Badania metabolomiczne bakterii Pseudomonas aeruginosa
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Pateczka ropy blekitnej (Pseudomonas aeruginosa) jest Gram-ujemna bakteria, powszechnie
wystepujaca w srodowisku naturalnym. Jednoczesnie szczepy tego samego gatunku sg niebezpiecznymi
patogenami oportunistycznymi czlowieka, opornymi na antybiotyki. P. aeruginosa zostala wraz
z innymi szczepami bakteryjnymi zakwalifikowana do tzw. grupy ,,ESKAPE”. Poszukiwanie zZrodet
zjadliwo$ci niniejszych drobnoustrojow jest mniezbedne do efektywnego leczenia infekcji.
Mikroorganizmy stosunkowo szybko nabywaja oporno$¢ na antybiotyki, co jest zwigzane
z powszechnym stosowaniem terapeutykow nie tylko w medycynie, ale réwniez przemysle. Szczeg6lnie
niebezpieczne dla zdrowia i zycia czlowieka sg szczepy wzrastajagce w $rodowiskach szpitalnych.
Badanie mechanizméw opornosci na antybiotyki na réznych poziomach molekularnych pozwala na
znalezienie niepoznanych dotgd zmian metabolicznych oraz biomarkerow antybiotykoopornosei. Jedng
z nauk, ktéra moze przyczyni¢ si¢ do poznania roznic pomigdzy wspomnianymi szczepami jest
metabolomika, zajmujaca si¢ analizg niskoczasteczkowych zwiazkéw odzwierciedlajacych ,,obecny

stan” komorki bakteryjne;j.

Gléwnym celem badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej bylo poznanie
i porownanie profili metabolomicznych réznych szczepow pateczki ropy blgkitnej, pozwalajace na
zrozumienie procesdéw adaptacji mikroorganizmu do zmienionych warunkéw $rodowiskowych czy
nabywania opornosci na antybiotyki. Przedstawiona dysertacja doktorska stanowi zbiér spojnych
tematycznie artykuléw — sklada sie z jednego artykulu przegladowego oraz trzech prac zawierajacych
oryginalne wyniki eksperymentalne. W badaniach eksperymentalnych skupiono sig¢ na analizie profili

metabolomicznych mikroorganizmow, ze szczegdlnym uwzglednieniem P. aeruginosa.

W pierwszej pracy, ktéra ma charakter przegladu literaturowego, zdefiniowano pojgcie
metabolomiki oraz oméwiono mozliwosci jej wykorzystania w doswiadczeniach na drobnoustrojach.
Badania te dotyczg identyfikacji mikroorganizméw, a takze wptywu czynnikéw zewngtrznych na P.

aeruginosd.

Kolejny artykul przedstawia rezultaty eksperymentu metodologicznego, w ktdrym oprocz
pateczki ropy blekitnej przeanalizowano rowniez profile metabolomiczne pigeiu innych bakterii.
Przeprowadzono analize porownawcza trzech metod dezintegracji komorek bakteryjnych — sonikacji,

milyna piaskowego i dezintegratora tkanek. Wyniki pokazaly, ze przy uzyciu kazdej



z wymienionych metod uzyskujemy takie same jako$ciowo rezultaty. Zmiany s3 ilosciowe
i dotycza rdznic w stezeniach poszczegdlnych metabolitow. Dodatkowo w pracy udowodniono, ze
spektroskopia "H NMR jest narzedziem dyskryminujacym metabolom badanych drobnoustrojéw.
Wyniki potwierdzaja. ze w przypadku badar metabolomicznych kazdy etap eksperymentu musi zostaé
przeprowadzony w identyczny sposéb, a jakiekolwiek zmiany podczas przygotowania probek prowadza

do zaburzenia poprawnosci analiz

Druga praca eksperymentalna dotyczy porownain metabolitéw wewnatrzkomérkowych
szezepow pochodzacych z réznych zrédet. Do analiz wykorzystano szezepy P. aeruginosa pochodzace
ze srodowiska naturalnego oraz izolowane z plwociny pacjentéw chorych na mukowiscydoze.
Przeprowadzono poréwnanie profili metabolomicznych z wykorzystaniem techniki NMR. Wyniki
jedno- i wielowymiarowych analiz danych wykazaly réinice w relatywnych stezeniach
zidentyfikowanych zwigzkéw. Zmiany te dotyczyly przede wszystkim zwigzkéw zaangazowanych

w szlaki przemian aminokwasow.

Ostatni artykul to praca poréwnujaca inng ceche P. aeruginosa — oporno$é na antybiotyki. Do
badan wybrano izolowane od pacjentéw szczepy, kiore posiadaly rézna wrazliwosé na antybiotyki.
W eksperymencie, oprocz tzw. metabolomicznego odcisku palca — pula metabolitéw
wewngtrzkomorkowych, przeanalizowano réwniez tzw. metabolomiczny odcisk stopy — pule analitow
zewnatrzkomdrkowych pochodzacych z podtoza pohodowlanego. Przeprowadzone analizy statystyczne
pozwolily na zidentyfikowanie metabolitoéw réznicujacych oba szczepy. Dodatkowo, wyniki poréwnari
podioza pohodowlanego pozwolity na okreslenie zwigzkéw wykorzystywanych w pierwszej kolejnosci
w metabolizmie komérki bakteryjnej. Zmieniony metabolizm réwniez w tym przypadku, zwiazany jest

gléwnie ze szlakami degradacji i syntezy aminokwasow.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw wykazaly, ze szczepy pochodzace z réznych
srodowisk maja odmienne profile metabolomiczne. Zaprezentowane wyniki potwierdzaja obecno$é
roznic w niskoczasteczkowych zwiazkach szezepdéw P. aeruginosa majacych rézng oporno$é na
antybiotyki. Roznice te wynikaly przede wszystkim ze zmienionego metabolizmu aminokwasdw.
Dodatkowo potwierdzono, ze w eksperymentach metabolomicznych kazdy z etapéw przygotowania
probek powinien przebiega¢ identycznie, a dobér odpowiedniej metody dezintegracji ma szczegoOlne
znaczenie w przypadku analiz celowanych. Co wiecej, wykazano potencjat NMR jako narzedzia do
rozrozniania i identyfikacji odmiennych rodzajéw bakterii. Przyszie badania powinny skupié sig na
analizie zmienionych $ciezek metabolicznych z wykorzystaniem dodatkowych technik analitycznych
takich jak LC- czy GC-MS.



