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Jako moje gldwne osiagnigcie naukowe uwazam wyniki badan opisanych w cyklu
prac, ujetych pod wspdlnym tematem: ,Nowy test wykrywania substancji
mutagennych w Srodowisku, z wykorzystaniem zjawiska bioluminescencji bakterii
Vibrio harveyi”. Badania te prowadzone byly w ramach projektu KBN 2P04G 011 26,

ktorego bytam kierownikiem.
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* Oswiadcezenia wspolautoréw prac wraz okresleniem indywidualnego wktadu kazdego z nich
w powstanie poszczegolnych prac znajduja si¢ w zatacznikach nr 4 i 5.

b) omoéwienie celu naukowego w.w. prac oraz wynikéw wraz z omoéwieniem ich
wykorzystania:
Celem prowadzonych badan bylo opracowanie nowego testu biologicznego,

wykrywajacego substancje mutagenne - w srodowisku.

Za najwazniejsze osiagnigte rezultaty uwazam:

® opracowanie nowego, prostego, szybkiego i taniego biologicznego testu wykrywania
substancji mutagennych w srodowisku,

e wykazanie skutecznosci testu w wykrywaniu substancji mutagennych w wodzie,
osadach, oraz w tkankach flory i fauny morskiej.

e zastosowanie polprzepuszczalnych membran do zageszczania substancji mutagennych
w wodzie morskiej wraz z testem mutagennosci Vibrio harveyi,

e przygotowanie zoptymalizowanej procedury wykonania testu wykrywania substancji
mutagennych w srodowisku morskim i jej opisanie w ramach w.w. publikacji oraz

rozdziatu przewodnika metodycznego.



Krotkie  streszczenie prac  pos$wigconych —skonstruowaniu, —charakterystyce i
wykorzystaniu do badan $rodowiska morskiego nowego testu umozliwiajacego wykrywanie

substancji mutagennych, przedstawiam ponizej.

Wzrost populacji ludzi, szybko rozwijajacy si¢ przemyst i rolnictwo przyczyniaja sie
do zanieczyszczenia i destrukcji srodowiska naturalnego. Szczegolnie zagrozone sa morza i
oceany, ktore spelniaja rolg ostatecznego odbiornika odpadéow dziatalnosci czlowicka. W
srodowisku morskim prawie 5% zanieczyszczen antropogennych stanowig zwiazki
mutagenne, ktore kumuluja si¢ w organizmach zwierzat oraz roslin. Poniewaz sa one
kancerogenne to mogg by¢ przyczyna powstawania u nich nowotworéw. W ostatnich latach
zanotowano duzy wzrost czgstosci pojawiania si¢ nowotworow w tkankach ryb, takze
konsumowanych przez cztowieka. Mimo, ze niektéore z nich moga by¢ pochodzenia
wirusowego, to wigkszos¢ jest jednak wynikiem zanieczyszczenia morz i oceandw. Bardzo
powazne konsekwencje dla funkcjonowania ekosystemoéw moga mie¢ mutacje w komérkach
zarodkowych, ktore nie ograniczaja si¢ wylacznie do osobnika na nie narazonego, ale sa
przekazywane na kolejne pokolenia. Mutacje te mogg powodowac¢ efekty letalne dla komorek
zarodka (zredukowana plodnos¢) i ptodu (poronienia) lub prowadzi¢ do deformacji plodu i
powstawania chorob genetycznych, a w efekcie koncowym nawet do zmniejszenia
bioréznorodnosci organizmoéw w srodowisku.

Zanieczyszczenie Srodowiska naturalnego substancjami mutagennymi jest jednym z
powazniejszych problemoéw ekologicznych, stad bardzo wazna jest mozliwosé szybkiego ich
wykrywania. W Srodowisku morskim substancje mutagenne wystepuja w bardzo niskich
stezeniach i stanowig jedynie niewielkg frakcje posrod zwiazkoéw zanieczyszczajacych.
Stanowi to powazng trudnosé¢ w ich wykrywaniu i identyfikacji metodami chemicznymi,
ktore sa drogie i bardzo czasochlonne. Z tego wzgledu szczegdlnie uzyteczne sq testy
biologiczne, pozwalajagce na szybkie wykrywanie w srodowisku réznych mutagenow bez

koniecznosci przeprowadzania skomplikowanych analiz chemicznych.

W chwili obecnej dostgpnych jest wiele testow, pozwalajacych na wykrywanie
zanieczyszczen mutagennych, ktére powstaly na bazie roznych, takze genetycznie
modyfikowanych, mikroorganizmoéw [22]. Istnieje jednak problem ich wykorzystania w
badaniach monitoringowych srodowiska morskiego. Wysokie zasolenie wplywa niekorzystnie
na wzrost stosowanych w testach mikroorganizmow, stad do badan tego s$rodowiska

najlepszymi sa testy oparte na bazie mikroorganizméw morskich. Opracowalam prosty,
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szybki i tani test biologiczny, w ktorym jako organizm wskaznikowy zastosowatam
uposledzonego w emisji $wiatta mutanta morskiej bakterii Vibrio harveyi nazwanego A16
[16]. Szczep Vibrio harveyi A16 posiada mutacj¢ w genie /uxE, a pod wptywem rewersji lub
pseudorewersji powodowanej przez oddzialujacy na niego mutagen odzyskuje zdolnosé
emisji $wiatla. Szczep ten wybralam, sposrdd roznych zgromadzonych szczepow bakterii
morskich, na podstawie przeprowadzonych badan. Bakteria Vibrio harveyi posiada rozne
wlasciwosci, ktore predestynuja ja do wykorzystania jako organizmu wskaznikowego
wykrywania substancji mutagennych w srodowisku morskim. Przede wszystkim jest bakterig
halotolerancyjna, wystgpuje zaréwno w oceanach, morzach jak i estuariach, a wiec w
warunkach réznego zasolenia, nie sprawia trudnosci dla hodowli w warunkach
laboratoryjnych, oraz nie jest mikroorganizmem patogennym dla cztowieka, przez co jest

catkowicie bezpieczna w pracy laboratoryjnej.

Wytypowany szczep bakterii Vibrio harveyi Al6, wykazywal znaczny wzrost
poziomu luminescencji po kilkugodzinnej inkubacji z réznymi mutagenami. Najlepsze
rezultaty osiggalam po stosunkowo krotkim czasie (4 godziny) inkubacji hodowli z
poszczegdlnymi mutagenami. Stanowi to dodatkowy atut testu, gdyz pozwala na szybkie
stwierdzenie obecnosci mutagenu w badanej probee. Uzyskane wyniki badan wykazaly

korelacje wzrostu poziomu luminescencji ze wzrostem stezenia mutagenu.

Do optymalizacji testu Vibrio harveyi Al6 zastosowatam, jako punkt odniesienia,
takie zwigzki chemiczne, ktore zostaly okreslone jako mutagenne w powszechnie
stosowanym tescie mutagennosci Ames’a. Test ten oparty jest o mutanty w genach operonu
histydyny bakterii Salmonella. Wszystkie stgzenia zwigzkéw uznanych w tescie Ames’a, ze
posiadaja dzialanie mutagenne, powodowaty dwukrotny badz wyzszy, co wskazuje na wyzsza
czulos¢ testu luminescencyjnego, wzrost poziomu luminescencji bakterii Vibrio harveyi A16,
w porownaniu z préobami kontrolnymi, ktére nie zawieraly dodatku tych zwigzkow.
Przyjelismy wige, ze dwukrotny wzrost poziomu luminescencji w naszym tescie oznacza, 7e

substancje te maja dzialanie mutagenne [16].
Nastgpnym etapem prac bylo sprawdzenie przydatnosci opisanego powyze]
bioluminescencyjnego testu mutagennosci Vibrio harveyi A16 do badania réznych probek

pochodzacych ze srodowiska morskiego.



Badaniu testem mutagennosci poddatam probki wody morskiej pobrane z rdéznych
stanowisk Zatoki Gdanskiej [20]. Jednoczesnie te same probki zostaly poddane takze
analizom chemicznym, pozwalajacym na wykrycie obecnosci oraz stezen 23 roéznych
substancji chemicznych, w tym mutagennych. Najwyzszy poziom luminescencji, ktory
wskazywal na  obecnos¢ relatywnie wysokich stgzen mutagendw, uzyskalam w prébkach
wody pobranej z rejonéw przemyslowych i bardzo zanieczyszczonych takich jak port morski
czy w wodzie rzeki Wisly, a najnizsze w probach pobranych z okolic Helu od strony
otwartego morza. W kazdej z badanych probek wody, w ktorej odnotowatam podwyzszony
stopien luminescencji, stwierdzono takze wysokie stezenie przynajmniej jednego z
mutagenow oznaczonych metodami chemicznymi. Najwyzsza korelacje wynikow uzyskanych
w tescie biologicznym oraz droga analiz chemicznych zaobserwowalismy w przypadku

benzo(a)pirenu, czynnika potencjalnie mutagennego i kancerogennego.

Z uwagi na kumulacj¢ materii organicznej i nieorganicznej, a takze wszelkich
zanieczyszczen w osadach, material ten podczas badania nastrecza szczegdlnie duzo
probleméw metodycznych. W zwiazku z powyzszym opracowalismy szczegdtowy protokol
oznaczania obecnosci substancji mutagennych w osadach morskich, z zastosowaniem
bioluminescencyjnego testu mutagennosci Vibrio harveyi [26], a jego praktyczne
zastosowanie zostalo przedstawione w formie publikacji [21]. Opisane wyniki badan dotycza
wykrywania substancji mutagennych w probkach osadow, pochodzacych ze stanowisk
zlokalizowanych w roznych rejonach polskiej strefy brzegowej Morza Baltyckiego. Jako
pozytywng kontrolg zastosowalam probke standardowego osadu IAEA 383, zawierajacego
okreslone stgzenia roéznych zwigzkow chemicznych, w tym substancji mutagennych. W
przypadku tej probki bioluminescencyjny test mutagennosci Vibrio harveyi A16 wykazat
prawie czterokrotny wzrost poziomu luminescencji w stosunku do kontroli negatywnej, co

upewnito nas 0 mozliwosci jego stosowania takze do badania osadow.

Na kumulacj¢ zanieczyszczen, w tym takze mutagendw i pro- mutagenéw narazone sg
organizmy zyjace w tym Srodowisku, fauna i flora morska. Szczegolnie zagrozone sg rosliny
poniewaz nie posiadaja efektywnych mechanizméw umozliwiajacych im wydalanie

mutagenow poza organizm.

Opracowany 1 opisany powyzej bioluminescencyjny test Vibrio harveyi Al6 z
powodzeniem pozwolil na wykazanie obecnosci mutagenéw skumulowanych w tkankach
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roslinnych [25]. Rosliny pochodzity z hodowli in vitro ( Petunia hybrida, Nicotiana tabacum,
Solanum brevidens) w pozywkach z dodatkiem roznych stezen wybranych mutagenow, a

takze z kilku stanowisk zlokalizowanych w réznych rejonach Zatoki Gdanskiej.

Niskie st¢zenia substancji mutagennych w wodzie morskiej sa przyczyna problemow
technicznych podczas wykonywania réznorodnych analiz pozwalajacych na wykazanie ich
obecnoscei, takze przy stosowaniu testow biologicznych. Z tego powodu w celu umozliwienia
ich wykrywania, stosuje si¢ obecnie dwie strategie. Pierwsza jest badanie organizmow
morskich, glownie migczakow, ktore sg filtratorami wody morskiej, stad w ich tkankach
gromadzg si¢ wszelkie zanieczyszczenia. W drugiej natomiast stosuje si¢ polprzepuszezalne

membrany wypelnione trioleina.

Potprzepuszezalne membrany wypelnione trioleing sa powszechnie wykorzystywane
do zaggszczania roznych substancji hydrofobowych, w tym mutagenow i ich wykrywania w
srodowisku, metodami chemicznymi. Podczas analiz chemicznych wykorzystuje sig ekstrakty
tych zanieczyszezen uzyskiwane dzigki zastosowaniu rozpuszczalnikéw organicznych.
Poniewaz wykazaliSmy negatywny wplyw tych rozpuszczalnikow na wzrost i luminescencije
testowego szczepu bakterii, co uniemozliwiato stosowanie ekstraktow, bakterie Vibrio harveyi
A16 umieszczalisSmy wewnatrz membrany i inkubowalismy w wodzie morskiej. W ten sposdb
bakterie mialy bezposredni kontakt z mutagenami zaabsorbowanymi przez trioleing z wody
morskiej, a my unikn¢liSmy stosowania ekstraktow. Jednoczesnie pozwolilo to takze na
znaczne skrocenie procedury ich wykrywania, gdyz pozyskiwanie ekstraktow jest bardzo
pracochtonne i diugotrwale. Wyniki optymalizacji metody wykrywania niskich stezen
substancji mutagennych w probkach wody oraz jej praktycznego zastosowania do badania
probek wody morskiej pochodzacej z rejonéw o znacznym zanieczyszczeniu substancjami

mutagennymi przedstawiliSmy w pracy [17] .

Porownalismy takze skutecznos¢, wspomnianych powyzej, dwdch = strategii
zageszezania niskich stgzen mutagenéw w $rodowisku morskim, ktore umozliwiaja ich
wykrywanie przy pomocy dalszych analiz chemicznych, badZ testow biologicznych. W tym
celu pobraliSmy wod¢ morska z rejonéw o duzym zanieczyszczeniu substancjami
mutagennymi, co zostalo potwierdzone analizami chemicznymi, w ktdrej inkubowalismy
polprzepuszczalne membrany oraz pobrane ze srodowiska malze. Woda byla codziennie
wymieniana. Po okresie inkubacji przy pomocy testu mutagennosci sprawdzilismy obecnosé¢
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mutagenéw skumulowanych przez membrany jak i tkanki malzy. Podwyzszona
luminescencj¢ bakterii Vibrio harveyi A16 obserwowalismy badajac zarowno membrany jak i
malze, przy czym test wykazal wyzszy poziom luminescencji bakterii w przypadku
polprzepuszezalnych membran. Potwierdzito to mozliwos¢ ich skutecznego stosowania do
monitoringu  zanieczyszczenia  $rodowiska  substancjami  mutagennymi,  zamiast

wykorzystywania organizmow zywych [24].
5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowych:

Moja dzialalnos¢ naukowa rozpoczetam jako studentka biologii Uniwersytetu
Gdanskiego. Prace magisterska dotyczaca ekspresji gendéw 57,2728 kodujacych bialtka
centralnej  czesci  plytki  podstawowej bakteriofaga T4 w  systemie ekspresji
promotor/polimeraza faga T7 wykonalam w Katedrze Mikrobiologii Uniwersytetu
Gdanskiego, pod kierunkiem doktora Jozefa Nieradko. Przeprowadzone badania potwierdzily
tez¢, ze produkty genoéw 27 i 28 sa skladnikami strukturalnymi plytki podstawowe;
bakteriofaga T4, natomiast produkt genu 5/ pelni funkcje katalityczng. Opisane wyzej
wyniki, uzyskane podczas realizacji mojej pracy magisterskiej, po uzupelnieniu o dane

pochodzace z innych doswiadczen, zostaly opublikowane [1].

W 1992 roku obronilam pracg magisterska i zostalam zatrudniona na stanowisku
specjalisty w Centrum Biologii Morza Polskiej Akademii Nauk w Gdyni (CBM PAN), a od
roku 1993 pracowalam w tej jednostce na stanowisku asystenta. W poczatkowym okresie
pracy bralam udzial w badaniach nad bakteriami redukujacymi siarczany w Zatoce Gdanskiej
i Puckiej. Bakterie redukujace siarczany odgrywaja w srodowisku morskim, szczegdlnie w
jego strefie brzegowej, ogromna rolg w procesach mineralizacji materii organicznej i obiegu
siarki. Uzyskane wyniki badan pozwolily mi wykazac, ze w osadach badanych akwenow
dominujacymi grupami bakterii redukujgcych siarczany byly bakterie z rodzaju Desulfovibrio
i Desulfotomaculum. Bakterie te redukuja siarczany do siarczkow i do toksycznego dla
organizmow zywych siarkowodoru. Moje badania pozwolily na wyznaczenie, w obrebie
badanych akwenow, rejondéw gdzie znaczaca role w mineralizacji materii organicznej pelnity

bakterie redukujace siarczany. Wyniki tych prac zostaly zamieszczone w publikacjach [2, 6].

Podczas pracy w Centrum Biologii Morza PAN zajmowatam si¢ takze badaniami nad
bakterioplanktonem polskiej strefy brzegowej Morza Baltyckiego. Wzrost eutrofizacji

brzegowej strefy morskiej jest gtownie powodowany przez wprowadzanie zanieczyszczen z
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wodami rzek, oraz z aglomeracji miejskich. Jedng z powazniejszych konsekwencii
eutrofizacji jest deficyt tlenowy, ktory wystepujac nawet okresowo moze zagrazac
organizmom zywym. Deficyt tlenowy jest powodowany poprzez wzmozone zuzycie tlenu
podczas rozkladu materii organicznej, ktére przewyzsza produkcje tlenu przez fitoplankton.
Materia organiczna pochodzenia allochtonicznego zagraza zatem naturalnej réwnowadze
tego srodowiska. Wieloletnie badania prowadzone w rejonie Zatoki Gdanskiej miaty na celu
zbadanie wplywu rzeki Wisty i wprowadzanej przez nig materii organicznej oraz zwigzkow
mineralnych na funkcjonowanie brzegowego, epipelagicznego ekosystemu morskiego. W
badaniach tych prowadzonych we wspdlpracy z kolegami z Morskiego Instytutu Rybackiego
w Gdyni, skoncentrowalismy si¢ szczegdlnie na okreslaniu aktywnosci organizmow petli
mikrobiologicznej oraz udziale indywidualnych grup mikroorganizmoéw w przeplywie energii
w warunkach eutroficznych srodowiska. Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazaly wplyw
wprowadzane] z zewnatrz z wodami rzecznymi materii organicznej na wydluzenie okresu
produkeji pierwotnej w strefie przybrzeznej, poddanej ich bezposredniemu oddziatywaniu, w
porownaniu z wodami otwartego morza, a takze na wzmozong aktywnos$¢ mikroorganizmow,
w tym bakterii. Wyrazem tego byl wzrost produkcji bakteryjnej, oraz znacznie wyzszy jej
udzial w stosunku do produkeji pierwotnej w wodach strefy brzegowej niz w akwenach
otwartych. Nasze badania wykazaly takze, ze na aktywnos¢ bakterii najwigkszy wplyw
oprocz stezenia allochtonicznej materii organicznej, mialy takze takie czynniki jak
temperatura oraz stezenie organicznych form azotu i fosforu. Najwyzszg aktywnos¢ bakterii
odnotowalismy w okresie wiosennym, na co miala wplyw wzmozona wlasnie w tym czasie
akumulacja materii organicznej. Szczegoélowe wyniki tych badan sg zamieszczone w pracach

[3,4.5.11].

W trakcie dalszej pracy w Centrum Biologii Morza PAN w Gdyni, moje
zainteresowania naukowe objely takze badania mikroorganizmoéw w innym bardzo ciekawym
ekosystemie jakim jest piaszczysta plaza morska. Plaze morskie sg strefg buforowa miedzy
morzem a ladem. Jest to bardzo dynamiczne $rodowisko, ksztaltowane przez wiatr, fale
morskie, a takze w bardzo duzym stopniu przez dzialalnos¢ czlowieka. Najwazniejsza
ekologiczna funkcjg plaz jest ich aktywny udzial w regeneracji i recyklingu zwigzkow
mineralnych. Proces ten odbywa si¢ poprzez rozklad i mineralizacj¢ materii organicznej, ktora
do piasku wprowadzana jest podczas filtracji wody morskiej, a takze z ladu. Zaabsorbowana

przez piasek podczas filtracji materia organiczna stanowi podstawg tancuchow troficznych dla



zyjacych w tym Srodowisku organizmow. Zasadnicze znaczenie w obiegu materii i energii,
pomigdzy réznymi ogniwami poszczegolnych tancuchow troficznych ekosystemu plazy, ma
proces rozkladu materii organicznej. Kluczowa role w tym procesie odgrywaja
mikroorganizmy, a wsrod nich szczegdlnie bakterie heterotroficzne. Bakterie poprzez rozklad
materii organicznej umozliwiaja jej transfer do wyzszych poziomow lancucha troficznego, a
w sprzyjajacych warunkach moga ja nawet calkowicie mineralizowa¢ do form
nieorganicznych. Stad mikroflora bakteryjna wplywa na naturalny proces samooczyszczania
si¢ plaz, ktore tym samym stajq si¢ filtrami oczyszczajacymi caly ekosystem morski i w ten

sposob zabezpieczaja homeostaze tego srodowiska.

7 uwagi na tak znaczaca funkcj¢ mikroflory bakteryjnej w ekosystemach plazowych
podjetam badania mikrobiologiczne tego srodowiska. Badania prowadzitam na plazy
sopockiej, znajdujacej si¢ pod silnym eutrofizujacym wplywem woéd wprowadzanych do
Zatoki Gdanskiej przez rzeke Wisle i zanieczyszczen wprowadzanych przez aglomeracje
Trojmiasta, oraz na plazy w rejonie Czolpina, zlokalizowanej na terenie Slowinskiego Parku
Narodowego, ktora pozostaje pod nieznacznym wplywem czynnikéw antropogennych.
Uzyskane przeze mnie wyniki badan wykazaly, ze plaza sopocka poddana wyzszemu
poziomowi antropopresji niz plaza w Czolpinie, charakteryzowala si¢ znacznie wyzsza
liczebnoscia mikroorganizméw heterotroficznych, wsrod ktorych dominujaca grupa byly
bakterie heterotroficzne. Wskazywalo to na znaczacy wplyw materii organicznej
zakumulowanej w piaszczystych osadach podczas filtracji wody morskiej. Potwierdzily to
prowadzone rownolegle analizy chemiczne, ktére wykazaly wyzsze stezenie materii
organicznej 1 wegla organicznego w probkach piasku plazy sopockiej niz czolpinskiej.
Identyfikacja bakterii wyizolowanych z piasku wykazata, ze dominowaly bakterie z rodzaju

Acinetobacter 1 Microccocus.

Badania prowadzilam w cyklu miesigcznym, co pozwolilo na wykazanie dynamiki
sezonowej. Maksymalne liczebnosci wszystkich badanych grup bakterii heterotroficznych, o
zroznicowanych wlasciwosciach biochemicznych, zanotowalam w miesigcach letnio -
jesiennych, a minimalne w okresie zimowo — wiosennym. Wyniki te réznily si¢ w stosunku
do wynikéw uzyskanych podczas réwnolegle prowadzonych badan wody morskiej, gdzie
obserwowalam dwa okresy podwyzszonej liczebnosci bakterii, to jest w okresie poznej
wiosny 1 jesieni. Natomiast widoczny w piasku plazy tylko jeden szczyt, w okresie letnio-
jesiennym, byl zwiazany z procesem akumulacji materii organicznej pochodzacej z
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jesiennego zakwitu fitoplanktonu. Materia organiczna szczegdlnie w tym okresie podlega
procesowi sedymentacji i nie wchodzac do obiegu w sieci pelagicznej znacznie wzbogaca

osady.

Wsrod  bakterii - heterotroficznych liczne byly bakterie hydrolizujace zwiazki
wielkoczasteczkowe, gldwnie lipidy, biatka, weglowodany, oraz zwiazki niskoczasteczkowe,
a wsrod nich gléwnie aminokwasy. Najliczniejsza grupe bakterii w piasku obu plaz stanowily
bakterie amonifikacyjne, przy czym znacznie wyzsza w piasku plazy sopockiej niz w piasku
plazy w Czolpinie. Intensywno$¢ amonifikacji zalezy od obecnosci w srodowisku réznych
form azotu organicznego wystgpujacego miedzy innymi w bialkach i aminokwasach.
Uzyskane wyniki analiz chemicznych wykazaty wyzsze st¢zenie azotu organicznego w piasku

plazy sopockiej, co pozwolito na wyjasnienie przyczyny tego zjawiska.

Prowadzone przeze mnie badania wykazaly, ze zarowno liczebnos¢ bakterii jak i ich
aktywnos¢ enzymatyczna i metaboliczna (oddechowa) oraz produkcja bakteryjna byly wyzsze
w powierzchniowych niz w glebszych warstwach piasku. Uzyskane wyniki przedstawiajace
aktywnos¢ bakterii pozwolity na potwierdzenie duzego znaczenia mikroflory w procesach

rozkladu i mineralizacji materii organicznej i jej obiegu w tym ekosystemie.

Czgs¢ wynikow badan opisanych powyzej stata si¢ podstawa mojej pracy doktorskiej
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa Mudryka i obronionej w 2002 r. na
Wydziale Matematyczno - Przyrodniczym Pomorskiej Akademii Pedagogicznej w Stupsku.
Tematyka ta zaowocowala réwniez cyklem pozniejszych publikacji [7. 8, 9, 10, 12, 14, 15,
18, 19, 23]. Czgs¢ badan byla wykonana w ramach projektu KBN nr 6P04F04918, ktorego

bylam kierownikiem.

W 2002 r., z powodu restrukturyzacji, Centrum Biologii Morza PAN zostalo wilaczone
do Instytutu Oceanologii PAN w Sopocie, gdzie automatycznie zostalam przeniesiona do
Pracowni Biologii Molekularnej 1 pracowalam na stanowisku adiunkta. Jednym z moich
zadan naukowych bylo przygotowanie biologicznego testu mutagennoscei, ktory umozliwitby
wykrywanie substancji mutagennych w $rodowisku morskim. Na prowadzenie tych prac
zdobylam fundusze w ramach projektu, ktory otrzymal finansowanie jako grant KBN nr
2P04G 011 26, a uzyskane wyniki badan wskazatlam jako moje gléwne osiggniecie naukowe i

opisalam powyzej w punkcie 4.
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W marcu 2008 r. zmienilam miejsce zatrudnienia i podjelam prace w Katedrze
Mikrobiologii ~ Uniwersytetu Gdanskiego na stanowisku adiunkta. Zajmowatam sie
wykrywaniem aktywnosci endonukleaz typu Il w szczepach bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae pochodzacych z roéznych srodowisk.  Endonukleazy restrykeyjne
wystepujg powszechnie u organizméw prokariotycznych. Ich biologiczna rola nie zostala
dotad w pelni poznana, jednak powszechnie uwaza si¢, ze sa podstawowym mechanizmem
obronnym komorki bakterii przed obcym DNA, szczegdlnie DNA bakteriofagéw. Sg to
enzymy, ktérych aktywnos¢ polega na przecinaniu dwoch nici w czasteczce DNA, w obrebie
sekwencji rozpoznawanej, badz w pewnej od niej odlegtosci. Wchodza w sklad systemow
restrykcyjno-modyfikacyjnych, na ktorych aktywnos¢ oprocz endonukleazy sklada sic
rowniez aktywnos¢ metylotransferazy DNA, enzymu ktory przenosi grupe metylowa z S-
adenozylo-L-metioniny (AdoMet) na reszt¢ cytozyny lub adeniny w sekwencji
rozpoznawanej przez endonukleazy. Metylacja DNA czyni go opornym na cigcie wlasnym
enzymem restrykcyjnym, natomiast DNA  bakteriofagow nie posiadajace takiego

zabezpieczenia jest niszczone dzigki jego aktywnosci.

W ramach projektu Badania Wiasne UG nr L 135-5-0101-9 przeprowadzilam skrining
szczepow bakteryjnych z rodziny Enterobacteriaceae pochodzacych z rdéznych srodowisk, w
kierunku wykrywania aktywnosci endonukleaz restrykcyjnych. Opracowalam takze prosta,
szybka mikrometodg¢ oczyszczania lizatdéw komorkowych na mini kolumienkach ze zlozami
jonowymiennymi, ktéra umozliwia pozbycie si¢ aktywnosci niespecyficznych nukleaz,
utrudniajacych badz uniemozliwiajacych wykrywanie obecnosci specyficznych endonukleaz.
W ekstraktach komorkowych wykrylam aktywnos¢ endonulkeolityczng u 39 sposrod 700
przebadanych szczepow bakterii wyizolowanych z roznych $rodowisk (probki kliniczne,
probki pobrane z oczyszczalni $ciekow oraz ze srodowiska morskiego i rzecznego) i byly to
izoschizomery enzymoéw: EcoRI, EcoRII, BspEIl, BstEIl, Pstl, EcoVIII, EcoRV, Ecol47l,
Mspl, Eco91l, BsuRI. Wyizolowane szczepy z aktywnoscia endonukleolityczna beda
wykorzystane do badan dotyczacych mechanizmow rozprzestrzeniania si¢ tych systemow
pomiedzy bakteriami, badan nad zjawiskiem izospecyficznosci w obregbie systemow
restrykcyjno - modyfikacyjnych typu II oraz badaniem ukladow modelowych oddziatywania

typu biatko-DNA.

W pazdzierniku 2011 zmienitam miejsce pracy w Uniwersytecie Gdanskim na

Katedr¢ Ewolucji Molekularnej. Tematyka ktora bede realizowata jest badanie mechanizmow
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horyzontalnego transferu gendéw na przykladzie przekazywania przez bakterie genow

opornosci na antybiotyki.

Horyzontalny przeptyw gené w ma fundamentalne znaczenie dla ewolucji bakterii.
Weigz nie do konca poznane sa mechanizmy tego zjawiska, stad obecnie moja uwage
zamierzam poswigci¢ temu tematowi i stawiam sobie jako moje zadanie naukowe. Material
do badan bedzie pochodzil ze $rodowiska szpitalnego, w ktorym przekazywanie przez
bakterie gendw opornosci na antybiotyki jest szczegdlnie ulatwione. Istnieja tam bowiem
dogodne warunki rozprzestrzeniania bakterii, a co za tym idzie mozliwosci wymiany miedzy
nimi materialu genetycznego. W tym srodowisku jest to zjawisko szczegdlnie niepokojace,
gdyz bardzo utrudnia proces leczenia pacjenta. Interesujacym mnie tematem sa mechanizmy
rozprzestrzeniania si¢ gendéw opornosci na antybiotyki wsrdd bakterii z niespokrewnionych

grup taksonomicznych, wigc obecnie zamierzam poswigci¢ swojg uwage temu zagadnieniu.

W zwigzku z duzym zainteresowaniem opracowanym testem mutagennosci Vibrio
harveyi A16, moje plany naukowe obejmuja réwniez kontynuacje prac zwigzanych z
analizami mutagennos$ci nowo syntetyzowanych zwigzkow chemicznych, ktére w przysztosci

moglyby stanowi¢ zagrozenie dla srodowiska.

Beato /Ts,juf?ﬁwf@_

12



