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Wykaz skrotéw stosowanych w pracy

A549

A5P
ABC

ABC-HRP

ACN

ACP

ANOVA

API

APS

ATCC

ATP

bcerS

BCFA

BCYE

BEAS-2B

Linia komorkowa nabtonka pgcherzykow prucnych czto-
wieka pochodzaca z gruczolaka ptuc (Adenocarcinoma hu-

man lung epithelial cell line)
5-fosforan-D-arabinozy (D-Arabinose-5-Phosphate)
Kaseta wigzgca ATP (ATP-Binding Cassette)

Kompleks awidyna/biotyna sprz¢zony z peroksydaza
chrzanowg (Avidin-Biotin-Complex - Horseradish Peroxi-

dase)
Acetonitryl (Acetonitrile)

Biatko bg¢dace donorem grup acylowych (Acyl Carrier Pro-

tein)
Analiza wariancji (Analysis of Variance)

Izomeraza 5-fosforanu-D-arabinozy (D-Arabinose-5-Phos-

phate Isomerase)
Nadsiarczan amonu (Ammonium Persulfate)

Amerykanska kolekcja hodowli komorkowych (American
Type Culture Collection)

Adenozyno-5’-trifosforan (Adenosine-5 -triphosphate)

Gen kodujacy bakteryjng syntaze ceramidowg (bacterial ce-
ramide Synthase)

Rozgatezione tancuchy kwasow ttuszczowych (Branched-
Chain Fatty Acids)

Wyciag drozdzowy zbuforowany weglem drzewnym (Buffe-

red Charcoal Yeast Extract)

Linia komorkowa nabtonka oskrzeli cztowieka (human bron-

chial epithelial cell line)
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Bufor SorC
Clq

CAP

CD14

CDP
Cer
cerR
CL
CMP
COSsY

COVID-19

CR1
CR2
DAG
DG

DMEM

dMePE

DMSO
DNaza

Dot/Icm

dsDNA

Bufor Sorensena C (Sarensen C Buffer)
Sktadowa uktadu dopetniacza (Component 1q)

Zapalenie ptuc nabyte w srodowisku zamieszkania (Commu-

nity Acquired Pneumonia)

Kompleks réznicowania 14/antygen réznicowania komorko-

wego 14 (Cluster of Differentiation 14)

Difosforan cytydyny (Cytidine Diphosphate)

Ceramidy (Ceramides)

Gen kodujacy reduktazg ceramidowa (ceramide Reductase)
Kardiolipina (Cardiolipin)

Monofosforan cytydyny (Cytidine Monophosphate)
Spektroskopia korelacyjna (Correlation Spectroscopy)

Choroba koronawirusowa z roku 2019 (Coronavirus Disease
2019)

Receptory dopetniacza typu 1 (Complement Receptor type 1)
Receptory dopetniacza typu 2 (Complement Receptor type 2)
Diacyloglicerol (Diacylglycerol)

Dwuglicerydy (Diglycerides)

Modyfikowana pozywka Eagle'a Dulbecco (Dulbecco's Mo-
dified Eagle Medium)

Dimetylofosfatydyloetanoloamina (Dimethyl-Phosphatidylet

hanolamine)
Dimetylosulfotlenek (Dimethyl Sulfoxide)
Deoksyrybonukleaza (Deoxyribonuclease)

Defekt w transporcie organelli/wewnatrzkomorkowym nam-
nazaniu (Defect in organelle trafficking/Intracellular multi-

plication)
Dwuniciowy DNA (double-stranded DNA)
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ECDC

EDTA

ELISA

EU/EEA

FCS

FITC

FLIM

FRET

GAG

GC/MS

GlcN

GIcN3N

GlcNACc

GIcNAC3N

GTP

HAP

HEPES

Europejskie Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Chorob

(European Centre for Disease Prevention and Control)

Kwas wersenowy (kwas etylenodiaminotetraoctowy) (Ethyle-

nediaminetetraacetic acid)

Test immunoenzymatyczny/immunoenzymaosorpcyjny (En-

zyme- Linked Immunosorbent Assay)

Unia Europejska/Europejski Obszar Gospodarczy (European

Union/European Economic Area)
Ptodowa surowica cielgca (Fetal Calf Serum)
Izotiocyjanian fluoresceiny (Fluorescein Isothiocyanate)

Mikroskopia obrazowania czasow zycia fluorescencji (Fluo-

rescence Lifetime Imaging Microscopy)

Transfer energii rezonansu Forstera (Férster Resonance En-

ergy Transfer)
Glukozyloaminoglikan (GAG, Glycosaminoglycan)

Chromatografia gazowo-cieczowa sprz¢zona ze spektromet-

rig mas (Gas Chromatography/Mass Spectrometry)
Glukozamina (2-amino-2-deoksy-D-glukopiranoza)

2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-glukopiranoza (2,3-diamino-
2,3-dideoxy-a-D-glucopyranose)

N-acetyloglukozamina (2-acetamido-2-deoksy-D-glukopira-

noza)
2-acetamido-3-amino-2,3-dideoksy-D-glukopiranoza
Guanozyno-5’-trifosforan (Guanosine-5'-triphosphate)

Zapalenie ptuc zwigzane z hospitalizacjg (Hospital Acquired

Pneumonia)

Kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetanosulfonowy (4-
(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)
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HESI

HGT

HMBC

HMDS

HPLC

Hsp60

HSQC

IFN-y
1gG
IgM
IL-6
IM

Kdo

Kdo-8P

LadC

LaiA

LBP

Podgrzewana jonizacja przez elektrorozpylanie (Heated-

Electrospray lonization)
Horyzontalny transfer genéw (Horizontal Gene Transfer)

Korelacja heterojagdrowa wielokrotnych wigzan (Heteronu-

clear Multiple Bond Correlation)

1,1,3,3,3-Heksametylodisilan (1,1,3,3,3-Hexamethyldisilaz-

ane)

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (High-Perfor-
mance Liquid Chromatography)

Biatko szoku cieplnego 60 (Heat shock protein 60)

Koherencja heterojagdrowa pojedynczego kwantu (Heteronuc-

lear Single Quantum Coherence)
Interferon — gamma (Interferon — gamma)
Immunoglobulina G (Immunoglobulin G)
Immunoglobulina M (Immunoglobulin M)
Interleukina — 6 (Interleukin-6)
Membrana wewnetrzna (Inner Membrane)

Kwas 3-deoksy-D-manno-2-oktulozonowy (3-deoxy-D-

manno-2-octulosonic acid)

8-fosforan dezoksy-D-manno-oktulozonian (Deoxy-D
manno-octulosonate 8-phosphate)

Cyklaza adenylanowa bakterii Legionella ( Legionella adeny-

late Cyclase)

Czasteczka adhezyjna L. pneumophila, homologiczna z ana-

logiem integryny Saccharomyces cerevisiae

Bialko wigzace lipopolisacharyd (Lipopolysaccharide Bin-
ding Protein)
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Lcl

LCV

LegbAc7Ac

LegSAm7Ac

LegbAmNMe7Ac

LPS

LPS-R

LPS-S

LPS-SR

Lpt

mAD
Man

MAPK

MMPE

MOl

MOMP

MQ

Biatko kolagenopodobne bakterii Legionella (Legionella col-

lagen-like)

Wakuola zawierajaca bakterie Legionella (Legionella-Conta-

ining Vacuole)

Kwas 5,7-diacetamido-3,5,7,9-tetradeoksy-D-glicero-D-ga-

lakto-nonulozonowy

Kwas 5-acetamidino-7-acetamido-3,5,7,9-tetradeoksy-D-gli-

cero-D-galakto-nonulozowy

Kwas 5-E/Z-N-(N-metylacetim-idoyl)-7-acetamidino-3,5,7,9-

tetradeoksy-D-glicero-D-galakto-nonulozonowy
Lipopolisacharyd (Lipopolysaccharide)

Lipopolisacharyd typu szorstkiego (Lipopolysaccharide-
Rough type)

Lipopolisacharyd typu gtadkiego (Lipopolysaccharide-
Smooth type)

Lipopolisacharyd typu posredniego (Lipopolysaccharide-
Semi Rough type)

Kompleks transportujacy LPS (Lipopolysaccharide

transport)
Przeciwciato monoklonalne (monoclonal Antibody)
Mannoza (Mannose)

Kinazy aktywowane mitogenami (Mitogen Activated Protein

Kinases)

Monometylofosfatydyloetanoloamina (Monomethyl Phos-

phatidylethanolamine)
Wielos¢/mnogos¢ infekcji (Multiplicity of Infection)

Glowne biatko blony zewnetrznej (Major Outer Membrane

Protein)

Ultraczysta woda Milli-Q (Milli-Q)
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MWCO Odcig¢cie masy czasteczkowej (Molecular Weight Cut-Off)

MyD88 Czynnik 88 roznicowania biataczki szpikowej (Myeloid
Differentation factor 88)

NB Bfekit Nilu (Nile Blue)
NBD Domena wigzaca nukleotyd (Nucleotide-Binding Domain)
NF-xB Jadrowy czynnik transkrypcyjny NF-kappa B (Nuclear Fac-

tor-kappa B)
NHS N-hydroksysukcynimid (N-Hydroxysuccinimide)

NMR Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (Nuc-

lear Magnetic Resonance)

NulOs Cukry nieulozonianowe (Nonulosonate sugars)

oM Membrana zewngtrzna (Outer Membrane)

OmpS Biatko btony zewngtrznej S (Outer membrane protein S)

oMV Pecherzyki membrany zewnetrznej (Outer Membrane Vesic-
les)

OPS polisacharyd O (O-Polysaccharide)

ORF Otwarta ramka odczytu (Open Reading Frame)

PA Kwas fosfatydowy (Phosphatidic Acid)

PAF Czynnik aktywujacy plytki krwi (Platelet Activating Factor)

PAMP Wzorce molekularne zwigzane z patogenami (Pathogen-As-

sociated Molecular Patterns

PBS Roztwor soli fizjologicznej (Phosphate Buffered Saline)

PC Fosfatydylocholina (Phosphatidylcholine)

PCR Lancuchowa reakcja polimerazy (Polymerase Chain Reac-
tion)

Pcs Syntaza fosfatydylocholiny (Phosphatidylcholine synthase)

PE Fosfatydyloetanolamina (Phosphatidylethanolamine)

14
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PEP Fosfoenolopirogronian (Phosphoenolpyruvate)
PG Fosfatydyloglicerol (Phosphatidylglycerol)
PilY1 Biatko zwigzane z powierzchnig komorki L. pneumophila ho-

mologiczne do biatka PilY1 Pseudomonas aeruginosa

PMA Octan mirystynianu forbolu (Phorbol 12-Myristate 13-Ace-
tate)

PmtA Fosfolipidowa N-metylotransferaza (Phospholipid N-methyl-
transferase)

PseA Kwas pseudoaminowy (Pseudaminic Acid)

PYG Pozywka z ekstraktem drozdzowym, peptonem i glukozg

(Peptone Yeast Extract Glucose)

QuiN Chinowozamina (Quinovosamine)

QUuINACc Acetylochinowozamina (N-Acetyl-Quinovosamine)

Rha Ramnoza (Rhamnose)

RNaza Rybonukleinaza (Ribonuclease)

RPMI Pozywka opracowana w Instytucie Pamigci w Roswell Park

(Roswell Park Memorial Institute)

RtxA Powtorzenia w toksynie strukturalnej A (Repeats in structu-
ral toxin A)

Ru5P 5-fosforan D-rybulozy (Ribulose 5-Phosphate)

SAH S-adenozylohomocysteina (S-Adenosyl Homocysteine)

SAM S-adenozylometionina (S-Adenosyl Methionine)

sCD14 Rozpuszczalna forma kompleksu réznicowania 14 (soluble

Cluster of Differentiation 14)
SDS Siarczan dodecylu sodu (Sodium Dodecyl Sulfate)

SDS-PAGE Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym z dodecylosiar-
czanem sodu (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel

Electrophoresis)
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g

spt

ST

TALD

TEA
TEMED
TFA

TG
THP-1
TLR
TMD
TMB
TMCS
TMSD

TNF-a

TOCSY

TRIF

UAT
UDP

UDP-Bac2Ac4Ac

UMP

Und-PP

Serogrupa (Serogroup)

Gen kodujgcy palmitoilotransferaze serynowa (serine palmi-

toyltransferase)
Typ sekwencji (Sequence Type)

Zapalenie pluc zwigzane z podrozami (Travel Associa-

ted Pneumonia)

Trietanoloamina (Triethanolamine)
Tetrametyloetylenodiamina (Tetramethylethylenediamine)
Kwas trifluorooctowy (Trifluoroacetic Acid)
Trojglicerydy (Triglycerides)

Linia komorek ludzkiej biataczki monocytarnej
Receptor Toll-podobny (Toll-Like Receptor)

Domena transbtonowa (Transmembrane Domain)
Tetrametylobenzydyna (Tetramethylbenzidine)
Trimetylochlorosilan (Trimethylchlorosilane)
Trimetylosililodiazometan (Trimethylsilyldiazomethane)

Czynnik martwicy nowotworu-o. (Tumor Necrosis Factor-

alpha)
Spektroskopia korelacyjna (Total Correlation Spectroscopy)

Biatko adaptorowe indukujace IFN-3 zawierajace domeng

TIR (TIR-domain-containing adapter inducing IFN-/5)
Test na obecnos¢ antygenu w moczu (Urinary Antigen Test)
Urydyno-5’-difosforan (Uridine-5 -diphosphate)

UDP-N,N’-diacetylobakillozamina (UDP-N,N’'-diacetylbacil-

losamine)
Urydyno-5’-monofosforan (Uridine-5 -monophosphate)

Difosforan undekaprenylu (Undecaprenyl diphosphate)
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Wykaz skr6tow stosowanych w pracy

UPLC - MS/MS

2D NMR

Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze spek-
trometrig mas (Ultra-Performance Liquid Chromatography
coupled to tandem Mass Spectrometry)

Dwuwymiarowa spektroskopia magnetycznego rezonansu ja-

drowego (Two Dimensional Nuclear Magnetic Resonance)
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Streszczenie i stowa kluczowe w jezyku polskim

Streszczenie i stowa kluczowe w jezyku polskim

Bakterie nalezace do rodzaju Legionella, po przedostaniu si¢ ze Srodowiska wodnego
do organizmu cztowieka, wywotujg legionellozg. Choroba ta wystepuje w dwoch postaciach
klinicznych: grypopodobnej goraczki Pontiac oraz ci¢zkiego zapalenia ptuc, zwanego cho-
robg legionistow. Zmiany demograficzne oraz klimatyczne sprawity, ze bakterie Legionella
spp. staty si¢ jednym z najwazniejszych patogendw przenoszonych przez wode, zarowno
pod wzgledem czestosci wystepowania, jak i1 cigzkosci wywotywanych infekcji. Mimo ze,
w ekosystemach wodnych istnieje ponad 70 gatunkow 1 90 serogrup legionell to okoto 90%
przypadkow legionellozy na swiecie jest wywolywanych przez L. pneumophila sg 1. Grupe
serologiczng L. pneumophila okresla si¢ na podstawie budowy lipopolisacharydu (LPS).
Struktura LPS L. pneumophila sg 1 wptywa na fizyko-chemiczne wiasciwosci powierzchni
tych bakterii, determinuje zdolno$¢ do oddziatywania z komoérkami gospodarza oraz modu-
luje odpowiedz immunologiczng na zakazenie. Do badan zostaly wykorzystane kliniczne
szczepy L. pneumophila sg 1 oraz mutanty pozbawione grup O-acetylowych w cukrach re-
gionu rdzeniowego oraz grup N-metylowych kwasu legionaminowego czesci polisachary-
dowej LPS. Zaburzenia syntezy LPS wptynety na réznice w profilu lipidow L. pneumophila
sg 1. Pomiar stopnia polarnosci powierzchni bakterii okreslony na podstawie wlasno$ci
spektroskopowych barwnika fluorescencyjnego (prodanu) wykazat r6znice w hydrofobowo-
$ci badanych szczepoéw. Decydujaca role na wczesnym etapie oddzialywania L. pneu-
mophila sg 1 z komorkami gospodarza, przed wejsciem bakterii do wnetrza komorek euka-
riotycznych, odgrywaja grupy O-acetylowe czesci polisacharydowej LPS. Badanie zdolno-
sci adhezyjnych bakterii do komorek fagocytujacych i niefagocytujacych wykazaty, ze mo-
dyfikacje LPS promuja interakcje L. pneumophila sg 1 z makrofagami. Badania nad indukcja
prozapalnych cytokin wykazaty, ze nie tylko lipid A, ale rdwniez cze$¢ polisacharydowa
LPS L. pneumophila sg 1 wptywa na poziom TNF-a, a wystepowanie reszt acetylowych O-
acylujacych ramnozy rdzenia, moze by¢ jednym ze sposobow ucieczki tych bakterii spod
kontroli uktadu immunologicznego czlowieka. Poznanie ztozonych mechanizméw modula-
cji struktury, funkcji i sposobu oddziatywania LPS L. pneumophila sg 1 z komoérkami go-
spodarza ma istotne znaczenie w projektowaniu nowych lekéw i ocenie nowych strategii

terapeutycznych w ochronie przed infekcjami wywotanymi przez L. pneumophila sg 1.

Stowa kluczowe: Legionella pneumophila sg 1, lipopolisacharyd, lipidy, adhezja, proza-

palne cytokiny
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Streszczenie i stowa kluczowe w jezyku angielskim

Streszczenie i stowa kluczowe w jezyku angielskim

Bacteria belonging to the genus Legionella, upon entering the human body from the
aquatic environment, induce legionellosis. This disease occurs in two clinical forms: Pontiac
fever, resembling influenza-like symptoms, and severe pneumonia known as Legionnaires'
disease. Demographic and climatic changes have made Legionella spp. one of the most im-
portant waterborne pathogens, both in terms of frequency and severity of infections. Alt-
hough there are over 70 species and 90 serogroups of Legionella in aquatic ecosystems,
approximately 90% of legionellosis cases worldwide are caused by L. pneumophila sg 1.
The serogroup of L. pneumophila is determined based on the structure of lipopolysaccharide
(LPS). The structure of L. pneumophila sg 1 LPS influences the physicochemical properties
of these bacteria's surfaces, determines their ability to interact with host cells, and modulates
the immune response to infection. Clinical strains of L. pneumophila sg 1 and mutants lack-
ing O-acetyl groups in the sugars of the core region and N-methyl groups of legionaminic
acid in the polysaccharide part of LPS were used for the study. Disruptions in LPS synthesis
led to differences in the lipid profile of L. pneumophila sg 1. Measurement of bacterial sur-
face polarity using the fluorescent dye probe (prodan) revealed differences in the hydropho-
bicity of the strains. O-acetyl groups of the polysaccharide part of LPS play a crucial role in
the early stage of L. pneumophila sg 1 interaction with host cells before the bacteria enter
the interior of eukaryotic cells. Studies on the adhesive abilities of bacteria to phagocytic
and non-phagocytic cells showed that LPS modifications promote interactions between
L. pneumophila sg 1 and macrophages. Research on the induction of pro-inflammatory cy-
tokines showed that not only lipid A but also the polysaccharide part of L. pneumophila sg 1
LPS affects the level of TNF-a, and the presence of O-acetyl groups acylating the rhamnose
core may be one of the ways for these bacteria to evade the human immune system's control.
Understanding the complex mechanisms of modulating the structure, function, and interac-
tion mode of L. pneumophila sg 1 LPS with host cells is crucial in designing new drugs and
evaluating new therapeutic strategies to protect against infections caused by L. pneumophila

sg 1.

Keywords: Legionella pneumophila sg 1, lipopolysaccharide, lipids, adhesion, pro-inflam-

matory cytokines
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1. Charakterystyka bakterii z rodzaju Legionella

Bakterie z rodzaju Legionella wystepuja w ekosystemach wodnych, w ktorych namna-
zaja si¢ w komorkach wolnozyjacych pierwotniakow nalezacych gtownie do gromady
Amoebozoa. Do naturalnych gospodarzy Legionella spp. naleza: Acanthamoeba castellanii,
A. polyphaga, Vermamoeba vermiformis, Dictyostelium discoideum i Naegleria spp.
(Hoffmann i in., 2014). Pierwotniaki zapewniaja bakteriom zardwno nisz¢ replikacyjna, jak
1 ochrong przed szkodliwymi warunkami srodowiska, w tym antybiotykami, kwasami, bio-
cydami, stresem osmotycznym i termicznym (Boamabh 1 in., 2017). Zdolno$¢ przetrwania
bakterii z rodzaju Legionella w niestabilnych i oligotroficznych warunkach srodowiska wod-
nego wynika takze z mozliwosci kolonizowania wielogatunkowych biofilméw. W obrgbie
biofilmu pateczki Legionella sg zroznicowane fenotypowo. Wsrdéd nich mozna wyodrebnic¢
subpopulacje zjadliwych, nierosngcych bakterii, ktore sg aktywne metabolicznie, majg wy-
sokg tolerancj¢ na antybiotyki i wykazuja ekspresje gendw kodujacych czynniki wirulencji.
Te zjadliwe i wysoce zakazne formy bakterii skutecznie proliferuja w komorkach fagotro-
ficznych zywicieli (Personnic i in., 2019). Adaptacja Legionella spp. do przetrwania w na-
turalnym $rodowisku doprowadzita do skutecznej kolonizacji sztucznych systeméw wod-
nych, a zdolno$¢ do namnazania si¢ w pierwotniakach przyczynita si¢ do nabycia cech wi-
rulencji niezbednych do zakazania komorek cztowieka (Chauhan i Shames, 2021; Hoffmann
iin., 2014).

Zagrozenie epidemiologiczne stwarzajg bakterie Legionella, ktore wystepujg w Syste-
mach wodociggowych, o niskim poziomie $rodkéw dezynfekcyjnych, stabej cyrkulacji
wody i temperaturze od 25°C do 45°C, ktora sprzyja namnazaniu si¢ bakterii. W zwigzku
Z okresowym zamknieciem budynkéw uzytecznos$ci publicznej i ograniczeniu eksploatacji
wody w czasie pandemii zakaznej choroby COVID-19 Europejskie Centrum ds. Zapobiega-
nia i Kontroli Chorob oraz Grupa Badawcza Europejskiego Towarzystwa Mikrobiologii Kli-
nicznej 1 Chorob Zakaznych ds. zakazen Legionella informowata o zwigkszonym ryzyku
infekcji Legionella spp. spowodowanym stagnacja wody w instalacjach wodno-kanalizacyj-
nych (Verhasselt i in., 2021). Do infekcji cztowieka najczesciej dochodzi na skutek wdycha-
nia skazonego bakteriami aerozolu generowanego przez wieze chtodnicze, klimatyzatory,
wanny z hydromasazem, urzadzenia do hydroterapii, stuchawki prysznicowe, dekoracyjne

fontanny (Garrison i in., 2016). Wickszo$¢ stwierdzonych ognisk zakazen jest zwigzana
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Z obiektami noclegowymi (np. hotelami, kurortami, statkami wycieczkowymi) lub placow-
kami opieki zdrowotnej (np. szpitale, osrodki opieki dlugoterminowe;j) (Garrison i in., 2016).
Rzadziej do infekcji dochodzi w wyniku aspiracji wody skazonej Legionella spp. (Cassell
I in., 2019). Dotad opisano jeden przypadek przeniesienia bakterii L. pneumophila szczep
PtVFX/2014 z zakazonej osoby na zdrowa (Borges 1 in., 2016).

1.1. Chorobotwoérczosé bakterii Legionella spp.

Infekcje wywotane przez Legionella spp. przyjmuja dwie odrgbne postacie kliniczne:
chorobg legionistow oraz samoograniczajacg si¢ infekcje grypopodobna, goragczke Pontiac.
Rzadko wystepujaca forma zakazenia bakteriami Legionella spp. jest infekcja pozaptucna.
Zdiagnozowanie legionellozy u pacjenta wymaga potwierdzenia obecnosci klinicznych ob-
jawow i co najmniej jednego z wymienionych kryteriow laboratoryjnych: dodatni wynik
testu na obecno$¢ antygenu L. pneumophila w moczu (UAT, Urinary Antigen Test), izolacja
bakterii Legionella spp. z materiatu klinicznego pobranego od pacjenta albo 4-krotny lub
wigkszy wzrost miana specyficznych przeciwcial w surowicy przeciwko L. pneumophila sg
1 (Barskey i in., 2020).

Choroba legionistow to cigzkie zapalenie ptuc, ktore u okoto 90% pacjentéw wymaga
hospitalizacji (Barskey i in., 2020). Okres inkubacji choroby legionistow wynosi najczesciej
od 2 do 10 dni. Poczatkowe objawy obejmuja goraczke, utrate apetytu, bol glowy, zte samo-
poczucie, bole migsni, biegunke, dezorientacje 1 letarg (Zarogoulidis i in., 2011). Wystepu-
jacy lagodny, suchy kaszel u 50% pacjentow staje si¢ produktywny. Krwioplucie pojawia
si¢ w okoto jednej trzeciej przypadkow (Gomez i in., 1992). L. pneumophila podobnie jak
inne wewnatrzkomorkowe patogeny, wywotuje bradykardi¢ z towarzyszaca goraczka, tzw.
objaw Fageta (Ostergaard i in., 1996). U pacjentdw z immunosupresja istnieje ryzyko roz-
woju ropnia ptuc i ropniaka optucnej (Guy i in., 2011). Rzadkim objawem choroby legioni-
stow u pacjentdOw z rozsiang infekcjg jest hipertriglicerydemia i rabdomioliza (Patel i in.,
2021). Pozaptucne objawy choroby legionistéw obejmujg dolegliwosci zotadkowo-jelitowe
(Dalal 1 in., 2020), podwyzszong aktywno$¢ aminotransferaz w surowicy, dysfunkcje neu-
rologiczng (encefalopatia), dysfunkcje nerek (biatkomocz, zwickszone stezenie kreatyniny
w surowicy) 1 hiponatremie¢ (Cunha, 1998). Niekiedy obserwuje si¢ objawy dermatologiczne
w postaci np. wysypki plamisto-grudkowej (Carter i in., 2022).

Potwierdzone przypadki choroby legionistéw podlegaja obowigzkowi raportowania

we wszystkich 31 krajach Unii Europejskiej/Europejskiego Obszaru Gospodarczego
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(EU/EEA), w ktorych okoto 70% wszystkich zgloszen stanowia przypadki nabyte w $rodo-
wisku zamieszkania (CAP, Community Acquired Pneumonia), 20% zwiazane z podrozami
(TALD, Travel Associated Legionnaires’ Disease) i 10% zwigzane z hospitalizacja (HAP,
Hospital Acquired Pneumonia) (Beauté, 2017).

Gorgczka Pontiac to tagodna posta¢ infekcji nie prowadzaca do rozwoju zapalenia
ptuc. Klinicznie objawy goragczki Pontiac obejmujg podwyzszong temperature, ogdlne osta-
bienie, b6l migsni 1 stawow, bol glowy, kaszel, nudnosci 1 bol gardia (Pancer 1 Stypulkow-
ska-Misiurewicz, 2003). Pojawiajg si¢ rowniez inne objawy, takie jak dusznos¢, bol w klatce
piersiowej (Castor i in., 2005), wymioty i biegunka (Jones i in., 2003). Choroba nie wymaga
specjalistycznego leczenia, pacjenci wracajg do zdrowia w ciggu dwoch do pigciu dni od
zakazenia. Gorgczka Pontiac charakteryzuje si¢ krotkim okresem inkubacji (zwykle od 30
do 90 godzin, $rednio 36 godzin) oraz brakiem dlugotrwalych powiktan i zgonow. Ze
wzgledu na fagodny charakter i brak specyficznych objawoéw goraczka Pontiac jest czgsto
mylona z innymi zakazeniami i rzadziej odnotowywana niz choroba legionistow (Pancer
i Stypulkowska-Misiurewicz, 2003).

Infekcje bakteriami z rodzaju Legionella moga powodowac bakteriemig i szerzenie si¢
zakazenia poza uktadem oddechowym. Pozaptucne lokalizacje Legionella spp. najczgsciej
dotycza migsnia sercowego (Spighi i in., 2021). Bakterie Legionella spp. powoduja zapale-
nie osierdzia, zapalenie wsierdzia i/lub zapalenie mig$nia sercowego ze zmniejszeniem
kurczliwosci lewej komory (Suzuki i in., 2011). Do innych pozaptucnych lokalizacji bakterii
Legionella spp. nalezg: tkanka mozgowa (Kay i in., 2007), jama brzuszna (Laivier i in.,
2019), pecherzyk zotciowy (Anyfantakis i in., 2015), stawy (Andereya 1 in., 2004), skora
i tkanka podskorna (Chitasombat i in., 2018).

Czynniki ryzyka predysponujgce do nabycia infekcji Legionella spp. obejmujg starszy
wiek (> 50 lat), pte¢ meska, palenie tytoniu, naduzywanie alkoholu, ostabiony uktad odpor-
nos$ciowy i przewlekle choroby uktadu oddechowego lub nerek (Barskey i in., 2022). Ry-
zyko nabycia zapalenia pluc w szpitalu wzrasta u pacjentow po niedawno przebytym zabiegu
operacyjnym, poddanych intubacji, wentylacji mechanicznej lub z zatozong sondg nosowo-
zotadkow3a. Grupg pacjentéw szczegolnie obcigzong ryzykiem rozwoju choroby legionistow
s pacjenci z immunosupresja, w tym biorcy przeszczepow narzadow, pacjenci z chorobami
nowotworowymi i przyjmujacymi kortykosteroidy. Nieprawidlowe rozpoznanie zakazenia
I p6zne wdrozenie odpowiedniej antybiotykoterapii, podeszty wiek oraz choroby wspotist-

niejgce sg gtownymi przyczynami zgonu z powodu choroby legionistow (ECDC, 2021).
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U 0s6b z obnizong odpornoscig $miertelno$¢ z powodu choroby legionistéw moze wynosic¢
40-80% (Chidiac i in., 2012).

Do chwili obecnej zidentyfikowano 72 gatunki, ktore zostaty zaliczone do rodzaju Le-
gionella, z czego 28 gatunkéw wyizolowano bezposrednio od chorych. Najczestsza przy-
czyng choroby legionistow jest L. pneumophila, ktora odpowiada za okoto 90% laboratoryj-
nie potwierdzonych przypadkow w Europie 1 USA, sposrod ktorych okoto 80% stanowi
L. pneumophila sg 1 (Mercante i Winchell, 2015; ECDC, 2021). Do innych gatunkéw Le-
gionella spp. najczesciej wywotujacych pneumoni¢ naleza: L. bozemanae, L. micdadei
i L. longbeachae, ktore odpowiadaja za 2—7% zakazen na §wiecie (Chambers i in., 2021).
W Australii, Nowej Zelandii i Japonii dominujgcym gatunkiem wywolujacym infekcje jest
L. longbeachae (Whiley i Bentham, 2011).

U podstaw patomechanizmu rozwoju choroby legionistow lezy zdolno$¢ do namnaza-
nia si¢ w makrofagach alweolarnych, stanowigcych gtéwna lini¢ obrony przed bakteryjna
infekcja ptuc (Copenhaver i in., 2014). Poza makrofagami bakterie Legionella spp. namna-
7aja si¢ takze w monocytach, fibroblastach, komoérkach nabtonkowych pecherzykow ptuc-
nych typu I i II oraz komorkach §rodbtonka (Chiaraviglio i in., 2008; Horwitz i Silverstein,
1980). Wewnatrzkomorkowe patogeny Legionella spp. wykorzystujg IV system sekrecji
Dot/Icm (Defect in organelle trafficking/Intracellular multiplication) w celu translokacji do
komorek gospodarza biatek efektorowych, ktore manipulujg przebiegiem procesoéw dojrze-
wania wakuoli trawiennej i prowadza do jej przeksztatcenia w wakuole replikacyjng (LCV,
Legionella-Containing Vacuole) (Sherwood i Roy, 2016). L. pneumophila syntetyzuje po-
nad 300 roznych bialek efektorowych, ktore wykazuja strukturalne i funkcjonalne podobien-
stwo do bialek eukariotycznych (Allombert i in., 2014). Efektory uwalniane przez system
Dot/lcm L. pneumophila zaktocajg szlaki metaboliczne komorki gospodarza, w tym: trans-
port pecherzykowy (Heidtman i in., 2009), translacje bialek (Shen i in., 2009), proces induk-
cji odpowiedzi na warunki stresowe (Belyi i in., 2009), apoptoze komorek (Abu-Zant i in.,
2007), przemiane guanozyno-5’-trifosforanu (GTP, Guanosine-5'-triphosphate) (Kagan
i in., 2004) oraz szlaki ubikwitynacji (Ivanov i Roy, 2009). Poza obszernie opisang w litera-
turze rolg biatek Legionella spp. w interakcji z komorka gospodarza, niewiele jest informacji
na temat udziatu lipidowych struktur powierzchniowych, takich jak lipopolisacharydy (LPS)

1 fosfolipidy w patogenezie tych wewnatrzkomérkowych bakterii.
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1.2. Budowa struktur powierzchniowych bakterii L. pneumophila

Ostona komorkowa L. pneumophila jest typowa dla Gram-ujemnych bakterii i sktada
si¢ z dwoch odrebnych bton: wewnetrznej (IM, Inner Membrane) i zewnetrznej (OM, Outer
Membrane), oddzielonych przestrzenia peryplazmatyczng (Faulkner i Garduiio, 2002). Pe-
ryplazma zawiera stosunkowo cienkg warstwe¢ wysoce usieciowanego peptydoglikanu i r6z-
nych biatek. Peptydoglikan zbudowany jest z kwasu muraminowego, glukozaminy, kwasu
glutaminowego, alaniny i kwasu mezodiaminopimelinowego w stosunku molowym
0,8:0,8:1,1:1,7:1 (Amano i Williams, 1983). W sktad zewngtrznej warstwy blony zewnetrz-
nej wchodzg czasteczki lipopolisacharydu odpowiedzialne za wysoce uporzadkowang i pot-
sztywng strukturg tej warstwy membrany, natomiast wewngtrzng warstwe blony OM buduja
gtownie fosfolipidy. Blona IM zbudowana jest z glicerofosfolipidow, co zapewnia jej ela-
styczno$¢ 1 ptynno$¢. Strukturalna asymetria warunkuje przepuszczalno$¢ membrany,
umozliwiajacg Gram-ujemnym bakteriom przetrwanie w niesprzyjajacych warunkach (Di

Lorenzo i in., 2021).
1.3. Struktura lipopolisacharydu L. pneumophila

LPS sktada si¢ z trzech biosyntetycznie i strukturalnie odmiennych czesci potaczo-
nych wigzaniami kowalencyjnymi: tancucha O-specyficznego, rdzenia oligosacharydowego
i lipidu A. Region lipidu A zakotwicza czasteczki LPS w blonie zewngtrznej poprzez od-
dziatywania hydrofobowe z acylowymi tancuchami fosfolipidow stanowigcymi wewnetrzng
warstwe tej btony (Caroff'i Novikov, 2019). LPS L. pneumophila znacznie r6zni si¢ od LPS
innych Gram-ujemnych bakterii pod wzgledem budowy chemicznej i biologicznego znacze-

nia poszczegodlnych jego regionow (Kowalczyk i in., 2021).
1.3.1. Czes¢ O-specyficzna

Lancuch O-swoisty (antygen O, OPS) L. pneumophila szczep Philadelphia (sg 1) jest
homopolimerem zbudowanym z podjednostek kwasu 5-acetamidyno-7-acetamido-8-O-ace-
tylo-3,5,7,9-tetradeoksy-D-glicero-D-galakto-nonulozonowego  (kwas legionaminowy)
i jego D-glicero-D-talo izomeru - kwasu 4-epilegionaminowego (4eLeg, 4-epilegionaminic
acid) (Tsvetkov i in., 2001). Po raz pierwszy scharakteryzowany u L. pneumophila kwas
legionaminowy nalezy do grupy bakteryjnych cukrow nieulozonianowych (NulOs, Nonulo-

sonate sugars), do ktorych zalicza si¢ kwasy 4-epilegionaminowy, 8-epilegionaminowy
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(8eLeg, 8-epilegionaminic acid), pseudoaminowy, acynetaminowy i fuzaminowy (Kenyon
i in., 2015; Knirel i in., 2003; Vinogradov i in., 2017). O-specyficzna cze¢s¢ LPS L. pneu-
mophila jest homopolimerem zbudowanym z 10 do 75 jednostek kwasu legionaminowego,
ktore potaczone sg wigzaniem ketozydowym a (2—4) (Knirel i in., 1994) (Ryc. 1). OPS
L. pneumophila sg 1 i sg 7 jest unikalny w strukturze kwasu polilegionaminowego. Jest to
spojne z wynikami badan serologicznych, ktore wskazaty na brak obecnosci epitopow LPS
L. pneumophila sg 1 i sg 7 reagujacych krzyzowo, podczas gdy LPS wszystkich pozostatych
serogrup posiada wspolne epitopy (Helbig i in., 1997). Najprawdopodobniej wspolne epi-
topy zwigzane sa z kwasem poli(4-epilegionaminowym), ktory jest drugorzegdnym kompo-
nentem OPS szczepow L. pneumophila sg 5 i sg 13 oraz gldéwnym komponentem OPS
wszystkich serogrup L. pneumophila z wyjatkiem sg 1 i sg 7. Serologiczna specyficznosé¢
szczepow reagujacych krzyzowo prawdopodobnie zwigzana jest z obecnoscig drobnych mo-
dyfikacji struktury LPS, np. w postaci pochodnych kwasu nieulozonowego (Knirel i in.,
2001).

1
COOH

Ryc. 1 Struktura kwasu 5-acetamidyno-7-acetamido-8-O-acetylo-3,5,7,9-tetradeoksy-D-
glicero-D-galakto-nonulozonowego (kwasu legionaminowego) stanowigcego mo-

nomer O-specyficznej czesci LPS L. pneumophila (na podstawie Tsvetkov i in.,
2001).

Kwas legionaminowy jest zwigzkiem pozbawionym wolnych grup hydroksylowych.
Grupa hydroksylowa przy weglu 8 (C8) jest acetylowana. Grupy aminowe w pozycji C5
i C7 sg podstawione odpowiednio resztg acetamidynowsg i acetamidowsg, a atomy wegla
w pozycji C3, C5, C7, C9 nie posiadajg grup hydroksylowych. Jedyna grupa hydroksylowa
W pozycji C4 jest zaangazowana w wigzanie miedzy resztami cukrowymi. Brak wolnych

grup hydroksylowych oraz obecnos¢ dwoch grup deoksy w pozycji C3 1 C9 wpltywa na
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zwigkszong hydrofobowos¢ czgsci O-swoistej LPS. Powtarzajace si¢ hydrofobowe podjed-
nostki budujace cze$¢ O-swoistg sg rzadko identyfikowane w lipopolisacharydach typu gtad-
kiego (LPS-S), gdyz zazwyczaj sg one zbudowane z 2 do 6 reszt cukrowych z licznymi
wolnymi hydroksylowymi grupami (Knirel i in., 1982; Knirel i in., 1994).

Grupa 5-N-acetamidylowa wchodzaca w sklad kwasu legionaminowego L. pneu-
mophila sg 1 przyjmuje forme¢ mono- lub di-N-metylowang. Pochodna monometylowa wy-
stepuje w postaci dwoch stereoizomerow (E i1 Z), natomiast pochodna dimetylowa jedynie
W postaci stereoizomeru E, przypuszczalnie z powodu mniejszej zawady przestrzennej (ste-
rycznej) (Kooistra i in., 2002).

L. pneumophila nie wytwarza LPS typu szorstkiego (LPS-R) pozbawionego czesci O-
swoistej oraz LPS typu posredniego (LPS-SR) zawierajgcego rdzen podstawiony jedynie
jedna podjednostke antygenu O (Knirel i in., 1996(a)). Monomery kwasu legionaminowego
o0 konfiguracji D-glicero-D-galakto wchodzace w sktad O-specyficznej czesci LPS L. pneu-
mophila szczep Philadelphia (sg 1) zidentyfikowano takze jako cukrowe komponenty anty-
genu O Pseudomonas fluorescens (Knirel i in., 1995), Acitenobacter baumannii (Haseley
i in., 1997), Vibrio alginolyticus (Nazarenko i in., 1990) i V. salmonicida (Edebrink i in.,
1996), rézniace si¢ jedynie grupami N-acylowymi. Kwas legionaminowy o konfiguracji L-
glicero-D-galakto (kwas 8-epilegionaminowy) wykryto u P. aeruginosa (Knirel i in., 1987),

Salmonella arizonae (Vinogradov i in., 1992) i Yersinia ruckerii (Beynon i in., 1994).
1.3.2. Rdzen oligosacharydowy

W obrgbie rdzenia oligosacharydowego wyrdznia si¢ cze$¢ zewnetrzng oraz we-
wnetrzng. Cze$¢ zewnetrzna rdzenia jest siedmiocukrowym oligosacharydem sktadajacym
si¢ z ramnozy (Rha), mannozy (Man), acetylochinowozaminy (QuiNAc) oraz N-acetyloglu-
kozaminy (2-acetamido-2-deoksy-D-glukopiranoza, GIcNAc) w stosunku molowym
2,1:1,1:1:1,4 (Knirel i in., 1996(a)). Zewngtrzna cz¢$¢ rdzenia, podobnie jak czes¢ O-swoi-
sta, wykazuje charakter hydrofobowy, ktéry determinuja grupy N-acetylowe aminocukréw
(QuiNACc i GIcNACc) oraz grupy metylowe 6-deoksycukrow (Rha i QUiNAC). Podstawienie
grupy hydroksylowej przy C2 ramnozy, przy C4 acetylochinowozaminy oraz przy C3 ace-
tyloglukozaminy resztg octanowg dodatkowo zwigksza charakter hydrofobowy zewngtrzne;j
czescei rdzenia (Helbig i in., 1995; Knirel i in., 1996(a)). Rdzen wewnetrzny zlozony jest

z dwoch czasteczek kwasu 3-deoksy-D-manno-2-oktulozonowego (Kdo), potaczonych wia-
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zaniem ketozydowym 2—4 o nastepujacej strukturze: a-Kdo-(2a4)-a-Kdo-(2a6). Atom we-
gla w pozycji C8 czasteczki Kdo wigze si¢ z czasteczkg D-mannozy w rozgalgzieniu rdzenia
wewnetrznego za pomoca wigzania glikozydowego (Moll 1 in., 1997). Cechg wyr6zniajaca
cze$¢ wewnetrzng rdzenia polisacharydowego L. pneumophila jest brak heptoz oraz grup
fosforanowych, a takze wystepowanie dwusacharydowego rozgalezienia w postaci kwasu a-
D-mannopiranozyl-(1—8)-3-deoksy-D-manno-oktulozonowego (a-D-Manp-(1—8)-Kdo)
(Ryc. 2) (Moll i in., 1997).

ZEWNETRZNA
CZESC
_ Ac RDZENIA
u\“P‘
(6] c\
\CNP
H.C 0 G
3 Rha | BEt
HO WEWNETRZNA
0 CzZESC
OAc
H,C
Rhall
HO HO
0 Ma(r?

| O-swoisty taricuch

Ryc. 2 Struktura rdzenia oligosacharydowego LPS L. pneumophila sg 1 (na podstawie Kni-
rel iin., 1996(a); Moll i in., 1997).

1.3.3. Lipid A

Lipid A faczy si¢ z rdzeniem wewngtrznym polisacharydu poprzez wigzanie ketozy-
dowe miedzy C2 czasteczki Kdo a C6 2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-glukopiranozy
(GIcN3N) konca nieredukujacego (Sonesson i in., 1989). Lipid A L. pneumophila sg 1 zbu-
dowany jest z ufosforylowanego disacharydu 2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-glukopiranozy

potaczonego wigzaniem 1,6 glikozydowym [GIcpN3N(1—6)GlcpN3N]». Jedna reszta fos-
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foranowa przylaczona jest za pomoca wigzania glikozydowego do C1 GIcN3N konca redu-
kujacego, natomiast druga reszta fosforanowa dotgczona jest wigzaniem estrowym do C4

GIcN3N konca nieredukujgcego (Ryc. 3) (Sonesson i in., 1989).

Ufosforylowany
CH, redukujacy koniec
HO\ | ~ GICN3N |

Ho” N0/

Ufosforylowany
nieredukujacy koniec
GIcN3N I

CH,CH, CH,CH;

CH,CH,
CH,

CH,

o
OH

n, - 3-0H-n14:0, 3-0H-i14:0, 2,3-di-OH-n14:0
n,—od 3-OH C12 do 3-OH C23 (n, i, a)
n;—od C15 do C21 (n, i, a)

n,—27-0H-n28:0, 27-0ks0-n28:0, 29:0H-n30:0, 29-0kso-n30:0, n27:0-diowy,

n29:0-diowy, 2-OH-27-0kso-n28:0, 2-OH-29-0ks0-n30:0, 2-OH-n27:diowy, 2-OH-n29:0-diowy

Ryc. 3 Struktura lipidu A L. pneumophila (na podstawie Sonesson i in., 1989).

Podjednostki GIcN3N w szkielecie cukrowym potaczone sg wytacznie wigzaniami
amidowymi z 3-hydroksykwasami, ktorych grupy hydroksylowe ulegaja acylacji poprzez
proste lub rozgat¢zione kwasy ttuszczowe (izo lub anteizo), cykliczny kwas cis-9,10-mety-
lenoheksadekanowy (cyklopropanowy 17:0) oraz rzadko wystepujace w przyrodzie dlugo-
tancuchowe kwasy tluszczowe (Zihringer i in., 1995). Dlugo$¢ reszt acylowych kwaséw

thuszczowych wchodzacych w sktad lipidu A L. pneumophila dwukrotnie przekracza 14 ato-
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moéw wegla co znacznie zwigksza rozmiar czgsteczki LPS. U wigkszosci bakterii jeden ro-
dzaj kwasu thuszczowego (najczesciej kwas 3-hydroksymirystynowy) zajmuje wszystkie do-
stepne miejsca przytaczenia w szkielecie cukrowym. Natomiast w szkielecie cukrowym li-
pidu A L. pneumophila znajduja si¢ 4 mozliwe miejsca bezposredniego przylaczenia hy-
droksykwasow, dlatego na jedno miejsce wigzania przypada srednio pig¢ mozliwych rodza-
jow kwasow thuszczowych. W lipidzie A L. pneumophila sg 1 wystepuje 8 niehydroksylo-
wanych kwasow ttuszczowych zawierajacych od 14 do 20 atoméw wegla w czgsteczce, 19
réznych 3-hydroksykwasoéw z tancuchami zawierajacymi od 12 do 23 atoméw wegla, 2,3-
dihydroksykwasy (kwas 2,3-dihydroksy-12-metylotridekanowy i 2,3-dihydroksytetradeka-
nowy), a takze 5 dlugotancuchowych kwasoéw tluszczowych (Moll i in., 1992; Sonesson
i in., 1989).

Profile hydroksykwasow thuszczowych sa charakterystyczne dla poszczegélnych ga-
tunkow z rodzaju Legionella i stanowig kryterium wykorzystywane w taksonomii tej grupy
bakterii. Na podstawie wzglednej zawartosci 29 zidentyfikowanych 3-hydroksykwasow
thuszczowych wchodzacych w sktad LPS 76 szczepow reprezentujacych 29 gatunkéw z ro-
dziny Legionellaceae, bakterie te podzielono na 4 grupy (Tabela 1). L. pneumophila nalezy
do grupy I, w ktorej dominujacymi hydroksykwasami sg: 3-OH-i14:0, 3-OH-n20:0 i 2,3-di-
OH-i14:0 (Jantzen i in., 1993).

Tabela 1 Podziat bakterii Legionella Spp. ze wzgledu na wzgledng zawartosé¢ [%] hydrok-
sykwasow ttuszczowych (,,-" nie wykryto; ,,tr " ilos¢ sladowa <0,5%) (na podstawie

Jantzen i in., 1993).

Hydroksykwas
Huszezowy Grupal Grupa Il Grupa II1 Grupa IV

3-OH-n12:0 - - 0-0,5 0-4
3-OH-n13:0 0-1 0-1 0-1 0,5-4
2,3-di-OH-i14:0 5-14 2-11 - -
3-OH-i14:0 14-34 14-25 tr-2 5-41
2,3-di-OH-n14:0 0,5-2 0-3 - -
3-OH-n14:0 0,5-3 2-16 6-20 2-12
2,3-di-OH-a15:0 tr-3 3-9 - -
3-OH-i15:0 - - - 0-1
3-OH-a15:0 1-5 1-13 1-14 2-38
3-OH-n15:0 - 0-2 4-15 0-2
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3-OH-i16:0 tr-3 0-2 4-30 0-2
3-OH-n16:0 tr-1 tr 4-15 0-4
3-OH-i17:0 tr-6 0-1 0-11 0-2
3-OH-al7:0 0-3 0-1 1-13 0-4
3-OH-n17:0 tr-7 - 0-6 0-2
3-OH-i18:0 tr-3 0-3 0-4 0-6
3-OH-n18:0 1-8 tr-2 6-5 1-13
3-OH-i19:0 tr-2 0-2 0-1 0-2
3-OH-a19:0 0,5-6 0-2 0-10 0-10
3-OH-n19:0 1-4 0-4 1-8 0,5-7
3-OH-i20:0 0,5-5 tr-2 0-1 0-6
3-OH-n20:0 6-20 7-12 1-15 7-28
3-OH-i21:0 tr-1 0-1 0-1 0-2
3-OH-a21:0 1-4 3-10 - 1-10
3-OH-n21:0 2-6 4-16 0-5 1-11
3-OH-i22:0 tr-6 1-4 0-0,5 0-4
3-OH-n22:0 1-4 5-12 0-0,5 0-11
3-OH-a23:0 tr-2 4-11 - 0-3
3-OH-n23:0 - 0-1 - 0-0,5
Grupal L. pneumophila, L. israelensis
Grupa II micdadei, L. maceachernii
Grupa 111 anisa, L. bozemanae, L. cherrii, L. cincinnatiensis, L. dumoffii, L. gormanii,
gratiana, L. longbeachae, L. parisiensis, L. sainthelensi, L. steigerwalltii,
tucsonensis, L. wadsworthii, L. birminghamensis
Grupa IV brunensis, L. erythra. L. feeleii, L. hackeliae, L. jamestowniensis, L. jordanis,

moravica, L. oakridgensis, L. quinlivanii, L. rubrilucens, L. spiritensis

Grupy hydroksylowe 3-hydroksykwasow przytaczone do disacharydowego rdzenia li-

pidu A L. pneumophila sa jedynym miejscem wigzania nichydroksylowanych kwasow oraz

dhugotancuchowych (-®)-0kso, (-w)-hydroksy i (o)-diowych kwasow thuszczowych za po-

moca wigzania estrowego. W przypadku grup hydroksylowych kwasu 3-hydroksymirysty-

nowego, 3-hydroksyizomirystynowego lub 2,3-dihydroksymirystynowego sg one podsta-

wione w pozycji 3" grupami acylowymi kwasu izopalmitynowego (i16:0), kwasu 27-okso-

oktakozanowego [28:0(27-0kso)] lub heptakozano-1,27-diowego [n27:0-diowy] (Sonesson

i in., 1989).
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Dominujgcymi dtugotancuchowymi kwasami thuszczowymi lipidu A L. pneumophila
sg kwasy 27-oksooktakozanowy i heptakozano-1,27-diowy. Do pozostatych kwasoéw dtugo-
tancuchowych nalezg kwas 29-okso-triakontanowy [30:0(29-okso)], kwas nonakozano-
1,29-diowy (29:0-diowy) oraz 27-hydroksyoktakozanowy [28:0(27-OH)] (Moll i in., 1992;
Zahringer i in., 1995).

1.4. Biosynteza LPS na przykladzie Escherichia coli

Biogeneza LPS jest ztozonym procesem obejmujacym kilka niezaleznych szlakdw,
ktoére wystepuja w odrgbnych czesciach komorki. Proces biosyntezy LPS wymaga prze-
strzennej i czasowej koordynacji szlakéw umozliwiajacych synteze réznych regionéw cza-
steczki w obrebie membrany IM, translokacj¢ przez IM oraz przestrzen peryplazmatyczna,
a takze docelowa inkorporacj¢ glikolipidu W zewnetrzng warstwe OM.

Pierwszy etap biosyntezy LPS obejmuje synteze lipidu A i oligosacharydowego rdze-
nia czasteczki 1 zachodzi w wewngtrznej warstwie IM. Zsyntetyzowane komponenty podle-
gaja wstepnej translokacji przez btong IM za pomocg biatka MsbA (Raetz i in., 2007). Bialko
MsbA jest rodzajem transportera zawierajacego kasete wigzacg ATP (ABC, ATP-Binding
Cassette). Biatko to przyjmuje homodimeryczng strukture, w ktorej kazda z podjednostek
zbudowana jest z domeny wigzacej nukleotyd (NBD, Nucleotide-Binding Domain) oraz do-
meny transbtonowej (TMD, Transmembrane Domain) zawierajacej sze$¢ transmembrano-
wych helis. LPS podlega dynamicznym interakcjom z biatkiem MsbA. Czasteczka LPS
wiaze si¢ z dwiema domenami TMD dzigki silnym oddziatywaniom elektrostatycznym mig-
dzy ujemnie natadowanym fosforylowanym disacharydem w czgsteczce LPS, a dodatnio
natadowanymi resztami aminokwasowymi obu pier§cieniowych podjednostek MsbA. Acy-
lowane tancuchy kwaséw ttuszczowych LPS mieszcza si¢ w duzej hydrofobowej wnece
biatka MsbA. Domeny TMD poprzez wigzanie i hydrolize ATP, dostarczaja energi¢ do
transportu rdzeniowej czgéci LPS z lipidem A przez btone IM (Sperandeoi in., 2017). Trans-
port czasteczki LPS bez jej rotacji w obrebie btony IM, wedlug tzw. modelu ,,chwy¢ i prze-
rzu¢” (trap-and-flip) rozpoczyna si¢ od przemieszczenia czasteczki LPS do hydrofobowej
wneki biatka MsbA, co umozliwia przylaczenie i hydrolize ATP (Thélot i in., 2020). Od-
dzialywanie czasteczki LPS z transporterem MsbA oraz hydroliza ATP inicjujg zmiany kon-
formacyjne biatka MsbA, ktore prowadzg do uwolnienia oligosacharydowego rdzenia pota-

czonego z lipidem A do przestrzeni peryplazmatycznej (Mi i in., 2017). Podjednostki anty-
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genu O s3 syntetyzowane w cytoplazmie, a nastgpnie przenoszone na peryplazmatyczng po-
wierzchni¢ IM przylaczone do difosforanu undekaprenylu (Und-PP) za posrednictwem {li-
pazy Wzx, aktywowanej obecnos$cig protonow (H™) (Islam i in., 2013).

Drugi etap syntezy prowadzi do powstania dojrzalej formy czasteczki LPS. Utworze-
nie ostatecznej formy LPS zachodzi przy peryplazmatycznej stronie IM, gdzie podjednostki
antygenu O s3 polimeryzowane, a nastepnie tgczone z rdzeniem lipidu A przez ligaze Waal .
Cata makroczgsteczka przenoszona jest przez biatkowy kompleks transportujacy LPS (Lpt,
Lipopolysaccharide transport) (Greenfield i Whitfield, 2012). Szybko$¢ przenoszenia czg-
steczek LPS E. coli przez peryplazme podczas wyktadniczej fazy wzrostu wynosi okoto 70
000 czasteczek na minute (Lima i in., 2013). Dwuetapowa strategia syntezy LPS umozliwia
przebieg termodynamicznych procesow, np. odlgczenie czgsteczki LPS od warstwy IM
I transport na powierzchni¢ komorki, a takze zapewnia zachowanie ciggtosci membrany
W czasie translokacji czasteczek LPS przez OM (Sperandeo i in., 2017). Kompleks transpor-
tujacy Lpt, najdoktadniej opisany u N. meningitidis i E. coli, sktada si¢ z 7 roznych biatek
(LptB, -F, -G, -C, -A, -D, -E) tworzacych wewnetrzny kompleks btonowy. W sktad tego
kompleksu w obregbie blony IM wchodzi sktadnik transportera LptB2CFG zawierajacy ka-
set¢ wigzaca ATP (ABC) oraz kompleks LptDE wbudowany do btony OM. Obie czgsci
kompleksu LPT sg tagczone przez jedna lub wigcej kopii biatka peryplazmatycznego LptA.
Kompleks LptB2CFG za po$rednictwem kasety ABC na drodze wigzania i hydrolizy ATP
umozliwia uwolnienie lipopolisacharydu z btony IM. Domeny transblonowe LptF i LptG
tworza wneke przez ktora przemieszcza si¢ czasteczka LPS, natomiast kompleks LptDE od-
powiedzialny jest za wbudowywanie LPS w membrang OM (Sperandeo i in., 2017; Wilson
i Ruiz, 2021). Wyczerpanie komponentéw systemu Lpt, prowadzi do akumulacji LPS w ob-
rgbie btony IM. Stres srodowiskowy moze wplywac na funkcjonowanie 1 integralnos$¢ sys-

temu Lpt, prowadzac do peryplazmatycznej akumulacji LPS (Tang i in., 2019).
1.4.1. Biosynteza Kdo-lipid A LPS E. coli

Biosynteza ugrupowania oligosacharydowego rdzenia potaczonego z lipidem A za-
chodzi wedtug tzw. ,,szlaku Raetza”, ktéry angazuje aktywnos$¢ kilku enzymow prowadzg-

cych do powstania kluczowego prekursora lipidu A, lipidu IV (Raetz i in., 2007) (Ryc. 4).
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Ryc. 4 Szlak biosyntezy lipidu A E. coli (na podstawie Bertani i Ruiz, 2018).

Szlak rozpoczyna si¢ w cytoplazmie komorki bakteryjnej od acylacji prekursora N-
acetyloglukozaminy potaczonej z nos$nikiem nukleotydow (UDP-GICNAc). W reakcji
uczestniczy acylotransferaza LpxA, ktora przenosi reszte kwasu f-hydroksymirystynowego
w miejsce grupy hydroksylowej przy trzecim atomie wegla czasteczki UDP-GICNAC z wy-
korzystaniem biatka no$nikowego, bedacego donorem grup acylowych (ACP, Acyl Carrier
Protein), w wyniku czego powstaje UDP-3-O-(acyl)-acyloglukozamina (Coleman i Raetz,
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1988). Pierwszy etap acylacji jest niekorzystny energetycznie dlatego dochodzi do nieod-
wracalnej deacetylacji. Drugi etap biosyntezy lipidu A katalizowany jest przez metaloami-
dazg zalezng od jonow cynku LpxC (Jackman i in., 1999). LpxC odpowiada za de-N-acety-
lacje UDP-3-O-(acyl)-acyloglukozaminy, w wyniku ktorej uwolniona zostaje UDP-N-ace-
tyloglukozamina. Nastgpnie N-acylotransferaza LpxD katalizuje kolejng reakcje acylacji
UDP-GIcNAc prowadzacg do powstania drugiej czasteczki UDP-3-O-(acyl)-acyloglukoza-
miny. Enzym LpxD wykazuje znaczng homologi¢ sekwencji do LpxA i podobnie jak LpxA,
wykorzystuje tioestry ACP w roli donora grup acylowych. Nastepnie enzym LpxH katalizuje
rozszczepienie wigzania pirofosforanowego, w wyniku czego powstaja dwa nowe zwiazki:
monofosforan urydyny (UMP) i 2,3-diacyloglukozamino-1-fosforan, definiowany jako lipid
X (Raetz i in., 2002). Tworzenie wigzania $(1-6)-glikozydowego obecnego we wszystkich
czasteczkach lipidu A jest katalizowane przez syntetaze - LpxB. Enzym LpxB odpowiada
za kondensacj¢ jednej czasteczki UDP-2,3-diacyloglukozaminy (produkt reakcji enzymu
LpxD) z jedna czasteczka lipidu X, prowadzgca do powstania wigzania S(1-6)-glikozydo-
wego oraz uwolnienia difosforanu urydyny. Otrzymany produkt jest tetraacylowanym disa-
charydem glukozaminy, ktory jest wbudowywany do wewnetrznej warstwy btony IM (Ra-
dika i Raetz, 1988). Enzymy zaangazowane w biosyntez¢ disacharydowego szkieletu lipidu
A wystepuja w cytozolu, natomiast enzymy zaangazowane w kolejne etapy syntezy (LpxK,
WaaA, LpxL i LpxM) zwigzane sg z blong OM i do swojej aktywno$ci wymagajg obecno$ci
cytozolowych czynnikow. Po etapie kondensacji disacharyd lipidu A ulega fosforylacji przy
udziale specyficznej kinazy LpxK katalizujacej fosforylacj¢ grupy 4'-hydroksylowej, ktora
prowadzi do syntezy kluczowego prekursora lipidu A — bisfosforylowanego lipidu IV a (Gar-
rettiin., 1997).

Nastepnie enzym WaaA (KdtA) odpowiada za przytaczenie dwdch czasteczek kwasu
3-deoksy-D-manno-oktulopiranozonowego (Kdo) do lipidu IV a wykorzystujac aktywowana
forme¢ Kdo (CMP-Kdo) (Clementz i Raetz, 1991). Synteza Kdo zachodzi przy udziale czte-
rech sekwencyjnie dziatajacych enzymow: 1) izomerazy 5-fosforanu D-arabinozy (API, D-
Arabinose 5-Phosphate Isomerase), 2) syntazy 8-fosforanu deoksy-D-manno-oktulozo-
nianu (Kdo 8-P, deoxy-D-manno-octulosonate 8-phosphate synthase), 3) fosfatazy Kdo 8-P
i 4) syntetazy cytydyny 5'-monofosforanu-Kdo (Raetz, 1990). Pierwszy etap syntezy Kdo
katalizowany jest przez syntaze Kdo 8-P, ktora kondensuje 5-fosforan D-arabinozy (A5P)
zZ fosfoenolopirogronianem (PEP) poprzez stereospecyficzng kondensacj¢ typu aldolowego
(Radaev i in., 2000). Produktem reakcji jest kwas 3-deoksy-D-manno-oktulozonowy-8-fos-

foran (Kdo8P) - prekursor Kdo i nieorganiczny fosforan. 1zomeraza APl syntetyzuje A5P
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przez katalizowanie odwracalnej izomeryzacji aldolowo-ketonowej 5-fosforanu D-rybulozy
(Ru5P) do A5P (Meredith i Woodard, 2003). Enzym API uwazany jest za gtowne zrodto de
novo A5P u Gram-ujemnych bakterii, gdyz zwigzek ten nie jest tatwo dostepny jako produkt
glikolizy. W ostatnim etapie syntezy czasteczki Kdo, fosfataza Kdo 8-P odtacza reszte fos-
foranowa od Kdo-8-fosforanu, co prowadzi do utworzenia kwasu 3-deoksy-D-manno-oktu-
lozonowego. W reakcji katalizowanej przez syntetaze cytydyny 5’-monofosforanu-Kdo na-
stepuje przytaczenie nosnika reszt Kdo - biatka CMP, do kwasu 3-deoksy-D-manno-oktulo-
zonowego (Meredith i Woodard, 2003).

W koncowym etapie syntezy lipidu A wystepuja dwie dodatkowe reakcje acylacji, ka-
talizowane przez drugorzedowe acylotransferazy LpxL (HtrB) i LpxM (MsbB), ktore odpo-
wiedzialne sg za przylaczenie kwasow thuszczowych do ugrupowania Kdoo-lipid A. LpxL
wstawia reszte kwasu laurynowego w miejsce grupy hydroksylowej kwasu S-hydroksymi-
rystynowego, przylaczonej w pozycji 2’ do czasteczki lipidu IVa. W przypadku obnizenia
temperatury otoczenia do 12°C etap inkorporacji kwasu S-hydroksymirystynowego ulega
zastagpieniu w okolo 80% przez wbudowanie reszt kwasu palmitooleinowego, ktory katali-
zowany jest przez palmitooleinowg acylotransferaze LpxP (Carty i in., 1999). Nastepnie,
LpxM przenosi reszte kwasu mirystynowego do grupy hydroksylowej kwasu thuszczowego
przy C3’ pentaacylowanego lipidu IV a. Podobnie jak acylotransferazy (LpxA i LpxD), dru-
gorzedowe acylotransferazy LpxL i LpxM, LpxA i LpxD wykorzystuja wylgcznie substraty
przenoszone przez donor ACP, jednak nie wykazuja one ze soba zadnej homologii. Po na-
stepujacych po sobie dwoch dodatkowych reakcjach acylacji katalizowanych przez LpxL
i LpxM, dojrzaty, heksaacylowany lipid A, ktory zawiera rowniez dwie reszty Kdo we-
wnetrznego rdzenia cukrowego, jest aktywnym akceptorem grup cukrowych budujacych oli-

gosacharydowy rdzen czasteczki LPS (Clementz in., 1997).
1.4.2. Biosynteza oligosacharydowego rdzenia LPS E. coli

Oligosacharydowy rdzef LPS mozna podzieli¢ na region wewng¢trzny (proksymalny),
ktéry znajduje si¢ w poblizu lipidu A oraz region zewngtrzny, stanowiacy miejsce przyla-
czania antygenu O. Wewngtrzna cz¢$¢ rdzenia ma konserwatywny charakter i sktada si¢
z cukrowych grup Kdo i L-glicero-D-manno-heptozy. Komponenty zewngtrznego rdzenia
sa mniej konserwatywne i generalnie obejmuja szereg heksoz, jednak poszczegdlne etapy

jego syntezy majg odmienny przebieg u poszczegdlnych szczepdéw E. coli. Opisane szlaki
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syntezy wewnetrznego i zewngtrznego regionu oligosacharydowego rdzenia dotycza E. coli
szczepu K-12 (Bertani i Ruiz, 2018).

Pierwszym etapem syntezy oligosacharydowego rdzenia jest dotaczenie dwoch cza-
steczek Kdo do lipidu A przy udziale enzymu WaaA. Proces ten zachodzi przed koncowymi
reakcjami acylacji, ktore finalizuja synteze ugrupowania Kdoz-lipid A. Do wewngtrznej cze-
$cirdzenia dotgczane sg dwie reszty heptoz przy udziale heptozylotransferaz: WaaC i WaaF.
Preferowang forma substratow wykorzystywanych do reakcji glikozylacji katalizowanych
przez WaaC i WaaF sg ADP-heptozy w konfiguracji L-glicero-D-manno- (Whitfield i in.,
2003). Nastepnie dochodzi do 3-etapowej modyfikacji wewnetrznej czgéci rdzenia, katali-
zowanej przez enzymy dziatajgce w Scisle okreslonej kolejnosci: WaaP, WaaQ i WaaY (Yet-
honi in., 1998). Kinaza WaaP fosforyluje pierwsza heptoze (I) wewnetrznego rdzenia, ktora
zostata wczesniej inkorporowana przez WaaC (Yethon i Whitfield, 2001). Transferaza
WaaQ przyltacza nastepnie dodatkowa heptoze (IIT) do drugiej heptozy (II) wewngtrznego
rdzenia, ktora zostata przylaczona przez WaaF. Heptoza (III) jest nastepnie fosforylowana
przez kinaze WaaY (Yethon i in., 1998). Brak enzymow odpowiedzialnych za fosforylacje
wewnetrznej czesci rdzenia hamuje wydtuzanie jego zewngtrznej czesci, natomiast brak en-
zymow, ktore wydtuzaja zewnetrzng cze¢s¢ rdzenia, hamuje fosforylacje jego wewnetrznego
regionu (Yethon i in., 2000).

Synteza zewnetrznego rdzenia oligosacharydowego rozpoczyna si¢ od przylaczenia
glukozy do drugiej czasteczki heptozy (II) za posrednictwem WaaG (i jego homologow),
ktory wykorzystuje UDP-glukozg¢ jako substrat donorowy. Wbudowywana czasteczka glu-
kozy podlega dziataniu glikozylotransferaz WaaO i WaaB, ktore niezaleznie dotaczajg od-
powiednio grupe glukozows i galaktozowg zwigzang z donorem UDP (UDP-Glu i UDP-
Gal) (Whitfield iin., 2003; Qian i in., 2014). Nast¢pnie przedostatnia reszta glukozy jest
dotaczana przez enzym Waal (alternatywnie znany jako WaaR), ktorego aktywnos¢ zalezy
od aktywnosci glikozylotransferazy WaaB (Whitfield i in., 2003; Pradel i in., 1992). Ostatni
etap syntezy rdzenia, czyli dolaczenie heptozy do przedostatniej glukozy, odbywa si¢ za
posrednictwem glikozylotransferazy WaaU (Heinrichs i in., 1998; Whitfield i in., 2003). Po
translokacji rdzenia oligosacharydowego z lipidem A do zewngtrznej warstwy btony IM
dzieki transporterowi MsbA, dystalna czasteczka heptozy stuzy jako akceptor antygenu O.
Badania strukturalne ugrupowania MsbA-oligosacharydowego rdzenia-lipidu A wykazaty,

ze MsbA rozpoznaje dwuwartosciowg grupe fosfoglukozaminy i prawidtowa heksaacylacje
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lipidu A, petnigc tym samym nie tylko role transportera, ale takze funkcje punktu kontrol-
nego zapobiegajgcego transportowi wezesnych potproduktow biogenezy LPS (Di Lorenzo
iin., 2021).

1.4.3. Biosynteza antygenu O LPS E. coli

Region antygenu O jest w pelni syntetyzowany niezaleznie od pozostatych czes$ci ma-
kromolekuly LPS. Czg¢s$¢ antygenu O na wstgpnych etapach syntezy jest stopniowo budo-
wana na lipidowym no$niku — czasteczce fosforanu undekaprenylu (Und-P), a nastepnie
przenoszona do oligosacharydowego rdzenia powstajacej czasteczki LPS znajdujacej sie¢
przy peryplazmatycznej warstwie blony IM (Whitfield, 2006). Pomimo duzej heterogenno-
$ci antygenu O, pierwszy etap jego syntezy wykazuje wysokg konserwatywno$¢ i polega na
przeniesieniu cukrowego monofosforanu na czgsteczk¢ nosnika Und-P przy wewnetrznej
warstwie btony IM. Powstaty cukier-pirofosforan undekaprenylu (cukier-Und-PP) stuzy
jako akceptor dodatkowych reszt cukrowych przytaczanych w reakcji glikozylacji. Szlaki
odpowiedzialne za dalsze modyfikacje antygenu O s3 zréznicowane w$roéd gatunkow mi-
kroorganizmow, a nawet szczepdw. Procesy modyfikacyjne regionu O-swoistego dzielg si¢
na trzy kategorie: 1) szlak Wzy-zalezny (Wzy-dependent pathway) 2) szlak ABC-zalezny,
ktory opiera si¢ na kasecie wigzacej ATP (ABC), stanowigcej transporter do translokacji
kompletnego antygenu O przez membrane IM 3) oraz szlak zalezny od syntazy WbbF, ktory
jest stabo scharakteryzowany i zostal zidentyfikowany jedynie u Salmonella enterica sero-
war Borreze (rfbO:54) (Kalynych i in., 2014) (Ryc. 5).

Szlak Wzy-zalezny ! Szlak ABC-zalezny
G llkozylotransfcraza (‘llkozylotransfcraza
[?]1 ? g]" 3
o o é o é ! é o Qo
% 2 [0 % 2 ©, | 2 2
o . © 1 ®
o
O Dowolny no$nik nukleotydéw (NDP) Ol, . . . .
Z Powtarzajace si¢ podjednostki antygenu O
@ Jednostki cukrowe (S) (n — liczba obecnych powtorzen)

Ryc. 5 Szlaki syntezy antygenu O LPS (na podstawie Bertani i Ruiz, 2018).

37



Wstep

Szlak Wzy-zalezny obejmuje synteze pojedynczych podjednostek antygenu O na Und-
P, co wymaga inicjacji dla kazdej podjednostki antygenu O, a nastepnie translokacje ugru-
powania Und-P-antygen O z cytoplazmatycznej do peryplazmatycznej powierzchni blony
IM przez flipaze Wzx (Feldman i in., 1999). Podjednostki te s nastepnie polimeryzowane
na pojedynczej czasteczce no$nika Und-P za pomoca polimerazy Wzy, a dtugo$¢ powstaja-
cego polimeru kontrolowana jest przez partnerskie biatko Wzz (Nath i Morona, 2015(a);
Nath i Morona, 2015(b)). Badania strukturalne z wykorzystaniem mikroskopii krioelektro-
nowej ujawnity nowy model kontrolowania dtugo$ci polimeru za posrednictwem biatka Wzz
poprzez synergiczng interakcje z polimeraza Wzy (Collins i in., 2017). Model ten sugeruje,
ze zalezno$¢ miedzy Wzz 1 Wzy stuzy jako rodzaj czynnika wyzwalajacego polimeryzacje,
przy czym dlugos¢ polimeru jest kontrolowana zar6wno przez mechanizm ,,molekularne;j
linijki” oparty na zdolnosci wigzania polisacharydow o okreslonej wielkos$ci przez Wzz oraz
mechanizm ,,molekularnego stopera” bazujacy na czasie interakcji miedzy Wzz i Wzy.
W pelni spolimeryzowany tancuch antygenu O ulega ligacji ze wstepnie uformowang struk-
turg oligosacharydowego rdzenia potaczonego z lipidem A w zewngtrznej warstwie IM
przez ligaze Waal., a no$nik Und-PP jest uwalniany i podlega ponownemu wykorzystaniu.
Strategia tworzenia antygenu O obejmujaca inicjowanie syntezy kazdej pojedynczej podjed-
nostki na czasteczce Und-P zalezy od puli nosnikéw Und-P (Raetz i Whitfield, 2002). Prze-
rwanie syntezy antygenu O na pewnych etapach biosyntetycznego szlaku moze prowadzié¢
do sekwestracji Und-P przez prekursory antygenu O. Moze to skutkowac¢ powaznymi defek-
tami wzrostu, poniewaz Und-P dziata w syntezie kilku glikopolimeréw okrywy komorko-
wej, w tym niezbednego komponentu $ciany komorkowe;j - peptydoglikanu (Jorgenson i in.,
2016(a); Jorgenson i Young, 2016(b)).

W przeciwienstwie do szlaku Wzy-zaleznego, szlak ABC-zalezny wymaga jedynie
pojedynczych zdarzen inicjujacych, ktore przypadaja na czasteczke spolimeryzowanego an-
tygenu O. Caly proces polimeryzacji O-swoistego tancucha przebiega w cytoplazmie (Raetz
i Whitfield, 2002). Glikozylotransferazy poczatkowo polimeryzujg antygen O na pojedyn-
czej czasteczce nosnika Und-P w wewngtrznej warstwie IM z wykorzystaniem donoréow cu-
krow aktywowanych nukleotydami. Catkowicie spolimeryzowana czasteczka antygen O-
Und-PP jest nastepnie przenoszona do peryplazmatycznej powierzchni IM przez transporter
ABC, gdzie czg$¢ antygenu O jest dolaczana do ugrupowania oligosacharydowego rdzenia

z lipidem A przez ligaz¢ WaalL (Kalynych i in., 2014).
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W szlaku syntezy antygenu O zaleznym od syntazy WbbF, biatko WbbF odpowiada
za jednoczesng polimeryzacje i translokacje antygenu O przez blong IM. Podobnie jak w po-
zostatych dwoch szlakach biosyntezy, powstata czasteczka antygen O-Und-PP jest nast¢pnie
wykorzystywana jako donor przez ligaze Waal, ktora przenosi spolimeryzowang cz¢$¢ O-
swoistego tancucha do oligosacharydu zewngetrznego rdzenia, powstajacych czasteczek LPS

i uwalnia nosnik lipidowy (Kalynych i in., 2014; Keenleyside i Whitfield, 1996).
1.5. Genetyczne podstawy biosyntezy LPS L. pneumophila

Geny zaangazowane w proces biosyntezy lipidu A sg rozproszone w obrebie calego
bakteryjnego chromosomu, natomiast geny uczestniczace w syntezie zewnetrznej czesci oli-
gosacharydowego rdzenia oraz O-specyficznej czesci LPS L. pneumophila zorganizowane

sg w klastry (Liineberg i in., 2000).
1.5.1. Biosynteza lipidu A LPS L. pneumophila

W genomie L. pneumophila szczepoéw Philadelphia-1, Paris i Lens wystepuja pojedyn-
cze ortologi genow E. coli niezbednych do syntezy lipidu A opartego na GlcNAc [IpxA, -B,
-C,-D, -H, -K, -L i waaA (KdtA)], w tym kilka paralogoéw transferaz acylowych (IpxA, IpxD
i IpxL), a takze dwa paralogi syntazy disacharydowej lipidu A - IpxB. Ponadto obecne s3
réwniez ortologi gendow gnnA i gnnB wystepujacych u Acidithiobacillus ferooxidans. Geny
te kodujg odpowiednio oksydaze zalezng od NAD" i transaminaze zalezng od fosforanu pi-
rydoksalu, ktore przeksztatlcaja UDP-GICNAC w 3-aminowa pochodng UDP-GICNAC3N
(UDP-2-acetamido-3-amino-2,3-dideoksy-D-glukopiranoza) (Sweet i in., 2004; Albersi in.,
2007).

Paralogi IpxB znajduja si¢ w genomie L. pneumophila w sasiedztwie innych genow
biosyntezy lipidu A. Gen IcsC/IpxB1 (Ipg1371) znajduje si¢ bezposrednio ponizej genu gnnA
(Ipg1372) i przypuszczalnie koduje pierwszy enzym szlaku biosyntezy lipidu A L. pneu-
mophila (Albers i in., 2007). Te dwa geny szlaku biosyntezy lipidu A zaleznego od
GIcNAC3N L. pneumophila ulegaja wspodlnej transkrypcji. Organizacja tych genow jest ana-
logiczna do rozmieszczenia genéw u E. coli i innych bakterii wykorzystujacych szlak bio-
syntezy lipidu A zalezny od GlcNAc, gdzie pierwsze geny w szlaku (IpxA i IpxB) rowniez
sg wspoéttranskrybowane (Crowell i in., 1986; Raetz i Whitfield, 2002).
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W przypadku LpxB E. coli do syntezy lipidu A wykorzystywane sa substraty oparte
na GIcN [2-amino-2-deoksy-D-glukopiranoza (glukozamina)], natomiast LpxB L. pneu-
mophila przypuszczalnie wykorzystuje prekursory lipidu A oparte na zwigzku GIcN3N,
ktory nie wystepuje u E. coli (Sweet i in., 2004). Ponadto zréznicowanie struktury prekur-
sorow przeznaczonych do syntezy lipidu A dotyczy takze preferowanych dlugosci pierw-
szorzedowych tancuchow kwaséw thuszczowych. E. coli wykorzystuje tancuchy kwasow
zawierajagce 14 atomow wegla, natomiast L. pneumophila 20 atomow wegla (Sweet i in.,
2004).

Liczne paralogi acylotransferaz LpxA, LpxD i LpxL rowniez mogg charakteryzowac
si¢ zréznicowang specyficznoscig substratowg i preferencyjnie wykorzystywac¢ kwasy thusz-
czowe o rdznej dtugosci, rodzajach rozgalezienia lub innych modyfikacjach, ktére zidenty-

fikowano w lipidzie A L. pneumophila (Albers i in., 2007).
1.5.2. Biosynteza polisacharydowej czesci LPS L. pneumophila

Geny zaangazowane w biosynteze LPS L. pneumophila zgrupowane sa w lokus, ktory
ztozony jest z co najmniej 28 otwartych ramek odczytu (ORF, Open Reading Frames). Cha-
rakterystyka loci genow uczestniczgcych w biogenezie LPS 14 szczepoéw L. pneumophila
sg 1 reprezentujacych wszystkie mAb-podgrupy panelu Dresden, z wyjatkiem podgrupy
Oxford, pozwolita okresli¢ wielkos¢ ORF, wynoszaca od 30 644 pz (szczep Lorraine) do 35
888 pz (szczep 130b). Srednia wielkoéé pojedynczej ORF L. pneumophila sg 1 wynosi okoto
1 kpz. Analiza pord6wnawcza loci zwigzanych z synteza polisacharydowej czes¢ LPS wyka-
zata obecnos¢ dwoch gtownych regionow: specyficznego dla sg 1, heterogennego regionu
0 wielkosci 18 kpz, ktory obejmuje geny od Ipg0779 (ORF 1) do Ipg0764 (ORF 13) oraz
wysoce konserwatywnego regionu o wielkosci 15 kpz zawierajacego geny od wecA (ORF
14) do Ipg0748 (ORF 28) (Petzold i in., 2013) (Ryc. 6).

Geny w obrgbie ORF 1 — ORF 28 zgrupowane w locus o wielkosci 31-36 kpz zaanga-
zowane sg w biosynteze polisacharydowej czgsci LPS L. pneumophila. Gen lag-1 zwigzany
z biosynteza LPS identyfikowany jest w odmiennych lokalizacjach na chromosomie r6znych
izolatow z grupy Pontiac, co wskazuje na to, ze gen lag-1 moze by¢ umiejscowiony w nie-
stabilnym elemencie genetycznym. W krétkotancuchowych OPS pierwsze trzy reszty kwasu
legionaminowego dotaczone do rdzenia LPS L. pneumophila sg 1 sag w catosci 8-O-acetylo-

wane, niezaleznie od tego, czy w szczepie wykazano obecnos¢ genu lag-1. Wskazuje to na

40



Wstep

wystepowanie innego genu poza lag-1, ktorego produktem jest enzym o aktywnosci O-ace-
tylotransferazy odpowiedzialny za specyficzng reakcj¢ 8-O-acetylacji pierwszych trzech
reszt kwasu legionaminowego w kréotkotancuchowym OPS (Kooistra i in., 2001). Nieza-
lezna od lag-1 O-acetylacja prawdopodobnie zapobiega N-metylacji kwasu legionamino-
wego w krotkotancuchowych OPS, podczas gdy zalezna od lag-1 O-acetylacja dtugotancu-
chowych OPS nie koliduje z N-metylacjg. Proces O-acetylacji zalezny od lag-1 nastepuje po
N-metylacji. Przypuszczalnie alternatywnym genem kodujacym O-acetylotransferaze jest
ORF 22 zlokalizowany w lokus o wielkosci 32,6 kpz (Liineberg i in., 2000).

Geny ORF 21 do ORF 25 oraz ORF 28 zaangazowane s3 w biosynteze powtarzajacych
si¢ podjednostek antygenu O kwasu legionaminowego (Knirel i in., 1994; Glaze i in., 2008).
Aminotransferaza zalezna od fosforanu pirydoksalu (ORF 21), acetylotransferaza NeuD
(ORF 22) i dehydrataza (Ipg0966) zlokalizowane poza konserwatywnym regionem zwigza-
nym z synteza polisacharydowej czesci LPS L. pneumophila prawdopodobnie uczestnicza
w syntezie prekursora kwasu legionaminowego - UDP-N,N’-diacetylobakillozaminy (UDP-
Bac2Ac4Ac) (Schoenhofen i in., 2006). Acetylotransferaza NeuD bierze udziat w niezalez-
nej od genu lag-1 O-acetylacji kilku podjednostek kwasu legionaminowego usytuowanych
blisko rdzenia LPS L. pneumophila (Liineberg i in., 2000; Knirel i in., 2003). Geny zgrupo-
wane w klaster sktadajacy si¢ z ORF 23, ORF 24 1 ORF 25 koduja enzymy uczestniczace
w biosyntezie i polimeryzacji kwasu legionaminowego, ktorego biosyntetyczny szlak wy-
kazuje podobienstwo do bakteryjnego szlaku syntezy polisacharydéw zawierajacych kwas
sjalowy (Schauer, 1982). Produkty genéw neuC (ORF 23), neuB (ORF 24) i neuA (ORF 25)
zaangazowane s3 w proces przeksztatcania czasteczki prekursorowej UDP-Bac2Ac4Ac
w kwas  CMP-5,7-diacetamido-3,5,7,9-tetradeoksy-D-glicero-D-galakto-nonulozonowy
(CMP-Leg5Ac7Ac) (Glaze iin., 2008). Pierwszym etapem tego procesu jest konwersja
UDP-Bac2Ac4Ac do 2,4-diacetamido-2,4,6-trideoksymannozy oraz UDP, katalizowana
przez produkt genu neuC - 2-epimeraz¢ UND-N, N -diacetylobacillozaminy. Nastepnie do-
chodzi do reakcji kondensacji powstatej 2,4-diacetamido-2,4,6-trideoksymannozy i fosfoe-
nolopirogronianu (PEP), ktorg katalizuje syntaza kwasu N,N’-diacetylolegionaminowego
(produkt genu neuB) (Glaze i in., 2008). W wyniku kondensacji powstaty kwas N,N -diace-
tylolegionaminowy ulega przeksztatceniu do kwasu CMP-Leg5Ac7Ac przy udziale synte-
tazy kwasu N-acetyloneuraminowego (produkt genu neuA) (Mosimann i in., 2001).

ORF 28 wykazuje homologie do genu ptmG Campylobacter jejuni (Cj1324), kodujg-
cego aminotransferaze PseA (Pseudaminic Acid), zaangazowang w biosyntez¢ kwasu pseu-

doaminowego obecnego we flagelinie (Thibault i in., 2001). Gen pmtG zaangazowany jest
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w przeksztatcenie CMP-Leg5Ac7Ac w kwas CMP-5-acetamidino-7-acetamido-3,5,7,9-te-
tradeoksy-D-glicero-D-galakto-nonulozowy (CMP-LegsAm7Ac) (McNally i in., 2007),
stanowigcy dominujgcg podjednostke antygenu O szczepow L. pneumophila nienalezacych
do sg 1 (Knirel i in., 2001). Szczepy L. pneumophila sg 1 oraz duza liczba szczepow niena-
lezacych do sg 1 posiada ORF 28, co wskazuje, ze CMP-LegSAm7Ac jest zwigzkiem budu-
jacym OPS L. pneumophila, ktory moze podlega¢ modyfikacjom w sposob specyficzny dla
mAb-podgrupy lub nawet danego szczepu (Ledesma i in., 1995; Farhat i in., 2011; Mérault
iin., 2011).

Region ORF 8 — ORF 12, ktory wystepuje wylacznie w szczepach L. pneumophila
sg 1 odpowiada za modyfikacj¢ antygenu O (Liineberg i in., 2000). Najwiekszg zmienno$cig
charakteryzuje si¢ region od ORF 6 do ORF 11. Przypuszczalnie kazda pojedyncza ramka
odczytu z regionu ORF 6 — ORF 11 odgrywa odrebng funkcj¢ w pdznej modyfikacji kwasu
legionaminowego, ktéra moze by¢ regulowana w sposéb zalezny od cyklu zyciowego lub
fazy wzrostu L. pneumophila (Petzold i in., 2013). Zar6wno w obregbie sekwencji ORF 8
i ORF 9 zidentyfikowano dwa rdézne klastry, ktore wykazywaty niskie podobienstwo se-
kwencji aminokwasowej wynoszace 31% (ORF 8) i 30,7% (ORF 9). Roznice te obejmowaty
takze orientacj¢ ORF. ORF 8 i ORF 9 w szczepach mAb-podgrupy Knoxville, Camperdown
i Heysham wykazujg orientacje w przeciwnych kierunkach, tworzac dwa odrebne skupiska.
Dla pozostatych mAb-podgrup (Philadelphia, Allentown, Benidorm, Bellingham i OLDA)
oba ORF sg zorientowane w identycznych kierunkach. Sekwencja aminokwasowa ORF 8
wykazuje 45-52% homologi¢ do bakteryjnych metylotransferaz. Przypuszczalnie gen ORF
8 koduje metylotransferazg odpowiedzialng za N-metylacje grupy 5-acetimidoilowej kwasu
legionaminowego (Kooistra i in., 2002; Wagner i in., 2007). Potwierdzaja to badania szlaku
biosyntezy kwasu legionaminowego bakterii z rodzaju Campylobacter. Gen ptmH (Cj1325)
C. jejuni jest homologiem ORF 8 mAb-podgrup Knoxville, Camperdown i Heysham
(McNally i in., 2007). Biatko kodowane przez gen ptmH katalizuje modyfikacje CMP-
Leg5Am7Ac do N-metylowanej formy kwasu CMP-5-E/Z-N-(N-metylacetim-idoyl)-7-ace-
tamidino-3,5,7,9-tetradeoksy-D-glicero-D-galakto-nonuloznowego (CMP-
LegSAmNMe7Ac), gtdéwnej podjednostki antygenu O szczepow L. pneumophila nalezacych
do sg 1. Zaburzenie sekwencji ORF 8 i ORF 11 w szczepie L. pneumophila 130b, ktory jest
mADb 3/1 pozytywny prowadzi do utraty reaktywnosci z przeciwcialem mADb 20/1 i bedacej
tego nastepstwem zmiany przyporzadkowania szczepu 130b z mAb-podgrupy Benidorm na
Allentown (Wagner i in., 2007). Ponadto szczep typu dzikiego 130b oraz mutanty ze zmiang
w obrebie ORF 8 i ORF 11 nie wykazuja reaktywnos$ci z przeciwciatem mAb 10/6, ktore
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rozpoznaje epitop ztozony z grupy N-metylowej i co najmniej jednej nie opisanej dotad
grupy. Brak reaktywnosci z przeciwciatem mAb 10/6 spowodowane jest tym, ze grupa 8-O-
acetylowa rozpoznawana przez przeciwciato mAb 3/1 utrudnia dostgp do grupy N-metylo-
wej 1 przez to uniemozliwia wigzanie bakterii z przeciwcialem mAb 10/6 (Wagner i in.,
2007).

Po zakonczonej biosyntezie dwoch zasadniczych komponentow LPS tj. ugrupowania
oligosacharydowego rdzenia z lipidem A oraz antygenu O, podlegaja one transportowi do
peryplazmatycznej warstwy IM za pomocg biatka MsbA oraz na drodze systemu Lpt, ktore
zalezne s od transportera ABC (Doerrler i in., 2004). Geny transportera ABC wzt i wzm
stanowig region markerowy specyficzny dla serogrupy 1. Do genow o wysoce konserwa-
tywnym charakterze w heterogenicznym regionie o wielkoSci 18 kpz nalezg wzt (ORF 4)
i wzm (ORF 5), ktore wykazuja znaczng homologie wsrod wszystkich szczepow L. pneu-
mophila sg 1 (Ryc. 6). Wzm koduje biatko zawierajace domeng transbtonowa, podczas gdy
wzt koduje domen¢ wigzaca nukleotyd systemu transportera ABC, ktéry posredniczy
w translokacji antygenu O przez btong wewngtrzng (Greenfield i Whitfield, 2012). Szlak
biosyntezy antygenu O zalezny od transportera ABC oddziatuje z WecA (ORF 14), czyli
UDP-GIcNAc-1-transferaza, ktora inicjuje biosynteze O-swoistego tancucha w obszarze cy-
toplazmatycznej strony btony wewngtrznej (Greenfield i Whitfield, 2012). Niski stopien po-
dobienstwa aminokwasowego transferazy WecA miedzy szczepami L. pneumophila naleza-
cymi do sg 1 i spoza sg 1 w potaczeniu z brakiem obecnosci genow wzm i wzt w genomach
szczepow nienalezacych do sg 1, wskazuje na istnienie odmiennego mechanizmu biosyntezy

antygenu O w szczepach sg 1 i w szczepach, ktore nie naleza do sg 1 (Méraulti in., 2011).
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A: Region 15 kb (ORFs 1 -13)

Alcoy 2300/99, Corby, L10/23 (KNOXVILLE)
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Orfl1 Orf2 lag-1 Orf3 wzt wzm Orf6  Orf7 Orf8 Orf9 Orfl10 Orf11 Orf13-A
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B: Region 15 kb (ORFs 14 - 28)
wecA galE rmlA  gpi rmlB rmlD rmlC yvfE neuD neuC neuB neuA hisH hisF pseA-podobny

Orfl4 OrfIS Orfl16  Orfl7 Orf18 Orf19 Orf20 Orf21 Orf22 Orf23 Orf24 Orf25 Orf26 Orf27 Orf28

Ryc. 6 Struktura lokus biosyntezy LPS 14 szczepow L. pneumophila sg 1. A: region 18 kpz
specyficzny dla L. pneumophila sg 1 (ORF 1-13) B: region 15 kpz wystepujgcy we
wszystkich serogrupach L. pneumophila (ORF 14-28). Kierunek transkrypcji wska-
zany przez groty strzalek; * czesciowa duplikacja ORF 2; podkreslony obszar ORF
7—11 w szczepie 130b reprezentuje inwersje (na podstawie Petzold i in., 2013).
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1.6. Budowa i wlasciwosci fosfolipidow bakterii L. pneumophila

Btony bakteryjne zbudowane sg z amfifilowych lipidéw, gléwnie glicerofosfolipidow.
Fosfolipidy sktadajg si¢ z hydrofilowej podjednostki, diacylowego ugrupowania zbudowa-
nego z rdzenia glicerolowego zwigzanego w pozycji Sn-1 i sn-2 wigzaniami estrowymi
Z dwoma tancuchami acylowymi kwasow ttuszczowych, ktore tworza lipofilowy fragment
oraz polarnej czesci obejmujacej ortofosforanowg reszte potaczong jednym wigzaniem es-
trowym z glicerolem w pozycji sn-3 oraz drugim wigzaniem estrowym z hydrofilowa pod-
jednostka.

Do gtéwnych bakteryjnych fosfolipidow naleza: fosfatydyloetanoloamina (PE, Pho-
sphatidylethanolamine), fosfatydyloglicerol (PG, Phosphatidylglycerol) i kardiolipina (CL,
Cardiolipin) (Zhang i Rock, 2008; Strahl i Errington, 2017).

W blonach L. pneumophila, jak rowniez innych gatunkow: L. lytica, L. bozemanae,
L. dumoffii, L. anisa, L. gormanii i L. longbeachae zidentyfikowano nastepujace klasy fos-
folipidow: fosfatydylocholina (PC, Phosphatidylcholine), PE, CL i PG (Finnerty, 1979; Pa-
lusinska-Szysz i in., 2008; 2011; 2014; 2019(a)). Do gtownych fosfolipidow Legionella spp.
naleza: PC, ktorej wzgledna zawarto$¢ wynosi od 30% do 50% oraz PE (Palusinska-Szysz
I in., 2019(a)). Rozmieszczenie fosfolipidow w poszczegdlnych warstwach okrywy bakte-
ryjnej L. pneumophila jest nastepujace: zewngtrzna warstwa blony cytoplazmatycznej (CM-
1) zawiera okoto 43% PC, 45% PE i 12% CL, natomiast warstwa wewnetrzna (CM-2) za-
wiera 35% PC, 42% PE, 14% CL i 8% PG. PE dominuje w warstwie zewnetrznej (OM-1)
I wewnetrznej warstwie btony zewngtrznej (OM-2) (po okoto 50% w kazdej warstwie), PC
stanowi odpowiednio 27% 1 33%, CL stanowi odpowiednio 10% i 6%, a zawarto$¢ PG wy-
nosi okoto 13% w obu warstwach OM (Hindahl 1 Iglewski, 1984).

Réznice w sktadzie kwasow thuszczowych zawartych w fosfolipidach sg wazng cechg
chemotaksonomiczng i mogg mie¢ praktyczne znaczenie w diagnostyce tej grupy bakterii na
poziomie gatunku. Fosfolipidy L. pneumophila zawieraja wylacznie rozgalezione kwasy
thuszczowe (Finnerty 1 in., 1979). Do rozgat¢zionych kwaséw tluszczowych (BCFA, Bran-
ched-Chain Fatty Acids) L. pneumophila naleza: iz0-16:0 (56% do 65%), izo-14:0 (6% do
11%), anteiso-15:0 (13% do 21%), iso-16:1 (3% do 5%) oraz anteiso-17:0 (7% do 11%)
(Finnerty, 1979). Profil kwasow tluszczowych L. pneumophila zmienia si¢ w roznych fazach
wzrostu tych bakterii. W fazie wzrostu stacjonarnego zawarto§¢ BFCA wzrasta do ponad

60%, a $rednia dlugos¢ kwasow tluszczowych w czasteczkach fosfolipidow maleje w po-
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réwnaniu z faza wzrostu eksponencjalnego. Zmiana sktadu kwasow ttuszczowych fosfolipi-
dow wystepujaca w réznych fazach wzrostu L. pneumophila skorelowana jest ze wzrostem

opornosci na przeciwdrobnoustrojowy peptyd warnerycyne RK (Verdon i in., 2011).
1.7. Szlaki biosyntezy fosfatydylocholiny

PC jest glownym fosfolipidem wystepujacym w komorkach eukariotycznych. Zaled-
wie 15% przedstawicieli domeny Bacteria syntetyzuje PC (Sohlenkamp i Geiger, 2016). Sa
to gtownie bakterie wchodzace w interakcje z eukariotycznymi gospodarzami na drodze
symbiotycznych (Rhizobium leguminosarum, Mesorhizobium loti) lub patogenicznych
(Agrobacterium tumefaciens, Brucella melitensis, P. aeruginosa, Borrelia burgdorferi
i L. pneumophila) zaleznosci (Sohlenkamp i in., 2003). Sposrod czterech opisanych dotad
bakteryjnych szlakéw biosyntezy PC, bakteriec Legionella spp. syntetyzuja PC na drodze
dwoch alternatywnych szlakow: szlaku trzykrotnej N-metylacji PE (PMT) oraz szlaku syn-
tazy PC (PCS) (Lopez-Lara i Geiger, 2001; Martinez-Morales i in., 2003) (Ryc. 7).

Szlak PCS Szlak PMT

cholina

cytoplazma cytoplazma

mMePE

btona btona
cytoplazmatyczna cytoplazmatyczna

Pcs

Ryc. 7 Szlaki biosyntezy PC L. pneumophila. PC - fosfatydylocholina; PE - fosfatydyloeta-
noloamina; mMePE - monometylofosfatydyloetanoloamina; dMePE - dimetylofosfa-
tydyloetanoloamina; SAM - S-adenozynometionina; SAH - S-adenozylohomocyste-
ina; CMP - monofosforan cytydyny; CDP-DAG - diacyloglicerolo-5 -difosfocyty-
dyna; Pcs - syntaza fosfatydylocholiny; PmtA - fosfolipidowa N-metylotransferaza
(na podstawie Martinez-Morales i in., 2003).
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Szlak PMT polega na trzykrotnej N-metylacji PE przy udziale N-metylotransferazy
(PmtA), ktéra wykorzystuje S-adenozylometioning (SAM), jako donor grup metylowych.
W czasie transmetylacji SAM powstaje S-adenozylohomocysteina (SAH). Zwigzkami po-
srednimi w tym procesie jest monometylofosfatydyloetanoloamina (mMePE) i dimetylofos-
fatydyloetanoloamina (dMePE) (Sohlenkamp i in., 2003). Gen pmt kodujacy metylotransfe-
raze po raz pierwszy zostal wykryty u Rhodobacter sphaeroides (gen pmtA) (Arondel i in.,
1993). ORF kodujace homologii PmtA R. sphaeroides znaleziono w genomach m.in. R. cap-
sulatus, Pyrococcus furiosus, L. pneumophila, P. aeruginosa, ktére wykazuja podobienstwo
sekwencji aminokwasowej odpowiednio: 56%, 42%, 35% i 32% (Sohlenkamp i in., 2003).
Proces trzykrotnej metylacji PE moze zachodzi¢ przy udziale jednego lub kilku enzymoéow
(de Rudder i in., 2000; Hacker i in., 2008; Minder i in., 2001) zlokalizowanych w cytozolu
(Sohlenkamp i in., 2003; Vance i Schneider, 1981). W komorkach bakteryjnych wystepuja
dwie rodziny enzymow Pmt: typ Sinorhizobium (Sm-PmtA) i typ Rhodobacter (Rs-PmtA).
Masa czasteczkowa enzymow nalezgcych do obu rodzin wynosi okoto 22 kDa (Sohlenkamp
iin., 2003). Enzymy Pmt typu Sm-PmtA wykazuja homologi¢ do metylazy rRNA, natomiast
Pmt typu Rs-PmtA do metylotransferazy zaangazowanej w biosyntez¢ ubichinonu/menachi-
nonu (Haydock i in., 1991; Ingrosso i in., 1989). Enzym Pmt L. pneumophila, P. aeruginosa
i A. aceti nalezy do rodziny Rs-Pmt (Conover i in., 2008; Hanada i in., 2001; Wilderman
i in., 2002). Geny pmtA Legionella spp. kodujg biatka N-metylotransferazy o dtugosci od
208 do 218 aminokwasow, ktore zostaty przyporzadkowane do klasy enzymatycznej EC
2.1.1.17 (Palusinska-Szysz i in., 2019(a)). Domena katalityczna obejmuje prawie calg diu-
gos¢ tych biatek i zawiera 9-aminokwasowy motyw V/ILE/D-X-G-X-G-X-G, ktory odpo-
wiada za wigzanie donora grypy metylowej - SAM (Ingrosso i in., 1989; Haydock i in.,
1991). Motyw ten jest charakterystyczny dla metylotransferaz zaleznych od SAM, zaréwno
u organizméw prokariotycznych, jak i eukariotycznych (Aktas i in., 2010). Badania topolo-
gii blony wskazuja na cytoplazmatyczng lokalizacj¢ enzymu PmtA Legionella spp., a takze
mozliwo$¢ jego zwigzania z btong wewngtrzna od cytoplazmatycznej strony (Palusinska-

Szysz i in., 2019(a)).

Drugi szlak PCS polega na przemianie wolnej choliny, ktéra ulega bezposredniej kon-
densacji z diacyloglicerolo-5’-difosfocytydyng (CDP-DAG) do PC i monofosforanu cyty-
dyny (CMP). Reakcje katalizuje wystepujaca wytacznie u bakterii syntaza fosfatydylocho-
liny (Pcs) (de Rudder i in., 1999). Homolog pcs L. pneumophila wykazuje wigksze podo-
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bienstwo do homologu pcs B. burgdorferi w porownaniu z innymi przedstawicielami y-Pro-
teobacteria, co wskazuje na mozliwos¢ wystgpienia horyzontalnego transferu genu psc w fi-
logenezie tych bakterii (Sohlenkamp i in., 2003). Enzym Pcs jest wysoce hydrofobowym
biatkiem zawierajacym od 6 do 8 transbtonowych helis, ktore wykazuje strukturalne podo-
bienstwo z innymi fosfatydylotransferazami CDP-alkoholowymi (Lopez-Lara i Geiger,
2001; Sohlenkamp i in., 2003). Charakterystyczny dla fosfatydylotransferaz CDP-alkoholo-
wych motyw D-G-X2-A-R-X8-G-X3-D-X3-D (Williams i McMaster, 1998) ma konserwa-
tywny charakter i wystepuje réwniez w strukturze enzymu Pcs (Sohlenkamp 1 in., 2003).
Rozne gatunki z rodzaju Legionella wykazuja znaczny stopien podobienstwa sekwencji nu-
kleotydowych genu psc (64%-98%). Gen pcs L. pneumophila koduje wysoce hydrofobowe
biatko zbudowane z 255 aminokwasow, zawierajgce 8 transmembranowych helis z N- i C-
koncami zlokalizowanymi wewnatrz komoérki bakteryjnej. N-koncowa domena odpowie-
dzialna za aktywno$¢ enzymatyczng zawiera 27 aminokwasowy motyw D-G-X2-A-R-X8-
P-X3-G-X3-D-X3-D (Palusinska-Szysz i in., 2019(a)).

Wykorzystanie egzogennej choliny przez Legionella spp. w szlaku PCS prowadzi do
zmiany zawartosci poszczeg6lnych klas fosfolipidow. L. pneumophila hodowana na podtozu
z dodatkiem choliny syntetyzuje odpowiednio o 6% 1 3% wigcej PC i1 PE oraz o 9% mniej
CL w poréwnaniu z bakteriami hodowanymi na podtozu bez choliny (Palusinska-Szysz i in.,
2019(a)). Mutant L. pneumophila defektywny w syntezie metylotransferazy syntetyzuje pra-
wie catg zawarto$¢ PC, podczas gdy mutant nieprodukujacy syntazy fosfatydylocholiny wy-
twarza tylko 6% PC, co wskazuje, ze szlak PCS jest szlakiem dominujagcym w tej grupie

bakterii (Conover i in., 2008).

1.8. Rola skladnikéw lipidowych L. pneumophila w interakeji z komorka

gospodarza

LPS L. pneumophila uczestniczy w ztozonych mechanizmach indukcji zmian choro-
bowych, stanowi antygen rozpoznawany przez biatka biorgce udzial w odpowiedzi uktadu
odpornosciowego komorki gospodarza na infekcje, a takze reprezentuje jedna z konserwa-
tywnych struktur drobnoustrojow odpowiedzialnych za aktywacje wrodzonego uktadu od-
pornosciowego. Roznice w strukturze LPS szczegodlnie w obrgbie antygenu O, determinuja
specyficznos¢ grup i podgrup serologicznych L. pneumophila (Ciesielki i in., 1986). Wyste-

powanie réznic dla danej serogrupy uwarunkowane jest: 1) odmienng konfiguracjag homo-
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polimeru O-specyficznego tancucha, 2) chemiczng budowa terminalnych podjednostek cu-
krowych LPS, 3) N-metylacjg 4) oraz stopniem O-acetylacji w roznych pozycjach czgsteczki
LPS (Knirel iin. 2001; Kooistra i in. 2001). Réznice w strukturze czesci O-specyficznej
LPS, w ktorej umiejscowione sg epitopy rozpoznawane przez przeciwciala monoklonalne
(mAb), warunkuja zwiekszenie serologicznego zréznicowania szczepéw L. pneumophila

(Helbig i in., 2006).
1.9. Klasyfikacja serologiczna szczepow L. pneumophila sg 1

Lipopolisacharyd jest gltownym termostabilnym antygenem wszystkich gatunkow Le-
gionella, w tym L. pneumophila sg 1, ktory rozpoznawany jest przez surowice pacjentow
Z rozpoznang chorobg legionistow (Helbig i in., 2012). Metoda serologiczna okreslana jako
panel Dresden umozliwia przyporzadkowanie szczepoéw L. pneumophila do pigtnastu sero-
grup i dziewieciu mAb-podgrup w obrgbie sg 1 (Helbig i in., 1997; Helbig i in., 2002). Epi-
topem specyficznie rozpoznawanym przez przeciwcialo mAb 3/1 panelu Dresden jest grupa
O-acetylowa w pozycji C8 kwasu legionaminowego przenoszona przez O-acetylotransfe-
raze¢ kodowang przez gen lag-1 (Zou i in., 1999).

Za pomocg panelu Dresden przyporzadkowano szczepy L. pneumophila sg 1 do dwoch
grup: 1) nienalezace do grupy Pontiac (non-Pontiac) (mAb 3/1°), ktorej szczepy nie posia-
dajg w petni O-acetylowanego epitopu 2) nalezace do grupy Pontiac (mAb 3/17), ktorej
szczepy posiadajg funkcjonalny gen lag-1 i syntetyzujg epitop rozpoznawany przez prze-
ciwciato mAb 3/1 (Ryc. 8). Szczepy L. pneumophila sg 1 mAb 3/1* charakteryzujg sie
zwigkszong wirulencja i reprezentujg najliczniejsza podgrupe klinicznych izolatéw (Helbig
i in., 1995; Kozak i in., 2009). Natomiast szczepy mAb 3/1" zawierajg gtownie deacetylo-
wane czasteczki LPS 1 obejmuja niewielka liczbe klinicznie rozpoznanych szczepow

L. pneumophila sg 1 u pacjentow z prawidtows odporno$cig (Joseph i in., 2010).
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1.10. Biologiczne znaczenie LPS i fosfolipidow L. pneumophila

LPS L. pneumophila inicjuje zaréwno klasyczny, jak i alternatywny szlak aktywacji
dopetniacza, zwigkszajac szanse na wychwycenie bakterii przez makrofagi i utworzenie
W nich niszy, optymalnej do wewnatrzkomérkowego namnazania si¢. Gtownym szlakiem
uruchamianym przez LPS L. pneumophila jest aktywacja klasycznego szlaku zaleznego od
przeciwcial klasy [gM (Mintz i in., 1992). Aktywacja dopelniacza w sposob niezalezny od
przeciwcial nastepuje poprzez zwigzanie biatka uktadu dopetniacza Clq z gtownym biat-
kiem btony zewngtrznej L. pneumophila (MOMP, Major Outer Membrane Protein) (Mintz
i in., 1995). Szczepy L. pneumophila posiadajace gen lag-1, kodujacy acetylotransferaze,
wykazuja zwigkszong oporno$¢ na internalizacj¢ przez neutrofile w obecnosci surowicy, co
wskazuje, ze proces ten jest zalezny od biatek dopelniacza. Badania na mysim C56BL/6
modelu choroby legionistow wykazaty, ze szczep L. pneumophila lag-1-pozytywny odpo-
wiadal za silniejszg infekcj¢ ptuc 1 wykazywal wyzsza przezywalno$¢ w pordwnaniu do
szczepu L. pneumophila pozbawionego genu lag-1. Szczepy zawierajace gen lag-1 charak-
teryzowaly si¢ spadkiem poziomu opsonizacji powierzchni bakterii L. pneumophila przez
biatko dopetniacza C3 w poréwnaniu ze szczepem L. pneumophila lag-1-negatywnym.
Wskazuje to, ze modyfikacje LPS utrudniajg eliminacj¢ patogenu w klasycznym szlaku ak-
tywacji uktadu dopetniacza (Wee i in., 2021).

W indukcji wrodzonej odpowiedzi immunologicznej na zakazenie L. pneumophila
kluczowg role odgrywa oddzialywanie LPS z receptorem TLR4 (Toll-Like Receptor) zloka-
lizowanym zaré6wno na btonie makrofagéw, jak i btonie pecherzykow endosomalnych.
Transdukcja sygnatu aktywacji TLR4 odbywa si¢ za posrednictwem bialek adaptorowych
MyD88 (Myeloid Differentation factor 88) oraz TRIF (TIR-domain-containing adapter in-
ducing IFN-p), co wskazuje, ze pobudzenie zarowno powierzchniowego jak i endosomal-
nego TLR4 jest niezbedne do petnego wydzielania prozapalnych cytokin (Grigoryeva i Cian-
ciotto, 2021). Badania polimorfizmu genu kodujacego TLR4, przeprowadzone wsrod pa-
cjentow z chorobg legionistow wykazatly, Ze zmienno$¢ w obrebie tego genu moze predys-
ponowac¢ do rozwoju lub ograniczenia choroby, poniewaz koreluje z poziomem IL-6 indu-
kowanej podczas zakazenia L. pneumophila (Hawn i in. 2005; Zhang i in. 2013).

Na poziom indukcji prozapalnych cytokin wplywa réwniez zawarto$¢ i struktura fos-
fatydylocholin wytwarzanych przez L. pneumophila w réznych szlakach syntezy PC. Bak-

terie L. pneumophila hodowane na pozywce z egzogenna choling indukowaty w makrofa-
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gach linii THP-1 znacznie nizsza produkcje TNF-a i IL-6 w poréwnaniu z bakteriami hodo-
wanymi bez dodatku choliny (Palusinska-Szysz i in, 2019(a)). Brak PC w btonie L. pneu-
mophila wptywa na ograniczong zdolnos¢ bakterii do namnazania si¢ w makrofagach czto-
wieka oraz obnizong toksyczno$¢. Wynika to ze stabej zdolnosci do wiazania si¢ bakterii
z makrofagami za posrednictwem receptora czynnika aktywujacego ptytki krwi (PAF, Pla-
telet Activating Factor). Adhezja L. pneumophila do makrofagdéw jest skutecznie blokowana
przez antagoniste receptora PAF. Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne czynnika PAF
i PC, fosfolipid L. pneumophila moze nasladowac¢ PAF i wigzac si¢ z jego receptorem pro-
wadzi¢ do zwigkszenia pobierania bakterii przez makrofagi. Ponadto brak syntezy PC
wplywa na zaburzenie funkcjonowania systemu sekrecji Dot/Icm oraz syntezy biatka flage-
liny (Conover i in., 2008).

Reakcje oddzialywania elektrostatycznego miedzy kwasem legionaminowym LPS,
a fosfolipidami i innymi sktadnikami powierzchni komorki stabilizujg konformacje¢ makro-
czasteczek oraz calg zewnetrzng btone L. pneumophila, jak rowniez wptywaja na biogeneze
pecherzykow membrany zewnetrznej (OMV, Outer Membrane Vesicles). Bakterie L. pneu-
mophila uwalniaja z blony zewng¢trznej pecherzyki, zbudowane z LPS, fosfolipidow i biatek
oraz modyfikuja sktad OMV w zalezno$ci od fazy wzrostu w ktorej si¢ znajduja. OMV od-
grywaja kluczowa role w patogenezie choroby legionistow, umozliwiajac bakteriom kolo-
nizacj¢ uktadu oddechowego, dostarczajgc czynniki wirulencji do komoérek gospodarza

I modulujac odpowiedZ immunologiczng gospodarza na zakazenie (Jager i in., 2015).
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Il HIPOTEZA | CEL PRACY

Hipoteza badawcza zaktada, ze specyficzne determinanty struktur powierzchniowych

L. pneumophila sg 1, warunkuja zdolnos¢ do adhezji i wewnatrzkomoérkowego namnazania

si¢ w komorkach eukariotycznego gospodarza oraz modulujg wrodzong odpowiedz immu-

nologiczng na zakazenie.

Gléownym celem badan bylo:

1.

Analiza strukturalna LPS szczepow L. pneumophila sg 1 (szczep Heysham-1 i 130b)
oraz pochodnych szczepdw dzikich z wprowadzonymi nonsensownymi mutacjami
w genach: ORF 8 (szczep 16D12, pochodna szczepu 130b) i ORF 7 (szczep T6-K13,
pochodna szczepu Heysham-1),

Okreslenie struktury lipidow wyizolowanych ze szczepow dzikich oraz mutantow,
Badanie biofizycznych oddzialywan migdzy komorkami bakterii (szczepdw dzikich
1 mutantow), a komérkami gospodarza (makrofagami linii THP-1, komdrkami A. ca-
stellanii),

Badanie zdolnosci do adhezji i wewnatrzkomdrkowego namnazania si¢ szczepow
dzikich i mutantow w komorkach A. castellanii i w makrofagach linii THP-1 oraz
w komorkach nablonkowych linii A549 i BEAS-2B,

Okreslenie zdolnosci komorek szczepdéw dzikich i mutantow oraz wyizolowanych
z tych szczepoéw LPS, do indukcji cytokin (IL-6, TNF-a, IFN-y) w makrofagach linii
THP-1.

W szerszym znaczeniu badania te mialy na celu identyfikacj¢ kluczowych markeréw

$ciany komorkowej odpowiedzialnych za zwigkszong wirulencje szczepoéw L. pneumophila

sg 1. Wiedza o tym, jak zmiany w strukturze $ciany komorkowej L. pneumophila sg 1 wpty-

waja na pobieranie bakterii, ich wewnatrzkomérkowa proliferacje oraz odpowiedz gospoda-

rza na infekcje, moga by¢ pomocne w opracowaniu nowych lekow i skutecznych schematow

leczenia choroby legionistow.
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11 MATERIALY I METODY

3.1. Szczepy bakteryjne

Bakterie L. pneumophila sg 1 szczep dziki Heysham-1 i 130b, mutanty defektywne
w syntezie LPS, odpowiednio T6-K13 i 16D12 oraz szczep komplementacyjny (T24-K6-1)
wzgledem mutacji wystepujacej w szczepie T6-K13 otrzymano dzigki wspotpracy z Insty-
tutem Mikrobiologii Medycznej i Higieny Uniwersytetu Technicznego w Dreznie, Niemcy.
Mutant T6-K13 zostal otrzymany zgodnie z procedura opisang w pracy Kowalczyk i in.,
2023. Procedure¢ otrzymania mutanta 16D12 opisano w pracy Pope 1 in., 1994. Konstrukt
genetyczny szczepu komplementacyjnego (pJBBORFS) wzgledem mutacji wystepujace]
w szczepie 16D12 zostat wykonany w ramach pracy doktorskiej. L. pneumophila szczep
Heysham-1 i L. pneumophila szczep 130b zostaty wyizolowane od pacjentdw z rozpoznana
chorobg legionistow. Morfologi¢ kolonii badanych szczepow przedstawiono na Ryc. 9. Ba-
dania przeprowadzono zgodnie z pozwoleniem Ministerstwa Srodowiska zaréwno na za-
mkniete uzycie mikroorganizmow zmodyfikowanych genetycznie, jak i na zamknigte uzycie
mikroorganizméw genetycznie zmodyfikowanych zaliczanych do II kategorii zagrozenia
(Ryc. 1A; Ryc. 2A(Aneks)).

Heysham-1 T6-K13 T24-K6-1

16D12 pJBBORF8

Ryc. 9 Morfologia kolonii 3-dniowej hodowli L. pneumophila szczepow: Heysham-1, T6-
K13, T24-K6-1, 130b, 16D12, pJBBORF 8 na podtozu BCYE.
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3.2. Konstrukt genetyczny szczepu komplementacyjnego

W reakcji PCR, na matrycy catkowitego DNA wyizolowanego z hodowli szczepu
L. pneumophila 130b powielono fragment DNA obejmujacy sekwencje kodujaca genu
LPW_RS04255 (ORF 8) i 200 pz powyzej miejsca startu translacji. Startery zostaty zapro-
jektowane w taki sposob, zeby produkt PCR byt oflankowany miejscami rozpoznawanymi
przez enzymy restrykcyjne EcoRI i Bam HI. W oparciu o enzymy restrykcyjne EcoRlI i Ba-
mHI sklonowano uzyskany produkt PCR w wektorze pJB1806. Jest to wektor o szerokim
zakresie gospodarzy, oparty o origin replikacji RSF1010, pozwalajacy na jego replikacje
w komorkach L. pneumophila. Uzyskany konstrukt genetyczny (pJB18060RF8) poddano
nastgpnie sekwencjonowaniu, potwierdzajac jego poprawnos¢. Uzyskany konstrukt wpro-
wadzono do komoérek mutanta 16D12 na drodze elektrotransformacji, selekcjonujac trans-
formanty na podtozu z chloramfenikolem w odpowiednim st¢zeniu. Dla potwierdzenia obec-
nosci wprowadzanego konstruktu w komorkach elektrotransformantow (komplementandéw)
z ich hodowli wyizolowano plazmidowe DNA i na jego matrycy przeprowadzono reakcje
PCR, ze starterami komplementarnymi do sekwencji genu LPW_RS04255.
ORF8130B200UPECoRIFw (32-mer):
AAAGAATTCagagaaaatgattggttttatca
ORF8130BBamHIRv (42-mer):
AAAGGATCC Cttatatgtgaatttctaataaataatgatctac.

3.3. Podloza hodowlane

3.3.1. Wyciag drozdzowy buforowany weglem drzewnym (BCYE) do ho-

dowli bakterii L. pneumophila

Do sterylnej kolby okragtodennej o pojemnosci 1000 ml odwazono 18,25 g agaru
BCYE (Buffered Charcoal Yeast Extract; Oxoid™ Legionella CYE Agar Base), nastepnie
dodano 465 ml wody MQ oraz 8,8 ml 2 N KOH. Zawarto$¢ kolby gotowano przez godzing,
a po ochtodzeniu do temperatury pokojowej pozywke rozlano do pigciu kolb Erlenmayer’a
0 pojemnosci 300 ml w objetosci po 95 ml. Pozywke autoklawowano przez 15 min w 121°C
przy 1,5 ATM. Do pigciu fiolek z liofilizowanym suplementem wzrostowym (Oxoid™ Le-

gionella Growth Supplement BCYE) dodano po 5 ml wyjalowionej wody MQ i doktadnie
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wymieszano. Kolby z pozywka BCYE oraz fiolki z suplementem umieszczono w tazni wod-
nej o temperaturze 48°C. Po uptywie 10 minut zawarto$¢ fiolki z suplementem przelano do
kolby z pozywka BCYE i wylano na ptytki Petriego po 20 ml, zachowujac sterylne warunki.
Przygotowane w taki sposob podloze BCYE wykorzystano do wykonania posiewow szcze-
pow dzikich (Heysham-1, 130b), mutantow (T6-K13, 16D12) oraz komplementanta T24-
K6-1. Komplementant pJBBORF8 namnazano na podtozu BCYE z dodatkiem chloramfe-
nikolu w stezeniu 25 pg/ml pozywki.

3.3.2. Plynne podloze do hodowli bakterii Legionella spp.

Do sterylnej butelki odwazono 1 g ekstraktu drozdzowego (Difco™ Yeast Extract)
I rozpuszczono w 90 ml jalowionej wody MQ. Nastepnie pH pozywki ustalono 1 M KOH
do warto$ci 6,9 i autoklawowano (121°C; 15 min; 1,5 ATM). Do fiolki z liofilizowanym
suplementem wzrostowym (Oxoid™ Legionella Growth Supplement BCYE) dodano 10 ml
jatowionej wody MQ. Po doktadnym wymieszaniu zawartos$¢ fiolki przelano w warunkach
sterylnych do wcze$niej autoklawowanego 1 ochtodzonego do temperatury 45°C - 50°C eks-
traktu drozdzowego. Po doktadnym wymieszaniu pozywke rozlano po 5 ml do sterylnych

probowek.

3.3.3. Plynne podloze PYG opracowane przez Banda (1959) w modyfikacji
Schlechta i Drozanskiego (1987) do hodowli ameb A. castellanii

Trofozoity A. castellanii (szczep ATCC 3034, wolny od wewnatrzkomoérkowych en-
dosymbiontow pochodzacy z kolekcji mikroorganizmoéw Katedry Genetyki i Mikrobiologii)
namnazano na podtozu o nast¢pujgcym sktadzie: glukoza (18 g), proteose pepton (BD
211677 Difco™) (10 g), ekstrakt drozdzowy (5 g), NaCl (0,12 g), NazHPO4 x 12 H,0 (0,35
g), KH2PO4 (0,18 g), MgCl2 x 6 H20 (3 mg), CaCl; (3 mg), FeSO4 (3 mg), woda MQ (do-
pelniona do 1000 ml). Pozywke plynng o podanym powyzej sktadzie przelano do kolb Er-
lenmayer’a w objetosci po 100 ml, a nastepnie autoklawowano (15 min; 121°C; 1,5 ATM).

3.4. Warunki prowadzenia hodowli
3.4.1. Hodowla szczepéw L. pneumophila na podlozu BCYE

Zawiesing bakterii po 100 ul naniesiono na podtoze BCYE, a nast¢pnie rozprowa-

dzono za pomocg jatowej glaszczki. Bakterie hodowano przez 3 dni w temperaturze 37°C
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w wilgotnej atmosferze, wzbogaconej w 5% CO, (ESCO Cell Culture Inkubator). Zebrana
z powierzchni agaru masa bakteryjna zostala zawieszona w sterylnym roztworze 0,5 M
NaCl, a nast¢pnie poddana wirowaniu przy 8 000 obr./min przez 20 minut (Sigma 6-16KS).
Supernatant odrzucono, a osad zawierajacy bakterie przeptukano 0,5 M NaCl oraz sterylng
woda MQ. Otrzymang w ten sposob masg¢ bakteryjng zawieszono w wodzie MQ, a nastepnie
zliofilizowano (liofilizator Christ Alpha 1-2LD Plus), zwazono i przeznaczona do izolacji

lipidow oraz LPS.
3.4.2. Hodowla szczepéw L. pneumophila na ptynnym podlozu

Za pomocg sterylnej ezy przeniesiono do ptynnej pozywki badane szczepy bakteryjne.
Hodowle inkubowano w szafie hodowlanej przy 180 obr./min w temperaturze 37°C przez
24 godziny. Po 24 godzinnej inkubacji przeniesiono po 200 pul ptynnej hodowli na §wieze
pozywki 1 inkubowano przez dobe w takich samych warunkach. Tak przygotowane ptynne
hodowle bakterii wykorzystano do przeprowadzenia testu adhezji, infekcji i inwazji L. pneu-

mophila z makrofagami linii komérkowej THP-1 i A. castellanii.
3.4.3. Hodowla ameb A. castellanii

Do ptynnej pozywki PYG dodano 5 ml ptynnej hodowli A. castellanii. Hodowle pro-
wadzono w temperaturze 28°C na wytrzasarce przy 110 obr./min przez 5 dni. Ptynng ho-
dowle ameb o gestosci obliczonej przy uzyciu hemocytometru Biichner’a (2 x 10° komo-
rek/ml) przeznaczono do wykonania testu adhezji, infekcji 1 inwazji komoérek L. pneu-

mophila z amebami A. castellanii.
3.4.4. Hodowla makrofagow linii THP-1 na podlozu RPMI 1640

Komorki ludzkiej biataczki monocytarnej linii THP-1 (ATCC, No TIB-202) hodo-
wano na podtozu RPMI (Roswell Park Memorial Institute)1640 z dodatkiem 10% inakty-
wowanej termicznie ptodowej surowicy cielecej (FCS, Fetal Calf Serum), 10 mM buforu
HEPES (kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynylo-etanosulfonowy), 2 mM glutaminy,
100 IU/ml penicyliny oraz 100 pg/ml streptomycyny w temperaturze 37°C w atmosferze
wzbogaconej w 5% COa. Do doswiadczen wykorzystano komorki THP-1, ktére poddano
procedurze roznicowania do adherentnych komoérek makrofagopodobnych. W tym celu ho-
dowle komoérkowa linii THP-1 0 gestosci 4 x 10° komérek/ml prowadzong w ptynie RPMI
1640 z dodatkiem 10% FCS przeniesiono do 24-dotkowej ptytki (Nunc, Roskilde, Dania).
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Réznicowanie monocytow do makrofagdéw indukowano poprzez dodanie do monocytdéw oc-
tanu mirystynianu forbolu (PMA, Phorbol 12-Myristate 13-Acetate; Sigma—Aldrich) w kon-
cowym stezeniu 50 ng/ml hodowli. Nastepnie po trzykrotnym przeptukaniu adherentne ko-
morki THP-1 hodowano przez kolejne trzy dni na podtozu bez dodatku PMA z uwzglednie-
niem codziennej zmiany podtoza (bez antybiotykow). Przed wykonaniem do$wiadczenia
komorki zostaty policzone w celu dobrania odpowiedniej dawki infekcyjnej wyrazanej
w MOI (Multiplicity of Infection), czyli liczbg bakterii przypadajaca na jedng komorke ma-
krofaga.

Hodowle zréznicowanych wedlug powyzszej procedury komorek linii THP-1 o gesto-
$ci 4 x 10° komorek/ml prowadzono réwniez na jatowych, okragtych szkietkach nakrywko-
wych umieszczonych w 6-dotkowych ptytkach do hodowli adherentnej. Hodowle wykorzy-
stano do przeprowadzenia analizy w mikroskopie czasow zycia fluorescencji (FLIM, Fluo-

rescence Lifetime Imaging Microscopy).

3.4.5. Hodowla komorek nablonkowych drog oddechowych linii A549
| BEAS-2B

Do badan wykorzystano dwie adherentne linie komoérkowe: nowotworowe komorki
nabtonka pecherzykow plucnych cztowieka (linia A549, ATCC# CCL-185, model dolnych
drog oddechowych) oraz prawidlowe komoérki nabtonka oskrzeli cztowieka (linia BEAS-
2B, ATCC# CRL-9609, model gornych drog oddechowych). Linia komoérek A549 jest mo-
delowa linig do badania interakcji z bakteriami Legionella spp. (Schulzi in., 2017). Hodowle
komorek linit A549 prowadzono w mieszaninie plynow RPMI 1640 (Corning Media)
i DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Sigma-Aldrich) (1:1; v/v) uzupetnione;j
10% (v/v) inaktywowang termicznie bydleca surowicg ptodowa (FBS, Foetal Bovine Serum;
EURX Molecular Biology Products) oraz 1% (v/v) roztworem penicyliny i streptomycyny
(Sigma-Aldrich). Komorki linii BEAS-2B hodowano w ptynie LHC-8 (Gibco) suplemento-
wanym 10% (v/v) inaktywowang termicznie FBS oraz 1% (v/v) roztworem penicyliny
I streptomycyny. Po uptywie 24 h hodowli dokonano wymiany ptynu hodowlanego na ptyn
LHC-8 bez dodatku FBS. Obie hodowle komodrkowe utrzymywano w standardowych wa-
runkach w temperaturze 37°C z przeptywem 5% CO2 i wilgotnosci 95%. Komorki hodo-
wano do etapu konfluencji. Nastepnie usuni¢to ptyn hodowlany 1 komoérki przeptukano roz-
tworem zbuforowanej soli fizjologicznej bez jonow Ca?* i Mg?* (PBS, Thermo Fisher Scien-

tific) w celu usunigcia resztek surowicy. Za pomoca 0,25% roztworu trypsyny z 0,02%
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EDTA (Biological Industries) odklejano komorki od fazy statej i rozdzielano zawiesing do
dwoch nowych plastikowych butelek uzupeiniajac swiezym ptynem - czynno$¢ ta nazy-

wamy pasazowaniem hodowli komorkowe;.
3.5. Delipidacja masy bakteryjnej

Do delipidacji 300 mg masy bakteryjnej uzyto mieszaniny chloroform:metanol w pro-
porcjach objetosciowych 1:2 (v/v) wg metody Bligh i Dyer (Bligh i Dyer, 1959). Bakterie
zawieszone w odczynnikach organicznych mieszano przez 4 godziny na mieszadle magne-
tycznym (WIGO, MS11), a nastgpnie po przeniesieniu do szklanych gilz wirowano przy
6000 obr./min przez 20 minut (Janetzki T23). Zebrano supernatant, a osad zawieszono w no-
wej porcji chloroformu z metanolem (1:2; v/v). Ekstrakcje lipidow kontynuowano przez ko-
lejne 2 godziny, a po odwirowaniu jak wyzej supernatanty potgczono. Do zebranej fazy or-
ganicznej dodano chloroform i1 wodg, tak aby proporcje metanolu:chloroformu:wody wyno-
sity odpowiednio 2:2:1,8 (v/v/v). Po dokladnym wymieszaniu, materialt wirowano przy 6000
obr./min przez 20 minut. Dolng fazg¢ organiczng zebrano, a nast¢gpnie zageszczono na Wy-
parce rotacyjnej (Buchi Rotavapor R). W celu doczyszczenia lipidow od pozostatosci bial-
kowych, lipidy zawieszono w mieszaninie heksan:izopropanol 3:2 (v/v). Po doktadnym wy-
mieszaniu material wirowano przy 6000 obr./min przez 20 minut. Osad powstalty z wytraco-
nych biatek odrzucono, a supernatant zawierajacy lipidy odparowano w strumieniu azotu,
zwazono i1 przechowywano w temperaturze -20°C. Lipidy przeznaczono do analizy za po-
mocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas (UPLC-

MS/MS, Thermo Fisher Scientific).

3.6. Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprz¢zona ze spektrome-

trig mas (UPLC- MS/MS)

Probki lipidow wyizolowanych ze szczepow L. pneumophila rozpuszczono w chloro-
formie (6 mg/ml), a nast¢pnie poddano ultrasonifikacji i wirowaniu przy 14 000 obr./min
przez 10 minut w temperaturze 4°C. Supernatanty w objetosci 100 ul przeniesiono do fiolek
I wysuszono w koncentratorze (Speed vac). Nastepnie probki zawieszono w 1 ml mieszaniny
B zawierajacej 10% chloroformu. Probki w objetosci 3 pl wstrzykiwano do systemu Va-
nquish UPLC (Thermo Fisher Scientific). Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono
z zastosowaniem kolumny C18 Accucore Polar Premium HPLC (2,1 x 100 mm; 2,6 um;

Thermo Fisher Scientific) wyposazonej w odpowiednig prekolumne 0 temperaturze 55°C.
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Przeptyw fazy ruchomej byt utrzymywany na statym poziomie 0,4 ml/min Gradient
rozpoczynal si¢ od 20% mieszaniny B 1 wzrastat do 100% w ciggu 8 minut. Nastepnie roz-
dziatl odbywat si¢ w warunkach izokratycznych przez kolejne 7 minut. Po zakonczeniu roz-
dziatu uktad powracat do warunkow poczatkowych i stabilizowat si¢ przez 2,5 minuty. Faza
ruchoma A zawierata 60% acetonitrylu, 10 mM mréwczanu amonu i 0,1% kwasu mréwko-
wego w ultraczystej wodzie. Mobilna faza B sktadata si¢ z 90% izopropanolu, 10 mM mrow-
czanu amonu i 0,1% kwasu mrowkowego w ultraczystej wodzie. Lipidy byly identyfiko-
wane na podstawie widm mas zarejstrowanych za pomocg spektrometru mas Q Exactive
Plus z jonizacjag HESI (Thermo Fisher Scientific), pracujagcego w trybie jonow dodatnich
i uyjemnych. Dane MS byly zbierane w zakresie od 250 do 1200 m/z, z rozdzielczoscig MS
wynoszgcg 70 000, a rozdzielczoscig MS? zalezng od danych wynoszaca 17 500. Do analizy
danych wykorzystano oprogramowania LipidSearch firmy Thermo Fisher Scientific.

3.7. lzolacja LPS z masy bakteryjnej (Westphal i Jann, 1965)

Masg bakteryjng zawieszono w wodzie MQ), a nastepnie dodano buforu fosforanowego
w proporcjach objetosciowych 1:1 (v/v) (na 1 g masy bakteryjnej odmierzono 29 ml buforu
fosforanowego). Dodany bufor fosforanowy miatl nastepujacy sktad:

1) 100 mM bufor fosforanowy o pH 7,0 (0,2M NaHPO4 x 12 H,0; 0,2M NaH2PO4 x H20);
2) 0,05% azydek sodowy;
3) 5mM EDTA.

Mase bakteryjng zawieszong w buforze fosforanowym, poddano dwukrotnej sonifika-
cji przez 5 min (sonifikator Elma S100H Elmasonic). Nastepnie bakterie byty trawione lizo-
zymem (Thermo Fisher Scientific, 6 mg lizozymu na 1 g suchej masy bakteryjnej). Nastep-
nie material inkubowano w temperaturze 4°C przez 16 godzin mieszajac na mieszadle ma-
gnetycznym. Kwasy nukleinowe trawiono DN-azg i RN-azg (Sigma-Aldrich; 0,3 mg wy-
mienionych enzymow na 1 g suchej masy bakteryjnej) w temperaturze 37°C przez 2 go-
dziny. Nastepnie przeprowadzono 20-godzinne trawienie biatek proteinaza K (Merck; 0,3
mg enzymu na 1 g suchej masy bakteryjnej) w temperaturze 37°C. Do mieszaniny dodano
90% fenol ogrzany do temperatury 65°C — 68°C w stosunku (1:1; v/v). Po dokltadnym wy-
mieszaniu mieszaning ogrzewano w tazni wodnej przez 2 godziny w temperaturze 68°C. Ze
wzgledu na duza hydrofobowos$¢ badanych bakterii po ekstrakcji LPS calo$¢ materiatu, bez
rozdziatlu na frakcje fenolowa i wodng przenoszono do workéw dializacyjnych (Sigma Ald-

rich) o wysokim stopniu retencji (99,99%) i odcigciu masy czasteczkowej wynoszacej 12400

60



Materialy i metody

(MWCO, Molecular Weight Cut-Off). Materiat dializowano przez 3 dni wzgledem wody
wodociggowej oraz MQ. Nastepnie materiat z workow dializacyjnych wstepnie odwirowano
(10 000 obr./min, 4°C, 20 min, Sigma 6-16KS). Supernatant poddano ultrawirowaniu (38
000 obr./min, 4°C, 4 godziny, Beckman), a uzyskane osady po zawieszeniu w wodzie MQ

zliofilizowano (liofilizator Christ Alpha 1-2LD Plus) i zwazono (Tabela 2).

Tabela 2 Masa LPS szczepow dzikich, mutantow i komplementantow L. pneumophila.

Wzgledna zawartos¢ LPS

Nazwa szczepu Masa LPS [mg]
w komorkach [%]
Heysham-1 103 1,5
T6-K13 83 1,2
T24-Ké6-1 51 1,5
130b 30 0,6
16D12 46 0,8
pJBBORFS 32 0,6

3.8. Elektroforeza SDS-PAGE

Heterogenno$¢ preparatoéw LPS uzyskanych z catych komoérek bakteryjnych trawio-
nych enzymatycznie wg metody opisanej przez Apicella i wsp. (Apicella i in., 1994) oraz
preparatéw LPS wyizolowanych poprzez ekstrakcje tych zwigzkoéw z masy bakteryjnej me-
toda z uzyciem 45% fenolu w wodzie (Westphal i Jann, 196) sprawdzano za pomocg elek-
troforezy w zelu poliakrylamidowym z dodatkiem siarczanu dodecylu sodu (SDS) (aparat
do elektroforezy Enduro VE10 System Labnet). Przygotowano zel separujacy [2,3 ml 30%
akrylamid/bisakrylamid (29:1); 1,9 ml bufor zelowy zawierajacy 36,3 g Tris i 0,3 g SDS
w 100 ml wody MQ (pH 8,45); 1,5 ml wody MQ); 0,021 ml 10% nadsiarczan amonu (APS);
0,008 ml tetrametyloetylenodiamina (TEMED)]. Zel wylano miedzy szyby i dla uzyskania
wyréwnania poziomu nawarstwiono na niego alkohol izoamylowy. Po uptywie 30 minut
przygotowano zel zageszczajacy [0,3 ml 30% akrylamid; 0,5 ml bufor zelowy; 0,9 ml wody
MQ; 0,033 ml 10% APS; 0,003 ml TEMED)], usuni¢to alkohol izoamylowy, wylano zel
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i wlozono miedzy szyby grzebyk. Szyby z zastygnigtym Zelem separujacym i zaggszczaja-
cym umieszczono w aparacie do elektroforezy, ktory napeiniono wewnetrznym buforem ka-
todowym (6,055 g Tris; 8,96 g Tricine; 0,5 g SDS w 500 ml wody MQ; pH 8,25) oraz ze-
wnetrznym buforem anodowym (12,11 g Tris w 500 ml wody MQ); pH 8,9). Do przygoto-
wania probek do elektroforetycznego rozdziatu wykorzystano mas¢ bakteryjng, ktorg ze-
brano z podtoza 0,5 M NacCl, nastepnie odwirowano (8 000 x g; 10 min) i ponownie prze-
ptukano 0,5 M NaCl. Do powstatego osadu bakteryjnego dodano mieszaning lizujaca (1 M
Tris HCI 0 pH 6,8; 2% SDS; 4% 2-merkaptoetanol; 10% glicerol; bromofenol) w proporcji
150 pl na 50 mg mokrej masy bakterii. Liz¢ komorek prowadzono w 100°C przez 10 minut.
Po schtodzeniu do probek dodano 10 pl roztworu proteinazy K (15 mg/ml; Sigma-Aldrich)
1 komorki trawiono przez 3 godziny w temperaturze 37°C. Probki pozostawiono do nastep-
nego dnia w temperaturze pokojowe;j. Probki ogrzewano przez 1 godzing w 60°C, a nastep-
nie przez 10 minut w 100°C. Preparaty LPS-u po zawieszeniu w buforze probkowym (175
mM Tris/HCl o pH 6.,8; 0,25% SDS; 2% glicerol; 0,04% biekit bromofenolowy) ogrzewano
w 100°C przez 10 minut, krotko wirowano 1 wprowadzono do studzienek zelu zageszczajg-
cego. Elektroforezg prowadzono przy nat¢zeniu 15 mA, a po przejsciu probek do zelu sepa-
rujacego, natezenie zwigkszono do 35 mA i kontynuowano rozdziat przez okoto 2 godziny.
Po rozdziale zel wybarwiano azotanem srebra (Tsai i Frasch, 1982). Markerem molekular-
nym umozliwiajagcym przyblizone okreslenie mas migrujacych prazkow byt preparat LPS

Salmonella enterica serowar Typhimurium.

3.8.1. Barwienie zelu poliakrylamidowego azotanem srebra (Tsai i Frasch,

1982)

Zel poliakrylamidowy po elektroforezie z rozdzielonymi prébkami inkubowano
W mieszaninie utrwalajacej (300 ml etanol; 100 ml lodowaty kwas octowy; 600 ml woda
MQ) przez 14 godzin w temperaturze pokojowej, kontynuujac mieszanie na wytrzasarce la-
boratoryjnej (10 obr./min; wytrzasarka orbitalna Biogenet PSU-20i). Po usunigciu miesza-
niny utrwalajacej zel utleniono w 0,7% roztworze nadjodanu sodu [700 mg nadjodanu sodu
(Sigma-Aldrich) w 100 ml mieszaniny utrwalajacej]. Utlenianie prowadzono przez 5 minut
kontynuujac mieszanie na wytrzasarce laboratoryjnej. Zel ptukano 7-krotnie przez 10 minut
w wodzie MQ. Kolejnym etapem byto barwienie zelu w mieszaninie barwigcej, ktorg przy-
gotowano poprzez dodawanie kroplami roztworu azotanu srebra (0,5 g azotanu srebra w 2,5

ml wody MQ) do 14 ml 0,1 M NaOH zawierajacego 750 ul amoniaku, a nast¢pnie dodanie
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57,5 ml wody MQ. Zel barwiono przez 10 minut, a nastepnie ptukano 7-krotnie w wodzie
MQ. Do zelu dolano wywotywacz [25 pl formaldehydu (Sigma-Aldrich) w 100 ml wody
MQ] i wywolywano do momentu pojawienia sie widocznych prazkow. Zel zalano 7% kwa-
sem octowym na 10 minut, po czym przeptukano go kilkukrotnie woda MQ. Elektrofore-
gramy udokumentowano przy uzyciu aparatu fotograficznego Nikkon DX AF-S Nikkor

i opracowano w programie komputerowym Picasa 3.
3.9. Elektrodializa LPS (Galanos i Liideritz, 1975)

Zliofilizowane preparaty LPS po umieszczeniu w kolumnie wypetnionej bibulg
szklana, oczyszczono od sktadnikéw lipidowych przez przeptukanie w 10 ml chloroformu
i 10 ml acetonu. W celu odparowania odczynnikow materiat pozostawiono w temperaturze
pokojowej do nast¢gpnego dnia. Preparaty LPS (10 mg) zawieszono w wodzie MQ z 5%
azydkiem sodu i po przeniesieniu do workow dializacyjnych poddano elektrodializie przez
48 godzin (500 mM; 200 V; 40 W; aparat do elektroforezy BioRad) uwzgledniajac wymiang
wody MQ co 4 godziny. Do roztworéw LPS po elektrodializie dodano 0,1 M bufor TEA
(Triethanolamine) (w proporcji 13 ul na 1 mg LPS poddanego elektrodializie), a nastepnie

material zliofilizowano, zwazono 1 przeznaczono do indukcji prozapalnych cytokin.
3.10. Izolacja kwasow thuszczowych z preparatow LPS

Do probek LPS (3 mg) dodano 1 ml 4 M HCI w wodzie i inkubowano w temperaturze
100°C przez 4 godziny. Po ostudzeniu préobek do temperatury pokojowej roztwor HCI od-
parowano na wyparce prozniowej (wyparka Bilichi). Uwolnione kwasy tluszczowe poddano
trzykrotnej ekstrakcji mieszaning chloroform:woda w proporcjach objetosciowych 1:2 (v/v).
Nastepnie probki odwirowano przy 5 000 obr./min przez 15 minut (Janetzki T23). Gorng
wodna fazg¢ odrzucono, a do fazy organicznej dodano 1 ml wody. Po doktadnym wymiesza-
niu i odwirowaniu, jak wyzej, faze organiczng przepuszczono przez kapilare wypetniong
bezwodnym siarczanem sodu, a nastepnie odparowano w strumieniu azotu. Uwolnione
kwasy tluszczowe poddano konwersji do estrow metylowych. W tym celu do uwolnionych
kwasow thuszczowych dodano 350 ul roztworu 0,02 M trimetylosililodiazometanu (TMSD)
w heksanie oraz 350 pl roztworu 20% metanolu w acetonie. Po doktadnym wymieszaniu
probki inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 min, a nast¢pnie wysuszono w stru-

mieniu azotu.
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Estry metylowe kwaséw tluszczowych przeksztatcono w trimetylosililowe pochodne
dodajac 30 ul roztworu HMDS (1,1,3,3,3-Hexamethyldisilazane): TMCS (Trimethylchloro-
silane):pirydyna w proporcjach obj¢tosciowej 3:1:9 (v/v/v) (SYLON HTP, Sigma Aldrich).
Kwasy tluszczowe w formie estréw metylowych analizowano za pomoca chromatografii
gazowo-cieczowej sprzgzonej ze spektrometrig mas (GC/MS; Agilent 7890A-5975C z ko-
lumng kapilarng HP-5ms).

3.11. Izolacja weglowodanow z preparatow LPS

Do 2 mg preparatow LPS dodano 1 ml 2 M kwasu trifluorooctowego (TFA) i inkubo-
wano w temperaturze 100°C przez 4 godziny w termobloku (Labnet D1301). Po odparowa-
niu TFA w strumieniu azotu, reszty aminocukrow poddano N-acetylacji. W tym celu do
probek dodano 200 pl bezwodnego metanolu, 40 pl pirydyny oraz 4 pl bezwodnika octo-
wego i pozostawiono w temperaturze pokojowej do nastepnego dnia. Po 24 godzinach
probki wysuszono w strumieniu azotu. Redukcje grup aldehydowych cukréw do grup hy-
droksylowych przeprowadzono przez dodanie do preparatow 300 pl 1 M amoniaku
i szczypty borodeuterku sodu (NaBD4) i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 18
godzin. W celu usunig¢cia boranow, probki zostaly poddane trzykrotnej destylacji z 5% kwa-
sem octowym w metanolu. Po uprzednim wysuszeniu, probki poddano peracetylacji w celu
uzyskania octanéw alditoli. Do preparatow dodano 150 pl bezwodnika octowego 1 150 pl
pirydyny, inkubowano w 100°C przez 20 minut, po czym mieszanin¢ odparowano w stru-
mieniu azotu. Nastepnie do probek dodano 5 ml wody i1 500 pl chloroformu. Po doktadnym
wymieszaniu probki odwirowano przy 5000 obr./min przez 15 minut. Faze organiczng prze-
puszczona przez kapilare wypetniong bezwodnym siarczanem sodu. Cukry w formie octa-
néw alditoli analizowano z wykorzystaniem chromatografii gazowo-cieczowej sprzezonej

ze spektrometrig mas (GC/MS).

3.12. Chromatografia gazowo-cieczowa sprzezona ze spektrometria mas
(GC/MS)

Estry metylowe kwasow tluszczowych oraz cukry w formie octandéw alditoli analizo-
wano za pomocg chromatografu gazowego Agilent Technologies 7890AGC sprzgzonego ze
spektrometrem masowym (XL). Spektrometr masowy wyposazony byt w kolumne HP-5MS
(Hewlett Packard) o nastepujacych wymiarach: 30 mm x 0,25 mm. Analiz¢ kwaséw i cu-

krow przeprowadzono przy nastgpujacym programie temperaturowym: pierwsze 5 minut
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w 150°C, po czym temperatura wzrosta do 310°C (z szybkoscig 5°C /min) i utrzymywana
byta przez 10 minut. Rozdziaty przeprowadzono w strumieniu helu, ktory petnit funkcje
gazu no$nego przeptywajacego przez uklad ze stalg predkoscig 1 ml/min Wyniki analizy
zapisano w programie MS Data Analysis.

Analize estrow metylowych kwasow tluszczowych oraz octandw alditoli przeprowa-
dzono przez poréwnanie ich czasow retencji z tymi dla standardow oraz na podstawie cha-
rakterystycznej fragmentacji na widmach masowych. W spektrach estrow metylowych na-
syconych kwasow ttuszczowych dominowat jon m/z=74, ktory powstat z przegrupowania
McLafferty’ego (Odham i Stenhagen, 1972) oraz jon m/z=87, ktéry powstat w wyniku ro-
zerwania wigzania w pozycji miedzy trzecim, a czwartym atomem wegla w czgsteczce. Estry
metylowe 3-hydroksy kwasow ttuszczowych byly identyfikowane na podstawie obecnosci
charakterystycznego jonu m/z=175 oraz [M-15]" umozliwiajgcego okreslenie dtugosci tan-
cucha. W spektrach masowych octanow alditoli wystepowatly jony reprezentujace produkty
eliminacji kwasu octowego z jondw molekularnych, jony powstajace podczas rozpadu wig-
zan C-C w lancuchu alditoli, a takze jony wtorne powstajace w wyniku eliminacji kwasu
octowego (60 u) lub ketenu (42 u). Wzgledng zawartos$¢ sktadnikéw obliczono na podstawie

pol powierzchni pikow chromatograficznych.

3.13. Rozdzial LPS na frakcj¢ wysokoczasteczkowq i niskoczasteczkowg
na kolumnie G50

Do oczyszczonych preparatow LPS dodano 8 ml buforu octanowego o pH 4,4 [0,1 M
kwas octowy 30,5 ml; 0,1 M octan sodu 19,5 ml; woda MQ 50 ml] 1 inkubowano w 100°C
przez 4 godziny. Po hydrolizie material pozostawiono w temperaturze 4°C do nast¢pnego
dnia w celu wytracenia lipidu A. Nastepnie probki odwirowano przy 12 500 obr./min przez
30 minut (Sigma 6-K16S). Otrzymano osad zawierajacy lipid A oraz supernatant, w ktorym
zawieszona byta cze$¢ polisacharydowa LPS. Supernatant zageszczono na wyparce do ob-
jetosci okoto 1 ml i naniesiono na kolumne chromatograficzng wypetniong ztozem Sephadex
G-50 (Bio-Rad). Zebrane frakcje oznaczono kolorymetrycznie (Dubois i in., 1956). W tym
celu pobrano 125 pl probki, 150 pl 5% fenolu oraz 750 pl 75% H2SO4. Zawarto$¢ probowek
doktadnie wymieszano i inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 75°C przez 30 minut.
Po ostudzeniu materiat przeniesiono do studzienek 96-dotkowej ptytki titracyjnej. Nastepnie
za pomocg czytnika ptytek ELISA odczytano absorbancje przy dtugosci fali 490 nm (czytnik
Biogenet ASYS UVM 340). Oznaczenia zawartosci cukrow w poszczegdlnych frakcjach
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przeprowadzono z wykorzystaniem uprzednio sporzadzonej krzywej wzorcowej. Do przy-
gotowania krzywej wzorcowej wykorzystano roztwor glukozy o stezeniu 1 mg/ml.

Frakcje zawierajace polisacharyd zamrozono w cieklym azocie, zliofilizowano i zwa-
zono (Tabela 3). Nastepnie materiat rozpuszczono w 1 ml 99% tlenku deuteru - D20
(Sigma-Aldrich) i liofilizowano w celu zastgpienia wszystkich wymienialnych protonéw.
Schemat postepowania powtorzono trzykrotnie. Frakcje polisacharydowe byty analizowane
za pomocg spektroskopii magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR, Nuclear Magnetic
Resonance). Probki polisacharydu poddano O-deacetylacji w 12% amoniaku przez 3 go-

dziny w temperaturze 60°C 1 ponownie analizowano za pomocg NMR.

Tabela 3 Masa oczyszczonego LPS szczepow dzikich, mutantow i komplementantow L. pneu-
mophila poddana ostrej hydrolizie w buforze octanowym oraz masa uzyskanego
polisacharydu po rozdziale na kolumnie G50.

Masa oczyszczonego

Nazwa szczepu LPS [mg] Masa polisacharydu [mg]
Heysham-1 56,8 15,0
T6-K13 38,5 10,0
T24-K6-1 53,4 14,0
130b 39,7 9,0
16D12 39,7 9,0
pJBBORFS 28,5 6,6

3.14. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)

Widma NMR rejestrowano przy uzyciu spektrometru Bruker Avance 111 700 MHz
w temperaturze 48°C. Widma 1D (*H) i 2D (homojadrowe H-'H COSY, H-'H TOCSY
i 'H-'H ROESY oraz heterojadrowe *H-13C HSQC i H-*C HMBC) rejestrowano przy uzy-
ciu standardowego oprogramowania Brukera. Wysokoczgsteczkowe frakcje polisacharydow
rozpuszczono w 0,6 ml 99,9% D0. Jako standard wewnetrzny zostat uzyty aceton (6 H
2,225; 5 C 31,45).
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3.15. Metody biofizyczne

3.15.1. FLIM

Badania mikroskopowe oddziatywania szczepow L. pneumophilia z A. castellanii oraz
z makrofagami linii THP-1 przeprowadzono przy uzyciu mikroskopii obrazowania czasowo-
rozdzielczego FLIM oraz wykorzystaniu zjawiska bezpromienistego przekazu energii, ktore
umozliwiajg precyzyjne okreslenie odlegtosci pomiedzy oddzialywujacymi czasteczkami
w skali nano.

Do analizy FLIM przygotowano zawiesing badanych szczepdéw w wodzie MQ (po 100
ul zawiesiny, ODgoo=0,2), a nastepnie inkubowano ja z 5 uM barwnikiem fluorescencyjnym
SYTO 9 w 50 mM buforze Tris o pH 7,0 (Thermo Fisher Scientific) w temperaturze 20°C
przez 10 minut. Zawiesing bakterii wirowano przy 5000 x g przez 10 minut, a nast¢gpnie
komorki czterokrotnie przemyto wodg. Zawiesing komorek w objetosci 10 pl nanoszono na
szkietko nakrywkowe pokryte polilizyng i natychmiast poddano analizie mikroskopowe;.
Zawiesing badanych szczepéw w wodzie MQ (po 100 pl zawiesiny, ODgo0o=0,2) inkubowano
przez 5 minut w temperaturze 20°C z prodanem [6-propionylo-2-dimetyloaminonaftalen]
(Merck). Nastgpnie wybarwione bakterie odwirowano i czterokrotnie przeptukano w wodzie
MQ, jak opisano powyzej.

Kinetyke interakcji migdzy bakteriami L. pneumophila, a komorkami gospodarza okre-
$lono metoda spektroskopii FRET (Férster Resonance Energy Transfer) z uzyciem mikro-
skopowego systemu fluorescencji konfokalnej MicroTime 200 (PicoQuant GmbH, Niemcy).
Bakterie L. pneumophila znakowane barwnikiem SYTO 9 dodano do komorek A. castellanii
lub makrofagow THP-1 znakowanych biekitem Nilu (NB) (3 ul) w dawce 20 MOI lub 50
MOI. Prébki umieszczono na specjalnych niefluorescencyjnych szkietkach nakrywkowych
(Menzel-Glaser) pokrytych polilizyng i natychmiast poddano analizie. Impulsowe wigzki
wzbudzajacego swiatla laserowego (470 nm dla czasteczek donora energii wzbudzenia elek-
tronowego oraz 635 nm dla akceptora energii) byty kierowane do probki przez lustro di-
chroiczne (ZT470/488/640/RPC), a nastgpnie przez obiektyw o duzej wartosci apertury nu-
merycznej 60x (NA 1.2). Emisja $wiatta fluorescencyjnego wzbudzonych czasteczek byla
zbierana przy uzyciu detektora w systemie konfokalnym poprzez przestong o $rednicy 50
um. Sygnaty emisji pochodzace z serii probek znakowanych fluorescencyjnie donorem

(SYTO 9), akceptorem (NB) lub para donor-akceptor byty rozdzielane przy uzyciu dichro-
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icznego rozdzielacza wigzki (620 dcxxr) i filtrowane widmowo przez filtry pasmowo prze-
puszczalne (520/35 dla donora) 1 (690/70 dla sygnatu pochodzacego od akceptora energii)
umieszczone oddzielnie przed dwoma, identycznymi fotodetektorami lawinowymi (t-
SPAD). Lasery pracujace w trybie impulsowym byty elektronicznie opdznione wzgledem
siebie (o0 50 ns) umozliwiajac selektywne wzbudzanie obydwu znacznikéw. Wzbudzenie
laserem czerwonym inicjowato fluorescencje czasteczki akceptora, podczas gdy wzbudzenie
czasteczki donora (laserem o dlugosci fali 470 nm) powodowato emisj¢ pochodzacy z cza-
steczki donora, badz transfer energii i w efekcie emisje z czasteczki akceptora. Detekcje
fotonéw prowadzono w trybie skorelowanego w czasie zliczania pojedynczych fotondéw
przy uzyciu karty pomiarowej TimeHarp 400. Rozdzielczo$¢ czasowa zanikéw fluorescencji
zostala ustawiona na 16 ps. Dane analizowano za pomocg pakietu oprogramowania Sym-
PhoTime (v. 2.3) (PicoQuant). Zaniki intensywnosci I(t) dla kazdej probki zostaty dekon-

woluowane przy uzyciu modelu wielowyktadniczego z funkcja odpowiedzi aparatury:

()= ;aiea:p (—Ti)

gdzie 7j to charakterystyczne czasy zaniku fluorescencji, a ai to czynniki przedwyktadnicze

(amplitudy). Sredni czas zycia obliczono na podstawie wzoru wazonego amplituda:

- ZE Q;T;
pIe?

Nastepnie obliczono $rednig efektywnos$¢ transferu energii wzbudzenia elektrono-

()

wego Et wedtug wzoru:

(TDa)
Er=1——"—

(D)
gdzie <1pa> 1 <1p> to Srednie czasy zycia donoréw wyrazone amplitudg odpowiednio:
W obecnosci 1 nieobecnosci akceptora. Wydajnos$¢ transferu energii zostala obliczona dla
wszystkich punktow pomiarowych obrazu i przedstawiona w postaci rozktadu na odpowied-
nich histogramach i obrazach kodowanych kolorami.

Odlegtos¢ rzeczywistg znacznikow donor-akceptor obliczono przy wykorzystaniu od-

legtosci Forstera (Ro) wyrazonej wzorem (Lakowicz, 2010):
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1

Ry =8.79 x 10°[Qpr’n T (N)] ©

gdzie Qp to wydajnos¢ kwantowa fluorescencji donora przy braku akceptora (Qp = 0,58 dla
SYTO 9 wyznaczona w plynie fizjologicznym), «? to wspotczynnik orientacji (tutaj 2/3),
N to wspdlczynnik zatamania osrodka (n =1,33), a J(A) to catka naktadania si¢ widm absorp-
cji akceptora i emisji donora energii wzbudzenia elektronowego, wyrazona w jednostkach

M-1cm?®:

_ JFp(N)ea (M) Xdr

TN [Fp (X dA

Fpo(L) oznacza intensywnos¢ fluorescencji donora, €a(A) to wspdtczynnik ekstynkcji akcep-
tora wyrazony w jednostkach M*cm™, a A to dtugos¢ fali, wyrazona w jednostkach cm.
W oparciu o widma rejestrowane w stanie stacjonarnym oraz molowy dziesi¢tny wspotczyn-
nik ekstynkcji dla NB (18000 Mt cm™), odlegtosé¢ Forstera (Ro) pary donor-akceptor SYTO

9-NB wynosi 37 A lub 39,5 A w zalezno$ci od zastosowanego buforu.

3.16. Metody biologiczne

3.16.1. Test adhezji L. pneumophila do komérek A. castellanii oraz makro-
fagow linii THP-1

Hodowle makrofagéw/ameb o gestosci 2 x 10° komoérek/ml rozlano po 1 ml do dotkow
sterylnej plytki 24-dotkowej przeznaczonej do hodowli adherentnej (Falcon). Nastgpnie ho-
dowle preinkubowano z 10 uM cytochalazyng B w DMSO (Sigma-Aldrich), w celu zablo-
kowania fagocytozy. Hodowle inkubowano przez 2 godziny w 35°C. Po tym czasie do ko-
morek makrofagéw/ameb dodano ptynng hodowle poszczegolnych szczepow bakteryjnych
w dawce 20 MOI. W celu zsynchronizowania procesu infekcji hodowle makrofagow/ameb
zakazong bakteriami odwirowano przy 300 x g przez 5 minut (Sigma 6-16KS), a nastepnie
inkubowano przez 30 minut w 35°C. W kolejnym etapie zebrano ptyn hodowlany i trzy-
krotne przeptukano dotki 1 ml jatowego ptynu PBS w celu usunigcia bakterii niezwigzanych
z komoérkami eukariotycznymi. Komorki zlizowano 0,01% roztworem Triton X-100, a uzy-

skang zawiesing po rozcienczeniu wysiano na podtoze BCYE i inkubowano w temperaturze

69



Materialy i metody

37°C przez 3 dni w wilgotnej atmosferze wzbogaconej w 5% CO2 (ESCO CellCulture Incu-
bator). Liczbe zaadsorbowanych bakterii okreslono na podstawie stosunku miana bakterii,
ktore ulegly adhezji do makrofagoéw/ameb do miana bakterii wysianych z wyjsciowych roz-

cienczen hodowli.

3.16.2. Test infekcji A. castellanii i makrofagow linii THP-1 przez L. pneu-

mophila

Bakterie w dawce 20 MOI dodano do hodowli komoérek makrofagow/ameb (gestosé
hodowli 2 x 10° komérek/ml) i inkubowano przez 2 godziny w 37°C. Nastgpnie komorki
przeptukano 1 ml roztworu PBS oraz dodano gentamycyne (100 pg/ml) i inkubowano przez
godzing w temperaturze 37°C, w celu zabicia bakterii, ktore nie ulegty sfagocytowaniu przez
komorki eukariotyczne. Komorki poddano lizie 0,01% roztworem Triton X-100, a nastepnie
wysiewano na podtoze BCYE w ustalonych punktach czasowych (0, 24, 48, 72 godzin).
W doswiadczeniu uwzglgdniono jednorazowa wymiang ptynu hodowlanego RPMI 1640 su-
plementowanego 10% inaktywowang cieplem surowicg cielgca, bez dodatku antybiotykow
oraz ptynnego podtoza PYG, kazdego dnia trwania do§wiadczenia w zakazonych hodow-
lach, odpowiednio komoérek linii THP-1 oraz A. castellanii. Liczbe bakterii infekujacych
komorki gospodarza ustalono na podstawie obliczenia miana bakterii uwolnionych z zaka-

zonych hodowli w 0, 24, 48 1 72 godzinie trwania infekcji.

3.16.3. Test inwazji A. castellanii i makrofagéw linii THP-1 przez L. pneu-

mohila

Szczepy bakteryjne z 3-dniowej hodowli na podtozu BCYE zostaly zebrane za pomoca
ezy i odwirowane w ptynie PBS (1500 obr./min, 5 min, Sigma 6-K16S), a nastepnie bar-
wione 0,3 mM rodaming B (Sigma-Aldrich) przez 25 minut na wytrzasarce laboratoryjne;j
(10 obr./min; wytrzasarka orbitalna Biogenet PSU-20i). Nastepnie bakterie 4-krotnie ptu-
kano w ptynie PBS. Do hodowli makrofagéw/ameb o gestosci 2 x 10° komérek/ml dodano
wybarwione bakterie 1 inkubowano w 37°C przez 1 godzing. Po dwukrotnym przemyciu
niezwigzanych bakterii 1 ml roztworu PBS, do komodrek dodano 4% roztwor paraformalde-
hydu (PFA) w celu utrwalenia preparatow i pozostawiono w temperaturze 4°C przez 24 go-
dziny. Nastepnie PFA usuni¢to przez przemycie PBS zawierajacym 50 mM glicyng, a do
preparatow dodano 10% N-hydroksysukcynimid (NHS, N-Hydroxysuccinimide) w buforze
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Sorensena. W kolejnym etapie bakterie wyznakowano I-rzgdowymi poliklonalnymi prze-
ciwciatami kroliczymi IgG anty-L. pneumophila (Abcam; ab20943, 4 mg/ml) sprz¢zonymi
z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC, Fluorescein Isothiocyanate) i inkubowano z komor-
kami gospodarza w 37°C przez 30 minut. Nast¢pnie przeprowadzono znakowanie II-rzedo-
wymi kozimi przeciwcialami specyficznie wigzacymi si¢ z IgG (Alexa Fluor, ab150077,
2 mg/ml) oraz 30-minutowsg inkubacj¢ z komérkami gospodarza w 37°C. Proces inwazji ko-
morek ameb oraz makrofagdéw linii THP-1 przez badane szczepy L. pneumophila obserwo-
wano w laserowym mikroskopie konfokalnym (Zeiss Axiovert 200M) (pow. 630x). Dla kaz-
dego szczepu analizowano co najmniej 50 komoérek ameb/makrofagdéw i okreslono stosunek
bakterii wewnatrzkomorkowych do catkowitej liczby bakterii zwigzanych z komoérkami za

pomoca roznicowego barwienia immunofluorescencyjnego.

3.16.4. Test adhezji L. pneumophila do komérek linii A549 i BEAS-2B

Zawiesing hodowli komoérek linii nablonkowych A549 i BEAS-2B o gestosci 2 x 10°
komorek/ml w odpowiednim plynie hodowlanym rozlano po 1 ml do dotkéw sterylnej de-
dykowanej do hodowli komoérek adherentnych ptytki 24-dotkowej (Falcon). Nast¢pnie ho-
dowle preinkubowano z 10 uM cytochalazyng B w DMSO (Sigma-Aldrich) przez 2 godziny
w 35°C, po czym do komérek dodano ptynng hodowle badanych szczepoéw bakteryjnych w
dawce infekcyjnej 100 MOI. W celu synchronizacji procesu infekcji zakazone hodowle od-
wirowano przy 300 x g przez 5 minut (Sigma 6-16KS), a nast¢pnie inkubowano przez 2
godziny w 35°C. Kolejnym etapem byto zebranie ptynu hodowlanego i trzykrotne przeptu-
kanie dotkéw 1 ml jalowego ptynu PBS celem usunig¢cia bakterii niezwigzanych z komor-
kami nabtonkowymi. Komérki poddano lizie 0,01% roztworem Triton X-100, a zawiesing
odpowiednio rozciefnczono 1 wysiano na podtoze BCYE. Posiewy o ustalonym rozciencze-
niu wykonano takze z wyjsciowych ptynnych hodowli szczepow bakteryjnych, wykorzysta-
nych do zakazania hodowli komorek gospodarza. Bakterie inkubowano w temperaturze
37°C przez 3 dni w wilgotnej atmosferze wzbogaconej w 5% CO, (ESCO Cell Culture In-
cubator). Na podstawie liczby wyrostych kolonii, uzytego rozciefczenia oraz objetosci wy-
sianej zawiesiny obliczono miano bakterii. Liczbe zaadsorbowanych bakterii okreslono na
podstawie stosunku miana bakterii, ktore ulegty adhezji do komorek linii A549 i BEAS-2B

do miana bakterii wysianych z rozcienczen wyjsciowych hodowli.
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3.16.5. Test infekcji komorek linii A549 i BEAS-2B przez L. pneumophila

Ptynne hodowle bakterii L. pneumophila w dawce 100 MOI dodano do hodowli komo-
rek linii A549 i BEAS-2B (gestos¢ hodowli 2 x 10° komérek/ml) i poddano 2-godzinnej
inkubacji w 37°C. Nastepnie komorki eukariotyczne przeptukano 1 ml roztworu PBS oraz
dodano gentamycyne¢ (100 pg/ml) i inkubowano przez 1 godzing w celu zabicia bakterii,
ktore nie wniknety do komorki gospodarza. Komoérki poddano lizie 0,01% roztworem Triton
X-100, a nast¢pnie wysiano na podtoze BCYE w ustalonych punktach czasowych trwania
infekcji (0, 24, 48, 72 godzin). W czasie kazdego dnia doswiadczenia jednorazowo wymie-
niano ptyn hodowlany stanowigcy mieszanine (1:3; v/v) roztworu PBS bez jonéw Ca?*
i Mg?* z 0,25% roztworem trypsyny z dodatkiem 0,02% EDTA (Biological Industries).
Liczbe bakterii infekujgcg komorki linii nablonkowych A549 i BEAS-2B ustalono na pod-
stawie obliczonego miana bakterii z zakazonych hodowli w 0, 24, 48 1 72 godzinie trwania

infekcji.

3.17. Badanie poziomu cytokin prozapalnych w plynie pohodowlanym ma-

krofagow linii THP-1 stymulowanych L. pneumophila

Zroznicowane komorki linii THP-1 zainfekowano bakteriami L. pneumophila szczep:
Heysham-1, T6-K13, T24-K6-1 oraz 130b, 16D12 i pJBBORF8 w dawce infekcyjnej 20
MOI i 100 MOIL. Po 30 minutach inkubacji w temperaturze 37°C w atmosferze wzbogacone;j
w COgo, bakterie, ktdre nie zostaty sfagocytowane przez makrofagi, zabito dodajac gentamy-
cyn¢ w stezeniu 100 mg/ml. Po 1 godzinie inkubacji z antybiotykiem komorki odwirowano
przy 1500 obr./min przez 5 minut. Nastepnie supernatant usuni¢to, makrofagi przeptukano
trzykrotnie ptynem PBS, po czym dodano 1 ml ptynu hodowlanego RPMI 1640 suplemen-
towanego 10% inaktywowang cieplem surowicg cieleca. Makrofagi bez dodatku bakterii
wykorzystano jako kontrolg negatywna. Po uptywie 4 godzin (dla okreslania poziomu TNF-
a, Tumour Necrosis Factor - alpha), 24 godzin (- IL-6, Interleukin-6) i 72 godzin (- IFN-y,
Interferon - gamma) inkubacji w temperaturze 37°C w atmosferze z dodatkiem CO, ko-
morki odwirowano przy 1500 obr./min przez 5 minut. Uzyskany supernatant zostat natych-
miast zebrany i przechowywany w temperaturze -80°C, do czasu oznaczenia st¢zenia cyto-

kin. Poziom TNF-a, IL-6 i IFN-y zmierzono metoda ELISA korzystajac z komercyjnego
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zestawu firmy Biorbyt Ltd wedtug zalecen producenta. Minimalne wykrywalne steZenia wy-
nosity 15,6 pg/ml oraz 4,69 pg/ml odpowiednio dla TNF-a i IFN-y oraz IL-6. Wszystkie

doswiadczenia zostaly wykonane w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

3.18. Badanie poziomu cytokin prozapalnych w komoérkach linii THP-1 in-

dukowanych LPS wyizolowanymi z komoérek L. pneumophila

Do zréznicowanych komorek linii THP-1 dodano LPS wyizolowany ze szczepdw
Heysham-1, T6-K13, T24-K6-1 oraz 130b, 16D12, pJBBORF8 w st¢zeniu 500 oraz 1000
ng/ml. Pomiar poziomu indukcji cytokin (TNF-a, IL-6, IFN-y) zostal wykonany w analo-
giczny sposob do schematu postepowania wykorzystanego w badaniu poziomu cytokin pro-

zapalnych w komérkach linii THP-1 stymulowanych calymi komoérkami L. pneumophila.
3.18.1. Oznaczenie poziomu TNF-a

Do 96-dotkowej ptytki zestawu komercyjnego pokrytej immobilizowanym przeciw-
cialem specyficznym dla TNF-a dodano standardowe roztwory przeznaczone do przygoto-
wania krzywej kalibracyjnej (zakres stezen od 15,6 pg/ml do 1000 pg/ml) oraz badane proby
(100 pl na dotek). Ptytke inkubowano w 37°C przez 90 minut. Nastgpnie usuni¢to zawartos$¢
dotkow, dodano do nich po 100 ul biotynylowanego przeciwciata anty-TNF-ao 1 inkubowano
w 37°C przez 1 godzing. Ponownie usuni¢to zawartos¢ dotkow i 3-krotnie przeptukano pty-
nem PBS. Kolejnym etapem byto dodanie do kazdego z dotkéw po 100 pl kompleksu awi-
dyna/biotyna sprzg¢zonego z enzymem peroksydazg chrzanowa (ABC-HRP, Avidin-Biotin-
Complex - Horseradish Peroxidase) i inkubacja w 37°C przez 30 minut. W celu usuniecia
niezwigzanego kompleksu ABC-HRP dotki zostaty 5-krotnie przeptukane ptynem PBS. Na-
stepnie nanoszono substrat dla peroksydazy, w celu wywotania reakcji barwnej. Chromo-
gennym substratem byta tetrametylobenzydyna (TMB, Tetramethylbenzidine), ktora w wy-
niku reakcji utleniania prowadzita do powstania produktu o niebieskim zabarwieniu. Inku-
bacje z TMB prowadzono bez dostepu swiatla przez 20 min w 37°C, po czym zatrzymano
reakcje¢ dodajac 2 N kwas siarkowy, prowadzacy do gwaltownej zmiany zabarwienia zawar-
tosci dotkéw na kolor zo6tty. W ciggu 30 minut po zahamowaniu reakcji odczytano ekstynk-
cj¢ przy uzyciu czytnika do mikroptytek Biogenet ASYS UVM 340 przy dtugosci fali A=450

nm.
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3.18.2. Oznaczenie poziomu IL-6

W te$cie immunoenzymatycznym stuzacym do pomiaru st¢zenia IL-6 w badanych
probkach wykorzystano przeciwciata specyficzne dla ludzkiej IL-6, immobilizowane na 96-
dotkowej ptytce titracyjnej, do ktorej dodano standardowe roztwory przeznaczone do przy-
gotowania krzywej kalibracyjnej (zakres stezen od 3,9 pg/ml do 250 pg/ml) oraz badane
proby (100 pl na dotek). Po 90 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej usuni¢to za-
warto$¢ dotkdéw oraz 3-krotnie przeptukano je ptynem PBS. Nastepnie dodano po 100 pl
biotynylowanego przeciwciata anty-1L-6 i inkubowano w 37°C przez 1 godzing. Ponownie
usuni¢to zawarto$¢ dotkéw i 3-krotnie przeptukano je ptynem PBS w celu wyeliminowania
niezwigzanych biotynylowanych przeciwcial. Nastgpnie dodano do kazdego z dotkéw po
100 pl streptawidyny sprzezonej z peroksydaza chrzanowg i inkubowano w 37°C przez 45
minut. Po usunigciu zawartosci dotkéw oraz 5-krotnym przeptukaniu ptynem PBS dodano
do nich substrat dla peroksydazy — TMB, po czym inkubowano bez dostepu $§wiatta przez
30 minut w 37°C. Nastepnie przerwano reakcje poprzez dodanie 2 N kwasu siarkowego,
W wyniku czego nastgpita nagla zmiana zabarwienia zawartosci dotkow z niebieskiej na
z0tta. W ciggu 30 minut po zahamowaniu reakcji odczytano ekstynkcje przy uzyciu czytnika

do mikroptytek Biogenet ASYS UVM 340 przy dtugosci fali A=450 nm.
3.18.3. Oznaczenie poziomu IFN-y

Do 96-dotkowej ptytki titracyjnej pokrytej immobilizowanym przeciwciatem specy-
ficznym dla IFN-y dodano standardowe roztwory do przygotowania krzywej kalibracyjnej
(zakres stezen od 12,5 pg/ml do 400 pg/ml), badane proby oraz drugorzedowe, biotynylo-
wane przeciwciata anty-1FN-y. Ptytke inkubowano w temperaturze pokojowej (18°C - 25°C)
przez 2 godziny. Nastepnie poprzez 3-krotne przeptukanie dotkéw plynem PBS usunigto
niezwigzane drugorzedowe przeciwciata. Kolejnym etapem bylo dodanie streptawidyny
sprzgzonej z peroksydaza chrzanowg oraz inkubacja w temperaturze pokojowej (18°C -
25°C) przez 30 minut. Po ponownym 3-krotnym przeptukaniu dotkow dodano do nich sub-
strat TMB 1 inkubowano bez dostepu $wiatta w temperaturze pokojowej przez 15 minut.
Nastepnie w celu zahamowania przebiegu barwnej reakcji do dotkéw dodano 2N kwas siar-
kowy, po czym odczytano ekstynkcje przy pomocy czytnika do mikroptytek Biogenet ASY'S
UVM 340 przy dtugosci fali A=450 nm.
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3.18.4. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki wyrazono jako wartos$¢ srednig wraz z odchyleniem standardowym
dla trzech niezaleznych doswiadczen, z ktorych kazde zostalo wykonane w trzech powto-
rzeniach. Wyniki byly analizowane statystycznie za pomoca jednoczynnikowego testu
ANOVA, testu post hoc Tukey’a oraz testu t-Studenta (STATISTICA software version 13.3,
StatSoft Inc., Tulsa, OK., USA). Wartosci P < 0.05 przyjeto jako istotne statystycznie.
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IV WYNIKI BADAN

4.1. Analiza struktury LPS L. pneumophila

4.1.1. Elektroforeza SDS-PAGE

Heterogenno$¢ preparatow LPS uzyskanych z calych komoérek bakteryjnych
L. pneumophila trawionych enzymatycznie wg metody opisanej przez Apicella i wsp.
(Apicellaiin., 1994) oraz preparatow LPS wyizolowanych z masy bakteryjnej 45% fenolem
w wodzie (Westphal 1 Jann, 1965) sprawdzano za pomoca elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym (SDS-PAGE). Markerem molekularnym umozliwiajacym przyblizone
okres$lenie mas migrujacych prazkow byl preparat LPS Salmonella enterica serowar
Typhimurium.

Profile elektroforetyczne LPS szczepoéw: Heysham-1, mutanta T6-K13 oraz
komplementanta T24-K6-1 nie wykazaty znaczacych roznic (linia 2, 4, 6) (Ryc. 10).
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Ryc. 10 Rozdziat elektroforetyczny SDS-PAGE lipopolisacharydow wyizolowanych
z komorek metodg Apicella i in. (LPS-A) oraz wyizolowanych metodq (45% roztwor
fenolu w wodzie, LPS-WJ) ze szczepu dzikiego Heysham-1, mutanta T6-K13 oraz
komplementanta T24-K6-1. Studzienka: 1 — LPS Salmonella enterica serowar
Typhimurium (1 ug), wzorzec, 2 — LPS-A Heysham-1 (4 ug), 3 — LPS-WJ Heysham-
1—-(08ug), 4—LPS-AT6-KI3 - (4 ug), 5— LPS-WJ T6-K13 - (0,8 ug), 6 — LPS-A
124-K6-1 - (4 ug), 7— LPS-WJ T24-K6-1 - (2 ug).

76



Wyniki

W preparatach LPS badanych szczepdéw w zakresie masy powyzej 3,5 kDa w szczepie
dzikim 1 w komplementancie widoczny jest prazek, ktéory nie wystepuje na
elektroforegramie mutanta T6-K13 (linia 3, 5, 7). Ta nieznaczna réznica moze by¢ wynikiem
zmian strukturalnych LPS lub natozenia na Zel mniejszej ilosci preparatu LPS-WJ T6-K13
w porownaniu do dwu pozostalych (LPS-WJ Heysham-1 1 T24-K6-1). Obrazy rozdzialu
elektroforetycznego preparatow LPS uzyskanych wg procedury Apicella zawierajg wigcej
ostro zarysowanych pojedynczych prazkow. Prazki te mogg reprezentowaé biatka lub
lipobiatka, ktore nie ulegaja trawieniu lub ich trawienie nie bylo pelne w warunkach
opisanych w pracy Apicella i wsp. (Apicella i in., 1994).

Poréwnanie profilow elektroforetycznych szczepu dzikiego L. pneumophila 130b,
mutanta 16D12 oraz komplementanta pJBBORF8 wskazuje, ze prazek, ktoéry wyraznie
wida¢ w okolicach masy 4,4 kDa w LPS-A 16D12 jest zdecydowanie bardziej intensywny
w poréwnaniu do odpowiednich prazkéw LPS-A szczepu dzikiego i komplementanta (linia

2,4, 6) (Rye. 11).

~12kDa —

~7kDa — . .

~53kDa —

BB s — D = - -
1 2 3 4

Ryc. 11 Rozdzial elektroforetyczny SDS-PAGE  lipopolisacharydow wyizolowanych

z komorek metodg Apicella i in. (LPS-A) oraz wyizolowanych metodq (45% roztwor
fenolu w wodzie, LPS-WJ) ze szczepu dzikiego 130b, mutanta 16D12 oraz
komplementanta pJBBORFS. Studzienka: 1 — LPS Salmonella enterica serowar
Typhimurium (1 ug) wzorzec, 2 — LPS-A 130b (4 ug), 3 — LPS-WJ 130b — (0,5 ug),
4—LPS-A16D12 - (4 ug), 5— LPS-WJ 16D12 - (2 ug/1 uL), 6 — LPS-A pJBBORF§
- (4 ng), 7— LPS-WJ pJBBORFS - (1 ug).
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W profilu elektroforetycznym LPS-WJ izolowanego z mutanta 16D12 nie wystepuje
prazek, ktory w LPS-WJ szczepu dzikiego 1 komplementancie widoczny jest tuz powyzej
masy 3,5 kDa. Mutant 16D12 nie wytwarzat lub wytwarzal jedynie niewielkie ilo$ci
wysokoczasteczkowej frakcji LPS (powyzej 12 kDa), ktora wystepowata w szczepie dzikim

130b oraz w komplementancie pJBBORFS (linia 3, 5, 7).
4.1.2. Sklad kwaséw tluszczowych LPS L. pneumophila

W nastepnym etapie badan przeprowadzono analize sktadu kwasoéw ttuszczowych
LPS, wyizolowanych metodg 45% fenol w wodzie, szczepéw dzikich Heysham-1 i 130b
oraz mutantow T6-K13 i 16D12, a takze szczepoéw komplementacyjnych T24-K6-1 i pJB-
BORFS8.

LPS badanych szczepow L. pneumophila charakteryzowat si¢ duzg r6znorodnos$cia 3-
hydroksykwasow, ktore zawieraty zarowno proste, jak i rozgat¢zione tancuchy (izo, anteizo)
o dlugosci od 12 do 22 atomow wegla w czasteczce. Wrod tych kwasow dominowaty: roz-
galeziony 3-OH 14:0 oraz 3-OH 20:0. Sposrod nasyconych kwasow tluszczowych w naj-
wiekszej ilosci wystepowaty kwasy 16:0 rozgateziony oraz o prostym tancuchu. W bada-
nych preparatach wystgpowaty rowniez dtugotancuchowe kwasy thuszczowe: 27-0kso-okta-
kozanowy [28:0(27-0kso0)], heptakozano-1,27-diowy (27:0-diowy) oraz nonakozano-1,29-
diowy (29:0-diowy) (Tabela 4).

Tabela 4 Wzgledna zawartosé (%) kwasow ttuszczowych wystepujgcych w LPS szczepow

L. pneumophila.

= - T
(¢"]
Czas P ; N = = g
= i S
. © A ~ = Nt o
Retencji Kwas tluszczowy =] =™ ) ) ~
R - =
(min)
Wzgledna zawarto$¢ [%]
10,07 14:0 1 1 1 1 1 1
11,18 3-OH 12:0 1 tr 1 1 1 1
12,39 al5:0 5 2 4 5 4 4
13,01 n15:0 1 1 1 tr tr 1
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14,32 br16:0 24 25 25 12 18 13
14,51 br3-OH 14:0 11 7 10 4 9 4
15,07 n16:0 10 13 9 9 12 10
15,24 3-OH 14:0 2 1 2 1 2 1
16,33 i17:0 1 1 1 1 1 1
16,49 al7:0 6 6 6 6 8 6
16,61 3-OH 15:0 tr tr tr tr 1 tr
17,05 n17:0 2 2 2 1 1 1
17,74 br2,3-di-OH 14:0 2 tr 2 1 2 1
18,39 2,3-di-OH 14:0 1 tr 1 1 tr 1
18,92 18:0 5 8 6 10 10 10
20,73 19:0 1 1 1 1 1 1
22,43 20:0 6 7 7 6 2 5
23,99 3-OH 19:0 1 1 1 tr tr tr
24,07 21:0 1 1 1 tr 1 1
24,95 3-OH 20:0 tr tr tr tr 1 tr
25,52 br3-OH 20:0 5 7 6 4 9 5
25,70 22:0 1 1 1 1 tr 1
27,01 br3-OH 21:0 1 2 1 1 1 1
27,05 3-OH 21:0 tr 2 tr tr tr tr
27,96 br3-OH 22:0 tr 1 tr tr 1 tr
28,48 3-OH 22:0 1 2 1 tr 2 1
36,65 28:0(27-0kso) 4 2 4 18 6 16
36,77 27:0-diowy 7 6 6 15 6 14
39,36 29:0-diowy tr tr tr 1 tr tr

Objasnienia: tr — Sladowa ilos¢, br — rozgaleziony tancuch, a — anteizo, i — izo, n — nierozgatgziony

lancuch.
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Szczep dziki Heysham-1 syntetyzowal 2-krotnie wigcej kwasu al15:0 (5%), 3-OH 14:0
(2%) i 28:0(270ks0) (4%) oraz o 4% wigcej rozgatezionego kwasu 3-OH 14:0 w por6wnaniu
do mutanta T6-K13 (7%). Szczep dziki wykazywat §ladowa zawarto$¢ kwasow 3-OH 21:0
oraz br 3-OH 22:0, ktére w mutancie T6-K13 stanowity odpowiednio 2% i 1% wszystkich
kwasow ttuszczowych. Szczep T6-K13 syntetyzowal wiecej o 3% kwasu n16:0 oraz n18:0
w porownaniu do szczepu dzikiego. Szczep T6-K13 charakteryzowat si¢ wystepowaniem
sladowej ilosci kwasow 3-OH 12:0, br 2,3-di-OH 14:0 oraz 2,3-di-OH 14:0, ktore w szcze-
pie dzikim stanowily odpowiednio 1%, 2% oraz 1%. W porownaniu do mutanta szczep
Heysham-1 wyrdzniat si¢ wyzsza o 3% zawartoscig kwasow dtugotancuchowych: 28:0(27-
okso) i (27:0-diowy), ktore tacznie stanowily 11% wszystkich kwaséw obecnych w LPS
tego szczepu.

Szczep dziki 130b charakteryzowat si¢ okoto 2-krotnie nizszg zawarto$cig rozgatgzio-
nych kwasow 3-OH 14:0 (4%) oraz 3-OH 20:0 (4%) w poréwnaniu do mutanta 16D12, kto-
rych zawarto$¢ w tym szczepie wynosita 9%. Szczep 130b syntetyzowat o 6% mniej kwasu
br16:0 oraz 0 3% mniej kwasu n16:0 niz mutant 16D12. Szczep dziki zawierat 3-krotnie
wigcej kwasu 20:0 w poréwnaniu do mutanta 16D12. Szczep 130b wyrozniat si¢ wysoka
zawartoscig kwasow dlugotancuchowych: 28:0(27-0kso) i (27:0-diowy), ktore tacznie sta-
nowity 33% wszystkich kwasow obecnych w LPS tego szczepu. Mutant 16D12 charaktery-
zowat si¢ 3-krotnie mniejszg zawarto$cig kwasu 28:0(27-0kso) oraz 2,5-krotnie mnicjszg
iloscig kwasu 27-diowego w poréwnaniu do szczepu dzikiego.

Analiza poréwnawcza sktadu kwasoéw ttuszczowych LPS badanych szczepow wyka-
zata roznice ilo$ciowe migdzy szczepami dzikimi L. pneumophila i ich mutantami. Profil
kwasow ttuszczowych szczepéw komplementacyjnych byt zblizony do profilu szczepéw

dzikich L. pneumophila.
4.1.3. Sklad weglowodanow LPS L. pneumophila

Analiza cukrow w formie octandéw alditoli preparatow LPS badanych szczepdéw
L. pneumophila wykazata wystgpowanie nastgpujacych cukrow: glukozaminy (31%),
mannozy (28%), glukozy (15%), ramnozy (12%), chinowozaminy (12%), 2,3-diamino-2,3-
dideoksy-glukopizanozy (2%). Na chromatogramach wystgpowaly rowniez piki wskazujace
na produkty rozpadu kwasu legionaminowego. Dominujacym cukrem wszystkich
preparatow byta glukozamina, ktdéra stanowita 31% zawartosci cukrow. Preparaty LPS nie

wykazaty r6znic w zawarto$ci poszczeg6lnych cukrow.
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4.11.4. Struktura wysokoczasteczkowego polisacharydu L. pneumophila

Frakcje zawierajace wysokoczgsteczkowy polisacharyd szczepoéw dzikich L. pneu-
mophila (Heysham-1, 130b), mutantéw (T6-K13, 16D12) oaz szczepéw komplementacyj-
nych (T24-K6-1, pJBBORFS) uzyskane po rozdziale na kolumnie chromatograficznej G50
poddano analizie za pomocg spektroskopii NMR.

Profile widm protonowych magnetycznego rezonansu jadrowego ('"H NMR) polisa-
charydow szczepdéw Heysham-1, T6-K13 1 T24-K6-1 byty bardzo podobne (Rye. 12). Na
widmach zidentyfikowano sygnaty protonéw w zakresach charakterystycznych dla polisa-
charydow 1 ich niecukrowych podstawnikow: protonéw anomerycznych (6 4,5-5,2), tzw.
protonow z pier§cienia cukrowego (0 3,4-4,5), protonéw metylowych 6-deoksymonosacha-
rydow (6 1,1-1,3) oraz protonow grup metylowych z grup acetylowych (6 1,9-2,4). Wstepna
analiza widm '"H NMR w zakresie anomerycznym wykazata wysoka heterogenno$é polisa-
charydéw, o czym $wiadczy duza liczba sygnatow o réznej intensywnosci. Wystepowanie
heterogennosci polisacharyddéw potwierdzila rowniez duza liczba sygnatéw o ré6znym nate-
zeniu w zakresie charakterystycznym dla grup acetylowych (6 1,9-2,4). Ponadto stwier-
dzono duzg réznice w intensywnosci sygnatow protonow pierscienia cukrowego (pochodza-
cych od kwasu legionaminowego) w poréwnaniu z sygnalami z zakresu anomerycznego
(pochodzacych od monosacharydow tworzacych cze$¢ rdzeniowa), co potwierdzito, ze po-
lisacharyd ma stosunkowo duzg mase czasteczkowa. Bardziej szczegétowe poréwnanie ba-
danych polisacharydow wymagato rejestracji 1 analizy widm korelacyjnych (2D NMR),
ktére dostarczyly informacji o przesunigciach chemicznych sygnatéw protonow i atomow

wegla oraz ich wzajemnych polaczeniach.
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Ryc. 12 Widma 'H NMR (39°C, 700 MHz) polisacharydéw L. pneumophila szczepu:
A) Heysham-1; B) T6-K13; C) T24-K6-1. W lewym gornym rogu kazdego widma do-

tqczono powigkszony obszar anomeryczny.

Widmo HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence), dostarczajace informacji
o sprzezeniach '"H-'3C przez jedno wiazanie, zarejestrowane dla polisacharydu mutanta T6-
K13 potwierdzito wnioski wynikajace z analizy widm 'H NMR. Na widmie tym zidentyfi-
kowano charakterystyczne obszary pikéw krzyzowych pochodzacych od grup metylowych
(-CH3), grup metylenowych (-CHz), anomerycznych atoméw wegla i protondw oraz pozo-

statych atomow wegla 1 protonow z reszt cukrowych (Rye. 13).
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Rye. 13 Widmo HSQC NMR (39°C, 700 MHz) polisacharydu L. pneumophila szczepu T6-
K13. Zielone ramki grupujq piki krzyzowe z podobnych uktadéw 'H-3C. Wykres A)
Widmo prezentujgce piki krzyZowe jedynie z sygnatow protonowych o duzej inten-
sywnosci na widmie 'H NMR.
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W analizie najbardziej intensywnych sygnatow na widmie HSQC zarejestrowanym dla
polisacharydu mutanta T6-K13 zidentyfikowano pig¢ pikéw krzyzowych pochodzacych od
grup CH przy wartosciach: 1) & 4,057/72,6; 2) & 3,994/72,72; 3) & 3,920/67,91;
4) 63,913/55,43 1 5) 6 3,529/54,46, dwa piki krzyzowe jednej grupy metylenowej przy
0 2,635/1,630/39,51, jeden pik krzyzowy grupy metylowej przy 6 1,202/19,72, a takze kilka
pikow krzyzowych z grup acetylowych zawierajacych grupy metylowe (Rye. 13A). Na pod-
stawie widma TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) stwierdzono, ze wszystkie piki
krzyzowe (z wyjatkiem sygnaléw pochodzacych od grup acetylowych) naleza do jednego
uktadu spinowego. Widmo COSY (Correlation Spectroscopy) zostatlo wykorzystane do
okreslenia kolejnosci protondw w uktadzie spinowym poczawszy od grupy metylowej. Do-
datkowo widmo HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) dostarczajace informa-
cji o sprzezeniach 'H-'*C przez 2 i wiecej wigzan wykorzystano do przypisania dwéch
czwartorzgdowych atoméw wegla: C-2 i C-1, odpowiednio 6 101,87 i & 174,36. Warto$ci
przesuni¢¢ chemicznych sygnatow wszystkich atoméw wegla i protonow polisacharydu
okreslono na podstawie widm 2D NMR, mianowicie widm homokorelacyjncyh COSY

1 TOCSY oraz widm heterokorelacyjnych HSQC i HMBC (Tabela 5).

Tabela 5 Przesuniecia chemiczne protonéw - 'H oraz atoméw wegla - 3C okreslone na pod-
stawie widm 2D NMR (700 MHz) zarejestrowanych dla polisacharydu wyizolowa-
nego z mutanta T6-K13.

Przesunigcia chemiczne (ppm) 'H i 1*C

Reszta/ H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9
podstawnik Cl1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9
—4)-a-Legp- - - 2,635/1,630 4,057 3,529 3,994 3913 3,920 1,202

22— 174,36 101,87 39,51 72,06 54,46 72,72 5543 6791 19,72
N-acetylowy - 2,103

175,24 23,29
N-acetimidoi- - 2,264
lowa 167,73 20,11

Identyfikacje reszty cukrowej przeprowadzono poprzez poréwnanie wynikow analiz
spektroskopowych z danymi literaturowymi (Knirel 1 in., 1994; Knirel i in., 1996(a); Knirel

1 in., 1997; Edebrink 1 in., 1996). Wartosci przesuni¢¢ chemicznych sygnatow w widmie
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polisacharydu mutanta T6-K 13 (Tabela 5) byly praktycznie identyczne z danymi przedsta-
wionymi dla tancucha O-specyficznego L. pneumophila sg 1 przez Knirel 1 wsp. (Knirel i in.,
1994). Stosunkowo wysoka warto$¢ przesunig¢cia chemicznego dla C4 w reszcie (—4)-a-
Legp-(2—) polisacharydu szczepu T6-K13 (& 72,06 ppm) wskazywala na pozycje podsta-
wienia. Polisacharyd szczepu T6-K13 L. pneumophila jest homopolimerem zbudowanym
z reszt kwasu S-acetamidyno-7-acetamido-3,5,7,9-tetradeoksy-D-glicero-D-galakto-nonu-
lozonowego potaczonych wigzaniami 2—4.

Analiza widm NMR zarejestrowanych dla polisacharydéw szczepu dzikiego Heys-
ham-1 i komplementanta T24-K6-1 wykazata takie same warto$ci przesuni¢¢ chemicznych
sygnatow, jak dla polisacharydu mutanta T6-K13. Praktycznie wszystkie sygnaly w zakresie
protonéw anomerycznych ('H - 8 4,5-5,2) na widmach '"H NMR (700 MHz) polisacharydow
L. pneumophila szczepu Heysham-1, T6-K13 1 T24-K6-1, charakteryzujace si¢ stosunkowo
niska intensywnoscia, pochodzity od reszt cukrowych, z ktérych zbudowana byta czg¢$¢ rdze-
niowa (Rye. 12). Duza liczba pikow krzyzowych ze stosunkowo duzymi warto$ciami prze-
suni¢¢ chemicznych w domenie protonowej widma HSQC wskazywata na wysoki stopien
O-acetylacji (Rye. 13). Jest to zgodne z danymi literaturowymi wskazujacymi na wysoki
stopien acetylacji czesci rdzeniowej LPS L. pneumophila sg 1 (Knirel i in., 1996(b)).

Poréwnanie zarejestrowanych widm z danymi literaturowymi pozwolito na wstepna
identyfikacje sygnatow i zaproponowanie nastepujgcej mozliwej struktury czesci rdzeniowe;]

LPS L. pneumophila szczepu Heysham-1 (Knirel i in., 1996(b):

a -GlepNAc!

16
0-Rhap"'-(1-3)-0-Rhap'-(1—3)-B-QuipNA c-(1—4)-p-GlepNA ¢'-(1—4)-0-Manp-(1—5)-Kdo

Widmo HSQC zarejestrowane dla O-deacetylowanej probki polisacharydu T6-K13
potwierdzito przewidywany duzy stopien acetylowania polisacharydu. W obszarze charak-
terystycznym dla sygnatow przesunigtych w kierunku wyzszych wartosci przesuni¢¢ che-
micznych na skutek O-acetylowania nie zaobserwowano obecnosci zadnych pikow krzyzo-
wych (Ryc. 15) a widma protonowe w zakresie anomerycznym znaczgco ulegly uproszcze-

niu (Ryec. 14).
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Ryc. 14 Widmo HSQC NMR (39°C, 700 MHz) O-deacetylowanego polisacharydu szczepu
T6-K13. Zielone ramki grupujq piki krzyzowe z podobnych uktadéw 'H-13C.

Widma 'H NMR wszystkich analizowanych probek O-deacetylowanych polisachary-
dow L. pneumophila wykazaty duze podobienstwo. W widmach zarejestrowanych dla poli-
sacharydu szczepu Heysham-1, T6-K13 1 T24-K6-1 zaréwno dla Rhal, jak i Rhall zidenty-
fikowano dwa sygnaty anomeryczne. Poréwnanie anomerycznych obszaréw widm 'H NMR
O-deacetylowanych polisacharydéw badanych szczepdéw wykazato, ze widma polisachary-
dow szczepu Heysham-1 1 T24-K6-1 sg prawie identyczne (Rye. 15). R6znig si¢ one jednak
nieco od widma 'H NMR mutanta T6-K13 w zakresie sygnaloéw anomerycznych protondw.
Duza liczba anomerycznych sygnatow przypisanych reszcie mannozy wynikala z obecnosci
roznych form reszty Kdo (efekt odszczepienia lipidu A), do ktorej przylaczona jest reszta

mannozy.
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Ryc. 15 Anomeryczne obszary widm 'H NMR (39 °C, 700 MHz) O-deacetylowanych polisa-
charydow L. pneumophila szczepu: A) Heysham-1; B) T6-K13; C) T24-K6-1. Man —

mannoza,; Rhal/ll — ramnoza l/Il; GlcNII — glukozamina II; GlcNI + QuiN — gluko-

zamina [ + chinowozamina.

Profile widm 'H NMR polisacharydéw szczepdw L. pneumophila byty bardzo po-

dobne (Rye. 16A) szczep dziki 130b; B) mutant 16D12; C) komplementant pJBBORFS).
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Ryc. 16 Widma '"H NMR (39°C, 700 MHz) polisacharydu L. pneumophila szczepu: A) 130b;

B) 16D12; C) pJBBORFS. Na widmach umieszczono powigkszone fragmenty widm

w zakresie 2,7-3.3 ppm.
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Na widmach zidentyfikowano sygnaty protonéw w zakresach charakterystycznych dla
polisacharyddéw i ich niecukrowych podstawnikow: protonow anomerycznych (o 4,6-5,2),
tzw. protondw z pierscienia cukrowego (0 3,4-4,5), protonéw metylowych 6-deoksymono-
sacharydow (6 1,1-1,3) oraz protonéw grup metylowych z grup acetylowych (6 1,9-2,4).
Wyrazne roéznice zaobserwowano w zakresie 0 2,9-3,2, zawierajacym stosunkowo mato in-
tensywne sygnaty pochodzace od grup N-CHj3 (powigkszenia na Ryc. 16). Na fragmentach
widm zarejestrowanych dla polisacharydéw szczepu dzikiego 130b 1 komplementanta pJB-
BORFS8 wyraznie widoczne sag dwa sygnaly pochodzace od wspomnianych grup N-CHs.
Brak podobnych sygnaléw na widmie zarejestrowanym dla polisacharydu mutanta 16D12,

swiadczy o braku grup N-CH3 a zarazem o istotnych réznicach strukturalnych.

4.2. Oznaczenie profilu lipidowego szczepow L. pneumophila z wykorzy-
staniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze

spektrometriag mas (UPLC- MS/MS)

Analiza lipidomiczna pozwolita na kompleksowa identyfikacje okoto 200 lipidow
L. pneumophila zaréwno szczepow dzikich (Heysham-1, 130b), jak i mutantow z defek-
tywna syntezg LPS (T6-K13, 16D12). Lipidy szczepu dzikiego Heysham-1 i 130b, wyeks-
trahowane z masy bakteryjnej metodg Bligh i Dyer, stanowily okoto 7% suchej masy bakte-
rii, natomiast lipidy mutantéw T6-K13 oraz 16D12 okoto 6%. Lipidy analizowano za po-
moca wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas (UPLC-
MS/MS, Thermo Scientific) w trybie jonéw dodatnich i1 ujemnych.

Badane szczepy charakteryzowaly si¢ ztozonym sktadem lipidowym, ktéry obejmowat:
- lipidy obojetne (trojglicerydy, TG; dwuglicerydy, DG);

- fosfolipidy (PC, PE, PG, CL, dMePE);

- sfingolipidy (ceramidy, Cer).

Dominujacg frakcj¢ lipidow badanych szczepéw L. pneumophila stanowity fosfoli-
pidy. Fosfolipidami, ktore wystepowaty w najwickszej ilosci w szczepach Heysham-1 i T6-
K13 byty: PC, dMePE oraz PE, ktére w szczepie dzikim Heysham-1 stanowily odpowiednio
23%, 13% i 7% lipidow, natomiast w mutancie T6-K13 23%, 12% i 6%. Zawartos¢ TG
w szczepie Heysham-1 wynosita 5% wszystkich zidentyfikowanych lipidow, a w szczepie

T6-K13 wynosita 6% lipidow. Pozostate lipidy wystepowaty w mniejszej ilosci (Ryc. 17A).
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Do dominujacych fosfolipidow szczepu dzikiego 130b i mutanta 16D12 nalezaly PC,

szczepu 130b oraz 27%, 9% 1 6% lipidow szczepu 16D12. Wsrdd lipidow obojetnych szcze-
pow 130b 1 16D12 dominowaty TG stanowigce odpowiednio 8% i 6% wszystkich lipidow.
Pozostate lipidy wystepowaty w mniejszej ilosci (Ryc. 17B).

Gloéwne lipidy szczepoéw komplementacyjnych T24-K6-1 i pPJBBORF8 przedstawiono
w Tabeli 1 w Aneksie (Tabela 1A (Aneks)).
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24
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; 16 -
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g 124
©
[
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i I l
0- = =] pa—
PC PE TG dMePE PG DG Cer
B 130b 16D12

Ryc. 17 Wzgledna zawartos¢ (%) lipidow L. pneumophila szczepow: A) Heysham-1, T6-
K13; B) 130b, 16D12, analizowanych za pomocg UPLC-MS w trybie jonow dodat-
nich.
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4.2.1. Analiza struktury lipidow L. pneumophila szczep Heysham-1 i T6-
K13

Analiza strukturalna fosfolipidow wykazata, ze szczepy Heysham-1 i T6-K13 synte-
tyzowaty 18 r6znych PC z kwasami ttuszczowymi o dtugosci tancucha od 14 do 20 atomow

wegla, nasyconymi i jednonienasyconymi (Ryc. 18).

PC(20:0_16:1)
PC(20:0_16:0)
PC(20:0_15:0)
PC(18:0_16:0)
PC(17:1_17:0)
PC(17:1_16:1)
PC(17:1_16:0)
PC(17:1_15:0)
PC(17:1_14:0)
PC(17:0_14:0)
PC(16:1_19:0)
PC(16:1_16:1)
PC(16:0_17:0)
PC(16:0_16:1)
PC(16:0_16:0)
PC(15:0_16:1)
PC(15:0_16:0)
PC(15:0_15:0)

0 5 10 15 20 25 30
Wzgledna zawartos¢ [%]
Il Heysham-1 Bl T6-K13

Ryc. 18 Struktura i wzgledna zawartos¢ fosfatydylocholin (PC) L. pneumophila szczepow:
Heysham-1 i T6-K13. Kwasy 17:1 i cyklopropanowy!7:0 nie do odroznienia me-
todg UPLC-MSIMS.
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Glownymi fosfatydylocholinami obu szczepéw byty: PC(15:0 16:0), PC(16:0 _16:0),
PC(16:0_16:1). Szczep Heysham-1 syntetyzowal o 3% wiecej PC(15:0 _16:0),
PC(16:0 _16:0) w porownaniu do mutanta. Szczep T6-K13 charakteryzowat si¢ wyzsza za-
wartoscig PC(16:0 _16:1), PC(16:1_19:0), odpowiednio 0 4% i 2% w poréwnaniu do szczepu
dzikiego.

W klasie PE wystepowaty 22 rozne fosfolipidy, wsrdd ktorych zarowno w szczepie
Heysham-1, jak i T6-K13 dominowaty PE(15:0 16:0), PE(16:0 14:0) i PE(16:1 17:0)
(Ryc. 19). Szczep dziki Heysham-1 syntetyzowat o 4% wigcej PE(15:0 16:0) 1 5% wigcej
PE(18:0 _15:0) w poréwnaniu do mutanta T6-K13. Natomiast szczep T6-K13 charakteryzo-
wal si¢ dwukrotnie wyzszg zawartoscia PE z nasyconymi kwasami tluszczowymi
PE(14:0_14:0) i PE(15:0 14:0) oraz nienasyconymi kwasami ttuszczowymi PE(16:1 16:1),

PE(17:1_17:1) w poréwnaniu do szczepu dzikiego.
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PE(20:0_16:1)
PE(20:0_15:0)
PE(20:0_14:0)
PE(18:0_15:0)
PE(18:0_14:0)
PE(17:1_20:0)
PE(17:1_18:1)
PE(17:1_18:0)
PE(17:1_17:1)
PE(17:1_17:0)
PE(17:1_16:1)
PE(16:1_22:0)
PE(16:1_17:0)
PE(16:1_16:1)
PE(16:0_16:1)
PE(16:0_14:1)
PE(16:0_14:0)
PE(15:0_21:0)
PE(15:0_16:1)
PE(15:0_16:0)
PE(15:0_14:0)
PE(14:0_14:0)

1 I 1 2

10 15 20
Wzgledna zawartos¢ [%]

Bl Heysham-1 Bl T6-K13

Ryc. 19 Struktura i zawartosé¢ fosfatydyloetanoloamin (PE) syntetyzowanych przez szczep

dziki Heysham-1 i mutanta T6-K13 L. pneumophila. Kwas 17:1 lub cyklopropa-
nowy!7:0 nie do odroznienia metodg UPLC-MS/MS.

Sposrod metylowanych pochodnych PE szczepu Heysham-1 1 T6-K13 gtownym

zwigzkiem byl dMePE(18:0 16:1), ktéry stanowit okoto 60% wszystkich dMePE zaréwno
w szczepie dzikim, jak 1 w mutancie (Rye. 20). Szczep T6-K 13 charakteryzowal si¢ wyzsza
zawarto$cig dMePE(16:1 21:0) (12%) oraz dMePE(31:0) (12%), w poréwnaniu do szczepu
dzikiego, ktéry syntetyzowat te lipidy odpowiednio w ilosci 8% i 5%. Szczep dziki
Heysham-1 charakteryzowal si¢ wigkszg zawartoscia dMePE(17:1 18:0) (18%), ktora
w przypadku mutanta T6-K13 wynosita zaledwie 0,12%.
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dMePE(38:0)
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Ryc. 20 Profil molekularny metylowanych pochodnych PE (dMePE) L. pneumophila szcze-
pow: dzikiego Heysham-1 i mutanta T6-K13. Kwas 17:1 lub cyklopropanowy17:0
nie do odréznienia metodg UPLC-MS/MS.

W Kklasie fosfatydylogliceroli wystepowato 12 roznych fosfolipidow, wsrod ktorych
w szczepie Heysham-1 1 T6-K13 dominowaty PG(17:1 16:0), PG(15:0 16:0)
1PG(16:0 16:1). Analiza porownawcza profilu PG wykazata, ze szczep dziki
charakteryzowal si¢ wyzsza zawartoscia PG(17:1 16:0) (19%) 1 PG(15:0 16:0) (18%),
w poréwnaniu do mutanta syntetyzujacego odpowiednio 15% 1 17% tych fosfolipidow.

Mutant T6-K 13 zawierat o 3% wiecej PG(16:0 _16:1) niz szczep Heysham-1 (Rye. 21).
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PG(35:1)
PG(32:2)
PG(31:1)
PG(30:1)
PG(20:0_15:0)
PG(17:1_17:0)
PG(17:1_16:1)
PG(17:1_16:0)
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PG(16:0_14:0)
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Ryc. 21 Struktura i zawartos¢ fosfatydylogliceroli (PG) szczepu dzikiego Heysham-1 i mu-
tanta T6-K13 L. pneumophila. Kwas 17:1 lub cyklopropanowyl7:0 nie do odroz-
nienia metodg UPLC-MS/MS.

W klasie CL zarowno w szczepie Heysham-1, jak i T6-K13 dominowaty: CL(72:1)
i CL(72:0). Szczep dziki Heysham-1 syntetyzowat 3,5-krotnie wigecej CL(63:2) oraz ponad
2-krotnie mniej CL(74:1) w poréwnaniu do mutanta T6-K13.

Lipidy obojetne syntetyzowane przez szczep Heysham-1 i T6-K13 obejmowaty dwu-
glicerydy oraz trojglicerydy, ktore charakteryzowaty si¢ najwigkszym strukturalnym zréz-
nicowaniem (Ryc. 22). Zarowno szczep dziki Heysham-1, jak i mutant T6-K13 syntetyzo-
wat 112 roznych trdjglicerydéw, wsrdod ktorych dominowaty lipidy o strukturze:
TG(18:0 16:0 _18:0), TG(16:0 _16:0 16:1), TG(16:0_16:0_16:0). Mutant charakteryzowat
si¢ wyzsza zawarto$cig TG(18:0 16:0 18:0) oraz TG(16:0 _16:0_16:0) w poréwnaniu do
szczepu dzikiego. Szczep dziki wykazywat wyzszg zawarto$¢ TG(18:1 18:1 18:1).
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Heysham-1 T6-K13

T6(10:0_10:0_10:0)- 0.1
TG(10:0_14:0_18:1)- 0.3
TG(11:0_14:1_16:0)- 0.1
TG(11:0_8:0_10:0)- 0.3
TG(12:0_12:0_12:0)- 0.7
TG(12:0_12:0_14:0)- 0.5
TG(15:0_12:0_14:0)- 0.3
TG(15:0_12:0_16:0)- 0.6
TG(15:0_12:0_16:1)- 0.4
TG(15:0_12:1_16:1)- 0.1
TG(15:0_14:0_16:0)- 1.5
TG(15:0_14:0_16:1)- 0.9
TG(15:0_14:1_16:1)- 0.4
TG(15:0_15:0_16:0)- 1.4
TG(15:0_16:0_16:0)- 2.7
TG(15:0_16:0_16:1)- 1.9
TG(15:0_16:0_18:1)- 2.3
TG(15:0_18:1_22:3)~ 0.4
TG(16:0_10:0_14:3)- 0.1
TG(16:0_11:1_20:4)- 0.3
TG(16:0_12:0_12:0)- 0.3
TG(16:0_12:0_14:0)- 0.4
TG(16:0_14:0_14:0)- 0.7
TG(16:0_14:0_16:1)- 2.8
TG(16:0_16:0_16:0)~ 2.9
TG(16:0_16:0_16:1) 7 4.1
TG(16:0_16:0_17:0)- 1.4
TG(16:0_16:0_18:1)- 2.3
TG(16:0_16:1_16:1)- 2.6
TG(16:0_16:1_17:1) - 2.4
TG(16:0_16:1_18:1)~ 3.0
TG(16:0_16:1_23:0)- 0.5
TG(16:0_16:1_24:0)- 0.3
TG(16:0_17:0_18:1)- 1.0
T6(16:0_17:0_20:1)- 0.8
TG(16:0_17:1_18:1)- 2.2
TG(16:0_18:1_18:1)- 2.5
TG(16:0_18:1_18:2)- 1.9
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TG6(16:0_8:0_14:3)- 0.1
TG(16:1_12:0_18:1)- 1.0
TG(16:1_13:0_18:1)~ 1.3
TG(16:1_14:0_14:0)~ 0.6
TG(16:1_14:1_16:1)~ 0.2
TG(16:1_14:1_17:1)~ 0.2
TG(16:1_16:1_16:1)~ 0.7
TG(16:1_16:1_17:1)~ 0.7
TG(16:1_16:1_18:1)- 1.1
TG(16:1_16:1_18:2)- 0.3
TG(16:1_17:1_18:1)- 1.0
TG(16:1_18:1_18:3)~ 0.1
TG(16:1_18:1_22:3)- 0.1
TG(17:0_18:1_18:1)- 1.4
TG(17:0_18:1_20:1)- 0.9
TG(18:0_16:0_16:0) 39
TG(18:0_16:0_17:0)- 1
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Ryec. 22 Mapa cieplna przedstawiajgca wzgledng zawartosc oraz strukturalng roznorodnosé

tréjglicerydow (TG) L. pneumophila szczepu dzikiego Heysham-1 i mutanta T6-

K13.

W klasie DG w szczepach Heysham-1 i T6-K13 dominowaly dwuglicerydy:
DG(38:1¢), DG (31:2¢), DG(33:3e), DG(30:2¢e). Szczep dziki wykazywal wyzsza o 2% za-
warto$¢ DG(31:2e) oraz wyzsza zawartos¢ DG(30:2¢e), DG(18:0_18:0) w pordwnaniu do

mutanta T6-K13. Z kolei mutant charakteryzowat si¢ okoto 2-krotnie wyzszg zawarto$cig
DG(30:1e) oraz DG(31:1e) (Ryc. 23).
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Heysham-1 T6-K13

DG(16:0_16:1) - 2.2 215

DG(18:0_16:0) — 6.3 5.9 17.5

DG(18:0_18:0)— 6.6

DG(18:0_18:1)- 2.5 2.7

DG(18:1_18:1)— 3.7 3.0 14.0
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oa(a1:2¢) | A
DG(31:3e) - 3.9 5.0 e
DG(33:3¢) 3:3
DG(34:0e) - 0.7 0.7
DG(34:3e) - 1.8 1.8
DG(36:2¢) - il 1.3 -0.0

Wzgledna zawartos¢ [%]

Ryc. 23 Analiza profilu molekularnego dwuglicerydow (DG) syntetyzowanych przez
L. pneumophila szczep dziki Heysham-1 i mutanta T6-K1 3.

Lipidy obojetne nalezace do klasy TG i DG szczepu dzikiego Heysham-1 i T6-K13
charakteryzowaly si¢ wystepowaniem podwojnie nienasyconych kwasow thuszczowych
w odroznieniu od pozostalych klas lipidow. Do lipidow zawierajacych podwdjnie
nienasycone kwasy tluszczowe w klasie TG w szczepie Heysham-1 1 T6-K13 nalezaty:

TG(16:0 18:1 18:2), TG(18:1 18:1 18:2) oraz TG(16:0 18:2 18:2).

Szczepy Heysham-1 1 T6-K13 syntetyzowaly takze 10 roznych ceramidéw
zawierajacych nasycone oraz jednonienasycone kwasy tluszczowe oraz 1 utlenowany
ceramid (t20:0 24:0+0O) (Ryec. 24). Do dominujacych ceramidéw szczepu Heysham-1
nalezaty: Cer(d37:1) (14%), Cer(t18:0 26:0) (13%) oraz Cer(t35:0) (12%), natomiast
w szczepie T6-K13: Cer(t38:0) (17%), Cer(d37:1) (16%) oraz Cer(t34:0) (13%). Mutant
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charakteryzowal si¢ 2-krotnie wyzsza zawarto$cig Cer(t34:0) (13%), Cer(t34:1) (2%)
1 Cer(t38:0) (17%) oraz 2-krotnie nizsza zawartoscig Cer(t35:0) (6%) w poréwnaniu do

szczepu dzikiego.

Heysham-1 T6-K13

Cer(t20:0_26:0) -

Cer(t34:0) - -45
Cer(t34:1) - 1.0 2.1

:0) - 5.6
Cer(t35:0) 0.0
Cer(t38:0) -

Wzgledna zawartos¢ [%]

Ryc. 24 Wzgledna zawartos¢ ceramidow (Cer) L. pneumophila szczepu dzikiego Heysham-
1 i mutanta T6-K13.

Analiza poréwnawcza profilu molekularnego lipidow szczepu dzikiego Heysham-1
L. pneumophila oraz mutanta T6-K13 wykazala wyraZne rdéznice we wzglednej zawarto$ci

poszczegolnych lipidow we wszystkich zidentyfikowanych klasach.

4.2.2. Profil molekularny lipidow syntetyzowanych przez L. pneumophila
szczepy 130b i 16D12

Analiza strukturalna fosfatydylocholin szczepu dzikiego 130b L. pneumophila
imutanta 16D12 wykazata wystgpowanie 18 roéznych PC z kwasami tluszczowymi
zawierajacymi od 14 do 20 atoméw wegla w czasteczce (Rye. 25). W klasie PC zarowno
w szczepie 130b, jak 1 w mutancie 16D12 dominowaly fosfolipidy o strukturze:
PC(15:0_16:0) oraz PC(16:0 16:0). Szczepy 130b i 16D12 syntetyzowaly 25%
PC(15:0 _16:0) oraz 25% PC(16:0 16:0). Trzecia pod wzgledem ilosci PC byla
PC(16:0 _16:1), ktorej zawartos¢ w szczepie 130b wynosita 14%, a w 16D12 15%. Szczep
dziki 130b syntetyzowat 3-krotnie wigcej PC(17:1 14:0), PC(17:1 15:0) oraz 2-krotnie
wiecej PC(20:0 _16:0) w porownaniu do szczepu 16D12. Mutant 16D12 wykazywal wyzsza
0 3% zawarto$¢ PC(16:1_19:0) niz szczep dziki 130b.
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Ryec. 25 Profil molekularny fosfatydylocholin (PC) syntetyzowanych przez L. pneumophila
szczep 130b oraz szczep 16D12. Kwas 17:1 lub cyklopropanowyl7:0 nie do
odroznienia metodg UPLC-MS/MS.

W klasie PE zidentyfikowano 21 réznych lipidow z kwasami thuszczowymi
zawierajagcymi od 14 do 22 atomow wegla (Ryc. 26). Gtowne PE syntetyzowane przez
szczepy 130b i 16D12 to PE(15:0 16:0) i PE(16:0 14:0), ktore w szczepie dzikim
wystepowaly w ilosci odpowiednio 28% i 18%, natomiast w mutancie 25% i 12%. Lipidy
mutanta 16D12 charakteryzowaty si¢ wigksza zawartoscig PE(16:1 22:0) (14%), ktora
w szczepie 130b wynosita zaledwie 0,2%. Szczep dziki zawieral 2-krotnie wigce]
PE(18:0 15:0) i PE(20:0 _15:0) oraz 4-krotnie wigcej PE(20:0 16:1) w poréwnaniu do

mutanta.
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PE(20:0_16:1)
PE(20:0_15:0)
PE(20:0_14:0)
PE(18:0_15:0)
PE(18:0_14:0)
PE(17:1_20:0)
PE(17:1_18:0)
PE(17:1_17:1)
PE(17:1_17:0)
PE(17:1_16:1)
PE(16:1_22:0)
PE(16:1_17:0)
PE(16:1_16:1)
PE(16:0_16:1)
PE(16:0_14:1)
PE(16:0_14:0)
PE(15:0_21:0)
PE(15:0_16:1)
PE(15:0_16:0)
PE(15:0_14:0)
PE(14:0_14:0)

T T T T T T ©
0 5 10 15 20 25 30

Wzgledna zawartos¢ [%]
B 1300 16D12

Ryc. 26 Wzgledna zawartos¢ fosfatydyloetanoloamin (PE) w lipidach L. pneumophila
szczepu dzikiego 130b i mutanta 16D12. Kwas 17:1 lub cyklopropanowy17:0 nie
do odroznienia metodq UPLC-MS/MS.

L. pneumophila szczep 130b oraz mutant 16D12 syntetyzowal 14 rdznych
metylowanych form PE (Ryc. 27). Fosfolipidem wystepujacym w najwiekszej ilosci
w klasie dMePE byta dMePE(16:1 21:0), ktora w szczepie dzikim 130b stanowita 36%,
aw 16D12 32% wszystkich zidentyfikowanych dMePE. Szczep 130b wykazywal 2-krotnie
wyzsza zawarto§¢ dMePE(17:1_18:0), dMePE(18:0 16:1) oraz dMePE(34:0), a takze ponad
3-krotnie wyzszg zawartos¢ dMePE(31:0) w porownaniu do szczepu 16D12. Mutant 16D12
charakteryzowat si¢ wysokg zawarto$cig dMePE(20:0 16:1) (22%), ktéra w szczepie dzikim
byta ponad 7-krotnie nizsza (3%).
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dMePE(38:0)
dMePE(34:0)
dMePE(33:0)
dMePE(31:1)
dMePE(31:0)
dMePE(30:0)
dMePE(20:0_16:1)
dMePE(18:0_16:1)
dMePE(17:1_18:0)
dMePE(16:1e)
dMePE(16:1_21:0)
dMePE(16:1_17:0)
dMePE(16:1_16:1)

dMePE(16:0_16:1)

A\ 4

1 1
0 10 20 30 40

Wzgledna zawartosc¢ [%]
B 130b 16D12

Ryc. 27 Wzgledna zawartos¢ dimetylofosfatydyloetanoloamin (dMePE) zidentyfikowanych
w lipidach L. pneumophila szczepu dzikiego 130b i mutanta 16D12. Kwas 17:1 lub
cyklopropanowy17:0 nie do odroznienia metodg UPLC-MS/MS.

W klasie PG w obu szczepach dominowaty PG(15:0 16:0), PG(15:0 17:0)
1 PG(16:0 _16:1), ktore w szczepie 130b stanowity odpowiednio 18%, 18% 1 13%, natomiast
w mutancie 16D12 23%, 24% 1 10%. Szczep dziki charakteryzowat si¢ wyzsza o 3%
zawartos$cig PG(16:0 _16:1) i PG(20:0 15:0) oraz o 4% wyzsza zawarto$cig PG(17:1_17:0)
w porownaniu do mutanta 16D12 (Ryc. 28).
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PG(35:1)
PG(32:2)
PG(31:1)
PG(30:1)
PG(20:0_15:0)
PG(17:1_17:0)
PG(17:1_16:1)
PG(17:1_16:0)
PG(16:0_16:1)
PG(16:0_14:0)
PG(15:0_17:0)

PG(15:0_16:0)

T T T —
0 5 10 15 20 25

Wzgledna zawartos¢ [%]
Bl 130b 16D12

Ryec. 28 Struktura i zawartosé fosfatydylogliceroli (PG) szczepu dzikiego 130b i mutanta
16D12 L. pneumophila. Kwasy 17:1 lub cyklopropanowyl7:0 nie do odroznienia
metodq UPLC-MS/MS.

Dominujacymi lipidami w klasie CL szczepu dzikiego 130b, mutanta 16D12 oraz
komplementanta pJBBORF8 byty CL(74:1), CL(70:0) oraz CL(72:1). Szczep 130b
charakteryzowat si¢ blisko 2-krotnie wyzsza zawartoscig CL(70:0) oraz 2-krotnie nizszg
zawarto$cig CL(72:1) w poréwnaniu do mutanta 16D12.

Do lipidoéw obojetnych wystepujacych w szczepie 130b oraz 16D12 nalezaty TG, ktore
charakteryzowaly si¢ duzg réznorodnos$cig strukturalng. Zidentyfikowane TG zawieraty
kwasy thuszczowe o dtugosci tancucha od 8 do 26 atomoéw wegla (Ryc. 29). Sposrod 112
zidentyfikowanych TG w  szczepie 130b dominowaty: TG(18:0 16:0 18:0),
TG(16:0 16:0 16:0) i TG(16:0 16:0 16:1), natomiast w  szczepie 16DI12:
TG(18:0 16:0 18:0), TG(18:1 18:1 18:1) 1 TG(18:0 18:0 18:0). Szczep dziki
charakteryzowal si¢ okoto 2-krotnie wyzsza zawartoscig TG(18:0 16:0 18:0) oraz 2,5-
krotnie wyzszg zawarto$cig TG(16:0 16:0 16:0) w poréwnaniu do szczepu 16D12. Mutant
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syntetyzowal okoto 2-krotnie wigcej TG(15:0 _16:0 16:0).

130b  16D12 130b  16D12 130b  16D12
1T6(10:0_10:0_10:0)- 0.1 02 TG(16:0_18:1 22:1) - 05 05 TG(18:1_18:2_18:3)- 03 0.4
T6(10:0_14:0_18:1) - 02 02 TG(16:0_18:1 24:0)- 02 0.4 TG(18:1_18:2.22:1)- 02 0.2
T6(11:0_14:1_16:0)- 01 01 TG(16:0_18:2_18:2)- 0.7 0.8 TG(18:1_22:1 22:1)- 1.1 13
1T6(11:0_8:0_10:0)- 0.2 0.2 TG(16:0_6:0_18:1)- 02 02 TG(18:3_18:2.182)- 01 0.1 100
T6(12:0_12:0_12:0)- 06 07 TG(16:0_8:0_14:3)- 01 01 TG(18:3_22:1_22:1)- 03 0.4
16(12:0_12:0_14:0)~ 05 05 TG(16:112:0_18:1)- 0.7 0.8 TG(18:4_14:0_15:0)- 02 0.2
1T6(15:0_12:0_14:0)- 03 03 TG(16:1_13:0_18:1)- 13 11 TG(18:4_14:0_16:1)- 02 0.2
T6(15:0_12:0_16:0)- 05 06 TG(16:1_14:0_14:0)- 0.8 09 TG(18:4_15:0_16:0)- 03 0.3
1T6(15:0_12:0_16:1) - 04 03 TG(16:1_14:1_16:1) - 02 01 TG(18:4_16:0_16:1)- 03 0.3
T6(15:0_12:1_16:1)- 04 04 TG(16:1_14:1_17:1)- 02 03 TG(18:4_16:1_16:1)- 01 0.1
1T6(15:0_14:0_16:0)- 1.4 15 TG(16:1_16:1 16:1) - 05 05 TG(19:1 18:1 18:1)- 07 0.7 75
TG(15:0_14:0_16:1) - 0.8 0.9 TG(16:1_16:1_17:1) - 0.7 0.7 TG(20:0_18:1_22:1)~ 0.2 0.2
1T6(15:0_14:1 16:1)- 04 05 TG(16:1_16:1 18:1) - 09 12 TG(20:1 18:1 18:1)- 03 0.4
T6(15:0_15:0_16:0) - 3.0 33 TG(16:1_16:1_18:2) - 02 0.3 TG(20:1_18:1_22:1)- 03 03
T6(15:0_16:0_16:0) - 15 2.6 TG(16:1_17:1_18:1) - 09 1.0 TG(20:1_18:2_22:1)- 01 0.2
T6(15:0_16:0_16:1) - 24 2.7 TG(16:1_18:1_18:3) - 01 01 TG(22:1_18:2_22:1)- 05 0.6
T6(15:0_16:0_18:1) © 29 2.4 TG(16:1_18:1.22:3) - 01 01 TG(25:0_14:0_16:0)- 05 0.7
T6(15:0_18:122:3)~ 01 04 TG(17:0_18:1_18:1)- 11 13 TG(25:0_16:0_16:0)- 02 0.2 5.0
TG(16:0_10:0_14:3) ~ 0.1 0.1 TG(17:0_18:1_20:1) - 0.7 0.9 TG(25:0_16:0_16:1)- 0.2 0.3
T6(16:0_11:1 20:4)~ 02 03 TG(18:0_16:0_16:0) - 32 31 16(25:0_16:0_18:1)- 03 0.2
1T6(16:0_12:0_12:0)~ 03 04 TG(18:0_16:0_17:0) - T6(25:0_16:1_16:1)- 03 03
TG(16:0_12:0_14:0)~ 03 03 TG(18:0_16:0_18:0) _ 1T6(25:0_16:1_18:1)- 02 03
T6(16:0_14:0_14:0) - 11 12 TG(18:0_16:0_18:1)- 11 11 TG(26:0_16:0_16:0)- 03 0.1

TG(16:0_14:0_16:1) - 24 TG(18:0_16:0_19:0)- 09 1.1 TG(4:0_14:0_18:1)- 0.1 0.1
TG(16:0_16:0_16: 0)- 25 TG(18:0_16:0_22:0)- 0.5 0.6 TG(4:0_16:0_17:0)- 0.2 03 L
TG(16:0_16:0_16:1) - 32 TG(18:0_18:0_18:0)- 31 36 TG(4:0_16:0_18:1)" 02 03 '

TG(16:0_16:0_17:0) — 1,3 1.4 TG(18:0_18:0_18:1) - 1.4 15 TG(6:0_10:0_10:0)~ 0.1 0.0
TG(16:0_16:0_18:1) ~ 2.3 25 TG(18:0_18:0_20:4)- 02 02 TG(6:0_18:1_18:1)- 0.1 0.1
TG(16:0_16:1_16:1) ~ 1.7 26 TG(18:0_18:1_18:1)- 1.8 20 TG(8:0_10:0_10:0) ~ 0.5 0.4
16(16:0_16:1_17:1) ~ 2.1 23 TG(18:0_18:1 20:4)- 03 03 TG(8:0_10:0_13:0)- 0.1 0.1
TG(16:0_16:1_18:1) ~ 2.0 3.0 TG(18:0_18:1 22:1)- 03 03 TG(8:0_12:0_12:0)~ 02 0.2
TG(16:0_16:1_23:0) = 0.5 06 TG(18:1_17:1_18:1) - 0.9 11 TG(8:0_12:0_14:0)- 03 0.3
TG(16:0_16:1_24:0) ~ 0.3 04 TG(18:1_17:1_18:2) - 0.3 04 TG(8:0_18:1_18:1)- 03 0.3 0.0
TG(16:0_17:0_18:1) ~ 1.0 1.1 TG(18:1_18:1 18:1)- 35 37  TG(8:0_8:0_10:0)- 0.6 0.7
TG(16:0_17:0_20:1) ~ 0.9 1.0 TG(18:1_18:1_18:2) - 1.1 1.2 TG(8:0_8:0_8:0)- 02 0.3
TG(16:0_17:1_18:1) ~ 1.5 23 TG(18:1_18:1 20:2)- 03 0.3 TG(9:0_9:0.9:0)- 0.1 0.0
TG(16:0_18:1_18:1) — 2.4 260 TG(18:1_18:1 22:1)- 02 0.2

TG(16:0_18:1_18:2) ~ 1.9 15 TG(18:1_18:2 182)- 06 0.6

Wzgledna zawartos$¢ [%)

Ryc. 29 Struktura i zawartos¢ trojglicerydow (TG) zidentyfikowanych w  lipidach
L. pneumophila szczepu dzikiego 130b i mutanta 16D12.

Druga pod wzgledem zawartosci frakcja lipidow obojetnych wystepujacych
w komorkach szczepu 130b oraz mutanta 16D12 byty dwuglicerydy. Zidentytikowano 19
roznych DG, spos$rdd ktorych dominowaty DG(31:2¢) 1 DG(38:1e). W szczepie dzikim
stanowity one odpowiednio 21% 1 17%, a w mutancie 23% 1 15%. Szczep 130b
charakteryzowal si¢ wyzsza o okoto 3% zawartoscia DG(32:3e) oraz wyzsza o 2%
zawarto$cig DG(33:3e). Szczep dziki syntetyzowal 2-krotnie wigcej DG(34:0e)
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w poréwnaniu do mutanta 16D12, natomiast blisko 2-krotnie mniej DG(31:3¢) (Ryc. 30).

130b 16D12
DG(16:0_16:1) - 2:1 2.0
DG(18:0_16:0) - 5.9 7:2
DG(18:0_18:0) - 83 ) gs 24.0
DG(18:0_18:1) - 3.0 34
DG(18:1_18:1)- 3.3 2.9
DG(18:1_18:2) - 7 1.6
DG(18:1_22:1) - 1.5 1.6 -
DG(30:1e) — 17 1.9
DG(30:2e) - 7.4 8.7
DG(30:3e) - 1.1 1L5)
DG(31:1e) - 0.4 0.5
DG(31:3e) - 2.2 3.7
DG(32:3¢) | 98 " 7.2
DG(33:3e) - 7.8 5.8
DG(34:0e) - 2.2 1:2
DG(34:3e) - 2.1 13 0.0
DG(36:2e) - 1.8 1.8
Wzgledna zawarto$¢ [%]

Ryec. 30 Profil dwuglicerydow (DG) L. pneumophila szczepu dzikiego 130b i mutanta 16D12.

TG 1 DG syntetyzowane przez szczep 130b 1 16D12 zawieraty kwasy ttuszczowe
z dwoma podwojnymi wigzaniami, w przeciwienstwie do pozostatych klas lipidow. W klasie
TG w szczepie 130b 1 16D12 wystgpowaly na przyklad: TG(16:0 18:1 18:2),
TG(18:1 18:1 18:2) oraz TG(16:0 18:2 18:2), natomiast w klasie DG na przyktad:
DG(31:2¢e) 1 DG(30:2¢). W klasie DG szczepu 130b 1 16D12 wystgpowata 5-krotnie wyzsza
zawartos$¢ lipidéow z dwoma podwojnymi wigzaniami w pordwnaniu do lipidow z dwoma
podwojnie nienasyconymi kwasami thuszczowymi w klasie TG.

Zarowno szczep 130b 1 16D12 syntetyzowal 10 réznych ceramidéw z nasyconymi
1 jednonienasyconymi kwasami tluszczowymi oraz utlenowany ceramid (t20:0 24:0+0O)
(Ryc. 31). Do dominujacych ceramidéw szczepu dzikiego nalezaty: Cer(t34:0) (21%),
Cer(t35:0) (14%), Cer(t38:0) (11%), a w szczepie 16D12: Cer(t34:0) (19%), Cer(t35:0)
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(19%), Cer(d37:1) (11%). Mutant charakteryzowal si¢ wyzsza zawartoscig Cer(t35:0)
(19%), Cer(d37:1) (11%) 1 Cer(t34:1) (8%) w porownaniu do szczepu dzikiego, ktory
syntetyzowal odpowiednio 14%, 9% oraz 6% tych ceramidow. Natomiast szczep dziki

wykazywat o 3% wyzsza zawarto$¢ Cer(t38:0) w poréwnaniu do mutanta 16D12.

130b 16D12
Cer(d18:1_24:0) - 6,5 5,2
Cer(d20:0_24:0) - 5,2 3,7 20
Cer(d37:1) - 9,0 I
Cer(t18:0_24:0) - 5,5 53 15.0
Cer(t18:0_26:0) - 8,3 57
Cer(t20:0_24:0+0) - 56 6,7 10.0
Cer(t20:0_26:0) - 8,0 6,1
Cer(t34:1) - 6,4 7,9
Cer(t38:0) - 7,6
Wzgledna zawartos¢ [%)]

Ryc. 31 Wzgledna zawartos¢ ceramidow (Cer) L. pneumophila szczepu dzikiego 130b
i mutanta 16D12.

Analiza poréwnawcza profilu molekularnego lipidow L. pneumophila szczepu
dzikiego 130b oraz mutanta 16D12 defektywnego w syntezie LPS wykazata roznice

ilosciowe w badanych klasach lipidow.
4.3. Oddzialywanie bakterii L. pneumophila z komorkami gospodarza

Kolejnym etapem badan bylo sprawdzenie czy struktura LPS determinuje oddzialywa-

nie bakterii L. pneumophila z komérkami gospodarza.
4.3.1. Pomiar stopnia polarnosci powierzchni bakterii L. pneumophila

W pierwszym etapie badan przeprowadzono pomiar stopnia polarnosci powierzchni

bakterii L. pneumophila okreslony na podstawie wtasnosci spektroskopowych barwnika flu-
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orescencyjnego prodanu (Ryc. 32; Ryc. 33). Prodan jest wskaznikiem polarno$ci $rodowi-
ska, jak jest eksponowany na r6zne grupy chemiczne, a jego widmo przesuwa si¢ na skali

dhugosci fal. Badania wykonano przy wykorzystaniu mikroskopu FLIM.

T 17 Heysham-1
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Ryc. 32 Widma emisji fluorescencji sondy molekularnej prodanu znakujgcego powierzchnie
komorek L. pneumophila szczepow (130b, linia czerwona, 16D12, linia zotta, pJB-
BORFS, linia pomaranczowa; Heysham-1, linia czarna; T6-K13, linia niebieska;
T24-K6-1, linia szara) zarejestrowane przy wzbudzaniu linig laserowg 375 nm oraz

obserwacji powyzej 405 nm.

104



Wyniki

3 001 ‘s 001
= A = c
S £
2 2
o ]
o o
g 0.005 = 0.005
[ [
2 — 130B o — T6-K13
© — Heysham-1 © 16D12
W — 130B - Heysham-1 I — T6-K13 - 16D12
£ £
IT] w

-1x107 1 -3x10° 1

' I | I I ! T T T T T T
350 400 450 500 550 600 350 400 450 500 550 600
Diugosé fali [nm] Dtugos¢ fali [nm]

Ryc. 33 Widma emisji fluorescencji prodanu znakujgcego szczepy 130b oraz Heysham-1 A)
oraz szczepy T6-K13 i 16D12 C) wraz z widmami réznicowymi odpowiednio w pa-
nelach B i D.

Przesunigcie widma w strong krotkofalowa wskazuje na obecnos¢ srodowiska hydro-
fobowego, przesuni¢cie za§ w strong batochromowa wskazuje na wlasciwosci polarne po-
wierzchni komorek. Szczep dziki 130b cechowat si¢ wyzszym stopniem hydrofobowosci
w poréwnaniu do szczepu dzikiego Heysham-1 (Ryc. 33A;B), a mutant 16D12 wyzszym
stopniem hydrofobowo$ci niz mutant T6-K13 (Ryc. 33C;D). Powierzchnia mutantow
16D12 i T6-K13 byta bardziej polarna niz szczepoéw dzikich 130b i Heysham-1 na co wska-

zuja roéwniez widma roéznicowe (Ryc. 32; Ryc. 33).

4.3.2. Oddzialywanie L. pneumophila z A. castellanii oraz makrofagami li-

nii THP-1 technika bezpromistego przekazu energii

Badania mikroskopowe oddziatywania rdéznych szczepow bakterii L. pneumophila
z A. castellanii oraz makrofagami linii THP-1 wykonano przy uzyciu obrazowania czasowo-
rozdzielczego FLIM oraz wykorzystaniu zjawiska przekazu energii typu Forsterowskiego,
ktoére umozliwia bardzo precyzyjne okreslenie odlegtosci pomiedzy oddziatywujacymi cza-
steczkami i wyrazeniu ich w skali nano.

Bakterie zostaly wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym SYTO9, ktory stuzyt
jako donor energii, a ameby i makrofagi biekitem Nilu pelnigcym role akceptora wzbudzen
elektronowych. Wybrane wlasno$ci spektroskopowe obydwu zastosowanych barwnikéw

przedstawia Ryc. 34.
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Int. absorpcji/emisji [j.w.]

-+--+- absorpcja biekit Nilu
emisja SYTO9

2 —37A W

““'///Ai/// /7/ /// 7474 ///5/4

500 550 600 650 700

Diugosé fali [nm]

Ryc. 34 Charakterystyka spektroskopowa barwnikow fluorescencyjnych: widmo absorpcji

SYTO 9 oraz widmo emisji fluorescencji btekitu Nilu. Wiasnosci spektralne znacz-

nikow luminescencyjnych postuzyly do wyznaczenia wartosci Ro.

Sygnaly emisji fluorescencji pochodzace od obydwu znacznikéw filtrowano odpo-

wiednio poprzez ich rejestracje na dwoch osobnych, identycznych detektorach. W pierw-

szym kroku przeprowadzono charakterystyke czasowo-rozdzielcza wydajnosci i efektywno-

$ci znakowania wybranymi barwnikami. Przyktady tak uzyskanych obrazow FLIM przed-

stawia Ryc. 35.

L. pneumophila 130b
—-SYTO9

A. castellanii
— btekit Nilu

Makrofag
— btekit Nilu

Czas [ns]

Ryc. 35 Przyktady obrazow FLIM L. pneumophila szczep Heysham-1, komorki A. castellanii
oraz komorki makrofaga linii THP-1. Obrazy bakterii zbierano przy wzbudzeniu

470 nm i oknie emisji 520/35 nm. Obrazy A. castellanii i makrofagow linii THP-1

rejestrowano przy wzbudzeniu 635 nm i oknie emisji 690/70 nm.
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Wyodrebnienie wydajnosci przekazu energii, a co za tym idzie wyznaczenie rzeczy-
wistej odlegtosci pomiedzy oddziatywujacymi czgsteczkami przeprowadzano na dwa rozne,
a zarazem komplementarne sposoby: poprzez wyznaczanie wartosci czasu zycia donora oraz
poprzez pomiary wielko$ci intensywnosci fluorescencji ubywajacej w kanale spektralnym
donora i pojawiajacej si¢ w kanale spektralnym akceptora energii. Miejsca dla ktorych za-
chodzit transfer energii (w wybranym przyktadzie pomi¢dzy bakterig L. pneumophila szczep
Heysham-1, a komoérka A. castellanii) zaprezentowano na Ryc. 36.
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Ryc. 36 A) Obraz FLIM prezentujgcy miejsca oddzialtywania bakterii L. pneumophila
(szczep Heysham-1), a komorkq A. castellanii. Kolor odzwierciedla wydajnosé
transferu energii (Erret) z miejsc jego wystegpowania. B) Histogram obrazujgcy re-
dystrybucje wartosci efektywnosci transferu energii, ktory ma swoje odzwierciedle-
nie w rozktadzie rzeczywistych odlegtosci wystepujgcych pomiedzy donorem i ak-

ceptorem energii, co zaprezentowano w panelu C).

Wydajnos$¢ przekazu energii zostata przedstawiona przy uzyciu koloréw teczy oraz na
histogramie umieszczonym po prawej stronie obrazu. Efektywnos$¢ przekazu energii ukta-
dala si¢ na ksztalt pewnej dystrybucji wartosci z wyraznie zaznaczonym maksimum. Na
podstawie tak uzyskanych wartosci mozna odtworzy¢ rozklad rzeczywistych odlegtosci po-
miedzy oddziatywujacymi czgsteczkami. Oddziatywanie L. pneumophila szczep Heysham-
1, T6-K13 oraz T24-K6-1 z A. castellanii oraz makrofagami przedstawia Ryc. 37.

Najwyzsza wydajnoscig transferu energii, a co za tym idzie najsilniejszym oddziaty-
waniem charakteryzowat si¢ szczep Heysham-1, a nast¢pnie komplementant T24-K6-1 oraz
mutant T6-K13 — z maksimami histograméw odpowiednio przy wartosciach 34%, 28% oraz

6%. Pomiar wielkosci oddziatywania tych samych szczepow bakteryjnych z makrofagami
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ponownie wskazaty na silniejsze oddzialywanie z bakteriami szczepow Heysham-1, T24-

K6-1 (wydajno$¢ transferu energii odpowiednio 16% i 15%), a stabsze z T6-K13 (10%).
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Ryc. 37 Obrazy prezentujqce miejsca, dla ktorych zachodzit bezpromienisty transfer energii
miedzy bakteriami Heysham-1, T6-K13 i T24-K6-1 wybarwionymi SYTQ9, a ame-
bami/makrofagami wybarwionymi blekitem Nilu oraz rozktad wydajnosci transferu
energii. Kolor na obrazach odzwierciedla efektywnos¢ przekazu energii elektrono-
wej. Wzbudzenia realizowano przy uzyciu linii laserowej 470 nm, a obserwacje

w oknie emisyjnym 520/35 nm.
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Analogiczne pomiary zostaly wykonane dla L. pneumophila szczep 130b oraz mutanta
16D12 i komplementanta pJBBORS8 (Ryc. 38).
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Ryc. 38 Obrazy FLIM oparte na analizie intensywnosci fluorescencji szczepow L. pneu-
mophila 130 oraz 16D12, komplementanta pJBBORS, a takze A. castellanii.
Szczepy bakterii zostaly znakowane fluoroforem SYTOY, natomiast ameby i makro-
fagi fluoroforem biekit Nilu. Diugosc¢ fali wzbudzajgcej wynoszgca 470 nm umozli-
wita selektywne i efektywne obrazowanie luminescencji pochodzqcej od komorek
bakteryjnych. W kontekscie analizy oddziatywania szczepow L. pneumophila z ame-
bami lub makrofagami (gdzie brak obserwacji transferu energii typu FRET), sygnat
fluorescencji byl selektywnie rejestrowany w dwoch réznych kanatach obserwacyj-
nych, przy diugosciach fal 550/88 nm dla SYTOY oraz przy diugosciach fal repre-
zentujqcych wylgcznie emisje swiatta dla fluoroforu biekit Nilu (690/70 nm). Po
prawej stronie obrazow FLIM (panele srodkowe) zaprezentowano histogramy roz-
ktadu wydajnosci transferu energii typu FRET odpowiadajgce miejscom oddzialy-
wania zaznaczone skalg kolorow na obrazach FLIM. Rzeczywisty rozklad odlegto-
sci (wyrazony w wartosciach Ro = 374) zamieszczono w panelach po prawej stronie
ryciny.
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Efektywnos$¢ transferu energii FRET zaréwno dla szczepéw 130b, 16D12 oraz pJB-
BORS byta stosunkowo wysoka, osiggajagc maksimum w okolicach 70%. Zaobserwowano
znaczng liczbe zdarzen o tej wartosci efektywnosci transferu energii. Oba szczepy bakterii
wykazywaty dodatkowy gaussowski rozklad wartosci efektywnos$ci transferu, chociaz
Z mniejsza liczba zdarzen, przy maksimum wartos$ci efektywnosci wynoszacej 20%. Nie za-
obserwowano transferu energii FRET migdzy bakteriami 130b i 16D 12, a makrofagami linii

THP-1.

4.3.3. Adhezja L. pneumophila do makrofagow linii THP-1 oraz komorek

A. castellanii

Szczep T6-K13 o 64% stabiej ulegat adhezji do makrofagéw linii THP-1 niz szczep
dziki Heysham-1. Mutant T6-K13 wykazywat 28% wzrost zdolnosci adhezji do komorek
A. castellanii w porownaniu do szczepu dzikiego Heysham-1. Zdolnos¢ adhezji komplemen-
tanta T24-K6-1 do komoérek makrofagdéw linii THP-1 wynosita 84%, a do komoérek ameb
83% (Ryc. 39).
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Ryc. 39 Adhezja L. pneumophila szczepu dzikiego Heysham-1, mutanta T6-K13 oraz kom-
lementanta T24-K6-1 do makrofagow linii THP-1 oraz komorek A. castellanii.
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Adhezja szczepu 16D12 do makrofagoéw linii THP-1 byta mniejsza o 87% w pordéw-
naniu do szczepu dzikiego 130b, a do komoérek A. castellanii 0 53% w poréwnaniu do
szczepu dzikiego 130b. Adhezja szczepu komplementacyjnego pJBBORF8 do komorek
THP-1 wynosita 80%, natomiast do komorek ameb 87% (Ryc. 40).
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Ryc. 40 Zdolnos¢ adhezji L. pneumophila szczepu dzikiego 130b, mutanta 16D 12 oraz kom-
lementanta pJBBORFS8 do makrofagow linii THP-1 oraz komorek ameb A. castel-

lanii.

4.3.4. Adhezja L. pneumophila do komorek linii nablonkowych A549
i BEAS-2B

Mutant T6-K13 wykazywat ponad 3,5-krotny wzrost adhezji do komorek linii A549
oraz 3-krotny wzrost adhezji do komorek linit BEAS-2B w poréwnaniu do szczepu dzikiego
Heysham-1 (Ryc. 41).
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Ryc. 41 Adhezja L. pneumophila szczepu dzikiego Heysham-1 i mutanta T6-K13 do komorek
nabtonkowych linii A549 i BEAS-2B.

Mutant 16D12 réwniez cechowat si¢ lepsza zdolnoscig adhezji do komoérek nabtonko-
wych w porownaniu do szczepu dzikiego 130b (Ryc. 42). Szczep 16D12 wykazywat 2,3-
krotny oraz 1,3-krotny wzrost zdolnosci adhezji odpowiednio do komorek linii A549 oraz
BEAS-2B w poréwnaniu do szczepu dzikiego 130b. Komplementant pJBBORFS8 charakte-
ryzowat 80% zdolnoscig adhezji do komorek THP-1 oraz 87% zdolnoscig adhezji do komo-

rek ameb.
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Ryc. 42 Adhezja L. pneumophila szczepow 130b i 16D12 do komorek nabtonkowych linii
A549 i BEAS-2B.

Mutanty z defektywna synteza regionu polisacharydowego LPS wykazywaly lepsza
zdolno$¢ adhezji do komorek nabtonkowych linii A549 i BEAS-2B w poroéwnaniu do szcze-
pow dzikich. Najwigksza réznica zdolnosci adhezji miedzy szczepem dzikim, a mutantem
wystgpita dla szczepu T6-K13, ktorego zdolno$¢ adhezji do komoérek nabtonkowych obu

linii byta ponad 3-krotnie wyzsza od szczepu dzikiego Heysham-1.

4.3.5. Test infekcji A. castellanii i makrofagéw linii THP-1 przez L. pneu-

mophila

Test infekcji wykazat, ze mutant T6-K13 efektywniej namnazat si¢ zarowno w komor-
kach makrofagéw linii THP-1, jak i w komoérkach ameb, w kazdym z badanych punktow
czasowych (Ryc. 43; Ryc. 44). Najwigksza réznica wystgpita po 72 godzinach od zakazenia
ameb, gdzie liczba komodrek mutanta, ktore ulegly namnozeniu w komorkach ameb byta
blisko 2-krotnie wyzsza od szczepu dzikiego Heysham-1. Po 48 1 72 godzinach od zakazenia
liczba komoérek T6-K13 uwolnionych z makrofagdéw byta okoto 1,4-krotnie wyzsza w po-

réwnaniu do komorek szczepu dzikiego Heysham-1 (Ryc. 43). Szczep komplementacyjny
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T24-K6-1 wykazywat zblizong do szczepu dzikiego Heysham-1 zdolno$¢ do wewnatrzko-
morkowego namnazania si¢ zar6wno w komorkach makrofagéw linii THP-1, jak i w komor-

kach ameb.
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Ryc. 42 Infekcja komorek makrofagow linii THP-1 szczepami dzikimi L. pneumophila (Heys-
ham-1, 130b), mutantami defektywnymi w syntezie LPS (T6-K13, 16D12) oraz
szczepami komplementacyjnymi (T24-K6-1, pJBBORFS8).

W makrofagach linii THP-1 mutant 16D12 namnazat si¢ stabiej w porownaniu do
szczepu dzikiego 130b. Po 48 oraz 72 godzinach od zakazenia liczba komorek 16D12 uwol-

nionych z makrofagow byta okoto 1,2-krotnie nizsza w poréwnaniu do szczepu dzikiego
130b (Ryc. 42).
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Ryc. 43 Infekcja komorek A. castellanii przez szczepy dzikie L. pneumophila, mutanty defek-
tywne w syntezie LPS oraz szczepy komplementacyjne.

Mutant 16D 12 wykazywat nieznacznie lepsza (o okoto 6%) zdolno$¢ do wewnatrzko-
morkowego namnazania si¢ w amebach po 24 godzinach od zakazenia w porownaniu do
szczepu dzikiego 130b (Ryc. 43). Wyrazna rdéznica w namnazaniu si¢ bakterii wewnatrz
komorek ameb wystapita po 48 godzinach i 72 godzinach od zakazenia, gdzie liczba komo-
rek szczepu dzikiego 130b byta wyzsza w poréwnaniu do mutanta 16D12 odpowiednio 4-
krotnie oraz 1,6-krotnie (Ryc. 43). Szczep komplementacyjny pJBBORF8 wykazywat po-
rownywalng do szczepu 130b zdolnos¢ do wewnatrzkomorkowej proliferacji zaréwno w ko-

morkach makrofagéw linii THP-1, jak i w komorkach ameb.

4.3.6. Infekcja komorek linii nablonkowych AS549 i BEAS-2B przez
L. pneumophila

Badano rowniez zdolnos$¢ L. pneumophila szczepéw dzikich Heysham-1 i 130b oraz
mutantow defektywnych w syntezie regionu polisacharydowego LPS — T6-K13 i 16D12 do
namnazania si¢ w komoérkach nabtonkowych linii A549 oraz BEAS-2B.
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Mutant T6-K13 dwukrotnie lepiej namnazal si¢ w komodrkach nablonkowych linii
A549 po 24 godzinach od zakazenia w poréwnaniu do szczepu dzikiego Heysham-1 (Ryc.
44). Po uptywie 48 oraz 72 godzinach od zakazenia liczba komorek szczepu T6-K13 uwol-
nionych z komoérek gospodarza byta blisko 1,5-krotnie nizsza od liczby komorek szczepu
Heysham-1. Komplementant T24-K6-1 wykazywat zblizong zdolnos¢ do wewnatrzkomor-

kowej proliferacji w komorkach linii A549 w poréwnaniu do szczepu Heysham-1.

Liczba L. pneumophila [CFUx10¢/ml]
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Ryc. 44 Wewngtrzkomorkowa replikacja bakterii w komorkach nabtonkowych linii A549.
Komorki zostaly zakazone szczepami dzikimi L. pneumophila (Heysham-1, 130b)
I mutantami (T6-K13, 16D12) oraz szczepami komplementacyjnymi T24-K6-1
i pPJBBORFS8.

Szczep dziki 130b charakteryzowat si¢ lepsza zdolnoscig do wewnatrzkomorkowego
namnazania si¢ w komorkach linii A549 w poréwnaniu do mutanta 16D12 (Ryc. 44). Liczba
komorek szczepu dzikiego uwolnionych po 24 i 48 godzinach od zakazenia byta 2,5-krotnie
wyzsza w porownaniu do liczby komorek szczepu 16D12. Komplementant pJBBORFS wy-
kazywatl porownywalng do szczepu dzikiego 130b zdolnos$¢ do namnazania si¢ w komoérkach

linii A549.
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Mutant T6-K13 charakteryzowatl si¢ stabsza zdolnos$cig do proliferacji w komoérkach
linii BEAS-2B w poroéwnaniu do szczepu dzikiego Heysham-1, przy czym najwigksza roz-
nica wystgpita po 72 godzinach od zakazenia (Ryc. 45). Szczep komplementacyjny T24-K6-

1 wykazywal poréwnywalng do szczepu dzikiego Heysham-1 zdolno$¢ do namnazania sig¢
w komorkach linii BEAS-2B.
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Ryc. 45 Wewngtrzkomorkowa proliferacja L. pneumophila szczepow dzikich (Heysham-1,
130b), mutantow defektywnych w syntezie LPS (T6-K13, 16D12) oraz komplemen-
tantow (T24-K6-1, pJBBORS) w komorkach nabtonkowych linii BEAS-2B.

Szczep 130b wykazywat stabsza zdolno$¢ proliferacji w komoérkach nablonkowych
linii BEAS-2B w poréwnaniu do mutanta 16D12. Po 24 i 48 godzinach od zakazenia komo-
rek linii BEAS-2B liczba komorek szczepu dzikiego 130b byta odpowiednio 1,5-raza i bli-
sko 2-krotnie nizsza od liczby komorek szczepu 16D12.
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Porownujac zdolno$¢ do wewnatrzkomérkowego namnazania si¢ szczepoéw dzikich
Heysham-1i 130b w komorkach linii A549 i BEAS-2B, szczep Heysham-1 charakteryzowat
si¢ znacznie lepsza zdolnoscig do namnazania si¢ w komadrkach nablonkowych, szczeg6lnie
po 24 i 48 godzinach od zakazenia, w poréwnaniu do szczepu 130b. Po 24 godzinach od
zakazenia, liczba bakterii szczepu Heysham-1, uwolnionych z komorek linii A549, byta 4-

krotnie wieksza, a po 48 godzinach, 8-krotnie wigksza w porownaniu do szczepu 130b.

4.3.7. Test inwazji komoérek A. castellanii i makrofagéw linii THP-1 bakte-

riami L. pneumophila

W celu sprawdzenia czy struktura LPS L. pneumophila moze wptywacé na inwazj¢ ko-
morek eukariotycznych okreslono stosunek bakterii wewnatrzkomoérkowych do catkowitej
liczby bakterii zwigzanych z komérkami za pomocg roznicowego barwienia immunofluore-
scencyjnego. Inwazja szczepu T6-K13 byta nizsza do obu rodzajach komoérek gospodarza,
przy czym wskaznik inwazji wynosit 80% dla makrofagow i 90% dla A. castellanii. Podob-
nie wskaznik inwazji szczepu 16D12 wynosit 85% dla makrofagdéw i 92% dla A. castellanii

(Ryc. 46).
J
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Ryc. 46 Przykladowe zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego procesu inwazji szczepow:
A) Heysham-1 do komorek A. castellanii; B) T6-K13 do komorek A. castellanii; C)
T6-K13 do komorek A. castellanii; D) Heysham-1 do makrofagow linii THP-1; E)
T6-K13 do makrofagow linii THP-1; F) 130b do komorek A. castellanii; G) Heys-
ham-1 do komorek A. castellanii; H) T6-K13 do komorek A. castellanii, 1) 130b do
makrofagow linii THP-1; J) 16D12 do makrofagow linii THP-1 (pow. 630x).
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Badania oddzialywania szczepow dzikich i mutantow defektywnych w syntezie LPS
z komorkami eukariotycznymi wykazaty, ze struktura LPS determinuje zdolno$¢ do adhezji,

inwazji i wewnatrzkomorkowego namnazania si¢ w komorkach gospodarza.

4.4. Oznaczenie poziomu indukcji cytokin prozapalnych w makrofagach

linii THP-1 stymulowanych komérkami L. pneumophila

Bakterie szczepu Heysham-1 oraz szczepu T24-K6-1 w dawce infekcyjnej 20 MOI
i 100 MOI indukowaly mierzalny poziom IL-6 (Tabela 6). Szczepy te w dawce 20 MOI
indukowaty okoto 1,5 razy wyzszy poziom IL-6 niz w dawce 100 MOI. Komorki mutanta
T6-K13 w dawce 100 MOI indukowaly niski poziom tej cytokiny wynoszacy 96 pg/ml i po-
rownywalny do proby kontrolnej. Szczep dziki Heysham-1 w dawce 20 MOI indukowat
okoto dwukrotnie wyzszy poziom TNF-a w poréwnaniu do dawki 100 MOI. Mutant T6-
K13 w dawce 20 MOI indukowat 1,3-krotnie nizszy poziom TNF-a w poroéwnaniu do
szczepu dzikiego Heysham-1.

Komorki szczepu dzikiego 130b oraz komplementacyjnego pJBBORFS8 nie induko-
waty IL-6 w dawce 20 MOI oraz 100 MOI. Mutant 16D12 indukowat IL-6 jedynie w dawce
20 MOI na poziomie 112 pg/ml. W dawce 20 MOI szczep dziki 130b indukowat okoto dwu-
krotnie nizszy poziom TNF-o w stosunku do mutanta 16D12. Komorki mutanta 16D12
w dawce 20 MOI indukowaty okoto dwukrotnie wyzszy poziom TNF-o w poréwnaniu do

dawki 100 MOI.

Tabela 6 Poziom indukcji prozapalnych cytokin (IL-6, TNF-a) w makrofagach linii THP-1

stymulowanych komorkami L. pneumophila.

Dawka infekcyjna Poziom cytokin
Szczep
[MOI] IL-6 [pg/ml] TNF-a [pg/ml]
+ +74?
Heysham-1 20 260425 612+74

100 166+20 316+10
T6-K13 20 0 472434

100 96+8 0
T24-K6-1 20 286122 590+32
100 172+18 295420
20 0 316422
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130b 100 0 0
16D12 20 112+14 692+442
100 0 372442
pJBBORFS 20 0 2904
100 0 0
Kontrola 04+8.8 142,8+38

a - istotne statystycznie w porownaniu z wyzszq dawkgq bakterii, test t Studenta, p<0.05.

Komoérki szczepow dzikich L. pneumophila i mutantow defektywnych w syntezie

LPS byly stabymi induktorami prozapalnych cytokin (IL-6 i TNF-a) zarowno w dawce in-

fekcyjnej 20 MOI, jak i 100 MOI. Szczepy dzikie L. pneumophila oraz mutanty skuteczniej

indukowatly wytwarzanie prozapalnych cytokin (IL-6, TNF-a) w dawce 20 MOI niz

w dawce 100 MOI.

4.4.1. Oznaczenie poziomu indukcji cytokin prozapalnych w makrofagach

linii THP-1 indukowanych LPS L. pneumophila

LPS w stezeniu 500 ng/ml wyizolowany ze wszystkich trzech szczepdéw (Heysham-1,

T6-K13 i T24-K6-1) indukowat porownywalne poziomy IL-6 w makrofagach linii THP-1.

Wyzsze st¢zenie LPS (1000 ng/ml) powodowato istotny wzrost produkcji IL-6 w porowna-

niu z nizszym stezeniem LPS, jednak nie odnotowano roznic statystycznie istotnych pomie-

dzy badanymi szczepami L. pneumophila (Ryc. 47).
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Ryc. 47 Poziom indukcji IL-6 w makrofagach linii THP-1 stymulowanych preparatami LPS
szczepu Heysham-1, T6-K13 oraz T24-K6-1 (500 ng/ml, 1000 ng/ml). Proba kon-
trolna: IL-6 — 94 pg/ml. * istotne statystycznie w porownaniu z nizszym stezeniem

LPS, test t Studenta, p<0.05.

W porownaniu do LPS wyizolowanego ze szczepu Heysham-1, LPS wyizolowany
z komorek mutanta T6-K13 w stezeniu 500 ng/ml byt dwukrotnie silniejszym induktorem
TNF-a (roznica statystycznie istotna), natomiast LPS w wyzszym stezeniu 1000 ng/ml tylko
w nieznacznym (réznica statystycznie nieistotna) stopniu zwigkszat produkcje¢ tej cytokiny
(Ryc. 48). Poziom indukcji obu cytokin przez preparat LPS wyizolowany ze szczepu kom-
plementacyjnego T24-K6-1, zar6wno w stgzeniu 500 ng/ml, jak i 1000 ng/ml byt porowny-

walny do poziomu indukowanego przez LPS szczepu dzikiego Heysham-1.
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Ryc. 48 Poziom indukcji TNF-a w makrofagach linii THP-1 stymulowanych preparatami
LPS szczepu Heysham-1, T6-K13 oraz T24-K6-1 (500 ng/ml, 1000 ng/ml). Préba
kontrolna TNF-a — 142,8 pg/ml. * istotne statystycznie w porownaniu z nizszym ste-
zeniem LPS, test t Studenta, p<0.05. a — roznica statystycznie istotna w porownaniu

ze szczepami Heysham-1 i T24-K6-1, p<0.05, Test Anova, post-hoc Tukeya.

W przypadku LPS izolowanych ze szczepu dzikiego 130b oraz mutanta 16D12 nie
obserwowano istotnych réznic w zdolnosci tych szczepéw do indukcji IL-6 w makrofagach
linii THP-1. Warto jednak podkresli¢, ze wyzsze stezenie LPS obu szczepow wykazato
wiekszg skutecznos¢ w indukowaniu tej cytokiny w poréwnaniu do nizszego st¢zenia endo-

toksyny, a roznica ta byta istotna statystycznie (Ryc. 49).
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Ryc. 49 Poziom indukcji IL-6 w makrofagach linii THP-1 stymulowanych preparatami LPS
szczepu 130b oraz 16D12 (500 ng/ml, 1000 ng/ml). Proba kontrolna: IL-6 - 94
pa/ml,* istotne statystycznie w porownaniu z nizszym stezeniem LPS, test t Studenta,

p=0.05.

Poréwnujac zdolnos¢ do indukcji TNF-a przez LPS wyizolowany ze szczepéw 130b
i 16D12, jedynie LPS szczepu dzikiego 130b powodowal znaczace wytwarzanie tej cyto-
kiny, podczas gdy LPS mutanta 16D12 indukowal produkcj¢ TNF-o na poziomie zblizonym
do proby kontrolnej (Ryc. 50).
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Ryc. 50 Poziom indukcji TNF-a w makrofagach linii THP-1 stymulowanych preparatami
LPS szczepu 130b oraz szczepu 16D12 (500 ng/ml, 1000 ng/ml). Préba kontrolna:
TNF-a - 142,8 pg/ml, * istotne statystycznie w porownaniu z nizszym stezeniem
LPS, test t Studenta, p<0.05. a — roznica statystycznie istotna w porownaniu ze

szczepem 16D12, p<0.05, Test Anova, post-hoc Tukeya.

Badane szczepy L. pneumophila nie stymulowaty wytwarzania mierzalnego poziomu
IFN-y z wyjatkiem LPS wyizolowanego ze szczepu Heysham-1, ktory w stezeniu 1000
ng/ml, indukowat IFN-y na poziomie 312 pg/ml.

Preparaty LPS badanych szczepow L. pneumophila byty silniejszymi induktorami pro-
zapalnych cytokin w porownaniu do komorek bakterii. Synteza cytokin pod wptywem LPS
L. pneumophila byta zalezna od uzytej dawki 1 wzrastata wraz ze wzrostem st¢zenia LPS.
Poziom indukowanego TNF-a pod wptywem LPS L. pneumophila byt znaczaco wyzszy

W poréwnaniu z poziomem IL-6.

Wyniki badan przeprowadzone na szczepach Heysham-1, T6-K13 i T24-K6-1 zostaly opu-
blikowane w pracy: Kowalczyk B., Petzold M., Kaczynski Z., Szuster-Ciesielska A., Lu-
chowski R., Gruszecki W.I., Fuchs B., Galuska C.E., Choma A., Tarasiuk J., Palusinska-
Szysz M. 2023. Lipopolysaccharide of Legionella pneumophila serogroup 1 facilitates in-
teraction with host cells. Int. J. Mol. Sci. 24, 14602.
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V DYSKUSJA

Na przetomie lipca 1 sierpnia 2023 roku na terenie Rzeszowa i okolic miata miejsce
najwigksza, jak do tej pory w Polsce, epidemia zapalenia pluc wywotana przez bakterie
L. pneumophila. Zachorowato wowczas 166 osoby, a 23 zmarty (WHO, 2023). W ciaggu
ostatniej dekady liczba zachorowan na chorobe legionistoéw znacznie wzrosta wsrod miesz-
kancéw Unii Europejskiej 1 Stanow Zjednoczonych, co wskazuje, ze choroba ta moze sta¢
si¢ powaznym problemem zdrowotnym, szczegolnie w konteksScie starzejacych si¢ spote-
czenstw, zmian klimatycznych i wzrastajacej presji na zasoby wodne (Barskey i in., 2022;
Samuelsson i in., 2023). Badania seroprewalencji przeprowadzone w roznych krajach $wiata
wykazaty potencjalne, cigglte narazenie ludzi na roézne serogrupy i gatunki bakterii z rodzaju
Legionella (Graham i in., 2020). Pomimo, ze znanych jest ponad 70 gatunkow zaliczonych
do rodzaju Legionella, to nie wszystkie gatunki i serogrupy w jednakowym stopniu odpo-
wiedzialne sg za wywotanie choroby legionistow (Euzéby, 2024). Badania przeprowadzone
na 259 szczepach klinicznych 1 3128 szczepach srodowiskowych wyizolowanych we Francji
wykazaty, ze L. pneumophila sg 1 stanowi 28,2% izolatow $rodowiskowych i 95,4% izola-
tow klinicznych, co pokazuje, ze wysoki odsetek przypadkow klinicznych wywotanych
przez L. pneumophila sg 1 nie znajduje odzwierciedlenia w rozmieszczeniu srodowiskowym
(Doleans i in., 2004). Analizy poréwnawcze genomu ponad 200 szczepow legionell wyka-
zaly, ze wspolng cechg szczepow L. pneumophila sg 1 byta obecnos¢ klastra genow kodujg-
cych biatka zaangazowane w biosyntezg LPS. Sugeruje to, ze unikalna struktura LPS jest
przynajmniej czgsciowo odpowiedzialna za dominujaca role L. pneumophila sg 1 w zakaze-
niach cztowieka (Cazalet i in., 2008). W genomie L. pneumophila sg 1 szczepu PtVFX/2014,
ktory byt zdolny do przetamania bariery immunologicznej 1 transmisji miedzy ludzmi, wy-
kryto osiem regionéw przenoszonych na drodze horyzontalnego transferu genow, wsrod kto-
rych wystgpowaly geny zaangazowane w biosyntez¢ LPS (Correia, 2016). Wszystkie te ba-
dania wskazuja z jednej strony na szczegolng rolg LPS w zwigkszonej wirulencji szczepoéw
L. pneumophila sg 1, z drugiej za$ pozostaje otwarte pytanie jakie elementy struktury LPS
i w jaki sposob decydujg o zdolno$ci do zakazania i wewnatrzkomorkowego namnazania si¢
tych bakterii w komorkach eukariotycznego gospodarza.

Analiza porownawcza gendow odpowiedzialnych za synteze polisacharydowej czgséci
LPS L. pneumophila wykazata obecno$¢ dwoch gtownych regionéw: wysoce konserwatyw-

nego o wielkosSci 15 kpz zawierajgcego geny od wecA (ORF 14) do Ipg0748 (ORF 28) oraz
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heterogennego regionu o wielkosci 18 kpz, ktory obejmuje geny od Ipg0779 (ORF 1) do
Ipg0764 (ORF 13) (Petzold i in, 2013). Region ORF 8 — ORF 12 wystepuje wylacznie
w szczepach L. pneumophila sg 1 i odpowiada za modyfikacje polisacharydowej czgsci LPS
(Liineberg 1 in., 2000).

Do badan zostaty wykorzystane bakterie L. pneumophila sg 1 szczep 130b nalezacy
do grupy Pontiac, ktérego kwas polilegionaminowy jest w petni 8-O-acetylowany oraz bak-
terie L. pneumophila sg 1 szczep Heysham-1 nienalezacy do grupy Pontiac, ktorego kwas
polilegionaminowy jest czgsciowo 8-O-acetylowany. W badaniach wykorzystano rowniez
pochodne szczepdw dzikich z wprowadzonymi nonsensownymi mutacjami w genach: ORF
8 (szczep 16D12, pochodna szczepu 130b) i ORF 7 (szczep T6-K13, pochodna szczepu
Heysham-1). Pozwolito to na skorelowanie: 1/ poszczegdlnych mutacji w genach specyficz-
nych dla serogrupy 1 z modyfikacja struktury LPS, 2/ specyficznej modyfikacji LPS ze
zmianami wlasciwosci biofizycznych interakcji migdzy bakteriami, a gospodarzem, 3/ spe-
cyficznej modyfikacji LPS ze zmiang odpowiedzi immunologicznej makrofagow.

Analiza sygnaléw na widmach NMR zarejestrowanych dla polisacharydow L. pneu-
mophila szczepu dzikiego 130b oraz mutanta 16D12 wykazata, ze mutant pozbawiony jest
grup N-metylowych zwigzanych z grupa 5-acetimidoilowa kwasu legionaminowego, dostar-
czajac w ten sposob bezposredniego dowodu, ze gen ORF 8 koduje N-metylotransferazg,
ktora odpowiada za metylacj¢ grupy 5-acetymidoilowej kwasu legionaminowego. Analiza
poréwnawcza widm NMR czesci polisacharydowej LPS L. pneumophila szczepu Heysham-
11 T6-K13 wykazata réznice w resztach ramnozy pochodzacych z regionu rdzeniowego
LPS. Pomimo, Ze analiza widm NMR tych probek nie wykazata réznic w stopniu ich acety-
lacji, mutant T6-K13 charakteryzowal si¢ nizsza hydrofobowoscia powierzchni komorek
W porownaniu do szczepu dzikiego Heysham-1. Sugeruje to, ze mutant T6-K13 pozbawiony
jest grup O-acetylowych przytaczonych do ramnoz rdzenia LPS. Brak za$ roznic w sygna-
tach odpowiadajacych grupom O-acetylowym przytaczonych do ramnoz rdzenia na wid-
mach NMR szczepu dzikiego 1 mutanta moze wynikac z faktu, Zze hydroliza LPS w buforze
octanowym indukuje czeSciowg migracje oraz czeSciowe usuniecie grupy O-acetylowej
przytaczonej do ramnozy regionu rdzeniowego (Zahringer, 1995).

Gospodarzem dla bakterii Legionella, w $srodowisku naturalnym sa pierwotniaki,
gtownie z rodzaju Acanthamoeba. Zdolno$¢ do wewnatrzkomorkowego przezycia i replika-
cji w komorkach ameb jest kluczowym krokiem w ewolucji tych bakterii ze srodowiska
wodnego do organizmu cztowieka, gdyz na poziomie komérkowym obserwuje si¢ wiele po-

dobienstw w cyklu zakazania ameb i makrofagow przez L. pneumophila jak np. pobieranie
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bakterii na drodze fagocytozy, utworzenie w cytoplazmie gospodarza wakuoli replikacyjnej,
unikajac fuzji z lizosomami (Escoll 1 in., 2013). Podobne mechanizmy oddziatywania mig-
dzy L. pneumophila, a amebami i makrofagami umozliwily tym bakteriom nabycie rzadkiej
wsrdd mikroorganizmoéw zdolno$ci do namnazania si¢ w makrofagach alweolarnych, ktore
sg unikalnymi komorkami ewolucyjnie i funkcjonalnie zaadaptowanymi do mikrosrodowi-
ska charakterystycznego dla ptuc. W ptucach poza makrofagami bakterie L. pneumophila
namnazajg si¢ w komorkach nabtonkowych pgcherzykoéw plucnych, a efektywna komunika-
cja miedzy tymi komdrkami zapobiega nadmiernej miejscowej rekrutacji komodrek odpor-
nosciowych do miejsca zakazenia i nadprodukcji cytokin prozapalnych. Wskazuje to na
wazng, ale ambiwalentng immunomodulacyjng role makrofagéw w infekcji pluc wywotanej
przez L. pneumophila (Schulz i in., 2017). Ztozony proces rozpoznawania L. pneumophila
jest $cisle regulowany, a przetamanie mechanizméw bojczych makrofagéw jest wypadkowa
uruchamianych mechanizméw promujacych i hamujacych odpowiedz zapalna.

Bardzo wczesnym 1 jednoczesnie istotnym etapem oddziatywania miedzy patogenem
a komorka gospodarza, ktory determinuje dalszy przebieg infekcji jest proces przytaczania
si¢ bakterii do komorek eukariotycznych. Adhezja jest procesem dwuetapowym, obejmuja-
cym zaré6wno oddzialywania niespecyficzne i specyficzne. W poczatkowym etapie adhezji
decydujaca role odgrywaja czynniki zwigzane z fizykochemicznymi wtasciwosciami po-
wierzchni bakterii, takimi jak potencjal elektrostatyczny, hydrofobowos¢ i sity van der Wa-
alsa. Pomiar stopnia polarnosci powierzchni bakterii okreslony na podstawie wlasnosci
spektroskopowych barwnika fluorescencyjnego prodanu (o amfifilowej budowie chemicz-
nej) wykazat réznice w hydrofobowosci badanych szczepoéw L. pneumophila sg 1. Porow-
nujac polarnos¢ szczepdéw dzikich, powierzchni¢ bakterii szczepu 130b cechowata wyzsza
hydrofobowos¢ niz szczepu Heysham-1, a zblizong do mutanta 16D12. Szczep dziki Heys-
ham-1 charakteryzowat si¢ wyzsza hydrofobowoscia niz mutant T6-K13. Badania te pozwa-
lajg przypuszczaé, ze réznice w stopniu polarnosci powierzchni bakterii moga wptywac na
oddziatywanie z komorkami gospodarza.

Wykorzystanie do badan niezwykle czulej metody mikroskopii obrazowania fluore-
scencji czasowo-rozdzielczej (FLIM) w celu pomiaru procesu bezpromienistego przekazu
energii typu Forsterowskiego (FRET) umozliwilo okreslenie odleglo$ci przestrzennej mig-
dzy parami fluorescencyjnych barwnikéw donorowych i akceptorowych, ktorymi zostaty
wybarwione szczepy dzikie (Heysham-1, 130b) i mutanty (T6-K13 i 16D12) oraz komorki
gospodarza (A. castellanii i makrofagi).
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Site tej metody dodatkowo wzmacnia potaczenie pomiarow FLIM-FRET z fotowybie-
leniem akceptora, co umozliwito precyzyjny pomiar czaséw zycia fluorescencji populacji
jedynie donora oraz tla komorkowego. Wysoka efektywnos$¢ transferu energii FRET wyno-
szaca 70% wystapita migdzy szczepem 130b, a A. castellanii oraz migdzy mutantem 16D12,
a komorkami ameb. Wskazuje to, ze brak grup N-metylowych zwiagzanych z grupa 5-aceti-
midoilowa kwasu legionaminowego nie wptynat na oddziatywanie z komérkami A. castel-
lanii. Wysoka efektywno$¢ transferu energii moze by¢ wynikiem bliskiego kontaktu oraz
$wiadczy¢ o skoncentrowanej lokalizacji L. pneumophila szczepu 130b na powierzchni ko-
morek ameb. Odleglos¢ miedzy L. pneumophila szczepem 130b oraz szczepem 16D12, a ko-
moérkami A. castellanii wynosita 33,5 A i byla najnizsza sposrod badanych szczepdéw. Obec-
no$¢ dodatkowego rozktadu wartosci efektywnosci transferu energii (o charakterze gaus-
sowskim) przy nizszych warto$ciach moze wskazywaé na ré6znorodnos¢ oddziatywan mie-
dzy tymi bakteriami, a komorkami ameb. Wartosci efektywnos$ci transferu energii w tym
zakresie mogg sugerowac, ze istniejg obszary, gdzie oddzialywanie jest mniej skuteczne lub
istniejg r6zne mechanizmy interakcji. Brak obserwowanego transferu energii FRET miedzy
L. pneumophila szczep 130b, a makrofagami linii THP-1 w kontekscie badanego systemu
moze by¢ interpretowany w $wietle kilku potencjalnych scenariuszy, zaleznych od specyfiki
eksperymentu oraz charakterystyki interakcji miedzy fluoroforami. Jednym z mozliwych
wyjasnien jest brak fizycznego kontaktu pomigdzy badanymi komorkami, co prowadzi do
nieefektywnego transferu energii mi¢dzy fluoroforami. Przeprowadzone odrgbne badania
polegajace na wyznakowaniu makrofagéw biekitem Nilu wykluczyty niskg wydajnos¢ zna-
kowania. Prawdopodobnie makrofagi wykazuja specyficzne wtasciwosci, ktére moga wyni-
ka¢ ze zmian ich morfologii w trakcie oddzialywania z bakteriami, co potencjalnie moze
prowadzi¢ do zablokowania transferu energii i uniemozliwi¢ obserwacje efektu FRET. Brak
transferu energii wystapit rowniez w badaniach oddziatywania miedzy L. pneumophila
szczep Corby, ktorego kwas polilegionaminowy jest catkowicie 8-O-acetylowany a makro-
fagami linii THP-1, przy efektywnym transferze energii w trakcie oddziatywania tych bak-
terii z komorkami A. castellanii (Palusinska-Szysz i in., 2019(b)). Natomiast w przypadku
szczepu dzikiego Heysham-1, ktory byt zdolny do oddzialtywania z makrofagami i amebami,
poziom transferu energii migdzy tym szczepem, a A. castellanii byt znacznie nizszy w po-
réwnaniu do szczepu 130b. Nizszy poziom transferu energii moze wynika¢ z wigkszej odle-
glosci migdzy szczepem Heysham-1, a komérkami ameb 1 makrofagow, ktora wynosita od-
powiednio 36 A oraz 55,3 A. Mutant T6-K13 niezdolny do syntezy grup O-acetylowych

przytaczonych do ramnoz rdzenia LPS wykazywat stabsze oddziatywanie z komodrkami
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A. castellanii i makrofagami linii THP-1 w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Odlegto$¢ mie-
dzy komorkami mutanta, a komoérkami ameb i makrofagéw wynosita odpowiednio 60 A i 62
A.

Analizy FLIM-FRET wykazaly, ze decydujaca rolg na wczesnym etapie oddziatywa-
nia L. pneumophila z komorkami gospodarza, przed wej$ciem bakterii do komorek eukario-
tycznych, odgrywajg grupy O-acetylowe kwasu legionaminowego LPS. Wyniki tych analiz
sg spojne z badaniami przeprowadzonymi przez Gosselini i in. na szczepach L. pneumophila
mADb3/1 pozytywnych i negatywnych, ktore wykazaly, ze obecnos¢ grup O-acetylowych
w LPS L. pneumophila sg 1 moze posrednio wptywac na kontrol¢ nieswoistego oddziaty-
wania dalekiego zasiegu - odpychania elektrostatycznego, pod wptywem ktorego znajduja
si¢ bakterie zblizajace si¢ do ujemnie natadowanych komorek gospodarza. Obecnos¢ grupy
8-O-acetylowej kwasu legionaminowego prowadzi do zmniejszenia gestosci tadunku po-
wierzchniowego, dzigki czemu bakterie moga silniej oddziatywac¢ z komoérkami eukariotycz-
nymi (Gosselin i in., 2011).

Wystepowanie grup O-acetylowych, zar6wno kwasu legionaminowego, jak i rdzenia
LPS L. pneumophila, przypuszczalnie utatwia pokonanie bariery elektrostatycznej i kontakt
z komorkami gospodarza, szczeg6lnie z A. castellanii.

W kolejnym etapie oddziatywania bakterii z komorkami eukariotycznymi decydujaca
rol¢ odgrywaja specyficzne interakcje miedzy ligandami bakterii a receptorami gospodarza.
Bakterie L. pneumophila nie syntetyzuja otoczek, ani tez zewnatrzkomorkowych polisacha-
rydow, dlatego LPS, ktory jest najbardziej eksponowanym do $rodowiska skladnikiem
okrywy komoérkowej ,,zakotwicza” bakterie w btonie komorek eukariotycznych (Palusinska-
Szysz i in., 2019(b)). Grupy O-acetylowe rdzenia LPS oraz grupy N-metylowe zwigzane
Z grupg S-acetimidoilowg kwasu legionaminowego s3 rowniez zaangazowane w interakcje
z receptorami makrofagow linii THP-1, gdyz mutanty pozbawione tych grup znacznie sta-
biej ulegaty adhezji do makrofagéw. Brak grup N-metylowych kwasu legionaminowego byt
rowniez przyczyna stabszego przylegania bakterii do komoérek A. castellanii. Natomiast brak
grup O-acetylowych rdzenia LPS wptywatl na silniejszg adhezj¢ do komoérek ameb. Rozpo-
znanie L. pneumophila przez A. castellanii odbywa si¢ za posrednictwem domeny al-3D-
mannobiozy receptora wigzacego mannoz¢ zlokalizowanego na komoérkach A. castellanii
(Declerck i in., 2007) i przypuszczalnie brak grup O-acetylowych przytaczonych do ramnoz
sprawia, ze mannoza rdzenia LPS staje si¢ bardziej dostepna dla receptora ameb. Wskazuje
na to analiza porownawcza sygnalow na widmach NMR czesci polisacharydowej LPS wyi-

zolowanego ze szczepu dzikiego Heysham-1 i mutanta T6-K 13, ktora wykazata niewielka
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roznice w zakresie sygnatow mannozy. Testy adhezji szczepu dzikiego Heysham-1 i mutanta
T6-K13 z komoérkami ameb pokazuja, ze receptory powierzchniowe A. castellanii mogg od-
dziatywa¢ z wewngetrznymi cukrami regionu rdzeniowego czesci polisacharydowej LPS
I tym samym posredniczy¢ w przytaczaniu L. pneumophila do tych komérek. Sktad i struk-
tura zar6wno regionu rdzeniowego, jak i czgsci O-swoistej LPS innych Gram-ujemnych bak-
terii np. E. coli, Klebsiella pneumoniae réwniez odgrywaja wazng role w regulowaniu wy-
chwytu bakterii przez ameby i makrofagi (Liu i Koudelka, 2023(a); Liu i Koudelka, 2023(b);
March i in., 2013).

Badania zdolnosci adhezyjnych szczepéw Heysham-1 1 130b oraz mutantow T6-K13
1 16D12 do komorek linii A549 i BEAS-2B, ktore s3 modelem komorek nablonkowych,
odpowiednio dolnych i gérnych drég oddechowych, wykazaty silniejsze oddzialywanie
szczepOw z mutacja w syntezie LPS w pordwnaniu do szczepow dzikich. Przeciwnie, niz
W odziatywaniach tych szczepdéw z makrofagami, co wskazuje na odmienny mechanizm
przylaczania si¢ bakterii do roznych komorek eukariotycznych i ze modyfikacje LPS pro-
mujg interakcje L. pneumophila z makrofagami. Potwierdzajg to rowniez badania przepro-
wadzone przez Xiong i in. na liniach komorek fagocytujacych i niefagocytujacych, ktore
wykazaty, ze internalizacja L. pneumophila przez makrofagi byta tatwiejsza niz w przypadku
niefagocytarnych linii komorkowych i ze przewaga komorek fagocytarnych jako gospodarza
dla L. pneumophila rozpoczyna si¢ na etapie przylegania (Xiong i in., 2017).

Proces adhezji bakterii L. pneumophila do komoérek gospodarza jest ztozonym proce-
sem, w ktorym poza LPS, ktory umozliwia przylaczanie bakterii zarowno do komorek pier-
wotniakow, jak 1 komorek ssaczych, uczestniczy caty szereg czynnikéw adhezyjnych. Poje-
dyncze lub synergistyczne dziatanie tych czynnikoéw pozwala na zwigzanie si¢ L. pneu-
mophila z powierzchnig komorek eukariotycznych, w tym z makrofagami alweolarnymi,
prowadzac do kolonizacji uktadu oddechowego cztowieka. W procesie przytaczania bakterii
L. pneumophila do makrofagow mozna wyrézni¢ adhezj¢ zalezng od dopetniacza, ktorej
kluczowymi sktadnikami sg biatka C3 1 C3bi oraz adhezj¢ niezalezng od dopetniacza (Payne
i Horwitz, 1987). Sktadniki dopetniacza C3 i C3bi wigzg si¢ z zlokalizowanym na po-
wierzchni bakterii biatkiem MOMP, a nastepnie taczg si¢ z receptorem dopetniacza CR1
i CR3 makrofagéw (Krinos i in., 1999). Biatko MOMP moze hamowa¢ fagocytoze i uta-
twia¢ chemotaksj¢ makrofagéw RAW 264.7 (Yang i in., 2021). W procesie adhezji nieza-
leznej od dopelniacza uczestniczg wici, pile 1 biatka powierzchniowe, ktore oddziatujg z ma-
krofagami za posrednictwem biatka MIP, biatka szoku cieplnego Hsp 60, pili typu IV oraz

flageliny. Ponadto w procesie adhezji do makrofagéw zaangazowane jest kolagenopodobne
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biatko (Lcl, Collagen-like) wigzace glukozyloaminoglikan (GAG, Glycosaminoglycan)
(Vandersmissen i in., 2010; Abdel-Nour i in., 2019) i specyficzna dla L. pneumophila cy-
klaza adenylanowa - LadC (Newton i in., 2008) oraz biatko zewngtrznej membrany - PilY1,
ktore umozliwia réwniez przylaczanie bakterii do komorek nablonkowych (Hoppe i in.,
2017). Adhezynami odpowiedzialnymi za przytaczenie L. pneumophila do komérek A. ca-
stellanii sa: toksyna strukturalna — RtxA (Cirillo i in., 2002) i biatko zewnetrznej membrany
PIlEL wchodzace w sktad pilusow typu IV (Stone i Abu Kwaik, 1998). Biatka RtxA i PilEL
posredniczg takze w adhezji L. pneumophila do komérek nabtonkowych oraz monocytow
(Cirillo 1 in., 2000; Stone i Abu Kwaik, 1998). Biatko EnhC réwniez odgrywa istotng role
w procesie adhezji L. pneumophila do komoérek A. castellanii, a takze do komorek linii na-
btonkowych i monocytow (Cirillo i in., 2000). W procesie adhezji L. pneumophila do ko-
morek nabtonkowych ptuc posredniczg m.in.: receptory E-kadheryny i integryny 1 (Prashar
i in., 2012) oraz biatko LaiA - homolog integryny Saccharomyces cerevisiae (Chang i in.,
2005). Niezbedne sa dalsze badania w celu wyjasnienia, czy jedna czasteczke adhezyjna
L. pneumophila moze zastgpi¢ inng lub czy istnieje potrzeba wiclu wspotdziatajacych, do-
brze zsynchronizowanych w czasie i przestrzeni, interaktywnych zdarzen migdzy adhezyna
a ligandem, w celu produktywnej kolonizacji komorek gospodarza.

Przytaczone do komorek gospodarza bakterie L. pneumophila zostajg pobrane na dro-
dze fagocytozy konwencjonalnej lub spiralnej przez makrofagi i pierwotniaki, a dzigki po-
konaniu naturalnych mechanizméw obronnych tych komorek, bakterie tworzg bezpieczng
do namnazania si¢ wewnatrzkomorkowa nisz¢. Mutant T6-K13 pozbawiony grup O-acety-
lowych ramnoz rdzenia LPS lepiej namnazat si¢ w komodrkach ameb i makrofagéw w po-
réwnaniu do szczepu dzikiego Heysham-1, co wskazuje, Ze obecno$¢ tych grup wptywa na
zdolnos¢ L. pneumophila do wewnatrzkomoérkowego namnazania si¢. Stopien acetylacji O-
swoistego tancucha LPS jest regulowany w zaleznosci od fazy wzrostu bakterii L. pneu-
mophila. Fernandez-Moreira wykazat, ze bakterie w fazie replikacyjnej zwigkszaja stopien
acetylacji O-swoistego tancucha w celu podniesienia tolerancji na niesprzyjajace warunki
panujace w wakuolach zainfekowanej komorki gospodarza. W fazie transmisyjnej bakterie
deacetyluja 1 wydtuzaja LPS do form, ktore blokujg fuzje fagosomu z lizosomem 1 dojrze-
wanie makrofagow (Fernandez-Moreira i in., 2006). Bardziej hydrofilny LPS L. pneu-
mophila utatwia blisko$¢ przestrzenng bakterii w fagosomie (Richards i in., 2010). Brak grup
O-acetylowych ramnoz rdzenia LPS w szczepie T6-K13 zwigksza polarnos¢ powierzchni
bakterii 1 ich wzajemny kontakt w fagosomie, co wplywa na bardziej intensywne namnaza-

nie si¢ L. pneumophila w komodrkach gospodarza, w porownaniu do szczepu dzikiego.
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W komoérkach nabtonkowych linii A549 po 24 godzinach od zakazenia mutant T6-
K13 namnazat si¢ bardziej efektywnie, zas po 48 1 72 godzinach namnazat si¢ mniej efek-
tywnie w porownaniu do szczepu dzikiego. W komorkach nablonkowych BEAS-2B mutant
T6-K13 namnazat si¢ stabiej w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Mutant 16D12 namnazat
si¢ w komorkach linii A549 nie tak efektywnie jak szczep dziki. Ten sam mutant namnazat
si¢ lepiej w komodrkach BEAS-2B niz szczep dziki 130b, wskazujac na odmienny mecha-
nizm namnazania si¢ bakterii L. pneumophila w r6znych komorkach gospodarza. Badania
przeprowadzone z wykorzystaniem makrofagéw linii THP-1 i komorek nablonkowych
A549 nad rolg biatka adhezyjnego PilY1 zlokalizowanego w zewngtrznej membranie
L. pneumophila, wykazaty rozny efekt w zalezno$ci od komorek gospodarza. Brak syntezy
biatka PilY1 spowodowat drastyczny spadek inwazji L. pneumophila do komoérek nabton-
kowych, ale nie wptynat na zdolnos$¢ bakterii do namnazania si¢ wewnatrz tych komorek.
Natomiast brak biatka PilY'1 znacznie ostabit zdolno$¢ L. pneumophila do namnazania sig¢
w makrofagach (Hoppe i in., 2017). Réznice w charakterystyce btony, dynamice biatek cy-
toszkieletu oraz integralnosci strukturalnej komoérki migdzy makrofagami, a komorkami nie-
fagocytujacymi moga decydowac o oddzialywaniu i efektywno$ci namnazania si¢ L. pneu-
mophila w réznych komorkach gospodarza (Xiong i in., 2017; Prashar i in., 2018).

Grupy N-metylowe przypuszczalnie promujg wewnatrzkomorkowa replikacje szczepu
130b, gdyz mutant 16D12 stabiej namnazat si¢ W komorkach ameb i makrofagéw. Chociaz
badania przeprowadzone przez Kooistra na szczepie dzikim L. pneumophila RC1 oraz mu-
tancie 5215 pozbawionym grup N-metylowych reszt kwasu legionaminowego wykluczyty,
ze te grupy moga by¢ czynnikiem zjadliwosci L. pneumophila szczepu RC1 (Kooistra i in.,
2002). Grupy N-metylowe nadajac tadunek reszcie kwasu legionaminowego wptywaja na
wzajemne przyciaganie i odpychanie miedzy kwasem legionaminowym, a innymi sktadni-
kami ostony komorkowej zwlaszcza lipidami, ktorych acylowe tancuchy ulegaja hydrofo-
bowym interakcjom z lipidem A LPS, co wptywa na stabilizacj¢ konformacji makroczaste-
czek i blony zewnetrznej jako catosci. Scista réownowaga miedzy fosfolipidami a LPS jest
niezbe¢dna do zachowania prawidtowej asymetrii architektury $ciany komorkowej L. pneu-
mophila, integralnosci komorki bakteryjnej oraz jej adaptacji do zmieniajgcych si¢ warun-
kow srodowiska. Zaburzenia syntezy LPS wptynety na réznice ilosciowe w profilu lipidow
L. pneumophila. Szczep T6-K13 pozbawiony grup O-acetylowych przytaczonych do ramnoz
rdzenia LPS wykazywat dwukrotny wzrost zawartosci PE z nasyconymi kwasami ttuszczo-
wymi: PE(14:0 _14:0) 1 PE(15:0 _14:0) oraz PE z nienasyconymi kwasami tluszczowymi:
PE(16:1 _16:1) i PE(17:1/17:1) w poréwnaniu do szczepu dzikiego Heysham-1. Ponadto,
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mutant T6-K13 syntetyzowat zaledwie 0,12% dMePE(17:1 18:0), ktorej zawartos¢ w szcze-
pie Heysham-1 wynosita 20%. Mutant charakteryzowat si¢ takze dwukrotnie wyzsza zawar-
toscig Cer(t34:0), Cer(t34:1) i Cer(t38:0) w porownaniu do szczepu dzikiego Heysham-1.
Réznice w zawartos$ci lipidow wystapity rowniez miedzy dzikim szczepem 130b oraz mu-
tantem 16D 12, ktory syntetyzowat 3-krotnie mniej PC(17:1_14:0), PC(17:1/15:0) oraz dwu-
krotnie wiecej] PC(16:1 16:0). Mutant 16D12 charakteryzowat si¢ wysoka zawartoscig
dMePE(20:0 16:1), ktora w szczepie dzikim byta ponad 7-krotnie nizsza. R6znice w zawar-
tosci lipidow w tych szczepach wystapity rowniez w ceramidach. Mutant 16D 12 charakte-
ryzowal si¢ wyzszg zawarto$cig Cer(t35:0), Cer(d37:1) 1 Cer(t34:1) w poréwnaniu do
szczepu dzikiego.

Obecnos$¢ ceramidow jest unikalng wsrod mikroorganizméw cechg bton L. pneu-
mophila. Ceramidy naleza do sfingolipidow, ktorych szkieletem jest sfingozyna - dtugotan-
cuchowy nienasycony alkohol. Czasteczka sfingozyny, z dotagczonym do grupy aminowe;j
kwasem tluszczowym, tworzy ceramid.

Sfingolipidy wystepuja gtownie w warstwie zewnetrznej bton komorek eukariotycz-
nych i odgrywaja kluczowa rolg¢ w tworzeniu tratw lipidowych, ktore stuza czasowe;j i prze-
strzennej organizacji komorkowej maszynerii sygnalizacyjnej, a takze decyduja o fizyko-
chemicznych wtasciwosciach komorek (Nelson 1 Cox, 2017). Sfingolipidy wystepuja gtow-
nie w komorkach bakteryjnych, ktorych cykl zyciowy jest $cisle zwigzany z eukariotycznym
gospodarzem. Na podstawie analizy homologii genéw zaangazowanych w syntezg¢ cerami-
dow, genu spt — kodujacego palmitoilotransferaze serynows, bcerS —kodujacego bakteryjng
syntaze ceramidowg oraz CerR — kodujacego reduktaze ceramidowa wykazano, ze zaledwie
5% bakterii nalezacych do 17 taksonomicznych klas produkuje ceramidy (Stankeviciute
I in., 2022). Wigkszo$¢ bakterii syntetyzujacych sfingolipidy nalezy do typu Bacteroidetes
(np. z rodzajow Flectobacillus, Porphyromonas, Prevotella, Parabacteroides, Bacteroides)
i typu Chlorobi (np. z rodzaju Chlorobium). Bakterie syntetyzujace sfingolipidy reprezentuja
takze typ a-Proteobacteria (Acetobacter spp., Sphingomonas spp., Novosphingobium spp.)
i A-Proteobacteria (Myxococcus spp., Bdellovibrio spp.) (Heaver i in., 2018). Wsrod bakterii
nalezacych do rodzaju Legionella ceramidy, utlenowane ceramidy oraz heksozyloceramidy
zidentyfikowano w lipidach L. gormanii (Chmiel i in., 2022). Ceramidy L. gormanii
i L. pneumophila zawierajg gtownie nasycone lub jednonienasycone kwasy thuszczowe, po-
dobnie do tych wystepujacych w komorkach eukariotycznych, ktorych tancuchy acylowe
maja dhugos¢ od 14 do 26 lub wigcej atomdéw wegla. Mutant T6-K 13 zawieral wigcej cera-

midow z kwasami thuszczowymi o krotszych tancuchach acylowych Cer(t34:0), Cer(d37:1)
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oraz Cer(t38:0) w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Podobnie mutant 16D 12 zawieral wigcej
ceramidow z kwasami thuszczowymi o krétszych tancuchach Cer(t35:0), Cer(d37:1) w po-
réwnaniu do szczepu dzikiego. U Gram-ujemnych bakterii pozbawionych LPS, takich jak
np. Sorangium cellulosum So ce56 sfingolipidy, lipidy zawierajace ornityng oraz lipidy ete-
rowe funkcjonalnie zastepuja ten sktadnik btony zewnetrznej (Keck i in., 2011). Acetobacter
malorum S24, ktory syntetyzuje zardbwno LPS, jak i sfingolipidy w odpowiedzi na zmienia-
jace si¢ warunki srodowiska, takie jak obnizenie pH lub wzrost temperatury, indukuje ak-
tywnos$¢ enzymow zaangazowanych w synteze sfingolipidow i1 zwiekszong produkcje cera-
midow lub sfingolipidow (Ogawa i in., 2010). Zdolno$¢ do syntezy anionowego sfingoli-
pidu, fosfoglicerynianu ceramidu w komoérkach Caulobacter crescentus umozliwia przezy-
cie bakteriom, ktore pozbawione sg LPS (Zik 1 in., 2022).

Ceramidy moga by¢ syntetyzowane de novo z seryny i palmitynianu, badZ powstawac
wskutek rozpadu sfingomielin z udziatem sfingomielinaz: SMase Cs, (SMPD1) i SMase Ds.
Sfingomielinaza SMPD1 hydrolizuje wigzanie estrowe migdzy ceramidem, a fosforylocho-
ling. Sfingomielinaza SMase Ds hydrolizuje wigzanie fosfodiestrowe mi¢dzy cer-1-fosfora-
nem i choling (Flores-Diaz i in., 2016). Sposrod arsenatu biatek efektorowych kodowanych
przez geny eukariotyczne pozyskane przez L. pneumophila w wyniku ko-ewolucji z pier-
wotniakami, co najmniej trzy biatka: sfingomielinaza, kinaza sfingozynowa i liaza sfingo-
zyno-1-fosforanowa wykazujg aktywnos$¢ podobng do enzymow eukariotycznych dziataja-
cych w szlaku degradacji sfingolipidéw (Rolando i Buchrieser, 2019). Aktywno$¢ liazy sfin-
gozyno-1-fosforanowej wytwarzanej przez L. pneumophila hamuje wzrost st¢zenia sfingo-
zyny w makrofagach zakazonych bakteriami, prowadzac do zahamowania procesu autofagii
(Rolando i in., 2016). Bakteryjne patogeny wykorzystujg aktywno$¢ sfingomielinazy do
wzrostu poziomu ceramidéw w btonie, co prowadzi do tworzenia bogatych w ten lipid do-
men, ktore wychwytuja czasteczki receptorow oraz czasteczki sygnalizacji wewnatrzkomor-
kowej, w ktorej posredniczy TLR4. W ten sposob blonowe ceramidy odgrywaja kluczowa
role w przekazywaniu sygnatu 1 modulacji metabolizmu komérkowego. Reorganizacja cza-
steczek w komorce wywotana dziataniem ceramidoéw, pozwala bakteriom regulowac ich in-
ternalizacje, uwalnianie cytokin oraz odpowiedz zapalng, a takze hamowac¢ $mier¢ komor-
kowa (Gulbins i in., 2004). Sfingomielinaza jest aktywowana przez wydzielane czynniki
wirulencji, toksyny oraz LPS (Kornhuber i in., 2015). Obnizenie poziomu glukozylocerami-
déw w domenach lipidowych zmniejsza indukowang LPS odpowiedz zapalng, zar6wno my-

sich, jak 1 ludzkich makrofagéw (Mobarak i in., 2018).
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Kluczowym elementem wrodzonej odpowiedzi immunologicznej na zakazenie ptuc
wywotane przez bakterie L. pneumophila jest cytokina TNF-a, wytwarzana przez zainfeko-
wane 1 aktywowane makrofagi alweolarne, ktore zabijaja bakterie poprzez rekrutacj¢ lizo-
somow 1 zakwaszanie wakuoli zawierajacych L. pneumophila (Ziltener i in., 2016). Biolo-
giczna aktywno$¢ TNF-o uwarunkowana jest wigzaniem si¢ z receptorami TNFR1 1 TNFR2
zlokalizowanymi na powierzchni makrofagow, ktore nastepnie aktywujg jadrowy czynnik
transkrypcyjny NF kappa B (NF-xB), ktory po translokacji do jadra komoérkowego kontro-
luje transkrypcje gendw kodujacych TNF-a (Webster i in., 2020).

Komorki dzikich szczepow Heysham-1 1 130b indukowaty niski poziom TNF-a, przy
czym szczep 130b w dawce 20 MOI byt dwukrotnie stabszym induktorem tej cytokiny.
Wyzsza dawka bakterii (100 MOI) zarowno szczepu Heysham-1, jak i 130b powodowata
spadek produkcji TNF-a. Zdolnos¢ do indukcji TNF-a przez rozne szczepy L. pneumophila
byta bardzo zréznicowana. Badania przeprowadzone na dwoch dominujacych wérdd izola-
tow klinicznych szczepach L. pneumophila o typach sekwencji ST1 i ST47 wykazaty, ze
szczep ST1 powodowat silniejszg aktywacje szlaku sygnalizacyjnego NF-kB, a nast¢pnie
dwukrotnie wyzszy poziom TNF-o w makrofagach linii THP-1 w poréwnaniu do szczepu
STA47. Taka zréznicowana odpowiedz zapalna moze by¢ zwigzana z r6zng podatnoscia go-
spodarza na szczepy bakterii L. pneumophila (Guillemot i in. 2022).

Komoérki mutanta T6-K13 w dawce 20 MOI indukowaty nizszy poziom TNF-a w po-
réwnaniu do szczepu dzikiego. Natomiast mutant 16D12 w dawce 20 MOI indukowatl dwu-
krotnie wyzszy poziom TNF-a w poroéwnaniu do szczepu dzikiego 130b. Komorki mutanta
T6-K13 w dawce 20 MOI nie indukowaty mierzalnego poziomu IL-6, a w dawce 100 MOI
poziom produkowanej cytokiny byt zblizony do proby kontrolnej. Mutant 16D12 w dawce
20 MOI byt lepszym induktorem IL-6 niz szczep dziki 130b. Badania te wskazuja, ze grupy
O-acetylowe i N-metylowe wystepujace w czesci polisacharydowej LPS komorek L. pneu-
mophila moga posrednio wptywa¢ na indukcje TNF-a i IL-6.

LPS L. pneumophila pomimo wysokiej reaktywnosci w tescie zelowania amebocytow
skrzyptocza ponad 1000 razy stabiej indukowat TNF-a, IL-1B, IL-6 i IL-8 w komorkach
Mono Mac6 w poréwnaniu do LPS wyizolowanego z Salmonella enterica serowar Minne-
sota (Neumeister i in., 1998). Badania wtasne nad indukcja IL-6 i TNF-o w makrofagach
linii THP-1 stymulowanych LPS wyizolowanym ze szczepu Heysham-1 i 130b potwierdzity
stabg zdolno$¢ do produkcji tych prozapalnych cytokin. Poziom IL-6 produkowanej przez

makrofagi linii THP-1 pod wptywem LPS wyizolowanego ze wszystkich badanych szcze-
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pow byt ponad 10 krotnie nizszy niz poziom TNF-a, co pokazuje istotny udzial TNF-a w za-
kazeniach wywotanych badanymi szczepami legionell. Brak istotnych statystycznie roznic
mi¢dzy szczepami dzikimi i mutantami wskazuje, ze grupy O-acetylowe rdzenia i N-mety-
lowe kwasu legionaminowego LPS bezposrednio nie wplywaja na poziom indukowanej IL-
6.

Niski poziom wytwarzanych cytokin spowodowany jest stabg zdolno$cig wigzania si¢
LPS L. pneumophila z biatkiem wigzacym lipopolisacharyd (LBP, Lipopolysaccharide Bin-
ding Protein), a takze z receptorem CD14 zwigzanym z btong makrofagdéw oraz jego roz-
puszczalng forma (sCD14) (Neumeister i in., 1998). Staba zdolnos$¢ do wigzania si¢ z recep-
torami wynika z obecnosci w lipidzie A L. pneumophila dlugotancuchowych kwasow thusz-
czowych [28:0(27-0kso) i 27:0-diowy], o dtugosci 2-krotnie wigkszej niz kwasy thuszczowe
przytaczone do szkieletu cukrowego lipidu A, wysoce toksycznych LPS bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae (Zahringer i in., 1995). Lipid A L. pneumophila rozpoznawany jest
przez TLR4 zlokalizowany zaré6wno na powierzchni makrofagdéw cztowieka, jak i na waku-
olach utworzonych wewnatrz makrofagow, w ktorych namnazajg si¢ bakterie (Grigorieva
i Cianciotto, 2021).

LPS wyizolowany ze szczepu 130D silniej indukowat TNF-o w porownaniu do LPS
wyizolowanego ze szczepu Heysham-1, zaréwno w st¢zeniu 500 i 1000 ng/ml. LPS wyizo-
lowany z mutanta T6-K13 w stezeniu 500 ng/ml byt dwukrotnie silniejszym induktorem
TNF-a, w poréwnaniu do szczepu dzikiego Heysham-1. Wyzsze ste¢zenie 1000 ng/ml LPS
mutanta T6-K13 tylko w nieznacznym stopniu zwi¢kszato produkcje¢ tej cytokiny. Badania
te wskazuja, ze nie tylko lipid A, ale réwniez czg$¢ polisacharydowa LPS L. pneumophila
szczepu Heysham-1 wptywa na indukcj¢ TNF-0, a wystepowanie grup O-acetylowych ra-
mMnoz rdzenia moze by¢ jednym z mechanizmdw ucieczki tych bakterii spod kontroli uktadu
immunologicznego czlowieka. LPS wyizolowany z mutanta 16D12 indukowat TNF-a na
bardzo niskim, zblizonym do kontroli poziomie, co roéwniez pokazuje, ze modyfikacje re-
gionu polisacharydowego LPS L. pneumophila moga wptywaé na indukcj¢ prozapalnych
cytokin. Pozostaje do wyjasnienia w jaki sposob region polisacharydowy LPS 1 za posred-
nictwem jakich receptorow uruchamia odpowiedz zapalng. Wiadomo, Ze ten region LPS nie
angazuje receptora TLR4 w odpowiedz, gdyz cztery réznigce si¢ budowa antygenu O sero-
grupy L. pneumophila, wywotaty podobna, zalezng od TLR4 indukcj¢ cytokin (Shevchuk
i in., 2011; Grigorieva i Cianciotto, 2021). Chociaz fancuch polisacharydu O wydaje si¢
zbedny do aktywacji i sygnalizacji TLR4, cukry rdzenia oligosacharydu, w tym Kdo odgry-
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waja znaczacg role w aktywacji TLR4. Ponadto waznym parametrem decydujacym o sku-
tecznos$ci oddziatywania LPS z receptorem TLR4/MD-2 jest tendencja ligandow do tworze-
nia w roztworze agregatow. Obecno$¢ réznych grup czesci polisacharydowej, jak rowniez
dhugos¢ i rozmieszczenie kwasow ttuszczowych lipidu A, moze wplywac na stabilno$¢ agre-
gatow LPS 1 wlasciwe dopasowanie do receptorow (Cochet 1 Peri, 2017).

Kompletny antygen O E. coli byl niezbedny do pelnej aktywacji monocytow, w tym
fosforylacji kinaz aktywowanych mitogenami MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases),
zwickszonej syntezy mRNA dla TNF-a i IL-10 oraz zwigkszonego wydzielania obu tych
cytokin, w sposob zalezny od receptora CD14. Cze$ciowa utrata antygenu O powodowata
zmniejszong aktywacje kazdego z tych szlakéw komorkowych, w poréwnaniu z komérkami
stymulowanymi LPS wyizolowanym ze szczepu dzikiego E. coli (Plevin i in., 2016).

Zblizenie sie, przylaczenie i inwazja komorek gospodarza (makrofagow i pierwotnia-
kow) naleza do krytycznych etapow cyklu infekcji komorkowej L. pneumophila. Zaburzenie
kazdego z tych etapow prowadzi do spadku liczby, zywych, zdolnych do wewnatrzkomor-
kowej replikacji bakterii. Jednym z czynnikow, ktéry odgrywa decydujace znaczenie na kaz-
dym etapie cyklu zyciowego L. pneumophila jest lipopolisacharyd. Poznanie ztozonych me-
chanizméw modulacji struktury, funkcji i sposobu oddziatywania LPS L. pneumophila z ko-
morkami gospodarza ma istotne znaczenie w projektowaniu nowych lekow i ocenie nowych

strategii terapeutycznych w ochronie przed infekcjami wywolanymi przez te bakterie.
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Bakterie L. pneumophila sa cennym modelowym organizmem do badan nad mechani-
zmami interakcji miedzy wewnatrzkomorkowym patogenem, a jego gospodarzem oraz wro-
dzonej odpowiedzi immunologicznej na zakazenie. Bakterie po przedostaniu si¢ do organi-
zmu czlowieka za posrednictwem skontaminowanego aerozolu, namnazajg si¢ w makrofa-
gach alweolarnych, prowadzac do rozwoju zapalenia ptuc. Podczas fagocytozy indukowanej
przez L. pneumophila, bakterie sg kluczowym i aktywnym partnerem ztozonego oddziaty-
wania pomi¢dzy atakujacym drobnoustrojem i komorka gospodarza. Powodzenie infekcji
zalezy od skutecznego procesu przylaczenia si¢ bakterii do eukariotycznych komorek,
W ktory zaangazowane sg struktury powierzchniowe. LPS jest najbardziej eksponowanym
do srodowiska sktadnikiem $ciany komorkowej bakterii, ktory nie tylko umozliwia przyta-
czenie do komorek gospodarza, ale réwniez jest zaangazowany na kazdym etapie cyklu roz-
wojowego L. pneumophila.

Zastosowanie do badan mutantow defektywnych w syntezie czgsci polisacharydowej
LPS L. pneumophila sg 1 pozwolito na skorelowanie: 1/ poszczegdlnych mutacji w genach
specyficznych dla serogrupy 1 z modyfikacjg struktury LPS, 2/ specyficznej modyfikacji
LPS ze zmianami wlasciwosci biofizycznych interakcji miedzy bakteriami, a gospodarzem,
3/ specyficznej modyfikacji LPS ze zmiang odpowiedzi immunologicznej makrofagéw. Uni-
kalna dla serogrupy 1 struktura lipopolisacharydu L. pneumophila, w tym obecno$¢ N i O
acetylowych grup w czesci polisacharydowej LPS wptywa na fizyko-chemiczne wlasciwo-
$ci powierzchni bakterii i moduluje oddziatywanie z komoérkami A. castellanii i makrofa-
gami linii THP-1 oraz komoérkami nabtonkowymi linii A549 i BEAS-2B. Badania nad in-
dukcja prozapalnych cytokin wykazaly, Ze nie tylko struktura lipidu A, ale réwniez modyfi-
kacje czesSci polisacharydowej LPS L. pneumophila sg 1 moga wptywac na indukcj¢ TNF-

a.

138



Podsumowanie i wnioski

WhioskKi

1.

Analiza widm NMR czg¢éci polisacharydowej LPS L. pneumophila sg 1 sugeruje, ze
mutacje w genach ORF 7 1 ORF 8 zaangazowanych w biosynteze LPS, skutkowaty
utratg odpowiednio: O-acetylowych grup przytaczonych do ramnoz rdzenia oligosa-
charydowego oraz utrata grup N-metylowych acetimidoilowych podstawnikow
kwasu legionaminowego.

Bakterie pozbawione grup O-acetylowych ramnoz rdzenia i grup N-metylowych
przytaczonych do podstawnikow acetimidoilowych kwasu legionaminowego synte-
tyzuja lipidy obojetne, sfingolipidy i ceramidy o zmienionym profilu w stosunku do
szczepow dzikich.

Polarnos¢ powierzchni bakterii L. pneumophila sg 1 wptywa na oddziatywanie tych
bakterii z komorkami A. castellanii i makrofagami linii THP-1.

Grupy O acetylowe przytaczone do ramnoz rdzenia i grupy N-metylowe przytaczone
do podstawnikow acetimidoilowych kwasu legionaminowego modulujg zdolnos$¢ do
adhezji, inwazji 1 wewnatrzkomorkowego namnazania si¢ bakterii w komorkach
A. castellanii i w makrofagach linii THP-1 oraz w komdrkach nabtonkowych linii
A549 i BEAS-2B.

Poziom IL-6 produkowanej przez makrofagi linii THP-1 pod wptywem LPS wyizo-
lowanego ze wszystkich badanych szczepow L. pneumophila sg 1 byt znacznie nizszy
niz poziom TNF-a.

Obecnos¢ grup O-acetylowych przylaczonych do ramnoz rdzenia LPS L. pneu-
mophila sg 1 moze wptywac na spadek produkcji TNF-a przez makrofagi linii THP-
1.
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VIl ANEKS

Warszawa, dnia 49, 10.2016r.

MINISTER SRODOWISKA

DLP-V1.431.204.2016

DECYZJA Nr 211/2016

Na podstawie art. 15¢ pkt 2 w zw. z art. 15k w zw. z art. 15m ust. 2 ustawy z dnia 22
czerwea 2001 r. o mikroorganizmach i organizmach genetycznie zmodyfikowanych (Dz. U. z
2015 r. poz. 806) oraz art. 104 ustawy z dnia 14 czerwca 1960 r. — Kodeks postepowania
administracyjnego (Dz. U. z 2016 r. poz. 23, z p6zn. zm.):

1. po rozpatrzeniu wniosku Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej, Pl Marii Curie-
Sklodowskiej 5, 20-031 Lublin, reprezentowanego przez pana dr hab. Arkadiusza Berézq, o
wydanie zgody na zamknigte uzycie mikroorganizméw genetycznie zmodyfikowanych (nr w
Rejestrze Zamknigtego Uzycia Mikroorganizméw Genetycznie Zmodyfikowanych: 01.2—
32/2016),

2, po dokonaniu kontrolnego sprawdzenia danych podanych we wniosku, o ktérym mowa w
pkt. 1 w celu stwierdzenia, czy wnioskodawca spelnia warunki w zakresie bezpieczeristwa
wymagane do prowadzenia danego rodzaju dzialalnosci, na podstawie art. 15i ust. 1 ustawy z dnia
22 czerwcea 2001 r. o mikroorganizmach i organizmach genetycznie zmodyfikowanych,

o po przeprowadzeniu postgpowania z udzialem spoleczefistwa, w trybie i na zasadach
okreslonych ustaws z dnia 3 pazdziernika 2008 r. o udostepnianiu informacji o érodowisku i jego
ochronie, udziale spoleczedistwa w ochronie srodowiska oraz o ocenach oddzialywania na
srodowisko (Dz. U. z 2013 poz. 1235, z pézn. zm.), —_

4. uwzgledniajac oceng zagrozenia, stanowiqca zalacznik do wniosku, o ktérym mowa w pkt
1, wzwigzku z planowanymi dzialaniami zamknictego uzycia mikroorganizméw genetycznie
zmodyfikowanych, zaliczonych do I1 kategorii zagrozenia,
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5. po otrzymaniu uchwaly Komisji do spraw Mikroorganizméw i Organizméw Genetycznie
Zmodyfikowanych z dnia 14 paZzdziernika 2016 r., dotyczacej opinii w sprawie wniosku, o ktérym

mowa w pkt 1

wyrazam zgode

Uniwersytetowi Marii Curie-Sklodowskiej, Pl. Marii Curie-Sklodowskiej 5, 20-031 Lublin, na
zamknigte uzycie mikroorganizméw genetycznie zmodyfikowanych w zakresic wykorzystania
mutantéw Legionella pnenmopbila defektywnych w syntezie laficucha O-swoistego lipopolisacharydu
§ciany komérkowej do badari interakcji bakterii z komérkami gospodarza (pierwotniakami i
makrofagami czlowieka), w zakladzie inZynierii genetycznej prowadzonym na podstawie

zezwolenia nr 28 z dnia 16 marca 2016 r.
Zgoda jest wazna bezterminowo.

Z uwagi na uwzglednienie w calosci zadania strony na podstawie art. 107 § 4 kodeksu
postepowania administracyjnego odstapiono od uzasadnienia powyzszej decyzji.

Pouczenie:

Strona niezadowolona z decyzji, zgodnie z art. 127 § 3 w zw. z art. 129 § 2 Kodeksu
postgpowania administracyjnego, moze zwroci¢ si¢ do Ministra Srodowiska z wnioskiem o
ponowne rozpatrzenie sprawy w terminie 14 dni od daty jej dorgczenia.

iainlenia Ministra Srodowiska
Zaswepea Dyrektora
e Gelirony Prayrody

Agnieszha Dalbiak
Zwolniono z oplaty skarbowej na podstawie
art. 5 ust. 3 ustawy z dnia 22 czerwca 2001 r.
o mikroorganizmach i organizmach genetycznie
zmodyfikowanych (Dz. U. z 2015 «. poz. 806)

Otzymuje:

1. Dr hab. Arkadiusz Bereza, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej, PL. Marii Curie-Skiodowskiej 5, 20-031
Lublin

2. a/a

Ryc. 1A Skan zgody Ministerstwa Srodowiska na zamkniete uzycie mikroorganizméw zmo-

dyfikowanych genetycznie.
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%

. Warszawa, dnia 1 6.03 2016 r.
MINISTER SRODOWISKA

DLP-V1.431.83.2015
¥ DECYZJA Nr 28/2016

Na podstawie art. 15a ust. 2 i 3 w zwiazku z art. 15k w zwigzku z art. 15m ust. 2
~ (art. 30 ust. 2) ustawy z dnia 22 czerwca 2001 r. o mikroorganizmach i organizmach
genetycznie zmodyfikowanych (Dz. U. z 2015 r. poz. 806) oraz art. 104 ustawy z dnia 14
czerwca 1960 r. - Kodeks postgpowania administracyjnego (Dz. U. z 2016 r. poz. 23):

1.  po rozpatrzeniu Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej, Pl. Marii Curie-
Skiodowskiej 5, 20-031 Lublin, reprezentowanego przez prof. dr. hab. Stanistawa
-Mlchalowshego owydnmemwolmmpmwadzmwnﬂndumzynmugenetymej(nrw
Rejestrze Zaktadéw Inzynierii Genetycznej: 04-62/2015),

% podohunmukonﬂohegomwdmadmyd:podmychwewmmm.oh&ymmw
pkt. 1, wmmmmmmwmw
wymagane do prowadzenia danego rodzaju dzialalnosci, na podstawie art. 15i ust. 1 art. 23 ust. 2)
ustawy z dnia 22 czerwca 2001 r.omihootgtninnach‘iorganizmndxgenetyu.nie
zmodyfikowanych,

3 po przeprowadzeniu postgpowania z udzialem spoleczefistwa, w trybie i na zasadach
okreslonych ustawg z dnia 3 pazdziernika 2008 r. o udostgpnianiu informacji o $rodowisku
i jego ochronie, udziale spoleczefistwa w ochronie §rodowiska oraz o ocenach oddzialywania
na $rodowisko (Dz. U. z 2013 poz. 1235, z p6zn. zm.),

4. . pootrzymaniu w dniu 11 lutego 2016 roku opinii pafstwowego wojewo6dzkiego
inspektora sanitarnego w Lublinie — w zakresie warunk6w higieny pracy,

5. pootrzymaniu w dniu 5 lutego 2016 roku opinii okregowego inspektora pracy w Lublinie
— w zakresie spelniania wymagari bezpieczefistwa i higieny pracy przez obiekty, pomieszczenia,
stanowiska i procesy pracy, o ktérych mowa we wniosku okreslonym w pkt 1,

. Sckrefariai Rektora UMCS
“nh-ch an. L4 03, 2016

553/[( 1

T K
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6. po otrzymaniu uchwaly Komisji dospraw Mikroorganizméw i Organizméw
Genetycznie Zmodyfikowanych zdnia 12 lutego 2016 roku, dotyczacej opinii w sprawie
wniosku, o ktérym mowa we wniosku okreslonym w pkt. 1

zezwalam

Uniwersytetowi Marii Curie-Sklodowskiej, P1. Marii Curie-Sklodowskiej 5, 20-031 Lublin na
prowadzenie na Wydziale Biologii i Biotechnologii UMCS, ul. Akademicka 19, 20-033
Lublin, zakladu inZynierii genetycznej, w ktérym ma by¢ prowadzone zamknigte uzycie
mikroorganizméw genetycznie zmodyfikowanych zaliczanych do II kategorii zagrozenia.

Zezwolenie jest waine bezterminowo.

Z uwagi na uwzglednienie w calo$ci zgdania strony na podstawie art. 107 § 4 kodeksu
postgpowania administracyjnego odstgpiono od uzasadnienia powyzszej decyzji.

Pouczenie: .

Strona niezadowolona z decyzji, zgodnie z art. 127 § 3 w zw. z art. 129 § 2 Kodeksu
postepowania administracyjnego, moze zwréci¢ si¢ do Ministra Srodowiska z wnioskiem
0 ponowne rozpatrzenie sprawy w terminie 14 dni od dnia jej dorgczenia.

Zwolniono z oplaty skarbowej na podstawie aﬁ. 5 ust. 3 ustawy z dnia 22 czerwca 2001 r. o
o mikroorganizmach i organizmach genetycznie zmodyfikowanych (Dz. U. z 2015 r. poz. 806).

Otrzymuje:

1. Prof. Stanistaw Michatowski, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Pl. Marii Curie-Sklodowskiej 5,
20-031 Lublin
2. a/a
Do wiadomosci:
3 Gléwny Inspektorat Sanitarny, ul. Targowa 65, 03-729 Warszawa
TR Panstwowa Inspekcja Pracy, ul. Krucza 38/42, 00-926 Warszawa

3. Gléwny Inspektorat Ochrony Srodowiska

2 .

Ryc. 2A Skan zgody Ministerstwa Srodowiska na zamkniete uzycie mikroorganizméw gene-

tycznie zmodyfikowanych zaliczanych do 1l kategorii zagrozenia.
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Tabela 1A Dominujqgce lipidy szczepow komplementacyjnych: T24-K6-1, pJBBORFS, ana-

lizowane za pomocq UPLC-MS/MS w trybie jonow dodatnich i ujemnych.

T24-K6-1

pJBBORFS

PC(15:0 16:0)

PC(15:0 16:0)

PC(16:0_16:1)

PC(16:0_16:0)

PC(17:1_16:0)

PC(16:0_16:1)

PC(16:0_16:0)

PC(16:0 17:0)

PC(15:0_16:0)

PC(18:0_16:1)

PC(16:0_17:0)

PC(20:0_16:1)

dMePE(15:0 15:0)

dMePE(16:1 21:0)

dMePE(17:1_18:0)

dMePE(31:0)

dMePE(20:0 16:1)

dMePE(15:0 14:0)

PE(16:0 16:1)

PE(15:0 15:0)

PE(16:0_17:0)

PE(15:0_16:0)

PE(17:1_17:0)

PE(16:0_14:0)

PE(15:0 16:0)

PE(18:0 15:0)

PE(16:0_16:1)

PE(16:0_16:1)

PE(18:0 15:0)

PE(15:0 16:1)

TG(16:0_16:0_16:0)

TG(18:0_16:0_18:0)

TG(16:0_16:0_16:1)

TG(18:1_18:1_18:1)

TG(16:0 18:1 18:1)

TG(16:0 16:0 16:1)

TG(18:1 _18:1 18:1)

TG(16:0 16:0_16:0)

PG(15:0_16:0)

PG(15:0_16:0)

PG(16:0 16:1)

PG(15:0 17:0)

PG(16:0_16:0)

PG(16:0_16:1)

PG(17:1_16:0)

PG(17:1_16:0)

DG(32:3e) DG(31:2¢)
DG(33:3e) DG(38:1e)
CL(72:0) CL(74:1)
CL(72:1) CL(70:0)
Cer(t34:0) Cer(t34:0)
Cer(t35:0) Cer(t35:0)
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Abstract: Legionella pueumophila is the primary causative agent of Legionnaires” disease. The mutant-
type strain interrupted in the ORFY gene region responsible for the lipopolysaccharide biosynthesis
of the L. prewmophila strain Heysham-1, lacking the O-acetyl groups attached to the rhamnose of the
core parl, showed a higher surface polarity compared with the wild-type strain, The measurement of
excitation energy transfer betiveen fluorophores located on the surface of bacteria and edkaryotic cells
showed that, at an early stage of interaction with host cells, the mutant exhibited weaker interactions
with Acanthamocha costellanii cells and THP-1-derived macrophages. The mutant displayed reduced
adherence to macrophages but enhanced adherence to A, castellanii, suggesting that the O-acetyl
group of the LI'S core region plays a crucial role in facilitating interaction with macrophages. The
lack of core rhamnose C-acety]l groups made it easier for the bacteria to multiply in amoebae and
macrophages. The mutant induced TNF-a production more strongly compared with the wild-type
strain. The mutant synthesized twice as many ceramides Cer(t34:0) and Cer(t35:0) than the wild-type
strain. The study showed that the internal sugars of the LPS core region of L. pneumophila 58 1can
interact with eukaryotic cell surface receptors and mediate in contacting and attaching bacteria to
host cells as well as modulating the immune response to infection.

Keywords: legionnaires’ disease; lipopolysaccharide; lipids; TNF-x; IL-6

1. Introduction

Legionella spp. are facultative aerobic bacteria that primarily thrive in freshwater
environments and artificial water systems. They are commonly found as an essential part
of intricate biofilm structures attached to surfaces in aquati(: scttings. Variopus spe(;ir:s
of protozoa, including those from the genera Acanthamoeba, Naegleria, and Tetralymena,
play a crudial role in the ecology and pathogenesis of Legionelln, facilitating the intensive
multiplication of the bacteria [1]. The proliferation of Legionelln within protozoan cells is
possibly due to the use of numerous cell biology tools by the bacteria [2,3]. Host cell ma-
nipulation tools that evolved in interaction with protozoa have allowed Legionella to infect

Tnt. . Mol. Sci. 2023, 24, 14602, hitps:/ /doi.org /103390, ijms241914602
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lung macrophages, becoming a human pathogen. The bacteria cause a severe pneumonia
known as Legionnaires” disease, which can be fatal if not diagnosed and treated promptly.

Currently, there are 72 known species within the genus Legionella, although not all
of them contribute equally to the laboratory-confirmed cases of Legionnaires” disease
worldwide []. Among these species, L. preumophila is the predominant cause, responsible
for approximately 80-90% of cases in Europe and the United States [5]. Moreover, even
within the L, prewmophila species, the distribution of disease-causing strains is uneven, with
serogroup (sg) 1 strains accounting for around 90% of cases [6], although L. prewmophila sg
2-15 is more common in building water systems than L. prewmophila sg 1 [7,8].

The serogroup of L. prewmophila is determined by the composition of its lipopolysac-
charide (LPS), which serves as a structural component and significantly influences the
pathogen's properties and capabilities. LPS is a glycolipid consisting of a surface-exposed
Q-specific chain, a core oligosaccharide divided into an outer and an inner part, and a
lipid A, which anchors the entire LPS molecules to the outer membrane of the bacterial cell
envelope. The lipid A sugar backbone of L. prenmophila LPS is composed of a phosphory-
lated disaccharide consisting of 2,3-diamino-2,3-dideoxy-D-glucose (GleN3N). The GleN3N
subunits are linked by amide bonds with hydroxy fatty acids, which are acylated by linear,
branched {iso or anteisa), and long-chain fatty acids [9,10]. Fatty acids [25:0 (27-0x0) and
27-dioic], possessing the double length as highly potent enterobacterial acyl groups, may
be responsible for the low endotoxicity of L. prewmoplila lipid A, The outer part of the
oligosaccharide core consists of rhamnose (Rha), mannose (Man), acetylquinovosamine
(QuiNAc), and acetylglucosamine (GleNAc) in the molar ratio of 2.1:1.1:1:1.4 [11,12]. The
presence of N- and O-acetyl groups of amino sugars (QuiNAc and GleNAc) and deoxy
sugars (Rha and QuiNAc) impart a distinct hydrophobic character to the outer core. The
inner core contains two 3-deoxy-D-manno-2-octulosonic (Kdo) acid molecules bound by a
2—+4 ketosidic linkage. The distal Kdo is decorated by D-mannose connected to the C8 po-
sition. The hydrophilic inner core of L. pneronophila LPS exhibits similarities and differences
compared with enterobacterial core oligosaccharides in containing Kdo but lacking heptose
and phosphate groups. The O-specific chain of the L. prewnophila Philadelphia strain is a
homopolymer containing 10 to 75 repeat units of 5-acetamidino-7-acetamido-8-O-acetyl-
3,5,7 9-tetradeoxy-L-glycero-D-galacto-non-2-ulosonic acid (legionaminic acid) [13]. High
heterogeneity within the O-specific chain of LPS provided the basis for the classification
of L. priewmtophila into 15 serogroups. The application of monoclonal antibodies (mAbs)
from the Dresden panel, which recognize specific LIS epitopes, facilitated the division
of sg 1 strains into nine distinct subgroups. These subgroups were designated as mAb
3/1-positive, Pontiac strains (Philadelphia, Knoxville, Benidorm, France / Allentown) and
mAb 3/ 1-negative, non-Pontiac strains (Bellingham, Oxford, OLDA, Heysham, Camper-
down) [14]. The epitope recognized by the mAb3/1 antibody is the 8-O-acetyl group of
pc!] ylcgionamin ic acid, transferred by the O-acmyl{ ransferase encoded by the J'u‘g-i gene,
However, the O-acetylation pattern of the L. pueumophila sg 1 core oligosaccharide and
short-chain O-polysaccharide is lng-1-independent [15].

The genetic background of LS molecules in L. prewmophila sg 1 strains consists of a
highly conserved 15 kb region and an sgl-specific, variable 18 kb region, which is partially
disrupted by phage-related genes. The region spanning from ORFé to ORF11 of the sg
1-specific region is likely involved in late LPS modification [16].

The presence of O-acety] LPS groups in L, pretmophila sg 1 contributes to an increase in
the hydrophobicity of the bacterial surface. This characteristic plays a crucial bielogical role
both in the dissemination of bacteria by facilitating the formation of contaminated aerosols
and in interacting with host cells at various stages, including adhesion to protozea and
macrophage cells, as well as promoting intracellular survival by inhibiting complement-
mediated lysis and neutrophil phagocytosis [17]. Epidemiological studies have confirmed a
direct correlation between the epitope rgr;ognimd b)r mAb3 /1 and the increased virulence of
L. pnewnophile sg 1. The community- and nosocomial-acquired, as well as travel-associated
isolates from patients with Legionnaires” disease, were predominantly recognized by this
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antibody [14]. However, the proportion of mAb 3/1-negative sg 1 isolates was significantly
higher in nosocomial cases compared with community- or travel-associated cases [14].
Moreover, the ORF7 gene biosynthesis LPS was harbored by significantly more of the
clinical isolates of L. puewmophila sgl compared with the environmental isolates in Japan
and China [15].

To investigate how modifications of the LPS core region influence interactions with host
cells and the medulation of the immune response, the Heysham-1 strain of L. prenmophila
sgl, belonging to the non-Pontiac group, and the mutant interrupted in the ORF7 gene
region were employed.

2. Results
2.1. Phenotypical Screening

The reactivity of the wild-type L. prnenumophils Heysham-1 strain, the mutant-type
T6-K13 strain, and the complementant T24-K6-1 strain with the mAb antibodies showed an
altered phenntype demonstrated as the loss of reactivity with mAb 91/1 and 91/2 (both
[2G3, k) in ELISA and indirect immunofluorescence. These mAbs are part of the extended
Dresden panel (BALB/ c mice immunized with the L. preumophila strain Corby) [19,20]. The
complementant T24-Ké-1 strain restored this phenotype (Figure 1). There is no difference
between the wild-type, mutant-type, and complementant strains regarding the growth
behavior and the colony morphaology, color, and texture.

B Heysham-1 TEH13 T24-¥E1
T B Heysham-1
= T6K13 e
. T24-Kg-1

mid Sill

mAb o2

Figure 1. Reactivity of Heysham-1 (wild-tvpe), T6-K13 (mutant-type], and T24-Ké-1 (complementant)
strains with monoclonal antibodies using (A) indirect ELISA {four experimental repeats imdicated

with standard deviation) and (B) indirect immunofluorescent assay. Scale bar = 10 pm.

2.2, NMR Spectroscopy

Three different OPSs of Leg:':me”ﬂ (He}rsham-l, Ta-K13, and T24-Ké-1) were analys—;g-d
using NMR spectroscopy. The profiles of TH NMR spectra were very similar (Figure 2).

The spectra showed proton signals in ranges characteristic of polysaccharides and
their non-sugar substituents: anomeric protons (5 4.5-5.2), sugar ring protons (5 3.4-4.5),
and methyl protons of deoxy sugars (& 1.1=1.3) as well as methy| protons of acetyl groups
(8 1.9-2.4). Preliminary analysis of TH NMR spectra in the anomeric range revealed a high
heterogeneity of the polysaccharides, which was evidenced by a large number of signals
with different intensities and widths. This observation was also confirmed by a very large
number of signals of various intensities in the range of so-called acetyl groups (& 1.9-2.4),
In addition, a large difference was found in the intensity of the sugar ring signals compared
with those of the anomeric range. To solve this problem, it was necessary to record and
analyse 200 NMR spectra. The further description was focused on sample T6-K13 due to
the aforementioned similarity of the analysed samples. The HSQC spectrum confirmed
the observation from the anal}rs is of the 1H spectra. The characteristic areas of :ro.qs-pg‘.uks

169



Aneks

Int, J. Mol. Sci. 2023, 24, 14602 4of23

originating from 'H-13C correlation (methyl groups, methylene groups, ring, anomeric)
were identified on the spectrum (Figure 3).

T T T T T T T T
50 45 40 - 30 25 2.0 15 1.0 ppm

in

Figure 2. 'H NMR spectra (39 “C, 700 MHz) of Legionella the O-polysaccharides: (a) Heysham-1,
(b) T6-K13, (c) T24-K6-1. The enlargement of the anomeric region is placed in the upper left corner of

each spectrum,
ppm P—
.
201 ci | wspe |
0
0 due to O-acetylation cH: ‘ - . . o
ring
0 —— —
T ec-
w- o A
T e [ %
"l 3| vl ]
- . oo
E = g
B0 -
901 i »
anoemeric
b= : ool
wd | e, ! TSSOSO
S0 4% 40 35 30 2¢ 20 ppm
J T T T T T T T
50 45 4.0 33 30 25 20 15 ppm

Figure 3. The HSQC NMR spectrum (39 “C, 700 MHz) of the OPS of the L. preumophila T6-K13 strain.
The blue frames group cross-peaks from similar ' H-"*C arrangements. Graph A: The spectrum in
the lower right corner shows only cross-peaks from high-intensity proton signals on the '"H NMR
spectrum (threshold shifted upward).

The analyses of only the most intensive signals on the HSQC spectrum (Figure 3A) re-
vealed five cross-peaks in the sugar ring region at 8 4.057/72.06, § 3.994/72.72, § 3.920/67.91,
3.913/55.43, and 6 3.529/54.46, two cross-peaks of one methylene group at 8 2.635/1.630/39.51,
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and one cross-peaks of the methyl group at & 1.202/19.72, as well as a few cross-peaks
from methyl groups of acetyl groups. The TOCSY spectrum showed that all cross-peaks
(except those of acetyl groups) belonged to one spin system. The COSY spectrum allowed
the order of protons in the spin system to be determined starting from the methyl group.
In addition, the HMBC spectrum was used to assign two quaternary carbon atoms C-2 and
-1, respectively, & 101.87, and & 174.36. The chemical shift values of all carbon atoms and
protons of the OFS (Table 1) were determined based on COSY and TOCSY homonuclear
spectra, as well as HSQC and HMBC heteronuclear NMR spectra.

Table 1. "H and C NMR 700 MHz data of the OPS isolated from the mutant Ta-K13.

Chemical Shifts (ppm) TH and 1*C

Residue H2 H3 Hi H5 Hé H7 H& H9
2 3 ca Cs Ca c7 C8 (&)
s 4)-0s Logp-(3 — - - 2635/1.630 4057 1529 3.994 3913 3920 1202
B 17436 101.87 3951 7206 54.46 7272 5543 67.91 19.72
- 2103
N-Acetyl 175,24 2329
, A - 2.264
N-Acetimidoyl 167,73 3011

The identification of the sugar residue was achieved through the comparison of NMR
data with the literature [13,21-23]. The values collected in Table 1 were basically identical
to those presented for the O-specific chain of L. pnewmophila sg 1 [13]. The relatively high
value of C-4 (& 72.06) indicated the position of substitution. The OFS of the mutant of
L. pieumophila was a homopolymer consisting of 2—4 linked 5-acetamidino-7-acetamido-
3,5,7 9-tetradeoxy-1L-glycero-D-galacto-nonulosonic acid residues.

A detailed analysis of the NMR spectra recorded for the Heysham-1 strain and the T24-
K61 strain gave essentially the same chemical shift values as for the OPS of the T6-K13 strain.

According to the assigned chemical structure of OPS, the relatively small intense
signals in the anomeric range of the 'H spectrum (Figure 2) must have originated from the
core part. A signif[:ant number of cme',s-pr,‘.ak_q moved o the highcr chemical shift values
in the proton domain of the HSQC spectrum (Figure 3) was indicative of a high degree of
O-acetylation. This observation explained the very complex profile of the 'H spectrum in
the anomeric range. Also, this finding is consistent with literature data on the structure
of the core part of L. pneumophila sg 1, which was characterised by a very high degree of
acetylation [11].

In the next step, an attempt was made to simplify the NMR spectra through the de-
O-acetylation of the OPS. The HSQC spectrum recorded for the de-O-acetvlated sample
T6-K13 confirmed the effectiveness of the reaction (Figure 4).

Mo cross-peaks were observed in the previously marked characteristic region. The
recorded 'H NMR spectra for all de-O-acetylated samples showed very high similarity
(Figure 5).

The comparison of the recorded spectra with the literature allowed a preliminary
identification of the signals and a posslble structure of the core part to be propnsed [11].

a-GlepNAC!
La

u-Rhap"-(1—3)-u-Rhap'-(1—3)-B-QuipNAc-(1—4)--GlepN Ac'-( | —4)-u-Manp-(1—5)-Kdo

In the spectra recorded for the analysed samples, for each of two Rha residues, two
anomeric signals were identified. To explain this observation, it would be necessary to
construct an R-LPS-producing mutant,
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A detailed comparison showed that the Heysham-1 and T24-K6-1 spectra are virtually
identical (Figure 5). However, they differ slightly from T6-K13 in the range of the anomeric
proton signals, A large number of the anomeric signals of the mannose residue was due to

the presence of the various forms of Kdo residue to which the mannose residue is attached.

Ppm
| -’ =2
CHi N
UL
404 dwe to O-acetylation CH3 - o o -
» -
ring
04 i
* o2,
[ )
| " =

n i -

b ey | 3

a - * "* -
te -
w | bl 9
M)
T

4 . .

1iW) Y iy O
T T T T T T L] T
S0 4.5 4.0 A5 AN 15 2. 12 (U

Figure 4. The HSQC NMR spectrum (39 “C, 700 MHz) of the de-O-acetylated OFS of the Te-K13
strain. The blue frames group cross-peaks from similar 'H-'*C arrangements.

GleNLL GleNL + QuiN
M Rhall Rhal °
a an —,
e e——
I T T T T T T T 1
5.2 ES 50 4.9 4.8 4.7 4.6 ppm
b
I T T T 1 L T T 1
52 EA 50 4.9 4.8 4.3 4.0 ppm
C
r T T T T T T T 1
52 51 50 4.9 4.8 4.7 4.6 ppm

Figure 5. The anomeric regions of ' H NMR spectra (39 “C, 700 MHz) of L. pnetmophila de-O-acetylated
O-polysaccharides: (a) Heysham-1, (b) T6-K13, {¢) T24-K6-1,
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2.3. A Mutation in the LPS Synthesis Gene Affects the Lipid Profile of L. pneumophila

Lipidomic analysis based on liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS)
has allowed for the comprehensive identification of approx. two hundred lipid molec-
ular species in the L. preumophila strains. The lipid identified in the L. pnewmophila
Heysham-1 strain and the mutant-type T6K-13 strain included triglycerides (TG), diglyc-
erides (DG), phosphatidylcholines (PC), phosphatidylethanolamines (PE), dimethylphos-
phatidylethanolamines (dMePE), phosphatidylglycerols (PG), cardiolipins (CL), and ce-
ramides (Cer). Lipidomic analyses showed no significant differences in the content of
individual lipid classes among the tested strains. However, lipidomic profiling revealed
differences in the content of molecular species between the L. prieumophila strains, The main
lipid fractions of the Heysham-1 strain and the mutant-type strain were phospholipids,
dominated by phosphatidylcholine (PC) and phosphatidylethanolamine (PE). A structural
analysis of phospholipids (PLs) showed that all the tested strains synthesized 23 different
PCs with fatty acids with 14 to 22 acyl chain lengths, saturated and monounsaturated,
and fatty acid with a cyclopropyl ring (cyclopropyl 17:0). The main phosphatidylcholines
were PC(15:0_16:0), PC(16:0_16:0), and PC(16:0_16:1). The wild-type strain synthesized
more PC(15:0_16:0) and PC(16:0_16:0) than the mutant-type strain. The T6K-13 strain was
characterized by a higher content of PC(16:0_16:1) and PC(16:1_19:0) compared with the
Heysham-1 strain (Figure 6).

Heysham. 1 K13
PCI15:0_16:0) n 2
PC15:0_16:1) 7 9
PCI16:0_16:0) - b 4 b
PC16:0_16:1) - 1% 20
PC(16:0_17-0) 2 u
PC(16:1_19.0) - 3 7
PE(15:0_160) 1 19 00
PE(15:0_161) - 7 1
PE(16:0_14.0) 1" 1
PE(16:0_16:1) 1 %
PE(16:1_17:0) - 1% 19
PE(18:0_14:0) 7 ®
PE(15:0_150) - » 10 Bo%
dMePE(16:1_21:0) 9 13
MePE(17:1_18:0) 19 0
amere(15:0_16:1) -SSR s——
OMePE(20:0_16:1) 10 13 00%
MePE(31:0) 6 13
PG(15:0_16:0) 19 19
PG{15:0_17:0) - 7 1
PG{16:0_14:0) o 13
PG{16:0_16:1) 16 n
PGI17:1_16:0) - n 17 15.0%
P6{17:1_17:0) 8 5
P6{3121) - 3 5
Cer{d18:1_24:0) 10 ]
Cer{d20:0_24:0) 9 8
Cer{dd7:1) - 1 16 0.0%
Cer{r18:0_24:0) - 8 7
Cer{t18:0 o 10
Cer{t20:0_24:0+0) ) &
Cer{t20:0_26:0) n 3
Cer{t34:0) - & 13
Cer{t35:0) - n 6
Cer{t38:0) - 3 18
Relative content [%)
Jaecid

Figure 6. Lipidome heatmap. Relative e of the main lipid species of the L. pneumophila
Heysham-1 strain and the mutant T6-K13 strain. Phosphatidylcholines (PC), phosphatidylethanolamines
(PE), dimethylphosphatidylethanolamines (dMePE), phosphatidylglycerols (PG), and ceramides (Cer)
were analysed by LC-MS/MS in the positive ion mode.
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Molecular species PE(15:0_16:0), PE(16:1_17.0), and PE(18:0_15.0) dominated in the PE
class, The Heysham-1 strain contained more PE(15:0_16:0) and PE(18:0_15:0) compared
with the mutant-type strain.

The analysed strains also synthesized methylated derivatives of PE. The major species
in the dMePE class was dMelPE(18:0_16:1), which accounted for approx. 60% of all syn-
thesized methylated PE derivatives by these strains. The wild-type strain produced a
considerable amount of dMePE(17:1_18:0) (19%), while the T6K-13 mutant had none of this
dMePE species.

A comparative analysis of the PG profile showed that the Heysham-1 strain was
characterized by a higher content of PG(17:1_16:0) (21%) and PG (15:0_17:0) (17%) com-
pared with the mutant, synthesizing 17% and 14% of these PL species, respectively. TGs
were the class with the greatest structural diversity including 112 different TGs, of which
TGI8:0_16:0_18:0) and TG(16:0_16:0_16:1) were dominant. The relative content of dif-
ferent species of the lipid class in L. pneumophila strains was very similar. However, the
mutant-type strain was characterized by a higher production of TG(16:0_16:0_16:0) and
TG(18:0_16:0_18:0), compared with the wild-type strain. In contrast, the Heysham-1 strain
synthesized approx. 3% more TG(18:1_18:1_18:1) than the T6-K13 strain (Figure 51). The
analysed strains synthesized 23 different DGs. In the DG class, these strains were dom-
inated by DG(38:1e) and DG (31:2e) and showed no significant quantitative differences
(Figure 52), TGs and DGs had fatty acids with two double bonds in contrast to the other
lipid ¢lasses. TGs with two double bonds were present in low content, whereas DGs with
two double bonds (the DG ether) were abundant. The Heysham-1 and T6K-13 strains pro-
duced 10 different ceramides and one oxidized ceramide (t20:0_24:0+0). The mutant-type
strain contained twice as much Cer(t34:0) and Cer(t38:0) compared with the wild-type strain,
The Heysham-1 strain synthesized more Cer(t20:0_26:0), Cer(t18:0_26:0), and Cer(t35:0)
than the mutant-type strain (Figure 6).

24, FLIM-FRET Measurements

The resonance excitation energy transfer approach {often referred to as Forster reso-
nance energy transfer FRET was applied to analyse the interaction of L. prreumophila with
THP-1-derived macrophages and A. castellanii cells. For this purpose, the interacting cells
were labeled with fluorescence labels, acting as excitation energy donor and acceptor:
L. pneumophila with Syto9 {donor) and A. castellanii and THP-1-derived macrophages with
Mile Blue {acceptor). The fluorescence emission spectrum of the donor and absorption
spectrum of the acceptor are presented in Figure 53. An overlap of those spectra (marked
in Figure 53) enables the determination of the Forster distance of this donor-acceptor pair
(Ry =37 z’\, the distance at which the energy transfer efficiency is 50%). Based on K, and
measurements of the intensity of fluorescence of the acceptor excited at the wavelengths
characteristic of light absorption by the donor, one can evaluate both excitation energy
transfer efficiency (Epger) and inter-fluorophore distance (R) (Figure S3).

Figure 7 presents fluorescence lifetime-based images (FLIM) of L. prewmophila strains,
AL castellanii, and THP-1-derived macrophages. Since the bacteria were labeled with Syto9
and the A, castellanii and THP-1 derived macrophages with Nile Blue, for imaging pur-
poses, excitation and emission wavelengths have been selected to enable the effective
fluorescence imaging of bacterial and eukaryotic cells. In order to analyse the interaction
of L. pnenmophila strains with A. castellanit or THP-1-derived macrophages, the excitation
wavelength was set to selectively excite Syto® (470 nm) but fluorescence was observed
at wavelengths representing exclusively light emission using Nile Blue (690,70 nm). An
example of such an experiment is shown in Figure %, presenting the image created based on
the efficiency of excitation energy transfer, the distribution of Egper, and the distribution of
inter-fluorophore distances.
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Figure 7. FLIM images of L. prenmophiln Heyvsham-1 strain labeled with Syto% and A, costellanii
and macrophages labeled with Nile Blue. Two sets of excitations have been applied: 470 nm for
L. prewmophila Hevsham-1 (observation via band pass filter 550 /88) and 635 nm for A. castellanii and
THP-1-derived macrophages (nbservation via band pass filter 690,/ 70).
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Figure 8. Images illustrating Forster type excitation energy transfer (FRET) between Syto¥ immo-
bilized on the surface of L. prewmoaphila cells (Heysham-1) and NB situated within THP-1-derived
macrophage. The left panel shows an image based on the efficiency of excitation energy transfer.
The middle panel shows a histogram of the distribution of FRET efficiency and the right panel a

histogram of the distribution of the caleulated donor—acceptor distance. Excitation set at 470 nm.

The FRET image shows an effective interaction of L. pnewmophila strains with the
THP-1 macrophage, with most of the Epggr values being higher than 20%,

Figure 9 presents the comparison of FRET-based images of the L. prenmophils Heysham-
1 strain inlunu_‘fing with A, castellanii and THP-1-derived nmcruplmgp. In addition to the
wild-type strain, the ToK-13 mutant-type strain with a defect in LP5 synthesis and the T24-
K6-1 strain with a restored LPS synthesis pathway were examined. In general, the image
analysis shows that the bacteria cells interact effectively and are localized preferably in the
surface region of both the THP-1-derived macrophage and A. castellanii cell. Interestingly,
the FRET efficiency was relatively low in the case of the ToK-13 cells interacting with A,
casfellanii, thus indicating that the presence of LPS promotes the L. prewmophila interaction
with A. casfellanii. Importantly, the complementant T24-K6-1 strain also presents FRET
events characterized by higher Epger values (220%). Such an effect strongly supports
the conclusion regarding the promoting effect of LPS. In order to further study possible
differences in the surface of L. prewmophila associated with the presence of LPS, which can
influence interaction with other cells and biomembranes, L. prewmopinla cells were stained
with Prodan fluorescence dye, recognized to be highly sensitive to the direct environment,
to assess its physicochemical properties, in particular its polarity (Figure 10),
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Figure 9. Images illustrating Forster type excitation energy transfer (FRET) between Syto9 immo-
bilized at the surface of L. pneumophila cells (Heysham-1, T6-K13, T24-K6-1) and NB situated on
A. castellanii cells and macrophages. The left panel shows images based on the color-coded efficiency
of excitation energy transfer between fluorescence probes situated on L. preumophila and A. castellanii
or THP-1-derived macrophages (selective excitation of the donor and fluorescence emission of the
acceptor). The right panel shows the FRET efficiency histogram representing an analysis of the map
shown on the left panel. Excitation set at 470 nm,
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Figure 10. Fluorescence emission spectra of the Prodan molecular probe immobilized at the surface
of L. puetmophila cells recorded at different locations in the microscopic images of Heysham-1 (dark
blue traces), Tok-13 (gray traces) (A) and T24-Ko-1 (light blue traces) (B) strains.

The application of fluorescence spectroscopy with sub-microscopic spatial resolution
enabled the detection of fluorescence emission spectra of the Prodan molecules immo-
bilized in the surface region of single bacterial cells. The fluorescence emission spectra
recorded from the L. prewmophila Heysham-1 strain, the T6K-13 mutant-type strain, and
the complementant T24-K6-1 strain cell surface are presented in Figure 10. As can be seen,
a variety of spectra with the maximum shifted along the wavelength axis were recorded.
This is a manifestation that the fluorescence label molecules bind to different locations at
the cell surface, characterized by more polar (plotted in gray) or more hydrophobic (plotted
in dark blue) environments. Interestingly, such spectral shifts are relatively limited in the
case of the T6K-13 mutant-type strain cells. In particular, the hypsochromically shifted
spectra, representing the location of Prodan molecules in a more hydrophobic environment,
were limited in the case of cells with modified LPPS. It is very likely that such an effect is
indicative of a ganera] maodification of the cell membrane and is not a direct representation
of the binding of the fluorophore to LP5. As can be seen, in the case of the complementant
cells, the shift distribution of the Prodan emission spectra is restored to some extent (light
blue, lower panel).

2.5. LPS Contributes to Host Cell Adherence and Invasion

The adhesion assay revealed that L. prewmophila strains bound to host cells differently.
The adherence of the T6K-13 mutant-type to THP-1-derived macrophages was decreased
by 64% compared with the L. pnewmophila wild-type phenotype. Complementation restored
the ability of the mutant to adhere like that of the wild-type strain. However, in interaction
with A, castellanii cells, the T6-K13 mutant-type strain showed a 28% improvement in
adhesion compared with the wild type (Figure 114).

To determine whether the mutation in LTS affects the invasion of eukaryotic cells by
L. pueuniophila strains, the ratio of intracellular bacteria to total cell-associated bacteria was
determined using differential immunofluorescence staining. The results showed that the
invasion of the T6-K13 mutant-type strain was reduced in both host cell types, with an
invasion rate of 80% observed in THP-1-derived macrophages and 90% in A. castellanii
(Figure 11B}.
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Figure 11. The ability of L. pnewmophila strains (Heysham-1; T6-K13; T24-K6-1) to adhere to (A) and
invade (B) THP-1 derived macrophages and A. castellanii.

2.6. The T6-K13 Mutant-Type Exhibits a Higher Replication Efficiency within Host Cells than the
Wild-Type Strain

To assess the impact of L. preumophila LPS on intracellular replication, THP-1-derived
macrophages and A. castellanii cells were infected with the wild-type L. preumophila strain
Heysham-1, the mutant-type T6K-13 strain, and the complementant T24-K6-1 strain. In
both host cell types, the ability of the mutant-type T6K-13 strain to replicate intracellularly
was significantly higher than that of the L. prieumophila Heysham-1 strain. In THP-1-derived
macrophages, the bacterial load of the mutant strain was approximately 25% higher than
that of the wild-type strain (Figure 12A). The mutant-type T6K-13 replicated much more
effectively in A. castellanii cells compared with the Heysham-1 strain, with the greatest
difference observed 72 h post-infection when the mutant-type strain load was almost twice
as high as that of the wild-type strain (Figure 12B).
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Figure 12. Effect of L. preuntophila LPS on the bacterial replication. THP-1-derived macrophages
(A) or A. castellanii cells (B) were infected with the wild-type L. prewmophila strain Heysham-1, the
mutant-type T6K-13 strain, or the complementant T24-K6-1 strain.
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2.7, The Mutation in the Polysaccharide Region of L. pneuntopiula LP'S Results in a More Potent
Induction of Proinflammatory Cylokines

The level of pro-inflammatory cytokine induction (IL-6, TNF-a) was measured in the
cell culture supernatant of THP-1-derived macrophages stimulated with LPS preparations
at concentrations of 500 and 1000 ng /mL for 4 h (TNF-w) and 24 h (IL-6). L. prewmophila
LP5 preparations induced a measurable level of pro-inflammatory cytokines, which were
dose-dependent. The level of induced TNF-a under L. prewmoplila LPS stimulation was
significantly higher compared with the induced level of 1L-6. The mutant-type strain
proved to be a better inducer of both pro-inflammatory cytokines. The LTS of the mutant-
type strain TeK-13 at a concentration of 500 ng/mL induced the production of TNF-oc about
2 times and at a concentration of 1000 ng/mL about 1.3 times better compared with the
L. pnewmophila Heysham-1 strain, The level of IL-6 released under the influence of the LPS
preparation from the mutant-type strain was slightly lower at a concentration of 500 ng/mL
and 1000 ng/mL compared with the level of this cytokine released under the influence of
LP5 isolated from the L. pneumopiila Heysham-1 strain (Figure 13A,B).

- 500 ngimi LFS
000 Rp‘mk LPS

-

THE-1D TIa-K6-1 Heyaham-1 THE-10 T24-K6-1

Figure 13. The level of pro-inflammatory cytokines (I1L-6) (A) and (TNF-x) (B} in stimulated THP-
1-derived macrophages with LIPS preparations of the L. prewmophila strain Heysham-1, the Tek-13
mutant strain, and the complementant T24-Ké-1 strain. Control IL-6, 4.7 pg/mL; TNF-x, 7.14 pg/mL
*—statistically significant difference compared to the control sample (Mann-Whitney U test).

3. Discussion

The approach, attachment, and invasion of host cells (macrophages and protozoan
cells) are critical steps in the cellular infection cycle of L. preumophila and if the bacterium
fails to execute each of these steps correctly, the number of viable intracellular L. preumophila
will be diminished. Numerous factors contribute to these processes, including adhesins,
proteins of the type IV secretion system, flagellum, pili, enzymes, and LPS, which facilitate
the successful colonization and replication of L. prewmophila within host cells, ultimately
resulting in the pathogenesis of Legionnaires” discase [3,24-26]. A high-molecular-weight,
amphiphilic LPS located in the outer membrane of the cell envelope, forming an extracellu-
lar hetero-bilayer with lipids, represents one of the contributing factors.

Qur previous studies have shown that the length of legionaminic acid polymer (OPS)
and its degree of substitution with O-acetyl groups determine the ability to adhere to and
interact with A. casfellanii cells [27]. In the next step, we aimed to investigate whether
the core region of the L. prenmophila polysaccharide determines the interaction with host
cells, For this purpose, a mutant interrupted in the ORF7 gene region of the L. pnenmophila
Heysham-1 strain was constructed. A comparative analysis of NMR spectra of the polysac-
charide part from the wild-type strain and the mutant revealed differences in the rhamnose
residues of the LPS core region. Although NMR analyses of these samples showed no
difference in their degree of acetylation, the mutant-type strain exhibited significantly
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lower hydrophobicity of its surface compared with the wild-type strain, as confirmed by
measuring the degree of polarity using a polarity-sensitive fluorescent dye. This suggests
that the mutant is likely lacking an O-acetyl group attached to the rhamnose of the core
region. The lack of differences in the NMR signals corresponding to the O-acetyl group
of the core of the wild-type and mutant-type strains may be because the degradation of
LPS in the acetate buffer induces the partial migration and partial removal of the O-acetyl
group from the terminal thamnosyl group [10].

The presence of O-acetyl groups can indirectly influence the control of long-range
non-specific electrostatic repulsion experienced by bacteria when approaching negatively
charged host cells. The soft surface layer of 8-O-acetyl group-bearing mAb3 /1 positive
L. pneumophila strains was significantly less charged and more permeable than those of
mAb 3/1 negative strains [28]. Changes in surface charge density can affect the stronger
or weaker interaction with eukaryotic cells. The absence of O-acetyl groups on rhamnose
of L. preumophila LPS may contribute to an increase in the negative surface charge den-
sity of bacteria and thus hinder contact with A, castellanii cells and macrophages. The
proposed mechanism is consistent with the results of excitation energy transfer studies
between fluorescent dyes located on the surface of L. pnewmophila and eukaryotie cells.
The Heysham-1 strain exhibited the highest energy transfer efficiency and therefore the
strongest interaction, while the T6K-13 mutant showed a weaker interaction. Measurements
of the effectiveness of interaction between these bacterial strains and macrophages again
indicated stronger interaction with the Heysham-1 strain and weaker interaction with the
mutant. However, the interactions of these strains with macrophages were weaker than
with amoebae. The next stage of short-range interaction between bacterial and host cells
requires ligand—receptor interactions. The attachment of L. prermophiln to A, castellanii cells
may occur through the «1-30-mannobiose domain of the mannose-binding receptor located
on amoeebae. An analysis of signals in the NMR spectra of OPS wild-type and mutant
strains indicated a slight difference in the range of mannose signals, suggesting that in the
case of the mutant-type strain, mannose may be more accessible and therefore the mutant
binds better to A, castellanii cells. Adhesion tests showed that the mutant-type strain exhib-
ited a 28% increase in adhesion to A, castellanii compared with the wild-type strain. These
ﬁndings demonstrate that eukaryotic cell surface receplors can interact with the intrinsic
sugars of the LP'5 polysaccharide region and mediate the attachment of L. prewmophila to
these cells. However, the mutant showed weaker binding to macrophages compared with
the wild-type strain, indicating that the OPS degree of O-acetylation plays a greater role in
adhesion to macrophages than to A. caslellanii cells. Regardless of the infected cell type, the
mutant replicated significantly better compared with the wild-type strain, indicating that
the LIS structure primarily determines the early stage of host—cell interaction,

The lipid profile of L. prewmophila strain Heysham-1 was highly diverse and in-
cluded phospholipids as the dominant lipid fraction and neutral lipids and ceramides,
including oxidized ceramide. L. prewmophila synthesizes ceramides, whose fatty acids are
mainly even-carbon, saturated, or monounsaturated, similar to those found in eukaryotic
cells. Ceramides are rare in bacterial cells, although their presence has been detected
in L. gormanii. However, L. prewmophila does not synthesize hexosylceramides found in
L. gormanii cells [29]. Mutation in the LPS biosynthesis of L. preumophila also changed the
lipid profile of the Heysham-1 strain. These changes affected various lipid groups, but
the most significant difference was observed in ceramides. The mutant-type To-K24-1
synthesized twice as much Cer(t34:0) and Cer(t38:0) compared with the wild-type strain,
In Gram-negative bacteria lacking LPS, such as Sphingomonas [30] or Sorangium [31], sphin-
golipids functionally replace this outer membrane component. Bacteria possessing both LPS
and sphingolipids in response to abiotic stress (acidity or elevated temperature) synthesize
more sphingolipids or ceramides, for example, in the cells of Acetobacter malorum [32].

Pro-inﬂamma{ory c}-‘tokings, such as tumor necrosis factor o (TNF-o) and interleukin
6 (IL-6), produced by macrophages, play a crucial role in determining the progression
of L. pnewmophila infection. LPS found in Gram-negative bacteria is one of the most
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potent immune system stimulators. However, the LPS of L. pnewmophila is a much weaker
cytokine inducer compared with the highly pyrogenic LPS of Safmonella Minnesota [33].
The bicactive component of LPS is lipid A, which exhibits toxicity that is directly influenced
by the length and number of fatty acid groups attached to its glycosidic backbone. The
presence of long-chain fatty acids in the lipid A of L. preumophila leads to its low endotoxic
activity, as it fails to interact with the CD14 receptor and its soluble form. Studies on the
L. prewmophila strain Heysham-1 strain alse confirmed the weak ability of LPS to induce
cytokines. However, the mutant defective in the synthesis of the polysaccharide part more
strongly induced TNF-c, and slightly less [L-6, compared with the wild-type strain. This
suggests that the length of fatty acids in lipid A and the structure of the polysaccharide
region of LPS determines its ability to induce cytokines,

4. Materials and Methods
4.1, Chemicals and Reagents

The solvents chloroform, methanol, phennl, and acetic acid were pur:hasad from
Avantor Performance Materials Poland (Gliwice, Poland). Ultrapure water, NHyformiate,
isopropanol, chloroform, acetonitrile, and formic acid were obtained from Merck (Darm-
stadt, Germany) in LC/MS grade purity.

4.2, Bacterial Strains and Growth Conditions

L. preumophiln wild-type strain Heysham-1 (ATCC 43107}, the mutant-type strain
(Te-K13), and the complementant strain (T6-K24-1) were cultured at 37 °C for 3 days
on ACES-buffered charcoal-yeast extract (BCYE) agar containing 0.4 mg/mL L-cysteine
hydrechloride, 0.25 mg/mL ferric pyrophosphate, and 0.5 mg,/mL a-ketoglutarate (Oxoid,
Hampshire, UK) [34]. The bacterial mass collected from plates was suspended in 0.5 M
MNaCl and centrifuged at 8000 rpm for 20 min. The bacterial pellet was washed once with
0.5 M NaCl and once with MQ water. Then, 5 g of lyophilized bacterial mass was used to
isolate lipopolysaccharide and 130 mg of lyophilized bacterial mass was used to isolate
lipids. The yield of LPS was 1.5% for the Heysham-1 strain and T6-K24-1, and 1.2% for
the mutant-type strain, Lipids accounted for 6.8% of the Heysham-1 biomass, 6.6% of the
T6-K13 strain, and 7.3% of the complementant strain Ta-K24-1.

L. pnewmophila strains were cultured in N-(2-acetamido) —2-aminoethanesulfonic acid
(ACES)-buffered yeast extract broth (BYE) at 37 °C for 24 h. Liquid cultures were used for
adhesion, invasion, and infection tests.

4.3. Construction of the L. prewmophila Mutant and Complementation

The knock-out mutants of the ‘open reading frame 7' (ORF 7), annotated as hypotheti-
cal protein on the LPS-biosynthesis locus (GenBank: HE980446) of the Heysham-1 strain,
were constructed as described before [35-37], In brief, the ORF 7 was inactivated by an
insertion cassette containing a kanamycin resistance gene (kanR) using a restriction-free
cloning approach and natural transformation of L. prewmophila.

The kanR cassette was obtained from the pCDP05 plasmid [34] and purified by ampli-
fying the cassette of the plasmid [Supplementary Material Figure S4].

The insertion cassette consists of the kanR cassette flanked by homologous regions
of the ORF 7. This cassette was integrated into the genome of the recipient Heysham-1
strain by natural transformation. The Heysham-1 strain was cultivated on BCYE agar for
72 h. Around 10° cells were used to inoculate BYE broth for an o/n culture. From the
o/n culture, 200 pl was used to inoculate 2 mL BYE broth in a plastic round bottom tube
(10 mL) which was incubaled at 37 “C for 7 h. Atan optical density (ODgpy) of 1.0, ~5 ng of
purified DMNA (MSB spin; Invitek, Berlin, Germany) was added. The DNA was suspended
and the tubes were incubated at 30 "C without agitation for 2 days. Then, 500 pL were
plated on BCYE plates with kanamycin (25 pg/mL) and incubated at 37 “C for 2 days.
Colonies were pickcd and screened using PCR and Sangcr sequencing (primer: Camp ORF
5 mid/Corby 7-9do2rc; [Supplementary Materials Tables 51 and 52].
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The sequence-confirmed mutant T6-K13 was screened for an altered LPS structure
using monoclonal antibodies of the German National Reference Laboratory for Legionel-
losis. An indirect ELISA- and immunofluorescence-based screening using the complete
mAb-library was performed as described elsewhere [20,27]. Therefore, the strains were cul-
tured for 8 and 24 h to achieve the early exponential growth phase and the post-exponential
growth phase,

For the complementation of T6-K13, a plasmid carrying the ORF-7 of Heysham-1
was constructed. Into the pPCR-Script Cam™ cloning vector (Agilent, Santa Clara, CA,
USA), the purified PCR product (primers LPS ORF 6a uprc/Corby 7-9 upre) was inserted
at the 5rfl blunt site according to the manufacturer’s instruction leading to the plasmid
pMPH7_A. This plasmid was transformed into TOP10 chemical competent E, coli cells
(Invitrogen, Waltham, MA, USA). Colonies were screened on LB-medium containing ampi-
cillin (100 mg/mL) and chloramphenicol (30 mg/mL). Colonies were screened using the
m13 forw /rev primers (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Colonies carrying the plasmid
pMPH?_A were grown at 37 “C in LB medium and chloramphenicel (30 mg/mL) until
the plasmid was finally extracted using the plasmid DNA purification kit QlAprep Spin
(Qiagen, Hilden, Germany). The purified pMPH7_A were transformed into electrocom-
petent Te-K13 cells as described by Shames [39]. The electroporated cells were cultured
in liquid media o/n followed by cultivation on BCYE+chloramphenicol (30 mg/mL) o/n
for the selection of complemented cells, Colonies were screened using the m13 primer set,
Confirmed complementant T24-K6-1 cells were screened for reactivity with mAbs in order
to verify a potential regained LPS structure.

4.4. Cultivation of Eukaryotic Cells
441, Culture of Acanthamoeha castellani

Trophozoites of A, castellanii (strain ATCC 30234 free of intracellular endosymbionts)
were cultured in PYG liquid medium (containing 15 g proteose peptone 3,5 g yeast extract,
10 g glucose, 120 mg NaCl, 3 mg MgCly = 6H;0, 3 mg CaCly, 3 mg FeS0y, 142 mg
Na;HPOy, 136 mg KH;POy, and water to 1000 mL), at pH 6.6, as described [40]. The
culture was kept at 28 °C on a rotary shaker with an acentric rotation of 3 em (110 rev /min)
for 5 days. Trophozeites at 2 % 10° cells/mL density were plated onto 24-well plastic plates
(Nune, Roskilde, Denmark).

44.2. Growth and Differentiation of THP-1 Cells

Experiments were performed with the human acute monocytic leukernia cell line
THP-1 (ATCC, No TIB-202). THP-1 cells were maintained in RPMI 1640 supplemented with
10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS), 10 mM HEPES, 2 mM glutamine, 100 IU/mL
penicillin, and 100 ug/mL streptomycin. The cells were seeded in tissue culture plates
(Falcon, Bedford, MA, USA) and incubated at 37 °C in a humidified atmosphere of
5% COz. The culture media, antibiotics, and FBS were purchased from Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany).

THP-1 cells were seeded onto 24-well plastic plates (Nunc, Roskilde, Denmark) at a
density of 5 = 107 cells/well in RPMI 1640 supplemented with 10% FCS, and treated with
a final concentration of 50 ng,/mL phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany) for three days to induce maturation toward adherent macrophage-
like cells [41]. Subsequently, unattached cells were removed, and after three-time washing,
adherent THP-1 cells were cultured in the medium without PMA for three consecutive
days with daily fresh medium change (without antibiotics). Shortly before the experiments
(adhesion, infection, and invasion tests), the cells from extra wells were counted to calculate
the number of bacteria used for infection of one THP-1 cell (MOI, multiplicity of infection),
The infective dose was determined using the MTT cell viah[lil}' assay, as described pre-
viously [42]. For the FLIM (fluorescence life-time imaging microscopy) analysis, THP-1
cells were cultured on rounded glass slides placed in wells of 6-well plastic plates (Nunc,
Roskilde, Denmark) and differentiated according to the above protocol.
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4.5, In Vitro Cytokine Induction

LP5 samples at 500 and 1000 ng/mL were added to the differentiated THP-1 cells.
After incubation for 4 h (TNF-x), 24 h (TL-6) at 37 °C, 5% COy, cell culture supernatants
were collected and frozen immediately at —80 “C for further cytokines determination.
TMF-o and IL-6 levels were measured using the ELISA method using commercial kits from
Biorbyt (Cambridge, UK) according to the manufacturer’s instructions. The minimum
detectable concentration of TNF-o was 15.6 pg/mlL, [L-6—4.69 pg/mL. All experiments
were conducted in three independent replicates.

4.6, Statistical Araa!ysis

Values were expressed as mean = S.D. from three independent experiments, each with
three independent replicates. Results were statistically evaluated using one-way ANOVA
followed by Tukey's post hoc test and Student t-test (STATISTICA software version 13.3,
StatSofl Inc., Tulsa, OK, USA). p values of <(105 were considered to be significant.

4.7. Lipid Isolation and Ultra-High Performance Liguid Chromatography/Mass Spectrometry
(UHPLC-MS) Profiling of Lipids

Lipids were extracted from the dry bacterial mass of L. prenmophila strains using a
Bligh and Dver method in which the extraction solvent consisted of chloroform /methanol
in a ratio of 1:2 (/v [43]. The bacterial mass was suspended in 2 mL MQ water and
thoroughly mixed. Next, 7.5 mL of a solvent extraction mixture was added and mixing
was maintained for 1 h. Further, 2.5 mL chloroform and 2.5 mL water were added to the
suspension, and mixing was continued for 30 min. The sample was centrifuged for 10 min
at 3700 g and 4 “C. The organic layer (lower) was collected and transferred to a glass
bottle. A fresh solvent (2.5 mL of chloroform) was added to the remaining phase. The
procedure was repeated four times. The combined organic layers were concentrated in
a vacuum evaporator until complete dryness and re-suspended in 4 mL chloroform and
4 mL of a mixture containing 1 mL water and 3.75 mL of chloroform:methanol (1:2 v/v).
The lipid-containing organic phase obtained by centrifugation (as above) was dried in a
stream of nitrogen and stored at —20 “C until further processing.

The lipid samples were dissolved in 6 mg/mL CHCl;. After vortexing and ultrasonifi-
cation, centrifugation was performed for 10 min, 14,000 rpm at 4 “C. Then, 100 pL of the
supernatant was transferred to an Le Vial and dried down in a speed vac concentrator,
The dried samplns were dissolved in 1 mL 20% B with 10% CHCl;. Then, 3 ul. of each
sample was injected into a Vanquish UPLC system (Therme Scientific, Waltham, MA, USA).
Chromatographic separation was performed using a C18 Accucore Polar Premium HPLC
column (2.1 x 100 mm, 2.6 pm, Thermo Scientific) with appropriate precolumm at 55 “C.
The mobile phase was A: 60% ACN, 10 mM ammonium formate, 0.1% formic acid, and B:
90% isopropanol, 10 mM ammonium formate, 0.1% formic acid in ultrapure water. The flow
rate was constant at 0.4 mL/min with a gradient starting at 20% B, increased to 100% in 8
min, held isocratic for 7 min, returned to starting conditions, and equilibrated for 2.5 min.
The lipids were detected on a Q exactive plus with HESI ionization (Thermo Scientific) op-
erated in the positive ion mode. M5 data were acquired over a scan range of 250-1200 m/z
with full MS resolution of 70,000 and data dependent MS? resolution of 17,500.

Identification and quantification of individual lipid species were performed using
LipidSearch 4.2.29 Software from Thermo Scientific (Waltham, MA, USA) on product level
(MS,/MS fragmentation).

4.8 Isolatior, Degradation, and Electrodialysis of the Lipopolysaccharide
4.8.1. Extraction of LP'S

The bacterial mass was suspended in 50 mM phosphate buffer (pH 7.0) with 5 mM
MgCly and treated sequentially with lysozyme, deoxyribonuclease, ribonuclease, and
proteinase K, as previously described [44], and then subjected to LPS isolation using 45%
aqueous phenol for 30 min at 68 “C [45]. The crude extract was dialyzed without separation
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of the layers in distilled tap water for 3 days until free from phenol and 1 day in distilled
water. The high molecular weight LPS was purified using ultracentrifugation (105,000 g,
4°C, 4 h), and freeze-dried. Next, LPS was washed with 20 mL of an acetone:chloroform
(1:1, v/ v) mixture and dried on air.

4.8.2. Mild Acid Hydrolysis of LPS

LP5 samples (Heysham-1 strain 57 mg, T6k-13 38.5 mg, T24-K-6-1 53 mg) were
hydrolyzed with 0.1 M acetate buffer, pH 4.4 under a concentration of 10 mg/mL at 100 "C
for 4 h. Centrifugation (12,500 g, 30 min, 4 “C) was carried out to remove the precipitated
Iipid A The supernatant containing the O-po]ysnccharide was taken into a flask and
concentrated in a vacuum evaporator to a volume of approx. 1 mL.

4.8.3. Gel-Permeation Chromatography

The aqueous phase containing O-polysaccharide was fractionated by gel permeation
chromatography on a Sephadex G-50 column (6 » 60 em, Pharmacia, Stockholm, Sweden)
using water as eluent to afford a polysaccharide fraction (PS). The elution was monitored
using the phenol-sulfuric acid assay of fractions. The vield of the high molecular weight
OFS preparation was 26%: for the Heysham-1 strain and T6-K13, and 28% for T24-K-6-1 of
the LPS mass subjected to hydrolvsis.

4.8.4. Electrodialysis

To remove cations, lipopolysaccharides (¢ 10 mg) were electrodialysis for 24 h (500 mA,
200'V, 40 W) using Bio-Rad (Hercules, CA, USA} electrophoresis apparatus and lyophilized [46].

4.9 NMR Spectroscopy

The LPS samples of L. prenmophila were dissolved in 1 mL of 99.0% D40, frozen, and
lyophilized. The process was repeated twice, and finally, the samples were dissolved in
650 pL of 99.95% D,0. The 1D (1H) and 2D (homonuclear COSY, TOCSY, and ROESY
and heteronuclear HSQC and HMBC) NMR specira were recorded on a Bruker Avance 111
700 MHz spectrometer at 3% “C. The mixing time of the ROESY and TOCSY experiments
were 0.2, and 0.1 s, receptively. An internal standard of acetone was used to calibrate the
chemical shifts (b 2.225; 5 31.45).

All spectra for de-O-acetylated samples (12% ammonia, 60 °C, 3 h) were recorded at 39 °C.

4.10. Infection Assays with THP-1 Macrophages and A. castellanii

Differentiated THP-1 derived macrophages (2 = 1 0 cells/ mL) and A. casfellanii
(2 % 10° cells/mL) were infected with L. prewmophila strains (Heysham-1 strain, T6-K13,
T24-K-6-1) from the early stationary phase with a MOI 20 for THP-1 macrophages and
A castellanii cells for 2 b at 35 *C. Mext, cells were washed twice with PBS to remove non-
adherent bacteria, and gentamicin (100 pug/mL) for 1 h was added to kill bacteria that were
not phagocytized by eukaryotic cells. No viable bacteria were detected using direct plating
of cell culture supernatants on BCYE agar. The experiment included a one-time exchange
of the RPMI 1640 culture fluid supplemented with 10% calf serum, without the addition
of antibiotics and liquid PYG medium on each day of the experiment in cultures infected
with THP-1-derived macrophages and A. castellanii cells, respectively. At the indicated time
points (0 h, 24 h, 48 h, 72 h), cells were lysed with 0.01% Triton X-100 (Merck, Darmstadt,
Germany), and then plated on BCYE medium. The infection efficiency was monitored
by determining the number of colony-forming units (CFU) of the different L. prewmopinla
strains after plating on BCYE agar and incubation at 37 “C for 3 days. Three biological
replicates of infected macrophages or A. castellanii were performed at each time point.

4.11, Adhesin Test
THP-1 differentiated maa;rophagcs or A. caslfellanit at a dcnsit}' of 2 = 10F cells/mL
seeded in 24 well plates were pre-incubated with 10 uM cytochalasin B (Merck, Darmstadt,
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Germany) for 2 h at 35 °C to block phagocytosis. After this time, L. prewmephila strains at a
MOT 20 were added to the macrophages or amoeba cells. The infections were synchronized
through centrifugation at 300 g for 5 min. After 30 min of co-incubation with THP-1
derived macrophages and A. castellanii cells, the monolayers were washed twice with PBS
to remove non-adherent bacteria and lysed with 0.01% Triton X-100. Serial dilutions of the
inoculum and of L. pneumophila strains recovered from lysed cells were plated on BCYE
agar. The number of adherent bacteria was enumerated after incubation of BCYE plates for
three days at 37 °C. The results were expressed as the ratio of adherent bacteria compared
with the inoculum. The adhesion test was performed in three independent experiments.

412, Invasion Assay

Before being added to the eukaryotic cells, L. preromophiln strains were washed three
times by centrifugation (6000 ¢ for 3 min) and stained with 0.3 mM rhodamine B for 25 min
(Merck, Darmstadt, Germany). The eukaryotic cells at a density of 2 x 10° cells/mL were
infected for 1 hwith rhodamine-stained L. pneumaophila strains. After washing the unbound
bacteria twice in PBS, the cells were fixed with 4% PFA overnight at 4 "C. PFA was then
removed by washing with PBS containing 50 mM glycin, and the samples were blocked
by 10% NHS in SorC-buffer. The extracellular bacteria were labeled with a polyclenal
rabbit c-L. prewmaphila antibody (ab20943) followed by an Alexa Fluor® 488-coupled goat
a-rabbit antibody (ab150077) (Abcam, Cambrigde, UK).

The process of invasion of THP-1-derived macrophages and A. casfellanii cells by
L. prewmophila strains was observed in a confocal laser scanning micrescope (Leica DM4000
B, Wetzlar, Germany). For each strain, at least 50 cells with associated bacteria were anal-
ysed in three independent experiments, and the ratio of internalized bacteria was calculated.

4.13, Steady-State Spechroscopy

Stationary measurements of the absorption and emission spectra of the donor (5yto9)
and acceptor (Nile Blue) energy were performed on a Cary 60 UV-VIS spectrometer and
a C.'ary F.clipse spectmﬂunmm?ler_ re:‘.peu:tlvely {both from Agilent Te-chno]ogies_ Santa
Clara, CA, U5A). Based on the recorded spectra of dyes dissolved in physiological fluid,
the Férster distance was calculated according to the formula:

_1
Ry = 879 x 10:*[(39;«2;; "j(ﬁ]] :

where Qp is the fluorescence quantum vield of donor (Q = (L58), 7 is an orientation factor
(here 0.476), n is the refractive index of the medium (n = 1.32), and [{A) is the overlap integral:

J(A) = j'F.r_ﬂ:/\}f_.,{A]A“a‘A

| Fo(A)da
where FpiA) denotes donor fluorescence intensity, £4(A) is the extinction coefficient of
acceptor, and Aisa wat'e]englh_ Taki ng into account the molar decadic extinction coefficient
for Nile Blue 18,000 M Tem 7, the Farster distance (Ryg) of Syta9-Nile Blue donor-acceptor
pair is 37 A,

4.13.1. Micrescopy Imaging

For the FLIM analysis, L. pretmophils cells (Heysham-1, T6K-13, T24-K-6-1) (100 pL
of suspension each, ODgyp = 0.2) in MQ water were incubated with 5 uM Syto% green
fluorescence stain in 50 mM Tris pH 7.0 buffer at 20 *C for up to 20 min {Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA, USA). After centrifugation at 5000 % g for 5 min at 22 °C, the bacteria
were washed 3 times and resuspended in 100 pL of non-pyrogenic water. Then, 10 uL of
Syto9-labeled bacterial suspension was added to Nile Blue (3 pM)-stained A. castellanii or
macmphagcs on rounded glass slides and ana]yscd using FLIM micmscopy_
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The research was carried out on the MicroTime 200 microscopic system from PicoQuant
GmbH (Berlin, Germany) enabling the simultaneous measurement of the fluorescence in-
tensity and lifetime. The system was based on the Olympus IX71 microscope (Tokyo, Japan),
After excitation with laser light with a wavelength at 470 nm or 635 nm, the fluorescence
emission signal was collected using silicone immersed oil objective (Olympus, Tokyo,
Japan}) with a magnification of 60« and a numerical aperture of 1.3. The selection of these
excitation wavelengths was determined by the selection of fluorescent markers serving as
energy donor (Sytod) and acceptor (Nile Blue). The scattered light was removed first with a
dichroic mirror ZT470/488/640/RPC (AHF analysenlechnik, Tiibingen, Germany), then,
after separation with another dichroic mirror 620 doxxr (AHF analysentechnik, Tiibingen,
Germany), was directed to two detectors in the form of avalanche photodiodes SPCM-
AQRH-TR (Excelitas, Waltham, MA, USA). Prior to each of the detectors, the fluorescent
signals were once again filtered for the donor and acceptor channels, respectively, by a
550/88 bandpass filter {Semrock, Rochester, NY, USA) and 69070 bandpass filter (AHF
Analysentechnik, Tiibingen, Germany). The microscope was operated in the confocal mode
with a pinhole diameter of 50 pm. The microscope scanned selected areas of studied objects
with a constant resolution of 200 = 200 pixels. The dwell time which provided an excellent
signal-to-noise ratio for each pixel was sel to (.4 ms. In the measurements, pulsed light was
used with a frequency of 20 MHz and intensity of ~50 nW for both lasers. The analysis of
the obtained results was performed with the use of dedicated software SymPhoTime v. 2.6
by PicoQuant GmbH (Germany).

The efficiency of the FRET process (Epgpy) has been calculated for every pixel of the
collected microscopic images and properly calculated from the formula:

= 100

Epger = — A
FRET [

where Ip, [1,—donor and acceptor intensity (background level corrected), respectively,
p—coempensation for detector detection efficiency between doner and acceptor channel.
The actual distance (R) between the interacting dyes has been caleulated from the formula:

1 :
R=Rp ( T 1)

4.13.2. Microscopy Spectra

L. prewmophila cells (Heysham-1, T6K-13, T24-K-6-1) (100 pL of suspension each,
ODEND = 0.2) in MQ water were incubated with 0.1 pM prodan at 22 “C for up to 5 min.
The microscopic spectra of prodan labeling bacteria were acquired using a spectrograph
SR-163 equipped with a Newton 970 EMCCD camera from Andor Technology (Concord,
MA, USA) connected to a MicroTime 200 system, For this purpose, excitation at 375 nm
and long-pass filter FF01-380L1 (Semrock, Rochester, NY, USA) were used. The microscope,
simil arly to the FRET measurements, worked in the confocal mode. Spuclra were collected
for several bacteria immaobilized on a coverslip using polylysine.

5. Conclusions

The mutant interrupted in the ORF7 region of the L. preimophila strain Heysham-1 LPS
biosynthetic gene is likely lacking the O-acetyl groups attached to the thamnose of the OPS
core. The absence of these O-acetyl groups alters the epitope recognized by the monoclonal
antibodies of the Dresden Panel. The O-acetyl groups of the core region determine the
interaction with A, casfellanii cells and macrophages at an early stage of establishing contact
with host cells, They also contribute to stronger adhesion to macrophage cells, On the other
hand, the lack of core O-acety] groups contributed to the exposure of the mannose receptor
and the better binding of these bacteria to A. castellanii cells. This means that the initial
cross-talk between L. prewmophila and A. castellanii differs from that between L. preumaphila
and macrophages. The mutant multiplied much better in both amoeba and macrophage
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cells, indicating that the O-acetyl groups of the core region determine the early stages of
interaction with host cells before entering the target cell. Mutation in the LPS biosynthesis of
L. pnewmophila also resulted in a change in the lipid profile. These changes affected various
lipid groups, but the most significant difference was observed in ceramides. The mutant
more strongly induced TNF-w, compared with the wild-type strain. This suggests that the
structure of the polysaccharide region of LS as well as P'S decorations with non-sugar
substituents determines its ability to induce cytokines, The modulation of the O-antigen
structure may be one of the mechanisms employved by Legionella bacteria to evade the
control of the host's immune system.
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Naukowe Curriculum vitae

DANE PERSONALNE:

Imi¢ i nazwisko: Bozena Kowalczyk

Adres zamieszkania: ul. Niecala 12/49, 20-080 Lublin
Data i miejsce urodzenia: 30.10.1995

e-mail: bozena.kowalczyk@mail.umcs.pl

Telefon: 793 728 363

EDUKACIJA:

2011 - 2014
I Liceum Ogolnoksztalcagce im. Tadeusza Kosciuszki we Wtodawie, klasa o profilu

biologiczno-chemicznym.

2014 -2017
Uniwersytet Marii Curie - Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i Biotechno-
logii, Instytut Mikrobiologii i Biotechnologii: kierunek biotechnologia (3 - letnie stu-
dia licencjackie, stacjonarne). Praca licencjacka pt. ,,Historia i konsekwencje stoso-
wania pestycydu DDT” wykonana w Zaktadzie Mikrobiologii Srodowiskowej pod
kierunkiem dr hab. Jolanty Jaroszuk-Sciset, prof. UMCS, obroniona z ocena bardzo

dobra.

2017 -2019

Uniwersytet Marii Curie - Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii 1 Biotechno-
logii, Instytut Nauk Biologicznych: kierunek biotechnologia, specjalnos$¢ biotechno-
logia medyczna (2 - letnie studia magisterskie, stacjonarne). Praca magisterska pt.
,,Oddzialywanie szczepoéw dzikich i mutantow defektywnych w syntezie lipopolisa-
charydu Legionella pneumophila z komorkami gospodarza” wykonana w Zaktadzie
Genetyki 1 Mikrobiologii pod kierunkiem dr hab. Marty Palusinskiej-Szysz, prof.
UMCS, obroniona z oceng bardzo dobrg.
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2019 — obecnie

Szkota Doktorska Nauk Scistych i Przyrodniczych, Uniwersytet Marii Curie - Skto-
dowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Instytut Nauk Biologicz-
nych: dyscyplina nauki przyrodnicze (4 - letnie studia doktoranckie, stacjonarne).
Praca doktorska realizowana w ramach projektu naukowego NCN nr
2017/27/BINZ6/1544 pt. ,Bakteryjne determinanty zwickszonej wirulencji szcze-
pow Legionella pneumophila sg 1” wykonywana w Katedrze Genetyki 1 Mikrobio-
logii pod kierunkiem dr hab. Marty Palusinskiej-Szysz, prof. UMCS.

PRAKTYKI ZAWODOWE:

1-31.07.2022

Praca w ramach badawczego projektu wdrozeniowego realizowanego przez Dziat
Badan i Rozwoju BioMaxima SA, prowadzacy badania w kierunku opracowania no-
watorskiej technologicznie metody otrzymywania testow gradientowych do oznacza-

nia wrazliwos$ci na antybiotyki (MIC).

1-31.10.2023

Staz w Katedrze 1 Zakladzie Immunologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego
w Lublinie pod opieka dr n. med. Michata Zarobkiewicza. Prowadzenie badan doty-
czacych aktywacji, proliferacji i indukcji cytokin wytwarzanych przez limfocyty T

vd pod wplywem stymulacji lizatami Legionella spp.

1.11.2023 - 31.01.2024

Praca w Centrum Ecotech-Complex na stanowisku referenta w grupie pracownikow

naukowo-technicznych.

Szkolenia on-line:

1.

Elektrochemiczne metody oznaczania pierwiastkow na analizatorze laboratoryjnym
Eca Flow firmy Istran. MS Spectrum, 18.02.2021.

HR-CS-AAS wysokorozdzielczy spektrometr absorpcji atomowej z cigglym zroédlem
- zalety jednej lampy. MS Spektrum, 19.08.2021.

Innowacja w spektrofotometrii UV-Vis. Pomiar cieczy bez uzycia kuwet. MS Spek-
trum, 05.08.2021.
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4. Analiza zaolejenia rzepaku technika NMR. MS Spektrum, 03.08.2021.

5. Rodzne zastosowania spektroskopii molekularnej w badaniach naukowych. MS Spek-
trum, 02.12.2020.

6. Nabiurkowy NMR - prawdziwe narzedzie czy zabawka? MS Spektrum, 03.02.2022.

7. Analiza TOC (OWO) metodg wysokotemperaturowa oraz z UV z wykorzystaniem
analizatoréw z serii multi NC. MS Spektrum, 10.02.2022.

8. Przygotowanie probek do badan pozostatosci pestycydow. MS  Spektrum,
17.02.2022.

PUBLIKACJE

1. Kowalczyk B., Petzold M., Kaczynski Z., Szuster-Ciesielska A., Luchowski R., Gru-
szecki W. 1., Fuchs B., Galuska Ch. E., Adam Ch., Tarasiuk J., Palusinska-Szysz M.
2023. Lipopolysaccharide of Legionella pneumophila serogroup 1 facilitates interac-
tion with host cells. Int. J. Mol. Sci. 19, 14602. doi: 10.3390/ijms241914602.

2. Pastuszak K., Kowalczyk B., Tarasiuk J., Luchowski R., Gruszecki W. I., Jurak M.,
Palusinska-Szysz M. 2023. Insight into the mechanism of interactions between the
LL-37 peptide and model membranes of Legionella gormanii bacteria. Int. J. Mol.
Sci. 15, 12039. doi: 10.3390/ijms241512039.

3. Pastuszak K., Kowalczyk B., Tarasiuk J., Jurak M., Palusinska-Szysz M. 2023. In-
fluence of the antimicrobial LL-37 peptide on Legionella dumoffii phospholipids ad-
sorbed at the air—liquid interface. Sustainability. 8, 6670. doi: 10.3390/su15086670.

4. Pastuszak K., Chmiel E., Kowalczyk B., Tarasiuk J., Jurak M., Palusinska-Szysz M.
2023. Physicochemical characteristics of model membranes composed of Legionella
gormanii lipids. Membranes. 3, 356. doi: 10.3390/membranes13030356.

5. Chmiel E., Galuska C.E., Koper P., Kowalczyk B., Urbanik-Sypniewska T., Palu-
sinska-Szysz M., Fuchs B. 2022. Unusual lipid components of Legionella gormanii
membranes. Metabolites. 5, 418. doi: 10.3390/metab012050418.

6. Kowalczyk B., Chmiel E., Palusinska-Szysz M. 2021. The role of lipids in Le-
gionella-host interaction. Int. J. Mol. Sci. 3, 1487. doi: 10.3390/ijms22031487.

7. Wolczanska A., Christie W.W., Fuchs B., Galuska C.E., Kowalczyk B., Palusinska-
Szysz M. 2021. Fatty acid composition and lipid profiles as chemotaxonomic mark-
ers of phytopathogenic fungi Puccinia malvacearum and P. glechomatis. Fungal.
Biol. 11, 869-878. doi: 10.1016/j.funbio.2021.05.008.
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8. Kowalczyk B., Matek A., Palusinska-Szysz M. 2021. Budowa IV systemu sekrecji
Legionella pneumophila i jego znaczenie w patogenezie. Post. Hig. Med. Dosw. 1,
548-562. doi: 10.2478/ahem-2021-0023.

9. Matek A., Kowalczyk B., Palusinska-Szysz M. 2021. Budowa i znaczenie Il systemu
sekrecji bialek w ekologii i patogenezie Legionella. Post. Hig. Med. Dosw. 1, 584-
598. doi: 10.2478/ahem-2021-0034.

10. Palusinska-Szysz M., Luchowski R., Gruszecki W.I., Choma A., Szuster-Ciesielska
A., Liick C., Petzold M., Sroka-Bartnicka A., Kowalczyk B. 2019. The role of Le-
gionella pneumophila serogroup 1 lipopolysaccharide in host-pathogen interaction.
Front. Microbiol. 10, 2890. doi: 10.3389/fmich.2019.02890.

ROZDZIALY W MONOGRAFIACH

1. Kowalczyk B., Palusinska-Szysz M. 2023. Atypical pneumonia pathogens. Chapter
83. Manual of childhood infections: The Blue Book (5 edn). Oxford University Press
(UK), Mike Sharland Ed. (rozdziat w monografii w druku).

2. Kowalczyk B., Pawlik K., Tarasiuk J. 2022. Nowotwory piersi — zachorowalno$¢,
patogeneza oraz gltéwne czynniki ryzyka choroby. Patogeneza i terapie chorob no-
wotworowych, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL, Lublin. 15-39. ISBN 978-83-
67104-25-8.

3. Kowalczyk B., Sokotowski W., Wiodarczyk K., Palusinska-Szysz M. 2021. Lipidy
jako cenne markery chemotaksonomiczne fitopatogennych grzybow z rodzaju Puc-
cinia. Wybrane zagadnienia z zakresu rolnictwa, Srodowisko-Ro§lina-Zwierze-Pro-
dukt, Wydawnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, Lublin. 71-77. doi:
10.24326/mon.2021.10.

4. Sokotowski W., Kowalczyk B., Wlodarczyk K., Wdowiak-Wrébel S., Marek-Koza-
czuk M. 2021. Mozliwosci wykorzystania bakterii z rodzaju Methylobacterium
w zréwnowazonej uprawie roélin. Wybrane zagadnienia z zakresu rolnictwa, Srodo-
wisko-Roslina-Zwierzg-Produkt, Wydawnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Lu-
blinie, Lublin. 116-122. doi: 10.24326/mon.2021.10.

5. Wiodarczyk K., Sokotowski W., Kowalczyk B. 2021. Rizobiowe czynniki Nod i ich
interakcje z roslinnymi mechanizmami obronnymi. Wybrane zagadnienia z zakresu
rolnictwa, Srodowisko-Roslina-Zwierze-Produkt, Wydawnictwo Uniwersytetu Przy-
rodniczego w Lublinie, Lublin. 122-128. doi: 10.24326/mon.2021.10.
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6. Kowalczyk B., Jozefczak A., Matek A., Palusinska-Szysz M. 2020. Legionelloza
zwigzana z podrozami — narastajacy problem epidemiologiczny. Wyzwania wspot-
czesnej medycyny i nauk pokrewnych — analiza, diagnostyka i leczenie, Wydawnic-
two Naukowe TYGIEL, Lublin. 67-84. ISBN 978-83-66489-02-8.

7. Matek A., Jozefczak A., Kowalczyk B., Palusinska-Szysz M. 2020. Tularemia — re-
alne zagrozenie. Wyzwania wspotczesnej medycyny i nauk pokrewnych — analiza,
diagnostyka i leczenie, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL, Lublin. 15-27. ISBN 978-
83-66489-02-8.

8. Kowalczyk B., Matek A., Jozefczak A., Palusinska-Szysz M. 2019. Diagnostyka pa-
teczek Legionella w materiale klinicznym. Wybrane zagadnienia z zakresu mikro-
biologii, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL, Lublin. 105-128. ISBN 978-83-65932-
84-6.

9. Matek A., Jozefczak A., Kowalczyk B., Palusinska-Szysz M. 2019. Rola mikro-
biomu przewodu pokarmowego cztowieka w zdrowiu i w chorobie. Problematyka
z zakresu medycyny i nauk pokrewnych — przeglad i badania. Tom 2, Wydawnictwo
Naukowe TYGIEL, Lublin. 187-207. ISBN 978-83-65932-97-6.

UDZIAL W KONFERENCJACH

A) KRAJOWYCH

1. Tarasiuk J., Kowalczyk B., Pastuszak K., Palusinska-Szysz M. Analiza lipidowych
mediatorow zapalnych w tkance ptucnej myszy zainfekowanej Legionella pneu-
mophila, Ogélnopolska Konferencja Doktorantow Nauk Scistych i Przyrodniczych
BIO-1DEA 4.0, 03.02.2024, Lublin. (poster).

2. Pastuszak K., Kowalczyk B., Tarasiuk J., Jurak M., Palusinska-Szysz M. Wpltyw
sktadu fosfolipidowego na oddziatywania w modelowych blonach bakterii Legio-
nella gormanii, X Konferencja Naukowa , Innowacje w Praktyce”, 15-16.06.2023,
Lublin. (wystgpienie ustne).

3. Pastuszak K., Kowalczyk B., Tarasiuk J., Jurak M., Palusinska-Szysz M. Badanie
wplywu przeciwbakteryjnego LL-37 na zachowanie fosfolipidow wyizolowanych
z bakterii Legionella dumoffii, X Konferencja Naukowa ,Innowacje w Praktyce”,
15-16.06.2023, Lublin. (poster).
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10.

11.

Tarasiuk J., Kowalczyk B., Pastuszak K., Wtodarczyk K., Jurak M., Palusinska-
Szysz M. Charakterystyka lipidomu Legionella longbeachae, VII Ogoélnopolska Mi-
krobiologiczna Konferencja Naukowa ,, MICROBS”, 02.06.2023, Lublin. (wystapie-
nie ustne).

Wrhodarczyk K., Kowalczyk B. Zrdznicowanie genetyczne sekwencji genéw nodZ
i nodC endofitow Chamaecytisus albus, Ogolnopolska Konferencja Doktorantow
Nauk o zyciu BIOOPEN, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet
Lodzki, 07.04.2022, £.6dz. (wystapienie ustne).

Jurak M., Pastuszak K., Kowalczyk B., Tarasiuk J., Palusinska-Szysz M. Charakte-
rystyka modelowych bton fosfolipidoéw wyizolowanych z bakterii Legionella gor-
manii, 64. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 12.09.2022, Lu-
blin. (wystapienie ustne).

Kowalczyk B., Palusinska-Szysz M. Wplyw mutacji w genie odpowiedzialnym za
acetylacje lipopolisacharydu na profil lipidow obojetnych oraz fosfolipidow Legio-
nella pneumophila, IT Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa Doktorantow Nauk
Biologicznych BIO-IDEA 2021, 15.05.2021, Lublin. (wystgpienie ustne).
Kowalczyk B., Pawlik K., Tarasiuk J., Palusinska-Szysz M. Hopanoidy — jako mar-
ker diagnostyczny komorek Legionella fallonii, 54. Konferencja Mikrobiologiczna,
Mikroorganizmy réznych srodowisk, 21.09.2021, Lublin. (wystagpienie ustne).
Kowalczyk B., Sokotowski W., Wlodarczyk K., Palusinska-Szysz M. Znaczenie
sktadnikéw lipidowych teliospor Puccinia glechomatis 1 P. malvacearum w inwazji
roslinnego gospodarza, Ogoélnopolska Konferencja Doktorantéw ,,Srodowisko-Ro-
slina-Zwierzeg-Produkt”, 15.04.2021, Lublin. (wystgpienie ustne wyrdznione).
Wiodarczyk K., Wielbo J., Marek-Kozaczuk M., Wdowiak-Wrobel S., Sokotowski
W., Kowalczyk B. Charakterystyka metaboliczna endosymbiontow szczodrzenca
zmiennego (Chamaecytisus albus), Ogélnopolska Konferencja Doktorantéw ,,Sro-
dowisko-Roslina-Zwierze-Produkt”, 15.04.2021, Lublin. (wystapienie ustne nagro-
dzone).

Sokotowski W., Kowalczyk B., Wiodarczyk K., Wdowiak-Wrdbel S., Marek-Koza-
czuk M. Endofity bakteryjne koniczyny biatej (Trifolium repens L.) — ocena wybra-
nych wlasciwosci promujacych wzrost 1 rozwoj roslin, Ogolnopolska Konferencja
Doktorantéw ,,Srodowisko-Roslina-Zwierze-Produkt”, 15.04.2021, Lublin. (wysta-

pienie ustne).
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

B)

Kowalczyk B., Palusinska-Szysz M. Legionelloza — narastajacy problem epidemio-
logiczny, II Ogélnopolska Konferencja Naukowa, Wyzwania i problemy nauk bio-
medycznych, 21.01.2021, Lublin. (wystgpienie ustne).

Kowalczyk B., Szuster-Ciesielska A., Palusinska-Szysz M. Wptyw lipopolisacha-
rydu Legionella pneumophila na proces adhezji oraz infekcji makrofagow, VII Ogol-
nopolskie Sympozjum Biomedyczne Eskulap, 28-29.11.2020, Lublin. (wystgpienie
ustne).

Kowalczyk B., Palusinska-Szysz M., Odzialywanie Legionella pneumophila sero-
grupa 1 z komorkami gospodarza, Ogolnopolska Konferencja Mtodych Naukow-
cow: Nowe trendy w badaniach naukowych — wystapienie mtodego naukowca, Cre-
ativeTime, 20-21.06.2020, Krakow. (wystgpienie ustne).

Kowalczyk B., Palusinska-Szysz M. Znaczenie struktur powierzchniowych Legio-
nella pneumophila w oddziatywaniu z komoérkami gospodarza, | Interdyscyplinarna
Konferencja Naukowa Doktorantéw Nauk Biologicznych BIO-IDEA 2020,
06.07.2020, Lublin. (wystgpienie ustne).

Wolczanska A., Wdowiak-Wrobel S., Malek A., Jozefczak A., Kowalczyk B., Mam-
carz M., Palusinska-Szysz M. Analiza porownawcza kwasow thuszczowych w zarod-
nikach dwudomowego gatunku Gymnosporangium sabinae, IV Ogdlnopolskie Sym-
pozjum Mikrobiologiczne ,,Metagenomy réznych srodowisk’’, 27-28.06.2019, Lu-
bin. (poster).

Kowalczyk B., Palusinska-Szysz M. Rola syntazy fosfatydylocholiny Legionella
W oddziatywaniu z komodrka gospodarza, IV Konferencja Naukowa ENZYMOS
,Enzymy w nauce i przemysle’’, 17.11.2018, Lublin. (wystapienie ustne).

MIEDZYNARODOWYCH

Jurak M., Pastuszak K., Wigcek A.E., Kowalczyk B., Tarasiuk J., Palusinska-Szysz
M. Comparison of model bacterial membranes of selected Legionella species,
Twenty-First Young Researchers’ Conference - Materials Science and Engineering,
29.11.-01.12.2023, Belgrad. (wystapienie ustne wyroznione).

Jurak M., Wiacek A.E., Pastuszak K., Kowalczyk B., Tarasiuk J., Palusinska-Szysz
M. Bacterial membrane-disrupting mechanism due to antimicrobial LL-37 peptide
action, Il International Conference on Polymer Science and Enginerering, 30-

31.10.2023, San Francisco. (wystgpienie ustne).
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10.

Kowalczyk B., Tarasiuk J., Fuchs B., Galuska Ch. E., Pastuszak K., Jurak M.,
Palusinska-Szysz M. Legionella pneumophila ceramides as an example of bacterial
molecular mimicry, Intercollegiate Biotechnology Symposium Symbioza, 12—
14.05.2023, Warszawa. (wystgpienie ustne).

Jurak M., Pastuszak K., Kowalczyk B., Tarasiuk J., Palusinska-Szysz M. Effect of
the LL-37 peptide on the behaviour of Legionella gormanii phospholipid mem-
branes, International Symposium on Surfactants in Solution, 11-16.09.2022, Lublin.
(wystapienie ustne).

Kowalczyk B., Pastuszak K., Jurak M., Palusinska-Szysz M. Antimicrobial activity
of the LL-37 peptide as a result of interaction with Legionella gormanii phospholip-
ids, The Summer School for PhD Students, Modern Research Techniques for Physi-
cochemical Characterization of the Potential Application Systems, 18-20.05.2022,
Lublin. (wystgpienie ustne).

Kowalczyk B., Pastuszak K., Tarasiuk J., Jurak M., Palusinska-Szysz M. Physico-
chemical characteristics of the Legionella gormanii lipids, The Summer School for
PhD Students, Modern Research Techniques for Physicochemical Characterization
of the Potential Application Systems, 18-20.05.2022, Lublin. (poster).

Sokotowski W., Wdowiak-Wrobel S., Marek-Kozaczuk M., Kalita M., Kowalczyk
B. Potential role of endophytic Methylobacterium strains in heavy metal phytoreme-
diation, I International Phd Student’s Conference at the University of Life Sciences
in Lublin: Environment-Plant-Animal-Product (ICDSUPL), Uniwersytet Przyrod-
niczy w Lublinie, 26.04.2022, Lublin. (wystgpienie ustne).

Wiodarczyk K., Kowalczyk B. The sequence diversity of symbiotic genes of
Chamaecytisus albus endophytes, National Scientific Conference ,,e-Factory of Sci-
ence" VII edition, 09.04.2022, £.6dz. (wystgpienie ustne).

Kowalczyk B., Sokotowski W., Szuster-Ciesielska A., Palusinska-Szysz M. Interac-
tion of Legionella pneumophila strains with human macrophages, XVI International
Scientific Conference for Students and PhD Students, Youth and progress of biology,
Lwowski Uniwersytet Narodowy im. Iwana Franki, Wydziat Biologii, 27-
29.04.2020, Lwow. (wystgpienie ustne).

Sokotowski W., Wiodarczyk K., Kowalczyk B. Biodiversity appraisal of Methylo-
bacterium strains isolated from root nodules of Fabaceae plants with the REP-PCR

method, XVI International Scientific Conference for Students and PhD Students,
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Youth and progress of biology, Lwowski Uniwersytet Narodowy im. lwana Franki,

Wydzial Biologii, 27-29.04.2020, Lwow. (wystapienie ustne).

UDZIAL W GRANTACH NAUKOWYCH:

1.

,,Bakteryjne determinanty zwigkszonej wirulencji szczepow Legionella pneu-
mophila serotyp 1°> NCN 2017/27/B/NZ6/1544, wykonawca (2017-2024).
,,Badanie przeciwbakteryjnego dziatania ludzkiego peptydu LL-37 na modelu Legio-
nella gormanii”. Kierownik projektu badawczego, finansowanego przez Instytut
Nauk Biologicznych UMCS (projekty dla mtodych naukowcow, edycja 2021/2022).
Czes$¢ projektu realizowana w Laboratorium Badan Warstw Powierzchniowych
w Katedrze Zjawisk Migdzyfazowych Instytutu Nauk Chemicznych UMCS (2021).
,,Charakterystyka biatek zewnetrznej i wewnetrznej membrany $ciany komorkowej
Legionella micdadei". Kierownik projektu badawczego, finansowanego przez Insty-
tut Nauk Biologicznych UMCS (projekty dla mtodych naukowcéw, edycja
2022/2023) (2022).

NAGRODY I WYROZNIENIA:

Stypendium Rektora dla najlepszych studentow na drugim i trzecim roku studiow
licencjackich (stypendium przyznane odpowiednio w grudniu 2016 i w grudniu
2017).

Stypendium z Wtasnego Funduszu Stypendialnego decyzja Jego Magnificencji Rek-
tora UMCS na pierwszym i drugim roku w Szkole Doktorskiej Nauk Scistych i Przy-
rodniczych (edycja 2020/2021 oraz 2021/2022).

PRACE NA RZECZ UCZELNI:

1.

Kowalczyk B., Kozierowicz W., Krzywonos P., Palusinska-Szysz M. Udzial w X
edycji Nocy Biologéw w dniu 08.01.2021, prowadzenie zajec¢ pt. Czy szczepionki sg
(nie)korzystne?

Kowalczyk B., Matek A., Jozefczak A., Palusinska-Szysz M. Udzial w IX edycji
Nocy Biologéw w dniu 10.01.2020, prowadzenie zaje¢ pt. Mikrobiom jelitowy - nasz

wrog czy sprzymierzeniec?
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3. Kowalczyk B., Matek A., Jozefczak A., Palusinska-Szysz M. Udziat w VIII edycji
Nocy Biologéw w dniu 11.01.2019, prowadzenie zaje¢¢ pt. Prawidlowa mikroflora
jelitowa gwarancjg zdrowia czlowieka.

4. Kowalczyk B. Udzial w przygotowaniu i przeprowadzeniu akcji promocyjnej
,,Drzwi otwarte’” organizowanej w dniu 22.03.2019 przez Wydziat Biologii i Bio-
technologii UMCS.

5. Kowalczyk B., Tarasiuk J., Palusinska-Szysz M. Udziat w XVII edycji Lubelskiego
Festiwalu Nauki w dniu 24.09.2021, prowadzenie zaj¢¢ pt. Wolnozyjace ameby jak
»konie trojanskie” bakterii.

6. Kowalczyk B., Malek A., Jozefczak A., Palusinska-Szysz M. Udziat w XVI edycji
Lubelskiego Festiwalu Nauki w dniu 19.09.2019, prowadzenie zajec¢ pt. Pierwotniaki
- ,,konie trojanskie” mikroorganizmow.

7. Kowalczyk B., Palusinska-Szysz M. Udziat w XV edycji Lubelskiego Festiwalu Na-
uki w dniu 17.09.2018, prowadzenie zaje¢ pt. Patogenne i symbiotyczne oddziaty-

wania bakterii z pierwotniakami.

DODATKOWA DZIALALNOSC:

1. Prowadzenie i organizacja konferencji - I Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa
Doktorantow Nauk Biologicznych BIO-IDEA 2020.

2. ,Fizykochemiczna charakterystyka oddziatywania peptydu LL-37 z fosfolipidami
Legionella gormanii”, Naukowe 15 minut, wystapienie ustne on-line, Instytut Nauk
Biologicznych UMCS, 18.05.2022.
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