Streszczenie

Wplyw wysokiego ci$nienia, jako czynnika stresowego, na zmiany zachodzace w polimorfizmie
genetycznym i proteomie bakterii fermentacji mlekowej

Wysokie cisnienia hydrostatyczne (HHP ang. High Hydrostatic Pressure) Sa wykorzystywane
przemystowo do utrwalania produktow spozywczych oraz minimalizowania ilosci drobnoustrojow.
Bakterie kwasu mlekowego (LAB ang. Lactic Acid Bacteria), ze wzgledu na zdolnosci adaptacyjne
do roznych srodowisk, stanowia bardzo wazng grupe mikroorganizméw o znaczeniu przemystowym.
Poniewaz LAB moga stanowi¢ grupe mikroorganizméw zaréwno pozytecznych jak i psujacych
produkty spozywcze, poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za zdolnosci adaptacyjne i zachodzace
w zwigzku z tym zmiany w proteomie i genomie bakterii, jest niezwykle istotne.

Celem pracy byto, ustalenie, czy wywotane przez wysokie cisnienie hydrostatyczne zmiany na poziomie
genetycznym i proteomicznym w bakteriach kwasu mlekowego, sa zwigzane z polimorfizmem
wybranych genéw odpowiedzi nastres HHP, oraz czy zmiany te sg natyle istotne, ze mogs
w konsekwencji skutkowa¢ odmienna identyfikacja tych bakterii.

W pracy wykorzystano szczepy bakterii kwasu mlekowego wyizolowane z produktow spozywczych.
Klasyczng metoda posiewow ptytkowych okreslono przezywalnos¢ szczepow po dziataniu HHP.
Wykorzystujac metody molekularne oparte na analizie sekwencji nukleotydowej genu /6S rDNA
i pheS, kodujacego podjednostke alfa syntazy fenyloalanylo-tRNA (Phe-tRNA), dokonano identyfikacji
szczepoéw. Aby lepiej zrozumie¢ mechanizm odpowiedzi na stres HHP, do dalszych analiz wybrano trzy
geny uczestniczace w tym procesie (dnak, ctsR, hrcA).

Nastepnie, dokonano analizy wptywu HHP nazmiany w proteomie badanych szczepéow LAB.
Wywotane przez HHP zmiany w profilach widm mas biatek, moga bezposrednio wptywaé
na réznicowanie iodmienng identyfikacje szczepow metodami opartymi na analizie biatek, takich
jak MALDI-TOF MS (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass
Spectrometry). Przeprowadzona analiza skupien (HCA ang. Hierarchical Cluster Analysis) oraz
wielowymiarowego skalowania (MDS ang. Multidimensional Scaling) demonstrowaty znaczace
roznice miedzy badanymi szczepami kontrolnymi i cishieniowanymi, co uniemozliwito zgrupowanie
bakterii ze wzgledu na przynaleznoé¢ gatunkows lub podziat na grupe kontrolng lub cisnieniowana.

W celu scharakteryzowania blisko spokrewnionych szczepow bakterii LAB, zastosowano porownanie
metod réznicujacych o roznej sile dyskryminujacej, aby wybra¢ odpowiednie metody identyfikacji
bakterii, co ma szczegoélne znaczenie dla blisko spokrewnionych szczepow Lactobacillus i moze
korelowa¢ ze zmianami w ich fenotypie. Wykazano, ze w badanych szczepach LAB, gen pheS ma
najwyzszy stopien homologii (90-98%) i niska site dyskryminujacg. Otrzymane metodg MALDI-TOF
MS zréznicowane wyniki identyfikacji niektorych szczepow, w poréwnaniu z wynikami analizy
genomowej, opartej nagenie 16S rDNA, dowiodty, ze w przypadku analizowanych szczepow,

sekwencjonowanie /6S rDNA byto najbardziej wiarygodne i charakteryzowato si¢ najwicksza sita



dyskryminacyjna sposrod analizowanych metod. Stwierdzono, ze znacznie wigksza ilos¢ molekut
zaangazowanych w mechanizm odpowiedzi na HHP iwysoki poziom interakcji pomigdzy
czasteczkami dnaK, ctsR i hrcA, moze rowniez wptywaé na wyniki identyfikacji oparte na analizie
biatek.

W trzecim etapie pracy okreslono wptyw HHP naekspresje genow dnak, ctsR, hrcA, gdzie
zaindukowane w ekspresji genow zmiany, moga prowadzi¢ do rozregulowania procesow biologicznych
LAB. Otrzymane wyniki wykazaty zréznicowany poziom ekspresji genéw, a zaobserwowane réznice
wynikajace z dziatania cisnienia, pozwolity wyciagnag¢ wniosek, ze badane szczepy zachowuja
zywotnos¢, ale indukowane sg zmiany na poziomie transkryptomu. Zmiany ekspresji dnak, ctsR, hrcA
skorelowano z polimorfizmem pojedynczego nukleotydu (SNP ang. Single Nucleotide Polymorphysm)
wtych genach, iokreslono mozliwos¢ oddziatywania pojedynczych mutacji nukleotydowych
na funkcjonowanie mechanizmu odpowiedzi na stres i zdolnosci adaptacyjne bakterii w warunkach
dziatania wysokiego cisnienia. Wptyw HHP na réznice w rozktadzie efektéw przystosowania oraz
efekty przystosowania mutacji synonimicznych i niesynonimicznych sa wazne dla okreslenia, ktore
zmiany przyczynia si¢ do adaptacji bakterii do danego $rodowiska. Uzyskane wyniki SNP miaty
charakter neutralny, a niski stosunek Ka/Ks (stosunek podstawien niesynonimicznych do podstawien
synonimicznych) wskazywat, ze mutacje niesynonimiczne w niewielkim stopniu oddziatywaty
na zywotnos¢ komorek. Jednoczesnie, faworyzowanie roznych biatek zwigzanych ze zmianami
srodowiskowymi, moze wynika¢ zreakcji mechanizmu adaptacyjnego. Mutacje synonimiczne
i niesynonimiczne wynikajace z przystosowania bakterii do zmian srodowiska, sa waznym elementem
mechanizmu odpowiedzi na stres.

Podsumowujac, ustalenie wptywu HHP na stopien polimorfizmu, filogeneze i zmiennos¢ genomowg
i proteomiczng LAB, stanowi wazny problem badawczy ze wzgledu na szerokie rozpowszechnienie
tych bakterii i roznorodne ich zastosowanie w przemysle. Zrozumienie mechanizmow adaptacyjnych
LAB pozwoli na wilasciwe postepowanie ztymi bakteriami, zaréwno w celach umozliwiajgcych
ich wykorzystanie w biotechnologii i medycynie, ale rowniez tam, gdzie sa one niepozadane ze wzgledu
na wiasciwosci psujace produkty. Wskazane sa dalsze badania nad zmiennoscia wynikajaca z wptywu
czynnikow zewnetrznych oraz analizy dalszych, mozliwych drog ewolucyjnych, szczegoélnie pod katem
zdolnosci adaptacyjnych do réznych srodowisk. Badania nad mechanizmami adaptacyjnymi LAB
na rézne warunki stresowe, jak i ich potencjat w trakcie przetwarzania i przechowywania zywnosci, Sa
bardzo wazne ze wzgledu na okreslenie podatnosci na zmiany warunkow technologicznych, ktore moga
mie¢ powazny wplyw, na jakos¢ ibezpieczenstwo zywnosci. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy
wyraznie pokazuja, w jak zréznicowany sposob LAB reaguja nazmiany wywotane dziataniem
wysokiego cisnienia hydrostatycznego. Na podstawie przeprowadzonych badan okreslono, ze HHP

wplywa na struktury genetyczne i proteomiczne badanych bakterii.



Przeprowadzona analiza polimorfizmu SNP wybranych genéw zwigzanych ze stresem pozwolita
stwierdzi¢, ze zaistniate w wyniku dziatania HHP mutacje sg neutralne iw niewielkim stopniu
oddziatuja na zywotnos¢ komorek.

Zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej wyniki badan znaczaco podnoszg zakres wiedzy
na temat wptywu wysokiego cisnienia hydrostatycznego na aspekty genetyczne i proteomiczne bakterii
z rodzaju Lactobacillus i ich mechanizméw adaptacyjnych. Moga pomoc w lepszym  zrozumieniu
dziatania HHP, jako czynnika utrwalajacego zywnosé¢, na bakterie kwasu mlekowego i ich zdolnosci

adaptacyjne.

Stowa kluczowe: bakterie kwasu mlekowego (LAB), wysokie cisnienie hydrostatyczne (HHP),
polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP), MALDI-TOF MS, gen dnaK, hrcA, ctsR

/mgr inz. Joanna Bucka-Kolendo/



