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STRESZCZENIE

Streszczenie

Bakterie nazywane wspolnym mianem ryzobia sg grupg bardzo zréznicowang
filogenetycznie 1 morfologicznie. Posiadajg one unikatowg zdolno$¢ do nawigzywania
symbiozy z licznymi gatunkami ro$lin z rodziny motylkowatych (Fabaceae).
Mikroorganizmy te pelnig bardzo istotng role w ekosystemach, tworzac jeden
z najbardziej wydajnych systemoéw przeprowadzajacych biologiczng redukcj¢ azotu
atmosferycznego.

Wazng role w zaistnieniu efektywnej symbiozy diazotroficznej odgrywaja
znajdujace si¢ na powierzchni komorek ryzobidw polisacharydy powierzchniowe tj.:
cykliczne glukany (OPG), egzopolisacharydy (EPS), lipopolisacharydy (LPS) oraz
kapsularne polisacharydy (CPS). Struktury te sg istotne w poczatkowych etapach
rozwoju symbiozy, zapewniajg prawidtlowa adhezje bakterii do wtosnikow
korzeniowych, a takze umozliwiaja bakteriom 1 Dbakteroidom adaptacje do
zmienionych warunkéw osmotycznych panujacych we wngetrzu komorek brodawki.
Lipopolisacharydy bedace integralnym sktadnikiem oston bakterii Gram-ujemnych,
majg szczegdlne znaczenie w tworzeniu uktadéw symbiotycznych. Petna struktura
LPS zapewnia integralno$¢ blony zewnetrznej i stabilizuje jej strukture. LPS poprzez
bliski kontakt z blong komoérkowa konca nici infekcyjnej warunkuje jej wzrost,
wptywa na skuteczno$¢ endocytozy oraz decyduje o wilasciwe] organizacji
i dojrzewaniu symbiosomow. Dotychczas w znacznym stopniu przebadane zostaly
struktury powierzchniowe bakterii nalezace do rodzajow: Rhizobium, Sinorhizobium
(Ensifer) oraz Mesorhizobium, natomiast stabiej poznano sktadniki membran
zewngtrznych u Bradyrhizobium, a lipopolisacharydy bakterii symbiotycznych
z grupy Ochrobactrum nie byty badane.

Rodzaj Ochrobactrum zaklasyfikowany jest do rodziny Brucellaceae, do ktorej
zaliczane sg takze gatunki bedace patogenami ludzi i zwierzat. Niektore gatunki
Ochrobactrum odgrywaja wazng rol¢ w obiegu azotu. Nalezy tu wymieni¢: O. cytisi
i O. lupini bedace odpowiednio symbiontami Cytisus scoparius i Lupinus honoratus.
Rowniez niektore szczepy Ochrobactrum posiadajg zdolnos¢ do metabolizowania
szkodliwych substancji chemicznych, takich jak atrazyna, fenol, wielopierScieniowe
weglowodory aromatyczne (PAH), a takze do biosorpcji jondw metali cigzkich, takich
jak Cu, Zn 1 Cd. Wiele z tych substancji stanowi zagrozenie dla Srodowiska i ludzi,

dlatego tez badania nad tymi bakteriami sg istotne ze wzgledow ekologicznych.
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W niniejszej Rozprawie scharakteryzowano kolejno: tancuchy O-swoiste LPSow
i glukany peryplazmatyczne oraz opisano egzopolisacharydy (gtéwnie pod wzgledem
ich zdolnosci sorpcyjnych) syntetyzowane przez Ochrobactrum cytisi i O. lupini.

Badania prowadzone byly w oparciu o klasyczne metody chemiczne,
chromatografi¢ gazowa sprzezong ze spektometrig mas oraz spektroskopi¢ NMR.

W wyniku przeprowadzonych analiz wykazano, ze polisacharyd O-swoisty
syntetyzowany przez O. cytisi ESC1T zbudowany jest z podjednostek dwucukrowych,
w sktad ktérych wchodza reszty o-D-fukozy i [-D-galaktozaminy polaczone
wigzaniami  glikozydowymi (1—3). Analiza frakcji wysokoczasteczkowej
degradowanego polisacharydu pozwolila ustali¢, ze O. lupini LUP21" produkuje co
najmniej dwa antygeny O. Rdzenie obu polisacharydow O-swoistych sg
homopolimerami N-acetylo-D-galaktozaminowymi bogato dekorowanymi resztami D-
altro-heptulozy. Sposéb przytaczenia heptuloz, a wigc i1 ostateczna struktura
polisacharydu O-swoistego Ochrobactrum lupini LUP21T nie zostata ustalona.

Analiza peryplazmatycznych glukanow O. cytisi i O. lupini wykazata, ze oba
szczepy syntetyzujg cykliczne B-(1—2)-glukany o identycznym stopniu polimeryzacji
wynoszacym od 17 do 25 reszt glukozy.

Wstepne analizy  chemiczne i fizykochemiczne egzopolisacharydow
Ochrobactrum cytisi i O. lupini wykazaty, ze sa to polimery mannozy, glukozy oraz
galaktozy. Cukry te wystgpujaw obu EPS-ach w zblizonych proporcjach (ok. 6:3:2).

Wykazalo, ze szczep O. lupini LUP21T lepiej toleruje $rodowisko
zanieczyszczone jonami olowiu niz jonami kadmu. Badano zdolnosci sorpcji jondw
metali ciezkich (otowiu oraz kadmu) przez egzopolisacharyd LUP21T . Stwierdzono,
ze pH srodowiska nie ma wigkszego wplywu na proces sorpcji jondéw metali cigzkich.
Za pomoca spektroskopii w podczerwieni wykazano, ze w proces sorpcji jonoéw metali
zaangazowane s3 glownie grupy zawierajace atomy tlenu tj. grupy karboksylowe,
karbonylowe i hydroksylowe. Pierwsze dwie to zwykle elementy podstawnikow

niecukrowych, za$ ostatnia to wolne grupy hydroksylowe cukrow.



ABSTRACT

Abstract
The bacteria collectively known as rhizobia are a very diverse group, both

phylogenetically and morphologically. They share the unique ability to establish
symbiosis with many plant species from the legume family (Fabaceae). These
microorganisms play a very important role in ecosystems, creating one of the most
efficient systems for the biological reduction of atmospheric nitrogen.

Cyclic glucans (OPG), egzopolisaccharides (EPS), lipopolysaccharide (LPS)
and capsular polysaccharides (CPS), the surface components of rhizobial cell walls,
play an important role in the creating of an effective symbiosis. These polymers are
important in the early stages of symbiosis development, providing the proper adhesion
of bacteria to root hairs and then allow bacteria and bakteroids adaptation to changing
osmotic conditions prevailing inside cells of root nodules. Lipopolysaccharides, which
are an integral component of Gram-negative bacteria envelopes, are of particular
importance in the creation of symbiotic systems. Apropriate LPS structure ensures the
integrity of the outer membrane and stabilizes its structure. Through close contact with
the plant cell membrane of the infective thread end, it determines its growth, affects
the effectiveness of endocytosis and determine the appropriate organization and
symbiosomes maturation. There are numerous publications regarding the surface
component structures of bacteria belonging to Rhizobium, Sinorhizobium (Ensifer) and
Mesorhizobium genus and slightly fewer reports on Bradyrhizobium, but
lipopolysaccharides from Ochrobactrum has never been investigated.

The genus Ochrobactrum is classified within the Brucellaceae family, which
includes also species that are human and animal pathogens. Representatives of this
group of bacteria also play an important role in the atmospheric nitrogen fixation. This
group includes recently isolated species of O. cytisi and O. lupini, which are symbionts
of Cytisus scoparius and Lupinus honoratus, respectively. Some strains belonging to
Ochrobactrum also have the ability to metabolize harmful chemicals, such as atrazine,
nicotine, phenol and polycyclic aromatic hydrocarbons, and to biosorb heavy metal
ions (Cu, Zn and Cd). Many of these substances are toxic to the environment and to
humans and therefore studies on these bacteria are important from the ecological point
of view.

The aim of the dissertation was to characterize successively: O-specific LPS
chains and glucans as well as describe exopolysaccharides (mainly in terms of their

sorption capacity in relation to heavy metal ions) synthesized by bacteria symbiotically
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fixing atmospheric nitrogen belonging to the species Ochrobactrum cytisi and
Ochrobactrum lupini.

The analyses were carried out on the basis of classical chemical methods, gas
chromatography coupled with mass spectrometry and NMR spectroscopy.

As a result of the conducted research it was shown that the O-specific
polysaccharide synthesized by O. cytisi ESC1T is composed of subunits consisting of
two sugars: a-D-fucose and B-D-galactosamine residues linked by (1—3) bonds. The
final structure of the O-specific polysaccharide Ochrobactrum lupini LUP21T has not
been determined. Analysis of the high molecular weight fraction of degraded
polysaccharide allowed to establish that O. lupini LUP21T produces at least two types
of O antigens. The core of the both O-specific polysaccharides are an N-acetyl-D-
galactosamin homopolymers decorated with D-altro-heptulose.

Analysis of the periplasmic glucans of O. cytisi and O. lupini showed that both
strains synthesize cyclic B-(1— 2)—glucans with an identical degree of polymerization
of 17 to 25 glucose residues.

Attempts to describe the chemical structures of Ochrobactrum cytisi and
O. lupini exopolysaccharides showed that both polymers contain mainly mannose,
glucose and galactose appearing in similar proportions (6:3:2). It was showed that
O. lupini LUP21T better tolerates environment polluted with lead than cadmium
ions.Testing the sorption capacity of heavy metal ions (lead and cadmium) by EPS, it
was found that the pH of the environment does not have a major impact on the sorption
process. By means of infrared spectroscopy, it was shown that metal ions sorption
process involves groups containing oxygen atoms, i.e. carboxyl, carbonyl and
hydroxyl groups. The first two are usually elements of EPS non-sugar substituents, the

last are free hydroxyl groups of sugars.
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1.1  Wprowadzenie

Biologiczne wigzanie azotu, czyli redukcja azotu czagsteczkowego do jonow
amonowych to proces niezwykle istotny w cyklu obiegu tego pierwiastka w
przyrodzie. Azot to pierwiastek niezbedny do zycia roslin, gdyz wchodzi w sktad
biatek, kwasow nukleinowych czy tez chlorofilu. Tylko niewielka jego ilo§¢ wystepuje
w dostepnej dla organizmdéw zywych formie, dlatego tez jest powszechnie uwazany za
jeden z najbardziej limitujacych skladnikow odzywczych. Gleba stanowi jeden z
gléownych jego rezerwuarow poniewaz w jej sktad wchodza zaréwno organiczne
zwigzki azotu poddawane mineralizacji jak i1 zwigzki nieorganiczne tj. azotany,
azotyny 1 jony amonowe. Wiele gatunkéw roslin promuje interakcje z
mikroorganizmami ze wzgledu na korzysci ptynace z koegzystencji. Prokariota sa
jedynymi organizmami zdolnymi do wigzania azotu czasteczkowego z atmosfery.
Mikroorganizmy te pelnig istotng rolg w wielu zréznicowanych ekosystemach,
poniewaz uklady symbiotyczne z udzialem ryzobiéw naleza do najwydajniejszych
systemOw  prowadzacych  biologiczng redukcje azotu  atmosferycznego.
Mikroorganizmy zdolne do redukcji wolnego azotu okreslane s jako diazotrofy
i przynaleza one do trzech typéw: Proteobacteria (Bakterie wtasciwe), Actinobacteria
(Promieniowce) oraz Cyanobacteria (Sinice) [Wielbo i Skorupska 2003].

Bakterie symbiotyczne to w wigkszoSci glebowe bakterie Gram-ujemne,
okreslane wspdlnym mianem, jako ryzobia. Do tej grupy naleza gléwnie
a-Proteobakterie zaliczane do rodzajow takie jak np. Rhizobium, Mesorhizobium,
Bradyrhizobium, Phyllobacterium, Azorhizobium, czy tez Ochrobactrum. Wchodza
one w Sciste integracje z roslinami motylkowatymi z rodziny Fabaceae
(Leguminoseae, Papilionaceae) redukujac wolny azot. Uklady symbiotyczne
charakteryzuja si¢ wysoka specyficzno$cig uwarunkowang wzajemnym rozpoznaniem
symbiontow. Proces ten jest $ciSle kontrolowany przez obu partneréw symbiozy
1 poprzedzany jest wymiang sygnatoéw molekularnych.

Do rodzaju Ochrobactrum zaliczane sg gatunki charakteryzujgce si¢ zdolno$cig
do symbiozy, patogenezy czy tez akumulacji i biodegradacji zwigzkow toksycznych.
Dwa gatunki — Ochrobactrum cytisi bedacy mikrosymbiontem Zzarnowca miotlastego

i Ochrobactrum lupini kolonizujacy brodawki Lupinus honoratus naleza do
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symbiontow wykazujacych jednoczes$nie zdolnosci do bioremediacji. Dodatkowo ze
wzgledu na ich bliskie pokrewienstwo z patogenem — Ochrobactrum anthropi
stanowig ciekawy model umozliwiajagcy badanie korelacji pomigdzy patogeneza
1 symbioza.

Wazng rol¢ w zaistnieniu efektywnej symbiozy diazotroficznej odgrywaja
znajdujace si¢ na powierzchni komorek ryzobiow polisacharydy powierzchniowe tj.:
cykliczne glukany, egzopolisacharydy (EPS), lipopolisacharydy (LPS) oraz
kapsularne polisacharydy. Struktury te sg istotne w poczatkowych etapach rozwoju
symbiozy, zapewniaja prawidlowa adhezj¢ bakterii do wlosnikow korzeniowych
a nastgpnie umozliwiajg bakteriom 1 bakteroidom adaptacj¢ do zmienionych
warunkoéw osmotycznych panujacych we wnetrzu brodawki. Lipopolisacharydy
bedace integralnym sktadnikiem oston bakterii Gram-ujemnych, maja szczegodlne
znaczenie w tworzeniu uktadéw symbiotycznych. Pelna struktura LPS zapewnia
integralno$¢ blony zewngtrznej i1 stabilizuje jej strukturg. Poprzez bliski kontakt z
btong komorkowa konca nici infekcyjnej warunkuje jej wzrost, wplywa na
skuteczno$¢ endocytozy oraz decyduje o wlasciwej organizacji 1 dojrzewaniu
symbiosomoéw. Ze wzgledu na istotng role, jaka spetnia lipopolisacharyd na réznych

etapach symbiozy jego struktura i funkcje sg intensywnie badane.

1.2 SYMBIOZA ROSLIN MOTYLKOWATYCH Z RHIZOBIACEAE
1.2.1 Wigzanie azotu czasteczkowego

Azot jest jednym z najpowszechniej wystepujacych pierwiastkow kuli ziemskie;.
Jest podstawowym sktadnikiem wielu biologicznych zwigzkéw takich jak biatka,
kwasy nukleinowe i witaminy. Azot jest niezbedny do wzrostu i rozwoju wszystkich
organizméw. Najwicksze jego zasoby znajduja si¢ w litosferze w skatach
magmowych, osadowych i metamorficznych. Drugim jego rezerwuarem pod
wzgledem wielkosci jest atmosfera. Chociaz w glebie znajduja si¢ stosunkowo
niewielkie ilo$ci azotu, to decydujg one o wzroScie i rozwoju ro$lin, a posrednio
o zyciu na Ziemi [Downie i Young, 2001].

Biordznorodno$¢, krazenie pierwiastkow oraz przeptyw energii s podstawowymi
cze$ciami sktadowymi umozliwiajgcymi funkcjonowanie wszystkich systeméw w
przyrodzie. Jednym ze sposoboOw zapewniajagcych uzupelnianie zasobow
podstawowych pierwiastkow w glebie, takich jak azot, jest stosowanie nawozow

chemicznych. Jest to jednak zabieg bardzo kosztowny, energochtonny i jednocze$nie
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powodujacy zanieczyszczenie srodowiska. Przemystowe wigzanie azotu z powietrza
wymaga bardzo wysokich temperatur i ci$nien oraz uzycia katalizatorow. Prokariota
sg jedynymi organizmami zdolnymi do wigzania azotu czgsteczkowego z atmosfery.
Jako organizmy zyjace samodzielnie badZz w symbiozie z roslinnym gospodarzem sa
w stanie przeprowadzi¢ reakcje wbudowania azotu do zwigzkdw organicznych, ktore
nastepnie w cyklu przemian przeksztatcane sg w biatka (Tabela 1).

Zwiazki azotu mogg by¢ przyswajane przez rosliny tylko w niektorych postaciach.
Najlepiej przyswajalng forma jest mocznik i1 jony azotanowe. Rosliny sg takze w stanie
pobiera¢ niektore aminokwasy z otoczenia (np. alaning, kwas asparaginowy) zachodzi
to jednak w $ladowych ilosciach [Gabry$ i wsp., 2002] . Przemiany i udost¢pnianie
azotu moga nastgpowac na trzech poziomach; amonifikacji, nitryfikacji i denitryfikacji
[Martyniuk, 2009].

Podczas procesu amonifikacji nastgpuje rozktad aminokwaséw pod wplywem
dziatalno$ci metabolicznej mikroorganizmoéow glebowych. Produktem tej przemiany

jest amoniak (NHz) [Klama 2004].

Tabela 1. Przemiany azotu w biosferze.

Reakcja Mikroorganizm Srodowisko Proces
Wiazanie azotu | Bakterie wigzace azot np. | Tlenowe Przeksztalcenie azotu
czasteczkowego | Rhizobium /beztlenowe | czasteczkowego w  inne
dostepne formy.
Amonifikacja Bakterie amonifikujace Tlenowe Uwalnianie jonéw

/beztlenowe | amonowych z  resztek
innych organizmow.

Nitryfikacja Bakterie  nitryfikacyjne | Tlenowe Proces dwuetapowy. Jony
np. Nitrosomonas, amonowe sg Utleniane do
Nitrococcus, Nitrobacter azotynow (NO?) a nastepnie
do azotanéw (NO*) — form
przyswajalnych przez

rosliny.
Denitryfikacja | Bakterie denitryfikacyjne | Beztlenowe | Redukcja azotanow  do
(oddychanie np. Pseudomonas azotu czasteczkowego,
azotanowe) aeruginosa, powr6t azotu do atmosfery.

P. denitrificans

Proces udostepniania azotu w formy biodostgpne moze by¢ przeprowadzany
jedynie przez niektore bakterie okreslane mianem diazotrofow. Podczas biologicznego

wigzania azotu (BNF — ang. biological nitrogen fixation) chemicznie obojetny azot
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(N2) obecny w atmosferze jest enzymatycznie przeksztalcany w metabolicznie
uzyteczng posta¢ amoniaku (NHz) poprzez kompleks nitrogenazy. Pierwszym, silnie
endoergicznym etapem tego procesu jest rozbicie trwalego wigzania pomigdzy
atomami azotu. Do tego procesu konieczna jest obecnos¢ zwigzkow redukcyjnych,
zrodia energii 1 kompleksu enzymatycznego nitrogenazy. Energia potrzebna do tego
procesu pochodzi z oddychania tlenowego. Donorem wodoru, niezbednym do redukcji
czasteczki azotu moze by¢ pirogronian, powstaty podczas procesu fotosyntezy lub
rozkladu weglowodanéw oraz woda, ktora ulega fotolizie [Cohn i wsp., 1998].
Szacunkowo BNF dostarcza rocznie do gleby od 100 — 170 milionéw ton tego
pierwiastka [Wielbo i Skorupska, 2003]. Najbardziej efektywnie proces wigzania
azotu przebiega w ukladzie symbiotycznym, gdzie jednym z partnerow sa bakterie

(ryzobia) a drugim rosliny.

1.2.2 RoSlinni partnerzy symbiozy

Zdolnos$¢ tworzenia symbiozy z ryzobiami to cecha charakterystyczna dla
roslin motylkowatych (Leguminoseae). Jest to grupa bardzo zréznicowana
morfologicznie, wystepujagca na catej kuli ziemskiej w roéznych warunkach
klimatycznych obejmujgca tgcznie 700 rodzajow i 1700 gatunkow [Paul i Clark,
2000].

Leguminoseae zostaty obecnie podzielone na trzy podrodziny:

. Caesalpiniaceae (brezylkowate)
. Mimosaceae (mimozowate)
. Papilionaceae (motylkowate wlasciwe)

We wszystkich tych podrodzinach wystepuja gatunki zdolne do wchodzenia
w symbioze z ryzobiami. Stanowig one wigkszo$¢ podrodzin mimozowatych
i bobowatych [van Rhijn i Vanderleyden, 1995].

Ze wzglgdu na zastosowanie i znaczenie tych roslin w rolnictwie sg one
najlepiej poznanymi gospodarzami bakterii brodawkowych. Do motylkowatych
nalezy wiele waznych rolniczo roélin tj. fasola, groch, ozdobne drzewa — (w regionach
tropikalnych; Bauhinia, Flamboyant, Cassia), rosliny pastewne (koniczyna, lucerna

I wyka).
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W trakcie trwania symbiozy ros$lina dostarcza bakteriom zwiazki wegla oraz
zapewnia im optymalne warunki rozwoju tj. brodawki bg¢dace specyficzng nisza

ekologiczng.

1.2.3 Charakterystyka bakterii brodawkowych

Ryzobia to grupa bakterii bardzo zréznicowana filogenetycznie. Wyodrebnione w
tej grupie mikroorganizmy charakteryzuja si¢ zdolnoscia do wigzania
atmosferycznego azotu i wspottworzenia ukladow symbiotycznych z roslinami
motylkowatymi. Efektywno$§¢ i indukcja brodawkowania jest uwarunkowana
posiadaniem przez bakterie symbiotyczne genow nod i nif. Bakterie symbiotyczne sa
mikroorganizmami tlenowymi, cho¢ moga rozwijac¢ si¢ przy ograniczonym dostepie
tlenu. Sa to na ogo6t drobne, ruchliwe pateczki o rozmiarach 0,5-0,9x1,2-3,0 um. Nie
wymagajg one do przetrwania kontaktu z rosling i czgsto spotyka si¢ je jako formy
wolnozyjace (saprofity) w glebie. W takiej jednak formie w wigkszos$ci przypadkow
nie przeprowadzaja wigzania azotu atmosferycznego. Dlatego tez wolnozyjace ryzobia
muszg czerpaé ten pierwiastek w postaci jonow azotowych z otoczenia, tak samo jak
inne bakterie [Masson-Boivin i wsp., 2009].

Do ryzobiow zaliczamy obecnie 98 gatunkow zebranych w 13 rodzajach
nalezacych gltéwnie do a-Proteobakterii. Sg to: Rhizobium, Mesorhizobium, Ensifer
(Sinorhizobium), Bradyrhizobium, Burkholderia, Phyllobacterium, Microvirga,
Azorhizobium, Ochrobactrum, Methylobacterium, Cupriavidus, Devosia i Shinella
[Weir, 2012].

Z punktu widzenia symbiozy z roslinami motylkowatymi ryzobia mozna podzieli¢
na dwie grupy:

1. Gatunki o szerokim zakresie gospodarza — tj. rodzaje Bradyrhizbium i czegsé¢

gatunkow Rhizobium.

2. Ryzobia o duzej specyficznosci wzgledem gospodarza — gatunki zaliczane do
rodzajow Sinorhizobium czy Mezorhizobium — zdolne do tworzenia uktadu
symbiotycznego najczgsciej tylko z jednym lub kilkoma gatunkami roslin
motylkowatych [Lee i Hirsch, 2006].

Bardzo czgsto jako kryterium podziatlowe ryzobidow stosuje si¢ czas ich generacji.

Na tej podstawie wyrdzniamy gatunki wolno- 1 szybkorosngce. Do ryzobiow

wolnorosngcych zaliczane sg gatunki z rodzaju Bradyrhizbium. Ich czas generacji
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wynosi ponad 6 godzin. Sg to Gram — ujemne ruchliwe, tlenowe pateczki, posiadajace
zdolnos¢ produkcji duzej ilosci zewnatrzkomoérkowego §luzu. Azot atmosferyczny
asymiluja jedynie w warunkach mikroaerofilnych podczas symbiozy z roslinami.
Najlepiej poznanym gatunkiem nalezacym do tego rodzaju jest Bradyrhizobium
diazoefficiens wczesniej znany jako Bradyrhizobium japonicum (Rhizobium
japonicum) [Sugawara i wsp., 2017]. Jest on symbiontem soi (Glycine max), fasolnika
chinskiego (Vigna unguiculata) oraz fasoli zlotej (Vigna radiata). Genom
Bradyrhizobium diazoefficiens wyrdznia si¢ brakiem pozachromosomalnego DNA.
Geny nodulacji odpowiedzialne za kontrole procesu wigzania azotu atmosferycznego
zlokalizowane zostalty w regionie zwanym ,,wyspa symbiotycznosci” (WS). Wyspy
symbiotycznosci sg jednym z typow wysp genomowych, pozostato$cig po poziomym
transferze genow. Sg one analogiczne do wysp patogenicznos$ci wystepujacych
u licznych bakterii Gram-ujemnych [Young i wsp., 2006].

Do ryzobiow szybkorosngcych nalezg m.in. gatunki z rodzaju Rhizobium,
Sinorhizobium czy tez Ochrobactrum charakteryzujace si¢ czasem generacji krotszym
niz 6 godzin. Bakterie nalezace do rodzaju Rhizobium rosngc na pozywkach
laboratoryjnych powoduja ich stopniowe zakwaszenie, podczas gdy bakterie z rodzaju
Bradyrhizobium alkalizuja podtoze [Szember i wsp., 2001]. Rodzaj Rhizobium
zawiera obecnie okoto 30 gatunkoéw o bardzo zroznicowanych zakresach gospodarza
roslinnego. Bakterie te charakteryzujg si¢ wystepowaniem perytrychalnego urzgsienia
1 niska odpornoscia na antybiotyki. Wsrdd najlepiej poznanych gatunkow nalezacych
do rodzaju wymieni¢ mozna: R. leguminosarum i Rhizobium etli.

R. leguminosarum jest gatunkiem, w ktérym wyodrgbniono trzy biowary -
viciae, trifolii i phaseoli, r6znigce si¢ zakresem gospodarza. Biowar viciae indukuje
powstawanie brodawek na wyce (Vicia), grochu (Pisum) oraz soczewicy (Lens).
Roslinnym gospodarzem biowaru trifolii jest koniczyna (Trifolium) a biowaru
phaseoli - fasola (Phaseolus). Geny specyficznosci gospodarza oraz geny zwigzane
Z wigzaniem azotu u tych bakterii zlokalizowane s3 na duzych plazmidach
symbiotycznych (pSym). Jedng z cech odrdzniajacych Rhizobium od pozostatych
diazotrofow jest wiasnie obecnos$¢ duzej ilosci plazmidéw. Przyktadowo na genom
R. leguminosarum bv. viciae 3841 sktada si¢ chromosom i sze$¢ plazmidow [Young
i wsp., 2006].

Wigkszos$¢ gatunkow nalezacych do ryzobidow wigze azot atmosferyczny jedynie

w trakcie trwania symbiozy z roslinami motylkowatymi, natomiast poza rosling nie sg
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w stanie przeprowadza¢ tego procesu. Wyjatkiem sa bakterie nalezace do rodzaju
Azorhizobium. Sg to ruchliwe, urzesione pateczkami o do$¢ krotkim czasie generacji
wynoszacym od 3 do 5 godzin, ktére wigzg azot zyjac w glebie [Matek 1 Sajnaga,
1999].

Sinorhizobium meliloti to bakteria symbiotyczna kilku waznych ro$lin paszowych;
lucerny (Medicago), nostrzyka (Melilotus) oraz kozieradki (Trigonella). Na genom
S. meliloti sktadajg sie trzy odrebne, koliste replikony — chromosom i dwa plazmidy
[Barnett i wsp., 2005].

1.2.3.1 Charakterystyka rodzaju Ochrobactrum

Do rodzaju Ochrobactrum zaklasyfikowano obecnie 18 gatunkow, do ktorych
zaliczamy m.in. ludzkie patogeny (np. O. anthropi) oraz bakterie symbiotyczne roslin
motylkowatych (Ochrobactrum lupini i O. cytisi) (Ryc. 1).

Ochrobactrum cytisi ESC1T jest szczepem wyizolowanym 2z brodawek
korzeniowych zarnowca miotlastego (Cytisus scoparius). Jest on rdwniez
mikrosymbiontem lucerny (Medicago polymorpha) i nalezy do grupy
szybkorosngcych a-ryzobiow. Szczep ten jest istotny 1 wyjatkowy nie tylko ze
wzgledu na zdolnos$¢ wchodzenia w uktady symbiotyczne, ale rowniez ze wzgledu na
jego wykorzystanie do biosorpcji metali cigzkich takich jak Cu, Zn i Cd [Zurdo-
Pineiro i wsp., 2007].

Ochrobactrum lupini LUP21T to szybkorosngcy symbiont Lupinus honoratus
posiadajacy rowniez zdolno$¢ zakazania innych roslin motylkowatych z rodzaju
Lupinus. W komorkach O. lupini wykazano obecnos¢ trzech plazmidow, na ktorych
zlokalizowano geny nodD i nifH nabyte poprzez horyzontalny transfer genow [Trujillo
i wsp., 2005]. Pewne szczepy O. lupini wykazujg zdolno$¢ do biodegradacji
insektycydow takich jak np. P-cypermetryny (B-CP), s$rodka owadobdjczego
stosowanego m.in. w rolnictwie, ktorego dziatanie moze mie¢ toksyczny wplyw
na uktad nerwowy i rozrodczy cztowieka [Chen i wsp., 2011].

Szczepy Ochrobactrum mogg byé¢, wiec wykorzystywane w celach ochrony
srodowiska, bioremediacji zakazonych gleb 1 wod powierzchniowych a uktady
symbiotyczne z udziatem bakterii ryzobiowych, jako najwydatniejsze systemy
biologicznej redukcji azotu, moga w przysztosci znalez¢ potencjalne wykorzystanie

w tworzeniu szczepionek mikrobiologicznych [Poddebniak i Jafra, 2009].
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Brucella neotomae ATCC 23453 (AY594216)
Brucella ovis ATCC 258407 (L26168)
100 Brucella abortus 5447 (AF091354)
Brucella suis 13307 (NC_004310)
971 | Brucella canis RM6/66 (L37584)
Brucella melitensis 16M™ (NC_003317)
PR— Ochrobactrum intermedium LMG 33017 (U70978)
0.01 75 | 98 Ochrobactrum cytisi ESC1' (AY776289)
“{ Ochrobactrum anthropi LMG 33317 (AM114398)
Ochrobactrum lupini LUP21" (AY457038)
— QOchrobactrum tntici SC124" (AJ242584)
47 Ochrobactrum grignonense OgA9aT (AJ242581)

60 : Ochrobactrum oryzae MTCC 4195 (AM041247)
99 Ochrobactrum gallinifaecis 1so 1967 (AJ519939)
Mycoplana dimorpha IAM 13154 (D12786)
95 Mycoplana ramosa |AM 13949T (D13944)

Bradyrhizobium japonicum ATCC 103247
(UB9638)

Ryc. 1. Drzewo filogenetyczne obejmujgce rodzaj Ochrobactrum [Na podstawie Zurdo-
Pineiro i wsp., 2007].

Badane szczepy O. cytisi ESC1T i O. lupini LUP21T s3 blisko spokrewnionymi
z takimi patogenami jak np. Brucella abortus czy Brucella melitensis [Bathe i wsp.,
2005]. Dlatego tez niezwykle wazne jest poznanie budowy struktur powierzchniowych
1 tych bakterii. Umozliwi to zrozumienie znaczenia elementéw strukturalnych
membrany ~ w mechanizmach  identyfikacji ~we  wrodzonej  odpowiedzi
immunologicznej gospodarza. Poréwnanie struktur powierzchniowych roznych
symbiontow pozwoli na identyfikacje czynnikéw strukturalnych wytyczajacych
granicg, jaka dzieli zjawiska symbiozy i1 patogenezy.

.24 Mechanizm wigzania azotu

Symbioza to proces ztozony, do zaistnienia, ktorego niezbedna jest wymiana
wielu sygnaléw pomigdzy ros$linnym gospodarzem 1 jego mikrosymbiontem
bakteryjnym. Mechanizm ten jest inicjowany przez flawonoidy wydzielane przez
wlosniki korzeniowe ro$lin w odpowiedzi, na ktore aktywowana jest ekspresja
bakteryjnych genow nod odpowiadajgcych za produkcje chitolipooligosacharydéw -
czynnikéw Nod. Pomimo, i1z korzysci z procesu sg obustronne to kontrole nad
przebiegiem symbiozy w gldéwne] mierze peini roslina. Decyduje ona o tym czy

dopusci¢ do infekcji wlo$nikow korzeniowych przez dany szczep bakteryjny
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I promuje pierwsze etapy formowania brodawek korzeniowych. Efektywna symbioza
jest wiec procesem bardzo ztozonym, do ktérego zaistnienia niezbedne sg czynniki
roslinne, a takze bakteryjne (Ryc. 2). Wérdd czynnikow roslinnych najwazniejszym
aktywatorem ekspresji genéw nod sg flawonoidy. Podobng funkcje pelnig rowniez
induktory nieflawonoidowe tj. betainy, ksantany, kwasy aldonowe czy zwiazki
fenolowe. Powoduja one aktywacje bakteryjnych genow nodulacji zlokalizowanych
na chromosomach badz plazmidach symbiotycznych. W wyniku ekspresji tych genow
dochodzi do produkcji specyficznych czynnikow Nod, aktywujacych dalsze etapy
kaskady dialogu molekularnego pomigdzy bakterig a rosling [Deakin i Broughton,
2009]. W procesie biorag rowniez udziat zwiagzki niskoczasteczkowe tj. hopanoidy oraz
specyficzne biatka ryzobiowe. Czynnikiem bakteryjnym o znacznym wplywie na
przebieg symbiozy jest obecno$¢ specyficznych struktur powierzchniowych. Wsrod
nich na szczegolng uwage zastuguja lipopolisacharyd, egzopolisacharyd a takze -
glukany, ktorych rola w procesie symbiozy zostanie szczegdélowo omowiona

w kolejnych rozdziatach.

Rosliny

motylkowate Rhizobium

Ryc. 2. Schemat interakcji symbiotycznych pomig¢dzy roslinami motylkowatymi a Rhizobium
[Na podstawie: Janczarek i wsp., 2014].
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Proces infekcji u wigkszosci roslin motylkowatych zapoczatkowywany jest na
wlosnikach korzeniowych. Po adhezji do wilosnikow ryzobia zapoczatkowujg ich
deformacje 1 skrgcanie. Skrecajacy sie wilosnik otacza bakterie — wigzac je
W strukturze przypominajacej ,laske pasterza”. Tworza si¢ mate mikrokolonie.
Bakterie powoduja lokalng degradacje $ciany komoérkowej, po ktérej nastepuje
tworzenie podobnej do tuby struktury zwanej nicig infekcyjng. Ni¢ infekcyjna dazy do
zalagzka brodawki, gdzie do wnetrza komorek roslinnych uwalniane sg bakterie.
Bakterie przeistaczajg si¢ w formy symbiotyczne zwane bakteroidami. Dopiero
bakteroidy zdolne sa do redukcji azotu atmosferycznego do amoniaku przy
wykorzystaniu enzymatycznego kompleksu nitrogenazy. Brodawka stanowi
specyficzng nisze o niskim stezeniu tlenu czasteczkowego, w ktdrej panuja sprzyjajace
warunki do procesu biologicznego wigzania azotu. W ten sposob nitrogenaza jest
chroniona przed dezaktywacjag. Wyprodukowany przez bakterie amoniak
W nastgpnych etapach jest transportowany z brodawek do pozostalych tkanek
roslinnego gospodarza. W zamian za to ro$lina dostarcza kwasow dikarboksylowych

bedacych zrodtem wegla dla komorek bakteryjnych.

1.2.5 Rodzaje brodawek korzeniowych

Brodawki korzeniowe roslin motylkowatych sa specyficznymi organami,
w ktorych przy udziale bakterii symbiotycznych zachodzi asymilacja azotu
atmosferycznego. Charakteryzuja si¢ one zlozong strukturg anatomiczng
I cytologiczng i stanowig specyficzng nisz¢ $rodowiskowa dla symbiosomow.
Wystepuja one czgsciej na korzeniach, a wigc w srodowisku o obnizonej ilosci tlenu
atmosferycznego, sg takze (w przypadku roslin tropikalnych) spotykane na todygach.

Ich tworzenie jest indukowane poprzez podzialy komoérkowe w korze
pierwotnej korzenia aktywowane poprzez dziatanie lipooligochitozanu (czynnika
Nod). Komorki te zostaja zainfekowane na drodze endosymbiozy przez bakterie
dostajace si¢ do cytoplazmy poprzez ni¢ infekcyjng. W nastepstwie wnikniecia do
cytoplazmy komorki roslinnej potencjalnie patogennych komorek bakteryjnych
dochodzi wytworzenia btony peribakteroidalnej. Pecherzyk ten ma za zadanie
odseparowa¢ ryzobia od cytoplazmy komodrki gospodarza. Kolejno nastepuje
intensywne réznicowanie komorek gospodarza i mikrosymbionta w wyniku, ktorego

zachodzi reorganizacja struktury, funkcji i metabolizmu obu organizméw. Efektywna
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brodawka zawiera dojrzate bakteroidy zdolne do redukcji azotu atmosferycznego.
Bakteroidy ze wzgledu na obecno$¢ nitrogenazy wymuszaja na roslinie stworzenie
w brodawce $rodowiska mikroareofilnego. Jest to podyktowane bardzo duza
wrazliwos$cig nitrogenazy na tlen. Jednocze$nie proces asymilacji wymaga
dostarczania znacznych ilosci energii. Te sprzeczne cele pogodzone zostaty dzigki
wytworzeniu bariery dyfuzyjnej dla tlenu oraz obecnosci wiagzacej tlen
leghemoglobinie [Gibson i wsp., 2008].

Ze wzgledu na ksztatt, aktywno$¢ merystemu oraz rodzaj eksportowanych
asymilatéw wyrdzniono trzy gtéwne typy brodawek. W podziale tym wyrdzniono tzw.
brodawki niezdeterminowane, zdeterminowane i brodawki kotnierzykowate.

Niezdeterminowana brodawka korzeniowa zawiera szereg stref rozwojowych.
Na ciggle rosngcym wierzchotku brodawki zlokalizowana jest strefa merystematyczna
gdzie zachodzg ciagte, liczne podziaty komorek (strefa I). Pod nig znajduje si¢ obszar
inwazji komorek bakteryjnych i1 obszar wigzania azotu przeprowadzany przez
bakteroidy (strefa II i strefa III). W brodawkach starzejacych si¢ wyrdzniamy jeszcze
strefe IV, w ktorej nastgpuje degradacja komorek, a w szczegdlnosci bakteroidow.

Brodawki niezdeterminowane wystepuja gtownie u roslin  strefy
umiarkowanej. Sg to migdzy innymi koniczyna, wyka, groch, lucerna. Charakteryzuja
si¢ wydluzonym, cylindrycznym ksztaltem a ich merystem wierzchotkowy jest zdolny
do podziatow przez caly okres wegetatywny. Ryzobia po wniknigciu do rosliny
i adaptacji w brodawce podlegaja nieodwracalnym przemianom morfologicznym
I metabolicznym, w wyniku ktorych przeksztatcaja si¢ w dojrzate bakteroidy.
W konsekwencji bakteroid nie jest w stanie przezy¢ poza srodowiskiem brodawki.
Zwigzany azot eksportowany jest w postaci amidéw [Borucki, 1998].

Brodawki zdeterminowane formowane s3a na ro$linach strefy tropikalnej
(fasola, soja). Ich merystem ma zdolno$ci do podziatow tylko podczas etapu
kolonizacji brodawki, pézniej zdolno$¢ ta zanika. Z tego tez powodu brodawki
zdeterminowane majg kulisty ksztatt i brak jest strefowosci tkanki bakteroidalne;.
Po uwolnieniu z brodawki komorki bakteryjne maja mozliwo$¢ ponownego
przeksztalcenia si¢ w bakterie wolnozyjace. Zwigzany azot eksportowany jest
w postaci ureidow [Mergaert i wsp., 2006].

Brodawki kotierzykowate spotykane sa u roslin rodzaju Lupinus. W ich
przypadku tkanka bakteroidalna rowniez wykazuje strefowo$¢ a merystem moze

funkcjonowaé przez caly sezon wegetacyjny, obrastajac korzen rosliny. Tkanka
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bakteroidalna zréznicowana jest na obszar wczesnej symbiozy, dojrzalej symbiozy
oraz starzenia si¢. Zwigzany azot, podobnie jak w przypadku brodawek

niezdeterminowanych, eksportowany jest w postaci amidow.

1.2.6 Czynniki wplywajace na przebieg symbiozy
1.2.6.1 Czynniki pochodzenia roslinnego
1.2.6.1.1 Flawonoidy

Symbioza pomiedzy ryzobiami a ros$linami motylkowatymi opiera si¢ na
wzajemnym rozpoznaniu czasteczek sygnalowych, produkowanych przez obu
partneréw. Rosliny motylkowate wydzielaja liczne metabolity wtoérne do ryzosfery.
Wsrod nich najwieksze znaczenie w oddziatywaniach pomiedzy mikro -—
I makrosymbiontem maja flawonoidy [Hirsch 1992]. Aktualnie zidentyfikowanych
zostato ponad 10 000 réznych flawonoidéw [Ferrer i wsp., 2008].

Flawonoidy stanowiag pierwszy sygnal dialogu molekularnego pomigdzy
partnerami symbiozy. Uwalniane przez korzenie roslin odgrywaja role
chemoatraktantow dla ryzobiow bytujacych w glebie oraz role induktoréw
bakteryjnych genow nod. Ponadto hamuja wzrost konkurencyjnych bakterii [Tali
I wsp., 1991]. Flawonoidy to policykliczne zwiazki aromatyczne, zidentyfikowane
jako pochodne 2-fenylo-1,4-benzopirenu. Gtéwnym prekursorem wszystkich
zwigzkow flawonoidowych jest chalkon otrzymywany w szlaku syntezy
fenylopropanoidowego przy udziale enzymu syntazy chalkonu poprzez kondensacje
4-kumarolo-CoA. Specyficzne modyfikacje tej podstawowej struktury stanowig
podstawe podziatu tych zwiagzkow na klasy. Modyfikacje szkieletu moga obejmowac:
glikozylacje, metylacje, hydroksylacje czy tez podstawianie reszt acylowych.
Obecnos¢ podstawnikow, ich rodzaj 1 ilos¢ wplywa na wlasciwosci danego zwigzku.
Wsrod tysigey flawonoidow wymieni¢ mozna: antocyjany, chalkony, katechiny,
flawony, flawonole, flawanony, flawanonole i izoflawony [Barnett i Fisher, 2006,
Janczarek i wsp., 2014]. Flawonoidy poza symbiozg odgrywaja role w wielu istotnych
dla roslin procesach tj.: ochrona przed promieniowaniem UV, determinacja pici,
morfogeneza, przeplyw energii, fotosynteza, oddychanie, regulacja ekspresji genow
i regulacja syntezy hormonow. Na zréznicowanie i ilo$¢ flawonoidow ma wptyw wiek
1 stan fizjologiczny rosliny a takze warunki $rodowiska tj. intensywnos$¢ $wiatla,
temperatura i stgzenie zwigzkow azotu. Najwiekszg i1los¢ flawonoidéw zaobserwowac

mozna w obszarze komorek czapeczki korzenia gtéwnego i przy korzeniach bocznych.
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Flawonoidy sa wydzielane do ryzosfery w sposob ciagly, ale ich ilo$¢ i zréznicowanie
wzrasta w trakcie kontaktu z kompatybilnym mikrosymbiontem. W poczatkowym
etapie nastepuje wigzanie flawonoidow z bakteryjnym biatkiem NodD nalezacym do
rodziny regulatoréw transkrypcyjnych LysR. Tak zaktywowane biatko NodD
przytacza si¢ do promotorow nod-box, indukujac transkrypcje gendéw nod (ang.
nodulation) odpowiedzialnych za synteze¢ czynnikow Nod. Konkretny flawonoid dla
jednego gatunku bakterii moze by¢ induktorem symbiozy, a dla innego inhibitorem.
Przyktadem jest genisteina i daidzeina aktywujace geny nod u B. diazoefficiens
i uS. sp. NGR234 a bedace represorami tych samych gendéw u R. leguminosarum bv.
trifolii i R. leguminosarum bv. viciae [Firmin i wsp., 1986; Begum i wsp., 2001].
Luteolina i 7,4’-dihydroksyflawon indukuja geny nod S.meliloti podczas gdy
genisteina hamuje ich ekspresj¢ [Kosslak 1 wsp., 1987; Hartwig 1 wsp., 1990; Peck
i wsp., 2006]. Specyficzne flawonoidy moga réwniez wptywaé na ekspresje
niektorych gendéw kodujacych biatka zaangazowane w I i III system sekrecji oraz
biatka wuczestniczagce w syntezie polisacharydow ryzobiowych. [Krehenbrink
i Downie, 2008; Downie, 2010; Janczarek i Skorupska, 2004, 2011; Deakin
I Broughton, 2009]. W przypadku wigkszosci flawonoidow juz nanomolarne
i mikromolarne stezenia sa wystarczajace do indukcji genéw nod. Stwierdzono
réwniez, ze mieszanina réznych flawonoidow dziata skuteczniej na indukuje ekspresji
genéw nod [Begum i wsp., 2001]. Niektore flawonoidy sg ponadto w stanie
stymulowa¢ wzrost komorek bakteryjnych. U S. meliloti dzieje si¢ tak pod wptywem
luteoliny, 4,4’-dihydroksy-2-metoksychalkonu, 7,4’-dihydroksyflawonu i 7,4’—
dihydroksyflawanonu [Caetano-Anolles i wsp., 1988; Dharmatilake i Bauer, 1992;
Cooper, 2004]. Analogicznie apigenina, naryngenina i kampferol sg chemoatranktami
dla R. leguminosarum bv. viciae. Podobng funkcje pelnig apigenina, luteolina
acetosyringon i umbeliferon u R. leguminosarum bv. phaseoli. [Armitage i wsp., 1988,
Aguilar i wsp., 1988].

1.2.6.1.2 Zwiazki nieflawonoidowe

Poza flawonoidami réwniez szereg innych roslinnych metabolitéw moze
indukowac ekspresj¢ genéw nod i wyzwala¢ interakcje symbiotyczne. ZwigzkKi te sa
jednak mniej specyficzne niz flawonoidy i do wywotania efektu niezbedne sa ich

wysokie stezenia rzedu od kilku mikromoli do milimoli [Cooper, 2004, 2007]. Wérod
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tych  metabolitow  wyrdzni¢ mozemy betainy takie jak stachydryna
i trigonelina wydzielane przez Medicago spp., ktore wspodlnie z aktywatorem
transkrypcyjnym NodD2 aktywuja ekspresj¢ niektorych genow nod u S. meliloti
[Phillips 1 wsp., 1992]. Analogiczne dziatanie wykazuja kwasy aldonowe tj. kwas
erytronowy i tetronowy indukujace ekspresje genéw u R. lupini i M. loti [Gagnon
i Ibrahim, 1998]. Takie samo dziatanie wykazuje kwas jasmonowy oraz jego pochodne
na bakterie nalezgce do gatunku R. leguminosarum i B. diazoefficiens. Jasmonaty
w stezeniu przekraczajacym 50 uM majg wplyw na przebieg infekcji wlosnikowej
poprzez modyfikacj¢ sygnatu wapniowego [Sun i wsp., 2006].

Proste zwiazki fenolowe tj. wanilina i izowanilina pochodzace z roslin
nienalezagcych do motylkowatych (np. pszenica) rowniez wykazujg aktywno$¢
w indukcji genow nod u S. sp NGR234 [Le Strange i wsp., 1990]. Takie samo dziatanie
wykazuja ksantony w kontakcie z Bradyrhizobium diazoefficiens [Yuen i wsp., 1995].
Tak duza réznorodno$¢ zwigzkoéw zdolnych do indukcji genéw nod wydaje si¢
korzystna dla bakterii symbiotycznych ze wzgledu na znaczne zrdznicowanie
srodowiska. Umozliwia takze zoptymalizowanie ekspresji tych genow w zaleznos$ci

od potrzeb.

1.2.6.2 Czynniki pochodzenia bakteryjnego
1.2.6.2.1 Geny nod-nif

Wsréd genow regulujacych przebieg symbiozy mozemy wyrdzni¢ grupe
odpowiedzialng za synteze czynnikow Nod, czyli geny nod, nol i noe oraz grupe
odpowiedzialng za dalsze etapy procesu symbiozy, czyli geny nif i fix. Zlokalizowane
sg one zazwyczaj na jednym z megaplazmidow nazywanym przez to plazmidem
symbiotycznym (pSym). W ten sposob utozone sg geny m.in. u R. leguminosarum,
S. meliloti czy R. etli. U czeéci ryzobiow geny nodulacji wystepuja tylko na
chromosomie w regionie nazywanym wyspa symbiotyczno$ci. Wyspy symbiotyczne
sg jednym z typoOw wysp genomowych, pozostato$cig po poziomym transferze genow.
Sa one analogiczne do wysp patogeniczno$ci wystepujacych u bakterii Gram-
ujemnych. Zlokalizowano je np. w genomach Mesorhizobium loti i Bradyrhizobium
diazoefficiens (B. japonicum). U szczepoéw M. loti ich wielkos¢ waha si¢ w granicach
501-610 kb. Charakteryzuja si¢ one nizszg zawartoscig par GC w stosunku do reszty
sekwencji [Sullivan i wsp., 2002; Kaneko i wsp., 2002; Palacios i Newton, 2005].
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Geny nodulacji w zalezno$ci od funkcji mozna podzieli¢ na 3 grupy:

1. Common nod genes (nodABC) — obecne praktycznie u wszystkich ryzobiow za
wyjatkiem fotosyntetyzujacych bradyryzobiow 1 niektorych gatunkow
Burkholderia. Geny nodABC - odpowiadaja za syntez¢ podstawowe]
podjednostki czynnika Nod.

2. Grupa specyficznych gendéw gospodarza zaangazowanych w modyfikacje
rdzenia. Nalezg tu np. geny nodEF, nodG, nodH, nodPQ.

3. Geny regulatorowe odpowiadajace za kontrole ekspresji pozostatych genoéw
(np. nodD, nolR, nodUV).

U Bradyrhizobium ORS278 i BTAIil, u ktorych nie zidentyfikowano gendéw
nodABC za kontrole¢ przebiegu symbiozy odpowiedzialny jest nowy, nieznany
dotychczas mechanizm oparty na dziataniu pochodnej puryny [Horvath i wsp., 1986;
Gottfert i wsp., 1990; Lerouge i wsp., 1990; Sanjuan i wsp., 1994; Moulin i wsp., 2001,
Schlaman i wsp., 2006; Giraud i wsp., 2007].

Produkt genu nodD jest regulatorem transkrypcyjnym, ktory po rozpoznaniu
specyficznego flawonoidu umozliwia rozpoczgcie transkrypcji genow nod. Biatko
NodD jest wydzielane w spos6b ciggly. U R. leguminosarum wykryto obecnos¢ tylko
jednej kopi tego genu, tak, wigc mutacja w jego obrebie skutkuje utratg zdolnosci do
brodawkowania. Natomiast u Bradyrhizobium diazoefficiens, S. meliloti i R. tropici
zidentyfikowano 2-5 kopi genu nodD [Spaink, 2000; Brencic i Winans, 2005]. Biatko
NodD nalezy do rodziny regulatoréw transkrypcji LysR. Geny kodujace tego typu
regulatory rozpoznaja motyw 50 charakterystycznych, konserwatywnych
nukleotydow zlokalizowanych w regionach promotorowych.

W oparciu o sekwencje gendéw nodulacji konstruuje si¢ dendrogramy
obrazujace filogeneze ryzobidow. Pomimo rozbieznosci, jaka wystepuje przy
konstruowaniu drzew filogenetycznych w oparciu o sekwencje 16S i 23S rRNA
istotnym czynnikiem przemawiajagcym za klasyfikacja oparta na genach
symbiotycznych jest fakt, iz posiadajg one bezposrednie fenotypowe przetozenie.
Analiza tych sekwencji jest wysoce zgodna z grupowaniem roslinnych gospodarzy.
Stwarza to mozliwo$¢ badania toku ewolucji uktadow symbiotycznych. [Suominen

I wsp., 2003].
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1.2.6.2.2 Czynniki Nod

mechanizm brodawkowania. Stanowig one bardzo zrdéznicowang grupe zwiazkow,
specyficzng dla poszczegdlnych gatunkéw ryzobiow (Tabela 2). Pierwszym
wyizolowanym i scharakteryzowanym czynnikiem byl Nod factor u R. meliloti.
Podstawowa jednostka strukturalng zwigzku jest szkielet cukrowy zbudowany z 2-6
reszt N-acetylo-D-glukozaminy potgczonych wigzaniami -1,4-glikozydowymi oraz
jednej reszty kwasu thuszczowego o zroznicowanej dtugosci i stopniu nasycenia.

Za synteze szkieletu N-acetylo-D -glukozaminy odpowiedzialny jest produkt
genu nodC. Stopien polimeryzacji rdzenia, typ kwasow tluszczowych, a takze
obecnosci innych podstawnikoéw tj. np. fukozy, acetylu, arabinozy, mannozy jest
uzalezniona od dziatania enzyméw bedacych produktami genow hsn. Zaréwno sktad
jak i stezenie czynnikow produkowanych przez dany szczep moze by¢ modyfikowane
w zaleznosci od warunkéw $rodowiska. Przyktadowo R. tropici CIAT899 produkuje
52 rézne NF w $rodowisku kwasowym a tylko 29 w pH neutralnym [Moroén i wsp.,
2005; Kannenberg i Carlson, 2005].

W odpowiedzi na czynnik Nod u ro$lin zachodzi szereg zmian
umozliwiajacych bakteriom zakazanie 1 kolonizacj¢ wlo$nikow korzeniowych,
a nastgpnie prowadzacych do rozwoju brodawki korzeniowej. Pierwszym etapem jest
depolaryzacja btony komoérkowej i wyptyw jonéw wapnia [Catoira i wsp., 2000].
Czynnik Nod wywotuje pulsacyjny przeptyw jondéw wapnia z przestrzeni
mig¢dzykomoérkowych do cytoplazmy w ciggu pierwszych minut jego dziatania, co
powoduje depolaryzacje btony komorkowej [Cardenas i Holdaway-Clarke, 2000].
Zmiany stezenia wapnia wokot jadra zaczynaja si¢ okoto 10 minut po odebraniu

bodZca czynnika Nod [Walker i wsp., 2000].

Tabela 2. Czynniki i geny nod ryzobiéw [Na podstawie Rhijn i wsp., 1995].

Rodzaj Gatunek Gospodarz roslinny Geny nod
Azorhizobium caulinodans Brodawki todygowe nodABCDIJS,
(Sesbania) nolK
spp. niemotylkowate nodABCD
(Parasponia)
Bradyrhizobium | diazoefficiens Soja (Glycine) nodABCIJDSZ,
(japonicum) nol A
spp. tropikalne motylkowe (Arachis, nodABCDJLM
Lucerna)
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Mesorhizobium loti komonica (Lotus), tubin nodABCD
(Lupinus), Leucaena, mimosa
(Mimosa), Macroptilium

Sinorhizobium meliloti lucerna (Medicago), nostrzyk nodABCDFHJQ,
(Melilotus) i kozieradka nolR
(Trigonella)
medicae lucerna (Medicago spp.) nodABCD
Rhizobium etli fasola (Phaseolus vulgaris) nodABCDIJS

/ . fasola (Phaseolus vulgaris) nodABCDFJLM
eguminosarum

bv. phaseoli

leguminosarum koniczyna (Trifolium) nodABCDIJ
bv. trifolii
leguminosarum groch (Pisum), wyka (Vicia), nodABCDIJ
by, viciae groszek (Lathyrus) i soczewica
(Lens)
sp. NGR234 wiele nodABCD
tropici fasola (Phaseolus vulgaris), nodABCD
Leucaena

1.3 BAKTERYJNE POLISACHARYDY POWIERZCHNIOWE
1.3.1 LIPOPOLISACHARYDY (LPS)

Sciana komérkowa to jedna z najbardziej ztozonych chemicznie struktur komérek
bakteryjnych. Nadaje komorce ksztalt 1 sztywno$¢ umozliwiajac jednoczes$nie
selektywna przepuszczalnos¢ dla soli mineralnych i innych drobnoczasteczkowych
substancji. Wystepuje ona zardwno u bakterii Gram-ujemnych jak i Gram-dodatnich.
Wykazuje jednak bardzo duze zréznicowanie strukturalne. Bakterie Gram-dodatnie
charakteryzuje obecno$¢ bardzo grubej warstwy mureiny polaczonej z kwasami
tejchojowymi i tejchuronowymi. W przypadku bakterii Gram-ujemnych warstwa
peptydoglikanu jest znacznie ciensza i1 okryta dwuwarstwowg btong zewngtrzng (RyCc.
3).

Blona zewnetrzna (OM - outer membrane) stanowi warstwe plastyczng
0 niejednorodnym skladzie. W wewngtrznej warstwie wystepuja fosfolipidy,
natomiast warstwe zewngtrzng tworzy lipopolisacharyd. Ponadto obecne sg liczne
biatka pelnigce role m.in. w stabilizacji struktury czy tez transporcie substancji ze

srodowiska zewnetrznego do wnetrza komorki 1 odwrotnie.
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Ryc. 3. A - Schemat budowy $ciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych; 1 -
lipopolisacharyd (LPS), 2 — poryna, 3 — nieporynowe biatko btony zewngtrznej, 4 —
peptydoglikan, 5 — lipoproteina, 6 — biatko blony cytoplazmatycznej; B — schemat budowy
czasteczki lipopolisacharydu [Kaszowska, 2004].

Lipopolisacharyd (LPS) nazywany rowniez ze wzgledu na immunogenne
wlasciwosci endotoksyna, czy tez antygenem somatycznym stanowi najwazniejszy
sktadnik btony zewngtrznej bakterii Gram-ujemnych. Odgrywa on istotng role
w indukcji procesu symbiozy pomiedzy bakteriami i ro$linami motylkowatymi. LPS
nadaje zewngtrznej membranie odpowiednig architekture, dzigki czemu symbiosomy
majg prawidtlowa budowe i sa w pelni funkcjonalne. Dodatkowo struktury
powierzchniowe zapobiegaja powstawaniu reakcji nadwrazliwosci u roslinnego
gospodarza. Pod wzgledem strukturalnym charakteryzuje si¢ wspdlnym planem
budowy, na ktory sktadajg si¢ trzy regiony roznigce si¢ pod wzglegdem funkcji
I struktury chemicznej tj. lipid A kotwiczacy lipopolisacharyd w membranie
zewnetrznej, oligosacharyd rdzeniowy (core), taczacy lipid A z trzecia domeng LPS,
ktora jest polisacharyd O-swoisty (antygen O). Pomimo wspdlnego schematu budowy
lipopolisacharydow bakteryjnych w obregbie poszczegdlnych domen wystepuje jednak
znaczne zroznicowanie struktur [Rézalski, 1995b].

Antygen O determinuje serologiczng swoistos¢ lipopolisacharydu danego szczepu
bakterii 1 jest najbardziej zmienng komponentg. Strukturalnie jest to heteropolimer
zbudowany z powtarzajacych si¢ podjednostek oligosacharydowych réznigcych sig
rodzajami cukréw, typami wigzan oraz niecukrowymi podstawnikami [ Gibson i wsp.,

2008].
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Oligosacharyd rdzeniowy rdéwniez wykazuje do$¢ duzg heterogennos$e.
Zroéznicowanie struktury tego regionu jest jednak mniejsze niz w przypadku tancucha
O-swoistego. Plan budowy w zaleznosci od chemotypu bakterii moze sktada¢ sie
z czgscei heksozowej, heptozowej oraz tzw. regionu Kdo zbudowanego z kwasu 2-keto-
3-deoksyoktonowego [Roézalski, 1995a].

Lipid A okresla si¢ czasem mianem najbardziej konserwatywnego sktadnika
lipopolisacharydéw. W jego strukturze mozemy wyrdzni¢ szkielet cukrowy
zbudowany czgsto z disacharydu podstawionego zazwyczaj 3-hydroksykwasami
thuszczowymi, do ktérych z kolei moga by¢ przylaczone estrowo inne kwasy
tlhuszczowe. Pomimo do$¢ duzej konserwatywno$ci czasteczki, u wielu
mikroorganizméw wystepuja liczne modyfikacje strukturalne. Heterogenno$¢ lipidu
A jest zazwyczaj zwigzana z rodzajem i stopniem podstawienia wystgpujagcych w nim
kwasow thuszczowych [Raetz 1 Whitfield, 2002, Becker i wsp., 2005, Turska-
Szewczuk i Russa, 2004].

Wsréd preparatdéw pochodzacych od bakterii symbiotycznych nalezacych do
Rhizobiales zazwyczaj izoluje si¢ dwa typy frakcji lipopolisacharydu. Pierwsza frakcja
wyrdznia si¢ wigksza masg czasteczkowa. Zawiera ona kompletny lipopolisacharyd
sktadajacy si¢ z lipidu A, rdzenia i tancucha O-swoistego i okreslana jest, jako LPS I
lub typ S (ang. smooth). Frakcja druga charakteryzuje si¢ mniejsza masg
czasteczkowy. LPS izolowany z tych bakterii jest pozbawiony tancucha O - swoistego
I jest okreslany mianem LPS II lub typu R (ang. rough). W przypadku niektorych
szczepow bakteryjnych wyizolowano réwniez frakcje posrednie zawierajace LPS z
jednym lub kilkoma podjednostkami tancucha O-swoistego (Ryc. 4). Tego typu
lipopolisacharydy produkowane sg m.in. przez mutanty typu SR i sg czasem okre$lane
mianem LPS III. Istniejg takze tzw. mutanty gleboko szorstkie, syntetyzujace LPS
o skroconym rdzeniu [Lodowska i wsp., 2006].

LPS wyizolowany ze $ciany komorkowej niektérych mikroorganizmow
nieposiadajacy tancucha O-swoistego okreslany jest mianem lipooligosacharydu

(LOS) i wystepuje m.in. u Chlamydia, Haemophilus czy Neisseria.

29



WSTEP

1

]
Formy 1§
gtadkie (5) E
L}

0-antygen <
.................................. ‘
FormySR I
:
Ll
[ ]
...................... g
Rdzeri Formy ~ §
zewnetrzny szorstkie (R) i
) Region
Rdzen heptozowy
Kdo
Lipid A
@ glukozamina & Kdo Ao 3-hydroksy kwasy ttuszczowe
(O heksozy () monosacharydy anmarmmn kwasy thuszczowe
& heptozy @ reszty fosforanowe —< fosfoetanoloamina

Ryc. 4. Schemat budowy LPS typowego dla enterobakterii. Zaznaczono roézne formy tego
glikolipidu (formy S, SR i R) [Lodowska i wsp., 2006].

1.3.1.1 LipidA

Lipid A jest najbardziej konserwatywna cz¢scig lipopolisacharydu.
Jednoczesnie jest najbardziej aktywnym biologicznie sktadnikiem uczestniczacym
w indukowaniu odpowiedzi immunologicznej podczas infekcji bakteryjnej. Jego
aktywno$¢ biologiczna determinowana jest liczbg 1 rozmieszczeniem kwasow
thuszczowych 1 reszt fosforanowych. Konserwatywnos$¢ lipidu A jest warunkowana
obecnoscig dwoch podstawowych elementdw strukturalnych. Pierwszy fragment
stanowi hydrofilowy szkielet cukrowy, na ktory zazwyczaj sktada si¢ disacharyd (3-D-
glukozaminylo-(1,6)-D-glukozaminy. Szkielet cukrowy jest zawsze O- i N-acylowany.

Drugim fragmentem lipidu A jest cze$¢ hydrofobowa, na ktéra sktadajg si¢ zazwyczaj

30



WSTEP

4 czasteczki kwasow thuszczowych typu 3-hydroksy z przynajmniej 2 resztami
acyloksyacylowymi [Raetz i Whitfield 1990].

Odstepstwa 1 modyfikacje od tej struktury moga dotyczy¢ zarowno budowy
szkieletu cukrowego jak i podstawiajacych go kwasow tluszczowych. Sacharydy
rdzenia mogg ro6zni¢ si¢ zaréwno sktadem, typem wigzan, jaki i ufosforylowaniem.
Duza zmienno$¢ pojawia si¢ rowniez Ww typie 1 rozmieszczeniu reszt
acyloksyacylowych. Do najczesciej wystepujacych 3-hydroksykwasow mozemy
zaliczy¢ m.in. kwas 3-hydroksydodekanowy (3-OH-12:0), 3-hydroksytetradekanowy
(3-OH-14:0) i 3-hydroksyheksadekanowy (3-OH-16:0). Do nich poprzez grupg
hydroksylowa moga by¢ przylaczone wigzaniem estrowym kwasy nasycone tj. kwas
dodekanowy (laurynowy 12:0), tetradekanowy (mirystynowy 14:0), heksadekanowy
(palmitynowy 16:0) i inne. Dodatkowo mogg pojawia¢ si¢ kwasy nienasycone oraz
kwasy diugotancuchowe charakterystyczne dla ryzobiowych lipidow A. Badanie
zmiennos$ci sktadu lipidéw A jest uzyteczne w ustalaniu pokrewienstwa
filogenetycznego pomigdzy szczepami bakteryjnymi. Dodatkowo znajomo$¢
struktury chemicznej pozwala na okreslenie jego funkcji biologicznej. Lipid A jest
potaczony z rdzeniem poprzez reszte¢ kwasu 3-deoksy-D-manno-2-oktulozonowego
(Kdo) [Anwar, i Choi, 2014].

Dotychczas najlepiej poznane zostalty lipidy produkowane przez
Enterobacteriaceae (Ryc. 5). Najwczesniej scharakteryzowano strukture lipidu A
produkowanego przez Escherichia coli [Imoto i wsp., 1983]. Rdzen cukrowy tworzy
disacharyd D-glukozaminylo-D-glukozamina. Cukry w nim s3 potaczone wigzaniem
B(1-6)-glikozydowym. Do szkieletu sg przytaczone dwie reszty fosforanowe. Pierwsza
przytaczona jest do konca nieredukujacego (dystalnego) wigzaniem estrowym
w pozycji 4°, druga z kolei do konca redukujacego (proksymalnego) przy pomocy
wigzania a-glikozydowego w pozycji 1. Lipid A taczy si¢ z rdzeniem poprzez
podstawienie grupy hydroksylowej przy 6’ atomie wegla drugiej glukozaminy przez
czasteczke Kdo. Jedynie druga grupa hydroksylowa przy 4 atomie pierwszej
glukozaminie pozostaje wolna. Disacharyd jest acylowany czterema resztami kwasu
B-hydroksymirystylowego. Dwie z nich przylaczone sa estrowo w pozycjach 3, 3°,
a kolejne sg zwigzane amidowo w pozycjach 2, 2°. Przy nieredukujacej czasteczce
glukozaminy reszty kwasu thuszczowego moga by¢ podstawione kwasem laurynowym

i mirystynowym [Meredith i wsp., 2006].
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R': 14:0 lubH

Ryc. 5. Schemat budowy lipidu A E. coli [Na podstawie Ormefio-Orrillo, 2005].

Tego typu struktura disacharydu zostata zidentyfikowana nie tylko u nie tylko
u E. coli, ale rowniez w lipidzie A innych bakterii tj. Pseudomonas aeruginosa
[Kulshin i wsp., 1991], Vibrio cholerae [Broady i wsp., 1981], Chromobacterium
violaceum [Hase i Reitschel, 1977] czy tez Bordetella pertussis [Caroff i wsp., 1994].
Podobng strukturg charakteryzuje si¢ rowniez lipid A Salmonella sp. jego czasteczka
jest jednak bardziej rozbudowana [Trent, 2004]. Do reszty fosforanowej przy weglu
C-1 przylaczona jest fosfoetanoloamina, natomiast przy weglu C-4° wystepuje
4-amino-4-deoksyarabinoza. Do redukujacej czasteczki glukozaminy przytaczony jest
amidowo kwas hydroksymirystylowy, do ktérego z kolei dotaczona jest reszta kwasu

palmitynowego (Ryc. 6.).

32



WSTEP

NH,
I
0
HO _.!l/ o
om0 | H
o°
o) NH
0 0
Q I N
o O s AN
| ~o
@ X 0°
19
@
®
X=0H
lub H

Ryc. 6. Schemat budowy lipidu A Salmonella sp. [Na podstawie Ormefio-Orrillo, 2005].

U niektérych bakterii komponenta weglowodanowa zbudowana jest z dwoch
czasteczek  2,3-diamino-2,3-dideoksyglukozy (GlcpN3N, DAG) potaczonych
wigzaniem B-(1-6) glikozydowym. Tego typu disacharyd wystepuje w tzw. lipidach
typu lipid Apac. Jego obecno$¢ wykryto m.in. u Bartonella henselae, Legionella
pneumophila, Leptospira interrogans, Aquifex pyrophilus, Pseudomonas diminuta,
P. vesicularis czy Bdellovibrio bacteriovorus [Kasai i wsp., 1990, P16tz i wsp., 2000,
Que-Gewirth i wsp., 2004, Schwudke i wsp., 2003, Weckesser i Mayer, 1988,
Zéhringer i wsp., 1995, 2004].

Dos¢ czesto rdzen cukrowy jest ufosforylowany w pozycjach 1 1 4> Do reszt
fosforanowych moga by¢ przylaczone podstawniki roznego typu tj. np. etanoloamina,
fosfoetanoloamina, grupa metylowa czy tez D-arabinofuranoza. Etanoloamina
wystepuje u Porphyromonas gingivalis [Kumada i wsp., 1995, Tanamoto i wsp., 1997]
oraz u Campylobacter jejuni [Moran i wsp., 1991]. Fosfoetanoloamina poza
Salmonella typhimurium [Trent, 2004] jest obecna u Rhodobacter capsulatus [Krauss
I wsp., 1989], Moraxella catarrhalis [Masoud i wsp., 1994] oraz Neiseria meningitidis
[Trent, 2004]. U Leptospira interrogans badania wykazaty obecno$¢ grupy metylowe;
[Que-Gewirth i wsp., 2004]. D-arabinofuranoza jest z kolei obecna w szkielecie
cukrowym Yersinia pestis [Dalla i wsp., 1985] i Rhodospirillum tenue [Tharanathan
i wsp., 1978]. Kolejna zmiana strukturalna dotyczaca budowy szkieletu cukrowego

moze si¢ objawia¢ tym, ze disacharyd nie jest ufosforylowany w pozycjach 11 4°.
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Dodatkowe reszty weglowodanowe jak np. kwas galakturonowy, 4-aminoarabinoza
lub mannoza przytaczone sg bezposrednio do disacharydu. Takie struktury wystepuja
m.in. u Aquifex pyrophilus [P16tz i wsp., 2000], Bdellovibrio bacteriovorus [Schwudke
I wsp., 2003] i Rhodomicrobium vannielii [Mayer i wsp., 1984].

Badania lipopolisacharydéw wykazaty w niektorych przypadkach, Ze jeden
szczep bakteryjny jest zdolny do produkcji lipidow A réznego typu. Moga takze
wystepowac rdzenie cukrowe zbudowane z roznego typu monosacharydow. Tego typu
mieszaniny lipidow wystepuja np. u bakterii z rodzaju Thiobacillus i Brucella.
W izolacie pochodzacym z bakterii Campylobacter jejuni stwierdzono obecnos¢
az trzech postaci lipidu A. Dominujagcg forma jest mieszany rdzen cukrowy
zbudowany z diaminoglukozy i glukozaminy, dodatkowo wystepuje cukier
zbudowany z 2 czasteczek diaminoglukozy oraz disacharyd glukozaminylowo-
glukozaminylowy.

Zroznicowanie strukturalne lipidu A dotyczy takze w duzej mierze rodzaju
| rozmieszczenia reszt acylowych przytaczonych do cukrowej komponenty. Pierwszy
typ modyfikacji dotyczy stopnia podstawienia disacharydu kwasami ttuszczowymi.
Na tej podstawie wyrdéznia si¢ triacylowane lipidy A wystepujace m.in.
u Porphyromonas (Bacteroides) gingivalis [Ogawa, 1993], tetraacylowane lipidy A
wystepujace m.in. u Francisella tularensis [Vinogradov i wsp., 2003],
pentaacylowane (np. Rhodopseudomonas sphaeroides, Pseudomonas aeruginosa)
[Qureshi i wsp., 1991, Kulshin i wsp., 1991], heksaacylowane lipidy A popularne
wsrod Enterobacteriaceae oraz heptaacylowane lipidy A wystepujace np. u Proteus
mirabilis [Sidorczyk i wsp., 1983].

Kolejny typ modyfikacji dotyczy rodzaju podstawnikéw acylowych.
Najczesciej dotaczanymi kwasami tluszczowymi sg 3-hydroksykwasy badz 3-
oksokwasy. Moga jednak wystepowac rowniez kwasy nasycone i nienasycone.

Lipidy ryzobiowe cechuje odmienna od lipidow typowych dla enterobakterii
struktura. Charakterystyczng cechg jest brak krotkich podstawnikéw acylowych
zwigzanych estrowo do 3-hydroksykwasow. Druga odrozniajacg je cechg jest
obecno$¢ dlugotancuchowych kwasow thuszczowych. Pierwszym tego typu
zidentyfikowanym kwasem byt kwas 27-hydroksyoktakozanowy (27-OH-28:0)
scharakteryzowany w lipidzie A Rhizobium leguminosarum bv. trifolii [Hollingsworth
i Carlson, 1989]. W toku p6zniejszych badan okazalo si¢, ze dtugotancuchowe kwasy

wystepuja u wszystkich ryzobiow za wyjatkiem Azorhizobium caulinodans. Z tego tez
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wzgledu sg wykorzystywane, jako marker taksonomiczny podklasy a-Proteobacteria
[Bhat i wsp., 1991].

Lipidy A produkowane przez ryzobia ze wzgledu na struktur¢ oraz sktad
dzielone sg na trzy odrgbne grupy. Pierwsza grupa reprezentowana przez biowary
R. leguminosarum i R. etli charakteryzuje si¢ nieufosforylowanym szkieletem
cukrowym zbudowanym z reszt kwasu 2-aminoglukonowego (GICAN), glukozaminy
(GIcN) i reszty kwasu galakturonowego (GalA). Do glukozaminy oraz kwasu
2-aminoglukonowego przytaczone sg estrowo reszty kwasu 3-hydroksytetradekanowy
lub 3-hydroksypentadekanowego (Ryc. 7). Amidowo zwigzane sg natomiast kwasy
3-OH-14.0, 3-OH-16:0 i 3-OH-18-0.
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HO
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0 NH
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HO
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o HO
HO
(CH2)7
HO (CH2)7
CHa (CH2)7
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HsC 0< ’
CHy

Ryc. 7. Struktura lipidu A R. etli CE3 [Na podstawie Serrato, 2014].

Kwas 27-hydroksyoktakozanowy jest przytaczony poprzez kwas
3-hydroksymirystynowy do glukozaminy. Do niego poprzez wolng grupe
hydroksylowa moze by¢ z kolei podstawiony kwas 3-hydroksymastowy [Carlson
I wsp., 1999, Price i wsp., 1995].

Drugi rodzaj lipidu A wystepuje u Sinorhizobium i strukturalnie jest
on najbardziej zblizony do lipidow enterobakteryjnych (Ryc. 8). Szkielet tego lipidu
A zbudowany jest z ufosforylowanego dwucukru [-glukozaminylo-(1,6)-a-
glukozaminy. Jest on podstawiony 3-hydroksykwasami (3-OH-14:0, 3-OH-15:0,
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3-OH-16:0 i 3-OH-18-0), dtugotancuchowymi hydroksykwasami oraz nasyconymi
i nienasyconymi kwasami polarnymi [Urbanik-Sypniewska i wsp., 1989, Carlson
i wsp., 1992a].

o NH  HO GIcN o
0 O / ~0
HO 0 NH O
0 (0]
0 HO
HO
CHy)7
HO (CH2)11
CH3 CH2)7
CH, (CH2)44

(CH2)24 CHj
CH,

Ryc. 8. Struktura lipidu A Sinorhizobium meliloti [Na podstawie Serrato, 2014].

Trzeci typ lipidu A charakteryzuje si¢ szkieletem cukrowym zbudowanym
z 2,3-diamino-2,3-dideoksyglukozy (DAG). Tego typu struktury wystepuja u bakterii
nalezacych do rodzaju Mesorhizobium (M. loti, M. huakuii) i Bradyrhizobium
(B. diazoefficiens, B. elkanii i B. sp. (Lupinus)). W lipidzie A Mesorhizobium loti
szkielet  2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-glukozowy =~ moze  by¢ czg$ciowo
ufosforylowany. Reszta fosoforanowa przytaczona jest do nieredukujacej reszty DAG
w pozycji 4’ [Carrion i wsp., 1990, Russa i wsp., 1995a]. U Mesorhizobium huakuii
dwucukier podstawiony jest kwasem galaktouronowym [Choma i Sowinski 2004].
Natomiast w lipidzie A B. elkani do disacharydu przytaczona jest dodatkowo mannoza
[Carlson i wsp., 1999] (Ryc. 9).
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Mesorhizobium huakuii Bradyrhizobium elkanii
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Ryc. 9. Struktura lipidu A Mesorhizobium huakuii [Choma i Sowinski, 2004]
i Bradyrhizobium elkanii [Komaniecka i wsp., 2010].

U wigkszo$ci lipidéw zawierajacych w komponencie cukrowej DAG
wystepuje duza réznorodno$¢ podstawnikéw acylowych. U Mesorhizobium
zidentyfikowano 3-hydroksykasy zawierajace tfancuchy zbudowane z 12-22 atoméw
wegla. Dhlugotancuchowy -1 hydroksykwas moze by¢ przytaczony estrowo do
terminalnej reszty DAG poprzez kwas 3-OH-20:0. W preparatach obecny jest rowniez
kwas 27-oksokozanowy [Russa i wsp., 1995a, Choma i wsp., 2000].

Struktura lipidu A bakterii nalezacych do rodzajow Brucella i Ochrobactrum
jest bardzo zblizona do trzeciego rodzaju lipidow wystepujacych u ryzobidw. Szkielet
lipidu zbudowany jest z dwodch czasteczek 2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-glukozy
(Tabela 3). Wsérdéd podstawnikéw acylowych wystepuja  3-hydroksykwasy
zawierajace od 12-18 atomow wegla. Obecne s3 réwniez przylaczone estrowo
dhugotancuchowe kwasy takie jak 28:0(27-OH), 28:0(27-keto), 30:0(29-OH) czy tez
30:0(29-keto) oraz nasycone i nienasycone kwasy (16:0, 18:0, 19:0, 12:1, 18:1)
wystepujace w roznych proporcjach. Szkielet jest fosforylowany jedng badz dwoma

resztami fosforanowymi [Velasco i wsp., 2000].
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Tabela 3. Sktadniki lipidu A w réznych szczepach bakteryjnych

WSTEP

ORGANIZM SZKIELET PODSTAWNIKI GLOWNE RESZTY ACYLOWE LITERATURA
CUKROWY DISACHARYDU
Bradyrhizobium elkani DAG-DAG Man 30H-12:0, 30H-14:0, 270H-28:0, 14:0, 16:0, 18:0 Carlson i wsp., 1999
Choma i Komaniecka, 2001
Bradyrhizobium japonicum DAG-DAG Reszty fosforanowe 30H-12:0, 30H-14:0, 270H-28:0, 14:0, 16:0, 18:0, Mayer i wsp., 1984, Carrion i
USDA 110 18:1 wsp., 1990
Bradyrhizobium sp. (Lupinus) DAG-DAG/ Reszty fosforanowe 30H-12:0, 30H-14:0, 270H-28:0, 14:0, 16:0, 16:1, Mayer i wsp., 1984,
DAG-GIcN 18:1 Bhat i wsp., 1991,
Mesorhizobium loti DAG-DAG/ Reszta fosforanowa 30H-12:0, 30H-13:0, 30H-20:0, 270H-28:0, 27- Carlson i wsp., 1999,
DAG-GIcN keto-28:0, 12:0, 16:0, 17:0, 20:0, 22:1 Choma 1999, Russa i wsp., 1995
Mezorhizobium huakuii DAG GalA, reszta 30H-13:0, 30H-20:0, 30H-23-1, 30H-22:0, 270H- | Choma, 1999, Choma i wsp.,
fosforanowa 28:0, 27-keto-28:0, 16:0, 18:0, 20:0, 22:1, 22:0 2000b, Choma i Sowinski, 2004
Rhizobium etli CE3 GIcN-GIcNA GalA 30H-14:0, 270H-28:0, 30H-15:0, 30H-16:0, Bhat i wsp., 1994
30H-18:0
Rhizobium leguminosarum GIcN-GIcNA GalA 30H-14:0, 270H-28:0, 30H-15:0, 30H-16:0, Carlson i wsp., 1999, Bhat i wsp.,
30H-18:0 1994
S. fredii GIcN-GIcN Reszty fosforanowe 30H-14:0, 30H-16:0 30H-18:0 270H-28:0, 30H- Bhat i wsp., 1991
18:0, 18:1
Sinorhizobium meliloti GIcN-GIcN Reszty fosforanowe 30H-14:0, 30H-15:0, 30H-16:0, 30H-18:0, 30H- Urbanik- Sypniewska i wsp.,
18:1, 270H-28:0, 16:0, 18:0, 18:1 1989
Ochrobactrum anthropi DAG-DAG Reszty fosforanowe 30H-14:0, 30H-16:0, 270H-28:0, 19:0 Velasco i wsp., 1998
Ochrobactrum intermedium DAG-DAG Reszty fosforanowe igl:-lmo, 30H-16:0, 30H-18:0, 270H-28:0, 18:0, Velasco i wsp., 2000
Brucella abortus DAG-DAG Reszty fosforanowe 16:0, 19:0, 30H-14:0, 30H-16:0, 270H-28:0, 27- Qureshi i wsp., 1994

keto-28:0
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1.3.1.2 Region rdzeniowy

Rdzen oligosacharydowy (core) jest fragmentem faczacym lipid A
z tancuchem O-swoistym. Fragment ten cechuje si¢ duzo wigksza zmiennoscig
w poréwnaniu do konserwatywnego lipidu A obejmujacg nawet zrdznicowanie
wewnatrzgatunkowe. Niemniej jednak w jego strukturze mozna wyrdzni¢ stale
elementy. We wszystkich dotychczas przebadanych rdzeniach obecny jest kwas
3-deoksy-D-manno-2-oktulozonowy (Kdo). Ponadto w rdzeniu mozemy zazwyczaj
wyr6ozni¢ dwie czgsci. Pierwsza to cze$¢ wewnetrzna proksymalna do lipidu A,
okreslana roéwniez, jako inner core jest przytaczona ketozydowo do disacharydu lipidu
A. Druga cze$¢ rdzenia to tzw. region zewnetrzny (ang. outer core) zlokalizowany
od strony tancucha O-swoistego, charakteryzujagcy si¢ wigksza zmienno$cig
strukturalng. Wigkszo$¢ badan strukturalnych dotyczacych budowy rdzenia
wykonywana jest przy wykorzystaniu mutantéw pozbawionych tancuchéw
O-swoistych. Chemiczna analiza tego oligosacharydu jest jednak do$¢ utrudniona ze
wzgledu na wystepujace w nim podatne na obrobke chemiczng reszty Kdo [Molinaro
i wsp., 2009].

W regionie zewnetrznym identyfikowane sa heksozy tj. np. glukoza, galaktoza,
glukozamina czy tez galaktozamina. Z tego tez wzgledu jest on czesto okreslany, jako
region heksozowy. Natomiast rdzen wewnetrzy zawiera reszty Kdo oraz
heptopiranozy i nazywany jest regionem heptozowym.

Wsrod Enterobacteriaceae Wyrdzniono dwa typy  rdzenia
oligosacharydowego. Pierwszy z nich okre$lany jest, jako typ Salmonella ze wzgledu
na organizm, u ktérego po raz pierwszy zostal on zbadany. Charakteryzuje si¢
wystepowaniem struktury o sktadzie: L-a-D-Hep-(1—7)-L-0-D -Hep-(1—3)-L-a-D-
Hep-(1—5)-Kdo podstawionej resztami fosforanowymi (Ryc. 10). Drugi rodzaj
rdzenia jest okres§lany jako odmienny od typu Salmonella w ktorym heptozy nie sa

zazwyczaj podstawione resztami fosforanowymi [Holst, 2011].
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4 7 4
T t T
1 1 2
B-Gal L,D-Hep Kdo

Ryc. 10. Struktura regionu rdzeniowego Escherichia coli R4 [Miiller-Loennies i wsp., 2002].
a) - produkt uzyskany po O-deacylacji, dalsze podstawniki nie sg znane b) - reszta KDO
laczaca rdzen z lipidem A.

Pomiegdzy rdzeniem oligosacharydowym bakterii jelitowych, a rdzeniem
wystepujacym u Rhizobiales wystepuje szereg roéznic strukturalnych. W ryzobiowych
oligosacharydach nie wystepuje region heptozowy, reszty fosforanowe, a trzecia
dystalna czasteczka Kdo jest zlokalizowana w znacznej odleglosci od dwu
pozostatych.

Struktura regionu rdzeniowego R. etli CE3 tworzona jest przez heptamer
zbudowany z galaktozy, mannozy, trzech czasteczek kwasu galakturonowego i dwoch
czasteczek kwasu 3-deoksy-D-manno-2-oktulozonowego (Kdo). W trakcie tagodnej
kwasnej hydrolizy heptamer ulega degradacji na dwa oligosacharydy. Pierwszy z nich
to tetrasacharyd a-D-Gal-(1—6)-[a-D -GalA-(1—4)]-a-D-Man-(1—5)-Kdo. Drugi
natomiast tworzony jest przez trisacharyd zbudowany z dwoéch czasteczek GalA
i reszty Kdo (Ryc. 11). Zewnetrzny fragment oligosacharydu tworzony jest przez
tetrasacharyd w sktad, ktorego wchodzg mannoza, fukoza, N-acetylochinowozamina

i dystalna reszta Kdo tgczaca obie cze$ci rdzenia [Forsberg i Carlson, 1998].

o-D-Man-(1-3)-B-QuiNAc-(1-4)-Kdo-(2 - ro-D-GalA-1
L {—-L-Fuc-(3¢<~ O-Chain 6 4
o-D-Gal-(1-6)-0-D-Man-(1—5)-Kdo-LA
4
0-D-GalA-(1—4)-Kdo-2-
5
0-D-GalA-14

Ryc. 11. Struktura regionu rdzeniowego R. etli CE3 [Castro i wsp., 2008].
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U Rhizobium leguminosarum bv. trifolii struktura rdzenia jest bardzo zblizona
do opisanej u R. etli. Brak jest jednak w wewng¢trznej cze$ci rdzenia fragmentu
tetrasacharydowego (Ryc. 12). Wyjatkowe jest to, ze wszystkie preparaty tancuchow
O-swoistych uzyskanych z R. leguminosarum w wyniku fagodnej kwasnej hydrolizy
zakonczone s3 od strony redukujacej czasteczkg Kdo. Jest to kolejna cecha
odrézniajaca je od antygenéw O uzyskiwanych z preparatow enterobakterii

[Cedergren i wsp., 1996, Carlson, 1984, Carlson i wsp., 1987a].

Kdo
HOHO "
Antygen O~ OH/ LpcB

H% Gal LpcA

: n / LpcC
Ho © OH o , Man

GalA N o H cdo

GalA

Gala Lipid A

Ryc. 12. Struktura regionu rdzeniowego R. leguminosarum [na podstawie Ormefio-Orrillo,
2005].

U Bradyrhizobium japonicum rdzen tworzony jest przez pentamer, z ktorego
w trakcie tagodnej kwasnej hydrolizy uwalniane s3 dwa fragmenty. Pierwszy to 4-O-
Me-a-D-Man-(1—5)-Kdo, drugi natomiast to a-Man-(1—4)-a-Glc-(1—4)-Kdo
[Carlson R i Krishnaiah B., 1992].

Rowniez w przypadku Sinorhizobium fredii rdzen jest zbudowany
z pentameru, w ktorego sktad wchodza Kdo, glukoza, galaktoza, kwas galakturonowy
oraz kwas glukuronowy. Zblizong struktur¢ zidentyfikowano takze u S. meliloti
i Sinorhizobium sp. NGR234 z tg roznica, ze w rdzeniu S. meliloti wystepuje
dodatkowo bardzo rzadki wsrdd bakterii kwas 3-deoksy-2-heptulozarowy (DHA)
[Reuhs i wsp., 1994, Russa i wsp., 1992, 1996]. Dotychczas nie okre$lono wszystkich
typow wigzan taczacych cukry w rdzeniu. Poszczegdlne sktadniki rdzenia wystepujace

u Sinorhizobium zebrane zostaty w tabeli 4.
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Tabela 4. Sktadniki cukrowe regionu rdzeniowego u réznych szczepow Sinorhizobium.

Szczep Glc | Gal | Kdo | DHA | Man | GIcA | GalA Literatura

S. meliloti Russa i wsp., 1996
+ + + + - + +

102F51

S. meliloti 1021 Reuhs i wsp.,
+ + + + + + + 1998, Campbell i

wsp., 2003

S. fredii Reuhs i wsp., 1998
+ + + - + + +

USDA205

Sinorhizobium Reuhs i wsp., 1998
+ + + - + + +

sp. NGR234

1.3.1.3 Lancuchy O-swoiste

O-swoisty tancuch cukrowy (ang. O-chain) jest najbardziej zewngtrzng czgsécia
lipopolisacharydu, charakteryzujaca si¢ najwigksza zmiennoscia. Ze wzgledu na
unikatowg 1 charakterystyczng dla danej bakterii czy szczepu strukture jest
on wykorzystywany w serologii, jako antygen powierzchniowy bakterii Gram-
ujemnych. W tancuchach O-swoistych dotychczas przebadanych bakterii wykryto
obecno$¢ az 40 roznych cukréw w tym cukrow obojetnych oraz aminocukrow a takze
deoksyheksoz i dideoksyheksoz. Najczesciej spotykanymi cukrami obojetnymi sg
glukoza, mannoza, glukozamina, galaktozamina, wérod 6-deoksyheksoz ramnoza,
fukoza i 6-deoksyaltroza. [Katzenellenbogen i wsp., 1988, 1995, 2001, Jann i wsp.,
1978, Kocharova i wsp., 2004].

Lancuchy cukrowe s3 zbudowane najczgéciej z powtarzajacych sie
podjednostek zawierajacych 2-8 takich samych badz réznych monosacharydow.
Dodatkowo tancuch moze by¢ podstawiony zwigzkami niecukrowymi takimi jak np.
aminokwasy, fosforany, glicerol, kwas pirogronowy czy kwas sialowy [Knirel i wsp.,
2009].

Najlepiej przebadanymi tancuchami sa O-specyficzne polisacharydy pateczek
nalezacych do rodzaju Salmonella. Wsérod dotychczas poznanych serotypow
wyodrgbniono az 100 ro6znych antygendéw O. Duza r6znorodnos¢ cukréw obecnych w
tancuchu O-swoistym moze determinowac jego charakter, jako obojetny, kwasny badz
zasadowy. W przypadku wszystkich zbadanych szczepoéw z rodzaju Salmonella

tancuchy O-swoiste maja charakter obojetny.
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Przyktadowo powtarzajaca si¢ podjednostka tancucha O-swoistego Salmonella
enterica  serovar Toucra 048 totrisacharyd zbudowany z  kwasu
N-acetyloneuraminowego, N-acetylofukozaminy i N-acetyloglukozaminy [Gamian

I wsp., 2000]. Struktura podjednostki przedstawiona zostata na rycinie 13.

—4)-a-Neup5Ac(2—3)-L-a-FUcCpNAc(1—3)-D-B-GlcpNAc(1—

Ryc. 13. Struktura powtarzalnej podjednostki polisacharydu O-swoistego Salmonella enterica
serovar Toucra O48 [Wg. Gamian i wsp., 2000].

Analiza tancuchow O-swoistych bakterii nalezacych do Rhizobiales réwniez
wykazata wystepowanie bardzo duzego zrdéznicowania struktur. Heterogenno$¢
fancuchéw  okres§lana najczesciej przy pomocy elektroforezy w  zelu
poliakrylamidowym jest do$¢ znaczna nawet u poszczegélnych szczepow bakterii.
Na elektroforegramie widoczny jest charakterystyczny rozktad prazkow w postaci
drabinki. Jest on wynikiem obecnosci silnie zroéznicowanych frakcji
lipopolisacharydowych zawierajacych tlancuchy cukrowe o zmiennej ilosci
powtarzajacych sie podjednostek cukrowych.

Jednym z lepiej poznanych antygenéw jest polisacharyd Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii. Powtarzajgca si¢ pigciocukrowa podjednostka zbudowana
jest z N-acetyloglukozaminy, trzech reszt ramnozy i N-acetylomannozaminy [Wang
I Hollingsworth, 1994].

Dobrze poznana zostata rowniez struktura tancucha O-swistego Rhizobium etli
CE3. Wyroznia si¢ ona do$¢ nietypow3 struktura powtarzajacej si¢ podjednostki. Jest
ona zbudowana z trisacharydu zawierajacego kwas glukuronowy, fukoze i 3-O-Me-6-
deoksytalozg, do ktorego na koncu nieredukujgcym przytaczona jest tzw. sekwencja
czapeczkujaca. W sktad jej wchodzi kwas glukuronowy i 2,3.4-tri-O-Me-fukoza
[Forsberg i Carlson, 1998, Forsberg i wsp., 2000]. Przykladowe struktury
powtarzajgcych sie podjednostek polisacharydu O-swoistego innych bakterii zebrane
zostaly w tabeli 5.

Stosunkowo czgsto w tancuchu O-swoistym bakterii  symbiotycznych
pojawiaja si¢ dwa cukry — fukoza (Fuc) i 6-deoksytaloza (6dTal). Oba obecne sa
w tancuchu R. etli CE3 i R. tropici CIAT899 [Forsberg i wsp., 2000, Gil-Serrano
i wsp., 1995]. Sama 6-deoksytaloza wystepuje u R. leguminosarum bv. trifolii 24
[Russa i wsp., 1996b], Mesorhizobium huakuii IFO 15243T [Choma i wsp., 2000]
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I M. loti NZP2213 [Russa i wsp., 1995b]. Cukry te wystepuja stosunkowo rzadko
u innych bakterii, dlatego tez uwazane sg za charakterystyczny sktadnik polisacharydu
O-swoistego ryzobiow [Castro i wsp., 2008].

Badania strukturalne polisacharydu O-swoistego nie zostaty przeprowadzone
w przypadku przedstawicieli Ochrobactrum. Poznana zostata natomiast struktura

Brucella melitensis 16M, ktorego powtarzajaca podjednostka to pentasacharyd
[Kubler-Kielb i Vinogradov, 2013].
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Tabela 5. Struktury powtarzajacych si¢ podjednostek polisacharydu O-swoistego wybranych bakterii.

WSTEP

ORGANIZM STRUKTURA LITERATURA
R. leguminosarum bv. trifolii 4S 3)-0-L-Rha-(1—3)-a-L-Rha-(1—4)-B-D-GIcNAc-(1—3)-a-L-Rha-(1—2 Wang i Hollingsworth 1994
T
a-D-ManNAc-1

R. etli CE3

4)-B-D-60MeGIcA-(1—4)-a-L-Fuc-(1—3

T
a-30Me6dTal-1

Forsberg i wsp., 2000

R. tropici CIAT899

4)-B-D-Glc-(1—3)-0-D-20Ac6dTal-(1—3)-a-L-Fuc-(1—

Gil-Serrano i wsp., 1995

R. loti NZP2213

3)-a-L-20Ac6dTal-(1—

Russa i wsp., 1995b

R. leguminarum bv. viciae 128C53

3)-a-L-Rha-(1—3)-a-L-Fuc-(1—3)-a-L-Fuc-(1—2

T
o-D-Man-1

Kannenberg i wsp. 1998

Mesorhizobium huakuii IFO15243T

2)-a-L-Rha-(1—2)-a-L-6dTal-(1—3)-a-L-6dTal-(—

Choma i wsp., 2000

Brucella melitensis 16 M

[-2-a-D-Rha4NFo-2-a-D-RhadNFo-3-a-D-RhadNFo-2-a-D-RhadNFo-2-
a-D-RhadNFo—]

Kubler-Kielb i Vinogradov, 2013

A. tumefaciens F/1

3)-a-L-Ram-(1—3)-pB-D-GIcNAc-(1—

De Castro i wsp., 2004
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1.3.1.4 Biosynteza lipopolisacharydu

Biosynteza lipopolisacharydu to proces ztozony, wieloetapowy i nie do konca
przebadany. Wiekszos$¢ badan nad poszczegdlnymi etapami biosyntezy opiera si¢ na
wykorzystaniu mutantéw bakteryjnych. Przebiega on w dwoch niezaleznych etapach,
w ktorych syntetyzowane sg lipid A i cukry rdzenia oligosacharydowego oraz

polisacharyd O-swoisty.

1.3.1.4.1 Biosynteza lipidu A u ryzobiow

Proces syntezy lipidu A zostat do§¢ dobrze opisany u Escherichia coli i czesto jest
okreslany mianem szlaku Raetz’a [Reatz i wsp., 2009]. Przebiega w 9 etapach, wsrod
ktérych pierwsza czg$¢ ma miejsce w cytoplazmie i jest katalizowana kolejno przez
enzymy: LpxA, LpxC, LpxD, LpxH i LpxB. Druga cz¢s$¢ szlaku zwigzana jest
z wewnetrzng powierzchnig blony cytoplazmatycznej — i przebiega przy udziale
czterech enzymow: LpxK, KdtA, LpxL i LpxM (Ryc. 14).

Pierwsza reakcja to acylacja UDP-GIcNAc przez acylotransferaze (LpXA)
[Anderson i wsp., 1985, 1993]. Reakcja ta moze zachodzi¢ w obu kierunkach.
Powstala czgsteczka UDP-3-O-(acyl)-GIcNAC jest przeksztalcana przez N-deacylaze
(LpxC) w UDP-3-acyloglukozaming [Sorensen i wsp., 1996, Whittington i wsp.,
2003]. Kolejna reakcja katalizowana przez N-acylotransferaze glukozaminy (LpxD)
to przytaczenie do UDP-3-acylo-GIcN kwasu 3-hydroksymirystynowego [Kelly
i wsp., 1993]. Z powstatej czasteczki UDP-2,3-diacyloglukozaminy pirofosfataza
(LpxH) usuwa UMP. W ten sposob powstaje lipid X (2,3-diacyloglukozamino-1-
fosforan) [Bulawa i Raetz, 1984, Ray i wsp., 1984]. Nastepnym etapem jest
kondensacja lipidu X z UDP-2,3-diacyloglukozaming katalizowana przez syntaze
disacharydowg lipidu A (LpxB). Utworzone zostaje wigzanie B(1—6) glikozydowe.
Dotaczenie reszty fosforanowej w pozycji C-4’ zachodzi przy udziale kinazy (LpxK)
[Ray i Raetz, 1987]. W ten sposdb powstaje czasteczka lipidu IVa. Do powstalego
lipidu IVa przytaczane sa czasteczki Kdo, ktorych prekursorem jest rybulozo-5-
fosforan [Volk, 1960]. W dalszych etapach dodawane sg kolejno *tancuchy
drugorz¢dowych kwasow thuszczowych przy udziale ACP-zaleznych acylotransferaz
(LpxL, LpxM) [Clementz i wsp., 1996].
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Ryc. 14. Szlak biosyntezy lipidu A u E. coli [Raetz i wsp., 2009].

Biosynteza lipidu A u Rhizobiaceae przebiega tak samo do momentu
wytworzenia prekursora KDO2-lipid 1V a. Dalsze etapy szlaku syntezy przebiegaja juz
odmiennie.

W powstaniu lipidu bezfosforanowego uczestniczg dwa enzymy: 1-fosfataza -
produkt genu IpxE i 4’-fosfataza-produkt genu IpxF Dodatkowo 1-fosfataza dzigki
aktywnosci fosfotransferazy przenosi reszt¢ fosforanowa na fosfatydyloinozytol.
Enzymy te nie zostaly znalezione u E. coli. W przylaczaniu kwasow
dtugotancuchowych wudziat bierze specyficzny enzym LpxXL. W proces
zaangazowane jest takze biatko - przeno$nik reszt acylowych AcpXL. Nastepny etap
katalizowany przez biatka RgtA, RgtB i RgtD polega na przylaczeniu reszt kwasu
galakturonowego do regionu Kdo. Kolejne etapy przebiegaja juz w blonie
zewngtrznej. LpxQ — oksydaza glukozaminylowa utlenia proksymalng reszte

glukozaminy do 2-aminoglukonianu [Raetz i wsp., 2007].
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1.3.1.4.2 Biosynteza czesci rdzeniowej

Biosynteza czgsci rdzeniowej tak samo jak lipidu A ma miejsce w cytoplazmie
1 na wewnetrznej czgsci btony cytoplazmatycznej. Ze wzgledu na zrdznicowanie
struktur rdzenia w tym podziat na cze$¢ proksymalng i dystalng do lipidu A proces ten
jest bardziej skomplikowany. Trudno$ci w badaniu poszczegélnych etapoéw syntezy
rdzenia cukrowego zwigzane s3 z brakiem mozliwosci uzyskania mutantow
pozbawionych tego oligocukru. Te z kolei sg pochodng funkcji biologicznej, jaka pelni
LPS w zyciu bakterii.

Zaklada si¢, ze za skoordynowana i wydajang synteze oligosacharydu
rdzeniowego odpowiada zwigzany z btong kompleks glukozylotransferaz. Jest on
zlokalizowany na wewngtrznej powierzchni blony 1 zawiera akceptory oraz
nukleotydowe donory cukrow. Region chromosomowy waa (dawniej rfa) zawiera
gtowne operony zaangazowane w biosynteze rdzenia. U E. coli i Salmonella locus
wwa sktada si¢ z trzech operondw. Kazdy operon jest definiowany przez pierwszy gen
zlokalizowany w tej jednostce transkrypcyjnej. Geny te to kolejno gmhD, waaQ,
i waaA. Geny gmhD-waaFC uczestniczg w biosyntezie i przenoszeniu heptozy.
Transkrypcja operonu gmhD u E. coli K-12 jest regulowana przez promotor szoku
cieplnego. Operon waaQ zawiera geny niezb¢dne do biosyntezy i modyfikacji rdzenia
zewngetrznego [Raetz i Whitfield, 2002].

Akceptorem, do ktorego przytaczane sg sktadniki oligocukru rdzeniowego jest
kompleks lipid A-Kdo. W przypadku bakterii jelitowych proces mozna podzieli¢ na
dwa glowne etapy. Pierwszy z nich obejmuje reakcje przytaczania reszt heptozowych.
Rozpoczyna si¢ on od izomeryzacji sedoheptulozo-7-fosforanu do D-glicero-D-
mannoheptozo-1-fosforanu przez enzym izomeraz¢ (GmhA) [Brooke i Valvano,
1996]. Otrzymany zwigzek przeksztatcany jest przez fosfokinazg¢ (HIdE /RfaE) do D-
glicero-D-mannoheptozo-1,7-difosforanu (Ryc. 15). Usunigcie grupy fosforanowe;j
zachodzi przy udziale fosfatazy (GmhB) w wyniku, czego powstaje D-glicero-D-
mannoheptozo-1-fosforan. Powstaty produkt jest przeksztatcany do ADP-D-glicero-D-
manno-heptozy przez adenozylotransferaz¢ (HIdE). Ta z kolei jest przeksztatcana w
ADP-L-glicero-D-mannoheptoze przy udziale epimerazy (GmhD/RfaD) [Kneidinger i
wsp, 2002].
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sedoheptulozo-7-fosforan

l GmhA (izomeraza sedoheptulozo-7-fosforanu)

D-glicero-D-manno-heptozo-1-fosforan

ATP
HIdE (kinaza D,D-heptozo-7-fosforanu)
ADP

D-glicero-D-manno-heptozo-1,7-difosforanu

l GmhB (fosfataza D,D-heptozo-1,7-bifosforanu)

D-glicero-D-manno-heptozo-1-fosforan

ATP HIdE
PRI (adenozylotransferaza D,D-heptozo-1-fosforanu)

ADP-D-glicero-D-manno-heptoza

l GmhD Epimeraza ADP-D,D-heptozy

ADP-L-glicero-D-manno-heptoza

Ryc. 15. Szlak biosyntezy ADP-L-glicero-D-manno-heptozy u E. coli [Na podstawie: Raetz

i Whitfield, 2002].

Modyfikacja wewngtrznej czes$ci rdzenia u E. coli i Salmonella wymaga udziatu trzech

enzymow:

e WaaP - kinazy LPS,

e WaaY - enzymu odpowiadajacego za druga fosforylacje,

o WaaQ - transferazy dodajacej boczng reszte heptozows.

Poniewaz modyfikacje nastgpuja w $cistej kolejnosci najwieksza aktywnos¢ wykazuje

enzym WaaP. Zapoczatkowuje caty proces i umozliwia dalsze dziatanie kolejno WaaQ

i WaaY. W przypadku braku enzymu WaaP mamy do czynienia z zahamowaniem

catego dalszego szlaku. Takie mutanty sg gleboko szorstkie i niewirulentne.
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E. coli K-12 S. typhimurium
GIcNAc O-antigen O-antigen
1 S .

Waal
7 : .
Hep IVA—2Gic llI GlcNAcZ—2Glc Il
WaaU 1 WaaK 1
WaaR WaaJ
Y2 Y2
Glc ll Gal |
1 1
WaaO Waal
"3 "3

Gal I —38 Glc | Gal Il—38 Gic |

WaaB 1 WaaB 1
WaaG WaaG

\ B 3
Hep I Hep I

Ryc. 16. Enzymy uczestniczace w biosyntezie zewnetrznej czgsci rdzenia lipopolisacharydu
E. coli i S. typhimurium [Qian i wsp., 2014].

Pierwszym cukrem przylaczanym do cze¢éci dystalnej (heksozowej) rdzenia
u E. coli i Salmonella jest reszta glukozy. Enzymem katalizujacym ta reakcje jest
glukozylotransferaza WaaG.

U E coli druga i trzecia przytaczang heksoza rowniez jest glukoza. Reakcje te
przeprowadzane sg kolejno przez enzym WaaO oraz WaaR. Boczne podstawniki
cukrowe dotaczane sa przy udziale glukozylotransferaz WaaB i WaaU. Galaktoza
przytaczana jest przez WaaB do pierwszej heksozy za pomoca wigzania a-(1-6).
Kolejnym etapem jest przytaczenie heptozy do trzeciej heksozy za pomocg wigzania
a-(1-6). Do niej =zostaje nastgpnie przylagczona wigzaniem  a-(1-7)
N-acetyloglukozamina. Enzymem katalizujacym obie reakcje jest WaaU (Ryc. 16).

W przypadku S. typhimurium druga przytaczana heksoza jest galaktoza.
Reakcja ta zachodzi przy udziale glukozylotransferazy Waal. Trzecig heksoza jest
glukoza. Za utworzenie wigzania o-(1-2) odpowiada enzym Waal. Do niej przy
udziale WaaK przylaczana jest poprzez wigzanie o-(1-2)-glikozydowe N-
acetyloglukozamina [Qian i wsp., 2014].

U ryzobidow przebieg biosyntezy rdzenia ma odmienny charakter. Zaréwno w
przypadku Rhizobium etli oraz Rhizobium leguminosarum do fragmentu Kdo-lipid A
przytaczana jest bezposrednio reszta mannozy. Proces ten jest przeprowadzany przy
udziale biatka LpcC (mannozylotransferaza) [Carlson i wsp., 1995, Kanipes i wsp.,

2003]. Do reszty mannozy przylaczona zostaje kolejno galaktoza. Etap ten
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katalizowany jest przy pomocy a-(1-6)-galaktozylotransferazy bg¢dacej produktem
genu IpcA. Do dwucukru przytgczana jest dystalna reszta Kdo przy udziale transferazy

a-(2-6)-Kdo. Enzym ten jest produktem genu IpcB [Kadrmas i wsp., 1998].

1.3.1.4.3 Biosynteza lancucha O-swistego

Przebieg biosyntezy tancucha O-swistego zostal najdoktadniej zbadany
u Salmonella enterica i Salmonella typhimurium. Znaczna czgs¢ enzymow
odpowiedzialnych za biosyntezg tej czeSci LPS jest kodowana przez geny znane jako
rfb. Produkty tych genéw odpowiadajg za syntez¢ cukrowych prekursorow antygenu
O, ich polimeryzacje i transport do miejsca ligacji. Powtarzajace si¢ podjednostki
polisacharydu O-swoistego sa syntetyzowane w odrgbny polimer. Zostaje on
przytaczony do glikolipidu [Trent i wsp., 2006].

Synteza powtarzajacej si¢ podjednostki rozpoczyna si¢ na wewngtrznej stronie
blony cytoplazmatycznej od przeniesienia reszty cukrowej z prekursora UDP-Gal na
lipidowy nosnik — fosforan undekaprenylu (UndP) w przypadku S. enterica
[Keenleyside i Whitfield, 1996]. Z kolei u S. typhimurium lipidowym przeno$nikiem
jest alkohol poli-izoprenolowy Css (baktoprenol). Dotychczas poznane zostaly trzy
mozliwe mechanizmy syntezy i eksportu OPS (Ryc. 17). Szlaki te to:

e Droga Wzy-zalezna (Wzy-dependent pathway)

e Droga zalezna od transportera ABC (ABC transporter-dependent pathway)

e Droga syntazozalezna (Synthase-dependent pathway) [Greenfield i wsp.,

2012].

Syntaza

wewetrzna

NDP/NMP.

glycoses. glycoses

NDP/NMPs NDP/NMPs

Droga zalezna od transportera ABC Droga Wzy-zalezna Droga syntazozalezna

Ryc. 17. Mechanizmy biosyntezy tancucha O-swistego [Na podstawie: Greenfield i wsp.,
2012].
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Droga Wzy-zalezna dotyczy heteropolisacharydow majacych rozgalezienia i to
samo wigzanie pomiedzy kolejnymi przytgczanymi podjednostkami. Wystepuje np.
w syntezie polisacharydu O-swoistego Salmonella enterica. Transport przez btong
cytoplazmatyczng odbywa si¢ za pomocg kompleksu czterech peryferyjnie
zwigzanych membranowych bialek: WbaP (lub WecA), Wzy, Wzx, Wzz. Do WbaP
przylaczane sg podjednostki cukrowe zwigzane z fosforanem undekaprenylu. Flipaza
Wzx przenosi te czgsteczki przez btong do przestrzeni peryplazmatycznej. Nastepnie
po zewngtrznej stronie blony cytoplazmatycznej polimeraza antygenu-O (Wzy)
kontroluje polimeryzacje tancuchéw polisacharydowych przez dodawanie kolejnych
podjednostek do redukujacego konica powstajacego polimeru. Proces ten jest
kontrolowany przez biatko Wzz, ktére moduluje dtugos¢ powstajacych tancuchow.
Po skonczonej polimeryzacji powstaty polimer jest przylaczany do kompleksu lipid
A-oligocukier rdzenia przez ligaze (Waal ) [Liu i wsp., 1996, Feldman i wsp., 1999].

Droga zalezna od transportera ABC dotyczy tancuchow O-polisacharydowych
zbudowanych  z  nierozgal¢zionych  homopolimerow.  Wystepuje  m.in.
w polimannozowych antygenach 09 i 08 E coli. Taki proces zaobserwowano rowniez
u Rhizobium etli CE3 W sktad kasety transportera ABC wchodzg biatka: WecA, Wzm
oraz Wzt. W pierwszym etapie dochodzi do potaczenia cukrowej podjednostki
z czasteczka lipidowego nosnika — fosforanu undekaprenylu (UndP). W kolejnych
etapach nastgpuje przylaczenie SciSle okreslonej liczby podjednostek cukrowych
(mannozowych). Biatka Wzt (o aktywnos$ci ATPazy) oraz Wzm tworza kanal, przez
ktéry odbywa si¢ transport powstatych polimerdéw do przestrzeni peryplazmatycznej,
gdzie biatko Waal doprowadza do ich ligacji z fragmentem lipid A-oligocukier
rdzenia [Lerouge i wsp., 2001].

Droga syntazozalezna dotyczy np. O-polisacharydu S. enterica z serowaru
Borreze. Antygen O jest zbudowany z GIcNAc, ManNAc oraz reszt poli-N-
acetylomannozaminowych. Biatkami budujacymi polimer cukrowy sa tutaj swoiste
syntazy. Potgczenie czasteczki GlcNAc z fosforanem undekaprenylu zachodzi przy
udziale biatka WecA. Przylaczanie reszty N-acetylomannozaminy jest katalizowane
przez glikozylotransferazg (WbbE). W polimeryzacji tancucha poli-N-Ac-
mannozaminowego udziat bierze z kolei biatko WbbF [Keenleyside i Whitfield, 1995,
1996].
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1.3.1.5 Udzial lipopolisacharydu w symbiozie

Lipopolisacharyd, jako integralny sktadnik oston komoérkowych bakterii
Gram-ujemnych ma podstawowe znaczenie w procesie symbiozy pomiedzy
bakteriami i ros$linami motylkowatymi. Pelna struktura LPS zapewnia integralno$¢
btony zewnetrznej 1 stabilizuje jej strukture, warunkuje jej wzrost, wplywa na
skuteczno$¢ endocytozy oraz decyduje o wiasciwej organizacji i dojrzewaniu
symbiosomoéw. Dodatkowo, struktury powierzchniowe zapobiegaja powstawaniu
reakcji nadwrazliwosci u roslinnego gospodarza. Ze wzgledu na istotng role, jaka
spetnia lipopolisacharyd na réznych etapach symbiozy jego struktura i funkcja sg
intensywnie badane [Serrato, 2014].

Kompletna struktura LPS zapobiega indukcji reakcji nadwrazliwosci ze strony
gospodarza roslinnego poprzez maskowanie innych sktadnikéw btony bakteryjne;.
Podczas procesu symbiozy czasteczki lipopolisacharydu podlegaja modyfikacjom.
Jest to odpowiedz na zmieniajace si¢ warunki srodowiska bakterii 1 jest wynikiem
ekspozycji komorek bakteryjnych na roslinne czasteczki sygnalne oraz spadek
stezenia tlenu 1 zmiany pH. W momencie, gdy komorka bakteryjna staje si¢
endosymbiontem roslinnym jej metabolizm ulega zmianom przystosowawczym
[Carlson i wsp., 1992b, Campbel iwsp., 2003]. Modyfikacji ulegaja proporcje
pomiedzy frakcjami lipopolisacharydu. Zmniejsza si¢ ilo$¢ frakcji gladkiej LPS,
a wzrasta ilo$¢ frakcji szorstkiej. Jest to prawdopodobnie spowodowane tworzeniem
si¢ btony prebakteroidalnej. Podczas podzialow i dojrzewania bakteroidow nastepuja
zmiany tadunku i charakteru LPS — wzrasta hydrofobowo$¢ czasteczki. Wzrasta
stopien metylacji i acetylacji cukrow w lancuchu O-swoistym, zwigksza si¢ ilo$¢
cukrow obojetnych tj. np. mannoza i glukoza. W czasteczkach lipidu A nastgpuje
wzrost ilosci kwasow ttuszczowych [Lerouge i Vanderleyden, 2001].

Wazna jest rowniez ogélna ilo$¢ lipopolisacharydu produkowanego przez
komorki bakteryjne. Mutanty produkujace mniejsze ilosci tego sktadnika blony
zewngtrzne] poza zmniejszeniem tempa wzrostu charakteryzowaly si¢ brakiem
zdolnosci do efektywnego brodawkowania. W przypadku roslin tworzacych brodawki
niezdeterminowane kompletna struktura LPS wplywa na wnikanie bakterii do
komorek gospodarza roslinnego i warunkuje tworzenie symbiosomow [Bhat i Carlson,
1992].

U mutantéw Azorhizobium caulinodans defektywnych w produkcji LPS

I produkujagcych LPS o zmienionym sktadzie wykazano zahamowanie procesu
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brodawkowania na Sesbania rostrata. Swiadczy to o tym, ze zaréwno kompletna
struktura jak 1 specyficzny sktad lipopolisacharydu s istotne do =zaistnienia
oddzialywan symbiotycznych [Mathis 1 wsp., 2005, Gao 1 wsp., 2001].

Badania nad mutantami B. japonicum R110 wykazaty, ze tylko niezmieniona
kompletna struktura tancuchow O-swoistych powoduje zahamowanie reakcji
obronnych ze strony gospodarza roslinnego - soi [Gharyal 1 wsp., 1989]. Réwniez
badania prowadzone nad mutantami transpozonowymi R. etli pozbawionymi cze$ci
O-swoistej wykazaty zaburzenia w procesie brodawkowania. Poczatkowe etapy
infekcji przebiegaly prawidtowo jednak powstajace brodawki byly nieefektywne w
wigzaniu azotu [Carlson 1 wsp., 1987b]. Istotna wydaje si¢ réwniez proporcja
pomiedzy frakcjami lipopolisacharydu produkowanego przez ryzobia. Bakterie
produkujace znaczne ilosci LPS I (typu gladkiego) zawierajagcego kompletny LPS
wykazaty znaczaco lepsze przystosowanie do wchodzenia w interakcje z roslinami
motylkowatymi niz bakterie produkujace gtownie LPS II (typu szorstkiego)
pozbawiony antygenu O. Wskazuje to na znaczgcy udzial antygenu O w pierwszych
etapach kolonizacji brodawek przez bakterie. Duza r6znorodnos¢ tego fragmentu LPS
warunkuje wysoka specyficzno$¢é. Ma to bezposrednie przetozenie na zdolnosci do
zakazania konkretnego gospodarza roslinnego i pozwala na wzajemne rozpoznawanie

si¢ makro i mikrosymbionta [Noel i wsp., 1986].

1.3.2 PERYPLAZMATYCZNE B- GLUKANY

Peryplazmatyczne glukany (PG) to oligomery glukozy bedace jednym ze
sktadnikéw przestrzeni peryplazmatycznej. Na ich produkcje wptywaja glownie
zmiany ci$nienia osmotycznego i dlatego nazywane s3 takze osmoregulowalnymi
peryplazmatycznymi glukanami (OPG - Osmoregulated Periplasmic Glucans).
W najwigkszych ilosciach wykrywane sa podczas wzrostu bakterii w warunkach stresu
hipoosmotycznego [Miller i wsp., 1988].

Glukany zawierajg D-glukoze polaczong wigzaniami typu B-(1,2), B-(1,3), p-(1,6)
glikozydowymi. Sporadycznie wystepuja wigzania typu o. Zwigzki te moga
wystepowacé w postaci cyklicznej badz tez liniowej. Glukoza moze by¢ podstawiana
sktadnikami niecukrowymi takimi jak np. reszty acetylowe, bursztynianowe i inne.
Na szkielet czasteczki glukanu sktada si¢ zazwyczaj od 5 do nawet 40 reszt glukozy.

Moga one stanowi¢ od 5% do 20% calkowitej suchej masy komodrkowej. Stezenie
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glukanéw w przestrzeni peryplazmatycznej waha si¢ w zakresie 10-100 mM [Lee
i wsp., 2009]. Wsrdéd podstawnikow wyroznia sie te, ktore pochodza
z peryplazmatycznych fosfolipidow btonowych s3 to: reszty fosfoglicerolu,
fosfoetanolaminy i fosfocholiny. Reszty kwasu bursztynowego, kwasu octowego
1 metylomalonianu powstaja natomiast z metabolitow posrednich. W po6zniejszych
fazach wzrostu glukany sg wykrywane takze w podilozu bakteryjnym. Moze to
swiadczy¢ o ich uwalnianiu si¢ z komorek pod wptywem niekorzystnych warunkéw
srodowiska np. wysokiej temperatury, niskiej osmolarno$ci czy pod wplywem
uszkodzen bton zewnetrznych lub z rozpadu obumartych komoérek [Komaniecka
i Choma, 2008].

Pierwszymi zidentyfikowanymi peryplazmatycznymi glukanami byly cykliczne
B-glukany, odkryte w 1942 roku w pozywce, w ktorej hodowano Agrobacterium
tumefaciens (obecnie Rhizobium radiobacter) [Mcintire i wsp., 1942]. Kolejno
odkryto obecnos¢ glukanéw u E. coli. Zwiagzki te okazaly si¢ oligosacharydami
zawierajacymi od 10 do 12 podjednostek glukozy potaczonych ze sobg wigzaniami
B-(1,2) i B-(1,6) glikozydowymi [Schneider i wsp., 1979]. Od tego czasu stwierdzono
wystepowanie cyklicznych B-glukanéw u wielu innych Gram—ujemnych bakterii
w tym u Sinorhizobium, Mesorhizobium i Brucella.

Peryplazmatyczne glukany zaangazowane sg w proces infekcji i rozwoju
brodawek, mechanizmy osmoprotekcji oraz wirulencji. Wykazano, Ze mutanty
defektywne w produkceji cyklicznych B-(1,2)-glukanow sa nieefektywne w procesie
zakazania roslin motylkowatych oraz w tworzeniu u nich brodawek (np. mutanty
S. meliloti) [Dylan i wsp., 1990].

Peryplazmatyczne glukany zostaty podzielone na cztery rodziny na podstawie cech
strukturalnych ich tancuchéw gltownych. Glukany r6znig si¢ miedzy sobg
podstawnikami, stopniem polimeryzacji (DP) a przede wszystkim typem wigzan,

jakimi sg polaczone poszczegdlne monomery glukozy (Tabela 6).
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Tabela 6. Klasyfikacja peryplazmatycznych glukanéw syntetyzowanych przez
Proteobacteria (na podstawie Lee i wsp., 2009). Skroty: PG- reszty fosfoglicerolu, PEA-
reszty fosfoetanoloaminy, Suc — reszty kwasu bursztynowego, Ac- reszty kwasu octowego,
MeMal- reszty metylomalonianu.

Rodzina Organizm DP | Wiazania | Podstawniki Geny
glukanow zaangazowane
w biosynteze
Liniowe - E. coli 5-12 B-(1,2) PG, PEA, opgG, opgH,
(1,2)-glukany B-(1,6) Suc opgB, opgC,
opgD
P. syringae 6-28 B-(1,2) Suc, Ac opgG, opgH
B-(1,6)
P. aeruginosa 6-10 B-(1,2) Suc opgG, opgH
B-(1,6)
E. chrysanthemi | 5-12 B-(1,2) Suc, Ac opgG, opgH
B-(1.,6)
Cykliczne j- S. meliloti 17-40 B-(1,2) PG, Suc, ndvB, cgmB
(1,2)-glukany MeMal
M. huakuii 17-28 B-(1,2) Brak Nieznany
A. tumefaciens 17-25 B-(1,2) PG chvA, chvB
B. abortus 17-25 B-(1,2) Suc Cgs, cgm
Cykliczne B- | Bradyrhizobium | 10-13 B-(1,3) PG ndvB, ndvC
(1,3);(1,6)- | diazoefficiens (B. B-(1,6)
glukany japonicum)
A. brasilense 12-13 B-(1,3) Suc Nieznane
B_(1’4)
B-(1,6)
a-(1,3)
A. caulinodans | 10-13 B-(1,3) Brak Nieznane
B-(1,6)
CyKkliczne f3- X. campestris 16 B-(1,2) PG opgHXcv, opgB
(1,2)-glukany a-(1,6)
z jednym R. solanacearum 13 B-(1,2) Ac opgG, opgH
wigzaniem a-(1,6)
typu a-(1,6) R. sphaeroides 18 B-(1,2) Suc, Ac opgG, opgl,
a-(1,6) opgH, opgC

1.3.2.1 Klasy glukanow
1.3.2.1.1 Liniowe pB-(1,2)-glukany

Oligocukry nalezace do tej grupy sa niejednorodne pod wzgledem wielkosci.
Ich stopien polimeryzacji waha si¢ od 5 do 28 reszt glukozylowych. Oligomer ma
strukture liniowa, a czasteczki glukozy w gtéwnym tancuchu potaczone sg wigzaniami
typu B-(1,2). Moga réwniez wystepowac odgalezienia tancucha gléwnego przylaczone
wigzaniami typu B-(1,6). Istotng cecha glukanéw nalezacych do I rodziny jest to, ze

moga posiada¢ one liczne niecukrowe podstawniki takie jak np. reszty fosfoglicerolu,
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reszty fosfoetanolaminy, reszty kwasu bursztynowego oraz kwasu octowego. Glukany
tej grupy wystepuja u Enterobacteriaceae.

Najbardziej charakterystycznym glukanem reprezentowanym przez t3 rodzing
jest PG produkowany przez E. coli, ktorego stopien polimeryzacji wynosi 5-12. (Ryc.
18). OPG E. coli ma charakter anionowy, co jest spowodowane wystepowaniem
licznych reszt fosfoglicerolu, fosfoetanolaminy [Kennedy, 1996, Van Golde i wsp.,
1973, Bontemps-Gallo, 2013].
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Ryc. 18. Struktura liniowych peryplazmatycznych glukanoéw E. coli [Bohin 2000].

Dobrze poznang strukturg jest glukan Erwinia chrysanthemi (obecnie Dickeya
dadantii). OPG wytwarzane przez E. chrysanthemi sg bardzo heterogeniczne pod
wzgledem struktury szkieletu 1 wystepujacych podstawnikow. Stopien polimeryzacji
gléwnego tancucha waha si¢ od 5-12 podjednostek. Lancuch moze by¢ podstawiony
np. resztami kwasu octowego oraz bursztynowego [Cogez i wsp., 2001, Bontemps-
Gallo, 2013].

Podobng strukturg charakteryzuje si¢ OPG Pseudomonas syringae
pv. syringae. Zawiera on od 6-13 reszt glukozy w tancuchu i jest wysoce rozgateziony.
Do niedawna uwazano, ze czasteczka ta nie zawiera zadnych podstawnikéw. Ostatnie
badania wskazuja jednak na wystgpowanie podstawnikow bursztynylowych
dotaczonych do wegla 6 glukozy. Stwierdzono rowniez, ze synteza tancuchow
glukanowych u P. syringae pv. syringae nie podlega Scistej kontroli wielkosci.
P. syringae pv. syringae moze syntetyzowac oligocukry o stopniu polimeryzacji
wynoszacym 6-22 reszt glukozy, podstawionych jedng grupg acetylows, a takze
glukany o stopniu polimeryzacji 7-17 z dwiema resztami kwasu octowego [Cho i wsp.,
2009].
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1.3.2.1.2 Cykliczne B-(1,2)-glukany

Do grupy tej naleza oligosacharydy cykliczne, syntetyzowane przez bakterie
nalezgce do Rhizobiales z rodzajow; Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium oraz
Brucella. Oligocukry te majg bardzo zré6znicowany stopien polimeryzacji. Zazwyczaj
wynosi on od 17 do 25 podjednostek tak jak np. u Agrobacterium tumefaciens
i Brucella abortus, ale moze tez by¢ znacznie wyzszy jak u Sinorhizobium meliloti
gdzie oligomery zawierajg 17-40 reszt glukozy (Ryc. 19). Nie stwierdzono
wystepowania czasteczek o stopniu polimeryzacji mniejszym niz 17, co
prawdopodobnie jest spowodowane energetycznym uprzywilejowaniem pierscienia.
Czasteczki glukozy w polimerze potaczone sa wylacznie wigzaniami B-(1,2). Moga
wystepowaé podstawniki niecukrowe takie jak bursztynian, fosfoglicerol,

metylomalonian [Breedveld i Miller, 1994].
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Ryc. 19. Struktura cyklicznych B-(1,2)- glukanéw [Bohin, 2000].

Przyktadem szczepu produkujacego glukany tej klasy jest Mesorhizobium
huakuii. Jest to polimer obojetny i nierozgaleziony o stopniu polimeryzacji
wynoszacym 17-28. Najczes$cie] wystepujace czasteczki glukanu zawierajg 22
glukozy. Glukan M. huakuii jest podobny do oligocukrow produkowanych przez
szczepy nalezace do gatunkow Agrobacterium i Sinorhizobium. OPG Sinorhizobium
meliloti i Agrobacterium tumefaciens sg zbudowane z 17-25 podjednostek i moga by¢
dodatkowo podstawione resztami tj. bursztynianowa, metylomalonianowsg czy tez sn-

1-fosfoglicerolowa [Choma i Komaniecka, 2003].
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1.3.2.1.3 Cykliczne B-(1,2)-glukany z jednym wiazaniem typu a-(1,6) w
pierscieniu

Czasteczki nalezace do tej grupy wyizolowane zostaly z komoérek Ralstonia
solanacearum, Rhodobacter sphaeroides i Xanthomonas campestris [Talaga i wsp.
1996, Cho i wsp. 2008, York, 1995]. Stopien polimeryzacji glukanow nalezacych do
tej klasy waha si¢ od 13 podjednostek u Ralstonia przez 16 u Xanthomonas do 18
u Rhodobacter. W pierscieniu oligocukrowym poza wigzaniami B-(1,2) wystepuje
jedno wigzanie a-(1,6) (Ryc. 20). Obecno$¢ tego wigzania wplywa na wzrost
sztywnosci oligomeru. Znaczenie biologiczne tej modyfikacji nie jest znane [Lippens
i wsp., 1998].

Badania przeprowadzone na preparatach X. campestris pv. campestris
wykazaty, ze czasteczka glukanu moze by¢ podstawiona jedng badz dwiema resztami
fosfoglicerolu w pozycji C6 glukozy. Glukan produkowany przez Ralstonia
solanacearum moze by¢ wzbogacony resztami fosfoglicerowymi, fosfoetanolaminy,
fosfocholiny, acetylowymi, bursztynianowymi i metylomalonianowymi [York, 1995,
Jung i wsp. 2005, Talaga i wsp. 2002, Cho i wsp., 2008].

R. sphaeroides syntetyzuje cykliczny glukan zawierajacy 18 reszt glukozy.
Czg$¢ pierScieni jest podstawiona w pozycji C6 glukozy resztami kwasu

bursztynowego, a takze jedng badz dwiema resztami acetylowymi [Talaga i wsp.,

%f

Ryc. 20. Struktura cyklicznych B-(1,2)-glukandow z jednym wigzaniem typu a-(1,6) w

pierscieniu [Bohin, 2000].
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1.3.2.1.4 Cykliczne p-(1,3);(1,6)-glukany

Glukany nalezace do tej klasy to czasteczki cykliczne, potaczone wigzaniami
B-(1,3) oraz wigzaniami [-(1,6)-glikozydowymi. Do tej grupy zaliczono m.in.
oligocukry syntetyzowane przez Bradyrhizobium diazoefficiens, Azospirillum
brasilense oraz Azorhizobium caulinodans. Glukan produkowany przez
Bradyrhizobium sp. jest znacznie mniejsza czasteczka niz np. glukan produkowany
przez Agrobacterium czy Rhizobium. Zawiera on od 10 — 13 podjednostek glukozy.
Pierscienie glukanu moga by¢ podstawione resztami fosfocholiny w pozycji C6
glukozy (Ryc. 21). Fosfocholina tworzy jony obojnacze, gdyz zawiera rowng liczbe
grup zjonizowanych o przeciwnych tadunkach i w zalezno$ci od $rodowiska moze

nadawac czasteczce glukanu charakter anionowy, kationowy badz obojetny [D’Haeze

i wsp., 2004].

%&,o% . Z |
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Ryc. 21. Struktura cyklicznego B-(1,3)-(1,6)-glukanu B. japonicum [Rolin i wsp. 1992].

Kolejnym gatunkiem bakterii produkujagcym glukany nalezace do tej klasy jest
Azospirillum brasilense. Stopien polimeryzacji podobnie jak u Bradyrhizobium
diazoefficiens (B. japonicum) wynosi 12-13. Sg to jednak czgsteczki niejednorodne.
Glukany A. brasilense stanowig mieszaning trzech typéw oligomerow. Podstawowa
czasteczka (glukan I) to polimer 12 glukoz, ktore polaczone sg wigzaniami [-(1,3)
(trzy wigzania), B-(1,4) (jedno wigzanie) oraz B-(1,6) (osiem wigzan). Drugi typ
glukanu (glukan II) powstaje przez dotaczenie dodatkowej czgsteczki glukozy
wigzaniem a-(1,3) do tancucha glukanu I. Trzeci typ to zmodyfikowany glukan II
powstaty poprzez metylacje dodatkowej glukozy [Altabe i wsp., 1994, 1998].

Kolejnym przyktadem jest glukan Azorhizobium caulinodans. W wigkszosci jest

to polimer jedenastoczlonowy, ale moga takze wystgpowal czasteczki 10 i 13
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cukrowe. Cechg wyraznie odrdzniajaca go od oligomerdw bradyryzobiowych jest brak

rozgalezien oraz podstawnikéw [Komaniecka i Choma, 2003].

1.3.2.2 Synteza OPG

Gléwna metoda badawcza umozliwiajaca scharakteryzowanie gendéw
niezb¢dnych do biosyntezy peryplazmatycznych glukanoéw jest analiza fenotypow
mutantdw. Poznane zostaly cztery gldéwne geny biorace udziat w biosyntezie OPG.
Dwa z nich sg niezbedne do tworzenia szkieletu i sg wysoce konserwatywne. Geny te
tworza operon opgGH [Lacroix i wsp. 1991].

W przypadku E. coli produktami genéw opgH i opgG sa odpowiednio biatka
OpgH i OpgG (Ryc. 22). Biatko OpgH zostato zidentyfikowane jako transbtonowa
glukozylotransferaza o masie czasteczkowej 97 kDa. OpgH katalizuje, wraz z
biatkowym przenosnikiem grup acylowych (ACP — acryl carrier protein) jako
kofaktorem, przenoszenie UDP-glukozy na nowotworzony szkielet glukanu
[Bontemps-Gallo i wsp., 2013]. Glowna domena biatka OpgH wykazuje
podobienstwo strukturalne do rodziny 2-glikozylotransferaz. Biatko to tworzy kanat
sktadajacy si¢ z o$miu transbtonowych segmentow potaczonych trzema dtugimi oraz
krotkimi regionami cytoplazmatycznymi. Jego funkcja jest umozliwienie translokacji
OPG z wngetrza komorki do przestrzeni peryplazmatycznej. Translokacja jest
procesem przebiegajacym réwnolegle z biosyntezg tancucha oligosacharydowego

[Komaniecka i Choma, 2008].

UDP. =
@ Udp

Ryc. 22. Biosynteza OPG u E. coli. W prawym goérnym rogu - lokalizacja genéw OPG na
chromosomie. Skroty: Ptd-Gro: fosfatydyloglicerol, Ptd-Etn: fosfatydyloetanolamina DG:
digliceryd, Succ-CoA: bursztynylo-koenzym A, i CoA: koenzym A [wg. Bontemps-Gallo
i wsp., 2013].
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Produkt drugiego genu - biatko OpgG zlokalizowane jest w przestrzeni
peryplazmatycznej. Jest to peryplazmatyczna glukozylotransferaza, odpowiedzialna
za wycinanie reszt glukozy, przenoszenie 1 przylaczanie ich jako bocznych odgalezien
poprzez tworzenie wigzan B-(1,6)-glikozydowych. Masa czgsteczkowa tego biatka jest
mniejsza niz OpgH 1 wynosi 56 kDa. Biatko to zbudowane jest z dwoch domen
o strukturze B kartki, a miejsce aktywne zawiera kwasne i aromatyczne aminokwasy.

Produkty kolejnych gendéw — biatka OpgB, OpgC i OpgE odpowiedzialne sg za
dotaczanie do glownego tancucha dodatkowych podstawnikow. Gen opgB koduje
dwie transferazy fosfoglicerolowe. Transferaza fosfoglicerolu | jest zakotwiczona
w blonie wewnetrznej, ale jej duza katalityczna domena przekazuje reszty
fosfoglicerolu z fosfatydyloglicerolu na czasteczke OPG w peryplazmie. Transferaza
fosfoglicerolu Il to rozpuszczalny enzym zlokalizowany w peryplazmie
odpowiedzialny za transfer reszt fosfoglicerolu z jednej czasteczki OPG na druga.

Gen opgC koduje bursztynylotransferaz¢ przenoszaca reszty kwasu
bursztynowego, prawdopodobnie z bursztynylo-CoA, na czasteczki OPG.

Kolejnym niedawno zidentyfikowanym genem jest opgE. Jego produkt jest
odpowiedzialny za podstawianie tancucha glukanu resztami fosfoetanolaminy
[Bontemps-Gallo i wsp., 2013]. Natomiast gen opgD jest odpowiedzialny za kontrolg
wielkosci tworzonego polimeru [Lacroix i wsp., 1991, 1999; Jackson i wsp., 1984;
Lanfroy i wsp., 1993; Lequette i wsp., 2004].

Sekwencje analogiczne do opgGH zidentyfikowano takze u Pseudomonas
syringae, P. aeruginosa i E. chysantemi [Lequette i wsp., 2007, Mukhopadhyay i wsp.,
1988, Page i wsp., 2001].

Geny ndvB i chvB wystegpujace u S. meliloti i A. tumefaciens sg zaangazowane
w biosynteze szkieletu cyklicznego B-1,2-glukanow z prekursorow UDP-glukozy.
Dodatkowo wiadomo, ze gen cgmB zlokalizowany u S. meliloti koduje rozpuszczalne
biatko, biorace udzial w modyfikacji fancuchow gtownych poprzez podstawianie ich
resztami fosfoglicerolu. Biatko NdvB jest biatkiem blonowym o masie czasteczkowe;j
319 kDa. U S. meliloti wykryto rowniez obecno$¢ cytoplazmatycznego biatka NdvA
o masie czasteczkowej 67 kDa. Jego sekwencja aminokwasowa jest zblizona do
sekwencji biatka HlyB — jednego ze sktadnikéw systemu sekrecyjnego typu I (ABC
transporter). Moze to wskazywa¢ na jego zaangazowanie w proces translokacji
glukanéw do przestrzeni peryplazmatycznej i srodowiska zewnetrznego [Wang 1 wsp.,

1999].
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Locus gendéw zaangazowanych w syntez¢ cyklicznych f-(1,3);B-(1,6)-
glukanow u Bradyrhizobium spp. sktada si¢ z dwoch sprzezonych gendéw; ndvB
i ndvC. Produkty tych genéw — NdvB i NdvC to biatka btonowe o masach
odpowiednio 102 kDa i 62 kDa. Stwierdzono ze, w przypadku inaktywacji genu ndvB
synteza glukandéw zostaje zahamowana. Natomiast jesli dezaktywowany jest tylko gen
ndvC syntetyzowane sg zmodyfikowane tancuchy glukanoéw, potaczone jedynie
wigzaniami B-(1,3). Moze to wskazywa¢ na udzial genu ndvC w syntezie wigzan
B-(1,6)-glikozydowych [Bhagwat i wsp., 1999].

Genami odpowiedzialnymi za synteze peryplazmatycznych glukanow
u Brucella abortus sg geny cgm i cgs. Sa one homologiczne do genu opgC
wystepujacego u R. sphaeroides.  Produkt tego genu - biatko OpgC jest
odpowiedzialne za przylaczanie reszt kwasu bursztynowego do nowotworzonego
tancucha glukanu [Roset i wsp., 2006, Cogez i wsp., 2002].

U przedstawiciela czwartej klasy glukanéw — R. solanacearum w biosyntezie
glukanu bierze udziat glukozylotransferaza H (produkt genu opgH (mdoH)) oraz
produkt genu opgG (mdoG) [Salanoubat i wsp., 2002].

Pomiedzy genami odpowiedzialnymi za syntez¢ peryplazmatycznych
glukanow wystepuje wiele podobienstw. Przykladem sg geny opgG produkowane
przez rozne organizmy, takie jak R. solanacearum i P. aeruginosa. W niektorych
przypadkach tego typu podobienstwo nie wystepuje. Przyktadem sg geny cgm i opgC
u B. abortus i E. coli, ktore kodujg dwa rézne enzymy odpowiedzialne za podstawianie
reszt kwasu bursztynowego do tancucha PG. Fakt ten sugeruje, ze geny, ktore koduja
biatka strukturalnie zréznicowane, ale posiadajace podobne funkcje biochemiczne

moga ewoluowac niezaleznie od siebie [Lee 1 wsp., 2009].

1.3.2.2.1 Regulacja biosyntezy glukan6w

Wozrost mikroorganizméw jest w duzej mierze limitowany warunkami
srodowiskowym, takimi jak: temperatura, pH, promieniowanie 1 ci$nienie
osmotyczne. Bakterie Gram-ujemne akumuluja osmolity w przestrzeni
peryplazmatycznej w celu adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkéw. Proces
aktywnego przeciwdziatania skutkom stresu osmotycznego jest okreslany, jako
osmoregulacja. Polega on na utrzymaniu rownowagi wodno-elektrolitowej komorki.

Stwierdzono zasadniczg roéznice w podatno$ci na plazmoliz¢ miedzy bakteriami
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Gram-dodatnimi i Gram-ujemnymi. Bakterie Gram-dodatnie s3 mniej podatne na
zmiany ci$nienia, co jest spowodowane odmienng budowa komorki jak 1 wyzszym
cisnieniem turgorowym. W sytuacji stresu hiperosmotycznego bakterie Gram-ujemne
gromadzg w komorce duze ilo$ci glutaminianu potasu, podczas gdy Gram-dodatnie
gromadzg proling [Sochocka i Boratynski, 2011].

Biosynteza peryplazmatycznych glukandw jest to proces regulowany na dwa
sposoby. Glownym 1 najbardziej rozpowszechnionym sposobem regulacji produkcji
peryplazmatycznych glukanéw jest kontrola osmotyczna. Stwierdzono, ze znaczny
spadek osmolarnosci srodowiska skutkuje znacznym przyspieszeniem syntezy OPG.
Natomiast przy wysokim ci$nieniu osmotycznym transkrypcja operonu opgGH jest
ttumiona i produkcja OPG ustaje. Regulacja tego typu zachodzi m.in. u E. coli,
E. chrysantemi, R. solanacearum [Lacroix i wsp., 1999].

U niektorych szczepéw wykryto mozliwos¢ wystepowania dodatkowego
mechanizmu regulacji kontroli osmotycznej. U S. meliloti i A. tumefaciens
stwierdzono, ze w wysokich stezeniach mannitolu i sacharozy (powyzej 400 mM) nie
nastepuje zahamowanie syntezy OPG. Roéwniez w przypadku szczepdéw
B. abortus i B. ovis w wysokich stezeniach soli (250-500 mM KCIl) nie dochodzito do
zahamowania produkcji glukanow. Kiedy gen cgs zaangazowany w syntez¢ OPG
zostal przeniesiony do mutantow S. meliloti i A. tumefaciens stwierdzono u nich
zdolnos¢ do syntezy glukanéw nawet w wysokich stezeniach KC1 (250 — 500 mM).
Natomiast kiedy gen chvB A. tumefaciens zostat przeniesiony do mutanta B. abortus
nie byl zdolny do syntezy OPG w warunkach wysokiego ci$nienia osmotycznego.
Wyniki te sugeruja wystgpowanie alternatywnego mechanizmu regulacji syntezy
glukanow u Brucella, ktory umozliwia ochron¢ przed wahaniami ci$nienia
osmotycznego.

Drugim, odrebnym mechanizmem syntezy OPG jest szlak oparty na kontroli
metabolicznej przy uzyciu sprz¢zenia zwrotnego (tzw. feedback control). Zostat on
wykryty niedawno u szczepow E. coli podczas ich hodowli na pozywce pozbawione;j
glukozy. Szczepy te nie byly zdolne do produkcji glukanow przy braku glukozy
w podtozu. Szybka synteza glukan6w nastgpowata w momencie dodania do podtoza
glukozy. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano rowniez u Azorhizobium caulinodans.
W obecnosci wysokiego stezenia osmoregulatorow takich jak glukoza czy chlorek
sodu - zamiast zahamowania syntezy glukanow obserwowano jej wzrost [Kennedy

I wsp., 1996, Komaniecka i Choma, 2003].
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1.3.2.2.2 Rola peryplazmatycznych glukanow

Szczegbdtowa rola, jaka petlnig peryplazmatyczne glukany nie zostala jeszcze
doktadnie poznana. Wiadomo jednak, ze sa one niezbedne do prawidlowego
funkcjonowania wielu bakterii. Do najistotniejszych funkcji mozemy zaliczy¢ ich role
w ochronie komorki przed szokiem osmotycznym.

Glukany odgrywaja wazna role w zaistnieniu efektywnej symbiozy
diazotroficznej. Polisacharydy te sg istotne w poczatkowych etapach rozwoju
symbiozy, zapewniaja prawidlowa adhezje bakterii do wiosnikow korzeniowych,
a nastepnie umozliwiaja bakteriom 1 bakteroidom adaptacje do zmienionych
warunkow osmotycznych panujacych we wnetrzu brodawki. Szczepy niezdolne do
produkcji glukanow nie sa zdolne do zakazania gospodarza roslinnego i tworzenia
efektywnych brodawek. Mutanty defektywne w produkcji glukanow wykazuja
rowniez szereg defektow strukturalnych. Wystepuje u nich zwiekszona wrazliwos¢ na
antybiotyki 1 detergenty. Sa one nieruchliwe, gdyz nie s3 w stanie wytwarza¢ rzgsek.
Tego typu zaleznos$¢ stwierdzono m.in. u Sinorhizobium meliloti, Sinorhizobium fredii
I Mesorhizobium loti [Bohin, 2000].

U mutantéw A. tumefaciens stwierdzono defekty w mozliwosci tworzenia biofilmu
I zdolnosci adhezji do podloza. Zaobserwowano zahamowanie syntezy biatka
transmembranowego VirB10 - jednego ze sktadnikow IV systemu sekrecji
odpowiedzialnego za wirulencje.

U Bradyrhizobium glukany odgrywajg istotng role w dalszych etapach rozwoju
brodawek. W przypadku mutacji w genie ndvB wystgpowat catkowity brak syntezy
PG oraz tworzenie nieefektywnych brodawek [Bhagwat i wsp., 1999].

U Brucella abortus OPG sg niezbedne w procesie infekcji, przeciwdziatajg
odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Analogicznie glukany produkowane przez
Xanthomonas campestris pv. campestris sg niezbedne bakterii do przezycia w li§ciach
kolonizowanego tytoniu — glukany odgrywaja wazng rol¢ w tlumieniu dzialania
systemu odpornosciowego roslin [Gay-Fraret i wsp., 2012]. U E. chrysanthemi
bedacej patogenem roslinnym prawidlowa synteza glukandéw zapewnia efektywnos$¢

w procesie wirulencji [Page i wsp., 2001, Bhagwat, 2009].
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1.3.3 POLISACHARYDY KAPSULARNE (KPS)

Kapsularne polisacharydy (KPS, CPS) sa kolejng klasg polisacharydow
powierzchniowych.  Spotykane sg zaré6wno u bakterii Gram-dodatnich
np. Staphylococcus aureus czy Streptococcus pneumoniae, jak i u Gram-ujemnych
patogenow, takich jak Escherichia coli, Neisseria meningitidis, Actinobacillus
pleuropneumoniale oraz wérdd ryzobiow [Willis i wsp., 2013].

W odrdznieniu od egzopolisacharydow nie sa one wydzielane do podtoza, ale
scisle przylegaja do powierzchni komoérki bakteryjnej. Polisacharydy kaspularne sa
waznymi czynnikami wirulencji dla wielu patogendéw. Zrdéznicowanie struktur KPS
jest bardzo duze nawet w obrgbie danego gatunku i1 dlatego tez jest wykorzystywane
do oznaczen serologicznych. KPSy petnig istotng funkcje podczas kolonizacji nici
infekcyjnej. Wraz z egzopolisacharydem tworza zewnetrzng barier¢ ochronna, dzigki
ktorej bakterie sa chronione przed odpowiedzig immunologiczng ze strony roslinnego
gospodarza. Dodatkowo KPS  chronia  komodrki przed  wysychaniem
i nadajg im oporno$¢ na bakteriofagi [Fraysse i wsp., 2003].

Wyré6zniamy dwa typy KPS. Pierwsza grupa to nierozpuszczalne polimery cukrow
obojetnych wykryte u Rhizobium leguminosarum. Oligocukry te zbudowane sg
z glukozy, galaktozy i mannozy potaczonych w proporcji 1:4:1. Wzmozona produkcja
kapsularnych  polisacharydow najczesciej sprzezona jest z nadprodukcja
egzopolisacharydow, a wiec wystepuje w pozniejszych fazach hodowli bakteryjnej
[Breedveld i wsp., 1993].

Druga grupe stanowiag polimery o charakterze kwasnym, co jest spowodowane
obecnoscig kwasu 3-deoksy-D-manno-2-oktulozonowego (Kdo) lub 1-karboksy-2-
keto-3-dezoksycukru (Kdx). Cukry te sg takze okreslane mianem ryzobiowych
antygenéw K ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do antygendéw K klasy II
E. coli. Tego typu polisacharydy zidentyfikowane zostaly m.in. u Sinorhizobium
meliloti oraz S. fredii. W zaleznosci od szczepu antygeny K mogg by¢ zbudowane z
glukozy, mannozy, galaktozaminy, Kdo, kwasu N-acetyloneuraminowego, Kdx.
Pomimo znacznego zroznicowania strukturalnego w kapsularnych polisacharydach
mozemy wyrdzni¢ konserwatywny disacharydowy motyw strukturalny podjednostki.
Przyktadowe struktury tych oligomeréw znajduja si¢ w tabeli 7 [Kereszt i wsp., 1998,
Kiss i wsp., 1997, Janczarek i wsp., 1999].
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Tabela 7. Struktura wybranych antygenow K u ryzobiow [Fraysse i wsp., 2003].

Szczep Struktura
S. fredii USDA205 [—3)-0-D-Galp-(1—5)-a-D-Kdop-(2—]
[-2-O-MeManp—p-Kdo—],
S. fredii USDA257 [—3)-B-D-Manp-(1—5)-B-D-Kdop-(2—]
[—3)-B-D-2-O-MeManp-(1—5)-B-D-Kdop-(2—]n
S. meliloti AK631 [B-GlcA—PseSN(B-OH-But)7NAC],
S. meliloti NGR247 [a-Glc—a-NeuNAc—],
S. meliloti NGR185 [-B-GlcNAc—pB-Kdo]s
S. fredii USDA208 [-a-Gal—p-Kdo-],
S. fredii USDA201 [~oGal—B-Kdo—a-2-O-MeHex—B-Kdo—]n
S. fredii HH303 [Rha, GalA],
Sinorhizobium sp. NGR234 [-B-Glc—a-PseSNAC7NAC—],

Produkcja polisacharydow kapsularnych u Gram-ujemnych bakterii zachodzi
przy udziale dwoch odrebnych szlakéw, do ktérych naleza system zalezny od

transporterow ABC oraz system Wzy- zalezny [Cuthbertson 1 wsp., 2009].

Rodzina OPX

. Wac ‘ Wzy-zalezny szlak
Rodzina PCP H biosyntezy CPS
——— -

synteza powtarzajacych si¢ podjednostek kapsularnego polisacharydu, kontynuowana
przy udziale biatka Wzy. Polimery te sa nastepnie przenoszone poprzez btong

zewnetrzng przy uzyciu biatek Wzc 1 Wza 1 kolejno taczone w zespoty/grupy przy
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udziale biatka Wzi (Ryc. 23). Doktadny proces syntezy kompletnego KPS na
powierzchni komorki bakteryjnej nie zostal jeszcze poznany. Tego typu synteza i
transport ma miejsce m.in. u niektorych przedstawicieli E. coli, a takze
u innych gatunkéw bakterii np.: Klebsiella i Erwinia [Bushell i wsp., 2013, Willis
I Whitfield, 2013].

Szlak syntezy kapsularnych polisacharydoéw przy udziale transporteréw ABC
zostal poznany duzo lepiej niz Wzy-zalezny u niektorych szczepow E. coli a takze
u Neisseria meningitidis i Haemophilus influenzae. Charakterystyczng cechg tego
modelu jest obecnos¢ fosfolipidow na redukujacym koncu tancucha polisacharydu.
Fosfolipidem tym moze by¢ na przyktad fosfatydyloglicerol przytaczony do gléwnego

tancucha polisacharydowego przy pomocy tacznika — Kdo.

Blona
zewnetizna

|:| OPX Bialke (EKpsD)

;/ A\ [] PCPBialko (KpsE)

f \I

II.' | |:| ABC Transporter TMD (KpsM)
| (. 1

D ARBC Transporter NBD (KpsT)

ADP

Ryc. 24. Szlak biosyntezy CPS przy udziale transporterow ABC [wg. Willis i Whitfield,
2013].

W szlaku tym podjednostki KPS syntetyzowane s3 w cytoplazmie
1 eksportowane poprzez bton¢ zewngtrzng przy uzyciu transporteréw ABC.
Zidentyfikowane zostaly cztery grupy komponentow biorgcych udziat w eksporcie
kompleksu KPS. Sa to dwa transportery ABC: TMD (KpsM) i NBD (KpsT) oraz dwa
biatka: OPX (KpsD) i PCP (KpsE).To ostatnie petni funkcje kopolimerazy (Ryc. 24)
[Willis i Whitfield, 2013].
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1.3.4 EGZOPOLISACHARYDY
1.3.4.1 Egzopolisacharydy ryzobiowe

Cechg charakterystyczng bakterii nalezacych do Rhizobiales jest wytwarzanie
duzych iloéci zewnatrzkomorkowych polisacharydow. Zwigzki te mogg byé
akumulowane na powierzchni komorki bakteryjnej tworzac Scisle przylegajaca
otoczke (kapsularne polisacharydy - CPS), badz by¢ wydzielane do $rodowiska
w postaci §luzu (egzopolisacharydy - EPS).

Polisacharydy powierzchniowe petnia w komorce wiele istotnych funkcji. Biorg
udziat w tworzeniu efektywnej symbiozy pomiedzy bakterig, a roslinnym
gospodarzem podczas wszystkich jej etapow. Stanowia ochrone komorki przed
niekorzystnymi warunkami S$rodowiska tj. zmiany pH, temperatury, cisnienia,
dzialanie szkodliwych zwigzkow chemicznych np. metali cigzkich oraz czynnikami
biologicznymi jak np. bakteriofagi. Zabezpieczaja komodrke przed nadmiernym
wysychaniem tworzac warstwe ochronng [Gorska i wsp., 2007].

Egzopolisacharydy bakteryjnie to polimery cukrowe wykazujace specyfike
gatunkowa, a nawet szczepowa. Sg to czasteczki bardzo zrdznicowane strukturalnie
pod wzglegdem sktadu cukréw prostych, rodzaju wigzan oraz wystgpowania
podstawnikow niecukrowych. Lancuch gléwny egzopolisacharydu moze zawierad
liczne rozgalezienia [Skorupska i1 wsp., 2006]. Ze wzgledu na sktad cukrowy
egzopolisacharydy dzieli si¢ na homopolimery, ktore sktadajg si¢ z monosacharydow
jednego typu oraz heteropolimery o bardziej zréznicowane;j strukturze. Wsrod cukrow
prostych wystepujacych w sktadzie egzopolisacharydéw mozemy wyrdzni¢ glukoze,
galaktoze, ramnoze, kwas glukuronowy oraz kwas galakturonowy. Moga one by¢
podstawione grupami acetylowymi, metylowymi, pirogronianowymi czy tez resztami
kwasu bursztynowego oraz kwasow uronowych. Obecnos$¢ grup karboksylowych
z kwasow organicznych i reszt pirogronianu nadaje czasteczce egzopolisacharydu
charakter kwasny [Reinhold. i wsp., 1994, Her. 1 wsp., 1990, Zevenhuizen, 1997].

Wsrod egzopolisacharydow ryzobiowych najlepiej poznana zostata struktura
egzopolisacharydu produkowanego przez Sinorhizobium meliloti. Bakterie te
syntetyzuja dwa rodzaje zewngtrznych polisacharydow — EPS | czyli
bursztynyloglikan oraz EPS Il — galaktoglukan. Schemat obrazujacy rodzaje

egzopolisacharydow u Sinorhizobium przedstawiony zostal na rycinie 25.
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Ryc. 25. Typy egzopolisacharydéw u Sinorhizobium.

Bursztynyloglikan zbudowany jest z powtarzajacej si¢ osmiocztonowe;]
podjednostki zawierajacej jedna reszte galaktozy i siedem reszt glukozy potaczonych
wigzaniami $-(1,3), B-(1,4) oraz B-(1,6)-glikozydowymi. Lancuch udekorowany jest
dodatkowo grupa octanowa, pirogronianowg i bursztynianowa (Ryc. 26) [Gonzalez
i wsp., 1996, Reinhold i wsp., 1994, Zevenhuizen, 1997].

Galaktoglukan (EPS 1l) syntetyzowany jest przez S. meliloti jedynie
w warunkach stresu fosforanowego badz w przypadku wystgpowania mutacji
w jednym z genow regulatorowych tj. mucR czy expR. EPS II r6zni si¢ znaczaco od
bursztynyloglikanu. Jest to polimer tworzony przez powtarzajace si¢ disacharydowe
podjednostki zbudowane z acetylowanej glukozy i galaktozy podstawionej grupa
pirogronianowg. Cukry sg potaczone ze sobg wigzaniami a-(1,3) i pB-(1,3)-
glikozydowymi (Ryc. 26) [Her i wsp., 1990, Reuber i Walker, 1993, Zevenhuizen,
1997].

Oba typy egzopolisacharydu moga by¢ produkowane w formie dwoch
réznigcych si¢ masg czasteczkowa frakcji. Egzopolisacharyd wysokoczasteczkowy
HMW (ang. high molecular weight) jest frakcja reprezentowang przez polimery
o masie czasteczkowej od 10°-107 Da, na ktéra sklada si¢ od setek do tysiecy
podjednostek cukrowych. Polimer niskoczasteczkowy LMW (ang. low molecular
weight) tworzg monomery, trimery i tetrametry powtarzajgcej si¢ disachraydowej
podjednostki w przypadku EPS II, badz oligomery zbudowane z 15-20 reszt
cukrowych w przypadku EPS | [Amemura i wsp., 1983, Gonzalez i wsp., 1996].

U Bradyrhizobium diazoefficiens (B. japonicum) i u B. elkani odkryto
wystepowanie dodatkowej klasy polisacharydow zwanych NPS (ang. nodule

polysaccharide), wytwarzanych wewnatrz symbiosoméw W Dbrodawkach na
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korzeniach soi (Glycyne max). W przypadku B. diazoefficiens NPS tworza
powtarzajace si¢ podjednostki cukrowe zbudowane z reszt ramnozy, galaktozy i
metylowanego kwasu glukuronowego, ktore wystepuja w proporcji 3:1:1. Natomiast
NPS B. elkanii ma strukture identyczng jak EPS i zbudowany jest z powtarzajacych
si¢ podjednostek ramnozy i metylowanego kwasu glukuronowego (Ryc. 26) [Streeter
i wsp., 1993, Minamisawa, 1989, Fraysee i wsp., 2003].

A) R. leguminosarum bwv. trifolii RBL5599 EPS B) R. leguminosarum bv. viciae 248 EPS
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Ryc. 26. Struktura wybranych podjednostek ryzobiowych egzopolisacharydow: (A)
R. leguminosarum bv. trifolii, (B) R. leguminosarum bv. viciae, (C) S. meliloti EPS I, (D)
S. meliloti EPS 11, (E) S. fredii NGR234, (F) R. tropici, (G) B. japonicum, (H) B. elkanii, (1)
B. japonicum NPS [Janczarek, 2011].

Kolejnym dobrze przebadanym egzopolisacharydem jest polimer syntetyzowany
przez Rhizobium leguminosarum. U biowarow viciae i trifolii gtowny rdzef polimeru

stanowi identyczny oktamer zbudowany z glukozy, kwasu glukuronowego i galaktozy

71



WSTEP

wystepujacych w stosunku molowym 5:2:1. Do oktameru dotaczone sa podstawniki
niecukrowe takie jak: octan, pirogronian i 3-hydroksymaslan. Pomimo iz jest to dos¢
konserwatywna struktura to w przypadku niektorych szczepdéw wystepuja
modyfikacje. Przyktadowo u R. leguminosarum 4S gléwny rdzen jest pomniejszony
o terminalng galaktoze. Natomiast gtéwny rdzen EPS R. leguminosarum bv. viciae
248 zawiera dodatkowa reszte kwasu glukuronowego. Rozmieszczenie podstawnikow
niecukrowych réwniez jest cechg charakterystyczng dla poszczegdlnych szczepow
[Robertson i wsp., 1981, O’Neill i wsp., 1991, Breedveld i wsp., 1993, McNeil i wsp.,
1986, Philip-Hollingsworth i wsp., 1989, Canter Cremers i wsp., 1991].

1.3.4.2 Biosynteza egzopolisacharydu

Biosynteza egzopolisacharydow ryzobiowych to proces ztozony, regulowany
przy udziale wielu gendéw. Glowne geny zaangazowane w proces syntezy
podjednostek egzopolisacharydu, ich polimeryzacji, modyfikacji oraz eksportu
zlokalizowane s3 zar6wno na chromosomie jak i na megaplazmidach ryzobiowych.
Dodatkowym czynnikiem wptywajacym na proces syntezy sa warunki srodowiskowe.
Wszystkie te czynniki — zaréwno genetyczne jak i $rodowiskowe warunkujg
efektywnos¢ procesu syntezy egzopolisacharydu.

Miejscem zachodzenia procesu jest blona cytoplazmatyczna komorki
bakteryjnej. W cykl zaangazowane sa wielosktadnikowe kompleksy enzymatyczne
w tym enzymy tworzgce nukleotydowe prekursory cukrowe, specyficzne transferazy
przenoszace kolejne reszty cukrowe na podjednostke EPS, enzymy przylaczajace
podstawniki niecukrowe oraz biatka uczestniczace w polimeryzacji i eksporcie

powstajacych si¢ podjednostek [Glucksmann i wsp., 1993, Skorupska i wsp., 2006].

1.3.4.2.1 Biosynteza EPS Sinorhizobium meliloti

Na genom S. meliloti sktadajg sie¢ trzy odr¢bne replikony: chromosom oraz dwa
megaplazmidy. Geny zaangazowane w synteze bursztynyloglikanu zlokalizowano na
chromosomie oraz na jednym z megaplazmidéw [Reuber i Walker., 1993, Finan
1 wsp., 2001]. Wsrod gendéw chromosomalnych wymieni¢ mozna exoC, exoR, exos,
exoD i mucR. Obecno$¢ kolejnych 28 gendw 0znaczonych, jako exo i exs stwierdzono
na plazmidzie symbiotycznym pSymB [Glucksmann i wsp., 1993, Becker i wsp.,
1993a].
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Synteza EPS | odbywa si¢ na lipidowym nosniku, ktorym jest fosforan Css
izoprenylu zakotwiczony w btonie wewnetrznej. Proces zaczyna si¢ od syntezy

UDP-Gal.
Poczatkowym etapem jest przeniesienie UDP-Gal na nosénik lipidowy przy udziale

o$miocukrowych podjednostek z ich prekursorow: UDP-GIlc i
bialek ExoY i1 ExoF. Nastgpnie przy udziale glukozylotransferaz do rosnacej
podjednostki przytaczane sa kolejne reszty glukozy. Za pomoca bialek ExoZ, ExoV
1 ExoH nastgpuje modyfikacja podjednostki przez przylaczenie kolejno reszty
acetylowej, pirogronianowej i bursztynianowej. Nastepnym etapem jest eksport
podjednostek EPS 1 i ich polimeryzacja do dojrzatej czasteczki EPS. W procesie
uczestniczg miedzy innymi biatka zakotwiczone w blonie cytoplazmatycznej (ExoP,
ExoQ i ExoT) [Buendia i wsp., 1991, Becker i wsp., 1993b, Reed i wps., 1991, Reuber
1 Walker, 1993]. Dotychczas nie zidentyfikowano genu odpowiedzialnego za synteze
enzymu biorgcego udziat w przylaczeniu terminalnej glukozy. Szczegoty procesu

przedstawione zostaty na rycinie 27.
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Ryc. 27. Szlak biosyntezy bursztynyloglikanu S. meliloti [Na podstawie: Skorupska i wsp.,

2011].
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Drugi typ egzopolisacharydu produkowany jest przez S. meliloti
w warunkach stresu fosforanowego. W synteze galaktoglukanu zaangazowane sg geny
exp zlokalizowane na pSymB oraz na chromosomie. Pomimo iz szlak biosyntezy
galaktoglukanu nie zostal dokladnie zbadany, na zasadzie homologii okreslono
przypuszczalne funkcje biatek. Cztery biatka Exp sa zaangazowane w tworzenie
dTDP-ramnozy. Prekursorem jest w tym przypadku dTDP-glukoza. W kolejnych
etapach biorg udziat glukozylotransferazy tworzace wigzania a- i B-glikozydowe
w nowopowstajacym tancuchu. W eksport EPS II moze by¢ zaangazowane biatko
ExpEl wykazujace homologie do sekrecyjnego biatka NodO Rhizobium
leguminosarum. Z kolei biatka ExpD1 (ABC transporter) i ExpD2 (nalezace do grupy
biatek btonowych typu MFP - membrane fusion protein) sg niezb¢dne do sekrecji
biatka ExpEl wykazujg homologi¢ do bialek sekrecyjnych PrtD i PrtE Erwinia
chrysanthemi [Becker i wsp., 1997, Reuber i Walker, 1993].

1.3.4.2.2 Biosynteza EPS Rhizobium leguminosarum

R. leguminosarum jest gatunkiem, w ktorym wyodrgbniono dwa biowary —
viciae i trifolii rozniace si¢ zakresem gospodarza. Na genom R. leguminosarum biowar
viciae 3841 sktadaja si¢ kolisty chromosom oraz 6 plazmidéw o wielkosci od ok. 147
do 870 kb. Genom Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA 1 to pi¢¢ replikonéw
tj. chromosom i cztery megaplazmidy o wielkosciach od ok. 497- 798 kb [Skorupska
I wsp., 2008]. W syntezg egzopolisacharydu R. leguminosarum zaangazowane sg geny
chromosomalne. Wigkszo$¢ z nich zlokalizowana jest w obrebie klastra Pss-1. Jak
dotad scharakteryzowano dwa geny odpowiedzialne za syntez¢ cukrowych
prekursorow: exoB i exo5. Gen exoB koduje 4-epimerazg-UDP-glukozy
odpowiedzialng za synteze UDP-galaktozy. Gen exo5 koduje dehydrogenaze UDP-
glukozy odpowiedzialng za przeksztatcenie UDP-glukozy w kwas UDP-glukuronowy
[Jumas-Bilak i wsp., 1998, Krél i wsp., 2005, Sanchez-Andujar i wsp., 1997]. Gen
pssA koduje bialko uczestniczace w pierwszym etapie syntezy oSmiocukrowe;j
podjednostki. Biatko to posiada aktywnos$¢ glukozylotransferazy i przenosi glukoz¢ na
lipidowy nos$nik. Gen pssA jest bardzo konserwatywny, wykryto go u obu biowaréw
R. leguminosarum a takze u R. etli i R. gallicum. Mutacje w tym genie powoduja
catkowite zahamowanie produkcji EPS [Janczarek 1 wsp., 2009]. W regionie Pss-I

znajduja si¢ rowniez geny odpowiedzialne za kolejne etapy syntezy
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egzopolisacharydu. Region ten obejmuje obszar o wielkosci 35 kpz
I zawiera ponad 20 gendéw. Jest on réwniez jednym z najbardziej konserwatywnych
fragmentow zsekwencjonowanych u R. leguminosarum. Przytaczenie drugiej reszty
cukrowej do nowotworzonej podjednostki EPS jest katalizowane przez
glukuronozylo-p-1,4-glukozylotransferaze, enzym kodowany przez region
pssD/pssE. Mutacje w tych genach powoduja zahamowanie syntezy
egzopolisacharydu, co wplywa kolejno na zahamowanie symbiotycznych zdolnosci
mikrosymbionta. W trzeci etap syntezy EPS zaangazowana jest glukuronozylo-p-1,4-
glukuronozylotransferaza kodowana przez gen pssC. Enzymy bioragce udziat
w kolejnych etapach syntezy nie zostaly jeszcze scharakteryzowane, mimo to istnieje
przypuszczenie, ze niektore z genow zlokalizowanych w klastrze Pss-1 koduja
glukozylotransferazy, ktére sg w ten proces wigczone. Za przylaczanie podstawnikow
niecukrowych sg prawdopodobnie odpowiedzialne produkty genéw pssR i pssM.
Polimeryzacja 1 eksport egzopolisacharydu na zewnatrz komorki sa
przeprowadzane przez system sekrecji sktadajacy si¢ z 3 biatek kodowanych przez
geny pssT, pssN i pssP. Biatko PssP wykazuje podobienistwo do biatka ExoP
S. meliloti. PssT to biatko zakotwiczone w blonie wewngtrznej, o strukturze zblizonej
do biatek nalezacych do szlaku Wzy. Natomiast PssN to lipoproteina zwigzana z btong
zewngtrzng [Ivashina 1 wsp., 1994,. Krdl 1 wsp., 2007]. Szczegodty szlaku syntezy

egzopolisacharydu R. leguminosarum przedstawione zostaly na rycinie 28.
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Ryc. 28. Szlak biosyntezy egzopolisacharydu R. leguminosarum [Na podstawie Skorupska
i wsp., 2011].

1.3.4.2.3 Regulacja biosyntezy egzopolisacharydu

1.3.4.2.3.1 Regulacja biosyntezy u S. meliloti

Biosynteza egzopolisacharydu jest procesem podlegajacym Scistej regulacji
zarObwno na poziomie transkrypcyjnym jak i posttranskrypcyjnym. Mechanizmy
regulacji zostaly najlepiej poznane u S. meliloti i u R. leguminosarum. Na sktad
1 1los¢ produkowanego egzopolisacharydu majg wplyw takze warunki hodowli takie
jak zrédto wegla 1 wiek hodowli [Breedveld i wsp., 1993, Quelas J.I. i wsp., 2006].
Jednym z wazniejszych czynnikow stymulujacych produkcje EPS sa warunki
srodowiskowe takie jak osmolarno$¢ srodowiska, dostepnos¢ zwigzkow siarki, azotu
1 fosforu czy tez obecnos¢ flawonoidow [Leigh 1 Walker, 1994].

Geny regulatorowe syntezy EPS | i EPS I1 S. meliloti zlokalizowane zostaty na
dwoch replikonach. Na chromosomie wyrdzniono 7 gendéw tj. mucR, exoR, exoS,
exoD, expR, syrM i phoB. Natomiast wsréd gendow zlokalizowanych na plazmidzie
pSymB wyrdzniono trzy geny: exsB, exoX i wggR. Wigkszos$¢ biatek kodowanych
przez te geny petni funkcje represorow. Do represorow syntezy EPS 1 zaliczono

produkty genow exoR, exoS, exoX i exsB. Natomiast produkt genu mucR jest
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represorem syntezy EPS II. Biatka SyrM i PhoB sg sktadnikami regulacji pozytywnej
w produkcji EPS I'1 EPS II. Biatko MucR zdaje si¢ dodatkowo petni¢ rol¢ nadrzedne;j
czastki regulatorowej obu szlakéw syntezy EPS [Becker 1 wsp., 1995, Keller 1 wsp.,
1995, Bahlawane 1 wsp., 2008, Riiberg i wsp., 1999].

1.3.4.2.4 Regulacja biosyntezy bursztynyloglikanu (EPS I)

Ograniczone zrddla siarki 1 azotu badz tez wysokie stezenie fosforu oraz stres
osmotyczny stanowg czynniki stymulujgce produkcje EPS I. Z drugiej strony glod
fosforanowy jest induktorem produkcji EPS II. Poziom fosforu w podlozu jest
czynnikiem warunkujacym, ktory z egzopolisacharydéw jest produkowany. Ci$nienie
osmotyczne wpltywa na stopien polimeryzacji EPS. Niskie ci$nienie osmotyczne
skutkuje produkcja LMW EPS I podczas gdy synteza frakcji HMW jest stymulowana
przez wzrost cisnienia osmotycznego [Mendrygal 1 Gonzélez, 2000].

Synteza bursztynyloglikanu (EPS I) jest zwigkszana podczas glodu azotowego.
Proces ten regulowany jest poprzez dziatanie systemu exoR i exoS.
Dwa chromosomalne geny exoR i exoS petnig role negatywnych regulatorow syntezy
bursztynyloglikanu. Wykazano ze mutacje w tych genach powoduja nadprodukcje
bursztynylogikanu. ExoR i ExoS reguluja poziom ekspresji gendw exoA, exoP, exoY
I exoQ-phoA. Mutant exoR wytwarza brodawki nieefektywne, natomiast u mutanta
exoS nie stwierdzono zahamowania procesu symbiozy. Biatko ExoS strukturalnie jest
bardzo zblizone do biatka ChvG Agrobacterium tumefaciens petnigcego funkcje
sensora w systemach regulatorowych. ExoS jest homodimerem zlokalizowanym
w blonie wewngtrznej, ktdorego domena sensorowa skierowana ku peryplazmie
odpowiedzialna jest za rozpoznawanie sygnatow ptynacych ze $srodowiska. Wraz
z biatkiem Chvl tworzy dwusktadnikowy system regulacji syntezy EPS I [Reed i wsp.,
1991, Ozga i wsp., 1994, Cheng i Walker 1998].

Gen exsB jest kolejnym negatywnym regulatorem biosyntezy EPS 1.
Zlokalizowany zostal na megaplazmidzie pSymB w regionie genéw exo. Mutanty
defektywne w produkcji biatka ExsB produkuja trzykrotnie wigksza ilos¢
bursztynyloglikanu w porownaniu do szczepu dzikiego. Wysoka liczba kopii tego
genu powoduje zmniejszenie produkcji EPS o 80% [Becker i wsp., 1995].

Kolejnym genem nalezacym do systemu negatywnej regulacji jest exoX. Gen

zlokalizowany jest na megaplazmidzie w klastrze exo/exs. ExoX jest matym biatkiem
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btonowym wykazujacym duze podobienstwo do wczesniej scharakteryzowanego
biatka PsiA wyst¢pujacego u R. leguminosarum bv. phaseoli oraz u Rhizobium sp.
NGR 234. U mutanta obserwuje si¢ 3-krotne zwigkszenie produkcji EPS I, natomiast
w przypadku zwigkszonej liczby kopii genu stwierdzono zahamowanie produkcji
polimeru [Reed i Walker, 1991, Zhan i Leigh, 1990].

SyrM to gen zaangazowany w szlaki produkcji EPS oraz produkcj¢ czynnikow
Nod. Biatko SyrM wykazuje podobienstwo do biatek NodD 1 razem
z nimi nalezy do rodziny LysR bedacych aktywatorami transkrypcji. SyrM aktywuje
transkrypcje genoéw nodD3 i syrA. W przypadku niedoboréw azotu SyrM wraz
z NtrC pehig funkcje pozytywnych regulatoréw produkcji bursztynyloglikanu.
Mutacje w tych dwoch genach skutkuja zmniejszeniem produkcji EPS 1. SyrM
posrednio, poprze indukcje ekspresji SyrA, powoduje zwiekszenie transkrypcji genow
exoF i exoP. Dodatkowo jest induktorem transkrypcji genu exoP. Biatko to jest
rowniez zaangazowane w determinacje dtugosci powstajacego polimeru cukrowego.

Kolejnym genem zaangazowanym w proces biosyntezy EPS I jest exoD. Jego
doktadna rola nie zostala poznana, wiadomo jednak, ze mutanty exoD produkuja
zmniejszone ilosci EPS I, co wskazuje na to, ze pelni on funkcje regulatora
pozytywnego. Wykazano takze, ze mutanty s3 wrazliwe na warunki alkaliczne
srodowiska [Reed i Walker, 1991].

Gen exoK ma szczegdlne znaczenie wsrodd wszystkich genow zlokalizowanych
w regionie exo/exs. Jego poziom ekspresji jest regulowany dzialaniem, co najmnie;j
3 innych bialek regulatorowych tj. MucR, SyrM i1 ExsD. Wskazuje to na jego istotng
role w procesie biosyntezy bursztynyloglikanu [Janczarek, 2011]. Wsrod biatek
regulatorowych S. meliloti MucR wydaje si¢ odgrywac kluczowa role w pozytywnej
regulacji syntezy EPS 1. Mutacje w regionie genu skutkuja wysokim poziomem
produkcji EPS 1I, ale roéwniez znaczacym spadkiem syntezy frakcji LMW EPS 1.
Biatko to posiada motyw palca cynkowego typu C2H2 1 wptywa na transkrypcje genow
exoH, exoX i exoY poprzez wigzanie si¢ do sekwencji palindromowej znajdujacej sie
w regionie promotorowym tych genéw. MucR jest rowniez autorepresorem — reguluje
poziom wiasnej ekspresji [Keller i wsp., 1995, Bertram-Drogatz i wsp., 1997, 1998].

Ostatnio  zostat scharakteryzowany nowy, dwuskladnikowy system
regulacyjny. Biatka EmmA, EmmB i EmmC be¢dace jego skladnikami wydajg si¢
odgrywa¢ kluczowg role w adaptacji i przezywalnosci S. meliloti w zmiennym

srodowisku. EmmA wydzielane jest do podloza, EmmB to bialko sensorowe,
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natomiast EmmC to efektor. Geny emmABC odpowiadaja za produkcje EPS 1,
ruchliwos¢ bakterii oraz adaptacje do warunkow stresowych. Stwierdzono, ze mutacje
w tych genach powodujg defekty ruchliwosci, zwigkszong synteze bursztynyloglikanu
oraz zmniegjszenie tolerancji na stres, co w konsekwencji powoduje utrate zdolnosci

symbiotycznych bakterii [Morris i Gonzalez, 2009].

1.3.4.2.5 Regulacja biosyntezy galaktoglikanu (EPS I1)

Oprodcz azotu, fosfor jest kolejnym limitujgcym czynnikiem srodowiska, ktory
odgrywa istotng rolg w regulacji syntezy EPS u S. meliloti. Synteza EPS 1 jest
indukowana w obecnosci wysokiego stezenia fosforanéw (ponad 10mM), za$ niski
poziom fosforu stymuluje wytwarzanie EPS II. Produkcja EPS II jest rowniez
obserwowana w przypadku wystgpienia mutacji w genach regulatorowych expR lub
mucR [Djordjevic i wsp., 1987].

W przypadku S. meliloti ilos¢ zwigzkow fosforu w podtozu jest czynnikiem
regulujacym ekspresj¢ wielu gendw zaangazowanych w syntez¢ EPS II. Wptywa ono
na dzialanie dwusktadnikowego systemu regulacji tworzonego przez biatka PhoB
1 PhoR. Biatko PhoB jest pozytywnym regulatorem wplywajacym na ekspresj¢ genow
nalezacych do regulonu Pho. Fosforylacja PhoB aktywuje transkrypcje kolejnych
gendw odpowiadajacych za regulacje biosyntezy EPS II. Wérod gendw nalezacych do
regulonu Pho mozna wyrdézni¢ geny: wgaA, wggR, wgdA i wgeA. Ich doktadna rola
nie zostala jeszcze poznana wiadomo jednak ze sa one zaangazowane w synteze
galaktoglukanu 1 poziom ekspresji tych genow jest znaczaco podwyzszony
w komorkach narazonych na niedobory fosforu [Becker i wsp., 1997, Bahlawane
i wsp., 2008, Riiberg i wsp., 1999, Summers i wsp., 1999]. Synteza EPS jest rowniez
regulowana przez dwa inne biatka: WggR (ExpG) 1 MucR. WggR jest pozytywnym
regulatorem syntezy EPS II, ktérego gen zlokalizowany jest na megaplazmidzie
pSymB. Bialko WggR nalezy do rodziny bialek MarR begdacych regulatorami
transkrypcyjnymi zawierajagcymi motyw helisa-skret-helisa. Jako induktor genow
wgaA, wggR/wgdA i wgeA przylagcza sie¢ w obrebie palindromowej sekwencji
regulatorowej 1 aktywuje ich ekspresje. W przypadku mutantéw z delecjg w genie
wggR obserwowany jest znaczacy spadek syntezy EPS II [Krol i Becker, 2004, Yuan,
2006, Quester i Becker, 2004]. Biatko MucR jest represorem biosyntezy EPS IL
Mutacje w genie mucR skutkujg wyzszym poziomem produkcji EPS II, podczas gdy
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EPS I produkowany jest w bardzo matych ilosciach. Strukturalnie MucR jest bardzo
podobny do biatka RosR bedacego negatywnym regulatorem gendéw Vir, niezbednych
do produkcji burszytnyloglikanu u A. tumefaciens. MucR podobnie jak RosR zawiera
motyw palca cynkowego typu C2H>. MucR jako represor podczas transkrypcji taczy
si¢ z powtorzonym motywem Ros-box zlokalizowanym powyzej genow exoH, exoX i

exoY hamujac ich ekspresje [Djordjevic i wsp., 1987, Skorupska i wsp., 2006].

1.3.4.2.6 Regulacja biosyntezy u R. leguminosarum

Regulacja biosyntezy egzopolisacharydu R. leguminosarum nie zostata tak
dobrze poznana jak u S. meliloti. Poznano jednak kilka genéw zaangazowanych w ten
proces. Dwa geny regulatorowe tj. psr (ang. polysaccharide restoration) i psi
(ang. polysaccharide inhibition) zostaty zlokalizowane na pSym w poblizu regionu
nod-nif. Produkt genu psiA jest inhibitorem syntezy egzopolisacharydu natomiast prsA
koduje regulator transkrypcyjny nalezacy do bialek zawierajacych motyw helisa-skret-
helisa. Stwierdzono, ze mutant psiA nie jest zdolny do tworzenia efektywnych
brodawek. Dodatkowe kopie genu powodujg utratg¢ zdolnosci symbiotycznych oraz
hamujg produkcje EPS u R. leguminosarum bv. phaseoli i bv. viciae. Inhibitorowy
wpltyw dodatkowych kopii pSiA moze by¢ zniesiony w przypadku obecno$ci
dodatkowych kopii genow psrA i pssA kodujacych galaktozylo-IP-transferazg
[Borthakur i Johnston, 1987, Latchford i wsp., 1991, Mimmack i wsp., 1994].

PsiA to biatko btonowe o wielkosci 10 kDa wykazujace znaczne podobienstwo
do ExoX S. meliloti. Oba to mate hydrofobowe biatka zlokalizowane sa po
wewnetrznej stronie membrany. Sugeruje si¢, ze biatka PsiA/ExoX funkcjonuja, jako
represory genow pssA/exoY. Inny z proponowanych modeli zaktada, ze biatka
PsiA/ExoX 1 PssA/ExoY tworzg kompleks regulatorowy, ktory w momencie
polaczenia  hamuje  proces  biosyntezy  egzopolisacharydu  [Mimmack
I wsp., 1994].

Bialtko PsrA nalezy do rodziny regulatoréw transkrypcyjnych zawierajacych
motyw 1aczacy si¢ z DNA (helisa-skret-helisa). Mutant psrA produkuje normalne
ilosci EPS i indukuje tworzenie efektywnych brodawek. Natomiast szczepy
zawierajace dodatkowe kopie genu produkuja brodawki nieefektywne [Borthakur
I Johnston, 1987].
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Kolejng grupa gendéw zaangazowanych w regulacje biosyntezy
u R. leguminosarum sg geny zlokalizowane na chromosomie. Zaliczamy do nich geny
exoR, pssB, rosR i expR kodujace inhibitory transkrypcji.

RosR to bardzo konserwatywny gen, wystepujacy u wszystkich biowarow
R. leguminosarum a takze u R. etli i R. galici. Wykazuje znaczne podobienstwo do
genu mucR S. meliloti i do rosR wystepujacego u A. tumefaciens. Koduje regulator
transkrypcyjny nalezacy do rodziny bialek Ros/MucR zawierajacy motyw palca
cynkowego. Biatko RosR uczestniczy w regulacji wielu zréznicowanych genow
w tym gendéw zaangazowanych w synteze i modyfikacje powierzchniowych
polisacharydoéw (exoB, prsD, pssK i plyA). Mutant rosR formuje zmienione, wypukte
kolonie, co wynika z hydrofobowos$ci powierzchni komoérki bakteryjnej [Bittinger
i wsp., 1997, Mimmack i wsp., 1994, Borthakur i Johnston, 1987, Reeve i wsp., 1997,
Janczarek i wsp., 1999].

Obecnos¢ genu pssB stwierdzono u R. leguminosarum bv. viciae oraz u bv.
trifolii. Mutanty produkujg zwickszone ilosci EPS i indukujag powstawanie
nieefektywnych brodawek. Dodatkowe kopie genu redukujg poziom produkeji EPS.
Biatko PssB jest homologiczne do biatek nalezacych do rodziny IMPaz (inozytolo -
monofosfataz) obecnych u wielu prokariotow i eukariotow. Rola IMPazy jest niejasna,
ale sugeruje si¢, ze moze by¢ istotna w przezywalnos$ci i konkurencyjnosci bakterii

w ryzosferze [Janczarek i Skorupska, 2007].

1.3.4.3 Rola EPS w symbiozie

Produkcja duzych ilosci egzopolisacharydu jest jedng z charakterystycznych
cech bakterii symbiotycznych. Jedng z najwazniejszych funkcji egzopolisacharydow
jest ochrona bakterii przed stresem srodowiskowych. Egzopolisacharydy uczestniczg
w poczatkowych etapach zawigzywania symbiozy tlumigc reakcje obronne roslin.
Pomagaja w uwalnianiu bakterii z nici infekcyjnej oraz umozliwiaja rozwdj
bakteroidow. EPS moze wzmacnia¢ wigzanie bakterii do rosngcej nici infekcyjnej, co
jest kluczowe w poczatkowych etapach symbiozy. Wyniki badan wskazuja na to, ze
LMW EPS moze pehli¢ rolg czasteczki sygnalnej podczas procesu inwazji roslin.
Rosliny  wyksztatcity  wiele  zréznicowanych — mechanizméw  obronnych
zapobiegajacych wniknigciu patogenu. Mechanizmy te podzielono na dwie gtéwne

grupy. Pierwsza to lokalne odpowiedzi, do ktorych zaliczamy reakcje nadwrazliwosci
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(ang. hypersensitive response - HR). W trakcie kontaktu z patogenem nastepuje wzrost
ilosci aktywnych form tlenu (ang. Active Oxygen Species — AOS) i wybuch tlenowy.
Reakcje te prowadza do $mierci komorek roslinnych bezposrednio sgsiadujacych
z bakteriami. Hamuje to dalsze rozprzestrzenianie si¢ patogenu. Reakcje lokalne moga
tez polegac na dziataniu metabolitow wtornych np. fitoaleksyny oraz biatek obronnych
[Crespi 1 Galvez, 2000, Maassen 1 Hennig, 2001, Jakubowska i Kowalczyk, 1998].
Drugim sposobem obrony sg reakcje systemowe. W $rod nich wymieni¢ mozna
systemowg odporno$¢ nabyta (ang. Systematic acquired resistance — SAR) oraz
systemowg odporno$¢ indukowang (ang. induced systemic resistance — ISR).
Mechanizmy nabyte sg nastepstwem dziatania aktywnych form tlenu. W ten sposéb
wzmocnione zostaje dzialanie systemu obronnego w niezainfekowanych czgéciach
ro$liny. System immunologiczny ro$lin oparty jest na dzialaniu tzw. biatek
zwigzanych z patogeneza (ang. Pathogens related proteins), ktorych induktorem jest
kwas salicylowy. Systemiczna odporno$¢ indukowana jest rdéwniez uzalezniona od
obecnosci pochodzacego od patogenu bodzca — elicytora. Czgsteczkami sygnalnymi
sg kwas jasmonowy i etylen. W wyniku tej reakcji nastepuje akumulacja fenoli, wzrost
ilosci flawonoidow oraz synteza licznych bialek zwigzanych z patogeneza.
W przypadku rozpoznania przez rosling mikrosymbionta nastepuje tzw. pasywne
omini¢cie, czyli zahamowanie mechanizmow obronnych. [Crespi 1 Gélvez, 2000
Schultze i Kondorosi, 1998, Wielbo i Skorupska, 2003].

Mutanty S. meliloti nieprodukujace EPS powodujg powstawanie
niezainfekowanych pseudobrodawek na korzeniach i indukuja odpowiedz obronng
u Medicago sativa. Zaobserwowano histochemiczne zmiany w $cianie komorkowej
pseudobrodawek tj. zwigkszenie grubosci 1 inkrustacje komorek korowych
pseudobrodawek. Ponadto $ciany komorkowe zawieraty kaloze - polisacharyd
ro§linny nalezacy do [-glukanoéw, wydzielany w miejscach zranienia roS$lin.
Dodatkowo w pseudobrodawkach pojawiala si¢ zwigkszona ilo§¢ zwigzkow
fenolowych. Dodanie niewielkiej ilosci LMW EPS I umozliwialo wniknigcie
mutantow S. meliloti do gospodarza roslinnego. Wskazuje to na istotng rolg
egzopolisacharydu w thumieniu dziatania systemu obronnego roslin [Cheng i Walker,
1998, van Workum i wsp., 1998, Dazzo i wsp., 1984, Smit i wsp, 1992].

W przypadku symbiozy pomiedzy koniczyng a R. leguminosarum bv. trifolii
u mutantow niezdolnych do syntezy EPS rdéwniez stwierdzono tworzenie

pseudobrodawek. Ryzobia nieprodukujace EPS indukowatly powstawanie pustych
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brodawek, martwic¢ komorek roslinnych oraz zgrubienia tkanek roslinnych, co
wskazywato na wystepowanie reakcji obronnych u gospodarza roslinnego.
W przypadku mutantow exo” produkujacych niewielkie ilosci egzopolisacharydu
reakcja obronna rosliny nie byta tak mocna i obserwowano nawet uwalnianie bakterii
z nici infekcyjnych. Nie znajdowano jednak bakteroidow zdolnych do wigzania azotu.
Wskazuje to na rol¢ EPS w maskowaniu bakteryjnych antygendéw podczas zakazania
brodawek. W przypadku symbiozy Bradyrhizobium z sojg mutanty exoB produkuja
strukturalnie zmieniony EPS indukujac powstawanie brodawek ze zwickszong iloscia
fitoaleksyny, kumulujacej si¢ rowniez podczas infekcji soi przez zjadliwy szczep —
Phytophthora megasperme. W przypadku symbiozy Azorhizobium caulinodans
z Sesbania rostrata mutanty defektywne w produkcje EPS sg blokowane przez rosling
na wczesnych etapach infekcji. Wnioskuje sie¢, ze EPS jest niezb¢dny w poczatkach
infekcji jako bariera dyfuzyjna w ochronie bakterii przed toksycznym dziataniem

H202 produkowanym przez roslinnego gospodarza [van Rhijn i wsp., 2001].

1.3.4.4 Mechanizmy opornosci bakterii na metale ciezkie

Bakterie sg organizmami stale narazonymi na niekorzystne zmiany
srodowiskowe. Jednym z zagrozen spowodowanym wzrostem industrializacji jest
toksyczno$¢ metali cigzkich, ktorych ilo§¢ w srodowisku stale ro$nie. Metale cigzkie
stanowig jeden z najwazniejszych czynnikow ograniczajacych wzrost, aktywnos¢ oraz
roznorodno$¢ gatunkowa zardwno mikroorganizmow jak 1 roslin. Jednoczesnie
bakterie odgrywaja istotng role w cyklach biogeochemicznych metali. Bakterie
rozwingty r6zne mechanizmy opornosci na metale ciezkie. Drobnoustroje moga
zwigksza¢ rozpuszczalno$¢, zmienia¢ stopien utlenienia oraz forme¢ jondéw metali
poprzez produkcje organicznych ligandow, wydzielanie metabolitéw oraz sideroforow
zdolnych do wigzania metali, desorpcj¢ na drodze wymiany z innymi zwigzkami czy
tez sorpcje na egzopolisacharydach (Ryc. 29). Mechanizmy te pozwalaja nie tylko
zwigkszy¢ zdolno$ci adaptacyjne bakterii, ale umozliwiaja wykorzystanie
mikroorganizmow do procesow bioremediacji. Z tego wzgledu rola ryzosfery
1 procesy w niej zachodzace zdajg si¢ by¢ niezwykle istotne [Clemens S. 2001, Stomka

A.1wsp., 2011].
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Mechanizmy opornosci bakterii na jony
metali cigzkich

Blokowanie Detoksyfikacja |
| wnikania jonow do jonow w |
cytoplazmy cytoplazmie

I
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Ryc. 29. Mechanizmy opornosci bakterii na toksyczne dzialanie jonow metali cigzkich [Na
podstawie Olenska i Matek, 2013].

Do mechanizmdéw opornosci bakterii na metale cigzkie zaliczamy:
1. Modyfikacje oston komorkowych uniemozliwiajgce wnikanie jonow metali do
cytoplazmy,
Usuwanie toksycznych jonéw metali na zewnatrz komorki,
Enzymatyczna detoksykacj¢ jondw metali,

Pozakomorkowe wigzanie jonéw metali przez metabolity bakterii,

o ~ w0 N

Wewnatrzkomorkowe wigzanie jonow metali [Mathema i wsp, 2011, Olenska
i Matek, 2013].

Dzialanie pierwszego mechanizmu polega na zwigzaniu jonow metali
z elementami strukturalnymi $cian komorkowych i otoczek bakteryjnych. W tego typu
oddziatywaniach biorg udziat sktadniki bton komoérkowych bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych. Jest to system  niespecyficzny  substratowo
1 ograniczony ze wzgledu na szybko§¢ wysycenia grup funkcyjnych zwigzkow
chemicznych wchodzacych w sktad struktur powierzchniowych. Jony metali moga
by¢ wigzane zardwno poprzez oddziatywania z otoczkg polisacharydowg jak roéwniez
w przestrzeni peryplazmatycznej [Bruins i wsp, 2000, Mergeay, 1991].

Drugi mechanizm ochrony przed toksycznymi metalami jest oparty na transporcie
jonow poza komorke bakteryjng przy uzyciu specyficznych pomp biatkowych. Jest to
system kosztowny energetycznie mimo to szeroko rozpowszechniony. Wsrod
mikroorganizmow wyrozniono siedem typow pomp odpowiedzialnych za usuwanie

jonow metali cigzkich na zewnatrz komorki. Dwie pierwsze pompy naleza do ATP-az
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i sag to ATP-aza ABC oraz ATP-aza typu P. Kolejne trzy typy pomp to
chemoosmotyczne antyportery jon/H*. Zaliczamy do nich nadrodzine bialek MFS,
rodzing biatek CzcCBA oraz rodzing biatek CDF. Pozostate dwie rodziny - czyli
system transportu chromu ChrA i transporter ArsB dla arsenu (III) i antymonu (II) sa
wysoce specyficzne [Silver i Phung, 1996, Pao i wsp, 1998, Legatzki i wsp., 2003,
Nies, 2003].

Trzeci mechanizm jest oparty na inaktywacji poprzez enzymatyczng transformacje
toksycznych jonow w posta¢ mniej toksyczna, nieprzyswajalng badz lotna.
Przykladem tego typu procesu jest system opornosci na rt¢¢ (II) warunkowany przez
operon mer wystepujacy u bakterii Gram-dodatnich tj. np. S. aureus, Bacillus sp. oraz
u Gram-ujemnych jak np. E. coli, Pseudomonas aeruginosa i Serratia marcescens.
Jego dziatanie opiera si¢ na przeksztatceniu toksycznej formy Hg?* w forme mniej
toksyczng Hg przy udziale reduktazy rteciowej Hg?*. Tak zredukowany pierwiastek
jest usuwany poza komorke [Valls i de Lorenzo, 2002].

Czwarty mechanizm polega na pozakomoérkowym wigzaniu jonéw metali przez
metabolity takie jak np. siderofory, lipopolisacharydy czy tez egzopolisacharydy.
Powierzchniowe wigzanie metali jest uzaleznione gléwnie od sktadu chemicznego
oston, a w szczegolnosci od rodzaju i liczebnosci dostgpnych ligandoéw, ich
rozmieszczenia przestrzennego a takze powinowactwa do metali. Anionowy charakter
struktur powierzchniowych sprzyja adsorpcji jonowymiennej, przycigganiu
elektrostatycznemu oraz reakcjom chemicznym.

Ostatni, pigty mechanizm jest zwigzany z cytoplazmatycznym chelatowaniem
metali przy udziale peptydéw niskoczasteczkowych takich jak na przyktad
metaloproteiny. Dzigki zwigzaniu jonOw staja si¢ one mniej reaktywne, a W
konsekwencji mniej szkodliwe dla komorek. Tego typu mechanizm wykryto np. u

Synechococcus sp. [Ji G. i Silver, 1995].

1.3.45 Wiasciwosci sorpcyjne egzopolisacharydu

Egzopolisacharydy bakteryjne to najczesciej wielkoczasteczkowe heteropolimery
o yjemnym ladunku elektrycznym. Sg to czgsteczki polianionowe ze wzgledu na
wystepowanie w ich strukturze licznych czastek kwaséw uronowych oraz reszt
pirogronian czy bursztynianu. Dodatkowo anionowy charakter EPS moze by¢

zwigkszony przez obecnos¢ nieorganicznych podstawnikow tj. siarczany i fosforany.
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Ladunek egzopolisacharydu ma znaczacy wpltyw na jego wlasciwosci sorpcyjne.
Przytaczanie jonéw metali cigzkich oraz innych jonow przebiega najczesciej na drodze
interakcji elektrostatycznej z anionowymi grupami [Sutherland, 2001].

Ze wzgledu na swoje wilasciwosci sorpcyjne bakteryjne egzopolisacharydy sa
coraz czg¢sciej wykorzystywane w celach bioremediacji zanieczyszczonych srodowisk.
W ten sposob neutralizowane s3 zar6wno metale cigzkie jak i1 inne substancje
toksyczne.

Przyktadem mikroorganizmu zdolnego do redukcji chromu jest Ochrobactrum
intermedium SDCr-5. Szczep ten jest zdolny rosng¢ w $rodowisku zawierajagcym
wysokie stezenia jonéw metali ciezkich tj. chrom, miedz, kobalt, mangan czy tez
nikiel. Badania wykazaty, ze szczep ten redukuje jony Cr® do mniej toksycznych
jonow Cr®" [Sultan i Hasnain, 2007].

Wiasciwoscei sorpcyjne egzopolisacharydu O. anthropi umozliwiaja wzrost
tych bakterii na podtozach zawierajacych wysokie stezenia jonéw chromu, kadmu
1 miedzi. Potencjat sorpcyjny EPS jest $ci§le uzalezniony od odczynu $rodowiska,
w ktéorym nastepuje wzrost bakterii. Wykazano, ze w przypadku Cr®" sorpcja
zachodzita najintensywniej w pH 2 i wynosita 16 mg/l. W przypadku Cd?*w pH 8 (30
mg/l) a w przypadku Cu®* w pH 3 (125 mg/l) [Ozdemir i wsp., 2003].

Podobne wtasciwosci wykazano u Ochrobactrum lupini DG-S-01. W tym
przypadku szczep okazal si¢ zdolny do biodegradacji insektycydu B-cypermetryny
i produktu jego rozpadu kwasu 3-fenoksybenzoesowego. Insektycyd jest zaliczany do
zwigzkdéw o wlasciwosciach neurotoksycznych. Zwigzek ten jest rOwniez uwazany za
potencjalny karcynogen oraz za silny alergen [Chen i wsp., 2011]. Z tego tez wzgledu

jego usuwanie ze srodowiska jest tak wazne.
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Celem pracy bylo mozliwie pelne scharakteryzowanie kolejno: tancuchow

O-swoistych LPS, glukanéw oraz opisanie egzopolisacharydow (gtownie pod

wzgledem ich zdolno$ci sorpcyjnych w stosunku do metali cigzkich) syntetyzowanych

przez bakterie symbiotycznie wigzace azot atmosferyczny i nalezacych do gatunkow

Ochrobactrum cytisi i Ochrobactrum lupini.

Do badan wybrano dwa szczepy: ESC17 oraz LUP21", ktére sa okreslane mianem

szczepow typowych odpowiednio dla gatunku Ochrobactrum cytisi i Ochrobactrum

lupini

Szczegodlowe cele pracy obejmuja:

1.

Ustalenie struktury chemicznej tancuchow O-specyficznych
lipopolisacharydéw izolowanych z O. lupini LUP21Ti O. cytisi ESC1T.
Ustalenie struktury chemicznej peryplazmatycznych glukanow O. lupini
LUP217 i O. cytisi ESC1T

Analizy chemiczne i fizykochemiczne egzopolisacharydow O. lupini LUP217
i O. cytisi ESC17

Badanie zdolnos$ci sorpcji jonéw metali ciezkich (olowiu oraz kadmu) przez

egzopolisacharyd O. lupini LUP21T.
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111.1 MATERIALY
111.1.1 Szczepy bakteryjne

Badania prowadzone byly na szczepach Ochrobactrum cytisi ESC1T
i Ochrobactrum lupini LUP21" pochodzacych z Kolekcji Zaktadu Mikrobiologii
Uniwersytetu w Salamance (Hiszpania), ktore otrzymano dzigki uprzejmosci prof.
Marii Encarny Velazquez Pérez. Szczep Ochrobactrum lupini LUP21T zostat
wyizolowany i opisany po raz pierwszy przez Trujillo i wsp. [2005]. Natomiast szczep
Ochrobactrum cytisi ESC1" wyizolowany i opisany zostal w przez zespot Zurdo-
Pineiro [2007].

111.1.2 Podloza hodowlane

Pozywka 79CA do hodowli bakterii glebowych [wg Vincent, 1970,

zmodyfikowane]

Mannitol 10,0 ¢
Wyciag drozdzowy ,,Difco” 10g
Kwasny hydrolizat kazeiny 109
K2HPO4 05¢
MgSQO4 x 7 H20 0,29

NaCl 0,1g
Glicerofosforan wapnia 0,1g

H->O destylowana do 1000 ml
pH 72-74

Podloze zestalone agarem:

79CA ptynne + 1,4 % (w/v) agaru
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111.1.3 Bufory i odczynniki

Odczynniki do ekstrakcji LPS

Bufor L - do ekstrakcji LPS [wg. Reitz i wsp., 2000]
Bufor fosforanowy 50 mM

EDTANaz (wersenian dwusodowy) 5 mM
pH 7,0

Bufor fosforanowy (100 mM, pH 7,0)

Na;HPO4 61 mg

NaH2PO4 39 mg

H.O dejon. do 200 ml

Enzymy

Lizozym (Sigma) 6,0 mg/g.s.m (mg na 1 g suchej masy bakterii)
DNA-za (Sigma) 0,3 mg/g.s.m

RNA-za (Sigma) 0,3 mg/g.s.m

Proteinaza K (MP Biomedicals) 0,3 mg/g.s.m

Odczynniki do elektroforezy LPS w zelu poliakrylamidowym

Zel separujacy 12,5 %

Akrylamid/Bisakrylamid 30% /0,8% 6,5 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8.8 3,75 ml
H>O dejonizowana 3,1 ml
5% SDS 1,5ml
10 % nadsiarczan amonu 97,5 ul
TEMED 9,75 ul
Zel zageszczajacy 4 %

Akrylamid/Bisakrylamid 30% /0,8% 0,6 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6.8 1,125 ml
H>O dejon. 2,24 ml
5 % SDS 450 pl
10 % nadsiarczan amonu 75 ul
TEMED 7,5 ul
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Bufor elektrodowy

SDS 25¢
Glicyna 28,89

Tris 69

H>O dejon. do 2000 ml
pH 8,4

Bufor do probek

0,5M Tris-HCI, pH 6.8 3,5 ml

5% SDS 0,5ml
Glicerol 1ml
Btekit bromofenolowy 4 mg

Odczynniki do oznaczania sorpcji metali ciezkich przez egzopolisacharyvd
Triton X-100 — roztwér 5%
5 ml Triton + 2ml 1M HCI + 93 ml H,O

Ditizon — roztwér o stezeniu 5%:
1,95x10*M
W celu przygotowania 150 ml roztworu rozpuszczono 7,5 mg ditizonu w 75% etanolu

1M NaOH
4 g NaOH rozpuszczono w 50 ml H;O, a nastepnie roztwor uzupeliono H2O

dejonizowang do objetosci 100 ml

Bufor boranowy

18,55 g kw. borowego
3,65 g wodorotlenku sodu
H>0 do 100 ml

Wodne roztwory soli metali ci¢zkich;
Roztwor zawierajacy jony kadmu (Cd*?): siarczan kadmu 3CdSO;4 x 8H,0
Roztwér zawierajacy jony otowiu (Pb*?): octan otowiawy Pb(CH3COO), x 3H,0
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1.2 METODY
111.2.1 Warunki hodowli podstawowej

Bakterie namnazano W podlozu plynnym 79CA w temperaturze 28°C.
Hodowla byta napowietrzana przez wytrzasanie (120 rpm). Hodowle prowadzono
dwuetapowo. Inokulum namnazano w objetosci 100 ml przez 2-3 dni. Hodowla
wlasciwa prowadzona byla w objetosci 900 ml przez 3 dni w dwunastu litrowych
kolbach. Po tym okresie hodowle odwirowano: 15 minut, 8000 rpm w temp. 25°C na
wirowcee K15 firmy Sigma. W celu odmycia zewnatrzkomérkowych polisacharydow

masg¢ bakteryjng przeptukano dwukrotnie 0,5M NaCl nastgpnie raz woda destylowana.

111.2.2 1zolacja lipopolisacharydu

Mas¢ bakteryjng poddano delipidacji. W tym celu bakterie zawieszono
w mieszaninie chloroform/metanol/woda w proporcji 1:2:0,8 (v/v/v) przy zachowaniu
proporcji 50 mg mokrej masy bakteryjnej na 300 ml mieszaniny [Bligh-Dyer, 1959].
Zawiesing intensywnie mieszano przez 2 h, a nastepnie odwirowano (30
min/5500rpm). Uzyskany po delipidacji osad bakteryjny przemyto dwukrotnie $§wiezo
przygotowang mieszaning chloroform/metanol/woda w proporcji 1:2:0,8 (V/V/Iv).
Supernatant wykorzystany zostat do izolacji peryplazmatycznych glukandéw wg.
procedury opisanej w punkcie I11.2.5.

Delipidowang mase bakteryjng (po odparowaniu metanolu i chloroformu na
wyparce prozniowej w temperaturze 42°C) poddano degradacji enzymatycznej.
W tym celu zawiesing bakterii inkubowano z lizozymem (6 mg enzymu/g suchej masy,
4°C, 16h). Degradacj¢ kwasoéw nukleinowych przeprowadzono przy pomocy DNazy
1 RNazy (0,3 mg/g suchej masy, 37°C, 30 minut). Biatka komérkowe trawiono przy
pomocy proteinazy K, poczatkowo inkubujagc mieszaning przez 18h w 37°C,
a nastepnie w temperaturze 60°C przez 10 minut [Reitz i wsp., 2000].

Ekstrakcj¢ lipopolisacharydu przeprowadzono 45% roztworem fenolu
w wodzie w temperaturze 68°C wg. metody opisanej przez Westphal i Jann [1965]
w modyfikacji Johnson’a i Perry’ego [1976]. Zbierano zarowno faz¢ wodng jak
i fenolowg. W celu wysycenia Na;EDTA jonami dwuwartosciowymi do roztworow
dodano w nadmiarze MgSOQOas. Fenol z poszczegdlnych faz usunigto poprzez wobec

wody wodociagowej a nastepnie destylowanej.
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Po dializie czyste preparaty zaggszczano na wyparce prozniowej
w temperaturze nieprzekraczajacej 68°C. Zageszczone dializaty, po wstepnym
odwirowaniu (30 min, 5500rpm), poddano ultrawirowaniu (105 tys. rpm, 4°C, 4h).

Czyste preparaty LPS (osady) po zawieszeniu w niewielkiej ilosci wody liofilizowano.

111.2.3 l1zolacja polisacharydu O-swoistego i lipidu A

Lipopolisacharyd (roztwoér 5 mg/ml) poddano tagodnej kwasnej hydrolizie 1%
kwasem octowym (2h, 100°C). Do mieszaniny reakcyjnej dodano chloroformu
i metanolu w takich ilosciach, aby otrzyma¢ koncowa proporcje
chloroform/metanol/woda 2:2:1,8 (v/v/v). Fazy rozdzielono przez wirowanie (15 min,
5000rpm). Frakcja gorna (hydrofilna) zawierata degradowany polisacharyd (dgPS),
natomiast frakcja dolna (organiczna) - lipid A. Obie frakcje doczyszczono dwukrotnie
poprzez ponowne dodanie odpowiednio $wiezo przygotowanej fazy gornej do fazy
organicznej i fazy dolnej do fazy wodnej. Potaczone frakcje organiczne wysuszono na
wyparce prozniowej i zawieszono w roztworze chloroform/metanol (3/1, v/v). Frakcje
hydrofilng po wysuszeniu zawieszono w wodzie i liofilizowano.

Degradowane polisacharydy frakcjonowano metoda chromatografii sitowej
przy uzyciu 1% kw. octowego jako eluentu. Materiat rozdzielano na kolumnie

o wymiarach 1,6 x 60 cm wypetnionej ztozem Sephadex G50 fine.

111.2.4 1zolacja i oczyszczanie egzopolisacharydow

Hodowle przeprowadzono 2-etapowo w pozywce ptynnej 79CA, wzbogaconej
bursztynianem sodu. Pierwszy etap — hodowla inokulum z odmtodzonych bakterii
w obj. 100 ml (28°C, 48h) z napowietrzaniem przez wytrzasanie (100 rpm). Drugi etap
hodowli - w objetosci 1000 ml w 28°C przez 72 h. Ptyn pohodowlany otrzymano przez
odwirowanie masy bakteryjnej (9000 rpm, 25-30 min). Uzyskany supernatant
zaggszcezono na wyparce do objetosci 500 ml, dodano fenolu w celu zapobiegania
wzrostu bakterii i poddano dializie w celu usunigcia soli. Kolejno supernatant
zmieszano z etanolem w stosunku 1:3 (v/v) (250 ml zageszczonego plynu
pohodowlanego + 750 ml alkoholu). Mieszaning wymrazano Przez noc w
temperaturze -20°C w celu calkowitego wytracenia polisacharydow. Wytracony
materiat odwirowano (4°C, 25 min, 9000 rpm), wysuszono, zawieszono w niewielkiej

ilosci wody i liofilizowano.
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W celu okreslenia sktadu cukrowego EPS poddano hydrolizie w 2M TFA (4h,
100°C). Po wysuszeniu preparat poddano N-acetylacji, redukcji w 1M amoniaku przy
uzyciu borowodorku (lub borodeuterku). Po zakwaszeniu kwasem octowym
1 usunigciu boranéw przeprowadzono peracetylacje 1 ekstrakcje do chloroformu.

W kolejnym etapie preparaty egzopolisacharydowe poddano analizie
metylacyjnej wg. metody Hakomori [1964]. Otrzymane pochodne poli-
1 oligosacharydow ekstrahowano do chloroformu.

W celu degradacji zmetylowanych polisacharydéw material poddano
hydrolizie w 2M TFA, 100°C, 4h (catkowita hydroliza preparatu).

Po wysuszeniu (w eksykatorze) preparaty rozpuszczono w mieszaninie
metanol/woda 1:1 (v/v) i poddano redukcji NaBDa4 (45°C, 2h). Po usunigciu boranow
material poddano acetylacji bezwodnikiem octowym 1 pirydyng (1:1 V/v).

Po ekstrakcji otrzymane per metylowane octany alditoli analizowano metodg GC-MS.

Rozdzial na kolumnie Sepharose 6B-Cl

Na kolumn¢ o wymiarach 90x0,7 cm wypetniong Sepharose 6B-CL
i przemytg 0,7% Na>SO4 naniesiono 5 mg preparatu EPS. Szybko$¢ przeptywu dla
preparatu O. lupini wynosita 8,5 ml/godz., natomiast dla O. cytisi 12,5 ml/godz. Eluent
w drugim wypadku stanowit 1M NaOH Zbierano frakcje o objetosci 1,2 ml (40
kropel).

111.2.5 Izolacja i oczyszczanie peryplazmatycznych glukanow
Glukany uwolniono z przestrzeni peryplazmatycznej podczas procesu

delipidacji masy komorkowej metoda Bligh-Dyer [1959]. W tym celu komorki
bakteryjne zawieszone zostaly w jednofazowym roztworze zawierajgcym chloroform,
metanol i wod¢ w proporcji 1:2:0,8 (v/v/Vv) i intensywnie mieszano, a nast¢gpnie uktad
uzupetniono odpowiednig objetoscia wody i chloroformu doprowadzajac do
wyodrebnienia si¢ dwoch faz.

Fazy organiczng i wodna rozdzielano poprzez wirowanie (5000 rpm/15 min).
Kazda z faz doczyszczono przez przemycie $wiezo przygotowang mieszaning
dwufazowa poprzez dodanie odpowiedniej ilosci czystej fazy organicznej do wodnego
ekstraktu i odpowiedniej ilosci fazy wodnej do ekstraktu organicznego. Faza wodna
zawierala glukany, natomiast w fazie organicznej znalazty si¢ fosfolipidy i inne

zwiazki lipidowe.
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Uzyskane preparaty glukandéw frakcjonowano przy uzyciu chromatografii
zelowej na kolumnie wypetnionej Sephadexem G50 fine (1,6cmx65cm).
Materiat kolumny eluowano woda zawierajaca 0,15M octanu amonu oraz 7%
propanolu (pH 7). Predkos¢ przeptywu ustalono na 0,4 ml/min. Zbierano po 200
kropel/frakcje.

W poszczegdlnych frakcjach oznaczono ilo§¢ weglowodandow przy uzyciu metody

Dubois [Dubois i wsp., 1956].

111.2.6 Okreslenie skladu cukrowego oraz wiazan w czasteczkach glukanow
Preparaty glukanéw hydrolizowano w 2M TFA (100°C, 4h) Hydrolizaty
suszono i redukowano przy uzyciu borodeuterku sodu. Po usunigciu boranéw, probki
acetylowano bezwodnikiem octowym i pirydyng (1:1, v/V) w temperaturze 85°C przez
30 min. Otrzymane octany alditoli analizowano metoda chromatografii gazowej

sprzgzonej ze spektrometrem mas.

111.2.7 Analiza jakoSciowa i iloSciowa weglowodandow
111.2.7.1 Oznaczanie cukréw obojetnych

Preparaty LPS hydrolizowano w roztworze 2M TFA w temp. 100°C przez 4h,
nastegpnie suszono W eksykatorze i poddawano N-acetylacji. Kolejno przeprowadzano
redukcj¢ przy uzyciu NaBDs w 1M amoniaku w temperaturze pokojowej przez 18h.
Nastepnie preparaty zakwaszano niewielkg iloscig lodowatego kwasu octowego, po
czym ponownie suszono w eksykatorze nad P.Os i KOH Borany usuwano stosujac
destylacje z 5% kwasu octowego w metanolu. Probki acetylowano bezwodnikiem
octowym i pirydyng (1:1 v/v; 85°C; 30 minut). Po odparowaniu w strumieniu azotu
probki ekstrahowano do chloroformu. Otrzymane octany alditoli analizowano przy
uzyciu metody GC-MS. Jako wzorca wewngtrznego uzyto inozytolu (st. 1,062 pg/ul)
do probek dodawany w ilosci 10 pl).

111.2.7.2 Okreslanie absolutnej konfiguracji cukréw [Gerwig i wsp, 1978]

Badane preparaty poddano metanolizie (1M HCI w metanolu) w temp 85°C
przez 18h. Hydrolizaty wysuszono w strumieniu azotu po czym poddano butanolizie
(IM HCI w R-(-)-2-butanolu, 100°C, 1h). Odczynnik usunigto przez odparowanie.
Nastepnie przeprowadzono trimetylosilacje wolnych grup hydroksylowych
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butylowych glikozydéw przez dodanie 30 ul TMSI. Preparaty inkubowano przez 30
minut w temperaturze pokojowej 1 analizowano metoda GC-MS. Wedlug

identycznego schematu przygotowano wzorce: L-fukoze, L-fukoze i D-galaktozamine.

111.2.8 Analiza jakoSciowa i iloSciowa kwaséw thuszczowych

Preparaty LPS poddano metanolizie (1M HCI/MeOH, 85°C, 18h). Metanol
i HCI odparowano w strumieniu azotu, a degradowany materiat poddano ekstrakcji
uzywajgc rownych ilosci chloroformu i wody. Faze¢ chloroformowsa wysuszono
w strumieniu azotu i poddano trisililacji w celu derywatyzacji wolnych grup
hydroksylowych w 3-hydroksykwasach. Otrzymane TMS-pochodne oraz metylowane
estry kwasow tluszczowych analizowano metodg GC-MS. Jako wzorca uzyto kwasu

heptadekanowego (17:0).

111.2.9 Inne metody chemiczne uzywane w analizie
111.2.9.1 Analiza metylacyjna wg Hakomori [1964]

Preparaty polisacharydow wstepnie poddano redukcji przy uzyciu
borowodorku lub borodeuterku, a po usuni¢ciu borandéw doktadnie wysuszono
w eksykatorze. Tak przygotowane preparaty rozpuszczono w 0,4 ml DMSO
(2h, intensywne mieszanie). Do klarownego roztworu dodano przy cigglym mieszaniu
0,4 ml dimetylosulfinylokarbonianu sodu (DIMSY L-Na) i pozostawiono na mieszadle
magnetycznym do wyklarowania. Do schtodzonej mieszaniny dodano 0,4 ml jodku
metylu i inkubowano w temperaturze pokojowej przez noc. Czynnik metylujacy
usuni¢to przez odparowanie w strumieniu azotu. Po czym dodano kilka kropel 5%
Na>S204 do odbarwienia preparatu oraz 2 ml wody destylowanej. Kolejnym krokiem

byta ekstrakcja produktéw metylacji - do chloroformu.

111.2.9.2 Degradacja zmetylowanych polisacharydow

Zmetylowany materiat podzielono na 3 czegsci w celu przeprowadzenia hydrolizy
w 2M TFA 0,5 ml 100°C 4h - (catkowita hydroliza preparatu). PO wysuszeniu
preparaty rozpuszczono w mieszaninie metanol/woda (1:1 v/v) i redukowano
borodeuterkiem - NaBD4 (2h, 45°C). Po redukcji nadmiar borodeuterku usunigto przy
uzyciu kilku kropel kw. octowego. Preparaty wysuszono. Borany usunig¢to poprzez

odparowanie z roztworu 5% kw. octowym w metanolu i trzykrotne odparowanie z
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metanolu. Acetylacje przeprowadzono w pirydynie i bezwodniku octowym (85°C,
30min). Otrzymane permetylowane octany alditoli doczyszczono przez ekstrakcje w

uktadzie chloroform/woda i analizowano metodag GC-MS.

111.2.9.3 Analiza cukrow i kwasow tluszczowych w lipidzie A [wg Quei wsp.,
2000]

Preparaty lipidow A poddano metanolizie (1M HC1/MeOH, 85°C, 18 h). Po
schtodzeniu hydrolizatow, dodaniu ter-butanolu i1 po energicznym wytrzasaniu
odparowano odczynniki w strumieniu azotu. Hydrolizaty poddano kolejno
N-acetylacji w mieszaninie: bezwodny metanol/pirydyna/bezwodnik octowy (5:1:1,
v/IvIv). Reakcje prowadzono w temp. pokojowej, przez 18 h. Odczynniki odparowano.
Nastgpnym krokiem byla trimetylosililacja wolnych grup hydroksylowych
3-hydroksykwasow przez dodanie TMSi oraz inkubacja preparatéw (25°C, 30 min).
Tak przygotowane probki analizowano metodag GC-MS.

111.2.10 Metody instrumentalne

111.2.10.1 Elektroforeza LPS

A) Elektroforeza LPS przeprowadzana byla w 12,5% zelu poliakrylamidowym
wg. procedury opisanej przez Aucken i Pitt [1993] (aparat firmy Bio-Rad).
Srodkiem denaturujacym byt SDS. Uzyto pradu o natezeniu 25 mA. Zele barwiono
metodg srebrowg wg Tsai i Frasch [1989].

B) Mikroekstrakcja LPS do SDS-PAGE przeprowadzona byla wg. procedury
Apicella [1994]. Hodowle bakterii odwirowano, osad przeptukano dwukrotnie
w 0,5M NaCl. Do mokrej masy bakteryjnej dodawano mieszaniny lizujacej. Lizg
przeprowadzano w 100°C przez 10 minut. Po ozi¢bieniu dodawano 10 pl roztworu
proteinazy K (wyj$ciowe stezenie 15 mg/ml), trawiono w 37°C przez 1h,
a nastepnie W temp. pokojowej przez noc, w 60°C przez 1h. W ostatnim etapie
przez 10 minut 100°C. Tak przygotowane probki nanoszono na zel w ilo$ci 3-5 pl.

Materiaty i bufory uzyte w elektroforezie opisane zostaly w rozdziale 111.1.3.

111.2.10.2 Chromatografia cienkowarstwowa na zelu krzemionkowym
Rozdziaty metodg chromatografii cienkowarstwowej przeprowadzono na

ptytkach aluminiowych (10 x 10 cm) pokrytych zelem krzemionkowym Si 60 Fas4
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(Merck). Metode wykorzystano do rozdzialu peryplazmatycznych glukanow
w solwencie: n-butanol / etanol / woda (5:5:4, v/v/v). Chromatogramy rozwijano
trzykrotnie [Zevenhuizen i wsp., 1990]. Chromatogramy wywolywano metoda
zweglania poprzez spryskiwanie ptytek 5 % H2SO4 w metanolu i ogrzewanie w 180°C
przez 15 min. W celu okreslenia stosunkow procentowych pomigdzy poszczegodlnymi
sktadnikami mieszaniny peryplazmatycznych glukanéw, wywotane chromatogramy
skanowano i okreS$lano gestos¢ optyczng plam przy pomocy programu Bio-Profil

v.99.01 (Image Analysis Software).

111.2.10.3 Chromatografia kolumnowa
Preparaty polisacharydowe frakcjonowano metoda sgczenia molekularnego na
kolumnach zelowych wypehionych zlozem:

e Sephadex G50 fine (1,6 x 60 cm) (Pharmacia)

e Sephadex CL-6B (0,7 x 90 cm) (Sigma)

Eluentem w przypadku degradowanego polisacharydu byt 1 % kwas octowy.
Predkos$¢ przeptywu wynosita 24 ml/h. Objetos¢ zbieranych frakeji - 1,2 ml (40
kropel/probowke).

Egzopolisacharyd O. cytisi rozdzielano na kolumnie wypetnionej Sephadexem
CL-6B. Eluent w tym wypadku stanowil 1M NaOH. Frakcje zbierano po 40 kropli/
probowke - 1,2 ml, szybkos¢ przeptywu wynosita 12,5 ml/h. Solwentem w przypadku
O. lupini byta woda z 0,7% Na>SOs. Frakcje zbierano rowniez po 1,2 ml, szybko$é
przeptywu wynosita 8,5 ml/h. Detekcj¢ wycieku z kolumny prowadzono przy uzyciu
detektora refraktometrycznego 156 Refractive Index Detector (Beckman). Profile

elucji rejestrowano przy pomocy integratora C-R6A Chromatopac (Shimadzu).

111.2.10.4 Chromatografia gazowa i spektrometria mas (GC-MS)
Chromatografia gazowo-cieczowa w polaczeniu ze spektrometria mas jest
jedng z najbardziej uzytecznych technik w badaniach strukturalnych bakteryjnych
endotoksyn. Pozwala uzyska¢ informacje o sktadzie makroczasteczek 1 jest dobrym
wstepem do dalszych badan z zastosowaniem spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego.
Oznaczenia chromatograficzne probek prowadzone byly na chromatografie

gazowym Agilent Technologies (7890A) sprzezonym z selektywnym detektorem mas
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(5975C XL EI / CI). Chromatograf byt wyposazony w kolumng¢ kapilarng HP-5 MS
(30 m x 0,25 mm). Stosowano hel jako gaz no$ny.

Program temperaturowy do analizy octanow alditoli 1 kwasow tluszczowych
byt nastepujacy: 150°C przez 5 minut, liniowy wzrost do 310°C (5°C/min),
temperatura koncowa 310°C przez 10 min.

Analize  czgsciowo metylowanych octanéw alditoli  prowadzono
W nastepujacych warunkach: 70°C przez 2 min, wzrost do 150°C (50°C/min), wzrost
do 310°C (3°C/min).

111.2.10.5 Spektrometria MALDI-TOF

Spektrometria mas czasu przelotu z jonizacja przez desorpcj¢ laserowa
w asyscie matrycy (MALDI-TOF) wykonana byla z wykorzystaniem aparatu
Voyager-Elite (PE Biosystems).

Celem zwigkszenia lotnosci, preparaty glukandw przeznaczone do analizy
poddano metylacji. Probki rozpuszczano w mieszaninie chloroform/metanol (2:1, v/v).

Analizowane preparaty po rozpuszczeniu mieszano z matryca: 50 % roztwor
(v/v) kwasu gentyzynowego (DHB) w acetonitrylu i pozostawiano do wyschnigcia.
Probki desorbowano z matrycy za pomocg lasera azotowego (A 337 nm). Stosowano
napigcie ekstrakcyjne 20 kV. Otrzymane spektra stanowig usrednione wyniki z 256

impulsow lasera.

111.2.10.6 Spektroskopia NMR

Widma 1D 12D NMR rejestrowano przy uzyciu aparatu Varian Unity plus 500
z zastosowaniem standardowego oprogramowania. Wykonano widma *H NMR oraz
widma dwuwymiarowe: COSY, TOCSY, NOESY, *H, *C HMQC, i 'H, 3C HMBC.
Spektra skalowano wobec wzorca wewnetrznego - acetonu (on= 2,225 ppm, dc= 31,45
ppm) lub wg. sygnaléw resztkowych protonow DMSO-ds. Widma glukanowe
rejestrowano przy uzyciu aparatu Bruker 300 w temp. 40°C oraz 65°C (w przypadku
widma HMBC). Stosowano standardowe oprogramowanie.

Jako rozpuszczalnika w przypadku polisacharydow O. cytisi i O. lupini uzyto
D20. W przypadku preparatu egzopolisacharydu O. cytisi, jako rozpuszczalnika uzyto
0,5M NaOH ze wzgledu na stabg rozpuszczalno$¢ w D20. Natomiast w przypadku
egzopolisacharydu  O. lupini  preparat zawieszono w D»O. Preparat
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peryplazmatycznych glukanéw O. cytisi rozpuszczono w DMSO-de, natomiast

O. lupini w D20.

111.2.10.7 Analiza FT-IR preparatow egzopolisacharydowych O. lupini
Widma IR z egzopolisacharydu byly rejestrowane za pomoca spektrometru
Thermo Nicolet FTIR Scientific 8700A. Pomiary prowadzono w zakresie 4000-500

cm,

111.3 Badanie wlasciwosci sorpcyjnych egzopolisacharydu O. lupini
111.3.1 Badanie zahamowania wzrostu O. lupini na metalach ciezkich
Badanie przeprowadzono na zmodyfikowanym podtozu 79CA z dodatkiem
glicerolu, bez KoHPO4 oraz dodatkiem soli metali cigzkich:
e Cd" Siarczan kadmowy (3CdSO; x 8H,0)
e Pb*? Octan otowiawy (Pb(CH3COO); x 3H,0)
Hodowla prowadzona byla dwuetapowo z napowietrzaniem przez wytrzasanie

w 28°C. Inokulum hodowano przez 48h natomiast wtasciwa hodowle przez 96h.

111.3.2 Wlasciwosci sorpcyjne EPS O. lupini wobec jonéw Cd?* i Pb?

Do 1 ml wodnego roztworu soli dodawano po 5 ml 0,6M SDS, 1ml 1M H2SO4
oraz 1 ml roztworu ditizonu. Wytrzasano i mierzono absorbancje przy odpowiednim,
wczesniej ustalonym (przy stgzeniu 0,5 mg/100ml) dla danego metalu maksimum
absorbancji. Dodatkowo dla kazdej soli wykonano krzywa kalibracyjna
w zakresie 0,005 - 14 mg/100ml.

Adsorpcje jonow Pb*2 i Cd*2 przez egzopolisacharyd okreslano przy stezeniach od
0,1 do 14 mg jonu metalu/100 ml roztworu. W tym celu do workéw dializacyjnych
dodano roztwor EPS (5mg EPS/5ml wody). Zamknigte worki umieszczano
w zlewkach zawierajacych roztwory metali w odpowiednich stezeniach. Nastepnie
mierzono ilo$¢ pozostatych jonéw pobierajac po 0,2 ml roztworu z kazdej zlewki,
dodajac 1 ml Tritonu, 0,3 ml kwasu oraz 1,5 ml ditizonu. Absorbancj¢ mierzono przy
wczesniej ustalonej maksymalnej dla kadmu 1 ofowiu dlugosci fali.
W przypadku kadmu absorbancje mierzono przy dtugosci fal 542 nm, natomiast dla
otowiu przy 553 nm. Pomiary prowadzono w odniesieniu do proby kontrolnej nie

zawierajgcej soli metalu cigezkiego.
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111.3.3 Wplyw pH Srodowiska na sorpcje¢ jonow kadmu i olowiu przez

egzopolisacharyd O. lupini

Wptyw pH na wlasciwosci sorpeyjne egzopolisacharydu O. lupini okreslono w
zakresie pH 2-8. W tym celu w zlewkach zawierajacych roztwor odpowiedniego
metalu w stezeniu 6 mg/100ml umieszczono worki dializacyjne z roztworem EPS
(5mg EPS/5ml wody). Po 18 godz. mierzono absorbancje¢ pobierajac po 0,2 ml
roztworu metalu z kazdej zlewki, dodajac 1 ml Tritonu, 0,3 ml kwasu oraz 1,5 ml
ditizonu (patrz 111.3.2.). Absorbancj¢ mierzono przy ustalonej maksymalnej dla
danego metalu dtugosci fali (542 i 553 nm odpowiednio dla jonéw Pb*? i Cd*?).

111.3.4 Kinetyka wigzania jonéw kadmu i olowiu przez EPS O. lupini

Kinetyke wigzania jonow metali wykonano przy pH oboj¢tnym. Analogicznie
w zlewkach zawierajacych roztwor odpowiedniego metalu w stezeniu 6 mg/100ml
umieszczono worki dializacyjne z roztworem EPS (5mg EPS/5ml wody). Pomiary
wykonywano przez pierwsze 6 godzin trwania eksperymentu, co godzing a nastgpnie

ostatni pomiar wykonano po 24h.
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IV WYNIKI

IV.1 LIPOPOLISACHARYDY

IV.1.1 Otrzymanie preparatow lipopolisacharydowych

Szczepy bakteryjne namnazano W plynnym podiozu 79CA z dodatkiem
bursztynianu sodu (podstawowe zrodto wegla). Hodowla byta napowietrzana przez
intensywne wytrzasanie. Wtasciwg hodowle prowadzono w dwulitrowych kolbach
zawierajacych 900 ml pozywki. Inokulum namnazano przez 2 dni w 100 ml pozywki,
natomiast hodowla wtasciwa prowadzona byta przez 3 dni. Bakterie odwirowano,
zewnatrzkomorkowe polisacharydy odmyto, a otrzymana mas¢ komérkowa poddano
delipidacji w celu usunigcia wolnych lipidow btonowych (wg. procedury opisanej
w rozdziale 111.2.3). Procedura ta pozwolita na rownolegle odseparowanie
peryplazmatycznych glukandw. Izolacja LPS zostala przeprowadzona przy uzyciu
klasycznej metody w uktadzie fenol/woda (Westphal i Jann 1965, Johnson i Perry
1976). Dla zwigkszenia wydajnosci procesu delipidowana masa bakteryjna zostata
poddana wstgpnemu trawieniu enzymami: proteinazg K, RNazg i DNaza. Po usunigciu
fenolu (dializa) preparaty zostaly doczyszczone przez ultrawirowanie. Laczna
uzyskana ilo$¢ mokrej masy bakteryjnej w przypadku Ochrobactrum cytisi ESC1T to
215 g, natomiast w przypadku O. lupini LUP21" otrzymano 227 g mokrej masy.
Wydajno$¢ ekstrakcji dla poszczegélnych frakeji zestawiono w tabeli 8.
W przypadku obu szczepdéw najwicksza czgs¢ materiatu po ekstrakeji znalazta si¢ w
fazie wodnej. Podczas prowadzenia ekstrakcji LPS z O. lupini LUP21T nie uzyskano
miedzyfazy, natomiast w przypadku O. cytisi ESC1'" ilos¢ surowego LPS

w mig¢dzyfazie byta znaczna i przewyzszata jego ilos¢ w fazie fenolowe;j.

Tabela 8. Wydajnos¢ ekstrakeji lipopolisacharydéw Ochrobactrum cytisi i O. lupini.

Wym_k_ Surowy preparat LPS Wydajnosé ekstrakcji
ekstrakcji o
[mg] [%0]
Mokra _ FW FF MF FW FF MF
masa bakteryjna
O. cytisi
2757 798 1853 13 4 9
215¢
O. lupini
2798 1147,3 brak 12 5 0
227 g
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IV.1.2 Analiza elektroforetyczna LPS O. cytisi i O. lupini

Jedng z najpowszechniej stosowanych technik do rozdziatu i analizy preparatow
lipopolisacharydowych jest elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecnosci
SDS. Metoda ta pozwala na dokonanie analizy poréwnawczej, wyznaczenie
przyblizonego cigzaru czasteczkowego oraz okreslenie heterogennosci preparatéw
lipopolisacharydowych pozyskanych z réznych mikroorganizméow. Zwykle w takich
analizach preparatami wzorcowymi sg dobrze poznane lipopolisacharydy Salmonella
enterica lub Eschericha coli.

Analiza PAGE-SDS preparatow LPS O. cytisi ESC1" wykazata, ze sa to materialy
wysoce heterogenne dla ktorych mozna wyr6zni¢ co najmniej 3 grupy prazkoéw
0 wyraznie roznym cig¢zarze czasteczkowym (Ryc. 30). Prazki najszybciej migrujace
reprezentuja frakcje najlzejsza o przyblizonej masie 4,2-4,6 kDa. Odpowiadajg one
szorstkim formom lipopolisacharydu. Powyzej w obszarze odpowiadajacym prazkom
o masie ok. 7,8 kDa lokuja si¢ prazki frakcji S/R czyli formy posrednie zawierajace
krotkie fragmenty tancucha O-swoistego. Najwolniej w zelu migrujg frakcje LPS typu
S czyli tak zwany gtadki lipopolisacharyd. Ich przyblizone masy zawieraja si¢
w granicach od ok 9 do 30 kDa. Pomimo tak duzej réznorodno$ci preparatu mozna
stwierdzi¢ wyrazng przewagg lipopolisacharydu typu szorstkiego w badanym
preparacie LPS O. cytisi.

"

N
- S-LPS
21 kDa "
11,4kDa : &
| & 4
- ! S
8,4 kDa e
7,8 kDa
R/S-LPS
o . Yl .
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1 2

34 5 6 7 8 9 10
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Ryc. 30. Rozdzial elektroforetyczny (PAGE-SDS) preparatow LPS O. cytisi ESC1T;
Sciezki 0znaczono kolejno cyframi od 1 do 10: 1. Salmonella Typhimurium S (Sigma L-6511)
- preparat referencyjny 2-4. Ochrobactrum cytisi faza wodna (FW) osad uzyskany po
ultrawirowaniu (2, 5, 10 ug) 5-7. O. cytisi faza fenolowa osad uzyskany po ultrawirowaniu (2,
5, 10 pg), 8-10. O. cytisi migdzyfaza (MF) osad uzyskany po ultrawirowaniu (2, 5, 10 pg).
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Rozdziaty elektroforetyczne PAGE-SDS lipopolisacharydu O. lupini LUP 217
wskazujg na obecnos¢ znacznych ilosci gtadkich form LPS (S-LPS). Ta obserwacja
pozwala wnioskowa¢ o znacznej odmiennosci w strukturach lipopolisacharydow
wystepujacych u obu badanych szczepow Ochrobactrum. Elektroforegram preparatow
lipopolisacharydowych O. lupini LUP21T uwidocznit intensywnie wybarwiajace sie
prazki odpowiadajace czasteczkom LPS o masach w zakresie od 8 do 26 kDa.
Dodatkowo widoczne sg prazki o przyblizonej masie 4,0-4,8 kDa (tzw. R-LPS,
zawierajacy tylko lipid A oraz oligosacharyd rdzeniowy) (Ryc. 31).

21 kDa . ’
11,4 kDa . , S-LPS

8,4 kDa
7,8 kDa

6,0 kDa
5,4 kDa
4,8 kDa

——
—

92100 S s e, . B e B . e _] "
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ryc. 31. Rozdzial elektroforetyczny (PAGE-SDS) preparatow LPS wyizolowanych z
O. lupini LUP21T. Cyfry oznaczaja kolejno: 1. Salmonella Typhimurium S (Sigma L-6511, 2
ug) - preparat referencyjny 2-4. O. lupini faza wodna osad uzyskany po ultrawirowaniu (2, 5,
10 ug) 5-7. O. lupini FF supernatant z ultrawirowania (2, 5, 10 pg) 8-10. O. lupini faza
fenolowa osad uzyskany po ultrawirowaniu (2, 5, 10 pg).

IV.1.3 Analiza chemiczna lipopolisacharydéw O. cytisi i O. lupini
Podczas wstepnych badan strukturalnych endotoksyn bardzo uzyteczne sg techniki

oparte na potaczeniu chromatografii gazowo-cieczowej sprzgzonej ze spektrometria
mas. Dostarczajg one kluczowych informacji, ktore bardzo utatwiaja analiz¢ widm
uzyskanych z zastosowaniem spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego.
W celu wykorzystania techniki GC-MS niezbedne jest takie przygotowanie badanych
preparatow endotoksyn, aby uzyska¢ lotne pochodne kwasoéw tluszczowych

1 weglowodanow.
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IvV.13.1 Skiad weglowodanowy preparatéw lipopolisacharydowych
O. cytisi ESC17 i O. lupini LUP217
Analizy sktadnikéw cukrowych lipopolisacharydow wykonano po uprzednim

przeprowadzeniu ich w formy octanéw alditoli i aminoalditoli (Rozdzial 111.2.8.1).
Derywatyzacja niezbgdna byla ze wzglgdu na liczne grupy polarne wystepujace
w weglowodanach, ktore sprawiajg, ze nie sg one substancjami lotnymi. Modyfikacji
zostaly poddane grupy hydroksylowe, aminowe, karboksylowe i aldehydowe.
Derywatyzowane sktadniki preparatow lipopolisacharydowych rozdzielano na
chromatografie gazowym sprzezonym z detektorem MS. Rejestrowane sktadniki byty
identyfikowane na podstawie ich czasow retencji oraz ich widm mas. Wyniki analizy
cukrow/aminocukrow dla O. cytisi ESC1T zebrano w tabeli 9 i przedstawiono na
rycinie 32. Ilo$¢ poszczegdlnych sktadnikéw zostata okreslona na podstawie obliczen

metoda wzorca wewngetrznego, ktérym byt inozytol.
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Ryc. 32. Chromatogram GC-MS mieszaniny octanéw alditoli otrzymanych z LPS O. cytisi.
ESC1T Poszczegdlnym czasom retencji odpowiadajg kolejno octany alditoli powstate z:
1. ramnozy 2. fukozy 3. 2-amino-6-deoksyheksozy 4. mannozy 5. glukozy 6. galaktozy
7. aminocukru 8. N-acetylo-galaktozaminy.

Tabela 9. Sktad weglowodanowy preparatow LPS szczepu Ochrobactrum cytisi ESC1T.

Skladnik cukrowy Czas retencji odpowiedniego octanu Tlos¢
alditolu [min] [ng/mg]

Ramnoza 13.688 3,92

Fukoza 13.884 41,5

Mannoza 18.513 4,82

Glukoza 18.688 17,7
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Galaktoza 18.822 6,48
4-metylogalaktozamina 19.742 0,72
N-acetylo-D-glukozamina 21.390 0,43
N-acetylo-D-galaktozamina 21.813 18,87

W preparacie LPS O. cytisi ESC1T dominujagcym sktadnikiem wsrod cukrow
obojetnych jest fukoza. Stwierdzono obecnos¢ dwoch 6-deoksycukrow takich jak
fukoza i ramnoza. Fukoza jest obecna w ilosci przewyzszajacej ponad dwukrotnie ilos¢
glukozy. Drugim pod wzgledem ilosci sktadnikiem preparatu jest N-acetylo-D-
galaktozamina. Pozycje grupy metylowej w badanym metylocukrze okreslono na

podstawie analizy widma mas odpowiedniego octanu alditolu.

H 0O
H-C-0-C-CH, 73
1 O
230 <% 272 < 332 H - (;: NH - C CH 144 %5 84
261 Ac- O- ? H 216 % 156
129 g0 H- C- OMe 260
157 & !
‘ H-C- OAc 332
H- C- OAc
]
H

Ryc. 33. Schemat fragmentacji 4-O-metylogalaktozaminy.

Analiza sktadu weglowodanowego preparatu O. lupini LUP21T wykazata, ze
w najwiekszej ilosci, wystepuje galaktozamina. Nie stwierdzono natomiast obecnosci
fukozy. Drugi, co do ilosci sktadnik lipopolisacharydu to prawdopodobnie heptuloza
(Tabela 10, doktadnej analizy tego sktadnika dokonano przy okazji badan nad frakcja
dgPS O. lupini LUP217). Najwigksze iloéci powyzszych sktadnikéw wykryte zostaty
w supernatancie uzyskanym po ultrawirowaniu fazy wodnej z ekstrakcji fenol-woda.
Dodatkowo w preparacie zidentyfikowano nastepujace cukry obojetne: mannozeg
(Man), glukoze (Glc) i galaktoze (Gal). Mannoza obecna byta jedynie w supernatancie
fazy fenolowej, natomiast pozostate cukry obojetne wystepowaty w zréznicowanych
ilosciach we wszystkich izolowanych frakcjach. Lipopolisacharyd zawierat rowniez
galaktozaming (GalN) i 2,3-diamino-2,3-dideoksy-glukozg (GIcN3N). Ten ostatni
cukier wykryto wytacznie we frakcji lipidu A.
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Ryc. 34. Chromatogram analizy GC-MS cukréw w formie octandéw alditoli i aminoalditoli
izolowanych z LPS O. lupini LUP21T. Kolejnymi cyframi oznaczono piki octanéw alditoli
nastgpujacych cukrow: 1. Heptuloza 2. Inozytol (wzorzec wewnetrzny) 3. Glukoza
4. Galaktoza 5. Glukozamina 6. Galaktozamina.

Tabela 10. Sktad weglowodanowy preparatow LPS szczepu Ochrobactrum lupini LUP21T.

CUKIER FRAKCJA
FF osad | FF supernatant | FW osad | FW supernatant

Heptuloza 15,1 12,55 15,329 18,83
Mannoza (Man) nd 6,16 nd nd

Glukoza (Glc) Slady 10,12 5,04 17,50
Galaktoza (Gal) Slady Slady 1,87 Slady
Galaktozamina (GalN) 13,80 13,65 13,60 15,03
Glukozamina (GIcN) Slady 4,67 Slady 3,99

nd- nie stwierdzono (not detected)

W celu okreslenia stereokonfiguracji poszczegolnych sktadnikéw cukrowych
przeprowadzono je w R-(-)-2-butylowe pochodne (wg. procedury opisanej w rozdziale
111.2.8.2). Po przeprowadzeniu trimetylosililacji butylowych glikozydéw preparaty
poddano analizie metodg GC-MS. Roéwnolegle wedlug tej samej procedury
przygotowywano preparaty wzorcowe. Stwierdzono, ze w badanym preparacie
O. cytisi zarowno fukoza jak i galaktozamina posiadajg konfiguracje D. Wedlug tego
samego schematu wykonane zostaty oznaczenia dla szczepu O. lupini. Pozwolito to
stwierdzi¢, ze rowniez w tym przypadku zidentyfikowane sktadniki wystepuja w
konfiguracji D.
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IV.1.3.2 Analiza kwasow tluszczowych w lipopolisacharydach O. cytisi
ESC1Ti O. lupini LUP21T
W celu uwolnienia kwasow ttuszczowych preparaty LPS poddano metanolizie

wedlug procedury opisanej w rozdziale 111.2.9. Dlugotrwata metanoliza pozwolita na
uwolnienie estrowo oraz amidowo zwigzanych kwaséw tluszczowych. Dodatkowo
przeprowadzono konwersje polarnych grup hydroksylowych w niepolarne
trimetylosililowe. Otrzymane TMS pochodne metylowane estry kwasow
thuszczowych analizowano metoda GC-MS. Jako wzorca wewnetrznego uzyto kwasu
heptadekanowego (17:0).  Wyniki analizy LPS O. cytisi ESC1"T obrazuje

chromatogram przedstawiony na rycinie 35.
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Ryc. 35. Chromatogram GC-MS mieszaniny estréw metylowanych kwaséw thuszczowych
izolowanych z lipopolisacharydu Ochrobactrum cytisi ESC1". Kolejnymi liczbami oznaczono
piki estrow metylowanych kwasoéw ttuszczowych oraz TMSi pochodnych estrow metylowych
hydroksykwasow: 1. heksadekanowego (16:0), 2. 3-hydroksytetradekanowego (30H-14:0), 3.
oktadecenowego (18:1), 4, 3-hydroksyheksadekanowego (30H-16:0),
5. $ladowe ilosci EDTA - zanieczyszczenie, 6. nonadekanowego (19:0),
7. 3-hydroksyheptadekanowego (30H-17:0), 8. pochodnej powstatej z kwasu 18:1,
9. 3-hydroksyoktadekanowego (30H-18:0), 10. pochodnej powstalej z kwasu 19:1, 11.
pochodnej powstalej z kwasu 19:1, 12. izomeru 9:1, 13. izomeru 19:1, 14. 27-
ketooktakozanowego (270x0-28:0 ), 15. 28-hydroksynonakozanowego (280H-29:0), 16. 29-
ketotriakontanowego (290x0-30:0 ), 17. 30-hydroksyhentriakontanowego (300H-31:0).

Identyfikacji kwasow thuszczowych dokonano na podstawie analizy ich
czasow retencji oraz ich wzoru fragmentacji w spektrometrze mas. Poszczegolne

kwasy rozpoznane zostaly na podstawie obecno$ci charakterystycznych jonow.
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Dla kwasow nasyconych i jednonienasyconych stwierdza si¢ obecnos¢ intensywnych
jonow m/e 74 i 87 oraz jonow pozwalajacych na okreslenie dtugos$ci tancucha tj.; [M]*,
[M-31]", [M-32]" ,[M-74]" i [M-116]". Dla TMSi pochodnych 3-hydroksykwasoéw
charakterystyczne sg jony 0 m/e 175 oraz [M-15]" powstajacy si¢ w wyniku eliminacji
grupy metylowej z trimetylosililowej.

W lipopolisacharydzie Ochrobactrum cytisi ESC1T stwierdzono obecnosé
czterech typow kwasoéw thuszczowych. Pierwsza grupa to kwasy nasycone, wsrod
ktorych najsilniejszy jest sygnal pochodzacy od kwas oktadekanowy. Pozostale
nasycone kwasy tluszczowe tj. kwas heksadekanowy, dokozanowy oraz
tetrakozanowy wystepowaly w niewielkich ilosciach. Drugg grupa sa kwasy
nienasycone. Stanowig one najmniej liczng grupg. Wsrdd nich stwierdzono obecno$é
kwasu 18:1 oraz 19:1. Do trzeciej grupy nalezg 3-hydroksykwasy, wsrod ktorych
wyr6zniono m.in. kwas 3-hydroksyheksadekanowy wystepujacy w ilosci kilkukrotnie
przewyzszajacej inne kwasy tluszczowe. Pozostale zidentyfikowane 3-
hydroksykwasy to: 30H-14:0, 30H-17:0 i 30H-18:0. Ostatnig grupe stanowig
dlugotancuchowe (w-1) hydroksykwasy. Jednym z nich jest kwas 27-
hydroksyoktakozanowy. Jest to sktadnik kwasowy najczes$ciej wystepujacy w
preparacie LPS O. cytisi ESC1T. Wystepuje on powszechnie w lipopolisacharydach
ryzobiow. Oznaczone ilosci poszczegdlnych kwasoéw thuszczowych zostaty
zestawione w tabeli 11.

Tabela 11. Zawartos¢ kwasow thuszczowych w preparacie LPS O. cytisi ESC1T.

L.P. Kwas tluszczowy Czas retencji [min] e /II::iPS]
1. 30H-14:0 14,94 6,03
2. 30H-16:0 18,68 11,12
3. 30H-18:0 22,11 Slady
4. 270H-28:0 41,88 19,67
5. 290H-30:0 46,28 2,42
6. 270%x0-28:0 41,10 4,78
7. 16:0 14,82 0,2
8. 18:0 16,02 3,51
9. 22:0 36.650 Slady
10. 24:0 38.15 Slady
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Sktad kwasow tluszczowych w preparacie lipopolisacharydu Ochrobactrum
lupini LUP21T zostat okreslony w analogiczny sposob. Stwierdzono wystepowanie
czterech grup kwasow. Zaliczaja si¢ tutaj 3-hydroksykwasy (np. 3-
hydroksytetradekanowy, 3-hydroksyheksadekanowy), dhugotancuchowe (w-1)
hydroksykwasy (np. 270H-oktakozanowy), kwasy nasycone (np. oktadekanowy) oraz
nienasycone (np. oktadekadienowy) (Ryc. 36).
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Ryc. 36. Chromatogram GC-MS mieszaniny estrow metylowych kwasow tluszczowych
izolowanych z lipopolisacharydu O. lupini LUP21T (faza wodna). Kolejne liczby oznaczaja
piki estrow metylowanych kwaséw tluszczowych 1 TMSi pochodnych estréw metylowych
hydroksykwasow: 1. heksadekanowy (16:0) 2. 3-hydroksytetradekanowy (30H-14:0)
3. oktadecenowy (18:1) 4. oktadekanowy (18:0) 5. 3-hydroksyheksadekanowy (30H-16:0)
6. Pochodna powstata z kwasu oktadekaenowego (18:1) 7. 3-hydroksyoktadekanowy (30H-
18:0) 8. Nonadecenowy (19:1) 9. 27-ketooktokozanowy (270x0-28:0) 10. 27-
hydroksyoktakozanowy (270H-28:0).

W preparacie O. lupini LUP21"T wyraznie dominowaty dwa skladniki
identyczne jak w przypadku O. cytisi. Sg to kwasy: 3-hydroksyheksadekanowy oraz
27-hydroksyoktakozanowy. llosci poszczegdlnych kwaséw podane zostaty w tabeli
12. Wykazano rownocze$nie, ze Sposrdod wszystkich podstawnikow acylowych

jedynie 3- hydroksykwasy sa zwigzane amidowo.
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Tabela 12. Zawarto$¢ kwasdéw ttuszczowych w preparatach LPS O. lupini LUP21T.
tr — czas retencji na kolumnie HP-5MS patrz Materiaty i Metody

Kwasy Frakcja

tluszczowe FF osad FF supernatant FW osad FW supernatant

pg/mg tr png/mg tr pg/mg | k| pg/mg | I

3-OH 14:0 6.71 14.995 1.41 14983 | 2.00 |14.99| 3.69 | 14.995

6

30H 16:0 6.58 18.726 1.31 18.726 | 2.10 |18.72 | 4.43 | 18.732
6

30H 18:0 0.93 22.188 - - 035 |2213| 0.19 | 22.137
5

30H 22:0 1.11 26.05 - - - - - -

270H 28:0 5.66 36,88 0.16 36.91 283 |36.88| 1.41 | 36.896

16:0 0.51 14.796 0.49 14775 | 038 |14.79| 152 | 14.795
18:0 0.12 18.643 - - 0.34 18?65 0.78 | 18.654
19:0 2.10 17.187 0.34 17.187 | 0.99 17?20 3.62 | 17.208
20:0 - - - - 0.46 19?02 0.60 | 19.017
21:0 1.10 20.764 - - 0.41 201.%76 0.53 | 20.768
4
22:0 1.26 28.105 - - - - - -
18:2 - - 3.86 16.876 - - - -

IV.1.4.1 Analiza strukturalna polisacharydu O-swoistego O. cytisi ESC1T

Preparat degradowanego polisacharydu (dgPS) uzyskany zostat przy pomocy
fagodnej kwasnej hydrolizy (1% kwas octowy). Hydroliza ta prawie wylacznie
powoduje pekanie wigzan ketozydowych pomiedzy resztami cukrowymi (W tym
wypadku resztami Kdo) w lipopolisacharydzie. Powstate frakcje weglowodanowe
(tzw. degradowany polisacharyd) oddzielane sa od lipidu A przy zastosowaniu
ekstrakcji w uktadzie dwufazowym (Rozdzial 111.2.4).

Do uwolnienia lipidu A od frakcji polisacharydowej uzyto 82 mg LPS O. cytisi
ESC1". W wyniku hydrolizy uzyskano 19 mg lipidu A oraz okolo 60 mg dgPS.

Otrzymany dgPS rozdzielono na kolumnie wypeknionej sitem molekularnym
Sephadex G50 fine. Jako eluent zastosowano 1% roztwor kwasu octowego w wodzie.
Na podstawie wykreslonego profilu elucji wyodrgbniono trzy frakcje

oligosacharydowe. Pierwsza frakcja oznaczona na rycinie 37 jako frakcja A zawierata
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polisacharydy, a frakcja C jest frakcja zawierajaca oligosacharydy o posrednim profilu
elucji. Najwiecej materiatu znaleziono we B — stanowig jg oligosacharydy o niskiej
masie czgsteczkowej (Ryc. 37).

Ze wzgledu na prawdopodobne zanieczyszczenie solami frakcji
niskoczasteczkowej poddano ja dodatkowemu rozdzialowi. W tym przypadku
frakcjonowanie przeprowadzono przy zastosowaniu kolumny BioGel P2 fine z
zastosowaniem weglanu amonu jako solwentu (Ryc. 38). Jednoczesnie w
analogicznych warunkach przeprowadzona zostata kalibracja kolumny z uzyciem
standardow o znanych masach czgsteczkowych. Na podstawie wyznaczone]j Krzywej
kalibracyjnej okreslono, ze masa badanego oligocukru wynosi okoto 1800 Da.
Mozna, wigc przypuszczac, ze sktada on si¢ z 10 monomerdéw (heksoz).

Masa poszczegdlnych uzyskanych frakcji degradowanego polisacharydu
wyniosta: frakcja A - 17,45 mg, fracja C- 5,8 mg i frakcja B- 20,8 mg. Do analiz

strukturalnych wykorzystana zostata frakcja wysokoczasteczkowa stanowigca antygen

O-swoisty.
0. cytisi - frakcjonowanie dgP5s
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Ryc. 37. Profil elucji degradowanego polisacharydu O. cytisi ESC1T uzyskany na kolumnie
Sephadex G50 fine przy zastosowaniu 1% kw. octowego jako eluentu.
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Ryc. 38. Profil elucji frakcji niskoczasteczkowej degradowanego polisacharydu O. cytisi
ESC1T po rozdziale na kolumnie BioGel P2 fine.

W wyodr¢bnionej frakcji polisacharydu O-swoistego stwierdzono obecno$é
galaktozaminy i fukozy. Dodatkowo zidentyfikowany zostal pik substancji, ktorej
widmo mas jest takie jak dla octanu 2-amino-2-deoksy-heksositolu metylowanego
w pozycji C-4. Jego ilos¢ oszacowana zostata na 10% wzglgdem galaktozaminy.

W celu okreslenia typu wigzan glikozydowych pomigdzy poszczegdlnymi
jednostkami cukrowymi w polimerach i oligomerach cukrowych wykorzystuje sig
analize metylacyjng (lub etylacyjng). W jej wyniku nastepuje metylacja wolnych grup
hydroksylowych cukréw przy jednoczesnym zachowaniu nienaruszonych wigzan
glikozydowych. Otrzymane per-O-metylowane oligosacharydy pod wptywem
hydrolizy w wyniku rozerwania wigzan glikozydowych przeksztatcane sa kolejno
w czesciowo zmetylowane monosacharydy. W nastepstwie redukcji 1 acetylacji
otrzymujemy zmetylowane octany alditoli. Podczas interpretacji widm GC-MS
jesteSmy w stanie okresli¢ pozycje wigzan glikozydowych pomigdzy poszczegdlnymi
monomerami w oligosacharydach degradowanego polisacharydu.

Ze wzgledu na obecnos¢ O-metylowanych pochodnych w preparacie O-PS
O. citisi ESC1" zamiast analizy metylacyjnej przeprowadzona zostala analiza

etylacyjna.
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Ryc. 39. Chromatogram GC preparatu polisacharydowego LPS O. cytisi ESC1T frakcji A

wysokoczgsteczkowej poddanej analizie etylacyjnej i konwertowanej w peretylowane octany
amino/alditoli.

Chromatogram peretylowanych octanow alditoli frakcji wysokoczasteczkowe;j
przedstawiono na rycinie 39. Piki pochodnych cukrowych pojawity si¢ na nim migedzy
11 a 26 minuta.

Stwierdzono ze zaréwno fukoza jak i galaktozamina sg podstawione w pozycji
C-3 (Tabela 13). Zaobserwowano obecnos¢ niewielkich ilosci fukozy podstawionej
w pozycji C-3 przez 4-OMe-heksozaming oraz podstawionej w trzech pozycjach (C-

3,4 i 6) heksozaminy.

Tabela 13. Gtowne sktadniki zidentyfikowane w preparacie peretylowanych octanow alditoli
otrzymanego z frakcji wysokoczasteczkowej degradowanego polisacharydu O. cytisi ESC1T.

Czas . . ]
Lp. | Zidentyfikowany zwigzek | retencji Glowne jony Spos?b powiazania
; cukrow w polimerze
[min]
1,3,5-0-Acs-2,4 -O-Et,-6- 90, 136, , 143,
L | deoksyheksitol (fukcitol) | 1148 264, 271 —3)Fucp(1->
1,3,5-0-Acs-4,6-0-Ety-2- 75 87 173,
2. | amino-2-deoksyheksitol 20,38 —3)GalpNAc(1—
) 185, 301,
(galaktozaminitol)

Do okreslenia struktury polisacharydu O-swoistego O. cytisi ESC1T
wykorzystane zostalty wyniki pomiaréw uzyskane metodami dwuwymiarowej
spektroskopii NMR obejmujacej analizy H-H COSY, TOCSY, NOESY, oraz 'H-13C
HMQC i HMBC.
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Analize frakcji polisacharydowej z wykorzystaniem technik spektroskopii
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) rozpocz¢to od jednowymiarowego
widma protonowego, na ktorym wyodrebniono 4 grupy sygnatow (Ryc. 40):

- Sygnaty pochodzace od protonéw anomerycznych

- Sygnaty pochodzace od protonow tzw. szkieletowych

- Sygnaly pochodzacy od grup metylowych O-metylo-N-acetylo-galaktozaminy
- Sygnat pochodzacy od grupy metylowej fukozy

HOD

-N-Ac

-C-CH,

B1 -0-CH
Al

A y

L} L} L} L} L} L} L} L} L} L} L} L} L} L} |
PPM 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8 0.4

Ryc. 40. Widmo H-NMR OPS O. cytisi ESC1" z zaznaczonymi sygnalami protonow
anomerycznych, -O-CHs, -N-Ac, -C-CHs i protonami zwigzanymi bezposrednio z atomami
wegla tworzacymi pierscienie cukrowe.
Kolejnym etapem byta analiza widma dwuwymiarowego - HMQC (Ryc. 41),
w wyniku, ktérej wyodrgbnione zostaty sygnaty pochodzace od:

- atomow anomerycznych (C i H)

- tzw. pozostatych szkieletowych wegli i protondw

- C-2 galaktozaminy

- grupy metylowej galaktozaminy (O-Me-Gal)

- grupy metylowej fukozy
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Ryc. 41. Widmo HMQC preparatu OPS O. cytisi ESC1T.

Przesuniecia chemiczne dla protonéw i atomow wegla OPS O. cytisi ESC1T
zostaty zebrane w tabeli 14. Na widmach HMQC OPS w zakresie o. 97,1-103,9
widoczne byly sygnaty dla atoméw anomerycznych. Sygnal pochodzacy od wegla
niosgcego azot zlokalizowany byly przy 6c 52,28, natomiast atomy wegla
w pierscieniach cukrow miaty przesunigcia chemiczne w zakresie o¢ 62,1-80,5.
Wartos¢ przesunigcia chemicznego dla grup C-metylowanych (C-6, 6-deoksyheksozy)
wynosita 16,6 ppm. Sygnal pochodzacy od grupy O-metylowej miat 6c 59,78, grup N-
acetylowej (-CHs) d¢ 23,6 oraz grup acetamido &c 176,2. Dodatkowo zaobserwowano
obecnos¢ sygnatow charakterystycznych dla reszt pirogronowych przy przesunigciach
chemicznych o wartosciach ¢ 26,4 (-CHs), 102,5 (grupa hemiacetalowa) oraz 177,0
(grupa -COOH). Dane uzyskane na podstawie *C NMR wskazuja, ze wszystkie

podstawniki cukrowe wystepuja w formie piranoz.
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Ryc. 42. Fragment widma HMQC (o0znaczonego na czarno) oraz widma HMBC (oznaczonego

na czerwono) preparatu polisacharydu otrzymanego z LPS Ochrobactrum cytisi ESC1". Pyr —

reszty pirogronowe.
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Tabela 14. Warto$ci przesuni¢¢ chemicznych [, ppm] oraz statych sprzgzen [Jcini, Hz] dla poszczegdlnych atomow H i C w polisacharydzie O-swoistym

Ochrobactrum cytisi ESC1.

Reszty cukrowe Jerni HI (Jnuymz) H2 H3 H4 H5  H6; H6, H6’ O-Methyl 2-N-Acetyl 2-N-Acetyl
C1l Cc2 C3 C4 C5 C6 [-O-CHs] [-C=0] [-CH3]

A 162,1 4,692 (8,8) 4,081 3,789 4,140 3,661 3,787; 3,787 2,037 176,18

—3)-B-D-GalNAc-(1— 103,91 52,28 77,23 65,37 75,81 62,07 23,57

B 170,0 5,026 (3,8) 3,863 3,860 4,037 3,968 1,232

—3)-a-D-Fuc-(1— 97,13 67,88 8052 72,72 67,99 16,64

b 170,5 4,899 (3,7) 3,878 4,090 4,022 3,944 1,231

—3)-a-D-Fuc-(1— 101,69 68,84 80,26 77,84 68,80 16,64

a’ 165,7 4,736 (8,4) 4,057 4,078 3,701 3,880 3,810;3,810 3,405 2,037 176,18

—3)-B-D-GalINAc4OMe-(1— 103,81 53,45 79,99 72,68 73,77 62,09 59,78 23,57

a” I 1644 4,751 (8,4) 4,125 3,849 4,347 3,590 3,946; 4,070 2,037 176,18
4 6 103,80 52,17 77,53 67,74 67,06 66,40 23,57

—3)-B-D-GalNAc-(1—

Pyr - - 1,499

R-pirogronian 177,02 102,50 26,36
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Analiza korelacji pomiedzy sygnatami wystepujagcymi w widmach *H-'H
COSY, TOCSY i1 NOESY pozwolita wyodrgbni¢ dwie grupy spinowe sygnatow.
Pierwsza grupa oznaczona na rycinie 42 litera A pochodzi od reszt D - GalpNAc.
Druga grupa opisana jako B oznacza natomiast sygnaty pochodzace od reszt D-Fucp.
Przesuni¢cia chemiczne dla H-1, H-2 oraz wartosci statej Jcihi (162,1 Hz) dla
D - GalpNAc wskazuja na fakt, iz cukier ten wystepuje w konfiguracji . Natomiast
silne oddziatywania nOe mig¢dzy protonami H-1, H-5 i C-5 oraz stosunkowo wysoka
warto$¢ statej Jci,H1 (170,0 Hz) dla D-Fucp dowodzi, ze ma ona a-konfiguracje.

Obecno$¢ aminocukréw zostata potwierdzona poprzez korelacje (na widmie
HMQC) pomigdzy wodorem AH-2 (6 4,08) z odpowiadajacym mu weglem niosagcym
azot (8¢ 52,3) oraz grupa karbonylowa d¢ 176,2 (zaobserwowang na widmie HMBC).
Przesunigcie chemiczne sygnatéw C-3 obu reszt cukrowych w dot pola (w porownaniu
z warto$ciami d¢ dla niepodstawionych reszt D-GalpNAc i D-Fucp) wskazato na udzat
tych atoméw w tworzeniu wigzan glikozydowych.

Sekwencja cukrow w polimerze OPS zostata ustalona poprzez analiz¢ widm
NOESY 1 HMBC. Silne oddziatywania typu nOe zaobserwowano pomig¢dzy protonem
AH-1 (61 4,69) | BH-3 (61 3,86) jak rowniez pomigdzy protonem BH-1 (6x 5,03)
I AH-3 (6n 3,79). Dodatkowo na widmie HMBC pojawily si¢ silne sygnaty
oddziatywan poprzez wigzanie glikozydowe pomig¢dzy protonem BH-1 (61 5,03)
i weglem AC-3 (8¢ 77,2) oraz pomigdzy protonem AH-1 (dH 4,69) i weglem BC-3 (3¢
80,5). Powyzsze dane wskazujg ze O-specyficzny polisacharyd O. cytisi zawiera
dwucukrowa powtarzajaca si¢ podjednostke zawierajaca reszt¢ a-D-fukozy i B-D-
galaktozaminy, ktore to cukry potaczone sa za pomocg wigzan (1—3)-glikozydowych.
Ponadto stwierdzono obecno$¢ dwoch dodatkowych systeméw spinowych dla
D-GalpNAc. Pierwszy (oznaczony jako a’) zostal przyporzadkowany do 4-O-
metylowanej D-GalpNAc natomiast drugi (a’’) do D-GalpNAc udekorowanej
podstawnikiem pirogronowym. Obecnos¢ O-metylowego podstawnika w pozycji C-4
reszty D-GalpNAcC zostala potwierdzona poprzez korelacj¢ pomig¢dzy protonami
O-metylowymi i H-4 z D-GalpNAc (system spinowy a’) w widmie NOESY (6n
3,41/3,70). Dodatkowo protony H-4 i H-6 D-GalpNAc (system a’’) wykazaty korelacjg
z weglem z centrum chiralnego (wegiel C-2) podstawnika pirogronowego (widmo
HMBC). Te oddziatywania wskazaly, ze pozycje C-4 i C-6 niektorych D-GalpNAc
sa podstawione resztami kwasu pirogronowego. Przesunigcie chemiczne grupy

metylowej pirogronianu (dc 26,4) wskazato, ze centrum chiralne pirogronianu
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(wegiel C-2) wykazuje konfiguracje R. Reszty pirogronowe z konfiguracja S maja
aksjalnie (osiowo) potozone grupy metylowe 1 dajg sygnaty o 6c 17 ppm.

Na widmie 'H NMR zaobserwowano kilka naktadajacych si¢ sygnatow
anomerycznych odpowiadajacych D-GalpNAc. Na widmie DQF-COSY obszar
pomiedzy 4,65 — 4,75 ppm (F2) i 3,95-4,15 ppm (F1) zawieral przynajmniej pi¢¢ grup
sygnatow, ktore powstaly w wyniku oddziatywan korelacyjnych pomiedzy H-1 i H-2
D-GalpNAc. Wsrod nich sygnat AH-1/AH-2 byly najbardziej intensywny. Taka ilo$¢
sygnatow moze wskazywac, ze reszty D-GalpNAC zostaly podstawione przez grupy
pirogronowe i metylowe w przypadkowy sposob. Ponadto wszystkie protony
anomeryczne D-GalpNAc wykazaty korelacje typu nOe z H-3 pochodzacym od a-D-
Fucp (system spinowy b), jak rowniez wszystkie anomeryczne protony pochodzace
z a-D-Fucp (systemy spinowe B i b) oddzialywaly poprzez wigzania glikozydowe
z C-3 pochodzacym od B-D-GalpNAc. W zwigzku z tym nalezy sadzi¢, ze
wysokoczgsteczkowa frakcji dgPS O. cytisi ESC1" zawierata tylko jeden polimer
reprezentujacy polisacharyd O-specyficzny, ktory ma strukture przedstawiong na
rycinie 43:

i %
[—)3)-0c-D-Fucp-(1—>3)-B-D-St}aleAc-(1—>]n

OMe
~10%

Ryc. 43. Proponowana struktura chemiczna powtarzajacej si¢ podjednostki tancucha
polisacharydowego antygenu O. cytisi ESC1T.

Integracja odpowiednich sygnatéw na widmie H-NMR wykazata, ze reszty
D-GalpNAC podstawione reszta O-metylowg stanowig okoto 10% wszystkich
czasteczek D-GalpNAC i Ze reszta pirogronowa podstawia rowniez okoto 10 % D-
GalpNAc. Okreslony w powyzszy sposOb stopien podstawienia resztami
pirogronowymi moze by¢ zanizony, poniewaz czgs¢ tych podstawnikow
pirogronowych mogta zosta¢ usuni¢ta podczas hydrolizy LPSu (przy uzyciu 1%

kwasu octowego).
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IV.1.4.2  Analiza strukturalna polisacharydu O-swoistego O. lupini LUP21T

Otrzymany w wyniku ftagodnej kwasnej hydrolizy (200 mg osadu
z ultrawirowania preparatu LPS O. lupini LUP21" z fazy fenolowej) degradowany
polisacharyd frakcjonowano na kolumnie wypetnionej ztozem Sephadex G50 fine. Na
podstawie wykreslonego profilu elucji wyodrebniono dwie frakcje glowne (A i C),
ktore dzielita frakcja trzecia (B) wystepujaca w bardzo matej ilos¢i (Ryc. 44). Frakcja
oznaczona jako A zawiera sacharydy wysokoczasteczkowe, natomiast frakcja C —
niskoczasteczkowe.

Uzyskany profil elucji jest do$¢ nietypowy, poniewaz pik frakcji
wysokoczasteczkowej byt znacznie nizszy niz frakcji niskoczasteczkowej. W analizie
SDS-PAGE (Ryc. 31, str 103) stwierdzono, ze W tym preparacie dominuje frakcja
gladka LPS i dlatego mozna bylo si¢ spodziewaé, ze frakcja wysokoczasteczkowa
bedzie reprezentowana najobficiej. Wysoki pik frakcji o niskiej masie czasteczkowe;j
moze $wiadczy¢é o postepujacej, podczas tagodnej kwasnej hydrolizy, degradacji
polisacharydu O-swoistego. Wszystkie frakcje zebrano i zliofilizowano. Otrzymano
kolejno: 56,8 mg frakcji A, 9,3 mg frakcji B oraz 51,88 mg frakcji C. Porownywalne
ilosci materialu z frakcji A 1 C w konfrontacji z wynikami oznaczen
kolorymetrycznych moga wskazywac, ze we fakcji A dominuja zwigzki dajace staba
barwe w reakcji Dubois’a [Dubois i wsp. 1956].

1,2

e

Absorbancja 490 nm
[==] =
2 = K
I——
—

0,2

Frakcja C |
6 +0-"Nt—

Frakcja A Frakcja B
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

Numer probowki

Ryc. 44. Profil elucji degradowanego polisacharydu O. lupini LUP21T po rozdziale na
kolumnie Sephadex G50 fine przy zastosowaniu 1% kw. octowego jako eluentu.
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Wszystkie frakcje przeanalizowano w kierunku ustalenia sktadu cukrowego.
W tym celu materiaty hydrolizowano przy uzyciu 2M TFA w temperaturze 100°C
przez 4 godziny. Otrzymane monocukry przeprowadzono w octany alditoli

i analizowano przy uzyciu GC-MS (Ryc. 45 i 46).

AbURGREES
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400000 -

300000 1829

200000 - ‘ ‘

100000 -
18,85 21,42

: 0 ‘ — — ‘ e
Time-->" 41800 1850 19.00 19.50 20.00 20.50 21.00 21.50 22.00 22.50

Ryc. 45. Chromatogram GC octanow alditoli uzyskanych z frakcji A (wysokoczasteczkowej)
O. lupini LUP21T. Zwigzek o czasie retencji 18.29 min to pik inozytolu — wzorca

wewnetrznego.
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Ryc. 46. Chromatogram GC octanow alditoli uzyskanych z frakcji C (nlskoczqsteczkowej)
O. lupini LUP21T. Zwigzek o czasie retencji 18.28 min to pik inozytolu — wzorca
wewnetrznego.

Przeprowadzone analizy widm mas pozwolily stwierdzi¢, ze gtdéwnym
sktadnikiem frakcji wysokoczasteczkowej jest galaktozamina natomiast
niskoczasteczkowej — heptuloza. Na obecnosci tetraoctanu 2,7-anhydroheptulozy w
preparacie octanow alditoli otrzymanych z frakcji C jednoznacznie wskazuje widmo
mas (Ryc. 47) zwigzku opuszczajacego kolumng chromatograficzng w 16,75 minucie

analizy (Ryc. 46). Jon molekularny jest bardzo stabo reprezentowany na spektrum, ale
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juz kolejne jony powstajace przez sekwencyjng eliminacje z niego czasteczek kwasu
octowego (60 Da), kwasu octowego i bezwodnika octowego (102 Da), i trojkrotnie
ketenu (42 Da) s3 dobrze widoczne. Widmo to, na podstawie automatycznego
przeszukania bazy danych (NIST 0.8 MS Library), zostato wstepnie zaklasyfikowane
wlasnie, jako tetraoctan D-glukoheptulozy. Brak §ladéw redukcji oraz czas retencji

(mniejszy niz czasy retencji okre$lone dla octanéw heksitoli) pozwala wnosi¢, ze

cukier jest w formie anhydro.

Ilosci zidentyfikowanych sktadnikéw we frakcjach A1 C zostata zamieszczone
w tabeli 15.

42
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280000
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Ryc. 47. Widmo mas octanu ,,alditolu” uzyskane ze zwiazku o czasie retencji 16,75 (Ryc. 46).
Preparat octanow alditoli otrzymano z frakcji C dgPS O. lupini LUP 21T.

Tabela 15. Gloéwne sktadniki zidentyfikowane w preparatach degradowanego polisacharydu
O. lupini LUP21T otrzymanych w wyniku rozdziatu na kolumnie Sephadex G50 fine. Tlo$¢
sktadnikow obliczono przy uzyciu metody wzorca wewnetrznego — inozytolu.

Frakcja | L.p. Pochodna Czas Gléwne jony na Tlos¢
retencji widmie [w/mg]
[min]
1 Glukozy (Glc) 18,852 73, 85, 97, 103, 110, 3,793

115, 127, 128, 139, 140,
145, 157, 170, 187, 217,

Frakcja A -
wysokoczasteczko
wa

259, 289
2 Glukozaminy 21,416 73, 84,102, 114, 115, 3,71
(GIcN) 126, 128, 139, 144, 156,
259, 318
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3 Galaktozaminy 21,873 84, 96, 102, 114, 115, 87,8
(GalN) 126, 138, 139, 144, 151,
156, 168, 170, 193, 198,
216, 240, 258, 300, 318
1 -- 11.55 79, 94, 109, 110, 121, 23,79
122, 123, 140, 165, 169,
182, 224
2 - 13.78 73, 85, 98, 103, 115, 8,23
116, 127, 128, 145, 157,
158, 175, 187, 200, 217
Heptulozy 16.75 73,81, 98, 101, 112, 143,96
115, 141, 157, 199, 258,
301
4 Galaktozy 18.85 | 73,85, 86, 97, 103, 110, 13,81
115, 116, 127, 128, 139,
145, 153, 157, 170, 187,
217, 258, 289

Frakcja C - niskoczasteczkowa
w

Informacji o utozeniu atomoéw czasteczce heptulozy dostarczyty analizy 1D
i 2D NMR. Preparat frakcji niskoczasteczkowej (C) dgPS LPS O. lupini LUP21T, po
wstepnym podstawieniu labilnych protonéw deuterem, rozpuszczono w cig¢zkiej
wodzie (99,98% D20) i umieszczono w polu magnetycznym spektrometru Varian
Unity plus 500. Wyniki analiz ilustruja ryciny 49 i 48. O przynaleznosci zwigzkow
obecnych w tym preparacie do grupy ketoz s$wiadczy obecnos¢ sygnalow
pochodzacych od czwartorzedowych atomow wegla na widmie HMBC. Sygnatly te
zostaly przyporzadkowane atomom wegla w pozycji C-2 w rozpatrywanych
weglowodanach (Tabela 16A). Na podstawie otrzymanych widm (gtéwnie na
podstawie widma HMBC (Ryc. 48) mozna takze wnosi¢, ze preparat zawiera co
najmniej cztery sktadniki/zwigzki powstate w trakcie uwalniania (przy uzyciu 1%
kwasu octowego) omawianego cukru z LPS. Dwa z nich to sktadniki dominujace w
preparacie. Sygnaly korelacyjne dla dwoch kolejnych, zidentyfikowane w rejonie
anomerycznym, zaznaczono liniami przerywanymi na widmie HMBC (Ryc. 48).
Gloéwne sktadniki oznaczono jako uktady spinowe A i B. Wartosci przesunigé
chemicznych tych wyodrebnionych ukladow zebrano w tabeli 16A. Wartosci
protonowych przesuni¢¢ chemicznych uktadu spinowego A sg praktycznie identyczne
z podanymi w bazie SDBS [Spectral Database for Organic Compounds;
https://sdbs.db.aist.go.jp (National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology, date of access)) dla 2,7-anhydro-D-altro-heptulopiranozy. Na uktad
piranozowy pierscienia heptulozy wskazuja korelacje AH6/AC2 i AH6’/AC2,
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a dowod na wigzanie 2,7-anhydro to korelacja AH7/AC2 (wszystkie na widmie
heterokorelacyjnym dalekiego zasiegu, HMBC). Zwigzek/uktad spinowy B ma
protonowe 1 weglowe przesuni¢cia chemiczne zblizone (oprocz wegla
anomerycznego) do sedoheptulozy opisanej przez Bock’a i wsp. [1994] w pracy
poswigconej LPS V. cholerae H1l (non-01). Korelacja BH5/BC2 $wiadczy
o pierscieniu furanozowym, za§ brak oddziatywania nOe migdzy protonami BH1
i BH3 wskazuje na anomer o, (w przeciwnym wypadku bliskos¢ przestrzenna protonéw
HI1 i H3 sprawia, ze pojawia si¢ sygnat oddziatywania dipolarnego). Uwolniona w
trakcie tagodnej kwasnej hydrolizy sedoheptuloza w wyniku mutarotacji powinna by¢
w roztworze wodnym (tutaj D2O) zaréwno w konfiguracji anomerycznej o jak i 3.
Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg, ze w badanym uktadzie dominuje anomer
a. Ze wzgledu na niewielkg ilos¢ pozostatych form zwigzku w tym prawdopodobnie
I drugiego anomeru (sygnaty o niewielkiej intensywnos$ci) pozostate uktady spinowe
zostaly pomini¢te w analizie. Nalezy takze nadmieni¢, ze we frakcji
niskoczgsteczkowej nie Wykryto di- tri- i wyzszych oligosacharydow. Ten wniosek
znalazt potwierdzenie w analizie metylacyjnej calego LPS LUP21T. W produktach
metylacji wykryto jedynie w pelni metylowang pochodna heptulozy (danych nie

zamieszczono).

Tabela 16A. Protonowe i weglowe przesunigcia chemiczne (ppm) dla wybranych zwigzkoéw
zawartych we frakcji C. Frakcja C zostala otrzymana w wyniku chromatograficznego
rozdzialu (GPC) degradowanego polisacharydu uzyskanego z LPS O. lupini LUP21T.

Pozycja 1 2 3 4 5 6 7
Atom
Uktad spinowy A
H 3,850 | ------ 3,668 3,761 4,002 | 4,687 | 3,905; 3,873
C 60,60 | 104,72 | 73,21 70,99 71,05 | 78,81 67,36
Uktad spinowy B
H 3,590; | ------ 4,087 4,299 3,761 | 3,843 | 3,770; 3,592
3,520
C 63,61 98,93 77,00 76,52 81,40 | 73,70 63,35
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Ryc. 48. Fragment (obszar anomerycznych przesunie¢ weglowych) widma HMBC preparatu
frakcji C dgPS O. lupini LUP21T. Pelny opis wybranych uktadéw spinowych (A i B) zawiera
Tabela 16A.

Podsumowujac powyzsze analizy nalezy stwierdzi¢, ze tancuch O-swoisty LPS
O. lupini LUP21T jest podstawiony czasteczkami o lub B sedoheptulozy zwigzanymi
ketozydowo. Labilny charakter wigzan ketozydowych tlumaczy, dlaczego jest ona

bardzo tatwo tracona w trakcie procedury uwalniania lipidu A z LPS LUP21T.
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Ryc. 49. Fragment widma HSQC preparatu frakcji C dgPS O. lupini LUP21". Petny opis
wybranych utadow spinowych (A, B) zawiera tabela 16A.

Danych na temat struktury tancucha O-swoistego LPS O. lupini LUP21T
dostacza analiza frakcji wysokoczasteczkowej dgPS(frakcji A). Jak juz wspomniano
powyzej w tej frakcji wykryto tylko galaktozaming. Analiza metylacyjna tego
preparatu pozwolita ustali¢, ze GaIN jest podstawiona w pozycjach C-2 lub C-6
(danych nie zamieszczono). Metoda chromatografii gazowej ustalono rowniez, ze

GalN ma konfiguracje absolutng D. Dysponujgc takimi wstepnymi informacjami
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przystapiono do analizy widm 1D i 2D NMR tego preparatu. Analiza rejonu
anomerycznego (Ryc. 50) prowadzi do wniosku, ze badany polimer zbudowany jest z
czterech podjednostek cukrowych. Wystepuja one w porownywalnych ilosciach (na
co wskazujg wartosci integracji kolejnych sygnatéw anomerycznych (A:B:C:D -
1,00:2,41:1,11, Ryc. 50). Sygnaty oznaczone literami A, B, C sg szerokimi singletami
za$ sygnat D to dublet. Tak wigc monocukry A, B, C to a anomery, a D jest 3
anomerem. Potwierdzeniem powyzszych wnioskOw sa zmierzone wartos$ci sprzezen
JH1,H2 Oraz Jci,Hi. Wartos$cei te zestawiono w drugiej kolumnie tabeli 16B. Kolejnym
dowodem na poprawno$¢ powyzszego wnioskowania sg sygnaty korelacyjne
obserwowane na widmie NOESY (wyniki zestawiono w tabeli 16C). W tym
polimerze nie stwierdzono tez obecnosci podstawnikow nie cukrowych za wyjatkiem
reszt acetylowych podstawiajacych grupy aminowe GalN. Liczba i intensywnos$é
sygnaléw pochodzacych od grup acetylowych jest w idealnej zgodnosci z iloscia
I intensywnos$cig sygnatow anomerycznych. Daje to podstawe do stwierdzenia, ze

polimer jest zbudowany nie z D-GalN tylko z D-GalNAc.

HOD
CH,CO0
1
)]
0
e
o
=]
A
W
WY W
1.% i1 95 31

PPM4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2
Ryc. 50. Widmo 1D-NMR frakcji A dgPS O. lupini LUP21T,

Wykorzystujac widma dwuwymiarowe *H-'H DQF-COSY, TOCSY, NOESY
oraz widma heteronuklearne 'H-3C HMQC, deptHSQC (Ryc. 51) i HMBC
przypisano czterem uktadom spinowym (A, B, C, D) odpowiednie przesunigcia

chemiczne zaréwno protonowe jak i weglowe. Wyniki tych analiz zostaly zestawione
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w tabeli 16B. Analiza tych danych wskazuje, ze a-D-GalNAc (A) jest podstawiona w
pozycji C-4. Identycznie podstawiony jest monosacharyd C i D (odpowiednio: a-D-
GalNAc i B-D-GalNAc). Natomiast przesunigcie chemiczne atomow wegla w pozycji
BC-6 jest 0 ok. 4,50 ppm wigksze niz ma to miejsce w przypadku o-D-GalNAc
niepodstawionej, co jednoznacznie wskazuje na wigzanie typu (1—6). Kolejnosé
podjednostek monocukrowtch w polimerze zostata ustalona na podstawie korelacji
dalekiego zasiggu (widmo HMBC) protondéw anomerycznych. Zidentyfikowane
oddzialywania zestawiono w tabeli 16C. Te, ktéore wskazuja na typ wigzan
glikozydowych (oddziatywania wychodzace na zewnatrz systemow spinowych)
zostaly zaznaczone pogrubiong czcionka. Wyniki z tabeli 16C dowodza, ze
podjednostka a-D-GalNAc (A) taczy si¢ wigzaniem glikozydowym typu (1—6) z a-D-
GalNAc (B), a ta z kolei z podjednostka a-D-GalNAcC (A) wigzaniem typu (1—4) itd.
Tak wigc systemy spinowe A i B tworzg polimer, ktorego powtarzajaca si¢
podjednostka jest dwucukier o nastgpujacej strukturze:

—4)-A-(1-6)-B-(1—>

—4)-a-D-GalNAc-(1—6)-a-D-GalNAc-(1—>

Analogiczne rozumowanie prowadzi do ustalenia potaczen migdzy podjednostkami C

oraz D:
—4)-C-(1-4)-D-(1>»
—4)-a-D-GalNAc-(1—4)-B-D-GalNAc-(1—>

A2 C2 48
QO o D2 52

ooo B2 I
OCooe |56

A6 C6 D6

— 60
64

°C3 o® <— BOH —> O I
C5 = 8> B3 D3 [ 68
= 32 A3 °A5 SO Ow .I??4- _—72
[ O 76

O v X
ca o D4 D5 0
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[~ 88
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Ryc. 51. Fragment widma deptHSQC frakcji A dgPS O. lupini LUP21T. Protonowe
i weglowe przesunigcia chemiczne uktadow spinowych A, B, C, D zebrano w Tabeli 16B.
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Tabela 16B. Protonowe i weglowe przesunigcia chemiczne (ppm) dla wybranych zwigzkow
zawartych we frakcji A (wysokoczasteczkowej). Frakcja A zostata otrzymana w wyniku
rozdzialu chromatograficznego (GPC) degradowanego polisacharydu uzyskanego z LPS
O. lupini LUP21T.

System spinowy JeiHe H1 H2 H3 H4 H5 H6/H6” | Ac-N-
JH1H? Cl C2 C3 C4 C5 C6
A 22Hz | 4999 | 4268 | 4044 | 4048 | 4029 | 3621/3,867 | 2,085
—4)e-D-GalNAC(l> | 17361, | 9813 | 5106 | 6819 | 7828 | 72555 61,48 127257298
B 25Hz | 4937 | 3935 | 385% | 3624 | 4280 | 3636/4013 | 2,082
—6)0-0-GalNAC(l~> | 17481z | 9937 | 5508 | 7151 | 7071 | 7216 6610 | b
C 28Hz | 4915 | 4128 | 4207 | 4226 | 4399 | 367758817 | 2,060
a0 CaNAL> | 17281z | ogor | 5133 | es03 | 7705 | 7100 | etz | AMO)
D 78Hz | 4714 | 4049 | 3812 | 3088 | 3,700 | 36/5/3,698 | 2,015
—>4)0-0-GalNAC(l> | 16321 | 10385 | 5361 | 7173 | 7610 | 7647 6159 | oo

Tabela 16C. Sygnaty korelacyjne dla protonéw anomerycznych z preparatu frakcji A
zaobserwowane na widmach NOESY i HMBC.

System spinowy i proton nOe HMBC
anomeryczne
AC3
AH2
AH1 X AC5
BH6’, BH6 BC6
BC3
BH1 E\::"i BC5
AC4
CC3
CH1 g ::"i CC5
DC4
DH3 DC3
DH1 DH5 DC5
CH4 CC4
Pogrubiono oddziatywania skalarne (HMBC) i dipolarne (nOe) wskazujace
na rodzaj wigzan glikozydowych wystepujacych w  badanych
polisacharydach.

Zaprezentowane wyniki analizy frakcji wysokoczasteczkowej dgPS O. lupini
LUP21" jednoznacznie wskazuja, ze lipopolisacharydy tych bakterii maja dwa typy
tancuchéw O-swoistych. W warunkach hodowli laboratoryjnej O. lupini LUP21T
syntetyzuje poréwnywalne ilosci obu wariantow O-PL. O powyzszym $wiadczy
proporcja ilosci sktadnikow jednego z polisacharydow (A + B) do ilosci sktadnikow
tworzacych drugi polimer (C + D) wyliczona w oparciu o widmo 1D NMR (Ryc. 50).
Warto$¢ liczbowa tej proporcji (A + B)/(C +D) wynosi 1/1. Jak stwierdzono powyzej,
czasteczki LPSu O. lupini LUP21T zawieraja sedoheptuloze. Jej ilo$¢ jest
poréwnywalna i z iloécig galaktozaminy (D-altro-heptuloza:GalN - ~1:1, Tabela 10).
Taka ilo$¢ sedoheptulozy moze wynikaé z podstawienia jednag czasteczka heptulozy
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kazdej GalN w polimerach tancucha gléwnego O-antygenu. Inny wariant to
podstawienie co drugiej czagsteczki GalN dwiema resztami sedoheptulozy. Dotychczas
podjete  proby  okreslenia  lokalizacji  sedoheptuloz  w  tancuchach
poligalaktozaminowych O-antygenéw oparte na analizie metylacyjnej oraz analizie
widm 1D i 2D NMR catego LPS nie przyniosty zadawalajacych rezultatow. Prace nad

dokonczeniem badan strukturalnych beda dalej prowadzone.

IV.2 ANALIZA PERYPLAZMATYCZNYCH GLUKANOW SZCZEPOW
O. CYTISI 1 O. LUPINI

IV.2.1 Otrzymanie i oczyszczenie preparatow glukanowych

Glukany zostaly uwolnione z przestrzeni peryplazmatycznej podczas delipidacji
masy komorkowej metoda Bligh-Dyer [1959]. Otrzymane w powyzszy sposob fazy
wodne zawieraly glukany, natomiast w fazach organicznych znalazty si¢ fosfolipidy
i inne zwiazki o charakterze lipidowym. Preparaty glukanow frakcjonowano przy
uzyciu chromatografii zelowej na kolumnie wypetnionej Sephadexem G50 fine.
Kolumng przemywano wodnym roztworem octanu amonu (0,15 M, pH 7) z dodatkiem
7% propanolu-1. W wycieku z kolumny oznaczano zawartos$¢ sktadnikow cukrowych
uzywajac metody Dubois (Ryc. 52 i 53) [Dubois i wsp., 1956]. Zebrane frakcje
poddano dializie wobec wody destylowanej, a nast¢pnie liofilizacji. Ilosci uzyskanych

materiatow zestawiono w tabeli 17.

Tabela 17. Tlo$¢ materiatu glukanowego uzyskanego na drodze rozdziatu i oczyszczania
preparatu z fazy wodnej uzyskanej w trakcie delipidacji bakterii metodg Bligh-Dyer’a.

Szczep Frakcja Masa [mg]
O. cytisi ESC1T Glukan (OPG) 52,9
O. lupini LUP21T Glukan (OPG) 637,6
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Ryc. 52. Profil elucji preparatu glukanowego O. cytisi ESC1T rozdzielanego na kolumnie
wypelnionej Sephadexem G50f. Solwent: 0,15M octan amonu w 7% propanolu. Probowki
o numerach od 15 do 22 materiat wysokoczasteczkowy (prawdopodobnie szorstka frakcja LPS
O. cytisi ESC1"), probowki o numerach od 31 do 49 glukan (OPG). Do kolejnych probowek
zbierano po 100 kropel eluatu.
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Ryc. 53. Profil elucji preparatu glukanowego O. lupini LUP21" rozdzielanego na kolumnie
wypelnionej Sephadexem G50 fine. Solwent 0,15M octan amonu, w 7% propanolu. OPG-
frakcje zawierajace glukan. Zbierano po 200 kropli eluatu do kolejnych probowek.
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IV.2.2 OkreSlenie skladu cukrowego oraz wiazan w czasteczkach glukanéow

Otrzymane preparaty glukanowe poddano hydrolizie w 2 M TFA w 100°C przez
4 godziny, nast¢pnie redukcji borowodorkiem sodu i kolejno peracetylacji. Otrzymane
octany alditoli analizowano metoda chromatografii gazowej sprz¢zonej ze
spektrometrem mas. Probki analizowane byly w obecno$ci wzorca wewngtrznego
(inozytol). Oba chromatogramy zawieraty pojedyncze piki o czasie retencji okoto 18,6
min. Stwierdzono, ze w obu preparatach glukanowych jedynym sktadnikiem
cukrowym jest glukoza (Ryc. 54).

Abundance 18.610
4000000 Glucitol

35000007
30000007
25000001
20000007
15000007

10000007

500000

18.156
N

Time 1700 1800 18.00 2000 21 00 22'on 2300

Ryc. 54. Chromatogram gazowy octanow alditoli otrzymanych z preparatu glukanu O. cytisi
ESC1'. Zwiazek o czasie retencji 18.156 min to pik wzorca wewngtrznego — inozytolu;
natomiast 18.610 min to sygnat pochodzacy od peracetylowanego glucitolu.

W celu ustalenia typu wigzan pomiedzy poszczegdlnymi monomerami w
preparatach glukanowych wykonano analize metylacyjng wg. procedury Hakomori
[1964]. Otrzymane metylowane pochodne oligosacharydéw hydrolizowano w 2M
TFA, redukowano borodeuterkiem oraz acetylowano w celu zablokowanie
uwolnionych grup hydroksylowych. Preparaty analizowano metoda GC-MS. Oba
chromatogramy zawieraly pojedyncze piki o czasie retencji 13,56 min. Analizujgc ich
widma mas stwierdzono, ze sygnaly te odpowiadajg 1,2,5-O-Acs-3,4,6-O-Mes-
glucitolowi. Schemat fragmentacji na przyktadzie preparatu uzyskanego z O. cytisi

ESC1T przedstawiono na rycinie 55.
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Ryc. 55. Preparat glukanowy z O. cytisi ESC1"- widmo mas i schemat fragmentacji zwigzku
0 czasie retencji 13,56 min. (1,2,5-0-Acs-3,4,6-O-Mes-glucitolu). Czerwong ramka
zaznaczono pozycje wigzania glikozydowego.

Na obu widmach widoczne sg jony pierwszorzgdowe m/e 161, 190, 205 i 234.
Jony te powstaja poprzez rozerwanie wigzan pomiedzy weglami w czasteczce
glucitolu. Na przyktad jony m/e 161 i 190 powstaja w wyniku rozerwania wigzania
pomiedzy C-3 i C-4. Widoczny na obu widmach najbardziej intensywny jon m/e 130
jest jonem drugorzedowym, powstatym z jonu m/e 190 w wyniku eliminacji kwasu
octowego. Z jonu m/e 161 rowniez poprzez eliminacje kwasu octowego powstaje jon
m/e 101. Jon m/e 129 to takze jon drugorzedowy powstaty z jonu m/e 161 po
odtaczeniu metanolu.

Reasumujac, na podstawie analizy metylacyjnej stwierdzono, ze grupa OH
przy weglu C-2 jest miejscem przytaczenia kolejnej podjednostki cukrowe;.
Czasteczki glukozy w oligomerze potagczone sg wylacznie wigzaniami
(1—>2)glikozydowymi. Nie stwierdzono wystepowania w pelni metylowanych
pochodnych glukozy, ani glukoz mogacych by¢ bocznymi odgatezieniami gtéwnego
fancucha glukanu. Moze to sugerowaé, ze czasteczka glukanu jest cykliczna

1 nierozgateziona.
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IV.2.3 Analiza TLC preparatéow glukanowych

Przeprowadzona analiza preparatow O. cytisi ESC1" i O. lupini LUP21T przy
uzyciu chromatografii  cienkowarstwowej wykazata obecnos¢ 5  frakcji
oligocukrowych w obu badanych preparatach. Jako wzorcow uzyto preparatu
Oligomix (Ice) bedacego mieszaning wzorcowych maltodekstryn zawierajacych od 3
do 6 reszt cukrowych oraz preparatu peryplazmatycznych glukanéw wyizolowanych
z Mesorhizobium huakuii 152437, ktéry zawiera gtéwnie glukany bedace polimerami
zbudowanymi z 20-22 reszt glukozy [Choma i Komaniecka, 2003]. W wyniku analizy
oszacowana zostala ilos¢ monomerdw, ktore tworza czasteczki OPG O. cytisi
i O. lupini. Wykazano ze peryplazmatyczne glukany Ochrobactrum sg oligomerami

o zblizonej liczbie glukoz w czasteczce do glukanéw M. huakuii. (Ryc. 56).

-
g —
3- A l l
4 wf
o 5
6= _—
Tv— . -~ -' — —
20- ;
ok B . B
22- : ‘

- START

50.934 39

1 2 3 duimbet 8 O

Ryc. 56. Chromatogram TLC wywotany metoda zweglania przy uzyciu stezonego H>SOa.
Sciezka 1. Preparat Oligomix - oligosacharydy wzorcowe, cyfry 3-6 oznaczaja ilo$¢ reszt
cukrowych poszczegdlnych maltodekstryn. Sciezka 2. Preparat glukanéw wyizolowany z
M. huakuii 152437, cyfry 20, 21 i 22 oznaczaja stopien polimeryzacji glukanu. Sciezka 3.
O. cytisi ESC1T — glukan, nawazka 2pg. Sciezka 4. O.cytisi ESC1T — frakcja
wysokoczgsteczkowa uzyskana z rozdzialu na kolumnie wypehionej Sephadex G50f, 2 ug.
Sciezka 5. O. cytisi ESC1T — frakcja niskoczasteczkowa z kolumny G50f, 2 pg. Sciezka 6.
O. lupini LUP21T — glukan, 2 pg. Sciezka 7. O.lupini LUP21T — frakcja tzw
wysokoczasteczkowa uzyskana z rozdziatu na kolumnie wypehionej Sephadex G50f, 2 pg.
Sciezka 8. O. lupini LUP21T — materiat niskooczasteczkowy z kolumny G50f, 2 ug. Sciezka
9. O. lupini LUP21T — glukan O-deacylowany, 2 pg. Uktad TLC zastosowany do rozdziatu
oligosacharydow zostal opisany w Rozdziale 111.2.11.2.
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IV.2.4 Analiza MALDI-TOF preparatow glukanowych

Spektrometria mas jest dogodng technikg analityczng umozliwiajacg doktadny
pomiar masy czasteczkowej badanego preparatu. W wyniku analizy niezaleznie od
stosowanego spektrometru wyznaczony zostaje stosunek masy do tadunku (m/z).
Jedna z cze$ciej stosowanych konfiguracji spektrometréw mas jest potaczenie zrodta
jonéw MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation) i detektora czasu
przelotu TOF (Time-of-Flight). Technika ta umozliwia bezposrednig analiz¢ sktadu
populacji czasteczek o duzych masach czasteczkowych, takich jak mieszaniny biatek,
oligo- i polisacharydow. Technika ta pozwala rowniez okresli¢ ilo§¢ podjednostek w
polimerze.

W przypadku badanych preparatow glukanowych Ochrobactrum metoda ta
pozwolita okresli¢ wielkos¢ piersScienia oligosacharydowego. Celem zwigkszenia
lotnos$ci, preparaty przeznaczone do analizy poddano metylacji. Sygnaty na widmach
mas roztozone sa réwnomiernie, a odleglosci pomiedzy nimi wynosza 204 Da.
W zwigzku z tym kolejne czasteczki metylowanego glukanu r6znig si¢ od siebie masg
w peini metylowanej podjednostki glukozowe;.

Na widmie jonéw dodatnich preparatu glukanowego O. cytisi ESC1T mozna
zaobserwowac caly szereg jondw, z ktorych najmniejszy ma wartos¢ m/e 3491
I odpowiada czasteczce zbudowanej z 17 reszt glukozy. Najintensywniejszy jest jon
0 warto$ci m/e 4104 odpowiadajacy pierscieniowi ztozonemu z dwudziestu Czgsteczek
glukozy, a najciezszy to jon (m/e 5124) zbudowany jest z 25 reszt glukozy (Ryc. 57).
Oprécz powyzszych jonow widoczne sg rowniez jony o warto$ciach m/e rownych
3696, 3900, 4308, 4512, 4715, 4921 odpowiadajace jonom powstalym w wyniku
przylaczenia Na* do oligomerow glukanowych zawierajacych kolejno 18, 19, 21, 22,

23 i 24 glukoz.
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Ryc. 57. Widmo jondéw dodatnich metylowanego preparatu glukanu O. cytisi ESC1T
otrzymane technikg MALDI-TOF (GDP = stopien polimeryzacji glukozy).
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Ryc. 58. Widmo jonéw dodatnich preparatu metylowanego glukanu O. lupini LUP21T
otrzymane technikga MALDI-TOF (GDP= stopien polimeryzacji glukozy).
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Z kolei na widmie jonéw dodatnich otrzymanym z preparatu metylowanego
O. lupini LUP21" widoczne sa sygnaty znajdujace sic w obszarze od m/e 3491 do
4921,4 (Ryc. 58). Jony o0 najmniejszej i najwigkszej wartosci m/e analogicznie, jak
u O. cytisi odpowiadaja czasteczkom zbudowanym z 17 1 24 reszt glukozy.
Najintensywniejszy jest jon o wartosci m/e 4307 odpowiadajacy 21 resztom glukozy.

Dane opisujace badane preparaty glukanowe zebrano w tabeli 18.

Tabela 18. Wartosci mas czgsteczkowych dla poszczegdlnych pier§cieni glukanowych
O. cytisi ESC17i O. lupini LUP21T. (preparaty poddane analizie byty uprzednio metylowane)

Szczep | Obserwowane Masa jonu obliczona Roéznica Stopien
jony [M+Na]* teoretycznie [%o] polimeryzacji
[m/e] [Da] (dp)

3491,3 3492,68531 0,40 17
3696,2 3696,78508 0,16 18

H 3900,2 3900,88485 0,18 19

% 4104,1 4104,98462 0,22 20

W 4308,0 4309,08439 0,25 21

g 4512,0 4513,18416 0,26 22
4715,8 4717,28393 0,31 23
49218 4921,38370 -0,08 24
3491,0 3492,68531 0,48 17
3696,0 3696,78508 0,21 18

'_g} 3900,0 3900,88485 0,23 19

% 4103,9 4104,98462 0,26 20

£ 4307,8 4309,08439 0,30 21

Ef 45128 4513,18416 0,09 22

© 4715,6 4717,28393 0,36 23
49214 4921,38370 0,00 24

Wyniki analiz glukanow metodg MALDI-TOF obu szczepéw pokrywaja si¢ z
wczesniejszymi wynikami uzyskanymi metodg TLC. Interesujacy jest fakt, ze oba
widma MALDI nie przedstawiaja typowego rozktadu mas glukanéw (jaki dla
przyktadu ma preparat OPG pozyskany z Sinorhizobium meliloti). Czasteczek glukanu
zbudowanych z wiecej niz 22 reszty glukozy i kolejnych jest znaczaco mniej. Moze to
swiadczy¢ o tym, ze tego typu struktury sa tworzone sporadycznie przez

Ochrobactrum.

136



WYNIKI

IV.2.5 Analizy NMR peryplazmatycznych glukanéw

Okreslenie struktury peryplazmatycznych glukanéw O. cytisi ESC1T i O. lupini
LUP21T przy wykorzystaniu danych NMR rozpoczeto od analizy widm
jednowymiarowych. W celu przygotowania glukanow do analiz NMR preparat
O. cytisi rozpuszczono w DMSO-ds natomiast preparat O. lupini w D20.

Na zarejestrowanym widmie H-NMR O. cytisi w obszarze 4,73-4,76 ppm
widoczne sg sygnaty pochodzgce od anomerycznego protonu glukozy (H1). Wartosci
te s charakterystyczne dla protondw anomerycznych glukozy o konfiguracji B.
Sygnaty w obszarze 3,1-3,9 ppm pochodza od protonéw szkieletowych. Dodatkowo
na widmie widoczne sg sygnaty pochodzace od grup hydroksylowych (Ryc. 59).

HDO

H1 Protony szkieletowe DMSO-d6

4-OH 3-OH 6-0H

T ; T g T B T T T J T T T % T : T 3 T " T p T - T
PPM 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4

Ryc. 59. Widmo *H-NMR glukanu O. cytisi ESC1T rozpuszczonego w DMSO-ds.

Na zarejestrowanym widmie protonowym O. lupini LUP21T (Ryc. 60) sygnat o &
4,92 ppm odpowiada protonowi anomerycznemu glukozy. Takie przesunigcia maja
protony anomeryczne glukozy o konfiguracji B. Sygnaly w obszarze 3,5-4,0 ppm
pochodzg od tzw. protonéw szkieletowych. Nieobecnos¢ sygnatow w obszarze od 0-
3,4 ppm $wiadczy o braku podstawnikow niecukrowych w czgsteczce glukanu.
Na fakt, iz czasteczka glukanu nie jest podstawiona wskazywaty rowniez wczesniej
przedstawione wyniki (Ryc. 56, 57, 58).

Protony szkieletowe Aceton

ol b

L L e e e e |
PPM 50 48 46 4.4 42 40 3.8 36 34 3.2 30 28 2.6 24 2.2 2.0 1.8

Ryc. 60. Widmo *H-NMR glukanu O. lupini LUP21T rozpuszczonego w D-0.

137



WYNIKI

Analize widm weglowych (1D ¥C NMR) rozpoczeto od obszaru anomerycznego
gdzie obserwowano jedynie sygnaty o warto$ciach w granicach 103.0 — 100.1 ppm.
Takie warto$ci przesunie¢ chemicznych sg charakterystyczne dla anomerow B [Usui
I wsp., 1973]. Nie zaobserwowano sygnalow w obszarze 92-96 ppm,
charakterystycznym dla C-1 redukujacych reszt glukozy. Potwierdza to wezesniejsze
whnioski, ze glukan jest czasteczka cykliczng. Na widmie HSQC O. cytisi ESC1T
zaznaczono obszary, w obrebie ktorych wystepuja sygnaty protonow anomerycznych
(1), szkieletowych (2 - 6’) oraz pochodzace od wzorcow (Ryc. 61). Brak sygnatow

w obszarze ponizej 60 ppm $wiadczy o braku podstawnikow niecukrowych.
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Ryc. 61. Widmo HSQC glukanu O. cytisi ESC1T rozpuszczonego w DMSO-ds. Objasnienia
w tekscie.

Na dwuwymiarowym widmie DQF-COSY O. cytisi ESC1" (Ryc. 62) odnaleziono
kolejne sygnaty korelacyjne dla atoméw wodoru glukozy (1,2)-zwigzane;.
Odpowiednie warto$ci przesunig¢ chemicznych zebrane zostalty w tabeli 19.
Na widmie TOCSY O. lupini LUP21T (Ryc. 63) zaznaczono uklad sprzezen

odpowiadajacy protonom z czasteczki glukozy.

138



WYNIKI

F1
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F2 (ppm)
Ryc. 62. Widmo DQF-COSY preparatu glukanowego O. cytisi ESC1T rozpuszczonego

w DMSO-de.
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Ryc. 63. Fragment widma TOCSY peryplazmatycznego glukanu O. lupini LUP21T. Linig
ciagla oznaczono uktad spinowy tworzony przez protony glukozy (1,2)-zwiagzane;j.

139



WYNIKI

Tabela 19. Wartosci przesunie¢ chemicznych protonow i atomow wegla dla reszt glukozy
oraz stalych sprzezenia Jcimi | Juime z preparatow glukanowych O. cytisi ESC1T i O. lupini

LUP21T (n.d. — nie oznaczono).

Szczep Jeymr | H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-6’
Jhure | C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-6

O. cytisi | 165,5 | 4.762 3.248 3.555 3.243 3.256 3.778 3.5642

ESC1T 7.2 100.766 | 81.777 | 74.954 | 68.286 | 76.028 | 60.314 | 60.314

O. lupini | n.d. 4.938 3.635 3.836 3.542 3.542 3.998 3.826

LUP21T | 7.2 102.639 | 83.074 | 76.481 | 69.743 | 77.278 | 61.774 | 61.774

Zaprezentowane wyniki potwierdzaja wczesniejsze przypuszczenia o cyklicznej

budowie glukanow izolowanych z przestrzeni peryplazmatycznej Ochrobactrum.

Jednoczesnie glukany te majg strukture typowa dla ryzobiéw szybkorosnacych,

w ktorych jednostki glukozowe sa potaczone wylacznie wigzaniami [-(1—2)-

glikozydowymi.
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IV.3 CHARAKTERYSTYKA EGZOPOLISACHARYDOW
OCHROBACTRUM CYTISI ESC1T 1 O. LUPINI LUP21T

IV.3.1 Otrzymanie i oczyszczenie preparatow egzopolisacharydowych

Hodowle szczepow prowadzano na podtozu 79CA, wzbogaconym bursztynianem
sodu w temperaturze 28°C z napowietrzaniem przez intensywne wytrzasanie.
Egzopolisacharydy izolowano z ptynu pohodowlanego wytracajac je 75% etanolem.
Zebrane preparaty po wysuszeniu (usunigcie etanolu) i ponownym rozpuszczeniu
poddano wyczerpujacej dializie wobec wody destylowanej, a nastepnie

zliofilizowano. Ilosci uzyskanego materiatu zestawiono w tabeli 20.

Tabela 20. Tlosci egzopolisacharydow uzyskanych z ptynu pohodowlanego Ochrobactrum.

Szczep Masa [mg] Wydajno$¢ na litr [mg]
O. cytisi ESC1T 222,0 111,0
O. lupini LUP21T 702,8 175,7

Uzyskane preparaty egzopolisacharydow frakcjonowano przy uzyciu
chromatografii zelowej na kolumnie wypetnionej Sepharose CL-6B. Kolumng
przemywano woda w przypadku szczepu analizy EPS O. lupini LUP21T,
a w przypadku EPS O. cytisi ESC1" uzyto 1M NaOH. Wyciek z kolumny
monitorowano na zawarto$¢ sktadnikow cukrowych przy uzyciu metody Dubois
[Dubois i wsp., 1956]. Wykreslony profil elucji pozwolit stwierdzi¢, ze EPS O. lupini
zawiera tylko frakcje wysokoczasteczkowa (Ryc. 64). Obliczono, ze przyblizona masa
egzopolisacharydu to 245 kDa.

Profil elucji preparatu egzopolisacharydowego O. cytisi ESC1T wskazywal na
obecnos¢ dwoch frakcji: wysoko- i niskoczasteczkowej (Ryc. 65). Przyblizona masa
frakcji wysokoczasteczkowej egzopolisacharydu ESC1T to 342,5 kDa (okoto 2212

czasteczek, zas frakcji niskoczasteczkowej to 46,5 kDa .
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Absorbancja 490 nm
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Ryc. 64. Profil elucji preparatu EPS O. lupini LUP21T rozdzielanego na kolumnie wypetnionej
Sephadexem CL-6B (0,7 x 90 cm). Solwent: woda. Frakcje zbierano po 40 kropel, szybkos¢
przeptywu: 8,5 ml/godz. Nawazka 20 mg.

Absorbancja 490 nm

Material niskoczasteczkowy

0,12
0,11 :
Materiat
01 wysokoczasteczkowy
0,09 v
Ar ¢ | .
0,07 ’l \‘
0,06 ! )
0,05
0’ 04 T T T T T T T T T T T T T
20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72

Numer frakcji

Ryc. 65. Profil elucji preparatu EPS O. cytisi ESC1T rozdzielanego na kolumnie wypetnionej
Sephadexem CL-6B (0,7 x 90 cm). Solwent: 1M NaOH. Frakcje zbierano po 40 kropel,
szybkos¢ przeptywu: 12,5 ml/godz. Nawazka 1,5 mg.
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IV.3.2 OkreSlenie skladu cukrowego oraz wiazan w czasteczkach
egzopolisacharydow
Otrzymane preparaty egzopolisacharydowe poddano hydrolizie w 2 M TFA w
100°C przez 4 godziny, nastgpnie redukcji borowodorkiem sodu i kolejno
peracetylacji. Tak otrzymane octany alditoli analizowane byly metoda chromatografii
gazowej. Stwierdzono, ze EPSy produkowane przez szczepy O. cytisi ESC1T
i O. lupini LUP21T zbudowane sa z mannozy, glukozy i galaktozy. W preparatach nie

wykryto obecnosci kwaséw uronowych (Tabela 21).

Tabela 21. Sktad weglowodanowy preparatow EPS O. cytisi ESC17 i O. lupini LUP21T.

Szczep Skladnik Mannoza Glukoza Galaktoza
O. cytisi Czas retencji 18.389 18.565 18.714
ESC1T Wzgledna zawartos¢ [%] 78,7 8,3 13
O. lupini Czas retencji 18.483 18.654 18.796
LUP21T Wzgledna zawartos¢ [%] 55,74 26,64 17,62

Dominujacym sktadnikiem w obu preparatach jest mannoza (Ryc. 66).
Abundance i

18.483
80000

75000
70000
B5000
60000
55000
50000 8
45000
40000
35000
30000 3
25000
20000
15000
10000

5000 . . . . . . . . .
Tithe=s 1650 1700 1750 1800 1850 1800 1950 2000 2050  21.00

18.654

18.796

Ryc. 66. Chromatogram rozdziatu octanow alditoli otrzymanych z preparatu EPS O. lupini
LUP21T. Cyfry oznaczajg kolejno octany: 1. mannitolu, 2. galaktitolu, 3. glucitolu.

W celu ustalenia typu wigzan pomigdzy poszczegdlnymi monosacharydami w
preparatach wykonano analiz¢ metylacyjng (wg. procedury Hakomori, (1964)).
Preparaty zmetylowano, poddano hydrolizie, a otrzymane monocukry zredukowano
I acetylowano. Uzyskane preparaty analizowano metodg GC-MS. Analiza widm mas
pozwolita stwierdzié, jakiego typu wigzania wystepuja w lancuchach badanych

polisacharydéw. Wyniki analizy widm mas zostaly zebrane w tabeli 22 i 23,
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a Chromatogramy preparatow permetylowanych octandw alditoli otrzymanych
z EPSow O. cytisi ESC1" i O. lupini LUP21T przedstawiono na rycinach 67
i 68.

Abundance

11.680
850000
800000
750000
700000
650000
600000
550000
500000 13579
450000
400000
350000
300000 14?73
250000

500000 13.896

16.191

150000 13651} ||

100000 14274 17.450 18554
50000 U\. 16.457 f\k N

TS 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 17.00 17.50 18.00 1850

Ryc. 67. Chromatogram GC preparatu EPS O. cytisi ESC1T poddanego metylacji, catkowitej
hydrolizie, redukcji i peracetylacji. Pik o czasie retencji 18.554 min. pochodzi od
zanieczyszczenia (pochodne kwasu ftalowego).

Abundance
11.697 13.670
140000 13_5110
130000 13.900
120000
110000
100000
30000
30000
70000 17.470
60000
50000
40000
30000 18.582
20000 14.089 16.218

100000 ) \

Time—> 11.50 12,00 1250 13.00 1350 1400 1450 15.00 1550 16.00 1650 17.00 17.50 1800 1850

Ryc. 68. Chromatogram GC preparatu EPS O. lupini LUP1T poddanego metylacji, hydrolizie
2M TFA, redukcji i peracetylacji wg procedury Hakomori [1964].

Tabela 22. Gtowne sktadniki zidentyfikowane w preparacie metylowanych octanow alditoli
otrzymanych z preparatow egzopolisacharydowych O. cytisi ESC1T.

. . 1
Czas" Glowne jony Zidentyfikowany . . Wzg le?
L.p. retencji ] Typ wiazania | zawartos¢
. [m/e] skladnik
[min.] %
87,101, 102,
118, 129, 130, | 1,5-0O-Ac.-2,3,4,6-
L] 11880 | 45 161,162, |  O-Meshexitol hex(1— 39.1
205
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87,88, 98, 101,

2 13.579 129, 130, 145, 1c2)5M2AhZSks3niF —2)hex(1—> 2,0
161, 190, 3
87 101 118, | 1.35-0-Acs-2.4.6-

3. | 13851 1199 161,234 | O-Mesheksitol | NI 27.2
87 101, 118, | 1.35-O-Acs-2.4.6-

4 | 188% | 109 161 234 | O-Mesheksitol | Onex(d— 8.4
87 101, 118, | 1.35-0-Acs-2.4.6-

S | 14013 1 199 161,234 | O-Mesheksitol | NI 53
8799, 102,

6. | 14274 | 118 129, 162, 15&5@&;3;’4 S6)hex(1—> 5,1
173, 189, 233 3
87 88, 129,

7. | 16191 | 130,189, 190, 1%?@3’?@‘;3"4' >26)hex(1—> | 130
205, 206 2

Tabela 23. Gtowne sktadniki zidentyfikowane w preparacie metylowanych octandéw alditoli
otrzymanych z preparatow egzopolisacharydowych O. lupini LUP1T.

. _ Wzgled
L re(igr?(s:'i Glowne jony Zidentyfikowany T iazania e ‘?t na
.p. nc) [m/e] skladnik yp wia zawartos¢
[min.] %
101, 102, 118,
1 | 11721 | 129,145, 161, 13350;;;;'6 hex(1—> 28,2
162, 205 ¢
88,101, 129,
2. 13.609 | 130, 145, 161, 1,25-0-Acs-34,6- —2)hex(1— 16,9
0O-Mes-heksitol
190
101, 118, 129
0 %11 .3,5-0-Acs-2,4,6-
3. 13.672 | 130, 161, 190, 3,5-0-Acs-2,4,6 —3)hex(1— 235
0O-Mes-heksitol
234
102, 118,129, | 1,4,5,6-O-Acs-2,3-
41 1B 160 173,233 | O-Mesheksitol | O 191
87, 88, 129, 1,2,5,6 -O-Acs-
5. 16.191 | 130, 189, 190, 3,4- O-Me,- —2,6)hex(1— 8,7
205, 206 heksitol
87,97, 103,
6. 17.450 | 118,129, 139, 1.3:4,5,6-0-Acs-2- —3,4,6)hex(1—> 2,0
145 0O-Mes-heksitol|

Na chromatogramach permetylowanych octanéw alditoli otrzymanych z EPS

O. cytisi ESC1T i O. lupini LUP21T zidentyfikowano piki odpowiadajace terminalnej

heksozie wystepujacej w znacznych ilosciach. Kolejny pik o czasie retencji okoto

13.610 min. reprezentuje 1,2,5-O-Acs-3,4,6-O-Mes-heksitol, a nastepny 0 czasie
retencji ~13.672 min. to 1,3,5-0-Acs-2,4,6-O-Mes-heksitol. Zwigzek o czasie retencji
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13.931 min to pochodna heksozy podstawionej w miejscu 4,6 przez inne cukry lub za
pomoca reszty kwasu pirogronowego.

Identyfikacji permetylowanych octanow alditolu dokonano w oparciu o widma
mas. Wzgledne proporcje poszczegdlnych skladnikow zostalty wyrazone
w procentach. Nalezy zaznaczy¢, ze w analizie pomini¢to sktadniki ktérych zawarto$é
w preparatach nie si¢gata 2%. Wyniki zostaty przedstawione w tabelach: 22, 23.

Dominujacym miejscem fragmentacji zwigzku o czasie retencji 11.721 min
(chromatogram Ryc. 68, widmo mas Ryc. 69) jest wigzanie pomigdzy C-3
I C-4. Rozerwanie tego wigzania prowadzi do powstania jonéw I-rzedowych m/e 161
i 162. Z nich z kolei powstaja jony m/e 101, 102 i 129. Widoczne sg rowniez jony m/e
118 i 205 pochodzace z rozpadu wigzania C-2 i C-3 oraz powstajace z nich jony m/e
861 145.

Podczas fragmentacji zwigzku o czasie retencji 11.651 min. (chromatogram

Ryc. 67) stwierdzono obecnos¢ analogicznych jonow I i II- rzedowych.

Abundance
2001 102.0
7501
7007 ?
b507 1290 H— C—O0Ac e
B003 I
5501 H—=C—OMe
5007 145 "% 208 !
4501 101 50 H = ?_OME 162 2 102
- T
4003 1620 129 45 e H = CI:—OIVIe 08
B T
3501 " H — C —OAc
300 }
2507 ® H — C—OMe
2007 7.0 ,I_|
1507
1003
eol 470 2994 2511 3080 3297
m/z—> 0 40 60 G0 100 1200 140 160 180 200 2200 240 2600 280 300 320

Ryc. 69. Widmo mas i schemat fragmentacji 1,5-O-Ac»-2,3,4,6-O-Mes-heksitolu O. lupini
LUP1T (tr=11.721 min, GC chromatogram Ryc. 68).

Podstawowym miejscem fragmentacji zwiazku o czasie retencji 13.579 min
(chromatogram Ryc. 67) jest wigzanie pomiedzy C-3 i C-4. W wyniku jego rozerwania
powstajg jony I-rzedowe tj. m/e 190 i 161, z ktorych kolejno poprzez eliminacje
powstajg jony m/e 130, 129, 101, 96 i 88 (Ryc. 70).

146



WYNIKI

Abundance

1291 D
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75000 H=C—0Ac »
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50000 161.1 2 N I 190 = 130 = 98
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Ryc. 70. Widmo mas i schemat fragmentacji 1,2,5-O-Acs-3,4,6-O-Mes-heksitolu otrzymanego
z EPS O. cytisi ESC1™w wyniku zastosowania procedury metylacji (tg=13.579 min).

W preparacie permetylowanych octanow alditoli otrzymanych z EPS O. lupini
LUP21T w przypadku fragmentacji zwiazku o czasie retencji 13.672 min stwierdzono
wystepowanie jonow gtownych m/e 161 i 234 powstalych po zerwaniu wigzania
pomiedzy C-3 a C-4. Dominujacy na widmie mas jest jon m/e 118 oraz jony m/e 101,

129 powstate z odpowiednich jonow I- rzgdowych (Ryc. 71).

Abundance
118.0
1200
115U D
110U |
1050 H — C —OAc .
ooy }
5 Hec-ome
ghll !
?gﬂ 101 80 Hi= ?_OAC 190 & 130
/LU g H— C—OMe
s 161.0 e - ] =
ggﬂ ’ H — C —OAc
500 = 1
a4 H — C —OMe
i '
oy 87.0 H
2hU 59.0
Zul
[ 281.1
it 311.2 3551 3856
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Ryc. 71. Widmo mas i schemat fragmentacji 1,3,5-O-Acs-2,4,6-O-Mes-heksitolu otrzymanego
z EPS O. lupini LUP21T w wyniku zastosowania procedury metylacji (tz=13.672 min).

Na rycinie 72 przedstawiono widmo mas i schemat fragmentacji zwigzku
otrzymanego z EPS O. cytisi ESC1T w wyniku zastosowania procedury metylacji, ktory
opuszczatl kolumng chromatograficzng po 16.191 min. Glowne sygnaly na widmie
pochodza od fragmentdéw powstatych w wyniku rozerwania wigzania w czasteczce
pomigdzy atomami wegla C-3 i C-4. W ten sposob powstaja jony m/e 189 i 190.

Z nich z kolei poprzez odigczenie czgsteczki kwasu octowego, a nastepnie eliminacj¢
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ketonu powstajg jony odpowiednio m/e 129 i 87 oraz 130 i 88. Zwiagzek ten zostat
zidentyfikowany, jako 1,2,5,6 -O-Acs-3,4- O-Me>-heksitol.

Abundance
129.0 D

26000 |
24000 H—C—0Ac .

T
22000 H— C—O0Ac
20000 " 146

233
18000 H — C —OMe 60 42
% e z 190 =130 = 88
16000 87 4= 129 = 189 H é oM
14000 ; e 234
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12000 87.0 189.1 H = C—0Ac
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|
500D b
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Ryc. 72. Widmo mas i schemat fragmentacji 1,2,5,6-O-Ac4-3,4-O-Me2-heksitolu otrzymanego
z EPS O. cytisi ESC1T w wyniku zastosowania procedury metylacji (tz=16.191 min.).
Nalezy zauwazy¢, ze oba preparaty egzopolisacharydéw mialy zblizony skiad
jakosciowy i ilosciowy. Ich gtowne sktadniki to mannoza, glukoza i galaktoza. Analiza
metylacyjna wskazuje takze na podobienstwa strukturalne tych polimeréw. Roznice
spowodowane sg mi¢dzy innymi przez obecnos$¢ cukrow podstawionych w pozycjach
4 i 6. Prawdopodobnie te podstawienia to efekt modyfikacji EPS prze reszty kwasu
pirogronowego.

Egzopolisacharydy, jako czasteczki o duzej masie czasteczkowej, dajace
roztwory o znacznej lepkosci sa trudne do analizy przy uzyciu metody magnetycznego
rezonansu jadrowego. Takim materialem okazaty si¢ preparaty EPS Ochrobactrum
cytisi ESC1T i O. lupini LUP21". Oba preparaty zawieszono w D,O w stezeniu 1
mg/ml i analizowano wstepnie na spektrometrze Bruker 300 (Wydziat Chemii UMCS,
Lublin). Wyniki wskazuja na ich duze podobienstwo. W celu lepszego
scharakteryzowania wybrano egzopolisacharyd O. lupini LUP21T. Preparat po
oczyszczeniu na kolumnie ze ztozem CL-6B w ilosci 4 mg zawieszono w D20
i analizowano przy uzyciu spektrometru Varian Unity plus 500. Widmo 'H-NMR
przedstawia Ryc. 73. Rejon sygnalow pochodzacych od anomerycznych protonow
zawiera c0 najmniej cztery piki, za§ w rejonie charakterystycznym dla sygnatéw od
podstawnikéw niecukrowych stwierdzono obecnos$¢ piku protonéw —grupy -CHs

pirogronianu (& ~1.48 ppm) oraz piku protonow -CHzs reszty acetylowej (6 ~1,95 ppm).
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sygnaly protonéw anomerycznych

T T T T T T T T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Ryc. 73. Widmo 1D H-NMR EPS O. lupini LUP21T rozpuszczonego w D-0.
Widma dwuwymiwrowe okazaty si¢ nieczytelne, a wiec nieprzydatne z punktu widzenia
analizy strukturalnej EPS.

IV.3.3 Badanie wlasciwosci sorpcyjnych egzopolisacharydu O. lupini LUP21T

Metale cigzkie stanowia jeden z najwazniejszych czynnikoOw ograniczajacych
wzrost, aktywno$¢ oraz réznorodno$¢ gatunkowa zaréwno mikroorganizmoéw, jak
i wielu roslin w $rodowisku. Drobnoustroje mogg zwigkszaé rozpuszczalno$é (tzw.
mobilno$¢), zmienia¢ stopien utlenienia oraz forme jonow metali poprzez produkcje
I wydzielanie do otoczenia organicznych ligandéw, wtérnych metabolitow oraz
sideroforow zdolnych do wigzania metali, czy tez ich desorpcji z gleby na drodze
wymiany z innymi zwigzkami/jonami. Mikroorganizmy te moga przyczynia¢ si¢ do
akumulacji metali cigzkich przez ich sorpcje na egzopolisacharydach. Z tego wzgledu
rola ryzosfery i procesy w niej zachodzace, w kontekécie bioremediacji metali
cigzkich, zdaja si¢ by¢ niezwykle istotne i interesujace.

W badaniach przedstawionych w niniejszej rozprawie skupiono si¢ na okresleniu
zdolnosci EPS Ochrobactrum lupini LUP21T do akumulacji metali ciezkich w réznych
warunkach. Ten szczep zostal wybrany na model badawczy ze wzgledu na produkcje

duzych ilosci egzopolisacharydu.
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IV.3.4 Wzrost O. lupini LUP21" na podtozach z dodatkiem soli metali
ciezkich
Prowadzac wstepne badania sprawdzono zdolnos¢ bakterii do wzrostu w podtozu
suplementowanym solami metali cigzkich. Hodowla w obecno$ci siarczanu kadmu
(CdS0Os) prowadzona byta poczatkowo przy stezeniach 0 (kontrola), 1, 4, 8, 10 i 12
mg soli na 100 ml pozywki. Badanie wykazato jednak, ze kadm juz przy stezeniu 1
mg/100 ml wyraznie hamuje wzrost bakterii. Dlatego tez sprawdzono wzrost bakterii
przy nizszych stezeniach, tj. w zakresie od 0,002 do 1 mg soli na 100 ml podtoza.
Uzyskane wyniki przestawiono na rycinie 74. Jony kadmu w st¢zeniu ponizej 1 mg
soli na 100 ml pozywki nieznacznie wptywaja na wzrost O. lupini LUP21". Tak wiec
stezenie CdSO4 rowne 1 mg/100 ml wydaje si¢ by¢ stgzeniem granicznym po

przekroczeniu ktorego szczep LUP21T przestaje rosnac.

1,6

1,4

1,2 =@—0 mg
c
§ 08 ==fe=0,7 Mg
8 0,6 / / —4=0,5mg

—i—
0,4 - 0,1mg
0,02 mg
0,2
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Czas hodowli (h)

Ryc. 74. Wplyw stezenia soli kadmu (CdSOs) na wzrost O. lupini LUP21T w
zmodyfikowanym podtozu 79CA. Podane w legendzie wartosci odnoszg sie do iloSci soli
kadmu w 100 ml pozywki.

Hodowla z dodatkiem soli otowiu (Pb(CH3COQ)2) prowadzona byta przy
stezeniach 0-8 mg soli na 100 ml podtoza. Zaobserwowano, ze octan otowiu nawet
w stezeniu 8 mg soli/100 ml pozywki nie hamowat wzrostu bakterii. Stezenia octanu
olowiu w przedziale od 2 do 8 mg stopniowo obnizaly efektownos$¢ podziatow
komodrkowych (Ryc. 75). Mimo to nie zaobserwowano znaczacej réznicy we wzroscie
bakterii bez dodatku soli otowiu i z dodatkiem niewielkiej ilosci soli (stezenia: 0,02-1
mg/ 100 ml pozywki). Wyniki te wskazuja na do§¢ mata wrazliwos¢ O. lupini LUP21T
na otéw.
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Logarytmiczny wzrost bakterii rozpoczynat si¢ po 10 godzinach od inokulacji
pozywki zarowno podczas inkubacji z kadmem jak i z otowiem, za$ faza stacjonarna

byta osiggana przez hodowle po 60 godzinach inkubacji.
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Ryc. 75. Wptyw stezenia Pb(CH3COO), na wzrost O. lupini LUP21T w zmodyfikowanym
podiozu 79CA. Badania przeprowadzono przy stezeniach soli metalu od 0 do 8 mg/100 ml

pozywki.

1V.3.4.1 Wplyw stezenia soli kadmu i olowiu na zdolnosci sorpcyjne EPS

O. lupini LUP21T

Zdolnoéci sorpcyjne jonéw Cd™? i Pb*2 przez EPS izolowany z ptynu
pohodowlanego O. lupini LUP21T badano przy uwzglednieniu szeregu parametrow.
Byly to: pH roztworu, stezenie poczatkowe soli oraz czasu prowadzenia procesu
sorpcji. Badania sorpcji prowadzono okreslajac ilosci jondw metali przy uzyciu
metody  kolorymetrycznej opartej na reakcji badanego jonu z 1,5-
dimetylotiokarbazonem w S$rodowisku wodnym zawierajacym wysokie stezenie
detergentu [Ruengsitagoon i wsp. 2010, Paradkar i Williams 1994].

Sorpcje jonow Pb*2 i Cd*? przez egzopolisacharydu okreslano przy stezeniach 0,1-
14 mg jonu metalu w 100 ml roztworu. W tym celu do workow dializacyjnych dodano
roztwor EPS (5 mg EPS w 5 ml wody). Zamknigte worki umieszczano w zlewkach
zawierajacych roztwory metali w odpowiednich st¢zeniach. Mierzono absorbancje
probki pobierajac po 0,2 ml roztworu i przeprowadzajac reakcje kolorymetryczng z
ditizonem. Pomiar powtarzano po 18 godzinach inkubacji. Ubytek jonow w roztworze

byt miarg wlasciwosci sorpcyjnych EPS. W przypadku obu metali wyniki wskazywaty
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na tendencje rosnaca krzywej sorpcji [Ryc. 76]. Sorpcja rosta w przyblizeniu liniowo
w zaleznos$ci od st¢zenia jondw w roztworze i nhawet przy stezeniu 120 mg/l nie

osiggneta plateau.
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Ryc. 76. Wptyw stezenia jonéw kadmu i otowiu na wiasciwosci sorpcyjne O. lupini LUP21T.
Gdzie: ¢=V(Ci—Cf )/m, V-objetos¢, Ci (mg/L)- stezenie poczatkowe, Cf (mg/L)- stgzenie
koncowe, m (g) — masa egzopolisacharydu (sorbentu).

1V.3.4.2 Wplyw pH Srodowiska na sorpcje joné6w kadmu i olowiu przez

egzopolisacharyd O. lupini LUP21T

Zdolnosci sorpcyjne materiatdéw organicznych sg uzaleznione od wielu czynnikéw
srodowiskowych. Szczegoélng rolg w procesach sorpcji odgrywa pH roztworu.
Najczgsciej optymalne pH procesu sorpcji jonéw metali cigzkich waha si¢ w zakresie
4,0-6,0. Optymalna warto$¢ pH jest zalezna od rodzaju adsorbowanego metalu [Gala
I Sanak —Rydlewska, 2010].

Zalezno$¢ sorpcji od pH $rodowiska jest skutkiem wystgpowania tadunku na
powierzchni sorbentu. Jest on wynikiem wystepowania na powierzchni sorbentu
roznego typu grup funkcyjnych tj. grupy karboksylowe, fenolowe, hydroksylowe czy
amidowe, ktore oddziatujg z jonami metali wystepujacymi w roztworze. Ladunek ten
moze by¢ dodatni w przypadku wystgpowania zasadowych grup funkcyjnych.
W takiej sytuacji sorpcja zachodzi zazwyczaj znacznie stabiej, gdyz kationy metalu sg
odpychane od dodatnio natadowanej powierzchni sorbentu. Przy pH zasadowym

sorpcja si¢ zwigksza, co jest spowodowane jonizacja grup kwasowych sorbentu.
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W roztworze o wyzszym pH wystepuje mniej jonéw wodorowych konkurencyjnych
dla jonow metali.

Po przeprowadzeniu szeregu doswiadczen stwierdzono, ze zmiany st¢zenia jonow
wodorowych (zmiany pH) w minimalnym stopniu wptywaja na adsorpcje jonéw Pb*2
i Cd*2 do egzopolisacharydu LUP21T. W przypadku sorpcji Pb*? stwierdzono, ze
maksimum adsorpcji przypadato na pH 6, za§ w przypadku sorpcji jondw kadmu
najwyzsze wartosci sorpcyjne obserwowano przy pH 5 (Ryc. 77). W doswiadczeniu
prowadzonym przy pH 8 zaobserwowano wytracanie si¢ bialego osadu wodorotlenku
olowiu II. Efekt wytracania si¢ nierozpuszczalnych wodorotlenkéw metali cigzkich

zawezil zakres pomiarow sorpcji Pb*2.
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Ryc. 77. Wptyw pH $rodowiska na sorpcje jonow kadmu i otowiu przez egzopolisacharyd O.
lupini. Gdzie: qg=V(Ci—Cf )/m V-objetos¢, Ci (mg/L)- st¢zenie poczatkowe, Cf (mg/L)-
stezenie koncowe , and m (g) — masa egzopolisacharydu.

1V.3.4.3 Kinetyka wiazania jonéw kadmu i olowiu przez egzopolisacharyd
O. lupini LUP21T

Kolejne eksperymenty pozwolity okresli¢c Kinetyke wigzania jonow kadmu
i olowiu przez egzopolisacharyd O. lupini. Oznaczenie wykonano przy pH 7
(obojetnym) i przy stezeniu Pb(CH3COO): jak i CdSO4 rownym 6 mg soli/100 ml.
Stwierdzono, ze wysycenie EPS jonami metali nast¢puje w pierwszych 6 godzinach
inkubacji (Ryc. 78). Po tym okresie ilo$¢ zaadsorbowanych jonow metali nie zmienia

si¢ znaczaco wraz z uplywem czasu.
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Ryc. 78. Kinetyka wigzania jonéw kadmu i otowiu przez egzopolisacharyd O. lupini. Gdzie:
g=V(Ci—Cf )/m, V-objetos¢, Ci (mg/L)- stezenie poczatkowe, Cf (mg/L)- stezenie koncowe,
m (g) — masa egzopolisacharydu.

1V.3.4.4 Analiza FT-IR preparatow EPS O. lupini

W celu identyfikacji grup funkcyjnych, ktore sa odpowiedzialne za adsorpcje
jonow metali cigzkich do EPS wykonano szereg widm w podczerwieni (FTIR).
Stwierdzono wystepowanie sygnatoéw w dwoch obszarach widm IR. Pierwsza grupa
sygnatow charakterystyczna jest dla obszaru grup funkcyjnych. Sa to sygnaty
w przedziale 4000-1500 cm™. Drugg grupa sa sygnaly mieszczace sie w zakresie 1500-
650 cm™* stanowiace obszar daktyloskopowy (tzw. fingerprint), charakterystyczny dla
danych zwigzkow traktowanych jako catosé.

W preparatach EPS z zaadsorbowanymi jonami metali stwierdzono niewielkie
rdéznice w potozeniu pasm absorpcji wzgledem preparatu wolnego od metali (Ryc. 79).
Po inkubacji EPS LUP21" z octanem otowiu zaobserwowano pojawienie si¢ czterech
dodatkowych stabych pasm absorpcji. Natomiast po inkubacji w roztworze
zawierajagcym siarczan kadmu zaobserwowano trzy pasma absorpcji. Pasma te

pojawiajg si¢ w zakresie sygnatow daktyloskopowych.
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Ryc. 79. Widma FT-IR preparatow EPS O. lupini LUP21". A - EPS wysycony Pb*?; B - EPS
wysycony Cd*?, C — EPS wolny od soli metali ciezkich.
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V DYSKUSJA

V.1 Lipopolisacharydy szczepow Ochrobactrum cytisi i Ochrobactrum lupini

Badane preparaty lipopolisachartydowe izolowano z bakterii Ochrobactrum
uzywajgc klasycznej metody ekstrakcji w uktadzie fenol-woda. Oba preparaty zawieraly
znaczne ilo$ci czgsteczek o duzej masie. Zauwazono, ze LPS O.cytisi, w przeciwienstwie do
LPS O lupini, oprocz form gladkiej i szorstkiej zawieral znaczaca ilos¢ czasteczek
o posredniej masie (formy S/R). W procesie ekstrakcji czes¢ materiatu LPS O.cytisi (ok.
15%) pozostata w fazie fenolowej, cze$¢ utworzyta migdzyfaze (ok. 30%), a polowa przeszta
do fazy wodnej. Takie zachowanie si¢ preparatu moze §wiadczy¢ o jego amfipatycznym
charakterze. U O. cytisi ESC1" charakter hydrofobowy LPS najprawdopodobniej wynika z
obecnosci N-acetylowanej galaktozaminy i reszt metylowych w OPS tej bakterii [Pac i wsp.,
2015], czego nie ma na przyktad w LPS P. trifolii PETPO2T [Zamtynska i wsp., 2017].
Z dwoch badanych lipopolisacharydow zdecydowanie bardziej hydrofilowym okazatl si¢
preparat LPS O. lupini LUP21T, ktéry dzielit si¢ miedzy fazy fenolowa i wodna w stosunku
71:29. W tym przypadku za jego wlasciwosci odpowiada bardzo duza zawarto§¢ D-altro-
heptuloza. Cukier ten jest nietypowym sktadnikiem lipopolisacharydéw. Zidentyfikowano
go zaledwie w jednym przypadku V. cholerae H11 (non-O1) [Vinogradov i wsp., 1992, Bock
I wsp., 1994]. W ostatnich latach odkryto, ze fosforan sedoheptulozy (S-7-P) jest
prekursorem w wielu reakcjach enzymatycznych prowadzonych przez mikroorganizmy
w celu otrzymania aktywowanych form heptoz (NDP-heptoza) [Tang i wsp., 2018, Butty
i wsp.,, 2008, Taylor i wsp., 2008]. Dotychczas uzyskane dane nie pozwalaja
na przedstawienie ostatecznej struktury OPS O. lupini LUP21T, gdyz labilne wigzania
tworzone przez sedoheptuloze uniemozliwiaja otrzymanie nienaruszonej frakcji
polisacharydu O-specyficznego poprzez tagodng hydrolize LPS LUP21". Zawiodta takze
metoda analizy strukturalnej oparta o catkowita deacylacje¢ LPS przy uzyciu 4M KOH.
Ta metoda jest z powodzeniem wykorzystywana przy deacylacji lipopolisacharydow,
ktorych lipid A to disacharyd glukozaminoglukozaminowy. O jej zastosowaniu
w odniesieniu do preparatow LPS zawierajgcych lipid A o szkielecie GIcN3N(1—6)GICN3N
donoszg nieliczni badacze (np. Zihringer i wsp., 2004). Analizujagc frakcje

wysokoczasteczkowa degradowanego polisacharydu uzyskang w wyniku tagodnej kwasne;j
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hydrolizy ustalono, ze O. lupini LUP21" produkuje co najmniej dwa rodzaje LPS.
Mimo, ze rdzen obu polisacharydow O-swoistych jest homopolimerem N-acetylo-
galaktozaminowym, to w kazdym wypadku tancuchy te ma inng strukture wewnetrzng.
Demonstrujg to ponizsze wzory:

A) —4)-a-D-GalNAc-(1—>6)-a-D-GalNAc-(1—>

B) —4)-a-D-GalNAc-(1—»4)-B-D-GalNAc-(1—»

Pelng sekwencje cukrowa otrzymano analizujac OPS O. cytisi ESC1T. Uzyskane
dane wskazuja Ze polisacharyd O-swoisty O.cytisi ESC1" zawieral a-D-fukoze i B-D-
galaktozaming. Ta ostatnia byta nietypowo udekorowana przez grupy R-pirogronowe i grupy
metylowe. Podstawnik pirogronowy jest bardzo rzadko identyfikowany w preparatach LPS.
Zostal znaleziony m.in. w antygenie O Providencia alcalifaciens serogroupy 019, ale w tym
przypadku byl przylaczony do reszty GIcpNAc i wykazywal konfiguracje s.
W O-polisacharydach réznych O-serogrup Providencia mogg wystepowaé takze inne
unikalne sktadniki. Niektore z nich wystepuja w formie steroizomerdéw zaréwno R jak i S.
Reszty pirogronowe zostaly znalezione takze w innych enterobakteryjnych
O-polisacharydach np. u Proteus mirabilis, P. vulgaris oraz P. penneri. Reszty pirogronowe
(reszty 4,6-O-(1-karboksy)-etylidenu) majace dwie absolutne konfiguracje R i S zostaty
zidentyfikowane w rdzeniu zewnetrznym LPS Pseudomonas stutzeri 0X1. Podstawniki
pirogornowe sg czgsto spotykane w egzopolisacharydach szczeg6lnie tych produkowanych
przez ryzobia. Te reszty razem z kwasami uronowymi determinujg wlasciwosci kwasowe
egzopolisacharydow ryzobiowych. Proponowany wzor powtarzajacej si¢ podjednostki

tworzacej tancuch O-swoisty LPS O. cytisi ESC1T przedstawia ponizszy wzor:

~10%

R-Pyr

4 6
[3)-a-D-Fucp-(1-+3)-B-D-GalpNAc-(1-],

4

OMe
~10%
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V.2 Peryplazmatyczne glukany Ochrobactrum cytisi i Ochrobactrum lupini

Peryplazmatyczne glukany wraz z innymi bakteryjnymi polisacharydami
strukturalnymi pelnig istotng role w procesie powstawania efektywnej symbiozy.
Ze wzgledu na roznice strukturalne glukany podzielone zostaly na cztery klasy.
Wsrod Rhizobiales najpowszechniej wystepujaca grupa glukandéw sa oligosacharydy
cykliczne majace wylacznie wigzania typu B-(1—2). Wsrod bradyryzobiow stwierdzono
natomiast wystepowanie cyklicznych B-(1—3);(1—6) glukanow. Do pozostatych dwodch
klas nalezg oligocukry cykliczne potagczone wigzaniami -(1—2) wraz z jednym wigzaniem
typu a-(1—6) oraz czasteczki liniowe z wigzaniem B-(1—2) [Lee i wsp., 2009].

Na podstawie badan przeprowadzonych na preparatach glukanowych Ochrobactrum
stwierdzono Ze oba szczepy syntetyzuja oligosacharydy, ktére mozemy zaliczy¢ do
cyklicznych B-(1—2)-glukanéw (cyklosoforany). Przy pomocy analizy MALDI-TOF
ustalono, ze oba szczepy syntetyzuja OPG o0 identycznym stopniu polimeryzacji
wynoszacym od 17 do 25 reszt glukozy. Podobnej wielkos$ci oligomery produkowane sa
takze przez Brucella abortus, Agrobacterium tumefaciens oraz Mesorhizobium huakuii
[Briones i wsp, 1997, Choma i Komaniecka, 2003]. Natomiast cykliczne glukany
Sinorhizobium meliloti zawieraja nawet do czterdziestu reszt glukozy w pier$cieniu [Dylan
i wsp., 1990]. Charakterystyczng cechg B-(1—2)-glukandéw jest minimalna, wynoszgca 17,
liczba monomerow glukozy. Takze w preparatach glukanowych Ochrobactrum nie wykryto
oligomerow o DP ponizej 17 reszt glukozy. Najobficiej syntetyzowane sg czgsteczki
zbudowane z 20 1 21 monomerdéw. Wyrdzniajaca cechg badanych preparatow jest to, ze
czasteczki wieksze niz 22 cztonowe wystgpuja w znaczaco mniejszej ilosci. U wczesniej
badanych ryzobiow ilos¢ monomeréw nie zmniejszala si¢ gwaltownie, lecz malata
stopniowo. Uwidaczniat to zblizony do rozktadu Gaussa wynik analiz glukanow metoda
MALDI-TOF. Analiza glukanéw z wykorzystaniem metod spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego (NMR) pozwolita jednoznacznie stwierdzi¢ brak podstawnikow
niecukrowych w czasteczkach OPG O. cytisi i O. lupini. Cecha ta wyraznie odr6znia glukany
Ochrobactrum od glukanow B. japonicum, S. meliloti, B. abortus czy A. tumefaciens [Lee
i wsp., 2009]. U tych bakterii glukany mogg by¢ podstawione m.in. resztami fosfoglicerolu,
kwasu bursztynowego czy tez metylomalonianu. Brak podstawnikéw niecukrowych jest
natomiast charakterystyczny dla glukanu syntetyzowanego przez M. huakuii [Choma
i Komaniecka, 2003].
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V.3 Egzopolisacharydy szczepéw Ochrobactrum cytisi i Ochrobactrum lupini

Podczas badan nad egzopolisacharydem Ochrobactrum cytisi i O. lupini wykazano,
7ze u obu szczepdéw jest on zbudowany z mannozy, glukozy i galaktozy. W obu
egzopolisacharydach cukry te wystepuja w zblizonych proporcjach (ok. 6:3:2).
Zewnatrzkomoérkowe polisacharydy ryzobidw zbudowane s3a zazwyczaj z glukozy,
galaktozy, ramnozy oraz kwasow glukuronowego i galakturonowego. Nie wystepuje w nich
mannoza. W przypadku Ochrobactrum jej ilo$¢ jest natomiast najwigksza. Jej obecno$¢ jest
natomiast charakterystyczna dla egzopolisacharydow Brucellaceae. Przyktadowo
egzopolisacharyd B. melitensis sktada si¢ glownie z mannozy, zawiera réwniez $lady
galaktozy, glukozaminy i glukozy [Godefroid i wsp., 2010].

Pomimo podobienstwa sktadu cukrowego oraz pomimo bardzo zblizonych widm
'H - NMR zauwazono, ze wzory produktéw metylacji réznia sie znaczaco. Roznice nie
dotycza otrzymanych pochodnych permetylowanych octanow alditoli, zwigzkéw ktore
wskazujg rodzaj potaczen migdzy mnocukrami, lecz ilos¢ poszczegdlnych sktadnikow.
Zastanawiajaca jest bardzo duza ilo$¢ terminalnej heksozy, ktora na podstawie czasu retencji
zidentyfikowano, jako mannoz¢. Trudno powyzszy fakt wytlumaczyé liczbg krotkich
bocznych odgalezien glownego lancucha cukrowego, gdyz nie wspotgra ona z ilo$cia
dwupodstawionych reszt cukrowych. Ze wzglgdu na potozenie gtbwnego nacisku na badanie
sorpcji metali ciezkich przez EPSy niewyjasnione watki analiz strukturalnych pozostawiono
do rozstrzygnigcia w terminie pozniejszym po wykonaniu dodatkowych badan.

Bakterie z rodzaju Ochrobactrum sg od stosunkowo niedawna badane pod katem ich
aktywnosci w procesach biodegradacji i bioadsorpcji. Wyniki dotychczasowych badan
wskazujg na mozliwo$¢ zastosowania tych bakterii w bioremediacji sSrodowiska naturalnego.
Wigkszo$¢ badan z wykorzystaniem Ochrobactrum prowadzona byta na gatunkach
O. anthropi, O. intermedium i O. tritici [Ozdemir i wsp., 2003, Sultan i Hasnain, 2007].
Rzadkoscia natomiast byty doniesienia o wynikach badania na gatunkach O. cytisi i O. lupini
tj. na bakteriach symbiotycznych. Tego typu badania z wykorzystaniem bakterii
brodawkowych, zasiedlajacych zréznicowane srodowiska, w tym mocno zanieczyszczone
wydaja si¢ by¢ szczegolnie interesujace 1 perspektywicznie mozliwe do praktycznego
wykorzystania.

Jak wspomniano wyzej, w badaniach przedstawionych w niniejszej rozprawie
skupiono sie¢ na okresleniu zdolnosci EPS Ochrobactrum lupini LUP21" do akumulacji

metali cigzkich w r6znych warunkach. Ten szczep zostat wybrany ze wzgledu na produkcje
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duzych ilosci egzopolisacharydu. Badania nad sorpcja metali cigzkich rozpoczgto od
sprawdzenia zdolnosci wzrostu szczepow Ochrobactrum. Okazato si¢, ze szczep lepiej
toleruje srodowisko zanieczyszczone jonami otowiu niz jonami kadmu.

Analizujac egzopolisacharyd LUP21T sprawdzono, jaki wpltyw na sorpcje jonow
metali ma pH roztworu. W przypadku adsorpcji Pb*2 stwierdzono, ze maksimum adsorpcji
przypadato na pH 6, aw przypadku Cd*? na pH 5. Jednocze$nie zauwazono, ze w przypadku
sorpcji jonow obu metali cigzkich przez egzopolisacharyd O. lupini pH nie ma wigkszego
wptywu na ten proces. Dane dotyczace wplywu pH na zdolnosci sorpcyjne sg dosé
zréznicowane w literaturze. Wynika z nich, ze proces sorpcji jest uzalezniony nie tylko od
pH srodowiska, ale gtéwnie od typu adsorbentu — w tym od grup funkcyjnych wystepujacych
na jego powierzchni a takze od adsorbowanego metalu. Dla przyktadu sorpcja jondw metali
ciezkich przez egzopolisacharyd O. anthropi jest bardzo zréznicowana dla réznych jonow.
Najwigkszg wartos¢ biosorpcji uzyskano przy pH 2,0 dla jonow Cr(VI), przy pH 8,0 dla
Cd(Il), i przy pH 3,0 dla jonow Cu (II). Wyniki te wydaja si¢ sugerowac, ze adsorpcja Cr
(VI), Cd(l) i Cu(ll) do biomasy O. anthropi jest zalezna glownie od tadunku
powierzchniowego [Ozdemir i wsp., 2003]. Optymalne pH dla adsorpcji Cd(ll) przez
egzopolisacharyd Sphingomonas paucimobilis wahato si¢ w zakresie 5,0-6,0 [Tangaromsuk
i wsp.,, 2002]. Natomiast w przypadku sorpcji Cr(VI) przez egzopolisacharyd
O. intermedium SDCr-5 optymalna wartos¢ pH wynosita 7 [Sultan i Hasnain, 2007].
Wartosci pH wptywa na rozpuszczalno$¢ metali oraz stan jonizacji grup funkcyjnych, takich
jak grupy karboksylowe, fosforany i aminowe. Grupy te sg silnymi akceptorami kationow.

Przy uzyciu spektroskopii w podczerwieni probowano ustalié, jakie grupy funkcyjne
obecne w EPS O. lupini LUP21" moga byé zaangazowane w proces sorpcji jondéw metali.
Analiza wynikow pozwala stwierdzi¢, ze w proces sorpcji s zaangazowane gldwnie grupy
zawierajgce atomy tlenu. Sg nimi grupy karboksylowe, karbonylowe i hydroksylowe.
Pierwsze dwa to zwykle elementy podstawnikoéw niecukrowych, za$ ostatni to wolne grupy
hydroksylowe cukrow. Podobne wyniki uzyskano dla wielu innych szczepow. Przyktadowo
analiza widm IR egzopolisacharydu Lactobacillus plantarum 70810 wykazata, ze w proces

sorpcji Pb(IT) zaangazowane sg grupy: -OH, -COO", =C=0, i -NH: [Feng i wsp., 2012].
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Ochrobactrum cytisi ESC1T

1.

Na podstawie elektroforegramow stwierdzono ze lipopolisacharyd O. cytisi jest
heterogenny. Rozdziaty elektroforetyczne wskazuja na obecnos¢ znacznych ilosci
szorstkich frakcji LPS.
W  preparacie LPS zidentyfikowano nast¢pujagce cukry: a-D-fukoze, PB-D-
galaktozamine, ramnozg¢, mannozg, glukoze, galaktoze, 4-metylogalaktozaming
oraz N-acetylo-D-glukozaming.
Kwasy tluszczowe zidentyfikowane w LPS to: 14:0(3-OH), 16:0(3-OH),
18:0(3 - OH), 16:0, 27-OH-28:0.
Eancuch O-swoisty LPS ESC1" buduja podjednostki, w sktad, ktorych wchodza
reszty o-D-fukozy 1 [P-D-galaktozaminy potaczone wigzaniami (1—3).
Przypuszczalny wzor potstrukturalny to:

[—3)-a-D-Fuc-(1—>3)-B-D-GalNAc(1—]n
Analiza glukanu (OPG) wykazala ze jest on zbudowany z monomerow glukozy
potaczonych wigzaniami B(1—2)glikozydowymi
Jedna czasteczka glukanu zawiera od 17 do 28 czasteczek glukozy, przy czym
najczesciej wystepuja glukany zbudowane z 19-22 reszt glukozy.
Preparat egzopolisacharydu ze szczepu ESC1T to polimer mannozy, glukozy oraz

galaktozy (proporcje cukrow to odpowiednio: 6:3:2).

Ochrobactrum lupini LUP21T

1.

2.

3.

LPS LUP21T to material heterogenny. Rozdzialy elektroforetyczne wskazuja na
obecno$¢ znacznych ilosci gladkich frakeji.
W preparacie LPS stwierdzono obecno$¢ nastepujacych cukrow: D-altro-heptulozy,
N-acetylo-D-galaktozaminy, glukozy, mannozy, galaktozy oraz N-acetylo-D-
glukozaminy.
Kwasy tluszczowe wykryte w lipopolisacharydzie to: 3-OH-14:0, 3-OH-16:0,
3 - OH-18:0, 27-OH-28:0. Wystepowaty takze niewielkie ilosci innych kwasow.
Frakcja wysokoczgsteczkowa O-swoista LPS sklada si¢ z: D-altro-heptulozy
I N - acetylo-D galaktozaminy. Galaktozamina tworzy dwa typy polimerow:
—4)-a-D-GalNAc-(1—6)-a-D-GalNAc-(1—>
—4)-a-D-GalNAc-(1—4)-B-D-GalNAc-(1—»>
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Sa one bogato dekorowane resztami D-altro-heptulozy.

Peryplazmatyczne glukany syntetyzowane przez O. lupini LUP21" s3 zbudowane
z monomerow glukozy potaczonej wigzaniami f(1—2)glikozydowymi. Ilos¢ glukoz
przypadajaca na jedng czgsteczke glukanu waha si¢ w granicach od 17 do 27, przy
czym najczesciej wystepuja glukany zbudowane z 19-22 reszt glukozy.

Preparat egzopolisacharydu to polimer mannozy, glukozy oraz galaktozy (proporcje
cukrow to odpowiednio: 6:3:2).

. Stezenia jonéw kadmu wyzsze niz 10 mg/l dziataja hamujaco na wzrost bakterii
O. lupini LUP21T, natomiast w przypadku jonéw otowiu nawet stezenie 80 mg/l nie
zahamowato catkowicie wzrostu tych mikroorganizmow.

. Sprawdzono wiasciwosci sorpcyjne EPS LUP21T w stosunku do jonow kadmu (II)

1 otowiu (II).
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VIII WYKAZ STOSOWANYCH
SKROTOW

BNF
COSY
CPS

Da
dgPS
DMSO
EDTA
EPS
Fuc

Gal
GC-MS
Glc
GIcA
GIcN
GIcN3N
GIcNA
GIcNAc
Hex
HMBC

HMQC

HSQC

Kdo

- biologiczne wigzanie azotu (ang. Biological Nitrogen Fixation)

- spektroskopia homokorelacyjna (ang. Correlation Spectroscopy)

- kapsularne polisacharydy

- jednostka masy atomowej (Dalton)

- degradowany polisacharyd

- dimetylosulfotlenek

- kwas etylenodiaminotetraoctowy

- egzopolisacharyd, kwasny polisacharyd zewnatrzkomorkowy

- fukoza

- galaktoza

- chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometrig mas

- glukoza

- kwas glukuronowy

- glukozamina

- 2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-glukoza

- kwas 2-deoksy-2-aminoglukonowy

- N-acetyloglukozamina

- heksoza

- heterojadrowa korelacja (*H-X) dalekiego zasiegu - dwuwymiarowa
(2D) technika pozwalajaca na korelowanie sygnatéw pochodzacych
od jader roznych pierwiastkow, oddalonych o wiele wigzan
(najczgsciej 3 lub 5) (ang. Heteronuclear Multiple Bond Coherence)
- heterojadrowa korelacja z detekcja przejs¢ wielokwantowych (ang.
Heteronuclear Multiple Quantum Correlation)

- technika pozwalajagca na korelowanie sygnatow protonow
z sygnatami jader innego pierwiastka (heterojadra) na jednym widmie
2D, korelowane jadra sg odlegle o jedno wigzanie (ang. Heteronuclear
Single Quantum Correlation)

- kwas 3-deoksy-D-manno-2-oktulozonowy
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KPS

LPS

LPS-R

LPS-S
LPS-SR

m/z, (m/e)
MALDI-TOF

Man
NMR
NOESY

O-Ac
O-PS

PAGE

Rha

RNaza
SDS
SDS-PAGE
TEMED
TFA

TMSi
TOCSY

Tris-HCI
0

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

- kapsularny polisacharyd

- lipopolisacharyd

- forma szorstka LPS (ang. Rough LPS)

- forma gtadka LPS (ang. Smooth LPS)

- forma potszorstka LPS (ang. Semi-Rough LPS)

- stosunek warto$ci masy do liczby tadunkow (elektronu)

- spektrometria mas czasu przelotu z jonizacjg przez desorpcje
laserowg w asyscie matrycy (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption-
lonisation-Time Of Flight Mass Spectroscopy)

- mannoza

- magnetyczny rezonans jadrowy (ang. Nuclear Magnetic Resonance)
- homojadrowa technika wielowymiarowa (ang. Nuclear Overhauser
Effect Spectroscopy)

- reszta acetylowa zwigzana estrowo

- polisacharyd O-swoisty, tancuch O-swoisty, O-antygen (ang.
O-polysaccharide)

- elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (ang. Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

- ramnoza

- rybonukleaza

- 501 sodowa siarczanu dodecylu (ang. Sodium Dodecyl Sulphate)

- elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecno$ci SDS

- N,N,N’,N’- tetrametyloetylenodiamina

- kwas trifluorooctowy

- trimetylosilan

- korelacyjna spektroskopia zupelna (totalna) (ang. Total Correlation
Spectroscopy)

- chlorowodorek trihydroksometyloaminometanu

- przesuni¢cie chemiczne
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RYCINY
Lp. Tytul Strona
1. | Drzewo filogenetyczne obejmujace rodzaj Ochrobactrum. 15
2. | Schemat  interakcji ~ symbiotycznych ~ pomigdzy  ros$linami 16
motylkowatymi a Rhizobium.
3. | Schemat budowy $ciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych. 25
4. | Schemat budowy LPS typowego dla enterobakterii. 27
5. | Schemat budowy lipidu A E. coli. 29
6. | Schemat budowy lipidu A Salmonella sp. 30
7. | Struktura lipidu A R. etli CE3. 32
8. | Struktura lipidu A Sinorhizobium meliloti. 33
9. | Struktura lipidu A Mesorhizobium huakuii i Bradyrhizobium elkanii. 34
10. | Struktura regionu rdzeniowego Escherichia coli R4. 37
11. | Struktura regionu rdzeniowego R. etli CE3. 37
12. | Struktura regionu rdzeniowego R. leguminosarum. 38
13. | Struktura powtarzalnej podjednostki polisacharydu O-swoistego 40
Salmonella enterica serovar Toucra O48.
14. | Szlak biosyntezy lipidu A u E. coli. 44
15. | Szlak biosyntezy ADP-L-glicero-D-manno-heptozy u E. coli. 46
16. | Enzymy uczestniczace w biosyntezie zewngtrznej czeSci rdzenia 47
lipopolisacharydu E. coli i S. typhimurium.
17. | Mechanizmy biosyntezy tancucha O-swistego. 48
18. | Struktura liniowych peryplazmatycznych glukanow E. coli. 54
19. | Struktura cyklicznych B-(1,2)- glukanow. 55
20. | Struktura cyklicznych B-(1,2)-glukanéw z jednym wigzaniem typu o- 56
(1,6) w pier$cieniu.
21. | Struktura cyklicznego B-(1,3)-(1,6)-glukanu B. japonicum. 57
22. | Biosynteza OPG u E. coli. 58
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25. | Typy egzopolisacharydow u Sinorhizobium. 67

26. | Struktura wybranych podjednostek ryzobiowych egzopolisacharydow. 68

27. | Szlak biosyntezy bursztynyloglikanu S. meliloti. 70

28. | Szlak biosyntezy egzopolisacharydu R. leguminosarum. 72

29. | Mechanizmy opornosci bakterii na toksyczne dzialanie jonéw metali 80
ciezkich.

30. | Rozdziat elektroforetyczny (PAGE-SDS) preparatow LPS O. cytisi 101
ESC1™.

31. | Rozdziat  elektroforetyczny  (PAGE-SDS)  preparatow  LPS 102
wyizolowanych z O. lupini LUP21T.

32. | Chromatogram GC-MS mieszaniny octanéw alditoli otrzymanych 103
z LPS O. cytisi.

33. | Schemat fragmentacji 4-O-metylogalaktozaminy. 104

34. | Chromatogram analizy GC-MS cukrow w formie octandéw alditoli 105
i aminoalditoli izolowanych z LPS O. lupini LUP21T.

35. | Chromatogram GC-MS mieszaniny estrow metylowanych kwasow 106
thuszczowych izolowanych z lipopolisacharydu Ochrobactrum cytisi
ESC1™.

36. | Chromatogram GC-MS mieszaniny estrow metylowych kwasow 108
thuszczowych izolowanych z lipopolisacharydu O. lupini LUP21" (faza
wodna).

37. | Profil elucji degradowanego polisacharydu O. cytisi ESC1" uzyskany na 110
kolumnie Sephadex G50 fine przy zastosowaniu 1% kw. octowego jako
eluentu.

38. | Profil elucji frakcji niskoczasteczkowej degradowanego polisacharydu 111
O.cytisi ESC1T po rozdziale na kolumnie BioGel P2 fine.

39. | Chromatogram GC preparatu polisacharydowego LPS O. cytisi ESC1T 112
frakcji A wysokoczasteczkowej poddanej analizie etylacyjnej
I konwertowanej w peretylowane octany amino/alditoli (solwoliza w
95% kwasie mréwkowym przez 45 min).

40. | Widmo H-NMR OPS O. cytisi ESC1" z zaznaczonymi sygnatami 113

protonéow anomerycznych, -O-CHs -N-Ac, -C-CHs i protonami
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zwigzanymi bezpos$rednio z atomami wegla tworzacymi pierscienie

cukrowe.

41. | Widmo HMQC preparatu OPS O. cytisi ESC1". 114

42. | Fragment widma HMQC oraz widma HMBC preparatu polisacharydu 115
otrzymanego z LPS Ochrobactrum cytisi ESC1.

43. | Proponowana struktura chemiczna powtarzajacej si¢ podjednostki 118
taficucha polisacharydowego antygenu O. cytisi ESC1".

44. | Profil elucji degradowanego polisacharydu O. lupini LUP21T po 119
rozdziale na kolumnie Sephadex G50 fine przy zastosowaniu 1% kw.
octowego jako eluentu.

45. | Chromatogram GC octanéw alditoli uzyskanych z frakcji A 120
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47. | Widmo mas octanu ,,alditolu” uzyskane ze zwigzku o czasie retencji 121
16,75.

48. | Fragment (obszar anomerycznych przesunig¢ weglowych) widma 123
HMBC preparatu frakcji C dgPS O. lupini LUP21T.

49. | Fragment widma HSQC preparatu frakcji C dgPS O. lupini LUP21T. 124

50. | Widmo 1D-NMR frakcji A dgPS O. lupini LUP21T. 125

51. | Fragment widma deptHSQC frakcji A dgPS O. lupini LUP21T. 126

52. | Profil elucji preparatu glukanowego O. cytisi ESC1' rozdzielanego na 129
kolumnie wypelnionej Sephadexem G50f.

53. | Profil elucji preparatu glukanowego O. lupini LUP21" rozdzielanego na 129
kolumnie wypetnionej Sephadexem G50 fine.

54. | Chromatogram gazowy octanow alditoli otrzymanych z preparatu 130
glukanu O. cytisi ESC1T.

55. | Preparat glukanowy z O. cytisi ESC1'- widmo mas i schemat 131
fragmentacji zwiagzku o czasie retencji 13.56 min. (1,2,5-O-Acs3-3,4,6-
O-Mes-glucitolu).

56. | Chromatogram TLC wywolany metoda zweglania przy uzyciu 132

stezonego H2SO4.
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57. | Widmo jonow dodatnich metylowanego preparatu glukanu O. cytisi 134
ESC1T otrzymane technika MALDI-TOF.

58. | Widmo jonéw dodatnich preparatu metylowanego glukanu O. lupini 134
LUP21T otrzymane technika MALDI-TOF.

59. | Widmo *H-NMR glukanu O. cytisi ESC1" rozpuszczonego w DMSO- | 136
ds.

60. | Widmo *H-NMR glukanu O. lupini LUP21T rozpuszczonego w D20. 137

61. | Widmo HSQC glukanu O. cytisi ESC1T rozpuszczonego w DMSO-ds. 137

62. | Widmo DQF-COSY preparatu glukanowego O. cytisi ESC1T 138
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63. | Fragment widma TOCSY peryplazmatycznego glukanu O. lupini 138
LUP21T,
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65. | Profil elucji preparatu EPS O. cytisi ESC1" rozdzielanego na kolumnie 141
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66. | Chromatogram rozdziatu octandw alditoli otrzymanych z preparatu EPS 142
O. lupini LUP21T.

67. | Chromatogram GC preparatu EPS O. cytisi ESC1T poddanego metylacii, 143
catkowitej hydrolizie, redukcji i peracetylacji.

68. | Chromatogram GC preparatu EPS O. lupini LUP1T poddanego 143
metylacji, hydrolizie 2M TFA, redukcji i peracetylacji wg procedury
Hakomori.

69. | Widmo mas i schemat fragmentacji 1,5-O-Ac.-2,3,4,6-O-Mes-heksitolu 145
O. lupini LUP1T.

70. | Widmo mas i schemat fragmentacji 1,2,5-O-Acsz-3,4,6-O-Mes-heksitolu 146
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71. | Widmo mas i schemat fragmentacji 1,3,5-O-Acz-2,4,6-O-Mes-heksitolu 146

otrzymanego z EPS O. lupini LUP21T w wyniku zastosowania

procedury metylacji (tr=13.672 min).
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72. | Widmo mas i schemat fragmentacji 1,2,5,6-O-Acs-3,4-O-Mez-heksitolu 147
otrzymanego z EPS O. cytisi ESC1" w wyniku zastosowania procedury
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74. | Wplyw stezenia soli kadmu (CdSO4) na wzrost O. lupini LUP21T w 149
zmodyfikowanym podtozu 79CA.

75. | Wplyw stezenia Pb(CH3COO), na wzrost O. lupini LUP21T w 150
zmodyfikowanym podtozu 79CA.

76. | Wplyw stezenia jonow kadmu i otowiu na wiasciwosci sorpcyjne 151
O. lupini LUP21T.

77. | Wptyw pH $rodowiska na sorpcje jondow kadmu i otowiu przez 152
egzopolisacharyd O. lupini.

78. | Kinetyka wigzania jondw kadmu i otowiu przez egzopolisacharyd 153
O. lupini.

79. | Widma FT-IR preparatéw EPS O. lupini LUP21T, 154
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TABELE

LP Tytul Strona

1. | Przemiany azotu w biosferze. 10

2. | Czynniki i geny nod ryzobiow. 23

3. | Sktadniki lipidu A w r6znych szczepach bakteryjnych. 35

4. | Sktadniki cukrowe regionu rdzeniowego u rdéznych szczepow 39
Sinorhizobium.

5. | Struktury powtarzajgcych si¢ podjednostek polisacharydu O-swoistego 42
wybranych bakterii.

6. | Klasyfikacja peryplazmatycznych glukandéw syntetyzowanych przez 53
Proteobacteria.

7. | Struktura wybranych antygenow K u ryzobiow. 64

8. | Wydajnos¢ ekstrakcji  lipopolisacharydéw — Ochrobactrum  cytisi 100
i O. lupini.

9. | Sktad weglowodanowy preparatow LPS szczepu Ochrobactrum cytisi 103
ESC1".

10. | Sktad weglowodanowy preparatow LPS szczepu Ochrobactrum lupini 105
LUP 21T.

11. | Zawarto$¢ kwasow thuszczowych w preparacie LPS O. cytisi ESC1. 107

12. | Zawarto$¢ kwasow ttuszczowych w preparach LPS O. lupini LUP21T. 109

13. | Glowne sktadniki zidentyfikowane w preparacie peretylowanych 112
octandw alditoli otrzymanego z frakcji wysokoczasteczkowej
degradowanego polisacharydu O. cytisi ESC1.

14. | Wartosci przesunie¢ chemicznych [ 6, ppm] oraz statych sprzezen [JciHi, 116
Hz] dla poszczegolnych atomow H i C w polisacharydzie O-swoistym
Ochrobactrum cytisi ESC1.

15. | Gléwne skladniki zidentyfikowane w preparatach degradowanego 121
polisacharydu O. lupini LUP21T otrzymanych w wyniku rozdziatu na
kolumnie Sephadex G50 fine.

16A. | Protonowe i weglowe przesunigcia chemiczne (ppm) dla wybranych 123
zwigzkow zawartych we frakeji C.
16B. | Protonowe 1 weglowe przesunigcia chemiczne (ppm) dla wybranych 127

zwiagzkow zawartych we frakcji A (wysokoczasteczkowej).
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16C.

Sygnaty korelacyjne dla protonéw anomerycznych z preparatu frakcji A

zaobserwowane na widmach NOESY i HMBC.

127

17.

[lo§¢ materialu glukanowego wuzyskanego na drodze rozdziatu
I oczyszczania preparatu z fazy wodnej uzyskanej w trakcie delipidacji

bakterii metoda Bligh-Dyer’a.

128

18.

Warto$ci mas czgsteczkowych dla poszczegdlnych pierscieni

glukanowych O. cytisi ESC17 i O. lupini LUP21T,

135

19.

Warto$ci przesunig¢ chemicznych protonoéw i atomow wegla dla reszt
glukozy oraz statych sprzezenia Jcymi | JHuyH2 z preparatow glukanowych

O. cytisi ESC1Ti O. lupini LUP21T.

139

20.

Ilosci egzopolisacharydow uzyskanych z plynu pohodowlanego

Ochrobactrum.

140

21.

Sktad weglowodanowy preparatéow EPS O. cytisi ESC1'" i O. lupini
LUP21T.

142

22.

Gltowne sktadniki zidentyfikowane w preparacie metylowanych
octandéw alditoli otrzymanych z preparatoéw egzopolisacharydowych

O. cytisi ESC1T,

143

23.

Gltowne sktadniki zidentyfikowane w preparacie metylowanych
octanow alditoli otrzymanych z preparatow egzopolisacharydowych

O. lupini LUP1T.

144
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