute of Human Genetics, Polish Academy of Sciences, Poznar;

2Dept. of Genetics, Faculty of Biology, Adam Mickiwicz University, Poznan;
*Dept. of Oral Mucosa Diseases, University of Medical Sciences, Poznan

The oral cavity is constantly exposed to various pathogenic micro-
organisms. The important element of innate, non-specific immu-
nity, which allows maintaining the oral homeostasis are defensins
— very active, small proteins with antimicrobial properties. Their
various expression occurs either constantly, or after stimula-
tion with bacterial LPS and inflammatory mediators. Defensins
manifest several immuno modulating properties: they stimulate
immune system by increasing chemotactic activity of monocytes
and T lymphocytes and they induce IL-8 production. The role
of defensins in pathologic conditions of the oral cavity raises
large interest, but so far it remains not clearly defined and under-
stood. Due to their multi directional antimicrobial and immuno
modulating properties, defensins could potentially be used in
treatment of infectious and inflammatory disorders. Clinical
research on developing of drugs containing defensins and other
microbial peptides or modulating their expression has already
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been started worldwide. It was suggested the use of p-defensin-
based agents in a treatment of ulcerative oral conditions, includ-
ing RAS (recurrent aphtous stomatitis), pemphigoid, pemphigus
and ulcerative stomatitis. Modification of defensins gene expres-
sion may also influence the risk of malignant transformation in
pre-cancerous lesions.

Over 30 human P Defensin genes have been identified so far.
Most studies have been focused on the hBD1, -2, 3 and -4. In our
presentation we will summarize all known SNPs in the hBD1-4
genes which were considered as genetic risk factors responsible
for individual differences in protein expression, thus predisposing
to a development of oral cavity diseases: caries, periodontal disease
and RAS. We will show also a preliminary date from our study on
a genetic assciotion between two DNA polymorphisms within the
5'UTR region of the hBD1 gene (20 G/A, rs11362 and -44 C/G,
1800972) and RAS in a cohort of Polish patients.
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LINIA KOMORKOWA LUDZKIEGO RAKA JELITA HT29 JAKO MODEL
DO BADAN MODULACJI AKTYWNOSCI UDP-GLUKURONYLOTRANSFERAZ
NA PRZYKLADZIE POCHODNE] 1-NITROAKRYDYNY C-1748

Anna Mrdz, Zofia Mazerska

Katedra Technologii Lekoéw i Biochemii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdanska

Badanie zdolnosci potencjalnych chemoterapeutykéw przeciwno-
wotworowych do inhibicji aktywno$éci enzymdéw metabolizujacych
leki jest niezwykle waznym aspektem badan przedklinicznych.
Pozwala to na ocen¢ ryzyka wystapienia dzialan niepozadanych
wynikajacych z oddziatywan pomiedzy lekami w terapiach wielo-
lekowych. Obok cytochroméw P450, na szczegdlng uwage w tym
aspekcie zastuguja UDP-glukuronylotrasferazy (UGT), enzymy
II fazy metabolizmu, ktére uczestniczag w detoksyfikacji 10%
najczesciej przepisywanych lekéw [1]. Rosngca liczba doniesien
na temat interakcji pomiedzy lekami, a takze pomiedzy lekami
i sktadnikami ziét lub substancjami endogennymi wynikajacymi
z modulacji UGT wskazuje na duze znaczenie tego typu badan dla
przewidywania konicowego efektu terapii [2, 3, 4].

Jako zrodlo enzyméw do badan wplywu zwigzkéw na aktyw-
noé¢ katalityczng UGT najczeéciej stosowane sg ludzkie enzymy
rekombinantowe, ludzkie mikrosomy watrobowe oraz hepatocyty
[5]. Jednakze, aby uzyskal pelniejszy obraz wplywu badanych
zwigzkow na enzymy metabolizujace leki uzasadnione jest stoso-
wanie komdrek nowotworowych, bedacych miejscem docelowego
dziatania chemoterapeutykéw przeciwnowotworowych. Dlatego
zaproponowaliémy homogenat otrzymany z linii komdrkowe;j
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ludzkiego raka jelita jako model do badan wptywu potencjalnych
lekéw przeciwnowotworowych na aktywno$¢ UGT. O przydat-
noéci tej linii do badan zdecydowat wysoki poziom ekspresji oraz
aktywnoéci izoenzyméw UGT [6].

Celem niniejszych badan bylo okreslenie zdolnoéci do inhi-
bicji UGT obecnych w homogenacie komoérekHT29 przez prze-
ciwnowotworowa pochodng 1-nitroakrydyny, C-1748 otrzymana
w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii. Uzyskane wyniki
wskazuja na potencjat zwigzku C-1748 do wywolania inhibicji
UGT. Zastosowany model - homogenat komérek HT29 okazal
sie przydatny w badaniach zdolnosci zwiazkéw przeciwnowotwo-
rowych do modulacji aktywnosci katalitycznej UGT. Zapropono-
wany schemat badan znajdzie zastosowanie w przewidywaniu
interakcji pomigdzy lekami w terapiach wielolekowych co utatwi
proces planowania efektywnych schematéw leczenia.

1. Guengerich PE, Chem. Res. Toxicol., 21, 70-83 (2008)

. Zhang D. i in., Drug. Metab. Dispos., 33, 1729-1739 (2005)
. Zhang Q. i in., Phytother. Res., 30, 25-30 (2016)

. Miners J.O. i in., Biochem. Pharmacol., 129, 85-95 (2017)

. Miners J.O. i in., Drug Metab. Rev., 42, 196-208 (2010)

. Cummings J. i in., Cancer Res., 63, 8443-8450 (2003)
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METFORMINA AKTYWUJE SIRT1 I AMPK W PODOCYTACH Z WYINDUKOWANA
WYSOKIM STEZENIEM GLUKOZY INSULINOOPORNOSCIA

Dorota Rogacka, Irena Audzeyenka, Stefan Angielski, Agnieszka Piwkowska

Zespot Kliniczno-Badawczy Molekularnej i Komorkowej Nefrologii, Instytut Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN

Za szczelno$¢ bariery filtracyjnej klebuszka nerkowego odpowia-
daja wyspecjalizowane komdrki podocytarne, stanowigce najbar-
dziej wrazliwy na uszkodzenia element klebuszka. Utrata podo-
cytow jest wezesnym objawem rozwoju nefropatii cukrzycowej.
Podocyty funkcjonuja w gtéwnej mierze w oparciu o przemiany
glukozy. W ostatnich latach wykazano, ze s3 to komérki wrazliwe
na dzialanie insuliny, jednak po ekspozycji na wysokie stezenie
glukozy w podocytach dochodzi do indukgji insulinoopornosci.
Istotna role w regulacji wrazliwoéci na insuling pelnia enzymy
zaangazowane w metabolizm glukozy, takie jak kinaza bialkowa
AMPK i deacetylaza SIRT1. Nasze ostatnie badania wykazaly,
ze w warunkach hiperglikemicznych w podocytach zmniejsza
sie ilo§¢ bialka i aktywnos¢ SIRT1, co prowadzi do zmniejszenia
stopnia fosforylacji AMPK i zniesienia stymulujacego dzialania
insuliny na dokomérkowy transport glukozy. Obecne badania
mialy na celu zbadanie zdolnosci metforminy (MTF) do przy-
wrocenia wrazliwosci podocytéw na insuling poprzez regulacje
aktywnosci SIRT1 i AMPK. Badania prowadzono na podocytach
szczurzych, hodowanych w obecno$ci standardowego (11.1 mM,
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SG) lub wysokiego (30 mM, HG) stezenia glukozy. Wrazliwo$¢
na insuling oceniano badajac insulinozalezny transport glukozy
metoda izotopowa. Wyciszano ekspresje genéw kodujacych SIRT1
lub podjednostki katalityczne AMPK (al lub a2) za pomoca odpo-
wiednich siRNA. Aktywnos$¢ SIRT1 badano metoda spektroflu-
orymetryczna, a stopien fosforylacji AMPK metoda Western blot.

Wykazano, ze MTF aktywuje SIRT1 oraz AMPK i zwi¢ksza
transport glukozy do insulinoopornych podocytéw. Zmniej-
szony w HG poziom biatka SIRT1 pod wptywem MTF wzrastal
0 37%, a aktywnos¢ enzymu o 47%. Podobnie zmniejszony w HG
stopien fosforylacji AMPK wzrastal o 74% w obecnoéci MTE.
Wyciszenie ekspresji SIRT1 lub AMPK al/a2 znosilo stymulujacy
efekt insuliny na transport glukozy, podobnie jak w komoérkach
eksponowanych na HG, natomiast w obecnosci MTF transport
glukozy wzrastat o 50, 30% i 39% odpowiednio dla siRNA SIRT],
AMPKal i AMPKa2.

Oprocz aktywacji AMPK, korzystne dzialanie MTF moze
wynikac ze wzrostu ilosci i aktywnosci SIRT1 w podocytach z wyin-
dukowana wysokim stezeniem glukozy insulinoopornoscia.
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I-P 11
MEGASELIA SCALARIS (DIPTERA, PHORIDAE)

- GATUNEK LABORATORYJNY PRZYDATNY W POSZUKIWANIU
NOWYCH PEPTYDOW ANTYBAKTERYJNYCH (AMP)

Ewa Durska', Radostaw Stachowiak?, Magdalena Bednarek? Piotr Sterna'

'Muzeum i Instytut Zoologii, PAN, Wilcza 64, 00-679 Warszawa, Polska
?Zaktad Mikrobiologii Stosowanej, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMP) charakteryzuja sie dzia-
taniem przeciwbakteryjnym, przeciwwirusowym, przeciwgrzy-
bicznym, przeciwpasozytniczym, a takze przeciwnowotworowym.
AMP sterujg odpowiedzig uktadu odpornosciowego oraz wptywaja
na proces gojenia si¢ ran. Wyjatkowa odpornos¢ Megaselia scala-
ris na ekstremalne warunki §rodowiskowe, zwlaszcza w wysokich
temperaturach (grupa bialek chaperonowych - przezywalno$é
powyzej 40), jak rowniez wyniki badan wstepnych sugeruja, ze
aktywne peptydy, poszukiwane przez nas w hemolimfie larw, cha-
rakteryzuja si¢ bardzo silnym dziataniem przeciwbakteryjnym.
Nasze badania obejmowaly szereg eksperymentéw opartych
na ocenie (pomiarach) dzialania hemolimfy, wyekstrahowanej
z zywych larw M. scalaris w warunkach stresowych (wysoka tem-
peratura, naklucie, immunizacja) i zastosowanej przeciwko bakte-
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riom Gram-ujemnym i Gram-dodatnim. Grupg kontrolng stano-
wily larwy M. scalaris, ktére nie zostaly poddane dziataniom stresu
(temperatura pokojowa, larwy nie naklute i nie immunizowane).

Nalezy podkresli¢, ze od ponad pigtnastu lat nie zostaty zare-
jestrowane zadne nowe antybiotyki, natomiast wérdd pacjentéw
wzrosta liczba przypadkow $miertelnych, wywotanych m.in. bra-
kiem skutecznoéci w leczeniu sepsy, ktéra powoduje oporna na
antybiotyki paleczka ropy blekitnej — Pseudomonas aeruginosa.

Obiecujace wyniki badan, dotyczace ekspresji genéw bialek
szoku cieplnego (hsps) oraz wstepne badania nad hemolimfy
zywych larw M. scalaris wskazuja, iz zawarte w hemolimfie aktywne
peptydy (AMP) moga stanowi¢ Zrédlo nowych lekéw przeciw-
drobnoustrojowych, takze do zwalczania wyjatkowo opornej na
antybiotyki paleczki ropy blekitnej — P. aeruginosa.

I-P 12

KONSTRUKCJA REKOMBINANTOWYCH DROZDZY

DEBARYOMYCES MACQUARIENSIS D50

Ewelina Krajewska, Monika Wicka-Grochocka, Natalia Filipowicz, Agata Terebieniec,

Marta Wanarska, Hubert Cie$linski

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Politechnika Gdanska

Wozrost zapotrzebowania na biatka wykazujace aktywno$¢ w niskiej
temperaturze pociaga za soba konieczno$¢ opracowywania tech-
nologii umozliwiajacych ich wydajng produkcje i oczyszczanie.
Pomimo faktu, iz do obecnej chwili opracowano wiele ukladow
ekspresyjnych umozliwiajacych ekspresje heterologicznych genéw,
s one oparte gléwnie o komoérki mezofilnych lub termotoleran-
cyjnych bakterii i drozdzy. W zwigzku z wysoka termolabilno$cig
bialek aktywnych w niskich temperaturach, systemy te nie sa opty-
malne dla ich wydajnej produkgji z uwagi na to, ze temperatura
wzrostu tych mikroorganizméw jest réwna lub wyzsza niz 30°C.
Ukfad ekspresji oparty na psychotolerancyjnym drozdzowym
gospodarzu ekspresyjnym jest potencjalnie najlepszym systemem
dla wydajnej produkeji enzyméw pochodzacych z organizméw
zimnolubnych. Drozdze tacza zalety prokariotycznych i eukario-
tycznych systemow ekspresji poniewaz umozliwiaja szybki przyrost
biomasy oraz sekrecje biatek na zewnatrz komorek, dzieki czemu
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otrzymuje si¢ wstepnie oczyszczony preparat. Ponadto, drozdze
jako komorki eukariotyczne sa zdolne do przeprowadzania mody-
fikacji potranslacyjnych, a co za tym idzie pozwalaja na otrzymanie
prawidlowo sfaldowanych biatlek.

W ramach pracy nad nowa platforma do produkgji bialek
w psychrotolerancyjnym gospodarzu drozdzowym przeprowa-
dzono transformacje komorek wyselekcjonowanego wcze$niej
gospodarza ekspresyjnego Debaryomyces macquariensis D50
serig wektorow ekspresyjnych. Wszystkie skonstruowane wek-
tory zawieraly sekwencje umozliwiajace rekombinacje z genomem
wybranego gospodarza drozdzowego. Ponadto, w celu przetesto-
wania funkcjonalnosci nowego drozdzowego systemu ekspresji,
skonstruowano réwniez plazmidy rekombinantowe zawierajace
geny kodujace p-galaktozydazy aktywne w niskiej temperaturze,
umozliwiajace produkcje tych biatek w drozdzach Pichia pastoris
oraz Debaryomyces macquariensis D50.
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OCENA AKTYWNOSCI IMMUNOGENNE] I OCHRONNE]
REKOMBINOWANYCH BIALEK FUZYJNYCH TOXOPLASMA GONDII

Justyna Gatkowska', Katarzyna Dzitko', Bartlomiej Ferra?, Lucyna Holec-Gasior?,
Malwina Kawka', Henryka Dtugonska', Bozena Dziadek'
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*Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydziat Chemiczny, Politechnika Gdanska

Toxoplazmoza wywolywana przez bezwzglednego wewnatrzko-
morkowego pasozytniczego pierwotniaka Toxoplasma gondii jest,
obok kampylobakteriozy czy salmonellozy, jedna z najbardziej
rozpowszechnionych, przenoszonych droga pokarmowa choréb
na $wiecie. Zarazenie T. gondii moze stanowi¢ nie tylko powazne
zagrozenie zdrowia i zycia osobnikéw z oslabionym (np. osoby
leczone immunosupresorami, pacjenci z AIDS) lub niewyksztat-
conym (plody) uktadem odporno$ciowym, ale takze kazdego roku
powoduje istotne straty gospodarcze zwigzane z inwazja zwierzat
hodowlanych. Pomimo wielu lat intensywnych badan nadal nie
opracowano skutecznej i bezpiecznej immunoprofilaktyki tej
parazytozy. Jedng z najnowszych strategii zmierzajacych do kon-
strukeji szczepionki przeciw toksoplazmozie jest wykorzystanie
jako komponentu antygenowego biatek fuzyjnych zawierajacych
immunogenne fragmenty antygendw pierwotniaka pelnigcych klu-
czowa rol¢ w procesie inwazji i zasiedlania komoérki zywicielskiej.

Celem pracy bylo sprawdzenie immunogennej i ochronnej
aktywno$ci wybranych bialek fuzyjnych T. gondii jako poten-
cjalnych narzedzi immunoprofilaktycznych. Badane tri- i tetra-
-walentne rekombinowane biatka fuzyjne, zemulsyfikowane z nie-
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kompletnym adiuwantem Freunda (IFA), podawano podskérnie
myszom szczepu C3H/HeOuJ, a nastepnie oceniano wybrane para-
metry wzbudzanej poszczepiennej odpowiedzi immunologicznej
oraz sprawdzano wlasciwosci protekcyjne uzyskanej odpornosci
po wywotaniu u immunizowanych zwierzat do$wiadczalnej prze-
wlektej toksoplazmozy.

Uzyskane do tej pory wyniki wskazuja, Ze zaprojektowane
rekombinowane bialka fuzyjne charakteryzuja si¢ wysoka immu-
nogennos$cia warunkujaca wzbudzanie silnej swoistej odpowie-
dzi humoralnej i komdrkowej. Co wigcej, generowana odpornoéé
poszczepienna skutkuje znacznym oslabieniem intensywnosci
inwazji T. gondii przejawiajacej si¢ istotnym statystycznie spad-
kiem liczby cyst tkankowych u szczepionych osobnikéw. W chwili
obecnej prowadzone sa dalsze do$wiadczenia nad potencjalem
szczepionkowym kolejnych rekombinowanych bialek fuzyjnych,
a uzyskane wyniki dotyczace zaréwno wybranych parametréow
odpowiedzi immunologicznej, jak i aktywnosci protekcyjnej bada-
nych antygenéw zostang przedstawione na konferencji.

Praca jest finansowana z grantu Narodowego Centrum Nauki
(nr UMO-2015/17/B/NZ6/03480).

II-P 14

KONSTRUKCJA SYSTEMOW EKSPRESYJNYCH ESCHERICHIA COLI
DO PRODUKCJI TRIWALENTNYCH ANTYGENOW CHIMERYCZNYCH
TOXOPLASMA GONDII O POTENCJALNE] UZYTECZNOSCI DIAGNOSTYCZNE]

Karolina Blaszkowska, Barttomiej Ferra, Lucyna Holec-Gasior

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdanska

Toxoplasma gondii to wewnatrzkomoérkowy pasozyt, ktory posiada
zdolno$¢ do inwazji szerokiego spektrum zwierzat statocieplnych,
w tym czlowieka. Szacuje si¢, Ze chroniczne zarazenie tym pier-
wotniakiem dotyczy okoto 1/3 §wiatowej populacji ludzi. Pomimo,
iz u zdrowych 0sdb przebiega ono zwykle bezobjawowo, to w nie-
ktérych przypadkach moze nies¢ ryzyko rozwiniecia si¢ choroby
o bardzo ciezkim przebiegu. Wczesne rozpoznanie i leczenie
zarazenia T. gondii ma szczegdlne znaczenie w przypadku kobiet
cigzarnych i 0s6b z obnizong odpornoscia.

Wspdlczesna diagnostyka toksoplazmozy opiera si¢ gléwnie
na testach serologicznych, ktorych specyficzno$¢ i czutoéé zalezy
m.in. od uzytych antygenéw. Komercyjnie dostepne zestawy diag-
nostyczne oparte s3 na poliwalentnym antygenie natywnym paso-
zyta, ktory posiada kilka niepozadanych wad, w tym ucigzliwo$¢
i kosztowno$¢ produkeji, co stymuluje potrzebe poszukiwania
innych narzedzi diagnostycznych. Wéréd nowych, potencjalnych
rozwigzan obiecujaca pozycje zajmuja antygeny rekombinantowe,
zwlaszcza poliwalentne antygeny chimeryczne. Tego typu prepa-
raty sg prostsze i tansze w produkcji niz antygeny natywne oraz
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umozliwiaja latwiejsza standaryzacje testow. W ramach badan,
stanowigcych kontynuacje wieloletniej pracy prowadzonej w Kate-
drze Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii PG, skonstruo-
wano systemy ekspresyjne E. coli do produkeji dwdch nowych,
triwalentnych antygenéw chimerycznych: SAG1-SAG2-GRA1
oraz SAG1-SAG2-GRA2. Fragmenty genéw kodujacych pojedyn-
cze bialka SAG1, SAG2, GRA1 i GRA2 zostaly ze sobg potaczone
w nastepujacych po sobie reakcjach PCR dzigki komplementarnym
3’15 koncom, a nastepnie klonowane do wektora ekspresyjnego.
W rezultacie otrzymano plazmidy rekombinantowe, ktére umoz-
liwity ekspresje genéw kodujacych fuzyjne biatka rekombinan-
towe z domenami typu His-Tag na obu koncach, pozwalajac na
otrzymanie miligramowych ilo$ci antygenéw chimerycznych, po
zastosowaniu jednoetapowego oczyszczania metodg chromato-
grafii metalopowinowactwa. Wstepna zdolno$¢ uzyskanych bia-
tek do oddzialywania ze swoistymi przeciwciatami anty-T. gondii
przebadano z wykorzystaniem metody Western blotting.

Praca jest finansowana z grantu Narodowego Centrum Nauki
(nr UMO-2015/17/BINZ6/03480).
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1,4-POCHODNE FENYLOACETONITRYLU JAKO POTENCJALNE LEKI PRZECIWGRZYBICZE
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Anna Boguszewska-Czubara?, Elzbieta Kochanowicz', Oleg Demchuk’

! Katedra Biologii Molekularnej, Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta IT
?Katedra i Zaklad Chemii Medycznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie

Narastajgcy problem oporno$ci mikroorganizméw na stosowane
antybiotyki niesie ze sobg potrzebe nowych terapii opartych na
innowacyjnych czasteczkach. Problem ten dotyczy rowniez droz-
dzakéw z rodzaju Candida, ktére s3 odpowiedzialne za ok. 95%
zakazen grzybiczych czlowieka.

W wyniku badan prowadzonych nad nowymi czasteczkami
anty-drobnoustrojowymi stwierdzono wysoka aktywnos$¢ anty-
-Candida albicans dwoch zwigzkéw z grupy fenyloacetonitryli.
Przeprowadzone testy wykazaly, ze czasteczki te: (i) hamujg wzrost

?Zaktad Chemii Organicznej, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej

maciekm@kul.pl

drozdzakéw (wartosci MIC=2 -4 pg/ml), (ii) sa supresorami
przejscia formy drozdzowej w strzepkowa, oraz (iii) hamuja
wytwarzanie biofilmu. Ponadto, badane czasteczki w stezeniach
efektywnych nie wykazuja toksyczno$ci wobec ludzkich erytro-
cytéw, nie wplywaja na rozwoj embrionalny ryb z gatunku Danio
rerio oraz nie oddzialuja bezposrednio z DNA. Aktualnie badania
prowadzone sa w kierunku okreslenia celu komérkowego zwiaz-
kéw, ich wpltywu na $ciane i blong komérkows drozdzakow oraz
okreslenia potencjatu proapoptotycznego czasteczek.

II-P 16

POSS JAKO INNOWACY]JNY SYSTEM DOSTARCZANIA ANTRACYKLIN

W TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE]

Malgorzata Konopka, Ewelina Sobierajska

Uniwersytet £L6dzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Biofizyki Ogélnej

Silseskwioksany (POSS) to hybrydowe zwiazki krzemoorganiczne
zbudowane z powtarzajacych si¢ tréjfunkcyjnych jednostek T, opi-
sywane ogdlnym wzorem RSiO, .. W sklad kazdej podjednostki
wchodzi jeden atom krzemu polaczony wigzaniami kowalencyj-
nymi z trzema atomami tlenu i jedna grupa R, w ktorej miejsce
mozna przytaczy¢ dowolny podstawnik. POSS to duza i bardzo
zroznicowana grupa zwiazkéw chemicznych, ktorych zaleta jest
mozliwos¢ dowolnej modyfikacji ich budowy. Hybrydowa budowa
oraz nanometryczne rozmiary silseskwioksanow zapewniaja szero-
kie zastosowanie ich w réznych dziedzinach gospodarki. Obecnie
POSSy stosowane sg gléwnie jako nanonapelniacze materialow
polimerowych. Jednakze ze wzgledu na ciekawe wiasciwosci moga
znalez¢ takze zastosowania w biomedycynie.

Celem badan byla ocena stopnia cytotoksycznosci silseskwio-
ksanéw na wybranych liniach komérkowych oraz sprawdzenie
czy zastosowanie tych zwigzkéw w polaczeniu z doksorubicyng
poprawi jej efektywnos¢ przeciwnowotworowa.

Cytotoksycznoé¢ silseskwioksanow, doksorubicyny oraz ko-
niugatéow POSS-DOX (1:1, 1:2, 1:4, 1:8) ocenilismy przy uzyciu
testu MTT na liniach komérkowych (HMEC-1, HeLa i MCEF).

gosia_konopka@wp.pl

Stosujac metode cytometru przeplywowego przeprowadziliémy
test, ktorego celem bylo oznaczenie szybkosci wnikania badanych
zwigzkéw do komorek. Natomiast przy uzyciu aparatu Zetasizer
Nano ZS firmy Malver przeprowadzilismy pomiary $rednicy
hydrodynamiczne;.

W przypadku wszystkich linii koniugat DOX*POSS w sto-
sunku 8:1 wykazywal najwyzsza cytotoksycznoé$é. Wyniki te
potwierdzaja pomiary wykonane za pomoca cytometru prze-
plywowego. Koniugaty szybciej wnikaly do komorek anizeli
wolna doksorubicyna. Najwiekszy efekt zaobserwowano dla linii
MCEF-7.Po przeprowadzeniu pomiaréw $rednicy hydrodynamicz-
nej doksorubicyny i koniugatéw DOX*POSS zauwazono zalez-
nosé¢: im wyzszy stosunek doksorubicyny do silseskwioksanéw
tym powstale koniugaty mniejsze. Wykonane za pomocg mikro-
skopu konfokalnego zdjecia wskazuja na obecno$¢ koniugatow
w lizosomach i jadrze komérkowym. Postulowany mechanizm
dziatania kompleksow DOX*POSS zaklada, ze ulatwiaja one
wnikanie doksorubicyny do komérek, nastepnie koniugaty roz-
kiadane sa przez lizosomy po czym wolna doksorubicyna wnika
do jadra komdrkowego.

II-P 17

LIOFILIZOWANE BIOPOLIMERY POLISACHARYDOWE
JAKO BIOMATERIAELY OPATRUNKOWE O AKTYWNOSCI PRZECIWPROCHNICZE]

Malgorzata Miazga-Karska, Katarzyna Klimek, Grazyna Ginalska

Katedra i Zaktad Biochemii i Biotechnologii, Uniwersytet Medyczny, Lublin

Narastajgca antybiotykoopornos¢ bakterii powoduje wzrost zain-
teresowania substancjami roélinnymi, jako potencjalnymi terapeu-
tykami w profilaktyce i leczeniu choréb bakteryjnych.

Malina.miazga@gmail.com

Najbardziej rozpowszechniong chorobg o podlozu bakteryj-
nym jest prochnica, ktorej przyczyng sg S. mutans, S. sanguinis.
W pracy badano wladciwoéci biologiczne prepararéw: miodu
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manuka MGO550+, korzenia lukrecji gtadkiej, lisci rozmarynu,
a wyniki poréwnano z uzyskanymi dla kontrolnego eugenolu.
Aktywnos¢ przeciwbakteryjna (strefy zahamowania wzrostu, MIC,
MBC) testowano wobec wybranych szczepéw chorobotworczych,
w tym tych bedacych czynnikami etiologicznymi préchnicy: Strep-
tococcus mutans PCM 2502, Streptococcus sanguinis PCM 2335,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228. Wyznaczono cytotoksyczno$¢ substancji wzgledem
fibroblastow skory ludzkiej, co pozwolilo na wyznaczenie indeksu
biozgodnosci (IB) $wiadczacego o mozliwosci zastosowania takich
substancji jako lekéw dla stomatologii.

Na tej podstawie mozliwe bylo przygotowanie biomaterialu
stomatologicznego zawierajacego substancje aktywna o najwyz-
szym IB. Wybrano rozmaryn o IB wynoszacym 12 i 17 odpo-
wiednio dla S. mutans i S. sanguinisi eugenol (IB wynosit 23 i 27).
Do wytworzenia biomaterialu zastosowano 1% liniowe polimery

polisacharydowe: alginian i B-glukan. Polaczenie ich z substan-
cja aktywna i poddanie liofilizacji doprowadzilo do wytworze-
nia biomateriatu o wlasciwosciach przeciwpréchniczych, o czym
$wiadczyly uzyskane strefy zahamowania wzrostu S.mutans
i 8. sanguinis (wokot materiatu zawierajacego rozmaryn (100 pg)
wyniosly odpowiednio 17 mm i 14 mm, a dla materialu z eugeno-
lem (100 pug): 18 mm i 16 mm).

Otrzymany material byl trwaly, tatwy w aplikacji i poreczny.
Wytworzenie polisacharydowych opatrunkéw z substancja natu-
ralng droga liofilizacji zapewnito ich stabilnoé¢ — moga by¢ one
przechowywane w temperaturze pokojowej bez utraty wlasciwosci
biologicznych przez 3 miesigce.

Cechy utworzonego liofilizowanego biomateriatu polisacha-
rydowego, $wiadcza o mozliwoéci stosowania go w leczeniu uzu-
pelniajacym paradontopatii powierzchniowych i glebokich oraz
w profilaktyce choréb przyzebia.

II-P 18

WPLYW DZIALANIA PROMIENIOWANIA UV I TEMPERATURY
NA WEASCIWOSCI PRZECIWDROBNOUSTROJOWE

NANOKOMPOZYTOW ELASTOMEROWYCH

Mariola Mendrycka', Malgorzata Przybylek?, Urszula Kosikowska’,

Anna Malm?, Mohamed Bakar*

! Zaklad Pielegniarstwa, Wydzial Nauk o Zdrowiu i Kultury Fizycznej,

Uniwersytet Technologiczno-Humanistyczny im. K. Putaskiego w Radomiu

?Zaktad Materialoznawstwa, Technologii Obuwia i Odziezy, Wydzial Materialoznawstwa, Technologii i Wzornictwa,
Uniwersytet Technologiczno-Humanistyczny im. K. Putaskiego w Radomiu

*Katedra i Zaklad Mikrobiologii Farmaceutycznej z Pracownia Diagnostyki Mikrobiologicznej,

Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Analityki Medycznej, Lublin

*Katedra Technologii Materialéw Organicznych, Wydzial Materialoznawstwa, Technologii i Wzornictwa,
Uniwersytet Technologiczno-Humanistyczny im. K. Putaskiego w Radomiu

Nanokompozyty elastomerowe otrzymano poprzez wprowadzenie
réznych iloéci nanonapelniacza Nanobent® ZR2 (organomontmo-
rylonit, o-MMT, Zaklady Gorniczo Metalowe ,,Ze¢biec”). Nanona-
petniacz ten jest interaktywnym glinokrzemianem warstwowym
modyfikowanym czwartorzedowa sola amoniowa. Wprowadzano
go do kauczuku podczas jego uplastyczniania w postaci dyspersji
w plastyfikatorze typu Roflex 50 (fosforan fenylo-izopropylofeny-
lowy, producent PCC Rokita S.A. Kompleks Chemii Fosforu, Brzeg
Dolny). Sposéb wytwarzania nanokompozytéw elastomerowych
jest zgodny z treécia zgloszenia patentowego P.412842.

Ocenie poddawano wplyw promieniowania UV (fotostarze-
nie) i temperatury (starzenie termiczne) na wladciwosci przeciw-
drobnoustrojowe nanokompozytéw elastomerowych wobec szcze-
poéw wzorcowych reprezentujacych patogenne i oportunistyczne
gatunki bakterii Gram-dodatnich (m.in. Staphylococcus aureus)
i Gram-ujemnych (m.in. Escherichia coli) oraz drozdzakéw Can-
dida spp. Fotooksydacyjne starzenie prowadzono przez 168 h za
pomoca lampy UV o mocy promieniowania 0,009 kW/m?, nato-
miast termostarzenie wykonywano w suszarce w temperaturze
70°C (PN-ISO 188:2000).

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa oceniano metoda dyfu-
zji substancji aktywnych z nanokompozytéw w podiozu agaro-

m.mendrycka@uthrad.pl

wym Mueller-Hinton bez (dla bakterii) lub z dodatkiem 2% glu-
kozy (dla grzybéw) na podstawie wielkosci strefy zahamowania
wzrostu (giz — growth inhibition zone, w mm) drobnoustrojéw
wokot fragmentéw nanokompozytéw elastomerowych o zrdz-
nicowanym sktadzie. Wykazano zalezng gtéwnie od gatunku
drobnoustrojow i skladu nanokompozytéw, w mniejszym stopniu
od metody starzenia aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa bada-
nych elastomeréw. Tylko w przypadku niektérych szczepéw bak-
terii Gram-dodatnich aktywnos¢ ta byla nizsza w poréwnaniu
z warto$ciami kontrolnymi o okoto 30-45%, w tym wobec Bacil-
lus subtilis ATCC 6633 nawet o okoto 50-60%. Najwiekszy spa-
dek aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zaobserwowano wobec
bakterii Gram-ujemnych. Hamowanie namnazania C. albicans
ATCC 10231 réwniez bylo nizsze nawet o okolo 60% w poréwna-
niu z warto$ciami kontrolnymi.

Wykazano, ze badane nanokompozyty pomimo poddawa-
nia ich procesowi starzenia z uzyciem promieniowania UV lub
wysokiej temperatury tylko czesciowo tracg aktywno$¢ przeciw-
drobnoustrojowg zaréwno wobec mikroorganizméw patogennych
jak i oportunistycznych. Moze to sugerowaé przydatnoé¢ tych
materialéw do produkcji elementéw wykorzystywanych w celach
medycznych i/lub uzytkowych.
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PRZECIWGRZYBICZA AKTYWNOSC HYDROLIZATOW KOLAGENU OTRZYMANYCH
METODA ENZYMATYCZNO-ALKALICZNA WOBEC TRICHOPHYTON MENTAGROPHYTES

Mariola Mendrycka', Urszula Kosikowska?, Anna Malm?, Wtadystaw Myjak®

! Zaklad Pielegniarstwa, Wydzial Nauk o Zdrowiu i Kultury Fizycznej
Uniwersytet Technologiczno-Humanistyczny im. K. Pulaskiego w Radomiu
?Katedra i Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej z Pracownig Diagnostyki Mikrobiologicznej,

Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Analityki Medycznej, Lublin

? Zaktad Ekotechnologii Kolagenu i Ttuszczow, Wydzial Materialoznawstwa, Technologii i Wzornictwa,
Uniwersytet Technologiczno-Humanistyczny im. K. Pulaskiego w Radomiu

Celem pracy bylo opracowanie innowacyjnej technologii otrzy-
mywania hydrolizatéw kolagenu ze skor cielecych pozwalajacej
na uzyskanie produktéw o niezmienionej strukturze kolagenu
(potréjna helisa) posiadajacych aktywnos¢ przeciwgrzybicza. Skory
poddano wstepnym procesom moczenia, wapnienia oraz odwap-
niania. Otrzymana golizne wytrawiano przez 3,5h w temperatu-
rze 35°C w roztworze o pH =8, zawierajacym w stosunku do masy
skor, 200% wody oraz 1% preparatu enzymatycznego Oropon ON2
(TFL, Wtochy), oraz siarczan amonu. Nastepnie zalewano je 10%
NaOH w 1M Na, SO, w stosunku 1:4 na 48 h, plukano i neutrali-
zowano 2% roztworem H_SO, otrzymujac hydrolizat o pH=6+0,1.
W ostatnim etapie skore rozpuszczano w 20% roztworze kwasu
cytrynowego w réznych stosunkach masowych 1:5, 1:6, 1:8 oraz
1:12. Otrzymane podstawowe hydrolizaty kolagenowe buforowano
1 M kwasem cytrynowym stanowiacym roztwodr podstawowy i 1 M
wodorofosforanem sodowym dwuzasadowym do pH=3,6+0,1.
Ocenie poddawano aktywno$¢ otrzymanych hydrolizatow
kolagenu wobec drozdzakéw Candida spp. i dermatofitow Tri-
chophyton spp. Aktywno$¢ przeciwgrzybicza oceniano metoda
dyfuzji w podlozu agarowym Mueller-Hinton z dodatkiem 2%
glukozy na podstawie wielko$ci strefy zahamowania wzrostu

m.mendrycka@uthrad.pl

(giz — growth inhibition zone, w mm) grzybéw wokot dotkéw,
do ktérych wprowadzano odpowiednie rozcieniczenia badanych
hydrolizatéw kolagenu. Wykazano aktywno$¢ przeciwgrzybicza
badanej substancji wobec dermatofitow. Hamowanie namnaza-
nia dermatofitéw bylo najsilniejsze wokol dotkéw, do ktdrych
wprowadzano hydrolizaty kolagenu w stezeniach 1:5, 1:6 oraz 1:8
zar6wno wobec wzorcowego szczepu Trichophyton menthagrophy-
tes ATCC 9533 (giz=19,9-21,8 mm; SD =+0,6-0,9) jak i klinicz-
nego szczepu tego gatunku (giz=24,2 -24,8 mm; SD=+0,6-1,3).
Sposrdd objetych badaniem drozdzakéw Candida spp. obecnoéé
stref zahamowania wzrostu wykazano w przypadku C. parapsilosis
(giz=12,0-13,2 mm; SD=+0,5-1,6) oraz cz¢ciowe hamowanie
(okoto 50-70%) namnazania C. albicans ATCC 10231. Nie wyka-
zano wplywu inhibicyjnego badanej substancji na namnazanie
innych gatunkéw drozdzakéw, w tym m.in. klinicznych szczepow
C. albicans, C. glabrata, C. famata czy C. krusi.

Uzyskane dane wskazujg na aktywno$¢ badanych hydrolizatow
kolagenu otrzymanych innowacyjna technologiag enzymatyczno-
-alkaliczna wobec dermatofitow Trichophyton spp., co moze suge-
rowaé mozliwo$¢ wykorzystania tych substancji w preparatach
stosowanych w dermatozach.

1I-P 20

DODEKAHEDRON ADENOWIRUSA JAKO WEKTOR DO DOSTARCZANIA LEKOW
DO LEKOOPORNYCH KOMOREK NOWOTWOROWYCH

M. Jedynak', P. Dolega', M. Podsiadla-Bialoskorska', I. Szurgot', J. Chroboczek"?, E. Szolajska’

!Instytut Biochemii i Biofizyki, Polskiej Akademii Nauk, Warszawa

?Université Grenoble Alpes, CNRS, Grenoble INP, TIMC-IMAG, Grenoble, Francja

Ukierunkowane dostarczanie lekéw stanowi jedno z gléwnych
wyzwan w terapii nowotwordéw. Do najwiekszych ograniczen
wspolczesnej chemioterapii zalicza sie nieefektywne dostarcze-
nie leku do miejsca docelowego, zwiekszajace ryzyko wystapienia
cytotoksycznosci w zdrowych narzadach. Jednym ze sposobow
zwigkszenia efektywnoéci biodystrybucji oraz poprawy wlasci-
wosci farmakokinetycznych lekow jest wykorzystanie nosnikow,
okreslanych jako systemy do dostarczania lekow.

Dodekahedron (Dd) jest nanoczastka (28 nm) pseudowiru-
sowa, zbudowana z dwunastu kopii pentametrycznego biatka
podstawy pentonu, jednego z dwéch biatek kapsydowych odpo-
wiedzialnych za internalizacje do komérek ludzkiego Adenowirusa
typu 3. Dd jest biodegradowalny, biokompatybilny i nieimmuno-
genny, co uzasadnia jego ogromny potencjal jako wektora. Struk-
tura Dd umozliwia przylaczanie wielu kopii czasteczek biologicz-
nie aktywnych do jego powierzchni.

martaj@ibb.waw.pl

Analiza dystrybucji Dd in vivo z uzyciem ksenograftéw ludz-
kiego czerniaka zlosliwego w modelu myszy, pokazala, ze przy
podaniu dozylnym Dd wykazuje powinowactwo do skéry oraz
watroby, natomiast przy bezposredniej iniekcji do guza pozostaje
przez ponad 24 godziny w guzie, nie rozprzestrzeniajac sie¢ w orga-
nizmie, co moze sugerowa¢ optymalng droge podania. Komorki
nowotworowe czesto wykazuja opornos¢ wielolekows, co stanowi
powazny problem w chemoterapii. Dd wydajnie penetruje komérki
nowotworowe nadprodukujace transportery blonowe, P-glikopro-
teiny. Ponadto dostarczenie doksorubicyny (Dox) do komoérek leko-
opornych w formie koniugatu z Dd (Dd-Dox) znacznie zwigksza
aktywnos¢ leku. Przy uzyciu 0.45 uM Dox w postaci Dd-Dox uzy-
skano ten sam efekt (38% przezywalnoéci komoérek lekoopornych),
jak przy uzyciu 2 uM wolnej Dox. Uzyskane wyniki moga stanowic¢
podstawe do wykorzystania Dd jako nosnika do dostarczania lekéw
do lekoopornych guzéw w modelu zwierzecym.
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11-P 21

APLIKACJE OPARTE O IMMOBILIZOWANE BIALKO MUTS

Biatko MutS jest elementem systemu MMR (ang. DNA mismatch
repair) odpowiedzialnego za rozpoznanie i usuwanie blednie spa-
rowanych i niesparowanych nukleotydéw. Tego rodzaju uszkodze-
nia najczeéciej s3 wynikiem bledu polimerazy DNA lub konse-
kwencja zachodzenia rekombinacji homologicznej pomiedzy
nieznacznie réznigcymi si¢ pod wzgledem sekwencji odcinkami
DNA. Zdolno$¢ MutS do selektywnego rozpoznania i wigzania
niekomplementarno$ci DNA, ktérym in vivo towarzysza miliardy
prawidiowo sparowanych nukleotydéw bylo powodem dla ktérego
od wielu lat podejmowane sg wysitki ukierunkowane na wykorzy-
stanie tego bialka jako narzedzia biologii molekularnej. Poczat-
kowe proby (siegajace lat 80-tych XX wieku) skoncentrowane byty
na wykorzystaniu MutS jako narzedzia detekcji mutacji. Gtéwnym
powodem niepowodzenia tego rodzaju staran byl fakt wigzania
przez MutS (aczkolwiek ze znacznie nizszym powinowactwem)
réwniez DNA nie zawierajacego niesparowanych nukleotyddéw.
Obecnie czyni si¢ proby wykorzystania biatka MutS, jako narze-
dzia stuzacego eliminacji DNA z niesparowang zasadg z roztworu,

DEINOCOCCUS RADIODURANS

Michat Banasik, Bartosz Zalewski, Pawel Sachadyn
Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii
psach@pg.edu.pl

w ktérym DNA nie zawierajace uszkodzen stanowi przewazajaca
wigkszos$¢ (np. eliminacja niewlasciwych produktéw chemicznej
syntezy genow) lub przeciwnie, jako czynnik powodujacy zagesz-
czenie DNA z niekomplementarno$ciami (np. ukierunkowana
ewolucja in vitro biatek).

Rezultaty naszych badan nad biatkiem MutS immobilizowa-
nym w fazie statej obejmuja opracowanie nowatorskich testow do
szybkiej kolorymetrycznej oceny aktywnosci MutS oraz metoda
ilosciowego oznaczania DNA wychwyconego przez MutS oparta
na PCR w czasie rzeczywistym. Ponadto stwierdziliémy, ze biatko
MutS z radioopornej bakterii Deinococcus radiodurans wykazuje
znacznie wyzszg niz szeroko opisywane w literaturze biatka MutS
Escherichia coli i Thermus thermophilus specyficzno$¢ wigzania do
DNA z niekomplementarno$cia. Z tego wzgledu wykorzystalismy
biatko MutS z D. radiodurans wzbogacania frakcji DNA z niekom-
plementarno$cig i wykonali$émy pionierskie eksperymenty wykry-
wania zmian premutacyjnych - zupelnie nowego podejscia w bio-
logicznych badaniach molekularnych.

1I-P 22

WEASCIWOSCI PRZECIWGRZYBICZE WYBRANYCH ZWIAZKOW

Z RODZINY 1,4-NAFTOCHINONOW

Monika Janeczko', Maciej Mastyk', Konrad Kubinski', Aleksandra Martyna',

Elzbieta Kochanowicz!, Oleg Demchuk?

! Katedra Biologii Molekularnej, Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta IT
*Zaklad Chemii Organicznej, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej

Grzyby wywoluja wigkszos¢ infekeji i powodujg wysoka $mier-
telno$¢ u pacjentéw z obnizona odpornoécia, po przeszczepach
narzadéw, z bialaczka oraz u nosicieli wirusa HIV. Wiekszos¢ tych
infekcji powodujg drozdzaki z rodzaju Candida, w tym przede
wszystkim C. albicans. W patogenezie zakazen istotne sg czyn-
niki wirulencji, zwlaszcza zjawisko adhezji, wytwarzanie biofilmu,
dymorfizm oraz sekrecja enzyméw hydrolitycznych. W ostatnich
latach zauwazalny jest znaczny spadek skutecznosci antybiotykéw
przeciwgrzybiczych ze wzgledu na pojawianie sie¢ mikroorganiz-
moéw opornych na ich dzialanie. Problemem jest rowniez pozy-
skanie selektywnych lekéw ze wzgledu na eukariotyczny charakter
grzybow i bliskie relacje ewolucyjne miedzy komoérkami patoge-
néw a ich ludzkimi gospodarzami. Istnieje wiec potrzeba poszu-
kiwania lub syntezy nowych, skuteczniejszych zwiazkéw leczni-
czych. Jedna z interesujacych pod tym wzgledem grup zwigzkéw
o0 znanym potencjale przeciwgrzybiczym sa naturalne i syntetyczne
1,4-naftochinony (1,4-NQ).

Biologiczne i terapeutyczne aktywnosci 1,4-NQ i ich mecha-
nizmy wynikaja gtéwnie z potencjatu redoks, hamowania aktyw-
nosci niektérych enzyméw, interkalowania DNA oraz oddzialywa-
nia z biatkami strukturalnymi. Ze wzgledu na wysoka reaktywnos¢

mjanec@kul.pl

chemiczng moga by¢ tatwo modyfikowane przez wprowadzanie
réznych podstawnikéw, co daje duze mozliwoéci modulowania ich
aktywnosci biologicznych. Wéréd syntetycznych naftochinonéw
najwiecej wlasciwosci biologicznych wykazuja aminowe, alkilowe
iarylowe pochodne.

Prezentujemy nowa grupe 2-arylowych pochodnych 1-4-naf-
tochinondw o interesujacych wlasciwosciach przeciwgrzybiczych
wobec wybranych referencyjnych gatunkéw Candida (C. albicans,
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. kefyir i C. lusi-
taniae) potwierdzajac ich wplyw na wzrost Candida, na rozwdj
strzepek C. albicans oraz na tworzenie sie biofilmu. Wykonano
szereg testow w kierunku okreslenia i potwierdzenia dzialania
hamujacego i bojczego zwiazkéw z wykorzystaniem 100 szcze-
pow Klinicznych (C. albicans, C. tropicalis i C. glabrata). Okreslono
dziatanie genotoksyczne na komorki Candida i cytotoksyczne na
erytrocyty ludzkiej krwi.

Ponadto zbadano wplyw naftochinonéw na destrukeje $ciany
i blony komorkowej drozdzy. Zastosowanie cytometrii przeply-
wowej pozwolito na okreslenie mechanizmu aktywnosci béjczej
w odniesieniu do indukgji apoptozy inekrozy w komérkach plank-
tonowych oraz tworzacych biofilm.
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1I-P 23

ANALIZA GLOBALNYCH KORELACJI MIEDZY POZIOMEM METYLAC]I
I EKSPRESJI GENOW W TKANKACH ZWIERZECYCH

Piotr A. Sass!, Pawel Sosnowski!, Piotr Madanecki?, Bartosz Gérnikiewicz!,

Justyna Podolak-Popinigis, Pawet Sachadyn'

! Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej
*Katedra i Zaklad Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Zestawiono mikromacierzowe wyniki stopnia metylacji DNA regio-
néw promotorowych oraz poziomu ekspresji genéw w tkankach
serca, watroby, $§ledziony, szpiku kostnego oraz malzowiny usznej
w trzech szczepach myszy laboratoryjnych: BALBc, C57BL/6 oraz
MRL/Mp]. We wszystkich zbadanych tkankach wykazano stosun-
kowo niewielkie ujemne korelacje migdzy globalnym poziomem
ekspresji gendw i stopniem metylacji regionéw promotorowych.

psach@pg.edu.pl

Wykonano analizy poréwnawcze dla tych samych tkanek z réz-
nych szczepow oraz dla réznych tkanek w obrebie jednego szczepu.
W ten sposob wyloniono grupy genéw wykazujacych silne zalez-
nosci miedzy poziomem ekspresji genéw i stopniem metylacji ich
regionow promotorowych. Praca ta jest pierwsza ukazujaca zalez-
nosci pomiedzy metylacja DNA i jej wptywem na ekspresje genow
w skali calego genomu w tkankach zwierzecych.

II-P 24

NOWE NARZEDZIA GENETYCZNE DLA PSYCHROBACTER SPP.

Robert Lasek, Monika Krolikowski, Adrian Séwka, Dariusz Bartosik

Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski

Badania nad mikroorganizmami przystosowanymi do Zycia
w niskich temperaturach sg obiecujaca galezia rozwoju biotech-
nologii. Wysoki potencjat aplikacyjny drobnoustrojéw psychrofil-
nych wynika m.in. z cennych wiasciwoéci wytwarzanych przez nie
enzymow, znajdujacych swoje zastosowanie w przemysle i biologii
molekularnej. Na tempo postepu badan nad psychrofilami wplywa
jednakze niedobor narzedzi genetycznych specyficznych dla tej
grupy prokariotow.

Szczegotowe badania nad pula plazmidéw wyizolowanych
z arktycznych szczepdw bakterii z rodzaju Psychrobacter pozwo-
lity nam wyselekcjonowaé moduly genetyczne, ktore postuzyly do
konstrukeji nowych wektoréw plazmidowych specyficznych dla
tego taksonu. Szczepem modelowym do ich testowania jest scha-
rakteryzowany przez nas Psychrobacter sp. DAB_AL43B, o w pelni
zsekwencjonowanym genomie (GenBank: LT799838). Na bazie
wektoréw wahadlowych, funkcjonalnych w komoérkach Escherichia

lasek@biol.uw.edu.pl

coli oraz szczepu DAB_AL43B, skonstruowali$my i przetestowa-
lismy nastepujace narzedzia genetyczne:

(i) wektory ekspresyjne pExPsy z silnym promotorem P
indukowanym przez laurylaldehyd lub dodecylosiarczan, ktére
pozwalaja na indukowang ekspresj¢ biatek opatrzonych znaczni-
kiem histydynowym;

(ii) wektor pRSPsy do badania aktywnosci promotoréw
wysokoprzepustowa metoda z zastosowaniem testu aktywnosci
B-galaktozydazy;

(iii) dwuplazmidowy system pLOL/pROFL do wprowadzania
delecji w chromosomie szczepu DAB_AL43B z wykorzystaniem
genu lacZ jako markera do selekcji negatywnej.

Otrzymane narzedzia genetyczne powinny ufatwi¢ zaréwno
prowadzenie dalszych badan podstawowych nad Psychrobacter
spp., jak rowniez umozIliwi¢ uzyskiwanie zmodyfikowanych szcze-
péw na potrzeby zastosowan biotechnologicznych.

II-P 25

WPLYW GLICEROFOSFORANU WAPNIA (GPCa) JAKO MODYFIKATORA
NA WEASCIWOSCI FIZYKO-CHEMICZNE, MECHANICZNE I BIOLOGICZNE POLIURETANOW
MAJACYCH ZASTOSOWANIE JAKO MATERIAEY W INZYNIERII TKANEK KOSTNYCH

Justyna Kucinska-Lipka', Alicja Lewandowska, Iga Gubanska, Agnieszka Przybytek, Helena Janik

Politechnika Gdanska, Wydzial Chemiczny, Katedra Technologii Polimeréw

Poliuretany (PUR) sg polimerami bardzo szeroko stosowanymi
w medycynie, w tym w medycynie regeneracyjnej, jako materialy
do wytwarzania rusztowan tkankowych. Ponadto s3 réwniez
bardzo czesto wykorzystywane do otrzymywania kompozytow
o0 potencjalnym zastosowaniu w inzynierii tkankowej ko$ci. Zasto-

juskucin@pg.gda.pl

sowanie poliuretanéw zapewnia wszechstronno$¢ w sterowaniu
wiasciwo$ciami mechanicznymi, fizycznymi, biokompatybilnoscia
i zdolnosciag do biodegradacji w §rodowisku panujacym w orga-
nizmie ludzkim. Jednakze, PUR nie sa materialami aktywnymi
biologicznie, nie pobudzaja réwniez do ko$ciotworzenia. Dlatego,
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w niniejszej pracy wykorzystano glicerofosforan wapnia (GPCa)
jako modyfikator, aby potencjalnie nada¢ otrzymanym materiatom
wlasciwosci bioaktywne.

Otrzymano nowe poli(estro-eterouretany) (PEEU) z 1,6-dii-
zocyjanianu heksametylenu (HDI), poli(glikolu etylenowego)
(PEG), a,y-dihydroksyoligo(adypinianu butylenowo-etylenowego)
(POLIOS), 1,4-butanodiolu (BDO) jako przedluzacza lancu-
chéw oraz modyfikatora GPCa. Wytrzymalo$¢ na rozcigganie
badanych materialéw miesci sie w zakresie 12-18 MPa, twardos¢
- 31-35° ShD a hydrofilowos¢ tych materialéw wahala sie w gra-
nicach 57-72°. Wykazano, iz wlaczenie GPCa do taficucha poli-

uretanowego powoduje zwiekszenie wytrzymalo$ci na rozciaga-
nie, twardo$ci, oraz podnosi zdolno$¢ do kalcyfikacji, nie wpltywa
natomiast w istotny sposob na cytotoksycznos¢ otrzymanego
materialu. Zmiany te zostaly spowodowane zwiekszeniem ilosci
segmentow sztywnych poprzez wbudowanie maloczasteczkowego
zwigzku — GPCa w strukture materialu. W drugim etapie badan
z otrzymanego modyfikowanego poliuretanu wytworzono ruszto-
wanie tkankowe o porowatosci 82% i wielkosci poréw 50-100 pm,
ktore w wynikach testéw MTT wykazaly si¢ brakiem toksycznosci.
Modyfikacja GPCa potencjalnie zwigksza mozliwosci aplikacyjne
poliuretanu w inzynierii tkankowej kosci.

II-P 26

WEASCIWOSCI FIZYKO-MECHANICZNE RUSZTOWAN TKANKOWYCH
OTRZYMANYCH Z NIEKATALIZOWANYCH POLIURETANOW

Agnieszka Przybytek, Alicja Lewandowska, Iga Gubanska, Justyna Kucinska-Lipka, Helena Janik

Politechnika Gdanska, Wydzial Chemiczny, Katedra Technologii Polimeréw

Inzynieria tkankowa (IT) jest interdyscyplinarng dziedzing nauki,
ktora faczy w sobie osiggniecia inzynierii materialowej, biotech-
nologii oraz medycyny. Jedna z galezi rozwijanych przez IT jest
projektowanie oraz otrzymywanie rusztowan tkankowych (RT).
Sa to wysoce porowate materialy stanowiace podpore i wsparcie
dla wzrostu i regeneracji nowych, w petni funkcjonalnych tkanek.

Poliuretany (PUR) naleza do szerokiej grupy materialéw inzy-
nierskich. Odpowiednio zaprojektowane moga znalez¢ zastoso-
wanie jako materialy biomedyczne. W przemysle PUR sa otrzy-
mywane z uzyciem metaloorganicznych katalizatoréw. Wedtug
doniesien literaturowych, nawet niewielka zawarto$¢ kataliza-
toréw moze znacznie obnizy¢ biokompatybilno$¢ materiatu [1].
W niniejszej pracy w pierwszym etapie badan przeprowadzono
syntez¢ PUR wykorzystujac, alifatyczny 1,6-diizocyjanian heksa-
metylenu (HDI), amorficzny poliestr a,w-dihydroksy (oligoady-
pinian etylenowo-butylenowy) (PEBA) oraz maloczasteczkowy
przedtuzacz fanicucha 1,4-butanodiol (BDO). Otrzymany materiat
scharakteryzowano pod wzgledem wlasciwosci fizyko-mechanicz-

juskucin@pg.gda.pl

nych oraz reologicznych (wytrzymalo$¢ na rozcigganie ~ 12 MPa,
procentowe wydtuzenie przy zerwaniu ~550%, twardo$¢ w skali
Shora D rzedu 40°, gestos¢ =1,16 g/cm’, masowy wskaznik szyb-
kosci plyniecia (160°C, 2.16kg) ~40 g/10min). W drugim etapie
badan otrzymany PUR rozpuszczono w dimetylosulfotlenku
(DMSO) (20% roztwoér) i przy uzyciu metody odlewu z rozpusz-
czalnika potaczonego z tugowaniem czastek statych (SC/PL) otrzy-
mano rusztowania tkankowe o porowatosci calkowitej rzedu 90%
oraz wytrzymaloéci na §ciskanie wynoszacej ~ 200 kPa. Wstepna
analiza mikroskopowa pozwolita scharakteryzowal strukture
poréw (wielko$¢, rozmieszczenie, ksztalt). W wyniku prze-
prowadzonych badan otrzymano RT z niekatalizowanych PUR
o zadowalajacych wlasciwo$ciach mechanicznych oraz wlasciwej
morfologii poréw. Material ten moze stanowi¢ alternatywe dla
katalizowanych systeméw do zastosowan w IT.

1. Tanzi M.C,, Verderio P., Lampugnani M.G. et al.: J. Mater. Sci.:
Mater. Med. 5, 393 (1994)

II-P 27

OTRZYMYWANIE ATP ZALEZNE]J LIGAZY DNA PSYCHROMONAS INGRAHAMII 37

Marcin Olszewski, Olga Szczesna, Rafal Walkusz, Marta Spibida, Beata Zalewska-Pigtek, Rafal Pigtek

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdanska

Ligazy DNA sa powszechnie wystepujacymi enzymami, ktére kata-
lizuja tworzenie wigzania fosfodiestrowego nici DNA i sg niezbedne
do zachowania prawidtowych funkcji zyciowych kazdej komorki,
warunkujac integralno$¢ genomu. Biorg udzial w wielu procesach
metabolizmu DNA tj. replikacji, naprawy oraz rekombinacji DNA.
W zaleznosci od wykorzystywanego kofaktora dzieli si¢ je na dwie
grupy — ATP zalezne oraz NAD+ zalezne. Ligazy DNA wykorzystu-
jace adenzynotrifosforan znalazly szereg zastosowan w technikach
inzynierii genetycznej oraz biologii molekularnej.

Obecnie komercyjnie dostgpne sg jedynie ATP zalezne ligazy
DNA pochodzace z organizméw mezofilnych i termofilnych.
Z danych literaturowych wynika, ze jak dotad nikt nie otrzymat
ligazy organizmu psychrofilnego. Enzymy pochodzace z orga-
nizméw zimnolubnych charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscia
w niskich temperaturach oraz wigksza selektywnosciag w poréw-

naniu do ich mezofilnych oraz termofilnych odpowiednikéw.
Ograniczenie ruchéw oscylacyjno-rotacyjnych, jakie ma miejsce
w takich warunkach, pozwala na lepsze dopasowanie czasteczek,
a co za tym idzie poprawe efektywnosci reakeji. Uzasadnia to
poszukiwanie metod produkeji bialek pochodzacych z organiz-
mow psychrofilnych.

Dlatego podjeto si¢ proby otrzymania ATP zaleznej ligazy DNA
pochodzacej z psychrofilnej bakterii Psychromonas ingrahamii 37
w uktadzie ekspresyjnym Tabora-Studiera jak rowniez w ukladzie
arabinozowym. Optymalizacja ekspresji genu w szeregu réznych
szczepOw ekspresyjnych E. coli (w tym np. ArcticExpress, BL(DE3),
Rosetta (DE3) pLysS) nie przyniosta zadowalajacych rezultatow
— biatko powstawalo w postaci nierozpuszczalnych ciatek inkluzyj-
nych. Dopiero zastosowanie bialka chaperonowego pG-Tf2 pozwo-
lito na uzyskanie rozpuszczalnej formy ATP zaleznej ligazy DNA.
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CHRONIC INFECTION AND VITAMIN D3, TO D OR NOT TO D?

Stella Nowicki, Natalie Nowicki, Bogdan Nowicki

Nowicki Institute for Women’s Health Research, Brentwood, TN, USA

We hypothesize that, due to reduced vitamin D3 hormone expo-
sure, the host innate immunity will exhibit an altered pattern of
the monocytes’ DAF expression to support chronic Gram-negative
infection and vitamin D3 treatment could protect from chronic
infection. To test our hypothesis we investigate whether maternal
monocytes’ pro-inflammatory hyper-responses are attenuated by
vitamin D3 exposure.

In order to explore the vitamin D3 hormone-innate immu-
nity crosstalk we evaluated the maternal monocytes’ responses

to the pro-inflammatory signal (LPS from Gram-negative bac-
teria) in vitamin D3 deficient and sufficient environments. We
developed a new model for ex-vivo study and we used molecular
biology techniques to investigate our hypothesis. In conclusion,
our results provide evidence that vitamin D3 exposure altered
the pattern of monocyte DAF expression and influences maternal
pro-inflammatory/antiinflammatory balance. The role of this bal-
ance in the host protection against chronic Gram-negative infec-
tion will be discussed.

I-WPL 2
STRUKTURA I ROLA BIOLOGICZNA

MIKROBIOTY PRZEWODU POKARMOWEGO CZLOWIEKA W ZDROWIU I W CHOROBIE

W czasie wyktadu zostang zaprezentowane dane literatury $wia-
towej z ostatnich 10 lat na temat biologii ,,§wiata” bakterii zasie-
dlajacych ludzki organizm, ich roli biologicznej i znaczenia dla
zdrowia kazdego czlowieka.

Uwage skoncentrowano na bardzo szybko narastajacej wie-
dzy dotyczacej ogromnych i bardzo réznorodnych populacji bak-
terii przewodu pokarmowego czlowieka. Przedstawimy wyniki
licznych prac do$wiadczalnych, a takze hipotezy i wnioski z prac
pogladowych oraz monografii dotyczace: skfadu i réznorodnosci
populacji bakterii kolonizujacych przewdd pokarmowy nowo-

Adam Jaworski, Katarzyna Dudek, Ireneusz Jurczak

Instytut Nauk o Zdrowiu, Spoleczna Akademia Nauk £6dz
adam@biol.uni.lodz.pl

rodka, czlowieka dorostego oraz zmian zachodzacych w pode-
sztym wieku, roli biologicznej mikrobioty dla zdrowia cztowieka,
a takze skutkow naruszania symbiotycznej rownowagi pomiedzy
mikrobiotg a gospodarzem. Szczegdlna uwaga zostanie zwrécona
na wazne, a nawet zaskakujace wyniki prac doswiadczalnych
z ostatnich kilku lat, dotyczacych drég i mechanizméw komuni-
kacji pomiedzy mikrobiota przewodu pokarmowego czlowieka
a o$rodkami w mozgu, ktore wskazuja na istotny udzial bakterii
przewodu pokarmowego w ksztalttowaniu rowniez zdrowia psy-
chicznego czlowieka.

1I-WPL 3

URINARY TRACT INFECTION IN PREGNACY AND RISK FOR FETAL DEVELOPMENT

Bogdan Nowicki, Alexander, Nowicki, Stella Nowicki

Nowicki Institute for Women’s Health Research, Brentwood, TN, USA

Asymptomatic bacteriuria/urinary tract infection (ASB/UTI)
in pregnant patients is associated with fetal low birth weight.
The mechanism of UTI which induces fetal growth restriction
in humans is not well understood. One considered option is
that this effect might be due to the Dr adhesin (DraE) mediated
trans-placental transfer of E. coli to the developing fetus leading

to a congenital bacterial infection in fetal organs. We developed
an experimental model of infection in pregnant rats. We observe
relatively high infection rates in placentas and lower in fetuses.
Our preliminary results in rats show fetal growth restriction and
therefore offer a unique opportunity to investigate further this pro-
cess. We observe that an infection caused poor organ development
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and growth restriction; a higher dose might lead to fetal death.
On the other-hand intrauterine growth restriction may be also
a result of infection-induced placental changes, such as throm-
bosis, necrosis and destruction of placental villi. Accumulation
of PMNs may contribute to this tissue injury. This hypothesis is
supported by clinical studies, which demonstrate that in 45-60%
of placentas of newborns with low birth weights, the histological
features of an acute inflammatory process are present. UTT affec-
ting a mother during gestation may result in fetal growth restric-

tions and pre-term labor that will have a life-long impact on the
fetus. Until now, aggressive screening to prevent UTI and fetal
growth restrictions were our best options. However, a combina-
tion of Dr+ E. coli gestational tropism in the presence of antibio-
tic resistance poses the urgent question: should we apply a novel
molecular approach for diagnosing high risk pregnancy-asso-
ciated pathogen/virulence factors (Dr adhesin), and in addition,
should we specifically tailor therapy standards to improve maternal
and fetal safety?

I1I-WPL 4

ESCHERICHIA COLI W ETIOPATOGENEZIE ZATOK PRZYNOSOWYCH

Celem pracy byla charakterystyka genetyczna szczepéw Escheri-
chia coli od pacjentéw z rozpoznanym przewlektym zapaleniem
zatok (PZZ). Rozpoznanie zostalo potwierdzone diagnostyka
obrazows, badaniami histopatologicznymi oraz biochemicznymi.
U wszystkich pacjentéw zastosowano leczenie skojarzone: 1) FESS
w polaczeniu z: korekcja przegrody nosa, korekcja matzowin noso-
wych metoda Koblacji, ptukaniem zatok metoda Hydrodebrider
oraz 2) terapie przeciwbakteryjne.

Bakterie wyhodowano z materialu wysokodiagnostycznego
z wnetrza zatok, pobranego podczas zabiegu FESS.

FESS ma na celu usuniecie zmian zapalnych (polipéw), nie-
prawidlowosci anatomicznych i udroznienie uj$¢ zatok przynoso-
wych. Poprawia funkcjonowanie zatok, ktére sa lepiej wentylowane
i skuteczniej oczyszczane. Jako uzupelnienie metody FESS prze-
prowadzono endoskopowe ptukanie zatok metoda Hydrodebrider.
Jest to nowoczesna, maloinwazyjna metoda leczenia. Pod ci$nie-
niem, z uzyciem roztworu soli fizjologicznej nastepuje oczysz-
czenie zatok z chorych tkanek oraz usuniecie zalegajacej wydzie-
liny zapalnej. Mozliwe jest réwniez dostarczenie do wnetrza zatok
lekéw i antybiotykéw do dziatania miejscowego. Metoda ta usuwa
do 99% bakterii.

Michatl Michalik
Centrum Medyczne MML, Warszawa

Michalin@wp.pl

Pobrany materiat diagnostyczny poddano badaniom mikrobio-
logicznym. Charakterystyka genetyczna szczepow Escherichia coli
obejmowala: 1) ustalenie przynaleznoéci do grup filogenetycznych
B1iB2 2) okreslenie wystepowania 14 czynnikéw wirulencji: fimbrie
typu FiDr, typul, typu S, typu P, hemolizyna a, biatko specyficzne
dla szczep6éw uropatogennych, cytotoksyczny czynnik nekrotyzu-
jacy, receptor dla jersiniobaktyny, receptor dla aerobaktyny, czynnik
inwazji do $rédblonka naczyn mozgowych, receptor dla entero-
baktyny, fimbrie typu F1C, otoczka typu II, tworzenie biofilmu. Po
zakonczeniu terapii u zadnego z pacjentéw nie stwierdzono cech
PZZ oraz niewyhodowano Escherichia coli w okresie od 3 do 16 mie-
sigcy obserwacji. Sposréd 30 analizowanych szczepow Escherichia
coli 14 nalezalo do grupy filogenetycznej B1, a 16 do grupy B2.

Ponowne pojawienie sie infekcji po antybiotykoterapii i za-
biegu FESS, sugeruje wplyw szczepdw bakterii i ich zjadliwosci
na patogeneze PZZ. Izolaty Escherichia coli od pacjentéw z PZZ
charakteryzuja sie unikalnym zestawem czynnikéw wirulencji.
Zdaniem autoréw, dotychczasowe terapie przeciwbakteryjne nie
doprowadzily do eradykacji procesu zapalnego, gdyz nie uwzgled-
nialy genetycznych cech szczepéw. Dopiero pelna charakterystyka
szczepu umozliwi dobér celowanej terapii.

1I-WPL 5

MIKROBIOM CZLOWIEKA - ZNACZENIE W FIZJOLOGII I PATOLOGII

Eugenia Gospodarek-Komkowska

Katedra i Zaklad Mikrobiologii Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Badania nad mikrobiomem podjeto w latach 90. XX w. Okre$lono
go jako ,nowo odkryty narzad” majacy wplyw na stan zdrowia
i wystapienie pewnych choréb. Mikrobiom tworza drobnoustroje,
ktore zasiedlaja organizm ludzi, zwierzat, roélin lub glebe, ich
genomy i wzajemne zaleznosci oraz interakcje ze Srodowiskiem.
Mikrobiom nie jest przypadkowo ,rozproszony” w organiz’
mie, ale lokalizuje si¢ w $ciéle okreslonych miejscach. Mikrobiota
czlowieka wplywa na rozwdj i rézne funkgje fizjologiczne orga-
nizmu. Poprzez interakcje z gospodarzem przyczynia sie do regu-
lowania rozwoju narzadéw, odpowiedzi immunologicznej, angio-
i neurogenezy, gospodarki hormonalnej, trawienia i przyswajania
skladnikéw odzywczych. Zlozona aktywnos¢ metaboliczna regu-

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
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luje magazynowanie energii, ttuszczéw, sprzyja dostarczaniu sub-
stratow dla gospodarza i mikrobioty. Odgrywa réwniez korzystng
role w metabolizmie szkodliwych zwigzkéw dla gospodarza.
Mechanizmy tych oddziatywan dotycza takze, m.in., konkuren-
cji o receptory, sktadniki odzywcze, stabilizacji bariery §luzowej
i wytwarzania zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych.

Kazde naruszenie mikrobioty zaburza rézne funkcje w orga-
nizmie i moze sprzyja¢ rozwojowi szeregu patologii. Mikrobiota
wplywa na perystaltyke jelit, wrazliwos¢ i sygnalizacje neuroim-
munologiczng, ekspresje receptorow, czynnosci o$ jelito-mozg,
zachowanie i nastr¢j, zaburzenia neurologiczne i psychiatryczne,
proces starzenia sie. Dysbioza moze prowadzi¢ do powaznych
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nastepstw. Zmiany w profilu i metabolizmie drobnoustrojéw sa
powigzane z wielokierunkowymi oddziatywaniami na organizm
czlowieka, ktére skutkuja licznymi chorobami, np. choroby ser-
cowo-naczyniowe, astma, alergie, zespél jelita drazliwego, zapalne
choroby jelit, nowotwory, cukrzyca typu 2, otylos¢, lek, depresja,
udar mézgu, stwardnienie rozsiane, choroba Alzheimera, zaostrze-
nie stresu, zmniejszenie zdolnosci poznawczych, zachowania spo-
teczne. Wprowadzono okreslenie “psychobiotyk” dla drobnoustro-
jow, ktore wykazujgc dziatanie na os jelito-mdézg, majg korzystny

wplyw na zdrowie psychiczne, a takze na zespot jelita drazliwego
i chroniczne zmeczenie.

Mikrobiota moze prowadzi¢ do rozwoju nowych wskazni-
kow prognostycznych i/lub celéw dla innowacyjnych strategii
prewencyjnych i terapeutycznych. Modyfikacja mikrobioty moze
sta¢ sie nowatorska metoda zapobiegania i leczenia wielu cho-
réb. Wymagane sa jednak kolejne badania funkcjonalne, szcze-
golnie z zakresu biologii systemowej i zaawansowanych metod
sekwencjonowania.

11I-WPL 6

WPEYW MIKROBIOMU JELITOWEGO NA UKLEAD IMMUNOLOGICZNY

Mirostawa Gatecka, Michalina Pazgrat-Patan, Anna M. Basinska, Anna Bartnicka

Obliczono ze modelowy organizm cztowieka, wliczajac stano-
wigce wigkszo$¢ erytrocyty, sktada si¢ z 30 bilionéw komorek,
ktérym towarzyszy az 39 bilionéw bakterii glownie w jelicie
i na powierzchni skory. Sumarycznie genom bakterii jelitowych
150 razy przewyzsza genom cztowieka. Najliczniejszy i najbardziej
réznorodny zespot bakterii liczacy nawet 1000 gatunkow wyste-
puje w jelicie grubym. Zespoly bakterii zamieszkujace cialo ludzkie
wraz z nieznacznym udzialem grzybow, archeondéw i wiruséw oraz
ich metabolitami okresla si¢ mianem mikrobiomu.

Poszczegdlne grupy bakterii wytwarzajg witaminy z grupy B
i K oraz enzymy niezbedne w trawieniu pokarméw. Bardzo istotng
rolg mikrobioty jest aktywacja, koordynowanie i trening uktadu
immunologicznego oraz odpowiedzi zapalnej poprzez indukcje
odpornosci nieswoistej z udzialem wydzielniczej IgA (sIgA) oraz
sieci cytokinowej (réownowaga limfocytéw Th1/Th2) [3, 4]. Domi-
nacja w jelicie mikroorganizméw ochronnych z rodzaju Lactoba-
cillus oraz Bifidobacterium sprawia, ze drobnoustroje patogenne

Instytut Mikroekologii
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przegrywaja konkurencje o substancje odzywcze oraz o miejsce
adhezji do $luzéwki jelita.

Obecnie styl zycia, szczegdlnie naduzywanie lekow, stres, alko-
hol i nieprawidlowa dieta sprzyja niestety zaburzeniom ilo$ciowym
i jako$ciowym mikroflory jelitowej czyli dysbiozie jelitowej. Ona
z kolei wplywa na funkcjonowanie calego organizmu. Zaburzenia
mikrobioty jelitowej moga mie¢ zwigzek z rozwojem chordb auto-
immunologicznych i zapalnych (dominacja Th1) lub alergicznych
czy infekcyjnych (dominacja Th2). Ponadto dysbioza jelitowa jest
uwazana za czynnik wspierajacy rozwoj wielu chordb np. celiakii,
nieswoistego zapalenia jelit, zespotu jelita nadwrazliwego, ato-
powego zapalenia skory, chordb alergicznych, cukrzycy typu 1,
depresji, nowotwordw, martwiczego zapalenia jelit noworodkow
iinnych. W zwiazku z tym prawidfowa diagnostyka mikroflory jeli-
towej, a w przypadku dysbiozy przywrdcenie rownowagi mikroflory
przy pomocy celowanej pre- i probiotykoterapii moze by¢ pomocne
w leczeniu i wspomaganiu leczenia wielu jednostek chorobowych.

11-WPL 7

JAK SEKWENCJONOWANIE NOWE] GENERACJI MOZE

Poznanie pierwszej sekwencji genomu bakterii rozpocze¢lo nowa
er¢ w dziedzinie mikrobiologii, Pomoglo opracowaé i wprowa-
dzi¢ na szeroka skalg nowe narzedzia, takie jak sekwencjonowanie
nastepnej generacji (NGS), ktére mozna wykorzysta¢ do bada-
nia bakterii. Przez ostatnie 20 lat byliSmy $wiadkami rewolucji
w mikrobiologii, a nowe technologie w znacznym stopniu zmienity
sposob myslenia o bakteriach.

Ostatnie 2-3 lata przyniosty nam ogromna poprawe techno-
logii sekwencjonowania i dramatyczny spadek kosztéw sekwencjo-
nowania, dzigki czemu techniki NGS moga by¢ wykorzystywane

ULATWIC ZYCIE MIKROBIOLOGOWI

Izabela Sitkiewicz

Zaktad Mikrobiologii Molekularnej, Narodowy Instytut Lekéw

Iza.sitkiewicz@gmail.com

nie tylko do prostego generowania sekwencji genomowych, ale
takze do badania regulacji ekspresji gendw, badania spotecz-
nosci bakteryjnych, badania bakterii, ktérych nie mozna hodo-
wa¢é w laboratorium. Techniki osiagnely czulo$¢ i precyzje, ktora
umozliwia nam sekwencjonowanie RNA z pojedynczej komorki
i badanie zmian epigenetycznych. Analizy genomowe wykorzysty-
wane s3 w tak réznych aspektach mikrobiologii, jak odkrywanie
nowych szlakéw metabolicznych, ktére moga by¢ wykorzystane
jako Zrédto nowych lekow; diagnostyki, epidemiologii i $ledzenie
ognisk zakaznych w czasie rzeczywistym.
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WYSTAPIENIA USTNE
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ANALIZA WYSTEPOWANIA POLIMORFIZMOW POJEDYNCZYCH NUKLEOTYDOW (SNP)

W WYBRANYCH GENACH KODUJACYCH

CZYNNIKI WIRULENC]JI PSEUDOMONAS AERUGNOSA

Marcin Brzozowski', Danuta Kosik-Bogacka?, Joanna Jursa-Kulesza'

! Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
*Katedra i Zaklad Biologii i Parazytologii MedycznejPomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie

Pateczka ropy blgkitnej (Pseudomonas aeruginosa) jest opor-
tunistycznym patogenem wywolujacym zakazenia o ci¢zkim prze-
biegu u pacjentéw z mukowiscydoza, rozlegtymi oparzeniami,
neutropenia, oraz wentylowanych mechanicznie. Szczepy kliniczne
P aeruginosa sa czynnikiem etiologicznym zakazen szpitalnych,
czesto wykazuja oporno$¢ na antybiotyki. Wedlug szacunkow
Amerykanskiego Centrum ds. Kontroli i Prewencji Choréb (ang.
Centers for Disease Control and Prevention, CDC) rocznie bak-
teria ta odpowiedzialna jest za okolo 51 tysigcy infekeji szpital-
nych w Stanach Zjednoczonych. Paleczka ropy blekitnej posiada
szereg czynnikow wirulencji, w tym egzotoksyny, alkaliczng pro-
teaze, fosfolipaze, elastaze, piocyne, fimbrie oraz lipopolisacha-
rydy. Ocena wystepowania gendw kodujacych wymienione biatka
czgsto jest wykorzystywana miedzy innymi do scharakterystyzo-
wania izolowanych szczepéw bakterii P. aeruginosa na danym
obszarze. W studiach z uzyciem metody PCR bardzo wazne jest
wykorzystanie starteréw komplementarnych do wszystkich moz-
liwych wariantéw badanego genu. Wystapienie polimorfizmu
w matrycowym DNA w miejscu faczenia si¢ startera moze zablo-
kowa¢ reakcje PCR

marcin.brzozowski@pum.edu.pl

Celem pracy byla analiza wystepowania polimorfizméw poje-
dynczych nukleotydéw w sekwencjach gendéw kodujacych czyn-
niki wirulencji P. aeruginosa, w tym egzoenzymu exoS i exoU,
toksyny A (toxA) oraz ramnolipidu rhlA.

Przeanalizowano sekwencje calogenomowe paleczki ropy
blekitnej dostepne w genomowych bazach danych Pseudomonas
Genome Database oraz International Nucleotide Sequence Data-
base Collaboration. Sekwencje w genomach wyszukiwane byly za
pomocg programu Nucleotide Blast (ang. Basic Local Alignment
Search Tool). W badanych genach oznaczono miejsca wyste-
powania polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (ang. Single
Nucleotide Polymorphism, SNP) w odniesieniu do sekwencji
szczepu referencyjnego P. aeruginosa PAO1.

W analizie wykazano mozliwo$¢ wystepowania wielu poli-
morfizméw w obrebie badanych genéw. Stwierdzono wystepo-
wanie SNP w miejscach taczenia sie starteréw, ktérych sekwencje
opisywane byly w publikacjach naukowych. W zwiazku z tym, ze
polimorfizm moze spowodowa¢ brak komplementarno$ci primie-
réw z badang matryca moze to prowadzi¢ do bledego stwierdzenia
braku wystepowania badanego genu.

-v 2

NOWO POJAWIAJACE SIE GATUNKI W ZAKAZENIACH U CZEOWIEKA

Alicja Sekowska

Katedra i Zaklad Mikrobiologii Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Zakazenia bakteryjne od lat stanowig jeden z najwazniejszych
probleméw medycyny. Oprécz bakterii o potwierdzonej choro-
botwoérczosci pojawiaja si¢ ,nowe” gatunki bakterii coraz czesciej
izolowane z przypadkéw zakazen od ludzi. Sytuacja taka wynika
z kilku faktow: coraz wigkszej grupy osob z obnizong odpornoscig,
w podeszlym wieku, z chorobami podstawowymi i wyniszczajg-
cymi (cukrzyca, nowotwory, AIDS).

W grupie paleczek Gram-ujemnych coraz czgéciej z przypad-
kow zakazen izolowane sg gatunki z rodzajow: Delftia, Pantoea, czy
Raoultella, w grupie ziarenkowcéw Gram-dodatnich: Arcanobac-
terium, Brevibacterium, czy Granulicatella. Bakterie te dotychczas
izolowane byly ze $rodowiska naturalnego (wody, gleby, powie-
trza), rzadko od zwierzat. Moga takze kolonizowaé gérne drogi
oddechowe (Granulicatella spp.), przewdd pokarmowy (Raoultella
spp.) cztowieka i zasiedla¢ srodowisko szpitalne. Bakterie te nie sg
potencjalnie chorobotworcze, ale zwraca uwagg fakt, ze ich wiru-
lencja czesto zwigzana jest z wytwarzaniem czynnikéw (fimbrie,
pili, biofilm) utatwiajacych adhezje do komorek gospodarza, czy
biomaterialéw. Wiele z nich charakteryzuje takze wysoka aktyw-
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no$¢ hydrolityczna (wytwarzanie proteaz, lipaz, enzymoéw hydro-
lizujgcych cukry). Lokalizacja zakazenia jest bardzo zréznicowana:
od powierzchniowych zakazen (skory i tkanki podskdrnej), przez
zakazenia tkanek migkkich az do zakazen uogélnionych wigcznie.
W wigkszo$ci szczepy gatunkow tych bakterii s wrazliwe na anty-
biotyki, ale izolowano juz szczepy wytwarzajace beta-laktamazy
o szerokim zakresie dzialania, metalo-beta-laktamazy (w tym
NDM), czy karbapenemazy.

Pojawianie si¢ ,nowych” gatunkéw bakterii zwiagzane jest z roz-
wojem i wprowadzaniem do diagnostyki mikrobiologicznej nowych
metod identyfikacji, jak spektrometria mas, sekwencjonowanie,
rybotypowanie, ktore coraz powszechniej sa wykorzystywane
w laboratoriach mikrobiologicznych. Metody te s3 wiarygodne,
szybkie i duzo tansze niz te oparte o wyniki reakcji biochemicznych.
Pozwalaja na réznicowanie nawet blisko spokrewnionych gatunkéw
bakterii. Z drugiej strony w odniesieniu do ,,nowo” pojawiajacych
sie gatunkdw bakterii w zakazeniach u cztowieka mozna stwierdzié,
ze nastapilo ,,przelamanie” bariery srodowiskowej i ich ,,przejécie”
ze $rodowiska naturalnego do organizmu czlowieka.
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CHLAMYDIE SRODOWISKOWE - REALNE ZAGROZENIE?

Malgorzata Pawlikowska-Warych', Wiestaw Deptuta

Katedra Mikrobiologii Wydzialu Biologii Uniwersytet Szczecinski, Szczecin

Chlamydie srodowiskowe, znane takze jako Chlamydio-podobne
organizmy (CLO - chlamydia-like organism), tworza obecnie az
dziewig¢ rodzin w rzedzie Chlamydiales, i sa to Parachlamydiaceae,
Simkaniaceae, Rhabdochlamydiaceae, Waddliaceae, Piscichlamydia-
ceae, Clavichlamydiaceae, Criblamydiaceae, Actinochlamydiaceae
i Parilichlamydiaceae.

Bakterie te wystgpuja powszechnie, gdyz stwierdzano je w mule
wodnym, wodzie, jako endosymbionty owaddw, réwnonogow,
pierwotniakow, a takze u ryb oraz u ssakéw, w tym u ludzi oraz jako
wtrety w hodowlach komoérkowych (m.in. HeLa). Wykazano, ze
te chlamydie stanowig realne i potencjalne zagrozenie dla zdrowia
czlowieka oraz s przyczyna choréb u wielu ssakow (bydto, owce,
jelenie, koty, $winki morskie, male gryzonie, nietoperze), ptakow,
ryb, skorupiakéw oraz owaddéw. Stan ten pogarsza takze fakt, ze
wektorami tych bakterii s3 zaréwno roztocza (kleszcze) i owady
(wszy, pchly), a takze ameby, powszechnie wystepujace w srodowi-
sku naturalnym. Udowodniono takze, ze wiele z nich (Parachlamy-
dia acanthamoebae, Neochlamydia hartmannellae, Protochlamydia

malgorzata.pawlikowska@usz.edu.pl

naegleriophila, Simkania negevensis, Rhabdochlamydia porcellio-
nis, Candidatus (Ca.) Renichlamydia lutjanus, Waddlia chondro-
phila, Ca. Piscichlamydia salmonis, Ca.Piscichlamydia cyprinis,
Ca. Clavochlamydia salmonicola, Ca. Actinochlamydia clariae,
Ca. Parilichlamydia carangidicola, Ca. Similichlamydia latridi-
cola, Ca.Similichlamydia laticola, Ca. Similichlamydia labrys),
jest patogennych dla czlowieka i zwierzat, powodujac schorzenia
oczu, uktadu oddechowego, poronienia, a nawet jak si¢ przypusz-
cza, biorg udzial w patogenezie stwardnienia rozsianego, powoduja
zmiany miazdzycowe u ludzi oraz komplikuja przeszczepy pluc.
Ich zdolno$¢ do przezywania wewnatrz ameb, ktdre zyja w wodzie,
tj. srodowisku z ktdrego czlowiek korzysta oraz ich mozliwos¢ infe-
kowania komoérek ssaczych, m.in. monocytéw/makrofagéw, wska-
zuje takze na ich prawdopodobny udziat w innych schorzeniach
u ludzi i zwierzat, ktdre nie zostaly zarejestrowane. Stad przybli-
zenie danych dotyczacych chlamydii srodowiskowych wydaje si¢
wazne, gdyz to poszerza wiadomosci co do nowych patogenéw,
ktérymi, jako jedyni w Polsce zajmujemy sie od kilku lat.

-v 4
STREPTOCOCCUS GRUPA VIRIDANS

- UDZIAL W ZAKAZENIACH I METODY IDENTYFIKAC]I

Agnieszka Mikucka, Joanna Kwiecinska-Pir6g, Malgorzata Prazynska

Katedra i Zaktad Mikrobiologii Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy,

Streptococcus grupa viridans (Viridans Group Streptococci, VGS)
ze wzgledu na heterogenno$¢, czesto definiowana jest poprzez
wykluczenie pozostalych paciorkowcow. Wérdéd VGS wystepuja
gléwnie szczepy alfa-hemolizujace, ale tez nie wytwarzajace
hemolizy i beta-hemolizujace (Streptococcus anginosus). Wigk-
sz0$¢ z nich nie poddaje si¢ serotypowaniu wedtug R. Lancefield,
z wyjatkiem S. anginosus (A, C, E G) i S. mutans (D).

VGS nalezg do mikrobioty fizjologicznej jamy ustnej, prze-
wodu pokarmowego i drég moczowo-plciowych czlowieka. Cha-
rakteryzuja si¢ niskim potencjalem chorobotworczym, dlatego
zakazenia z ich udzialem najczesciej dotycza tkanek fizjologicznie
jatowych. Sg przyczyng ponad 50% przypadkéw paciorkowcowego
zapalenia wsierdzia. Izolowane sg takze z ropni moézgu, wewnatrz-
brzusznych, pluc, ropniakéw oplucnej, pachwinowych, zakazen
skéry i tkanek miekkich oraz zakazen powigzanych z wszczepie-
niem biomateriatéw. Wytwarzanie glukanéw umozliwia im udzial
w prochnicy zebow (S. mutans, S. sanguinis).

Ze wzgledu na duza zmienno$¢ cech tych bakterii nie jest
mozliwa identyfikacja wszystkich gatunkéw przy uzyciu metod
fenotypowych. Identyfikacje najwigkszej liczby gatunkéw VGS
umozliwia sekwencjonowanie 16Sr RNA, analiza sekwencji genow
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sodA, rpoB oraz metoda spektrometrii mas. Aktualnie wyrdznia
sie 6 grup VGS: S. mutans, S. salivarius, S. anginosus, S. sanguinis,
S. mitis, S. bovis, ktore zawieraja facznie 30 gatunkow.

W latach 2011-2016 obecnos¢ VGS w materiale stwierdzono
u 1% chorych Szpitala Uniwersyteckiego Nr 1 w Bydgoszczy. Wiek-
sz0$¢ stanowity probki krwi i materiat ropny, z ktérych VGS izo-
lowano w monokulturze (46,0%) lub hodowli mieszanej (54,0%).
Szczepy identyfikowano metoda biochemiczng w systemie Vitek 2
Compact (bioMérieux) lub MALDI-TOF MS w aparacie MALDI
Biotyper (Bruker). Lekowrazliwos$¢ oceniano zgodnie z rekomen-
dacjami EUCAST. Najczeéciej stwierdzono S. mitis/oralis (31,0%),
S. anginosus (29,0%) i S. salivarius (10,0%). Wiekszos$¢ szczepow
wykazywata wrazliwo$¢ na penicyline (70,5%), cefotaksym (84,4%),
cefepim (93,3%), imipenem (97,2%), klindamycyne (72,7%) i wan-
komycyne (99,6%).

Diagnostyka zakazen z udzialem VGS jest kiopotliwa ze
wzgledu na ich oportunistyczny charakter. VGS powinny by¢
uwzgledniane jako przyczyna zakazenia zawsze w powiazaniu
z obrazem klinicznym pacjenta, gdy sa izolowane z ptynéw ustro-
jowych i materialu pobranego w wyniku biopsji, w monokulturze
lub jako drobnoustréj dominujacy.
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WPLYW POLIMORFIZMU GENU NTCP

NA PRZEBIEG PRZEWLEKLEGO ZAPALENIA WATROBY TYPU B

Anna Woziwodzka', Magda Rybicka', Tomasz Romanowski', Alicja Sznarkowska',
Marcin Dreczewski?, Piotr Stalke?, Krzysztof Piotr Bielawski'

' Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Wstep. Zakazenie wirusem zapalenia watroby typu B (HBV)
jest powaznym problemem zdrowotnym na $wiecie, z ponad
240 milionami o0séb przewlekle zakazonych. Dostepne metody
leczenia przewleklego zapalenia watroby typu B (PZWB) hamuja
replikacje wirusa lub zapewniaja kontrole ukladu immunolo-
gicznego nad zakazeniem, ale nie zapewniaja usunigcia wirusa.
Niedawno opisano funkcjonalny receptor HBV na powierzchni
hepatocytéw, NTCP (ang. sodium taurocholate cotransporting poly-
peptide), ktory stat sie atrakcyjnym celem do opracowania nowych
terapii przeciwwirusowych. Wplyw polimorfizméw genetycznych
w obrebie genu NTCP na cykl zyciowy wirusa i przebieg zaka-
zenia pozostaja stabo poznane. W tym badaniu sprawdzili$my;,
czy polimorfizm pojedynczego nukleotydu w rejonie regulatoro-
wym genu NTCP (rs7154439) moze wplywaé na przebieg prze-
wleklego zapalenia watroby typu B.

Metody. Badania przeprowadzono na grupie 173 pacjentéw
z PZWB. U wszystkich pacjentéw oznaczono markery zakazenia:
HBsAg, HBeAg, anti-HBe, oraz ilosciowe HBV DNA. Analiza histo-
patologiczna bioptatéw watroby zostala wykonana u 131 pacjen-
téw. Genotypowanie polimorfizmu w obrebie NTCP (rs7154439)

*Klinika Chorob Zakaznych, Gdanski Uniwersytet Medyczny

anna.woziwodzka@biotech.ug.edu.pl

przeprowadzono na platformie MassARRAY w oparciu o spektro-
metrie mas MALDI-TOE

Wyniki. Genotyp AA byl zwigzany z wyzszym ryzykiem wy-
stepowania HBeAg przed rozpoczeciem terapii, zaréwno w anali-
zie jednowymiarowej (AA vs AG, GG OR=5,1,95% CI=1,3-20,6,
p=0,021), jak i wielowymiarowej z uwzglednieniem wieku i plci-
(AA vs AG, GG OR=6,5,95% CI=1,3-31,6, p=0,019). Nie zaob-
serwowano z kolei zaleznoéci pomi¢dzy badanym polimorfizmem
a poziomem HBV DNA. Badany polimorfizm nie wptywal rowniez
na parametry uszkodzenia watroby: aktywno$¢ zapalng oraz sto-
pien wldknienia.

Whioski. Polimorfizm rs7154439 znajdujacy sie w rejonie
regulatorowym genu NTCP moze wplywaé na odpowiedZ gospo-
darza na zakazenie HBV. Jest to pierwsze doniesienie wskazujace
na role polimorfizmu w obrebie NTCP na przebieg PZWB w popu-
lacji europejskiej. Lepsze zrozumienie roli czynnikéw gospodarza
w przebiegu zakazenia HBV moze okaza¢ si¢ kluczowe do opra-
cowania nowych substancji przeciwwirusowych.

Badanie zostalo sfinansowane przez Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju w ramach projektu Infect-ERA hepBccc (Infect-ERA 01/2014).
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ZDOLNOSC NOWO WYIZOLOWANYCH BAKTERIOFAGOW

DO ERADYKAC]I BIOFILMU WYTWORZONEGO

PRZEZ METYCYLNOOPORNE SZCZEPY STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Natalia Lubowska', Lidia Piechowicz?, Bartlomiej Grygorcewicz’

1.2Zaklad Mikrobiologii Lekarskiej, Gdanski Uniwersytet Medyczny

?Katedra Immunologii, Mikrobiologii i Chemii Fizjologicznej, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny

Staphylococcus aureus jest jednym z gléwnych patogenéw odpo-
wiedzialnych za zakazenia szpitalne. Moze by¢ przyczyng m.in.
ropnych zakazen skornych, posocznic, zapalenia wsierdzia. Nie-
ktore z infekeji S. aureus przybieraja forme zakazen przewlektych.
W wielu sposréd nich duzy udziat przypisuje si¢ zdolnosci tego
patogenu do wytwarzania biofilmu. Leczenie infekcji wywolanych
przez szczepy S. aureus oporne na metycyling (MRSA), ktére przed
dzialaniem $rodkow antybakteryjnych chronione s rowniez dzieki
zewnatrzkomorkowej macierzy biofilmu, stanowi powazny pro-
blem terapeutyczny. Nowa strategia w zakresie zapobiegania
i zwalczania biofilméw bakteryjnych, w tym wytwarzanych przez
S. aureus moga stac si¢ bakteriofagi.

Celem pracy byla ocena zdolnoéci nowo wyizolowanych fagow
z rodziny Myoviridae do eradykacji biofilmu wytworzonego przez
metycylinooporne szczepy S. aureus (MRSA).

Do badan wykorzystano 2 bakteriofagi z rodziny Myoviridae.
Ich aktywno$¢ lityczng przetestowano wobec 70 izolatéw MRSA
wykorzystujac metode spot-test. Izolaty bakteryjne wyodrebnione

nlubowska@gumed.edu.pl

zostaly z réznych materiatéw klinicznych, w tym rany, czyraka,
plwociny. Wszystkie izolaty oceniono pod katem zdolnosci do
tworzenia biofilmu przy wykorzystaniu metody plytek mikro-
titracyjnych. Intensywno$¢ wytworzonego biofilmu analizowano
metodg barwienia z uzyciem fioletu krystalicznego (CV) oraz
metoda oceny redukeji bromku 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo)-
-2,5-difenylotetrazoliowego (MTT). Do analizy eradykacji bio-
filmu przez bakteriofagi wybrano wylacznie izolaty scharaktery-
zowane jako silnie wytwarzajace biofilm. Zdolnos¢ do eradykacji
biofilmu okreslono poprzez traktowanie 48 godzinnego biofilmu
bakteryjnego odpowiednimi rozcienczeniami lizatu fagowego
(10", 107, 10 pfu/ml).

Fag.1 wykazal silng reakcje lityczng (powyzej 50 lysinek
i zlewna liza) wobec 48 badanych szczepéw, w 21 przypadkach
reakcja byla staba (od 1 do 50 lysinek), 1 szczep byt niewrazliwy
na dzialanie faga (brak lysinek). Natomiast przy wykorzystaniu
faga 2 silng reakcje zaobserwowano w 47 przypadkach, slaba
w 23. Wykazano, ze wszystkie analizowane izolaty MRSA maja
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zdolnoé¢ do tworzenia biofilmu in vitro, jednak z rézng inten-
sywnoscia. Jako silnie wytwarzajace biofilm scharakteryzowanych
zostato 16 izolatéw (CV A, >1,2; MTTA,, >0,9). Oba badane

fagi doprowadzily do znaczacej redukeji biomasy (40-90%) oraz
obnizenia aktywnosci metabolicznej (72-95%) biofilmu wytwo-
rzonego przez wybrane izolaty.

m-vuz

DEMODEKOZA JAKO KLINICZNY EFEKT INTERAKC]JI:

MIKROBIOM - ROZTOCZ - CZLOWIEK

Maria A. Bobowicz', Piotr Kleina-Schmidt"**, Bozena Borenstein', Agata Brazert?,
Michalina Nowak-Gabryel?, Jarostaw Kociecki’, Anna Kowalska’

! Zaktad Genetyki, Wydzial Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
*Katedra i Klinika Okulistyki, Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

*NZOZ Euromed, Konin; * Prywatny Gabinet Okulistyczny, Poznan

5 Zaktad Funkeji Kwasow Nukleinowych, Instytut Genetyki Czlowieka PAN, Poznan

Przedmiotem badan sg dwa gatunki nuzencéw Demodex follicu-
lorum (nuzeniec ludzki) i Demodex brevis (nuzeniec krotki) paso-
zytujace na cztowieku, reprezentujace nuzencowate (Acari: Demo-
decidae). Oba gatunki preferuja obszary, w ktérych znajduja sie
komorki nabtonka skory, mieszki wlosowe i 16j wydzielany przez
gruczoly lojowe, stanowigce podstawe ich wyzywienia. Demo-
dexfolliculorum zasiedla ujscia mieszkéw wlosowych, gdzie wyste-
puje w skupiskach od dwéch do kilkunastu osobnikéw. Demodex
brevis bytuje samotnie w gruczolach fojowych skory twarzy oraz
w powiekowych tarczkowych gruczotach Meiboma. Nie wykryto
znaczacej korelacji miedzy czestoscia nuzycy (demodekozy)
a warunkami socjalnymi czy wspolwystepowaniem zespotu meta-
bolicznego. Badania epidemiologiczne potwierdzaja, ze zaraze-
nie populacji ro$nie wraz z wiekiem, z kazda dekada o 10%. Zara-
zenie nie jest tozsame z dolegliwo$ciami okulistycznymi. Te poja-
wiaja si¢ dopiero po namnozeniu roztocza. Obecno$¢ Demodex jest
uwazana za czynnik istotny w etiologii zapalenia brzegu powiek
oraz dysfunkcji gruczotéw Meiboma z Zespotem Suchego Oka.
Ponadto, ma miejsce transmisja patogenéw bytujacych wewnatrz
nuzenca (gtéwnie paciorkowcow i gronkowcdw) mogacych odpo-
wiada¢ za rozwdj zapalenia powiek, ostrego zapalenia gruczolow

Piotr.schmidt07 @gmail.com

tarczkowych (jeczmienie) czy tradzika. Immunizacyjnie dziata
takze polisacharydowy egzoszkielet chitynowy nuzenca. Wszyst-
kie ww. czynniki stymuluja odpowiedz humoralng (Demodex
folliculorum) oraz komoérkowa (Demodex brevis) w organizmie
chorego. Czesto ma miejsce opdzniona reakcja nadwrazliwosci.
Stan zapalny nasila trichoz¢ — proces nieprawidlowego wzrostu
i wypadania rzes. W tzach chorych z zapaleniem brzegéw powiek
zaobserwowano podwyzszony poziom cytokin: IL-7, IL-12 oraz
IL-17. Ta ostatnia powoduje pobudzenie odpowiedzi autoim-
munologicznej i alergicznej, a takze stymuluje wydzielanie czyn-
nika wzrostu §rédbtonka naczyn VEGF-A odpowiedzialnego za
teleangiektazje — poszerzenie naczyn skory mieszka i powiek.
Nagromadzenie komorek nablonka, histocytow, fibroblastow,
limfocytow oraz komoérek osocza w obregbie niedroznych gruczo-
téw tarczkowych moze powodowaé wystapienie nawracajacych
i opornych na wyleczenie gradéwek. Zaczopowanie uj$¢ gruczolow
tarczkowych Meiboma i zwigzany z tym brak zewnetrznej lipido-
wej warstwy filmu tzowego doprowadza do powstania Zespotu
Suchego Oka. W jego nastgpstwie dochodzi do hiperosmolar-
nosci filmu lzowego, apoptozy komoérek i zmian metabolizmu
oraz struktury powierzchni oka.
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ZASTOSOWANIE METOD MOLEKULARNYCH W CHARAKTERYSTYCE
SZCZEPOW ENTEROCOCCUS FAECIUM OPORNYCH NA GLIKOPEPTYDY I LINEZOLID

Tomasz Bogiel?, Agnieszka Mikucka', Eugenia Gospodarek-Komkowska'

'Katedra i Zaklad Mikrobiologii Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu,
?Laboratorium Analiz Lekarskich ,,ALAB”, 10 Wojskowy Szpital Kliniczny z Poliklinikg SP ZOZ w Bydgoszczy

Wraz z postepem wiedzy na temat wlasciwosci biologicznych drob-
noustrojéw oraz epidemiologii wywolywanych przez nie zakazen
wzrasta konieczno$¢ wiaczenia do codziennej diagnostyki mikro-
biologicznej metod molekularnych. Stosowane obecnie metody
fenotypowe nie sa wystarczajace w ocenie podobienstwa bakterii,
wystepowania u nich czynnikéw wirulencji czy okreélania pod-
toza opornosci na antybiotyki. Pojawienie si¢ w ostatnich dekadach
nowych mechanizméw opornosci dodatkowo wymusza poszuki-
wanie metod diagnostycznych o zwigkszonej czuloéci i swoistosci,
a przede wszystkim umozliwiajacych wydanie wiarygodnego wy-
niku w mozliwie najkrétszym czasie. Intensywne poszukiwanie

bogiel.tomasz@wp.pl

w XXI wieku nowych metod diagnostyki choréb zakaznych spo-
wodowalo dynamiczny rozwoj technik biologii molekularne;.

W badaniach wykorzystanoszczepyEnterococcus faeciumo
fenotypie GLRE (Glycopeptides-Linezolid-Resistant Enterococ-
cus) izolowane od pacjentow Szpitala Uniwersyteckiego Nr 1 im.
dra A. Jurasza w Bydgoszczy CM w Bydgoszczy UMK w Toruniu.

Oceng¢ podobienstwa genetycznego wszystkich izolatéw GLRE
wykonano technika RAPD (Randomly Amplified Polymorphic
DNA) z wykorzystaniem primerdw o roznych sekwencjach oraz
metoda MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/
Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry).
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Najczestsza przyczyne opornosci na linezolid u szczepow
Enterococcus faecium, mutacje G2576T, w sekwencji kodujacej
23S rRNA, wykrywano metoda badajaca SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) oraz technikg RFLP (Restriction Fragments Len-
ght Polymorphism). Badany fragment regionu 23S rRNA pod-
dano réwniez sekwencjonowaniu. Otrzymane wyniki wskazujg na
koniecznos¢ zastosowania metod molekularnych w ocenie podo-

bienistwa i rozprzestrzeniania sie szczepéw GLRE, poszukiwaniu
zrédta zakazenia oraz analiziepodloza opornosci na antybiotyki.
Uzyskanie wiarygodnego wyniku najczesciej wymaga zastosowa-
nia jednoczeénie przynajmniej dwéch metod molekularnych lub
réznych ich wariantow.

Badania sfinansowano ze Srodkéw przyznanych na utrzymanie
potencjatu badawczego Katedry i Zaktadu Mikrobiologii CM UMK.

n-vuo

AKTYWNOSC POCHODNYCH SEMIKARBAZYDU I TIOSEMIKARBAZYDU
WOBEC BAKTERII TWORZACYCH BIOFILM W WARUNKACH STACJONARNYCH

Kosikowska Urszula', Pitucha Monika?, Andrzejczuk Sylwia', Sobétka-Polska Karolina?, Malm Anna'

!'Katedra i Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej z Pracownia Diagnostyki Mikrobiologicznej,

Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Analityki Medycznej, Lublin

?Katedra i Zaktad Chemii Organicznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Lublin

W patomechanizmie zakazen wywotywanych przez drobnoustroje
istotng role odgrywa biofilm, ktéry stwarza specyficzne warunki
przetrwania patogendw i bakterii oportunistycznych oraz umoz-
liwia nabywanie nowych cech, takich jak zmniejszona podatnos¢
na antybiotyki.

Celem pracy byta ocena aktywnosci in vitro nowo zsyntezo-
wanych liniowych pochodnych semikarbazydu i tiosemikarbazydu
na namnazanie i tworzenie biofilmu przez bakterie w warunkach
stacjonarnych. Badania prowadzono z wykorzystaniem szczepéw
wzorcowych bakterii Gram-dodatnich: Staphylococcus aureus
ATCC 25923 i S. epidermidis ATCC 12228 oraz Gram-ujemnych:
Escherichia coli ATCC 25922, Proteus mirabilis ATCC 12453 i Kleb-
siella pneumoniae ATCC 13883. Wplyw nowo otrzymanych zwigz-
kéw na namnazanie komorek i tworzenie biofilmu badano metoda
podwdjnych rozcienczen zwiazku w bulionie. Aktywnos¢ bada-
nych pochodnych oceniano spektrofotometrycznie przy dtugosci
fali A\=570 nm (OD_, ) wobec komérek planktonowych i tworzg-
cych biofilm odpowiednio w oparciu o wartoé¢ MIC (minimal
inhibitory concentration) i MBIC (minimal biofilm inhibitory

urszula.kosikowska@umlub.pl

concentration, po zastosowaniu 0,1% fioletu krystalicznego).
Wykazano zalezng od gatunku i badanej pochodnej aktywnos¢
wobec S. aureus (MIC=3,9-62,5mg/L, MBIC=3,9-62,5mg/L)
i S. epidermidis oraz jej brak (MIC=MBIC=2>1000 mg/L) wobec
szczepow wzorcowych bakterii Gram-ujemnych. Aktywnoscia
przeciwdrobnoustrojowa wobec planktonowych i tworzacych bio-
film komorek S. aureus (MIC=7,8-15,6 mg/L; MBIC=31,25mg/L)
przy jednoczesnym braku wptywu na S. epidermidis (MIC= MBIC
>1000 mg/L) charakteryzowat si¢ 1-cyjanofenyloacetylo-4-(1-naf-
tylo)semikarbazyd. Pochodne tiosemikarbazydu posiadajace ugru-
powanie cyjanoacetylowe lub cyjanofenyloacetylowe i rézne pod-
stawniki w pozycji 4 hamowaly namnazanie i tworzenie biofilmu
przez S.aureus (MIC=1,95-62,5mg/L; MBIC=62,5-500 mg/L)
oraz S. epidermidis (MIC=0,49 - 125 mg/L; MBIC=125-500 mg/L).

Uzyskane dane wskazuja, ze liniowe pochodne semikarba-
zydu i tiosemikarbazydu moga by¢ wykorzystywane jako zwiazki
wyjéciowe do poszukiwania nowych substancji o aktywnosci prze-
ciwgronkowcowej zaréwno wobec komorek planktonowych jak
i tworzacych biofilm.

1-u 10

WYSTEPOWANIE I ZNACZENIE STAPHYLOCOCCUS AUREUS
O GRANICZNE] OPORNOSCI NA OKSACYLINE (BORSA)

Oporno$¢ gronkowcéw na PRPs (penicillinase-resistant peni-
cillins) stanowi od lat jeden z najwazniejszych probleméw bak-
teryjnej lekoopornosci. Borderline oxacillin-resistant Staphylo-
coccus aureus (BORSA) sa, obok MRSA, odmiang metycylino-
opornosci zdecydowanie stabiej poznang i niewystarczajaco
zdefiniowang. Sa to szczepy o niskiej, granicznej opornoéci na
PRPs (MIC oksacyliny najczesciej 1-8 pg/ml) i w przeciwien-
stwie do szczepéw MRSA - nie posiadajace zmutowanego biatka
PBP2a determinowanego genem mecA lub mecC. Ich opornos¢
wynika zazwyczaj z hiperprodukgji $-laktamaz, a w niektérych
przypadkach z punktowych mutacji w bialkach PBP. Szczepy
BORSA nie mogg by¢ klasyfikowane ani jako prawdziwie mety-
cylinooporne ani metycylinowrazliwe gronkowce, chociaz bywaja

Maria Hryniewicz, Katarzyna Garbacz

Zaklad Mikrobiologii Jamy Ustnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny
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mylone w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej z jednymi i dru-
gimi. Stwarza to oczywiste niebezpieczenstwo epidemiologiczne
i problemy terapeutyczne.

Wielu badaczy wskazuje na stosowanie antybiotykow jako
glowny czynnik ryzyka w nabywaniu opornosci typu BORSA.
Autorzy sugeruja, ze szczepy pojawily sie pod wplywem selekeyj-
nej presji antybiotykowej, jako rozwéj opornosci na metycyline.

BORSA sg szeroko rozpowszechnione zaréwno w srodowisku
ludzi jak i zwierzat, a takze w szpitalach jak i poza nimi. Szczepy
BORSA byly wykrywane réwniez w zywnosci. Wykazano, ze ist-
nieje zaleznoé¢ pomiedzy nosicielstwem BORSA wéréd zwierzat,
a pozniejszym wystepowaniem ich w produktach pochodzenia
zwierzecego.
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Wydaje sie, ze zakazenia spowodowane przez BORSA sa
podobne w epidemiologii i przebiegu do zakazen MRSA i ciezsze
niz te wywolane przez MSSA. Wykrycie w materiale od pacjenta
szczepow BORSA jest kluczowe dla dalszej, trafnej antybio-
tykoterapii. Jednak informacje na temat ich detekeji w rutynowe;j
diagnostyce sa bardzo skape. Dodatkowym niebezpieczenstwem
i utrudnieniem w trafnej diagnostyce BORSA jest niewatpli-
wie brak gatunkowo swoistych czynnikéw, takich jak koagulaza

czy termonukleaza. Leczenie ciezkich infekcji spowodowanych
przez BORSA nawet duzymi dawkami oksacyliny moze by¢ nie-
skuteczne.

Badania pokazuja, Ze sa czg¢sto pomijanym i niedocenianym
problemenm, a ich izolacja z coraz to nowych $rodowisk wskazuje
na pilng potrzebe monitorowania tego rodzaju zakazen i umie-
jetnos¢ skutecznego réznicowania ich zaréwno ze szczepami
MSSA jak i MRSA.
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WPLYW INAKTYWACJI FOTODYNAMICZNEJ NA PRZEZYWALNOSC
I LEKOWRAZLIWOSC WIELOLEKOOPORNYCH IZOLATOW S. AUREUS

Agata Wozniak, Mariusz Grinholc

Zaktad Diagnostyki Molekularnej, Miedzyuczelniany Wydzial Biotechnologii

Przeciwdrobnoustrojowa inaktywacja fotodynamiczna (aPDI, ang.
Antimicrobial Photodynamic Inactivation) jest wspotczesnie jedna
z alternatywnych technik stosowanych w celu eradykacji opor-
nych na antybiotyki mikroorganizméw, leczenia tradziku, a takze
skutecznym narzedziem prowadzacym do eliminacji grzybdw,
pasozytow oraz wiruséw. Inaktywacja fotodynamiczna wyko-
rzystuje zrédlo $wiatla widzialnego o réznym zakresie dtugosci
fali, wewnatrzkomoérkowe porfiryny badz nietoksyczne zwiazki
fotouczulajace oraz tlen. W wyniku absorpcji kwantu $wiatta
dochodzi do wzbudzenia fotouczulacza, ktéry na drodze transferu
elektronu prowadzi do formowania reaktywnych form tlenu (ROS,
ang. Reactive Oxygen Species) badz w wyniku transferu energii
do powstawania tlenu singletowego. Otrzymane w wyniku reakcji
fotodynamicznej reaktywne formy tlenu oraz tlen singletowy na
skutek promowania stresu oksydacyjnego prowadza do zniszcze-
nia struktury $ciany komoérkowej i/lub uszkodzenia DNA w trak-

Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

mariusz.grinholc@biotech.ug.edu.pl

towanej komorce drobnoustroju. W zwiazku z narastajaca leko-
opornoscia drobnoustrojow poszukuje sie nowych alternatywnych
metod zwalczania zakazen bakteryjnych. W biezacym pro-
jekcie zbadano wplyw inaktywacji fotodynamicznej na przezy-
walno$¢ S. aureus oraz oddziatywanie aPDI w polaczeniu z ruty-
nowo stosowanymi antybiotykami. W badaniach postuzono si¢
izolatami klinicznymi, ktére wykazywaly profil rozszerzonej
opornoéci antybiotykowej XDR (ang. Extensively Drug Resistant).
Kategoria opornoéci XDR charakteryzuje si¢ brakiem wrazliwosci
drobnoustroju na co najmniej jeden antybiotyk ze wszystkich,
z wyjatkiem dwoch lub mniej kategorii antybiotykéw. Ponadto,
skoncentrowano si¢ na wykazaniu interakcji pomigdzy stoso-
wanymi chemioterapeutykami, a inaktywacja fotodynamiczna.
W tym celu wykorzystano metode dyfuzyjno-krazkowa, E-testy
z rosnacym gradientem st¢zen chemioterapeutykow oraz test sza-
chownicy (ang. Checkerboard Assay).
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IDENTYFIKACJA PEPTYDOW ODPORNOSCIOWYCH BARCIAKA WIEKSZEGO
PO ZAKAZENIU BAKTERIA PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Anna Sieminska-Kuczer', Pawel Mak?, Mariola Andrejko’

! Zaktad Immunobiologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie,
?Zaklad Biochemii Analitycznej, Wydzial Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytet Jagielonski w Krakowie

Gasienice barciaka wigkszego (Galleria mellonella) sa coraz czesciej
stosowanym organizmem modelowym w badaniach dotyczacych
patogenezy i czynnikéw wirulencji bakterii. W walce z drobno-
ustrojami organizm uruchamia mechanizmy odpowiedzi humoral-
nej, w ktérych kluczowa role odgrywaja peptydy odpornosciowe.
U tego owada sklasyfikowano kilkanascie peptydéw, m.in. liniowe
peptydy a-helikalne (cekropiny, moricyny), peptydy o strukturze
stabilizowanej mostkami disiarczkowymi (defensyny, galleriomy-
cyna), peptydy o duzej zawartosci reszt proliny lub glicyny, a takze
peptydy anionowe. Peptydy te moga wykazywa¢ nie tylko wiasci-
wodci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze, lecz takze moga by¢
zdolne do zabijania pierwotniakow i wirusow.

Gram-ujemna paleczka, Pseudomonas aeruginosa jest oportuni-
stycznym patogenem czlowieka powszechnie obecnym w §rodowi-
sku i wywolujacym liczne zakazenia szpitalne. W badaniach uzyto

asieminska.bio@gmail.com

szczepdw bakterii, w tym izolatéw klinicznych réznigcych sie pro-
filem zewnatrzkomérkowych proteaz. Podjete badania mialy na
celu okreslenie czy rodzaj syntetyzowanych w hemolimfie owada
peptydéw odpornosciowych zalezy od szczepu bakteryjnego uzy-
tego do zakazenia gasienic.

Metoda dyfuzji radialnej oraz metoda bioautografii wykazano,
ze zakazenie owadow bakterig P. aeruginosa skutecznie indukuje
zaréwno aktywno$¢ przeciwbakteryjna, jak i przeciwgrzybowa
w hemolimfie G. mellonella. Pojawienie si¢ aktywno$ci przeciw-
drobnoustrojowej w hemolimfie zwigzane jest z synteza pepty-
déw o masie ponizej 6,5kDa. Zaobserwowano wyrazng zalez-
nos$¢ poziomu peptydéw od szczepu bakteryjnego uzytego do
zakazenia owadow.

W badaniach wstepnych przeanalizowano profil peptydowy
w ekstraktach otrzymanych z hemolimfy zakazonych gasienic
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stosujac metode chromatografii RP-HPLC. W badanym mate-
riale zaobserwowano obecno$¢ szesciu peptydéw przeciwdrob-
noustrojowych: cekropiny, defensyny, peptydu anionowego 1 i 2

oraz peptydu bogatego w prolineg-1 i -2. Nalezy zaznaczy¢, ze po
infekeji Gram-ujemng bakterig nastapita indukcja syntezy pepty-
dow o zréznicowanej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej.
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POCHODNE KWASU AMINOMETYLOFOSFINOWEGO
O AKTYWNOSCI ANTYUREOLITYCZNE] I ANTYBAKTERYJNE]

Ewa Grela, Katarzyna Macegoniuk, Agnieszka Grabowiecka

Zaklad Chemii Bioorganicznej, Wydzial Chemiczny, Politechnika Wroctawska

Bakterie aktywne ureolitycznie stanowig istotng podgrupe mikro-
organizméw chorobotwodrczych. Do najbardziej znanych naleza
Gram-ujemne paleczki rodzaju Proteus. W ich przypadku ure-
aza jest istotnym czynnikiem wirulencji, odpowiedzialnym za
podnoszenie pH moczu i towarzyszace mu wytracanie kamieni
moczowych. Gatunek Proteus mirabilis jest jednym z najczesciej
spotykanych w przypadku szpitalnych infekeji uktadu moczowego,
w szczegdlnosci zakazen towarzyszacych cewnikowaniu.

Zastosowanie efektywnych inhibitoréw ureolizy moze by¢ obie-
cujacy alternatywa dla stosowanych antybiotykéw. Obecnie jedy-
nym inhibitorem ureolizy zatwierdzonym przez FDA do terapii
zakazen uktadu moczowego jest kwas acetohydroksamowy (AHA),
posiadajacy znaczace efekty uboczne. W ostatnich latach w Zakla-
dzie Chemii Bioorganicznej Politechniki Wroctawskiej otrzymano
nowg grupe inhibitoréw ureazy — pochodne kwasu aminometylo-
fosfinowego. Badania na oczyszczonej ureazie P. mirabilis pozwolity
na wskazanie kwasu aminometylo(N,n-heksyloaminometylo)fosfi-
nowego (C,) jako najaktywniejszego w badanej grupie o K. =0.2 uM,
w poréwnaniu z K =5.7 uM dla AHA. Podczas inkubacji z catymi
komorkami P. mirabilis 15 z 21 badanych zwigzkéw wykazalo sil-
niejsze dzialanie antyureolityczne niz AHA. W tym do$wiadczeniu
C, réwniez zostat okreslony jako jeden z najefektywniejszych inhi-
bitoréw 010-krotnie silniejszym dziataniu niz AHA.

ewa.grela@pwr.edu.pl

Badania na calych komoérkach rozszerzono o oznaczenia
aktywnos$ci antybakteryjnej. Najaktywniejsze zwigzki - kwasy
aminometylo(N,n-propyloaminometylo)fosfinowy (C,) oraz ami-
nometylo(N,n-heptyloaminometylo)fosfinowy (C.) ograniczaty
wzrost bakterii do 20% wzgledem proby kontrolnej po 24h
inkubacji przy 0,5mM stezeniu. Przeprowadzono réwniez test
MTT, okreslajacy aktywnos¢ metaboliczng komorek bakteryj-
nych poddanych dziataniu zwiazkéw oraz wybarwiono komorki
z zastosowaniem zestawu fluorescencyjnego BacLight®, bazuja-
cego na zmianach integralnosci bony bakteryjnej. Otrzymane
wyniki charakteryzowaly si¢ sporg rozbiezno$ciag w poréwnaniu
z wczesniej przedstawionymi. Wykonane barwienia z zastoso-
waniem N-fenylo-1-naftyloaminy oraz sprawdzenie aktywnosci
B-galaktozydazy pozwolily stwierdzi¢, ze obserwowane niesci-
stosci s3 spowodowane aktywnoscia permeabilizujaca badanych
zwigzkow. Inhibitory o aktywnosci antybakteryjnej — C, oraz C,
- nalezaly réwniez do najaktywniejszych permeabilizatoréw blony
bakteryjnej, osiagajac poziom okoto 80% efektu uzyskiwanego przy
inkubacji z analogicznym stezeniem EDTA.

Projekt wspolfinansowany ze srodkéw Krajowego Naukowego

Osrodka Wiodgcego KNOW na lata 2014-2018 dla Wroclawskiego
Centrum Biotechnologii.
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INAKTYWACJA PDTAS ZMIENIA WRAZLIWOSC M. SMEGMATIS NA AMINOGLIKOZYDY

Dadura Karolina"?, Rumijowska-Galewicz Anna’, Zaczek Anna!, Lewandowska Karolina!,

Plocinska Renata!, Dziadek Jarostaw!

!Laboratorium Genetyki i Fizjologii Mycobacterium, Instytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk, £.6dz
2Studium Mikrobiologii, Biotechnologii i Biologii Eksperymentalnej, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska,

Mycobacterium tuberculosis jest czynnikiem etiologicznym gruz-
licy, choroby, na ktéra co roku umieraja miliony ludzi na calym
$wiecie. W ostatnich latach obserwuje si¢ intensywny wzrost
liczby szczepdéw wielolekoopornych, przeciwko ktérym wspot-
czesna medycyna bywa bezradna. Sukces M. tuberculosis jako
patogenu zwigzany jest ze zdolnoscia tych bakterii do adaptacji
do réznorodnych warunkéw bytowania w organizmie czlowieka
na réznych etapach infekeji, dzigki szybkiej i adekwatnej odpowie-
dzi na sygnaly docierajace z otoczenia. Aby szybko i efektywnie
przystosowywac sie do zmieniajacych si¢ warunkéw otoczenia
komorki mykobakterii wykorzystuja dwukomponentowe systemy
transdukeji sygnaléw (TCSS). Bialko PdtaS Mycobacterium tuber-
culosis wchodzi w sktad dwukomponentowego system transdukeji

Uniwersytet Lodzki, £.odz
karola-kd@o2.pl

sygnalu PdtaS/PdtaR. Bialko to pelni role sensorowej kinazy, ktéra
jest zdolna do autofosforylacji i przekazania reszty fosforanowej
do regulatora odpowiedzi PdtaR.

Celem projektu jest zbadanie udziatu histydynowej kinazy
PdtaS oraz biatka regulatorowego PdtaR Mycobacterium tuber-
culosis w regulacji wybranych proceséw metabolicznych myko-
bakterii. W ramach przeprowadzonych badan skonstruowano
zmutowany szczep M. smegmatis pozbawiony funkcjonalnego
genu pdtaS. Nastgpnie wykorzystano macierze fenotypowe dla
identyfikacji warunkéw wzrostu w ktérych szczep mutant posiada
znaczaco zmieniong aktywno$¢ metaboliczng. Zaobserwowano,
ze szczep pozbawiony funkcjonalnego bialka PdtaS wykazuje
zmiany wrazliwo$ci na szereg antybiotykéw aminoglikozydowych



SESJA III. MIKROBIOLOGIA KLINICZNA I MOLEKULARNA 83

oraz inhibitoréw lancucha oddechowego. Zaleznos¢ pomiedzy
transportem elektronéw w tancuchu oddechowym a opornoscia
na aminoglikozydy badano analizujac przepuszczalnos¢ oston
komoérkowych dla wybranych antybiotykéw aminoglikozydowych
(kanamycyny, streptomycyny, dihydrostreptomycyny, apramycyny,
sisomycyny) oraz rifampicyny.

Wykazano, iz przepuszczalnos¢ oston komérkowych szczepu
ApdtaSM. smegmatis jest nieznacznie zmniejszona w poréwna-
niu do szczepu kontrolnego. Zaobserwowano rowniez zwiek-
szong wrazliwo$¢ badanych szczepéw M. smegmatis w stosunku
do badanych antybiotykéw aminoglikozydowych (kanamycyny,
streptomycyny, dihydrostreptomycyny, apramycyny, sisomycyny).
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ZNACZENIE DIAGNOSTYKI MOLEKULARNE] W OCENIE SKUTECZNOSCI
LECZENIA WIRUSOWEGO ZAPALENIA WATROBY TYPU C

Katarzyna Sikorska', Anna Wroéblewska?, Agnieszka Brzozowska®, Malgorzata Cheba?,

Beata Lorenc?, Krzysztof P. Bielawski?

! Zaktad Medycyny Tropikalnej i Epidemiologii, Gdanski Uniwersytet Medyczny
2Zaktad Diagnostyki Molekularnej, Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Gdanski, Gdanski Uniwersytet Medyczny
3 Zaklad Biologii Molekularnej Wiruséw, Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Gdanski, Gdanski Uniwersytet Medyczny

Zakazenie wirusem zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis C
virus, HCV) jest waznym czynnikiem przyczynowym przewleklej
choroby watroby, prowadzacej w czeéci przypadkéw do marskosci
watroby i raka watrobowokomorkowego (ang. hepatocellular carci-
noma, HCC). Nastepstwa te stanowig gtéwne wskazanie do trans-
plantacji watroby w krajach rozwinietych. Wprowadzenie w ostat-
nich dwoch latach terapii bezinterferonowej znacznie zwigkszyto
szanse na catkowite wyleczenie. Wskazuje sie na mozliwg pelng
eliminacje zakazenia cho¢ jednoczes$nie odnotowuje sie przypadki
reinfekcji lub reaktywacji po skutecznym leczeniu. Dyskutowane
jest znaczenie utajonego zakazenia wirusem zapalenia watroby
typu C (ang. occulthepatitis C, OCI). OCI moze dotyczy¢ 10-100%
pacjentdw z przewlektym zapaleniem watroby typu C (pzwC) sku-
tecznie leczonych w przesztoéci interferonem, u ktérych wyka-
zano trwala odpowiedZ wirusologiczng za pomocy standardo-
wych molekularnych testéw diagnostycznych. Diagnoza OCI
polega na wykryciu obecnosci niewielkich ilosci HCV-RNA
w watrobie, surowicy lub w jednojadrzastych komdrkach krwi
obwodowej z uzyciem ultraczulych metod. Wiadomo, ze OCI
wigze si¢ silnie z uposledzong odpowiedziag immunologiczng oraz

*Szpitale Pomorskie, Specjalistyczny Szpital Zakazny

stanowi czynnik ryzyka rozwoju choréb limfoproliferacyjnych,
marskosci watroby HCC. Dlugofalowy wplyw terapii bezinterfe-
ronowej na rozwdj OCI nie jest znany.

Celem pracy byla ocena czesto$ci wykrywania HCV RNA
w jednojadrzastych komdrkach krwi obwodowej u chorych,
ktorzy osiagneli po terapii bezinterferonowej trwaly odpowiedz
wirusologiczng, oceniang przy uzyciu standardowych testéw
diagnostycznych. Do badania wlaczono 25 chorych. Detekeja
HCV-RNA zostala przeprowadzona w wyizolowanych jedno-
jadrzastych komoérkach krwi obwodowej inkubowanych w obec-
noéci mitogenu. Amplifikacja fragmentu HCV-RNA, zostata
wykonana z uzyciem starteréw komplementarnych do sekwencji
w regionie 5UTR genomu wirusa. Specyficzno$¢ otrzymanych
produktéw potwierdzono za pomocy sekwencjonowania. Obec-
nos¢ HCV RNA wykrywanego ta metoda potwierdzono u 6/25
(24%) pacjentéw. Uzyskane wyniki potwierdzaja mozliwos¢
przetrwania zakazenia HCV w komorkach krwi obwodowej po
leczenia bezinterferonowym, mimo braku detekcji HCV RNA
we krwi, stwierdzanego przy uzyciu testow stosowanych w ruty-
nowej praktyce kliniczne;j.
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ROLA BIALKA MSMEG0432 MYCOBACTERIUM SMEGMATIS

W METABOLIZMIE AZOTANOW I AZOTYNOW

Magdalena Antczak"?, Renata Plocinska?, Przemystaw Plocinski?, Jarostaw Dziadek?

' Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet E6dzki, £6dz

?Laboratorium Genetyki i Fizjologii Mycobacterium, Instytut Biologii Medycznej PAN, L6dZ

W warunkach naturalnych bakterie zmagajg sie z ograniczonym
dostepem do zwigzkéw azotu. Ich asymilacja umozliwia wbu-
dowanie pierwiastka we wlasne komponenty i kolejne podziaty
komorki. U Mycobacterium smegmatis globalnym regulatorem
metabolizmu azotu jest bialko GInR, ktéry miedzy innymi bez-
posrednio reguluje ekspresje potencjalnego czynnika transkryp-
cyjnego jakim jest biatko Msmeg0432. W celu poznania roli
bialka Msmeg0432 w asymilacji i konwersji zwigzkéw azotu,
szczepy mutanty Amsmeg0432 oraz AglnR M. smegmatis hodo-
wano w warunkach ograniczonego azotu. Z biomas uzyskanych
z tych hodowli wyizolowano catkowity RNA z ktérego uzyskano
biblioteki RNA/cDNA celem przeprowadzenia analizy RNA-seq.

mantczak.biotech@gmail.com

Analiza ta wykazala, Ze podczas ograniczonego dostgpu azotu,
w mutancie Amsmeg0432 dochodzi do zmiany poziomu ekspresji
gendw zaangazowanych w metabolizm azotowy. Dane te sklonily
nas do dalszych badan, celem ktérych byla ocena wzrostu mutan-
tow Amsmeg0432, AglnR oraz szczepu dzikiego, w podlozu Sautona
zawierajacym rézne Zrédla azotu. Przeprowadzone doswiadczenia
wykazaly, ze bialko Msmeg0432 oraz GInR biorg udzial w kon-
wersji zwigzkow azotowych u M. smegmatis. Dowiedziono, ze GInR
warunkuje mozliwos¢ asymilacji azotu z wigkszosci badanych
przez nas zrédel. Istotna role w metabolizmie azotowym pelni row-
niez biatko Msmeg0432, ktére prawdopodobnie reguluje transport
oraz przemiany azotandw i azotynéw.
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ZASTOSOWANIE MONOAZYDKU PROPIDYNY (PMA) DO ROZROZNIANIA
KOMOREK ZYWYCH I MARTWYCH ZA POMOCA qPCR

Magdalena Wysocka, Hanna Olech, Beata Krawczyk

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdariska

Réznicowanie komoérek zywych i martwych jest istotnym wyzwa-
niem w diagnostyce mikrobiologicznej. W zwigzku z tym, ze DNA
pozostaje po $mierci komorki, ocena ilo$ciowa oparta o wykry-
wanie DNA technikg amplifikacji moze prowadzi¢ do istotnego
przeszacowania ryzyka zwigzanego z patogenami lub dawac¢ fat-
szywie dodatnie wyniki. Optymalnym rozwiazaniem moze by¢
amplifikacja DNA z komorek poddanych wczeéniejszemu dzia-
taniu barwnikami fluorescencyjnymi. Jednym ze sposoboéw roz-
nicowania komorek jest wykorzystanie zdolnoéci PMA do prze-
nikania przez blony komoérkowe martwych mikroorganizméow
i wigzania si¢ z dwuniciowym DNA.

Celem pracy bylo zbadanie przydatnosci PMA do selektyw-
nego wykrywania genomowego DNA z zywych komérek Klebsiella
pneumoniaew warunkach stresogennych (temp. 72°C). Optymali-
zacji poddano stezenie PMA oraz czas wystawienia na dzialanie
$wiatla w celu indukeji wiagzania z DNA. Jako kontrole zastosowano
komorki nie poddane dziataniu temperatury oraz komorki, ktore
calkowicie utracity zywotnos¢. Z komorek bakteryjnych izolowano
totalne genomowe DNA 1i stosujac reakcje qPCR okreslano zdol-
nos¢ wyizolowanego DNA do amplifikacji w oparciu o wartos¢ Ct.

magwojta@gmail.com

Stwierdzono, ze 20 i 50 uM stezenia PMA skutecznie blokowaly
DNA z martwych komdrek. Zastosowany czas inkubacji z barw-
nikiem nie wplynal w znaczacym stopniu na wydajno$¢ wigzania
barwnika do DNA, a tym samym na wydajnos¢ amplifikacji PCR.
Do dalszych eksperymentéw wybrano 50 uM stezenie PMA i czas
inkubacji 20 minut. Podczas gdy wydajnos¢ amplifikacji DNA
dla prébek pochodzacych z zywych komoérek byta poréwnywalna
z probkami, ktorych nie potraktowano PMA, to dla martwych
komorek zauwazono znaczny spadek w wydajnosci amplifikaciji,
ktory wynikat prawdopodobnie z braku dostepu polimerazy do
ssDNA. Najwyzsza warto$¢ Ct, tzn. najwyzsza redukcje sygnatu
amplifikacji obserwowano dla kontrolnej probki DNA pochodza-
cej z komorek K. pneumoniae po zadziataniu wysoka temperatura.

Wysunieto wniosek, ze barwnik PMA w polaczeniu z tech-
nika qPCR moze by¢ wiarygodnym narzedziem stosowanym do
odroézniania komorek zywych od martwych dla szczepéw K. pneu-
moniae. Oszacowanie stopnia przezywalnosci komorek bakteryj-
nych K. pneumoniae oraz ich kinetyka $mierci moze dostarczy¢
cennych informacji o ich rzeczywistej wrazliwo$ci na rézne czyn-
niki stresogenne.
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WYSTEPOWANIE LEKOOPORNYCH SZCZEPOW OTOCZKOWYCH
HAEMOPHILUS INFLUENZAE U PACJENTOW Z PRZEWLEKEA BIALACZKA LIMFOCYTOWA
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Najpowszechniej wystepujaca postacia bialaczek jest przewlekla
biataczka limfocytowa (PBL). Infekcje sa najczestsza przyczyna cho-
robowosci i $miertelnosci wérdd pacjentéw z PBL, u ktérych moga
sig rozwing¢ m.in. z powodu hipogammaglobulinemii i dysfunkcji
odpornosci komdrkowej oraz immunosupresyjnego dziatania sto-
sowanej terapii. Do patogenow czesto wystepujacych u tych pacjen-
tow nalezy miedzy innymi Haemophilus influenzae typu b (Hib).
W pracy oceniano czesto$¢ wystepowania H. influenzae w dro-
gach oddechowych u 45 pacjentéw z PBL. Izolaty wyosobnione
z wymazow z gardla i z nosa identyfikowano oraz biotypowano
w oparciu o cechy biochemiczne (API NH), nastepnie na pod-
stawie profilu biatkowego (MALDI-TOF MS - Matrix Assisted
Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry).
Serotypy okreslano przy uzyciu starteréw o sekwencjach komple-

urszula.kosikowska@umlub.pl

mentarnych do genéw bexA, acsA, besB, ccsB, desC, ecsC, fesA,
nalezacych do locus otoczkowego cap. Lekowrazliwos¢ i feno-
typy izolatéw oceniano zgodnie z EUCAST (Europejski Komitet
ds. Oznaczania Lekowrazliwo$ci), opornos¢ na ampicyline ozna-
czano w oparciu o MIC (minimal inhibitory concentration) z uzy-
ciem E-testu (szczepy oporne: MIC <0,5 mg/L). Zdolno$¢ syntezy
beta-laktamaz oceniano testem cefinazowym, obecno$¢ genow bla
warunkujacych ich wytwarzanie - metoda PCR.

Wykazano, ze 4/45 (8,9%) pacjentéw z PBL bylo skolo-
nizowanych przez H.influenzae. Wyosobniono cztery izolaty
H. influenzae, w tym trzy z gardfa (biotypy i serotypy odpo-
wiednio Ie, IIb i ITle) i jeden z nosa (IIb). Wszystkie izolaty byly
oporne na antybiotyki beta-laktamowe, w tym na ampicyling
(MIC=0,75-1,0 mg/L) i cefuroksym. Izolaty klasyfikowano jako
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beta-laktamazo-pozytywne ampicylino-oporne (BLPAR - beta-
-lactamase-positive ampicillin-resistant), na podstawie badan
genetycznych dwa z nich okre$lonojako gBLPAR - beta-lacta-
mase-positive ampicillin-resistant, natomiast dwa jako gBLPACR
- beta-lactamase-positive amoxicillin-clavulanicacid-resistant).

Wszystkie paleczki H. influenzae wyizolowane u pacjentow
z PBL nalezaly do szczepéw otoczkowych o serotypie “b” lub “€”
i byly oporne na antybiotyki beta-laktamowe, co moze sprzyjaé
infekcjom wywolywanym przez te bakterie oraz problemom tera-

peutycznym w ich zwalczaniu.

-P3

CHARAKTERYSTYKA ENDOLIZYNY LYSB POCHODZACE]
Z BAKTERII CLOSTRIDIUM BOTULINUME3 STR. ALASKA E43

Agnieszka Morzywolek', Magdalena Plotka', Anna-Karina Kaczorowska?, Tadeusz Kaczorowski'

! Katedra Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Gdanski

*Kolekcja Plazmidow i Drobnoustrojow, Wydziat Biologii, Uniwersytet Gdanski

Swiatowa organizacja zdrowia w raporcie z 2011 roku ocenia, ze
na $wiecie w ciggu roku ponad 7 milionéw ludzi zmarto z powodu
chordb infekeyjnych wywolanych przez bakterie. Dotychczas efek-
tywng walke z infekcjami bakteryjnymi prowadzono za pomocg
antybiotykéw, jednak w ostatnich latach obserwuje sie wzrost
infekcji wywotanych przez wielolekooporne szczepy bakterii
(MDR), a proces opracowywania nowych antybiotykéw ulegt
recesji. Wywoluje to obawe o dostepnos¢ skutecznych terapii anty-
biotykowych w przysztosci. Rozwigzaniem tej sytuacji jest poszu-
kiwanie nowych czynnikéw przeciwbakteryjnych. Alternatywnym
sposobem walki z infekcjami bakteryjnymi sg m.in. bakteriocyny,
drapiezne bakterie, terapia fagowa i enzymy lityczne. To wlasnie
enzym lityczny jest przedmiotem badan niniejszego projektu.
Celem projektu jest poznanie strukturalnych i funkcjonalnych
cech zwigzanych z aktywnoscia endolizyny LysB, ktéra wykazuje
podobienstwo do eukariotycznych biatek rozpoznajacych pepty-
doglikan (PGRPs). W pierwszym etapie zoptymalizowano nad-
produkeje oraz oczyszczono bialko LysB. Natepnie wykazano,

agnieszka.morzywolek@phdstud.ug.edu.pl

ze amidaza LysB jest najbardziej aktywna w buforze o pH 6,0.
Ultrawirowanie analityczne oraz saczenie molekularne wykazaty,
ze biatko LysB wystepuje w formie dimeru. Za pomoca techniki
zymogramu okreslono spektrum dzialania endolizyny LysB. Wyka-
zano aktywnos¢ wobec bakterii z rodzaju Clostridium oraz bakterii
B. cereus i S. aureus. Biatko LysB nie wykazato aktywnosci wobec
E. faecalis oraz B. subtilis. Aktywno$¢ potwierdzono takze testem
na zywych komérkach B. cereus oraz S. aureus. Podczas obserwa-
cji komorek C. sporogenes w mikroskopie elektronowym wywota-
nych dzialaniem bialka LysB zaobserwowano przerwanie cigglosci
$ciany komorkowej, wyplyw tresci komdrkowej i w efekcie lize
komorek bakteryjnych. W dalszych badaniach wyodrebniono
motyw katalityczny biatka LysB i przeprowadzono jego muta-
geneze uzyskujac potwierdzenie, ze reszty H», Y*” H'*S oraz C**
odgrywaja znaczaca role w aktywnosci badanego biatka.

Nasze badania przyczynig sie lepszego zrozumienia czynnikéw
antybakteryjnych o duzej efektywnosci skierowanych przeciwko
groznym patogenom bakteryjnym.

-P 4

BAKTERIOFAG VB_ECO4M-7 - NOWA NADZIEJA W ZWALCZANIU
ZAKAZEN ENTEROKRWOTOCZNYMI SZCZEPAMI ESCHERICHIA COLI (EHEC)

Agnieszka Necel', Gracja Topka', Aleksandra Dydecka', Sylwia Bloch', Bozena Nejman-Falenczyk',
Agata Jurczak-Kurek? Katarzyna Tomasz Gasior?, Kwasnicka-Kosznik', Lukasz Nowakowski',
Lukasz Grabowski', Alicja Wegrzyn®, Grzegorz Wegrzyn'

!'Katedra Biologii Molekularnej, Wydzial Biologii, Uniwersytet Gdanski, Wita Stwosza 59, 80-308 Gdansk
?Katedra Ewolucji Molekularnej, Wydzial Biologii, Uniwersytet Gdanski, Wita Stwosza 59, 80-308 Gdansk
*Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Kladki 24, 80-822 Gdansk

Bakterie Escherichia coli stanowia istotny element flory bakteryjnej
czlowieka biorac udzial m.in. w produkgji witamin z grupy Bi K.
Moga one, na drodze horyzontalnego transferu genéw, nabywac
nowe cechy genetyczne, co prowadzi do powstania dotad niespo-
tykanych wirulentnych szczepéw bakteryjnych.

Przyktadem takich patogenéw sa Enterokrwotoczne szczepy
Escherichia coli (EHEC), wéréd ktérych najlepiej poznanym
jest E.coli O157:H7. Gléwnym rezerwuarem tych bakterii jest
bydlo, a zakazi¢ nimi mozna si¢ poprzez spozycie np. zanie-
czyszczonej odchodami zwierzecymi zywnosci (warzywa, owoce).
EHEC posiadaja zdolno$¢ do produkcji toksyny Shiga, ktorej geny

agnieszka.necel@phdstud.ug.edu.pl

zlokalizowane s3 w genomach bakteriofagéw Stx. Do ich ekspresji
dochodzi po indukeji profaga oraz rozpoczeciu litycznego cyklu
zyciowego. Produkowana toksyna uszkadza woéwczas komorki
m.in. naczyn krwionoénych i nablonka nerek, a czasami moze
dojs¢ do groznych powikian jak np. zespél hemolityczno-mocz-
nicowy (HUS).

Leczenie infekcji EHEC jest wysoce problematyczne ze
wzgledu na wywolywanie procesu indukeji profaga przez wiele
czynnikéw stosowanych w zwalczaniu zakazen bakteryjnych.
Réwniez $rodki spowalniajace perystaltyke jelit moga zaostrzy¢
objawy chorobowe. Obecnie stosuje sie tylko leczenie objawowe.
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W zwigzku z tym istotne jest poszukiwanie alternatywnych metod
zwalczania zakazen szczepami EHEC.

W ramach prac badawczych nad biordznorodnoscia bakte-
riofagéw wyizolowano ze $ciekéw komunalnych 83 fagi. Jeden
z pozyskanych fagow tj. vb_Eco4M-7, wykazat zdolnoé¢ do lizy

tylko szczepu E. coli O157:H7, a takze klinicznego szczepu E. coli
O157:H7(ST2-8624). Przeprowadzone przez nas badania wyka-
zaly, ze bakteriofaga vb_Eco4M-7 charakteryzuje krotki cykl roz-
wojowy z plonem fagowym réwnym okolo 1000 czastek potom-
nych, co moze $wiadczy¢ o jego potencjale w zwalczaniu zakazen.

-P5

INDUKCJA EKSPRESJI GENOW KODUJACYCH CHITYNAZY
U MEDICAGO TRUNCATULA PO INOKULAC]JI RYZOBAKTERIAMI

Anna Kisiel', Ewa Kepczynska

Katedra Biotechnologii Roslin, Wydzial Biologii, Uniwersytet Szczecinski

Chitynazy nalezg do biatek hydrolizujacych wigzania B-1,4-gli-
kozydowe chityny, jednego z najczesciej wystepujacych w przy-
rodzie polisacharydéw. Podstawowa funkcja roslinnych chitynaz
jest dzialanie antygrzybowe, ale wykazano, ze biatka te uczestnicza
w rozwoju roslin, a takze s3 waznym elementem szlaku sygnal-
nego w odpowiedzi roélin na warunki $rodowiska. Chitynazy
moga by¢ ekspresjonowane konstytutywnie na niskim poziomie,
ale zauwazono znaczng indukcje chitynaz przez czynniki abio-
tyczne i biotyczne.

Wystepuja w ryzosferze bakterie (ryzobakterie) wchodza w in-
terakcje z roélinami i mogg stymulowa¢ ich wzrost poprzez ufa-
twianie przyswajania zwigzkéw mineralnych, modulacje¢ poziomu
hormonéw roslinnych, ale takze poprzez indukowanie odpornosci
systemicznej przeciw patogenom. Skutkiem wywotania odpor-
nosci systemicznej jest miedzy innymi aktywacja biatek zwigza-
nych z patogeneza, do ktorych nalezg m.in. chitynazy.

Celem niniejszej pracy bylo sprawdzenie czy ryzobakterie
wyizolowane z ryzosfery lucerny siewnej (Medicago sativa) s3
w stanie zaindukowa¢ ekspresje genéw kodujacych chitynazy
u rosliny modelowej dla bobowatych, tj. Medicago truncatula.
Genom M. truncatula okazal si¢ niezwykle bogaty w sekwencje

anna.kisiel@univ.szczecin.pl

kodujace chitynazy, scharakteryzowano w nim az 42 geny kodujace
te biatka, podczas gdy u Arabidopsis opisano 26 genéw. Sposrod
genéw MtCHIT do analiz wytypowano, te ktdre byly najbardziej
podobne do opisanych u Arabidopsis, tj. 7 sekwencji kodujacych
chitynazy nalezace do 4 klas (CHITIa, Ib, ITI-1, ITI-2, III-3, IV, V).
W roélinach nieinokulowanych bakteriami stwierdzono wyz-
sza ekspresje szeSciu badanych genéw MtCHIT w korzeniach
w poréwnaniu do lisci (z wyjatkiem ekspresji genu kodujacego
chitynaze klasy Ib), co moze sugerowac ich udzial w odpowiedzi
na interakcje ze $rodowiskiem glebowym, w tym z mikroorganiz-
mami bytujacymi w ryzosferze. Inokulacja siewek M. truncatula
wybranymi trzema wolnozyjacymi szczepami ryzobakterii (Paeni-
bacillus borealis KK 4, Pseudomonas brassicacearum KK 5, P. corru-
gata KK 7) oraz jednym symbiotycznym szczepem Sinorhizobium
meliloti KK 13 skutkowala indukcja ekspresji badanych genéw
w lisciach i korzeniach po 24, 721 168 h od inokulacji. Najbardziej
ekspresje tych gendw zwigkszala inokulacja siewek P. brassicace-
arum KK 51 S. meliloti KK 13, za§ w mniejszym stopniu szczepem
P. corrugata KK 7, natomiast niemal wcale nie zanotowano zmian
ekspresji genow kodujacych chitynazy pod wpltywem inokulacji
szczepem Paenibacillus borealis KK 4.

i-P6

ANALIZA ADHERENC]JI BAKTERYJNEJ UROPATOGENNYCH SZCZEPOW E. COLI DR*
DO LINII KOMORKOWE] CHO-DAF* W WARUNKACH STRESU SCINAJACEGO

Beata Zalewska-Pigtek, Rafat Pigtek, Marcin Olszewski, Marta Spibida

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdanska

Adherencja pomiedzy komérka bakteryjna, a komérka gospodarza
stanowi kluczowy etap w procesie wstepnej kolonizacji i patoge-
nezie zakazen drég moczowych. Za trwato$¢ wiazania bakterii
do specyficznych receptoréw odpowiedzialne sa polimeryczne
uklady adhezyjne na powierzchni komoérek bakteryjnych uro-
patogennych szczepoéw E. coli (UPEC). W przypadku szczepow
E. coli Dr* gléwna determinantg urowirulentng sa fimbrie typu
Dr zbudowane z podjednostek adhezyjnych DraE. Pierwsza linie
obrony organizmu przed komérkami bakteryjnymi stanowi hydro-
dynamiczna sila $cinajaca (stres $cinajacy) generowana przeply-
wem plyndéw ustrojowych. Przeplyw moczu w proksymalnych
kanalikach nerkowych wywoluje stres o wartosci 0,017 pN/um?,
natomiast w cewce moczowej moze powodowac stres o wartosci
0,3-0,5 pN/um?. Skutkiem wystepowania przeptywu i generowa-
nej przez niego sily $cinajacej jest usuwanie bakterii z organizmu,

rafpiate@pg.gda.pl

ktore nie ulegly skutecznej adherencji. W efekcie podstawowa
funkcja bakteryjnych ukladéw adhezyjnych jest zagwarantowa-
nie patogenom trwalosci wigzania do receptoréw komorkowych.
Sita adhezji bakterii do receptoréw powinna mie¢ charakter dyna-
miczny (maksymalnie silna w momencie nasilenia si¢ przeptywu
plynéw ustrojowych - w trakcie mikgji jako zabezpieczenie przed
usunieciem bakterii z niszy ekologicznej).

Celem prowadzonych badan byta analiza wptywu stresu $cina-
jacego generowanego przeptywem cieczy o parametrach specyficz-
nych dla drég moczowych na proces adherencji szczepow E. coli
Dr/GFP* (produkujacych fimbrie Dr i bialko reporterowe GFP)
do komorek nabtonkowych linii komérkowej CHO transfekowanej
cDNA ludzkiej glikoproteiny DAF (gléwnego receptora wykorzy-
stywanego przez analizowane bakterie). Najsilniejszy efekt adhe-
rencji bakteryjnej zaobserwowano przy najnizszych warto$ciach
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stresu $cinajacego (w zakresie 0.01-0.118 pN/um?). Po zwigzaniu
bakterii z komérkami nablonkowymi nie stwierdzono mozliwosci
ich odptukania przy przeplywie o warto$ciach przekraczajacych

wielokrotnie warunki fizjologiczne (analogia do braku mozli-
wosci wymywania zwiazanych bakterii do komérek nabtonkowych
pecherza przez przeplyw moczu).

n-p7

WYSTEPOWANIE I LEKOWRAZLIWOSC METYCYLINOOPORNYCH
STAPHYLOCOCCUS AUREUS IZOLOWANYCH Z JAMY USTNE]

Ewa Kwapisz, Maria Wierzbowska, Katarzyna Garbacz, Mariola Krause

Gronkowce zlociste powoduja szereg schorzen jamy ustnej. Moga
by¢ izolowane z plytek nazebnych, stanéw zapalnych dzigsel
i przyzebia oraz z ropni okofowierzchotkowych. Ponadto sa glow-
nymi patogenemi tzw. zakazen okoloimplantowych. Szacuje sie,
ze 10-20% populacji ludzi jest ich stalymi nosicielami, a okoto
50% — czasowymi.

Celem pracy bylo okreslenie czestosci wystepowania oraz
ocena lekowrazliwosci metycylinoopornych Staphylococcus aureus
(MRSA) pochodzacych od pacjentéw z réznymi schorzeniami jamy
ustnej. W latach 2016-2017 przebadano 535 pacjentow. Pobierane
od nich wymazy z jamy ustnej (z bony sluzowej, grzbietowej
powierzchni jezyka, z powierzchni protez) posiewano na podtoze
krwawe i Chapman Agar (bioMerieux) i inkubowano w temp.
37°C przez 24-48 godzin. Drobnoustroje wstepnie identyfikowano
przy uzyciu testu Pastorex™ staph-plus (Bio-Rad), a nastepnie bio-
chemicznie testem APIID32 STAPH (bioMerieux). Do oceny leko-
wrazliwosci zastosowano metode krazkowo-dyfuzyjna na podiozu
Mueller-Hinton agar. Interpretacje wynikéw prowadzono zgodnie
z rekomendacjami KORLD i CLSI. Uzyto nastepujacych antybio-

Zakltad Mikrobiologii Jamy Ustnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny

kwapisz@gumed.edu.pl

tykéw: cefoksytyna (30 pg), erytromycyna (15 ug), ciprofloksacyna
(5pg), klindamycyna (2 pg), chloramfenikol (30 ug), tetracyklina
(30 pg), gentamycyna (10 pg) i kotrimoksazol (sulfametoksazol +tri-
metoprim1.25/23,75 pg) firmy Becton-Dickinson.

Wyizolowano 96 (17,9%) szczepdw S. aureus. Metycylino-
oporne gronkowce stanowily 18,8%. Oporno$¢ MRSA najczesciej
dotyczyla: gentamycyny (72%), tetracykliny (50%), erytromycyny
(44%) i klindamycyny (39%). Wéréd MSSA tez bylo najwigcej
szczepOw opornych na gentamycyne i tetracykling, odpowiednio
69% i 38%. Wigkszos¢ badanych gronkowcow (MRSA i MSSA)
okazala si¢ wrazliwa na ciprofloksacyne i kotrimoksazol. Szczepy
MRSA az w 56% byly wielolekooporne (opornos¢ na trzy i wiecej
grup antybiotykéw), w odréznieniu od szczepéw MSSA (12%).

Gronkowiec zlocisty wystepuje u okolo 20% pacjentow ze
schorzeniami jamy ustnej, z czego prawie 20% stanowia MRSA,
cechujace sie opornoscig na aminoglikozydy, tetracykliny, makro-
lidy i linkozamidy. Wyniki pokazujg, ze badania mikrobiologiczne
wymazow z jamy ustnej powinny uwzglednia¢ metycylinoporne
S. aureus jako potencjalnie istotny patogen.

-P8

OKRESLENIE WPEYWU MENADIONU JAKO CZYNNIKA
STRESU OKSYDACYJNEGO NA BIOTRANSFORMACIJE -PINENU
PRZY UDZIALE GRZYBNI CHRYSOSPORIUM PANNORUM

Krzysztof Jedrzejewski', Jan Fiedurek', Anna Matuszewska’

! Zaktad Mikrobiologii Przemystowej, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Lublin

Drobnoustroje wyksztalcity wiele mechanizméw opornoséci na
stresy abiotyczne. Przeciwdzialanie niekorzystnym czynnikom
indukuje szereg zmian metabolicznych, ktére umozliwiajg zacho-
wanie rownowagi niezbednej do przezycia mikroorganizméw.
Liczne badania wskazuja, Ze wplyw jednego rodzaju stresu moze
takze zwigkszy¢ oporno$¢ drobnoustrojow na inny rodzaj stresu.
Jego niskie natezenie moze dziala¢ na komorki korzystnie, mobi-
lizujac ich metabolizm w celu lepszego przystosowania si¢ do
tego samego stresu o wigkszym nasileniu. Stresem oksydacyjnym
okresla si¢ zaburzenie rownowagi prooksydacyjno-antyoksydacyj-
nej w kierunku reakeji utleniania. W warunkach sztucznie wywo-
tywanego stresu mikroorganizmy wykorzystywane do biotrans-
formacji terpenéw (np. -pinenu) moga wykazywac nowe cechy
w przeksztatcaniu tych substratéw do warto$ciowych produktow.
W przysztosci biotransformacja fatwo dostepnych i tanich substra-
tow (ale jednoczesnie toksycznych, lotnych i nierozpuszczalnych

*Zaklad Biochemii, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej, Lublin
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w wodzie), takich jak a i p pinen, czy limonen moze sta¢ si¢ jedna
z alternatyw dla pozyskiwania zwiazkow terpenoidowych z rzad-
kich gatunkéw roslin [1, 2].

Celem tej pracy bylo okreslenie wplywu stresu oksydacyjnego
na wydajno$¢ procesu biotransformacji B-pinenu przy zasto-
sowaniu psychrotroficznego szczepu Chrysosporium pannorum.
Grzybnie wyrosla w ciagu 48-godzin na podiozu optymalnym
poddano dzialaniu stresu oksydacyjnego w postaci réznych stezen
(0,1-1 mM) menadionu (2-metylo-1,4-naftochinon, witamina K.).
Otrzymane produkty terpenowe analizowano za pomocg GC-MS.

Pomiary woltamperometryczne wykazaly, ze w zakresie
0,05 -1 mM menadionu w pozywce uzyskiwano stopniowy wzrost
potencjalu redox. Najwicksza aktywnos$¢ otrzymano hodujac
grzybnie C. pannorum w optymalnych warunkach, za$ proces
biotransformacji -pinenu prowadzono w obecnosci 0,25 mM
menadionu (pik 7,6 pA). Umozliwito to 1,7-krotne zwigkszenie
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wydajnosci tego procesu w stosunku do kontroli. Uzyskane steze-
nie gtéwnego produktu - trans-pinokarweolu wyniosto 576 mg/1.

Praca finansowana z Badan statutowych — Mlodzi Naukowcy.

1. Fiedurek J., Trytek M, Skowronek M.: Strategies for impro-
ving the efficiency of bioprocesses involving toxic compounds.

Current Organic Chemistry, Vol. 16, No. 24, pp. 2946-2960
(2012)

2. Fiedurek J., Trytek M., Szczodrak J.: Strain improvement of
industrially important microorganismsbased on resistance
to toxic metabolites and abiotic stress. Journal of Basic Micro-
biology, DOI 10.1002/jobm.201600710 (2017)
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ZASTOSOWANIE BIOSENSOROW TLENOWYCH

W TESTACH FIZJOLOGICZNO-BIOCHEMICZNYCH
PATOGENOW ROSLINNYCH Z RODZAJU PECTOBACTERIUM

Joanna Jonca', Aneta Mazurowska', Agnieszka Chylewska?, Katarzyna Turecka',
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Badania przezywalnosci oraz wzrostu komoérek w réznych warun-
kach nalezg do podstawowych technik w wielu dziedzinach nauk
biologicznych. Szczegdlng popularno$¢ w ostatnich latach zyskaty
metody bazujace na monitorowaniu st¢zenia tlenu w podlozu
hodowlanym ze wzgledu na ich wszechstronnoé¢ i duza czulosc.
Badania stezenia tlenu mozna przeprowadzi¢ w tatwy sposob
z uzyciem fluorescencyjnych sensoréw, ktorych fluorescencja ulega
wygaszeniu w obecnosci tlenu czasteczkowego. Jednym z czesciej
stosowanych sg zwiazki kompleksowe rutenu (II).
Rozpuszczalny w wodzie tlenowrazliwy sensor [Ru(dpp
(SO,Na),),]Cl, x 6H,0 wykorzystany zostat przez nas w badaniach
wzrostu i przezywalnosci bakterii z rodzaju Pectobacterium spp.
Bakterie te s3 powszechnie wystepujacymi patogenami roslinnymi
odpowiedzialnymi za powstawanie choréb takich jak m.in. mokra
zgnilizna i czarna noézka. Celem pracy bylo opracowanie proto-
kotu doswiadczen pozwalajacych na monitorowanie aktywnosci
metabolicznej tej grupy bakterii w réznych warunkach §rodowiska.
Szczepy wykorzystane w badaniach wyizolowane zostaly z roslin
jednoli$ciennych i dwuli$ciennych oraz z préb gleby i wody.

krzysztof. waleron@gumed.edu.pl

Szczepy testowane byly pod wzgledem przezywalno$ci w roznych
stezeniach NaCl, w réznych wartosciach pH oraz w warunkach
ograniczonej dostepnosci wody. Prowadzone byly rowniez badania
zdolnosci do wykorzystywania cukréw takich jak sacharoza, mal-
toza i D-sorbitol jako jedyne zrodlo wegla. Wyniki badan z wyko-
rzystaniem zwigzku rutenu poréwnali$émy z prowadzonymi réw-
nolegle pomiarami OD oraz z wynikami otrzymanymi za pomoca
metody wykorzystujacej rezazuryne.

Badania wykazaly, ze biosensory optyczne oparte na fluory-
zujacych kompleksach rutenu sg dobra alternatywsa dla trady-
cyjnych metod pomiarowych stosowanych w testach przezywal-
noéci komorek bakteryjnych. Posiadaja one wiele zalet w pordw-
naniu do rezazuryny, m.in. mozliwo$¢ wykonywania pomiaréw
w czasie rzeczywistym w mikroplytce z wykorzystaniem czytnika
fluorescencji bez koniecznosci preinkubacji, oraz niewrazliwo$¢
na zmiany pH i obecno$¢ zwiazkéw redukujacych. Ponadto, moga
by¢ wykonywane jednocze$nie z pomiarami OD, co pozwala na
ocene zaréwno tempa wzrostu jak i aktywnoséci metabolicznej
komorek bakteryjnych.
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OPORNOSC NA ANTYBIOTYKI I CHEMIOTERAPETYKI
IZOLATOW STAPHYLOCOCCUS AUREUS WYIZOLOWANYCH
W LATACH 2015-2017 OD OSOB HOSPITALIZOWANYCH

Kamila Wierzchowska', Barbara Kot', Malgorzata Piechota', Hanna Drzewiczak?

! Zaktad Mikrobiologii, Instytut Biologii, Uniwersytet Przyrodniczo- Humanistycznyw Siedlcach

Oporno$¢ drobnoustrojéw na antybiotyki jest powaznym pro-
blemem wspdlczesnej medycyny. Celem badan byla ocena leko-
wrazliwosci 69 izolatow Staphylococcus aureus, ktére wyizolowano
w latach 2015-2017 od pacjentéw hospitalizowanych w Mazo-
wieckim Szpitalu Wojewddzkim w Siedlcach. Izolaty pochodzily
z drég oddechowych (6), krwi (7), popluczyn oskrzelowo-peche-
rzykowych (20), ran (11), ropy (4), nosa (6), odbytu (9), plwo-
ciny (2) oraz z innych materialéw klinicznych (4). Przynalez-
nos¢ izolatow do gatunku S. aureus potwierdzono technika PCR

?Mazowiecki Szpital Wojewddzki w Siedlcach

Kamila.wierzchowska@uph.edu.pl

przeprowadzajac amplifikacje fragmentu genu nuc, kodujacego
termostabilng nukleazg. Izolaty zostaly ocenione pod wzgledem
obecnosci w genomie genu mecA, kodujacego opornos¢ na anty-
biotyki p-laktamowe. Badanie wrazliwoéci na antybiotyki prze-
prowadzono metoda dyfuzyjno-krazkowa zgodnie z zaleceniami
CLSI (M1008S, 26" ed., 2016).

Wszystkie izolaty S. aureus wytwarzaly B-laktamazy, a wyste-
powanie genu mecA stwierdzono u 65,8% izolatow. Wysoki odse-
tek izolatow S. aureus wykazywal oporno$¢ na ciprofloksacyne
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(78,3%), lewofloksacyne (75,4%), erytromycyne (78,3%), klin-
damycyne (72,5%). Nizszy odsetek izolatow opornych uzyskano
w przypadku tetracykliny (13%), gentamycyny (5,8%), amika-
cyny (7,2%) i trimetoprimu z sulfametoksazolem (2,9%). Izolaty
oporne na tetracykline pochodzily od mezczyzn. Stwierdzono,
ze 88,4% izolatéw wykazywalo wieloopornoé¢. Izolaty pochodzace
z drég oddechowych byly oporne na B-laktamy, makrolidy i fluoro-
chinolony oraz niektére z nich dodatkowo wykazywaty oporno$¢
na aminoglikozydy i linkozamidy. Izolaty z krwi oprécz opornosci
na B-laktamy,w wiekszo$ci wykazywaly opornos¢ na makrolidy
ilinkozamidy, a okolo 43% izolatow dodatkowo wykazywalo opor-
no$¢ na fluorochinolony. Wéréd izolatéw wyhodowanych z poptu-

czyn oskrzelowo-pecherzykowych dominowaly oporne na 4 grupy
antybiotykéw. Ponad polowa izolatow z ran (54.5%) wykazywala
opornoé¢ na 3 grupy antybiotykéw (B-laktamy, makrolidy, linko-
zamidy). Wszystkie izolaty z ropy byly wielooporne. Wzory opor-
nosci izolatéw z nosa obejmowaly najczesciej antybiotyki nale-
zace do 4 grup, natomiast izolaty z odbytu byly gléwnie oporne
na 3 grupy antybiotykow. Wszystkie izolaty S. aureus wykazywaty
wrazliwo$¢ na linezolid.

Oporno$é¢ izolatow S. aureus wyizolowanych z réznych mate-
riatéw klinicznych dotyczyla najczesciej antybiotykéw nalezacych
do grupy p-laktaméw, makrolidéw, linkozamidéw oraz fluoro-
chinolonéw.
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BADANIE ZYWOTNOSCI KOMOREK GRZYBOW

Z RODZAJU CANDIDA-FLUORESCENCYJNA RESPIROMETRIA OPTYCZNA

Katarzyna Turecka', Agnieszka Chylewska?, Rafal Hatasa', Krzysztof Waleron'

'Katedra i Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny, Gdanski Uniwersytet Medyczny
?Katedra Chemii Ogoélnej i Nieorganicznej, Wydzial Chemii, Uniwersytet Gdanski

Analizy populacji komérek pod wzgledem ich zywotnosci sta-
nowig niezbedny element badan stosowanych w mikrobiologii,
farmacji, medycynie, biologii czy biochemii. Obecnie roénie zapo-
trzebowanie na proste, szybkie, czule i selektywne testy badajace
zywotno$¢ komorek. Fluorescencyjna respirometria optyczna
(FRO), metoda stosowana relatywnie niedtugo, umozliwia ocene
zywotnosci komorek poprzez pomiar natezenia fluorescencji
w badanej probie. FRO wykorzystuje analize fluorescencji bio-
sensora tlenowrazliwego, ktérego fluorescencja zalezy od ilosci
tlenu w probie badanej. Biosensory wrazliwe na tlen dostarczaja
informacji o aktywnosci metabolicznej drobnoustrojéw i czynni-
kach, ktére wptywaja na owa aktywno$¢ (czynniki srodowiskowe
czy zwigzki chemiczne o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j).
Fizyczng podstawa ich dzialania jest zjawisko gaszenia fluores-
cencji przez tlen czasteczkowy. Tlen zderza si¢ ze wzbudzona
molekuly fluoroforu, doprowadzajac tym samym do gaszenia
fluorescencji. Luminoforami, wykazujacymi najlepsze wtasci-
wodci, ktére umozliwiajg precyzyjne optyczne wykrywanie tlenu,
sa zwigzki metaloorganiczne: porfirynowe kompleksy platyny (II)

tureckak@gumed.edu.pl

i porfirynowe kompleksy palladu (II) oraz zwiazki kompleksowe
rutenu (II). W badaniach wykorzystano rozpuszczalny w wodzie
tlenowrazliwy sensor - (Ru[dpp(SO,Na),],)CL,, sulfonowany ana-
log wykorzystywanego wczeéniej nierozpuszczalnego w wodzie
(Ru[dpp],)Cl,. Kompleksy rutenu (II) cechuje fotostabilno$¢ oraz
stosunkowo kroétkie czasy zycia fluorescencji (1-5 ps). Testy zywot-
nosci komorek z wykorzystaniem (Ru[dpp(SO,Na),],)Cl,, prze-
prowadzono na grzybach z rodzaju Candida, szczepach zaréwno
referencyjnych, jak i klinicznych. Ustalono optymalne stezenie
wspomnianego biosensora, przeprowadzono testy w réznych
temperaturach oraz badano aktywno$¢ przeciwgrzybicza (ustalano
warto$ci MIC) nowej klasy zwigzkéw chemicznych - zwigzkéw
koordynacyjnych Co(III) z diaminowymi ligandami chelatujacymi
wykorzystujac podtoza RPMI 1640 oraz Sabouraud.
Przeprowadzane testy z uzyciem rozpuszczalnego w wodzie
tlenowrazliwego sensora - (Ru[dpp(SO,Na),],)Cl, umozliwiajg
monitorowanie w czasie rzeczywistym duzej liczby prébek bio-
logicznych jednoczesnie oraz stosunkowo szybka i czulg ocene
aktywnosci metabolicznej badanych mikroorganizmow.
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POROWNANIE METOD DIAGNOSTYCZNYCH ZAKAZEN CLOSTRIDIUM DIFFICILE
ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM METODY REAL-TIME PCR

Klaudia Juszczuk, Agnieszka Mikucka, Eugenia Gospodarek-Komkowska

Katedra i Zaktad Mikrobiologii Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Ewolucja szczepow Clostridium difficile w kierunku zwiekszenia
wirulencji, opornosci na antybiotyki i mozliwosci rozprzestrzenia-
nia si¢ w srodowisku, stwarza realne zagrozenie wzrostu ci¢zkosci
przebiegu, nawrotéw, trudnosci leczenia zakazen o etiologii C. dif-
ficile (Clostridium difficile infection, CDI) i wzrostu $miertelnosci
chorych oraz wystapienia kolejnych epidemii.

W ograniczaniu rozprzestrzeniania si¢ szczepéw C. difficile
istotne znaczenie ma ocena ich wystepowania. Stad, celem pracy

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

ontiunia@gmail.com

bylo poréwnanie wynikéw metod stosowanych w diagnostyce
CDI. Badaniem objeto 100 probek kalu pobranych od chorych
z biegunka poantybiotykowa z podejrzeniem etiologii C. difficile.
Wiekszo$¢ pochodzita od pacjentéw oddziatéw chirurgicznych,
intensywnej terapii, geriatrii i hematoonkologii Szpitala Uni-
wersyteckiego Nr 1 w Bydgoszczy. Probki poddano amplifikacji
DNA metodg LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification,
amplifikacja kwasow nukleinowych w warunkach izotermicznych)
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w aparacie Illumigene (Meridian Biosciences) polegajacej na
ocenie obecnosci fragmentu DNA warunkujgcego toksynotwor-
czo$¢ szczepu C. difficile. Wyniki uzyskane w metodzie LAMP
poréwnano z wynikami testu eazyplex C. difficile complete opar-
tego na metodzie real-time PCR przy uzyciu aparatu Genie II
(Amplex), w ktorej wykrywano geny dehydrogenazy glutaminia-
nowej, toksyny A, B oraz toksyny binarnej.

Metoda odniesienia byl algorytm badania wg American
Society of Microbiology uwzgledniajacy ocene obecnosci anty-
genu — dehydrogenazy glutaminianowej i toksyn A/B C. difficile
w kale lub hodowli.

Uzyskane wyniki potwierdzajg potrzebe dostepnosci metody
molekularnej w szerokoprofilowym laboratorium mikrobio-
logicznym, umozliwiajacej wydanie wyniku w krotkim czasie,
szczegblnie w przypadku watpliwych wynikéw w tescie przesie-
wowym. Duza zalet testu eazyplex C. difficile complete jest krotki
(25 minut) czas oczekiwania na wynik oraz mozliwo$¢ monito-
rowania epidemiologii zakazen, w tym wystepowania szczepow
hiperwirulentnych wytwarzajacych toksyny A, B i binarna.

Badania sfinansowano ze srodkéw przyznanych na realizacje
grantu stuzgcego rozwojowi uczestnikéw studiéw doktoranckich
numer MN-SDF - 1/WL/2016.
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SZYBKA DIAGNOSTYKA MIKROBIOLOGICZNA

METODAMI BIOLOGII MOLEKULARNE] PRZY POMOCY APARATU FILMARREY

Marek Bronk, Anna Sledzinska, Jolanta Komarnicka

Laboratorium Mikrobiologii Klinicznej, Uniwersyteckie Centrum Kliniczne, Gdansk

Aparat FilmArrey jest zautomatyzowanym systemem dodiagno-
styki molekularnej wykorzystujacy mgniazdowa, multipleksowa
reakcje PCR (NestedPCR) do wykrywania i identyfikacji wielu
docelowych sekwencji kwaséw nukleinowych. System FilmArrey
sklada sie z panelu testowego zawierajacego wszystkie wymagane
odczynniki, aparatu do przeprowadzenia badania oraz komputer
Z oprogramowaniem sterujacym pracg aparatu i interpretujgcym
wyniki wykonywanych testéw. Nested, multipexPCR wykonywany
jest w dwoch etapach. Podczas pierwszego z nich, wykorzystuje
sie ,,zewnetrzne primery” do przeprowadzenia reakcji PCR na
docelowych sekwencjach obecnych w probce. Drugi etap jest
reakcja przeprowadzona przy uzyciu ,,wewnetrznych primeréw”
na sekwencjach wystepujacych (zagniezdzonych ) w produktach
pierwszego etapu. Do wykrywania produktéw reakeji PCR w apa-
racie FilmArrey wykorzystuje si¢ zjawisko fluorescencji barwnika
LCGGreen Plus+. Jest on wlaczany do podwojnych nici DNA
powstajacych w trakcie kazdego cyklu reakcji PCR. Jesli barw-
nik zwiaze sie z podwoéjnym tanicuchem DNA wysyla fluoroscen-
cyjny sygnal wykrywany przez aparat. Po podniesieniu tempera-
tury dwuniciowe kopie DNA ulegaja rozpadowi, barwnik zostaje

msb@gumed.edu.pl

uwolniony a fluorescencyjny sygnal zanika. Poniewaz poszukiwane
sekwencje charakteryzuja sie okreslona, specyficzna temperatura
rozpadu, program aparatu wykorzystuje korelacje miedzy zani-
kiem fluorescencji i temperatura do precyzyjnej identyfikacji pro-
duktéw reakcji. W Laboratorium Mikrobiologii Klinicznej Uni-
wersyteckiego Centrum Klinicznego do trzech lat wykonuje sie
badania na aparacie FilmArrey stuzagcym do szybkiej diagnostyki
mikrobiologicznej wykorzystujacej metody biologii molekularnej.
Uzywane sa panele do wykrywania, bezpo$rednio w probce mate-
riatu, gtéwnych patogenow zakazen drég oddechowych, ukladu
nerwowego i zakazen jelitowych oraz czynnikéw etiologicznych
sepsy w dodatnich posiewach krwi. Zastosowanie tej techniki
badan mikrobiologicznych umozliwito szybkie wykrycie migdzy
innymi takich patogenéw jak: Brodatella pertussis, Eschericha coli
wytwarzajaca toksyny shiga, Cryptosporidium parvum, Campy-
lobacter jejuni, Clostridium difficile. Automatyczne aparaty do
wykrywania patogenéw bezposrednio w prébce materiatu, przy
pomocy metod biologii molekularnej, wykorzystujace technike
multipletx PCR, w najblizszych latach catkowicie odmienig labo-
ratoryjng diagnostyke mikrobiologiczng.
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WYSTEPOWANIE ROZNYCH GATUNKOW GRONKOWCOW W JAMIE USTNE] CZEOWIEKA

Ewa Kwapisz, Maria Wierzbowska, Katarzyna Garbacz, Mariola Krause, Alina Gebska,

Gronkowce s jednym z najliczniejszych rodzajéw bakterii tworza-
cych mikrobiom czlowieka. Rodzaj Staphylococcus obejmuje kilka-
dziesiat gatunkow, z ktérych wiele moze przej$ciowo lub stale kolo-
nizowac jame ustna. Interakcja miedzy organizmem czlowieka,
a gronkowcem moze mie¢ rézny charakter — od bezobjawowej
kolonizacji, poprzez miejscowe infekcje, az do ciezkich zakazen.
Grupa szczegélnie narazong na infekcje gronkowcowe sa pacjenci
uzytkujacy ruchome uzupelnienia protetyczne.

Niniejsze badania mialy na celu poréwnanie czgstosci wyste-
powania réznych gatunkow Staphylococcus w jamie ustnej pacjen-
tow uzytkujacych ruchome uzupelnienia protetyczne i u pacjen-

Marta Ziotkowska-Klinkosz

Zaktad Mikrobiologii Jamy Ustnej, Katedra Mikrobiologii, GUMed

marwierz@gumed.edu.pl

tow bez nich. W latach 2016-2017 przebadano 535 pacjentdw.
Pobierane od nich wymazy z jamy ustnej (z blony §luzowej, grzbie-
towej powierzchni jezyka, z kacikéw ust, z powierzchni protez)
posiewano na podioze krwawe i Chapman Agar (bioMerieux)
i inkubowano w temp. 37°C przez 24-48 godzin. Drobnoustroje
wstepnie identyfikowano przy uzyciutestu Pastorex™staph-plus
(Bio-Rad), a nast¢pnie biochemicznie testem API ID32 STAPH
(bioMerieux).

Wyizolowano 174 szczepy gronkowcow, co stanowilto 32,5%.
Czgéciej gronkowce izolowano od 0séb z ruchomymi uzupel-
nieniami protetycznymi (62,6%), niz bez nich (37,4%). Wyjatek
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stanowil S. aureus, ktory czeéciej wystepowal u pacjentéw bez-
protez (69,2% vs 45,0%). Wsrdd izolatéw Staphylococcus ziden-
tyfikowano 12 gatunkdw, 10 gatunkéw u pacjentow uzytkujacych
protezy i 8 gatunkow u pacjentéw bez nich. W obu grupach naj-
czesciej identyfikowane gatunki to: S. aureus (54,0%), S. warneri
(24,1%), S. haemolyticus (5,8%), S. xylosus (5,2%), S. saprophyticus
(3,4%) 1 S. epidermidis (2,9%). Rzadziej byly to: S. hominis, S. kloosii
(po 1,1%), S. auricularis, S. intermedius, S. equorum i S. simulans

(po 0,6%). Szczepy S. hominis, S. kloosii, S. equorum i S. simulans
wyizolowano jedynie od pacjentéw uzytkujacych protezy.

Gronkowce wystepuja u okolo 30% ludzi w jamie ustnej.
Zaréwno u tych uzytkujacych ruchome uzupetnienia protetyczne
jakinie, S. aureus jest najczesciej izolowanym gatunkiem. W jamie
ustnej pacjentow z protezami wystepuje wigkszy odsetek gronkow-
cow i wieksza réznorodnos¢ ich gatunkéw, w poréwnaniu do ludzi
nie uzytkujacych protez.
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BIOINFORMATYCZNA ANALIZA GENETYCZNYCH UWARUNKOWAN
WYTWARZANIA EGZOSOMOW PRZEZ BAKTERIE Z RODZAJU PECTOBACTERIUM

Martyna Franczuk', Szymon Dziomba?, Magda Furmaniak’, Krzysztof Waleron'

!'Katedra i Zaklad Mikrobiologii Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny z OML, Gdanski Uniwersytet Medyczny
*Katedra i Zaktad Toksykologii, Wydzial Farmaceutyczny z OML, Gdanski Uniwersytet Medyczny

Egzosomy bakteryjne to struktury pozakomorkowe wielkosci
50-250 nm, ktore powstaja wskutek oddzielenia si¢ fragmentu
zewnetrznej blony komorkowej i jej zamknigcia wokol przestrzeni
periplazmatycznej. Gléwne skladniki strukturalne tych peche-
rzykéw to lipopolisacharydy, fosfolipidy i biatka charaktery-
styczne dla blony zewnetrznej lub przestrzeni periplazmatyczne;.
Zdarza sig, ze dodatkowo zawierajg inne substancje, np. enzymy;,
toksyny i kwasy nukleinowe. Ich uwalnianie jest uwarunkowane
dziataniem czynnikéw stresowych o réznym charakterze: starze-
niem si¢ hodowli, brakiem zwigzkéw odzywczych, temperatura,
czy stresem oksydacyjnym.

Rola egzosomoéw w funkcjonowaniu bakterii nie jest do konca
wyjasniona, jednak ze wzgledu m.in. na mozliwo$¢ przenoszenia
»fadunku” biologicznego przypisuje si¢ im kilka funkcji: (1) usu-
wanie zdenaturowanych lub nieprawidlowo zwinietych biatek,
(2) transport toksyn, (3) transfer DNA, (4) przenoszenie cza-
stek sygnatowych, (5) zewnatrzkomérkowe trawienie zwigzkow

marsilka@gumed.edu.pl

odzywczych, (6) transport enzymow rozkladajacych antybiotyki,
(7) wychwyt bakteriofagéw, (8) immunomodulacja odpowiedzi
gospodarza. Ze wzgledu na tak rozliczne mozliwosci, egzosomy
bakteryjne moga odgrywaé niebagatelng rolg¢ w przystosowaniu
sie mikroorganizmoéw do zmiennych warunkéw srodowiskowych.

W 1992 Fukuoka i wsp. opublikowali badania dotyczace spon-
tanicznego uwalniania egzosomow przez Pectobacterium caroto-
vorum (wowczas Erwinia carotovora). Bakterie z tego rodzaju to
Gram-ujemne paleczki, jedne z najistotniejszych patogenéw roslin
wystepujace niemal w kazdej strefie klimatycznej. Ich duze zdol-
nosci adaptacyjne - czesto do skrajnych warunkéw klimatycznych
- moga by¢ podyktowane zdolnoscia do produkeji egzosomoéw.

Na podstawie sekwencji 132 determinant genetycznych zwia-
zanych z wytwarzaniem egzosomow u Escherichia coli K12 (dane
z bazy EVpedia.info) z wykorzystaniem narzedzia tBLASTn doko-
naliémy analizy genomoéw bakterii z rodzaju Pectobacterium w celu
identyfikacji i oceny podobienstwa genow.
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KONTROLA EKSPRES]I TOKSYCZNEGO GENU ENDONUKLEAZY RESTRYKCYJNE]
W SYSTEMIE RESTRYKCYJNO-MODYFIKACYJNYM CSP2311

Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne (R-M) s3 niezwykle pow-
szechne wsréd Bacteria i Archaea. Odgrywaja wazng role w modu-
lowaniu horyzontalnego przeptywu gendw, ale ich gtéwna funk-
cja zwigzana jest z ochrong komorki gospodarza przed infekcja
inwazyjnym DNA np. bakteriofagowym. Na systemy R-M typu II
skladaja si¢ dwie niezalezne aktywnoéci enzymatyczne: endo-
nukleazy restrykcyjnej (R) oraz metylotransferazy DNA (M). Oba
enzymy rozpoznaja identyczna, palindromowa 6 nukleotydowa
specyficzng sekwencje DNA, w ktorej endonukleaza restrykcyjna
dokonuje cigcia, za§ metylotransferaza modyfikacji chronigcej
przed dzialaniem pokrewnej endonukleazy. Poniewaz genomowy
DNA gospodarza bakteryjnego jest chroniony przez aktywnos¢
metylotransferazy, naturalnym substratem dla endonukleazy
restrykeyjnej jest wnikajacy do komoérki, obcy, niezmetylowany
DNA. Powszechna mobilno$¢ systeméw R-M $wiadczy o obec-
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nosci mechanizméw kontroli ekspresji swoich genéw, gdyz po
wejsciu systemu R-M do komorki nowego gospodarza, ktorego
DNA nie jest chroniony, aktywno$¢ metylotransferazy musi poja-
wi¢ sie wezesniej niz endonukleazy restrykeyjnej, gdyz w innym
wypadku genom bakterii zostanie zdegradowany. Zréwnowaze-
nie tych dwdch aktywnosci enzymatycznych jest kluczowe dla
komorki bakteryjnej, gdyz konsekwencja nieprawidlowej regulacji
gendéw systemu R-M jest $mier¢ gospodarza.

Celem badan jest poznanie i zrozumienie mechanizméw regu-
lujacych ekspresje genéw systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego
Csp231I oraz ich wplyw na funkcje ochronng wobec komérek
gospodarza i ich zywotno$¢. W systemie R-M Csp2311 zaobserwo-
wano skomplikowang sie¢ sprzezen zwrotnych z udzialem dedy-
kowanego bialka regulatorowego C, ktére nalezy do nowej nieba-
danej szerzej rodziny bialek regulatorowych. Ponadto, na ekspresje
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genu toksycznej endonukleazy restrykcyjnej ma réwniez wpltyw
promotor produkujacy antysensowny RNA, ktérego obecnos¢ jest
niezbedna do wysokiej ekspresji genu R.

Badania tego typu moga przyczynia¢ sie do poszerzenia wiedzy
na temat ogolnych mechanizméw kontrolowania ekspresji toksycz-

nych gendéw, interakcji molekularnych pomigdzy czynnikami regu-
latorowymi i antysensownym RNA, a takze moga stanowi¢ baze
wyjsciowa do dalszych badan nad procesami wplywajacymi na
regulacje gendéw zwiazang np. z czynnikami wirulencji u bak-
terii patogennych.

n-P17

ZNACZENIE DIAGNOSTYKI MOLEKULARNE] W IDENTYFIKACJI CZYNNIKA
ETIOLOGICZNEGO NEUROINFEKCJI O ETIOLOGII ENTEROWIRUSA 71 (EV-A71)
W MATERIALE ODDZIALU OBSERWACYJNO-ZAKAZNEGO

DLA DZIECI SPECJALISTYCZNEGO SZPITALA ZAKAZNEGO W GDANSKU

Mariola Purzynska', Magdalena Wieczorek®

! Oddziat Obserwacyjno-Zakazny dla Dzieci, Specjalistyczny Szpital Zakazny w Gdansku
2 Zaklad Wirusologii, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego-Panstwowy Zaktad Higieny w Warszawie

Enterowirus A71 (EV-A71) uwazany jest za patogen o zasiggu
$wiatowym, o duzym znaczeniu dla zdrowia publicznego ze
wzgledu na zdolno$¢ do wywolywania epidemii oraz ci¢zkich po-
wiklan neurologicznych.

W Polsce w 20161. po raz pierwszy odnotowano zakazenia
o$rodkowego ukfadu nerwowego wywolane przez EV-A71 nalezg-
cego do subgenogrupy C2 (EV-A71 C2), ktéra wczesniej byla iden-
tyfikowana w Azji i Europie Zachodniej. W Gdansku wyodreb-
niono 1 ognisko epidemiczne neuroinfekgji o ciezkim przebiegu
klinicznym wywotane EV-A71 C2. Neuroinfekcje przebiegaly pod
postacia zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych, zapalenia mozgu,
zapalenia mozdzku, zapalenia rdzenia kregowego, ostrych porazen
wiotkich konczyn z porazeniem nerwéw obwodowych.

Wszystkie cigzkie przypadki neuroinfekeji wykryto poprzez
system nadzoru nad ostrymi porazeniami wiotkimi w ramach
programu monitorujacego eradykacje Poliomyelitis.

Diagnostyke wirusologiczng neuroinfekeji przeprowadzono
w Zakladzie Wirusologii NIZP PZH w Warszawie. W probkach

mariola@purzynscy.pl

kalu i plynu mézgowo-rdzeniowego pobranych od pacjentéw
z Oddzialu Obserwacyjno-Zakaznego Specjalistycznego Szpitala
Zakaznego w Gdansku wykryto obecnos¢ enterowirusowego RNA
metodg RT-PCR, jednocze$nie z probek katu izolowano entero-
wirusy w hodowli komoérek RD (rhabdomyosarcoma). Identyfi-
kacje izolatéw przeprowadzono poprzez sekwencjonowanie genu
kodujacego bialko powierzchniowe kapsydu VP1. W wyniku typo-
wania uzyskanych izolatéw u 2 dzieci zidentyfikowano EV-A71
C2 wecze$niej niewykrywany w Polsce. Analiza zmienno$ci gene-
tycznej polskich EV-A71 C2 wykazala §ciste pokrewienistwo ze
szczepami wyodrebnionymi podczas zachorowan w Niemczech
w 2010 1., na Tajwanie w 2012 r. oraz we Francji w 2013 .

Globalizcja i rozwdj turystyki niosg ze soba ryzyko swobod-
nego rozprzestrzeniania si¢ patogenow w tym enterowiruséw. Nad-
z6r nad zachorowaniami wywolanymi przez enterowirusy w tym
EV71 mozliwy jest w oparciu o szybka diagnostyke. Aktualnie
rekomenduje si¢ wykrywanie i typowanie enterowiruséw w opar-
ciu o metody molekularne.

-P 18

ADAPTACJA PTASIEGO WIRUSA HIN1 DO ORGANIZMU SWINI

Andrzej Kowalczyk"?, Iwona Markowska-Daniel"?, Kinga Urbaniak’, Krzysztof Kwit',

Proéby adaptacji szczepu wirusa grypy ptasiej (AIV) HIN1 A/Duck/
Bavaria/1/77 do organizmu §win zostaly dokonane poprzez serie
25 pasazow wirusa in vivo. W sumie wykorzystano 70 prosiat
w wieku 6-8 tygodni, trzymanych w obiektach doswiadczalnych
BSL3. Do $win zakazanych eksperymentalnie wprowadzano $wi-
nie kontaktowe po wykryciu wirusa u §win zakazanych (Ct<30
w wymazach do nosa w DPI2). W 4 DPI $winie zakazane poddano
eutanazji. Tkanki ukladu oddechowego zostaly przebadane na
obecnos¢ genomu wirusa za pomocg testu qRT-PCR (gen matrix),
a do izolacji wirusa wykorzystano wszystkie pozytywne probki
(zarodku kurze SPF oraz komérki MDCK). Poréwnano sekwencje
calego genomu oryginalnego AIV z izolatami z poszczegdlnych

Malgorzata Pomorska-Mol'

'Panistwowy InstytutWeterynaryjny-PIB w Pulawach
*Wroctawskie Centrum Badan EIT+
3 Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

andrzej.kowalczyk@eitplus.pl

pasazy. W pobieranych codziennie wymazach z nosa wynik testu
qRT-PCR Ct <30 w 2 DPI wykryto w pasazach: p8, p15, p19, p20,
p23 i p24 i w tych dniach wprowadzono zwierzeta kontaktowe.
U tych ostatnich pozytywny qRT-PCR stwierdzono w p19, p23
i p24 co wskazywalo na siewstwo wirusa. U obu grup $win nie
stwierdzono typowych objawéw klinicznych ostrej postaci grypy,
jednakze zaobserwowano wzrost wewnetrznej cieploty ciata
>40°C w DPI/ DPC 2-4.

Zmiany aminokwasowe zaobserwowano w kazdym genie
wirusa grypy. W antygenach powierzchniowych - hemaglutyni-
nie (HA) i neuraminidazie (NA) stwierdzono najwigcej mutacji.
W genie HA mutacje odnotowano glownie w obrebie miejsca
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wigzacego sie z receptorem (aal80 K—E—G, aa203 D—N, aa204
E—D) oraz w domenie odpowiedzialnej za fuzj¢ z btona komoér-
kowg (aa411 G—S).

Na podstawie prezentowanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze
adaptacja AIV do $win jest mozliwa, ale w warunkach ekspery-
mentalnych nie wystepuje skuteczna transmisja wirusa w orga-
nizmie $wini. To sugeruje, ze bariera migdzy ptakami i §winiami

jest silniejsza, a rola i ryzyko $wini w przypadku pojawienia si¢
nowych wiruséw grypy w populacji ludzkiej jest prawdopodob-
nie nizsze niz wezesniej zakladano. Potwierdzamy réwniez istotne
réznice w replikacji podtypu AIV HINI, w zaleznosci od czesci
drég oddechowych (dolna czescig) co jest zgodne z tropizmem
typowym do ptasiej grypy. Wirus byl izolowany najczesciej ze
$rodkowego i prawego plata ptuc i tchawicy.

-P 19

ANALIZA OBECNOSCI GENOW WIRULENCJI I ANTYBIOTYKOOPORNOSCI

U IZOLATOW LISTERIA SPP.

Agnieszka Olejnik-Schmidt, Anna Sip, Marcin Schmidt

Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Listeria sp. to Gram-dodatnie nieformujace przetrwalnikéw bak-
terie szeroko rozpowszechnione w srodowisku naturalnym, zdolne
do bytowania w $rodowisku produkcyjnym zywnoéci. Dla czlo-
wieka patogenne sg gatunki Listeria monocytogenes oraz Listeria
ivanovii. U osOb z ostabiong odpornoscia, kobiet w cigzy czy
malych dzieci i 0séb starszych moga one wywolywa¢ listerioze,
dla ktérej wskaznik $miertelno$ci wynosi 20-30%. Transmisja
bakterii droga pokarmowga jest gléwna przyczyna infekeji. Izolaty
bakterii z rodzaju Listeria charakteryzuje duza bioréznorodnos¢.

agao@up.poznan.pl

Celem badan bylo oszacowanie obecnoséci gendw na antybiotyko-
opornoéci i wirulencji u izolatéw Listeria spp. pochodzacych
z przemystu miesnego i produktéw miesnych. Analizowano obec-
no$¢ gendw opornosci na streptomycyne, gentamycyne, tetracy-
klineg, antybiotyki betalaktamowe, klindamycyne i daptomycyne
oraz gendéw wirulencji (plcA i iap) w celu oszacowania ich poten-
cjalu chorobotwoérczego. Analizowane izolaty w wigkszosci nie
stanowia rezerwuaru gendéw opornoéci na antybiotyki, a obecnoé¢
genow wirulengji jest bardzo zréznicowana.
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WARSZTATY

w1

ZAKAZENIA DROG MOCZOWYCH - PATOMECHANZIM INFEKCJI
I ROZWOJ ALTERNATYWNYCH FORM TERAPEUTYCZNYCH

Beata Zalewska-Piatek, Rafal Piatek, Marcin Olszewski

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdarska

Zakazenia uktadu moczowego (ZUM) stanowig jedne z najbardziej
powszechnych infekgji bakteryjnych, dotykajacych kazdego roku
miliony ludzi na $wiecie. Problematyka tego typu infekeji wynika
z nawrotow zakazen i wzrastajacej lekoopornosci powodujacych je
uropatogendw, co réwnoczesnie wplywa na koszty leczenia ZUM
i towarzyszacych im komplikacji (odmiedniczkowe zapalenie nerek
wraz z sepsg, uszkodzenie nerek u matych dzieci, przedwczesne
porody, komplikacje zwigzane z naduzywaniem antybiotykow).
Uropatogenne szczepy E. coli (UPEC) stanowia dominujacy czyn-
nik etiologiczny ZUM. Szczepy te dysponujg szeregiem czynnikow
adhezyjnych zlokalizowanych na powierzchni ich komorek, ktére
odpowiadaja za wstepny etap bakteryjnej adherencji i kolonizacje
drég moczowych. Posr6d UPEC najbardziej rozpowszechnione sg
monoadhezyjne pile typu 1 i P oraz adhezyny rodziny Dr, ktérych
biogeneza odbywa si¢ wedtug zakonserwowanego u bakterii Gram-
-ujemnych, systemu sekrecji typu ,,chaperone-usher” (CUP).

Powszechnie stosowana terapia antybiotykowa wydaje sie by¢
bardzo skuteczna w kontrolowaniu i terapii ZUM, jednakze nara-
stajaca wielo-lekoopornosé¢ szczepéw bakteryjnych, jak i wysoka
czestotliwos¢ nawrotow zakazen stanowi podstawe rozwoju alterna-
tywnych form terapeutycznych i strategii prewencyjnych w postaci
innowacyjnych anty-urowirulentnych terapeutykéw, szczepionek
fimbrialnych, czy inhibitoréw receptoréw adhezyjnych. Pilicydy
(pochodne 2-pirydonu) jako innowacyjna grupa chemoterapeuty-
kéw blokujaca biogeneze monoadhezyjnych pili/poliadhezyjnych
fimbrii wykazuje duzy potencjal terapeutyczny, ze wzgledu na moz-
liwo$¢ blokowania adherencji i kolonizacji drég moczowych przez
szczepy UPEC, inwazji bakteryjnej i formowania biofilmu (mecha-
nizméw patogennosci) a w konsekwencji rozwoju procesu choro-
botworczego. Wykonane badania wskazuja na szerokie spektrum
dziatania tych zwiazkéw obejmujac rézne patogeny, wykorzystujace
pile/fimbrie systemu CUP w patogenezie zakazen drég moczowych.

W2

CZYNNIKI ZJADLIWOSCI I GENOTYPOWANIE SZCZEPOW E. COLI
- ZASTOSOWANIE PRAKTYCZNE METOD BIOLOGII MOLEKULARNE]

W DIAGNOSTYCE PACJENTOW

Beata Krawczyk

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Politechnika Gdanska

Szczepy E. coli moga by¢ klasyfikowane wedlug kryteriéw gene-
tycznych i klinicznych na trzy gtéwne grupy: komensalne E. coli,
patogenne - jelitowe E. coli i pozajelitowe E. coli (EXPEC), w tym
powodujace zakazenia drég moczowych (UTI) i sepse/urosepse.

W swoich pracach zajmowali$émy si¢ réznymi problemami,
jakie stwarzajg szczepy E. coli. Byly to szczepy izolowane od pacjen-
tow z chorobami hematologicznymi, pacjentéw zwigkszonego
ryzyka rozwoju bakteriemii i posocznicy. Nasza uwaga byla sku-
piona réwniez na szczepach, ktdre s3 odpowiedzialne za zakazenia
ukladu moczowego u pacjentéw po transplantacji nerki oraz na
szczepach izolowanych od noworodkéw i ich matek. Analizowano
réwniez posmiertnie szczepy E. coli, ktore wywotaty UTI i sepse
u pacjentki oraz doprowadzity do jej zgonu.

W badaniach zostaly wykorzystane molekularne metody typo-
wania genetycznego w celu ustalenia pokrewienistwa genetycznego
pomiedzy szczepami bakteryjnymi do celéw epidemiologicznych,
przeprowadzono typowanie genetyczne dla szczepdw izolowanych
z fozyska krwionosénego i przewodu pokarmowego pacjentéw z roz-
rostowymi chorobami uktadu krwiotwdrczego przy zalozeniu, ze
moze dochodzi¢ do translokacji z jelita do ukladu krwiono$nego
oraz w poszukiwaniu relacji pomiedzy szczepami w zakazeniach
drég moczowych u pacjentéw po przeszczepie nerki. Za pomoca
metod typowania genetycznego okreslono rowniez stopient pokre-
wienistwa szczepow E. coli izolowanych z krwi i z ukladu pokar-

beakrawc@pg.gda.pl

mowego noworodkdéw. Badaniu typowania genetycznego poddano
réwniez szczepy izolowane od ich matek z drég rodnych. Opisano
réwniez przypadek kobiety cigzarnej, dla ktdrej stosujac metody
typowania genetycznego potwierdzono sepse szczepami UTL

Poza typowaniem genetycznym zasadne wydaje sie okreélenie
grupy filogenetycznej. Obecnie sa dobrze rozpoznawane cztery
grupy filogenetyczne, ktdre majg oznaczenia A, B1, B2 i D. Szczepy
E. coli tych czterech grup filogenetycznych réznig si¢ cechami
fenotypowymi i genotypowymi oraz wydaja si¢ mie¢ rozne nisze
ekologiczne i sktonno$¢ do powodowania choroby. Komensalne
E.coli s3 gtéwnie zwigzane z grupami filogenetycznymi A lub
B1, patogenne jelitowe E. coli z grupami filogenetycznymi A, Bl
lub D. Szczepy UPEC nalezg gtéwnie do filogenetycznej grupy B2,
a w mniejszym stopniu grupy D.

Sugeruje sie réznorodne wlasciwosci szczepéw UPEC/SEPEC
iréznorodna game czynnikéw wirulencji, ktore umozliwiajg poko-
nanie zabezpieczen gospodarza i wywolanie zakazenia ukladu
moczowego czy sepsy. Czynniki wirulencji szczepéw ExPEC to
réznorodne adhezyny, toksyny, otoczki polisacharydowe, sidero-
fory, inwazyny i inne czynniki pokonujgce komérki odporno$ciowe
surowicy krwi. Wykrywanie genéw kodujacych wybrane czynniki
wirulencji przeprowadzano technikg PCR. Stwierdzono, ze musza
istnie¢ grupy czynnikow wirulencji (wspotwystepowanie) predys-
ponujace szczepy E. coli do adhezji, inwazji i wywolania choroby.
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PACIORKOWCE GRUP A, C, G, F ,KILLER- BUGS” JAKO WROTA ZAKAZEN,
PATOGEN ZAPALENIA MIGDALKOW I PRZEWLEKLEGO ZAPALENIA ZATOK

Alfred Samet', Tomasz Wysocki?, Roman Nowicki’

! Centrum Medyczne MML, Warszawa
*Szpital im. M. Kopernika, Gdansk

?Katedra i Klinika Dermatologii, Wenerologii i Alergologii GUMed, Gdansk

Paciorkowce to bakterie Gram-dodatnie, klasyfikowane na pod-
stawie ich wlasciwo$ci hemolitycznych. Paciorkowce grupy sero-
logicznej A wg Lancefield m.in. Streptococcus pyogenes, naleza
do gtéwnych bakteryjnych czynnikéw infekcyjnych gérnych drég
oddechowych, w tym zapalenia gardfa. Moga takze wywolywa¢
zakazenia miejscowe w postaci rozy, vasculitis, cellulitis, jak row-
niez infekcje ogodlnoustrojowe: nekrotyzujace zapalenie powigzi
oraz paciorkowcowy zespdl wstrzasu toksycznego. Paciorkowce
grupy A wytwarzaja liczne czynniki wirulencji, m.in. adhezyny,
hemolizyny, leukocydyny, DNA-zy, streptokinazy, toksyny piro-
genne, superantygeny. Wymienione zakazenia miejscowe, ktérych
czynnikiem etiologicznym s3 paciorkowce grupy A, moga by¢
odleglym w czasie nastepstwem infekeji paciorkowcowej w gor-
nych drogach oddechowych i w ten sposéb stanowi¢ wrota zaka-
zen szpitalnych.

Do niedawna szczepy paciorkowcéw pozostatych grup serolo-
gicznych ( C, F i G) byly uwazane za ,,Jagodne patogeny”. Jednakze
badania pokazuja, ze posiadajg te same czynniki wirulencji, co
paciorkowce grupy A. Pojawily si¢ doniesienia literaturowe opi-
sujace przypadki zakazen o etiologii nonGAS (ang. non Group A
Streptococci — paciorkowce grup serologicznych innych niz

grupy A). Paciorkowce te moga przyczyniac si¢ do wystapienia
zapalenia wsierdzia, septycznego zapalenia stawdw, nekrotyzu-
jacego zapalenia powiezi, zakazen okoloporodowych, zakazenia
skory i tkanki podskornej (celulitis, vasculitis), paciorkowcowego
zespolu wstrzasu toksycznego oraz zespolu Behcet’a. Na zakaze-
nia narazeni sg zwlaszcza pacjenci, u ktérych stwierdzono wspot-
wystepowanie choroby podstawowej.

Autorzy przedstawiaja przypadki infekcji skory i tkanki
podskornej u pacjentdéw z dtugoletnimi procesami infekcyjnymi
o podlozu paciorkowcowym w obrebie gérnych drég oddecho-
wych i twarzoczaszki. Do tej pory przy rozpoznaniu vasulitis i cel-
lulitis nie szuka si¢ wrot zakazenia. Autorzy prezentuja réwniez
przypadek pacjenta z Zespotem Behceta.

Na podstawie prezentowanych przypadkéw klinicznych auto-
rzy zwracaja uwage na koniecznos$¢ poszukiwania wrét zakazen
paciorkowcowych w obrebie gornych drég oddechowych oraz
zréwnanie stopnia patogennosci paciorkowcéw beta-hemolizuja-
cych wszystkich grup serologicznych. Autorzy proponuja nowe
schematy diagnostyki paciorkowcéw w infekcjach tkanek: pobie-
ranie materialéw o wysokiej wartosci diagnostycznej i oznaczenie
czynnikéw wirulencji.

w4

STAPHYLOCOCCUS LUGDUNENSIS - ,,GROZNY” PATOGEN

W PRZEWLEKLYM ZAPALENIU ZATOK

Agnieszka Dmowska-Koroblewska, Adrianna Podbielska-Kubera, Michat Michalik

Wisréd czynnikéw etiologicznych PZZ coraz czgéciej wymienia
sie gronkowce koagulazo-ujemne (CNS). Szczepy CNS przez
wiele lat uwazane byly za drobnoustroje niepatogenne. Jednakze
u wielu gronkowcéw koagulazo-ujemnych wystepuja te same
czynniki wirulencji, ktore odnotowuje si¢ u patogennego gatunku
S. aureus. Istotnym problemem jest narastajaca opornos¢ gron-
kowcow stanowigcych naturalng mikroflore zwierzat, zwlaszcza
zwierzat domowych. Szczepy S. lugdunensis sa obecnie uznawane
za potencjalnie bardziej zjadliwe niz inne gronkowce koagulazo-
-ujemne. Zakazenia S. lugdunensis maja czesto gwaltowny prze-
bieg. S.lugdunensis to szczepy bedace integralng czeécig flory
zdrowej skory. Sq réwniez odpowiedzialne za wystepowanie ropni
mozgu, zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych, szpiku, stawdw,
wsierdzia, jako komplikacja po artroskopii, cesarskim cieciu.
S. lugdunensis odpowiada takze za cigzkie zakazenia stawow oraz
zakazenia kardiologiczne. Szczepy S. lugdunensis moga by¢ obecne
w odmiedniczkowym zapaleniu nerek, kamicy nerkowej, zapale-
niu cewki moczowej, najadrza i gruczotu krokowego u mezczyzn
oraz w posocznicy moczowej. S.lugdunensis, stanowiac flore

Centrum Medyczne MML, Warszawa

komensalng gornych drég oddechowych, moze odpowiada¢ za
bakteryjne zapalenia zatok.

S.lugdunensis stwarza problemy diagnostyczne. Czesto jest
blednie identyfikowany jako S. aureus. W przypadku S. lugdunensis
istotna jest wczesna, wlasciwa diagnoza oraz wszczecie wlasciwej
antybiotykoterapii.

Celem pracy byla charakterystyka gronkowcow koagulazo-
-ujemnych pochodzenia zwierzecego, szczegdlng uwage zwrdcono
na szczepy S. lugdunensis. Okreslono czesto$¢ wystepowania szcze-
poéw u chorych z PZZ, ich chorobotworczo$é, profil antybiotykowy,
mozliwos¢ transmisji pomiedzy zwierzetami i ludZmi. Przeanalizo-
wano takze aspekt epidemiologiczny problemu i postepy w lecze-
niu. Badany material pochodzit od chorych leczonych w Centrum
Medycznym MML w Warszawie. Material pobierano z zatok szcze-
kowych, czotowych, sitowych. Nastepnie przeprowadzono izolacj¢
iidentyfikacje szczepdw oraz okre$lono ich antybiotykoopornos¢.

Autorzy przedstawiajg przypadki kliniczne chorych z prze-
wleklym zapaleniem zatok o etiologii S. lugdunensis, u ktorych
pojawily si¢ problemy terapeutyczne.
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ESCHERICHIA COLI AS A PATHOGEN OF CHRONIC SINUSITIS

Bogdan Nowicki', Alfred Samet®, Michal Michalik?, Beata Krawczyk*, Natalie Nowicki', Stella Nowicki'

"Nowicki Institute for Women’s Health Research, Brentwood, TN, USA

2 Medical Center MML, Warsaw 00-112,Poland
3Medical Laboratories, SYNEVO, 04-137 Warszawa, Poland

*Department of Molecular Biotechnology and Microbiology, Faculty of Chemistry,

Chronic sinusitis is among the most common chronic disorders,
affecting 4-28% of the European and US populations. Chronic
sinusitis is an infection of the sinuses, which last for more than
3 months. This disease significantly reduces the quality of life
and is a socioeconomic burden on the community. The diagno-
sis of chronic sinusitis is based on symptoms, duration of symp-
toms and objective evidence of inflammation. Management of
chronic sinusitis involves an antimicrobial treatment and surgery.
Chronic sinusitisis more prevalent in patients with comorbid
diseases: asthma, chronic obstructive pulmonary disease or
environmental allergies. Abnormalities in the sino-nasal epithelial
cell barrier and tissue remodeling can contribute to the chronic
inflammation and tissue-deforming processes. The main etiolo-
gic factors of sinusitis are Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Moraxella catharalis, Staphylococcus sp., and less often
Pseudomonas aeruginosa, Nocardia or anaerobic species. Common
upper airway pathogens are not general microorganisms respon-
sible for chronic sinusitis. The microbiologic features of chronic

Gdansk University of Technology, 80-233 Gdansk, Poland

sinusitis are not well established, and very from Gram-positive
if collected by swab to Gram-negative including E. coli if collected
by biopsy. Antibiotic therapy targeting classic sinusitis patho-
gens in the presence of Gram-negative pathogens could therefore
contribute to therapeutic failure and/or chronic process. So far
the presence of E. coli in chronic sinusitis is poorly documented
in the literature. Single reports suggested recovery of E. coli only
with biopsy. The nature of E.coli virulence within the chronic
sinusitis host remains largely unknown. Infection in the form of
biofilm may have an important, if not central, role in the main-
tenance of the recalcitrant inflammation for chronic sinusitis as
documented for other chronic diseases such as E.coli gastro-
intestinal (GI) and urinary tract infection (UTI). The aim of this
presentation was to investigate whether surgical biopsy of sinus
tissue in chronic sinusitis, not responsive to antibiotic treat-
ment would detect E. coli and to evaluate E. coli virulence genes,
therefore ispute unlikely pathogenic role of such unusual micro-
organism in chronic sinusitis.
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ROLE OF VITAMIN D3 IN CHRONIC SINUSITIS

Stella Nowicki, Alex Nowicki, Alfred Samet, Michal Michalik, Bogdan Nowicki
Nowicki Institute for Women’s Health Research, Medical Center MML Warsaw 00-112, Poland

Chronic Sinusitis is more prevalent during spring, the season
of low vitamin D3. Vitamin D3 deficiency may predisposed to
recurrent infections including chronic sinusitis. Vitamin D3 has
divers immunomodulatory functions, however its role in bacte-
rial sinusitis is not clear. The aim of this study is to investigate the
role of vitamin D3 in modulation of innate immunity. We exam-
ined the effect of 1,25(OH)2D3 on peripheral blood mononuclear
cells isolated from healthy individuals following stimulation with

bacterial lipopolysaccharide (LPS). Our results provide the evi-
dence that vitamin D3 influence monocytes NFkB dependent
signaling and significantly modulate expression of CD14, CD18
and CD11b. These results suggest, that vitamin D3 plays impor-
tant roles in the progression of inflammation and eradication of
chronic infection. Further clinical studies are needed to confirm
the potential beneficial therapeutic effect of vitamin D3 in eradica-
tion of chronic sinusitis.

w7

METABOLOMIKA W STANACH ZAPALNYCH TWARZOCZASZKI

Wiktoria Struck-Lewicka', Renata Wawrzyniak', Szymon Macioszek', Pawel Lipowski?,
Agnieszka Laskus’, Alfred Samet*, Michal Michalik?, J. Michat Markuszewski'

! Katedra Biofarmacji i Farmakodynamiki, Wydzial Farmaceutyczny z OML, Gdanski Uniwersytet Medyczny

Intensywny rozwdj metod diagnostycznych oraz badan mole-
kularnych obserwowany w obecnych czasach wptywa znaczaco
na poprawe jakosci leczenia oraz wyjasnianie zjawisk zachodza-
cych w organizmie. Mimo znacznych postepéw w dziedzinie nauk

*Katedra i Klinika Okulistyki UCK w Gdansku
?Klinika Stomatologiczna TRIO-DENT
*Centrum Medyczne MML

biologiczno-medycznych wcigz wiele jednostek chorobowych
wymaga glebszego zbadania. Dlatego tez poszukuje si¢ roznych
narzedzi badawczych w celu wyjasniania patomechanizmu choréb.
Jedna z dziedzin pozwalajacych na kompleksowa analize prébek
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biologicznych w kierunku poszukiwania potencjalnych zwiazkow
odpowiedzialnych za rozwdj choroby jest metabolomika. Wtas-
ciwie zaprojektowane badania metabolomiczne pozwalaja na
jakosciowe oraz iloSciowe analizy skladu prébek biologicznych
w kierunku poszukiwania zaleznoéci miedzy ich zawartoscia
a wystepowaniem okreslonej jednostki chorobowej [1]. Badania
nad oznaczaniem metabolitéw z wydzieliny zatok przynosowych
stanowi przyktad zastosowania metabolomiki w kierunku wyjas-
nienia patomechanizmu stanu zapalnego twarzoczaszki.
Zapalenie cze$ci twarzoczaszkowej w duzej mierze wywolane
jest przez bakterie i okreslane jest jako konsekwencja bogatej flory
bakteryjnej bytujacej w zatokach przynosowych. Sktad wydzieliny
zatok przynosowych w stanach zapalnych wcigz bowiem nie zostat
kompleksowo zbadany a przez to wyjasnienie przyczyny rozwoju
choroby wymaga dalszych analiz. Dzigki zastosowaniu strategii
badawczej jaka jest analiza tzw. metabolicznego odcisku palca
(ang. metabolite fingerpinting) mozna jakosciowo okresli¢ sktad
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wydzieliny zatok przynosowych u pacjentéw ze zdiagnozowa-
nym stanem zapalnym twarzoczaszki wzgledem grupy kontrol-
nej (zdrowi ochotnicy). Nastepnie, zastosowanie odpowiednich
metod bioinformatycznych obejmujacych przygotowanie oraz
analize danych pozwala na zaproponowanie zwigzkéw (metaboli-
tow), ktére w sposob istotny statystycznie réznicuja badane grupy.
Dzieki temu mozliwe jest okreslenie roli wyselekcjonowanych
metabolitéw jako potencjalnych zwiazkéw odpowiedzialnych za
rozwdj choroby. W dalszej perspektywie zwiazki takie moga stuzy¢
do oceny poszczegélnych etapoéw rozwoju choroby oraz wdrozenia
skutecznego leczenia dedykowanego dla indywidualnego pacjenta
(ang. personalized medicine).

Bibliografia:
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(2015).

ws

CZYNNIKI ETIOLOGICZNE PRZEWLEKLEGO ZAPALENIA

Przewlekle zapalenie zatok (PZZ) to jedna z powszechnych choréb
przewleklych, wywierajacych znaczny wplyw na jakos¢ zycia cho-
rych. PZZ generuje takze wysokie koszty spoleczno-ekonomiczne.
Rozpoznanie PZZ opiera si¢ na subiektywnych objawach, czasie
trwania objawdw i obecnosci stanu zapalnego. Leczenie chorych
z PZZ czesto obejmuje polaczenie terapii ogdlnoustrojowych
i miejscowych oraz leczenia chirurgicznego.

Przewlekle zapalenie zatok przynosowych jest wieloczynni-
kowa choroba, ktorej etiologia nie zostala w pelni poznana. Z PZZ
zwigzane jest wystepowanie polipéw nosa, skrzywienia przegrody
nosowej, urazéw twarzy, infekcji drég oddechowych, reakeji aler-
gicznych, kataru siennego i innych choréb, takich jak powiktania
mukowiscydozy, refluks Zotadkowo-przetykowy, HIV. Pojawiaja
sie badania dotyczace wplywu statusu spoteczno-ekonomicznego,
potozenia geograficznego i czynnikéw kulturowych na czestosé
wystepowania PZZ. Pojedyncze badania wskazujg réwniez na
dziedziczne predyspozycje do zachorowania.

Rola bakterii w etiologii przewleklego zapalenia zatok nie jest
w pelni poznana. Wiekszos¢ przypadkéw zapalenia zatok stanowig
wirusowe zapalenia zatok, bez antybiotykoterapii. PZZ moze by¢
spowodowane réowniez przez czynniki bakteryjne: Streptococcus

ZATOK PRZYNOSOWYCH

Michatl Michalik
Centrum Medyczne MML, Warszawa

pneumonia, Haemophilus influenza, Moraxella catarrhalis, Staphy-
lococcus aureus, gronkowce koagulazo-ujemne, bakterie Gram-
-ujemne i bakterie beztlenowe. Réwniez grzyby moga przyczynia¢
sie do wystepowania zapalenia zatok.

Do najczesciej izolowanych drobnoustrojow od pacjentéw
z PZZ leczonych w Centrum Medycznym MML w okresie 12.2015
-11.2016 zaliczamy gronkowce skorne. Dalsze w kolejno$ci byly
palteczki z rodziny Enterobacteriaceae oraz gronkowiec zlocisty
i pateczki niefermentujace.

Podstawg celowanej terapii przeciwdrobnoustrojowej powinna
by¢ izolacja czynnika infekcyjnego z materialéw wysokodiagno-
stycznych oraz okre$lenie jego lekowrazliwosci.

Wysoka liczba gronkowcow koagulazo-ujemnych uzyska-
nych od pacjentéw MML moze wskazywa¢ na ich znaczaca role
w procesach zapalnych zatok. Zaobserwowano takze wzrastajaca
liczbe pateczek Enterobacteriacae, Streptococcus pneumoniae oraz
enterokokéw. Okresowa analiza gatunkowa i lekowrazliwo$ci izo-
lowanych drobnoustrojéw ma réwniez warto$¢ epidemiologiczna,
poniewaz umozliwia kontrole szerzenia sie szczepéw wieloopor-
nych. U pacjentéw, od ktdrych izoluje si¢ takie szczepy, nalezy
wdrozy¢ odpowiednie procedury epidemiologiczne.

wo

MIKROBIOM JELITA GRUBEGO A PRZEWLEKLE ZAPALENIA ZATOK

Mikrobiom to wg. definicji Joshua Lederberga, zespotu wszystkich
mikroorganizméw (mikroflory) czlowieka, zaréwno komensal-
nych, symbiotycznych jak i patogennych, ktore dostownie dzielg

Mirostawa Gatecka'®, Michat Michalik %, Alfred Samet?

!Instytut Mikroekologii, Poznan
?Centrum Medyczne MML, Warszawa

* dr n med. Mirostawa Galecka, tel. 61 862 63 15
e-mail: drgalecka@instytut-mikroekologii.pl

nasza przestrzen zyciowa i determinujg zdrowie lub chorobe.
W zamysle Lederberga bylo, aby na cztowieka spojrzec przez pry-
zmat wszystkich genow, ktore go tworza, w tym takze gendw jego
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rodzimych mikroorganizméw. Najliczniejszy jest mikrobiom jelita
grubego. W 1 g tresci jelitowej znajduje si¢ az 10" komérek mikro-
organizméw. Genom mikrobioty jelitowej to ok 1 000 000 gendw,
co przewyzsza 150 razy genom czlowieka. Przektada sie to na
olbrzymi potencjal metaboliczny naszych mikroorganizméw
jelitowych. Mikrobiota jelitowa pelni szereg korzystnych funk-
¢ji w organizmie czlowieka, a jej odpowiedni sktad wplywa na
zachowanie homeostazy organizmu. Do gléwnych zadan mikro-
bioty jelitowej nalezy aktywacja i koordynowanie pracy ukladu
immunologicznego oraz ochrona przed patogenami. Bez bak-
terii nie ma sprawnie dzialajacego uktadu odpornoséciowego.
Ponadto mikroorganizmy jelitowe wytwarzaja witaminy z gr. B
oraz K i wspomagaja proces trawienia. Jednakze na skutek aktu-
alnego stylu Zycia i nadmiernego rezimu higienicznego coraz
czesci dochodzi do dysbiozy jelitowej co niekorzystnie wplywa na
funkcjonowanie catego organizmu. Taka sytuacja doprowadza do
zachwiania rownowagi Th1/Th2, ktora utrzymywana jest prawi-
dtowa mikrobiote jelit i w zwiazku z tym do rozwoju choréb auto-
immunologicznych i zapalnych (przewaga Th1) badz alergicznych
czy infekcyjnych (przewaga Th2).

Dodatkowo zaburzona réwnowaga mikrobiologiczna w prze-
wodzie pokarmowym, skutkuje zmniejszona produkcja sIgA na

$luzéwkach calego organizmu, co przeklada si¢ na zwiekszona
podatno$¢ na infekcje wirusowe i bakteryjne. Wydzielnicza IgA
stanowi pierwszg ling obrony organizmu i odpowiedzialna jest za
wychwyt alergenéw czy czynnikéw patogennych na $luzéwkach,
w tym zatok i gornych drég oddechowych, uktadu moczowo-plcio-
wego, skory i innych. Przy niedoborze odpornosci sluzéwkowej
moze dochodzi¢ do translokacji bakterii ze skory do zatok i roz-
woju procesu zapalnego w ich obrebie. Nierzadko w przypadku
przewlektego zapalenia zatok szczekowych izoluje si¢ gronkowce
koagulazoujemne, czyli fizjologiczng mikroflore skory i bton §lu-
zowych. Wedlug danych American Academy of Otolaryngology-
-Head & Neck Surgery Multidisciplinary Rhinosinusitis Task Force
gronkowce koauglazoujemne sg drugim co do czesto$ci wystepo-
wania czynnikiem etiologicznym przewleklego zapalenia zatok.
Coraz czesciej podnosi sie aspekt narastajacej lekoopornosci tych
gatunkow bakterii. Skorelowane jest to z miejscowym stosowaniem
antybiotykéw, czesto przy okazji wspdlistniejacego atopowego
zapalenia skory. Zatem oznaczanie sktadu mikrobioty jelitowej,
a nastepnie odbudowa ewentualnych zaburzen (probiotyki i pre-
biotyki) jest metoda prewencji szeregu jednostek chorobowych,
w tym przewleklego zapalenia zatok oraz efektywna i bezpieczna
terapiag wspomagajaca leczenie.
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PATOMECHANIZMY PRZEWLEKLEGO ZAPALENIA ZATOK.
ROLA GRONKOWCOW KOAGULAZO-UJEMNYCH

Piotr Heczko

Katedra Mikrobiologii Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum

Etiologia przewleklego zapalenia zatok (PZZ) pomimo wielu
dziesigtkow lat badan nadal nie jest w pelni wyjadniona. Nalezy
zatem przyja¢ dla tej jednostki chorobowej ogolny patomechanizm
dotyczacy przewleklych zapalen toczacych na powierzchniach bion
$§luzowych, ze stan zapalny jest wynikiem wspoéldziatania trzech
grup czynnikow: genetycznych zwiazanych z mutacja jednego
lub kilku gendéw, drobnoustrojowych polegajacych na domina-
¢ji pewnych skladnikéw mikrobioty jamy nosowej nad innymi,
oraz immunologicznych dotyczacych komorek nacieku zapal-
nego w $luzéwece jak i w jej podscielisku, ktére stymulowane przez
produkty bakterii odpowiadaja w zmieniony sposob, w wyniku
mutacji genetycznej. Jest wiele obserwacji potwierdzajacych taka
hipotezg, chociaz nie jest ona powszechnie uznana. Uwaza sie, ze
istnieja dwie formy PZZ, jedna z przewaga mechanizmu alergicz-
nego i naciekiem eozynofilnym , w ktérej udzial bakterii i grzy-
bow jest zwiazany z odpowiedzig immunologiczng na ich produkty
powstajac w zatoce, za$ druga z przewaga mieszanego odczynu
komoérkowego: limfocytéw, makrofagéw i neutrofilow, w ktorej
czynniki drobnoustrojowe sg obecne w zatoce w formie biofilmu,
aich produkty stymuluja lokalny uklad immunologiczny.

Udziat gronkowcéw koagulazo-ujemnych (CNS) w niealer-
gicznej postaci PZZ wydaje sie by¢ istotny z dwoch powodow:
stanowia one najliczniejszy skladnik mikrobioty jamy nosowej,

a ponadto posiadaja wiele czynnikéw umozliwiajacych im osiedla-
nie sie na powierzchni sluzéwki zatok, kolonizacje, a nastgpnie oto-
czenie sie biofilmem. Zdolnos¢ do wytwarzaniu biofilmu, zostata
uznana za najwazniejszy czynnik wirulencji CNS. Powszechnos¢
CNS jako sktadnika mikrobioty sprawia, ze zakazenia wywolywane
przez te bakterie sa stabo immunogenne. Dodatkowo, stanowigca
glowny sktadnik biofilmu, wielocukrowa adhezyna miedzykomor-
kowa utatwia ochrone przed neutrofilami, rozkladem dopelniacza
i przeciwcialami. Z kolei kwas poli-y-glutaminowy pozwala CNSS
unika¢ fagocytozy przez neutrofile.

Dzigki obecnosci duzych iloéci zewnatrzkomoérkowej macie-
rzy, penetracja w glab struktury biofilmu jest utrudniona zaréwno
dla antybiotykéw, jak i komorek i sktadnikéw biatkowych ukladu
odporno$ciowego gospodarza. Drugim powodem obnizonej wraz-
liwosci bakterii obecnych wewnatrz biofilméw na antybiotyki jest
obnizony lub catkowicie zatrzymany wzrost komorek. Poniewaz
mechanizm dziatania wielu antybiotykéw opiera sie na zaburze-
niach syntezy $ciany komorkowej, brak lub znaczne spowolnie-
nie wzrostu czesci komorek czyni je niewrazliwymi. Aktywnosé
metaboliczna komoérek w biofilmie jest zréznicowana, a co za tym
idzie w kazdym momencie trwania biofilmu cze$¢ tworzacych go
komorek jest niewrazliwa na antybiotyki. Okolo 2% wszystkich
komoérek w biofilmie.
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MIKROBIOLOGICZNA DIAGNOSTYKA ZAKAZEN UKEADU MOCZOWEGO

Zakazenia drég moczowych (ZDM) nalezg do najczestszych
zakazen bakteryjnych, dotykajacych miliony ludzi rocznie. ZDM
przyczyniaja sie do zwiekszonej zachorowalnosci w réznych gru-
pach wiekowych: noworodki i niemowleta, dzieci, osoby doroste
aktywne seksualnie, osoby starsze z zaburzeniami hormonalnymi
badz zaburzeniami w odplywie moczu. Ponadto zakazenia drog
moczowych spotykamy u oséb, ktére wymagaja dlugotrwatego
cewnikowania, u pacjentéw z chorobami podstawowymi: cukrzyca,
nowotwory, choroby metaboliczne.

Gléwnym czynnikiem etiologicznym ZUM sg bakterie Gram-
-ujemne z przewodu pokarmowego lub okolic krocza. Przewaza
Escherichia coli (50-80% przypadkéw). Ponadto izoluje sie Proteus
spp., Enterococcus, Pseudomonas spp., Haemophilus influenzae, Sta-
phylococcus aureus i Staphylococcus epidermidis.

Escherichia coli stanowi najczestszy czynnik etiologiczny po-
socznic wychodzacych z uktadu moczowego. Bardzo czesto sa to
szczepy wielowrazliwe. U takich pacjentéw konieczne jest zacho-
wywanie izolowanych szczepéw i genetyczne oznaczanie ich czyn-
nikéw wirulencji - tzw. ,,szczepy uropatogenne”.

Diagnostyka zakazen ukladu moczowego (w tym urosepsy)
w gabinecie lekarza rodzinnego powinna obejmowac: dokladny
wywiad, z uwzglednieniem wieku pacjenta (osoby starsze, dzieci

- OD ZUM DO UROSEPSY

Alfred Samet
Centrum Medyczne MML, Warszawa

ponizej 1 r.z), monitorowanie ci$nienia, a takze wykonanie badan
laboratoryjnych: morfologia z rozmazem, badanie ogolne moczu,
posiew moczu, oznaczenie poziomu mocznika i kreatyniny.
Pacjenci z wstepnym rozpoznaniem sepsy powinni by¢ w trybie
natychmiastowym skierowani na badanie prokalcytoniny.

Wilasciwe przeprowadzenie badania bakteriologicznego moczu
wymaga wiasciwych procedur: przygotowania si¢ do pobrania
materialu, pozyskania i zabezpieczenia materiatu, transportu
oraz wlasciwej interpretacji wynikéw posiewow. W dalszym ciagu
glownag strategig leczenia ZDM jest leczenie lekami przeciwbakte-
ryjnymi. Proces trwa latami i moze doprowadzi¢ do niewydolnosci
nerek lub zaburzen w oddawaniu moczu, a nawet urosepsy.

Terapia zakazen ukfadu moczowego wymaga dobrania anty-
biotyku z uwzglednieniem: parametrow farmakokinetycznych oraz
farmakodynamicznych leku, dobrej penetracji do miejsca zaka-
zenia, wspolistniejacych patologii ukladu moczowego, zdolnosci
do eradykacji biofilmu bakteryjnego.

Nowe strategie leczenia oparte s3 na mikrobiomie bakteryj-
nym i leczeniu immunostymulacyjnym. W chwili obecnej lecze-
nie powinno by¢ poparte badaniem genomu E. coli, ktéry pomoze
zrdznicowaé, czy proces zapalny dotyczy cewki, pecherza, czy
miedniczki nerkowej.






