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W $rodowisku naturalnym bakterie czesto przechodzg w stan anhydrobiozy z powodu
utraty wody. Wysuszanie powoduje zageszczenie makroczgsteczek i rozerwanie btony
komérkowej. Redukcja otoczki hydratacyjnej wokét biatek powoduje ich inaktywacje,
rozfatdowanie i agregacje. Utrata stabilnosci biatek i zageszczenie sprzyjaja szkodliwym reakcjom,
w tym nieenzymatycznej glikozylacji (glikacji lub reakcji Maillarda), ktdéra prowadzi do
nieodwracalnego sieciowania makroczasteczek i gromadzenia zaawansowanych produktéw
glikacji (AGEs). Wstepne badania wykazaty, ze chociaz glikacja moze indukowa¢ agregacje biatek
in vitro, agregaty powstajace w komdrkach Escherichia coli narazonych na wysuszanie zawieraty
stosunkowo niski poziom AGEs w poréwnaniu z rozpuszczalng frakcjg biatkowa.

Agregacja biatek u bakterii wywotana réznymi czynnikami wewnetrznymi lub stresem
srodowiskowym prowadzi do zaburzenia proteostazy i wywotuje szkodliwe skutki: utrate funkcji,
niespecyficzne oddziatywanie z makroczgsteczkami, sekwestracje biatek funkcjonalnych i
uszkodzenie btony komdrkowej. Ostatnie badania wykazaty, ze w okreslonych warunkach
bakteryjne agregaty biatkowe mogg petni¢ role ochronng jako funkcjonalne kompartmenty.
Wstepne doswiadczenia sugerowaty, ze to glikacja, a nie agregacja biatek, jest gtéwnga przyczyna
Smierci E. coli podczas wysuszania.

Celem niniejszej pracy byta weryfikacja tej hipotezy i rozszerzenie badan nad agregacjg i
glikacjg biatek indukowang stresem u E. coli i Klebsiella pneumoniae. Zbadano miedzy innymi
wptyw osmolitéw (karnozyny, glicyny-betainy i trehalozy) na zywotnos$é bakterii, agregacje i
glikacje biatek. Stwierdzono, ze agregacja biatek byta hamowana lub indukowana w zaleznosci od
zastosowanego osmolitu i jego stezenia. Nizsze stezenia karnozyny, betainy i trehalozy hamowaty
tworzenie agregatow biatkowych i produktow glikacji, zwiekszajgc tym samym przezywalnos$é E.
coli podczas stresu zwigzanego z wysuszeniem i rehydratacjg. Chociaz wysokie stezenia betainy i
trehalozy znaczgco zwiekszaty agregacje biatek, glikacja byta nadal hamowana, a komérki E. coli
przetrwaty stres zwigzany z wysuszaniem lepiej niz bakterie hodowane bez osmolitédw. Niezaleznie
od stezenia, wszystkie osmolity powodowaty wzmozong agregacje biatek i podwyzszaty
zywotnos$é K. pneumoniae MKP103. Zatem wyniki te potwierdzity, ze to glikacja, a nie agregacja
biatek, jest gtdwng przyczyng smierci bakterii podczas wysuszania.

Dalsze doswiadczenia wykazaty, ze u E. coli acetylacja Ne-lizyny moze zapobiegac
tworzeniu karboksymetylolizyny (CML), niefluorescencyjnego produktu AGE, zwiekszajgc w ten
sposob przezywalnos$¢ bakterii podczas wysuszania i rehydratacji. Jako jedno z najsilniej
glikowanych biatek w E. coli zidentyfikowano poryne OmpC.



Zbadano rowniez zwigzek miedzy przezywalnos$cig komorek, agregacjq biatek i glikacja,
wykorzystujgc makrokolonie klinicznego izolatu K. pneumoniae 577-BA. Makrokolonie tworzyty
dwie subpopulacje: mukoidalne centrum z otoczky i niemukoidalny/bezotoczkowy pierscien.
Poréwnanie genomow centrum i pierscienia wykazato, ze pojawienie sie niemukoidalnej
subpopulacji wynikato z przerwania genu wbaP przez insercje IS5. Gen wbaP koduje enzym
katalizujgcy pierwszy etap syntezy otoczki, fosfotransferaze undekaprenylofosforanu galaktozy.
Utrata otoczki byta korzystna dla subpopulacji pierscienia, poniewaz umozliwiata tworzenie
biofilmu. Subpopulacja pierscienia charakteryzowata sie wyzszg zywotnoscig, nizszym poziomem
AGEs i zwiekszong agregacjg biatek niz centrum makrokolonii. Podsumowujgc, wyniki te
potwierdzity, ze gtdwng przyczyng utraty zywotnosci bakterii podczas stresu jest glikacja, a nie
agregacja biatek, co sugeruje, ze agregaty moga petni¢ funkcje ochronne.



