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z dnia 30.05.2023
o przeprowadzenie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego w
dziedzinie nauk weterynaryjnych w dyscyplinie! weterynaria.

Okreslenie osiggnigcia naukowego bedacego podstawa ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora
habilitowanego

Okreslenie wplywu metylacji rybosomalnego RNA na wirulencje Campylobacter jejuni.

Whnioskuj¢ — na podstawie art. 221 ust. 10 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 zm.) — aby komisja habilitacyjna podejmowata
uchwate w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego w glosowaniu tajaymm/jawnym*?

Zostatem poinformowany, ze:

Administratorem w odniesieniu do danych osobowych pozyskanych w ramach postgpowania w sprawie
nadania stopnia doktora habilitowanego jest Przewodniczqcy Rady Doskonatosci Naukowej z siedzibg w
Warszawie (pl. Defilad 1, XXIV pietro, 00-901 Warszawa).

Kontakt za posrednictwem e-mail: kancelaria@rdn.gov.pl , tel. 22 656 60 98 lub w siedzibie organu. Dane
osobowe bedg przetwarzane w oparciu o przestanke wskazang w art. 6 ust. 1 lit. ¢) Rozporzgdzenia UE
2016/679 z dnia z dnia 27 kwietnia 2016 r. w zwigzku z art. 220 - 221 orazart.

232 — 240 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, w celu
przeprowadzenie postgpowania o nadanie stopnia doktora habilitowanego oraz realizacji praw i obowigzkow
oraz srodkow odwolawczych przewidzianych w tym postgpowaniu.

Szczegotowa informacja na temat przetwarzania danych osobowych w postepowaniu dostepna jest na stronie
www.rdn.gov.pl/klauzula-informacyjna-rodo.html

(podpis wnioskodawcy)

! Klasyfikacja dziedzin i dyscyplin wg. rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 20 wrze$nia
2018 r. w sprawie dziedzin nauki i dyscyplin naukowych oraz dyscyplin w zakresie sztuki (Dz. U. z 2018 r. poz.
1818).

2 * Niepotrzebne skresli¢.
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Zatacznik 3

1. Imig i nazwisko.

Agnieszka Salamaszynska-Guz

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

2006 — doktor nauk weterynaryjnych; Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Szkota Glowna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie; tytut rozprawy doktorskiej: “Analiza funkcjonalna
produktow dwoch gendéw Campylobacter jejuni posiadajacych ortologi w genomie
Helicobacter pylori i Brachyspira sp.” Promotorem w przewodzie doktorskim byta dr hab.
Danuta Klimuszko (Zaktad Bakteriologii i Biologii Molekularnej, Wydzial Medycyny
Weterynaryjnej, Szkota Gtoéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie), a recenzentami:
prof. dr hab. Halina Wedrychowicz (Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Szkota Glowna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie) oraz prof. dr hab. Elzbieta K. Jagusztyn-Krynicka
(Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski).

2001 — magister biologii, specjalizacja biotechnologia; Wydziat Biologii, Uniwersytet
Warszawski; tytut pracy magisterskiej: ,,Identyfikacja genow Helicobacter pylori kodujacych
immunodominujace biatka.” Opiekunem pracy byla prof. dr hab. Elzbieta K. Jagusztyn-
Krynicka

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

Od 2013 do dnia dzisiejszego: Zaktad Mikrobiologii, Katedra Nauk Przedklinicznych,
Instytut Medycyny Weterynaryjnej, SGGW w Warszawie, adiunkt.

Od 27.12.2007 do 2012: Zaktad Bakteriologii i Biologii Molekularnej, Katedra Nauk
Przedklinicznych, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, SGGW w Warszawie, adiunkt.

w tym:
2017 urlop macierzynski;
2009 - 2010 urlop macierzynski;

2006 - 2007 urlop macierzynski.
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4. Omoéwienie osiggniec, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 1. poz. 478 z pdzn. zm.).

Tytul osiggniecia naukowego:

Okreslenie wplywu metylacji rybosomalnego RNA na wirulencje
Campylobacter jejuni.

Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego, ze szczegotowym omowieniem wktadu
wnioskodawcy:

Salamaszynska-Guz A, Taciak B, Kwiatek A, Klimuszko D. The Cj0588 protein is a
Campylobacter jejuni RNA methyltransferase. Biochem Biophys Res Commun. (2014)
6;448(3):298-302. doi: 10.1016/j.bbrc.2014.04.104.

(IF2014 = 2.559; IFs.iemi = 2.750; MEIN = 20)

Wkiad habilitanta: 80 %. Autor korespondencyjny.

— autorstwo koncepcji badan;

— zaplanowanie i wykonanie do$wiadczen (oczyszczenie metylotransferazy Cj0588, wykazanie jej
aktywno$ci in vitro, okre$lenie parametréw kinetycznych reakcji katalizowanych przez Cj0588,
konstrukcja mutanta w genie kodujagcym metylotransferaze Cj0588 i oznaczenie fenotypu mutana —
oporno$¢ na kapreomycyne, zdolnos¢ ruchu);

—  przygotowanie manuskryptu, rycin i tabel;

— przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Salamaszynska-Guz A, Rose S, Lykkebo C, Taciak B, Bacal P, Uspienski T, Douthwaite S.
Biofilm Formation and Motility Are Promoted by Cj0588-Directed Methylation of rRNA
in Campylobacter  jejuni. Front Cell Infect Microbiol. (2018) 18;7:533. doi:
10.3389/fcimb.2017.00533.

(IF2018 = 3.518; IFs5.1emi = 4.855; MEIN = 40)

Wkiad habilitanta: 70 %. Autor korespondencyjny.

— autorstwo koncepcji badan;

— zaplanowanie i wykonanie do§wiadczen (konstrukcja szczepow C. jejuni z réznymi wersjami biatka
Cj0588, wykazanie aktywnoS$ci utworzonych wersji biatka Cj0588 in vivo metoda primer extension,
oczyszczenie metylotransferaz i wykazanie ich aktywno$ci in vitro, okreSlenie parametrow
kinetycznych reakcji katalizowanych przez wersje bialka CjO588 i o0znaczenie fenotypow
skonstruowanych szczepow C. jejuni - zdolnos¢ ruchu, zdolno$¢ tworzenia biofilmu);

— wspotudziat w przygotowaniu manuskryptu, rycin i tabel.
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3) Salamaszynska-Guz A, Serafinska I, Bacal P, Douthwaite S. Virulence properties of
Campylobacter jejuni are enhanced by displaying a mycobacterial TIlyA methylation
pattern in its rRNA. Cell Microbiol. (2020) 22(7):e13199. doi: 10.1111/cmi.13199.

(IF2020 = 3.715; IFs-etni = 3.483 MEIN = 140)

Wkiad habilitanta: 70 %. Autor korespondencyjny.

— autorstwo koncepcji badan;

— zaplanowanie i wykonanie do§wiadczen (konstrukcja szczepu C. jejuni produkujacego biatko TIyA z
Mycobacterium spp., wykazanie aktywno$ci obcego biatka w komoérkach C. jejuni metoda primer
extension, oznaczenie fenotypéw skonstruowanych szczepow C. jejuni - zdolno$¢ ruchu, zdolnosé
tworzenia biofilmu, adhezji oraz inwazji do linii komorkowej nabtonka jelita Caco-2, indukcji IL-8,
zdolnos¢ przezywania w makrofagach);

— wspétudzial w przygotowaniu manuskryptu;

—  przygotowanie rycin i tabel;

— przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

4) Salamaszynska-Guz A, Kronholm Rasmussen P, Murawska M, Douthwaite S.

Campylobacter jejuni Virulence Factors Identified by Modulating Their Synthesis on
Ribosomes With Altered rRNA Methylation. Front Cell Infect Microbiol. (2022)
13;11:803730. doi: 10.3389/fcimb.2021.803730.

(IF2022 = 6.073; IFs.1emi = 5.369; MEIN = 100)

Wktad habilitanta: 70 %. Autor korespondencyjny.

— autorstwo koncepcji badan;

— zaplanowanie i wykonanie do$§wiadczen (analiza proteoméw szczepdéw C. jejuni, konstrukcja mutantow
w genach cdtC i mlaEFD, izolacja OMV, oznaczenie fenotypow skonstruowanych szczepow C. jejuni -
zdolno$¢ tworzenia biofilmu, adhezji oraz inwazji do linii komorkowej nabtonka jelita Caco-2, indukcji
IL-8);

— wspotudzial w przygotowaniu manuskryptu;

— przygotowanie rycin i tabel

— przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow

Sumaryczny wspoiczynnik oddzialywania czasopism, w ktorych ukazaty sie 15.865
publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego, zgodnie z rokiem
opublikowania

Sumaryczna liczba punktéw MEIN za publikacje wchodzace w sktad 300
osiggniecia naukowego

Praca poz. (2) zostata uhonorowana Nagrodg I1I stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk
Weterynaryjnych w  kategorii za prace oryginalng opublikowang w  zespole

migdzynarodowym w zagranicznym czasopismie z listy JCR (Warszawa 2019 rok).
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Praca poz. (3) zostata uhonorowana Nagrodg I stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk
Weterynaryjnych w  kategorii za prac¢ oryginalng opublikowang w  zespole

mi¢dzynarodowym w zagranicznym czasopismie z listy JCR (Warszawa 2021 rok).

Wyniki badan przedstawione w artykutach, stanowigcych osiggnigcie naukowe,

zostaty uzyskane w ramach realizowanych projektéw badawczych, finansowanych przez:

- Ministerstowo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, nr N N308 237736 (2009-2013) - Kierownik

projektu Agnieszka Satamaszynska-Guz;

- Konsorcjum Naukowe KNOW , Zdrowe Zwierze - Bezpieczna Zywnos$é" (Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa  Wyzszego decyzja nr  05-1/KNOW2/2015) UMO-
KNOW2015/SGGW/LAB1/02/6  (2015-2016) - kierownik projektu  Agnieszka

Satamaszynska-Guz;

- Narodowe Centrum Nauki w Krakowie HARMONIA nr UMO-2018/30/M/NZ6/00429
(2019-2024) - kierownik projektu Agnieszka Satamaszynska-Guz.

Omowienie celu naukowego wymienionych prac i osiggnigtych wynikow

Wprowadzenie
Chorobotworczosé¢ Campylobacter jejuni

Zakazenia Campylobacter spp. sa obecnie gldwna przyczyna bakteryjnego zapalenia
jelit u ludzi w wielu krajach rozwinietych. Po dostaniu si¢ bakterii do organizmu gospodarza,
Campylobacter przylega i wnika do komoérek nabtonka wyscielajacych przewod pokarmowy,
wywotujac silng odpowiedz zapalng. Powoduje to umiarkowang lub cigzka biegunke, moze
rowniez prowadzi¢ do posocznicy, poinfekcyjnego zapalenia stawow, zespotu Guillaina-
Barrégo lub zespotu Millera-Fishera. Dodatkowo Campylobacter spp. zostat ostatnio
powigzany z chorobami zapalnymi jelit, takimi jak choroba Le$niowskiego-Crohna i
wrzodziejace zapalenie jelita grubego (Johnson i wsp., 2017). Drob jest najczgstszym zrodtem
zakazen, w szczegélnosci przez Campylobacter jejuni. Przenoszenie na ludzi najczeSciej
nastepuje W czasie obrobki oraz konsumpcji drobiowych produktéw migsnych
zanieczyszczonych tym patogenem podczas uboju i przetwarzania tusz (Hermans i wsp.,
2011).
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Komoérki C. jejuni sg zaopatrzone w rzeski umozliwiajgce penetracje warstwy sluzu
pokrywajacej komorki nablonka jelit. Wptywaja nie tylko na ruchliwo$é, ale rowniez na
chemotaksje, adhezje do komorki gospodarza, wydzielanie czynnikow wirulencji,
autoaglutynacje, tworzenie biofilmu i unikanie ukladu odpornosciowego (Guerry 2007).
Unikatowa cechg rzesek C. jejuni jest silna glikozylacja bialek oraz brak miejsc TLR5
rozpoznawanych przez uktad odpornosciowy gospodarza (Andersen-Nissen et al. 2005). Z
rzeskami powigzany jest rowniez system sekrecji typu III (fT3SS), ktory wydziela oprocz
biatek budujacych rzeski, rowniez biatka Cia (Campylobacter invasion antygen) i FlaC, ktore
zaangazowane sg w inwazj¢ komorek nablonka (Barrero-Tobon i Hendrixson 2014). U
niektorych szczepoéw C. jejuni obecny jest rowniez system sekrecji typu VI (T6SS) zdolny do
dostarczania bialek efektorowych nie tylko bezposrednio do komorek gospodarza, ale takze
do innych komorek bakteryjnych. System ten bierze udziat w kolonizacji gospodarza (Liaw i
wsp., 2019). Oprocz ruchliwo$ei kluczowe dla patogennosci C. jejuni sa adhezja i inwazja do
komorek nabtonka oraz tworzenie toksyn. Najlepiej poznang adhezyng jest bialko CadF
(Campylobacter adhesion protein to fibronectin). Na powierzchni komérek Campylobacter
znajduja si¢ lipooligosacharydy (LOS), ktore otoczone sg otoczka polisacharydowa. Reszty
cukrowe glikolipidow 1 glikoprotein na zewngtrznej btonie komorkowej biorg udzial w
adhezji, ale przede wszystkim stymulujg odpowiedZz immunologiczng gospodarza (Kreling i
wsp., 2020). Kontakt z komdrkami nabtonka powoduje wydzielanie przez C. jejuni biatek Cia
(Larson i wsp., 2008). Jedno z nich CiaC jest wymagane do maksymalnej inwazji komorek
gospodarza przez C. jejuni (Neal-McKinney i Konkel 2012). Nastepnie bakterie wnikaja do
komorki, gltéwnie poprzez endocytoze, w procesie, ktory wymaga wywolanej przez biatka
bakteryjne reorganizacji cytoszkieletu (Biswas wsp., 2003). Po wniknigciu do enterocytow
bakterie przezywaja w wyspecjalizowanych wakuolach zwanych CCV (Campylobacter-
containing vacuole) (Konkel i wsp., 1992). Campylobacter produkuje toksyne CDT
(cytolethal distending toxin), ktora niszczy komorki kosmkow jelitowych. Jest to toksyna typu
AB2. Dwie podjednostki: CdtA i CdtC posrednicza w wigzaniu i internalizacji do komorki
gospodarza, natomiast CdtB jest aktywnym/toksycznym sktadnikiem toksyny. CdtB dociera
do jadra komorki i dzigki aktywno$ci deoksyrybonukleazy powoduje pgknigcia czasteczki
(Abuoun i wsp., 2005). Uszkodzenie nabtonka jelitowego prowadzi do utraty jego funkcji,

indukcji stanu zapalnego, uwolnienia elektrolitéw do $wiatta jelita, a w koncu do silnej i
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krwawej biegunki. Ponadto adhezji bakterii do komorek nablonka towarzyszy silna

prozapalna odpowiedz immunologiczna (Aguilar i wsp., 2014).

Glgbsze zrozumienie mechanizmu kolonizacji i tworzenia biofilmu pomogloby
zmniejszy¢ czestos¢ wystepowania kolonizacji Campylobacter spp. u drobiu oraz liczbe
przypadkéw kampylobakteriozy u ludzi. Ma to zasadnicze znaczenie w S$wietle rosngcej

opornosci na antybiotyki u Campylobacter spp. oraz mozliwosci powiktan poinfekcyjnych.
Modyfikacje rybosomalnego rRNA

Rybosom jest miejscem syntezy biatek. Jest to jedna z najbardziej konserwatywnych i
wyrafinowanych maszyn molekularnych komorki. Rybosom sktada si¢ z dwodch
podjednostek, matej (SSU, 30S u bakterii) i duzej (LSU, 50S u bakterii), ktore tacza sie,
tworzac kompletny rybosom (70S u bakterii). Chociaz kazda podjednostka rybosomu zawiera
liczne bialka rybosomalne, to rRNA odgrywa najwazniejsza rol¢ funkcjonalng. We
wszystkich badanych organizmach rRNA zawiera zmodyfikowane reszty nukleotydowe,
ktorymi w wiekszosci przypadkow sa metylacje. Metylacja rRNA jest katalizowana przez
specyficzne enzymy metylotransferazy, z ktorych kazdy jest zwykle odpowiedzialny za
modyfikacje tylko jednego, a rzadko dwoch, specyficznych nukleotydow (Purta i wsp., 2009;
Sergiev i wsp., 2018).

Najlepiej poznany zostal wzor modyfikacji rRNA u Escherichia coli. Rybosomalny
RNA E. coli zawiera 36 modyfikacji nukleotydow, sa to 23 metylacje, 10 pseudourydyn, i po
jednej metylowanej pseudourydynie, dihydrourydynie i hydroksycytydynie. Wigkszos¢
zmodyfikowanych nukleotydow znajduje si¢ w funkcjonalnych centrach rybosomu, a wiele z
nich jest konserwatywnych posrod gatunkow bakterii. Modyfikacje te mogg wywieraé wiec
wplyw na funkcjonowanie rybosomu oraz aparatu translacyjnego. Mimo wielu badan nie
istnieje jednoznacznie okreslona rola procesu metylacji (Sergiev i wsp., 2011). Modyfikacje
wplywaja na strukture 1 wlasciwosci chemiczne nukleotydow. Rézne modyfikacje dziatajg w
rézny sposoOb, stabilizujg konformacje, w niektorych przypadkach ulatwiajg zmiany
konformacyjne rRNA. Pewne modyfikacje moga réwniez dziata¢ jako punkty kontrolne w
powstawaniu podjednostek rybosomalnych, gdzie enzymy modyfikujace rozpoznaja
specyficzne produkty posrednie i blokuja dalsze etapy sktadania, dopoki te poprzedzajace nie
zostang poprawnie zakonczone. Wreszcie niektore modyfikacje rRNA wptywajg na opornosé

na antybiotyki. Inng wazng funkcja moze by¢é wplyw obecnosci modyfikowanych
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nukleotydow w rRNA na oddzialywania rybosomu z innymi czgsteczkami (Poehlsgaard i
Douthwaite 2005; Sergeeva i wsp., 2015).

Pelna rola modyfikacji rRNA u bakterii pozostaje do wyjasnienia. Indywidualnie
zadna z modyfikacji rRNA nie jest konieczna do przezycia komoérek (Sergeeva i wsp., 2015),
chociaz wigkszos$¢ z nich jest wymagana do optymalnego wzrostu. Wczesniej zauwazono, ze
utrata niektorych modyfikacji rRNA powoduje szereg efektow plejotropowych i powoduje

utrate zjadliwosci bakterii chorobotworczych (Sergiev et al., 2011).
Bialko TIyA

Liczne bakterie produkuja biatko TIyA, w tym bakterie patogenne z rodzaju
Mycobacterium, a takze C. jejuni i Brachyspira hyodysenteriae, chociaz enzym ten jest
nieobecny u E. coli. TlyA zostalo powigzane z réznymi rolami w wirulencji, w tym ze
zdolnoscig do hemolizy (Wren i wsp., 1998) i opornoscig na antybiotyki (Maus i wsp., 2005).
Rola TlyA w opornosci na klinicznie wazne antybiotyki, takie jak tuberaktynomycyna,
kapreomycyna i wiomycyna, jest zwigzana z jego funkcja jako metylotransferazy rRNA
(Johansen i wsp., 2006). Wyréznia si¢ dwa typy metylotransferaz TIyA: typ | (TIyA'), ktory
2'-O-metyluje wytacznie nukleotyd C1920 w 23S rRNA i typ Il, dluzsza wersja TIyA, ktory
modyfikuje nie tylko nukleotyd C1920, ale takze nukleotyd C1409 w 16S rRNA (Johansen i
wsp., 2006; Monshupanee i wsp., 2012). Nukleotydy C1409 i C1920 sg odpowiednio
zlokalizowane na granicy podjednostek rybosomalnych 30S oraz 50S i znajdujg si¢ w miejscu
wigzania kapreomycyny/wiomycyny po potaczeniu podjednostek (Johansen i wsp., 2006;
Stanley i wsp., 2010, Maus i wsp., 2005; Monshupanee i wsp., 2012). Mniej jasne jest jednak,
w jaki sposob TlyA moze angazowac si¢ w inne aspekty zjadliwosci, takie jak hemoliza, ktore

zostaty przypisane temu biatku (Wren 1 wsp. 1998, Monshupanee 2013).

Podjete przeze mnie badania miaty na celu wyjasnienie znaczenia (albo udziatu) biatka
TIyA w wirulencji bakterii poprzez opracowanie systemu eksperymentalnego, w ktorym
dobrze ugruntowana aktywnos$¢ 2'-O-metylacji biatka jest oddzielona od innych jego

przypuszczalnych aktywnosci.



Zatacznik 3

Szczegélowe cele badawcze, prowadzonych przeze mnie doswiadczen, dotyczyly:

1. Oznaczenie aktywnosci metylotransferazy rRNA biatka Cj0588.
2. Analiza wplywu metylacji C1920 23S rRNA na wirulencje C. jejuni.
3. Oznaczenia sposobu w jaki utrata metylacji rybosomalnego RNA wplywa na wirulencje

C. jejuni.

Cel 1: Oznaczenie aktywnosci metylotransferazy rRNA biatka Cj0588.

Analiza sekwencji aminokwasowej biatka Cj0588 C. jejuni wykazala, ze jest to
metylotransferaza rRNA. Biatko sktada si¢ z dwoch domen S4 oraz FtsJ, ktora zawiera
aminokwasy tworzace centrum katalityczne enzymu K80- D162- K188. Taka budowa biatka
sugeruje, ze nalezy do rodziny biatek TlyA. Enzym nie zawiera czterech N-koncowych
aminokwasow (A2-R3-R4-A5) i ma krotszy o okoto 20 aminokwasow C-koniec. Te cechy
pozwalaja na zaliczenie go do grupy TIyA' (Rys.1A). Ta grupa przylacza grupe metylowa
tylko do nukleotydu C1920 czasteczki 23S rRNA duzej podjednostki rybosomu. Wykonany
model 3D biatka potwierdzil przynaleznos$¢ biatka Cj0588 do rodziny metylotransferaz rRNA
(Rys.1B).

Wykonana analiza in silico zostala réwniez potwierdzona eksperymentalnie.
Aktywnos$¢ biatka Cj0588 jako metylotransferazy rRNA sprawdzono in vitro i in vivo. Gen
kodujacy biatko Cj0588 wklonowano do wektora pET28, indukowano nadprodukcje biatka w
komorkach E. coli, a nastgpnie oczyszczano biatko. Aktywnos¢ otrzymanego biatka badano w
obecnosci substratu S-adenozylo-L-metioniny (SAM) oraz kolejno nieoczyszczonej frakcji
rybosomow, oczyszczonych podjednostek rybosomalnych 30S i 50S wyizolowanych z E. coli.
Biatko wykazywato aktywnos¢ w obecnosci frakcji nieoczyszczonych rybosomow i
oczyszczonych podjednostek 50S. W doswiadczeniu udato si¢ rowniez udowodnié, ze biatko
metyluje 23S rRNA z podjednostki 50S rybosomu.

Kolejne doswiadczenia miaty na celu oznaczenie pozycji metylowanego nukleotydu w
czasteczce 23S rRNA. Skonstruowano mutanta C. jejuni, w ktorym nie powstawalo biatko
Cj0588 1 szczep z komplementacja wprowadzone] mutacji. Przeprowadzono analize
rybosomalnego RNA utworzonych szczepdw wykorzystujac metodg primer extension i
spektrometri¢ mas MALDI-ToF. Szczepy dziki i z wprowadzong komplementacja miaty
zmodyfikowany nukleotyd C1920 23S rRNA, natomiast czasteczka 23S rRNA mutanta nie
miata modyfikacji wspomnianego nukleotydu. Wyniki doswiadczen wykazaty, ze bialtko
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Cj0588 modyfikuje nukleotyd C1920 czasteczki 23S rRNA duzej podjednostki rybosomu, nie
modyfikuje czasteczki 16S rRNA matej podjednostki rybosomu, jest wiec metylazg TlyA z

grupy I.

A

C. jejuni S5
M. tuberc 48
8. hyodys 44

C. jejuni ALKLKNFLEENDIEIKHKNCLDIGSSTGGEVQILLEN 114

M. tuberc ARKLVGALEAFAIAVAGRRCLDAGASTGGFTEVLLDR 103
S. hyodys LEKAF‘/EFGXSVENKICLDIGASTGGF’I‘DCLLKH 97
X * : * 3 kwk EEEERRAR o Ak
162
C. jejuni QALKITALDVGNNQLHLSLRTNEKIILHENTDLRAFKSE~~~-~-EKFELITCRVSFISLIN 170
M. tuberc GRAQVVARDVGYGQLAWSLRNDPRVVVLERTNARGLTPEAIGGRV~-DLVVADLSFISLAT 162
5. hyodys GAKXVYALDVGHNQLVYKLRNDNRVVSIEDFNAKDINKEMENDEIPSVIVSRVSFISITK 157
ek bk okk  GNESES NS O* O R OSa0* o sisesfsRREN;
188
C. jejuni LLYYID--NLALKEIILLFKPQFEVGXKNIKRDKKGVLKDDKAILKARMDFEXKECAXLGWL 228
M. tuberc VLPALVGCASRDADIVPLVKPQFEVGKGQV-GPGGVVEDPQLRARSVLAVARRAQELGWH 221
S. hyodys IAPIIFKELNNLEFWVTLIKPQFEARERGDV-SKGGIIRDDILREKILNNAISKIIDCGFK 216
o . N Koo ok . *e
245
C. jejuni LXNTOKSSIKGKEGNVEYFYYYIKN====m e e m e c e e e e 253
M. tuberc SVGVKASPLPGPSGNVEYFLWLRTQTDRALSAKGLEDAVERAISEGP 268
S. hyedys EVNRTISPIKGAKGNIBYLARFI[-==cccccmmcnnccccccee 240
oA kxome
B

N-terminal

Rysunek 1. Struktura metylotransferazy TIyA C. jejuni (Satamaszynska-Guz i wsp., 2018).

(A) Poroéwnanie sekwencji aminokwasowej homologu TlyA biatka C. jejuni Cj0588 (AOAOM4TPKS5) z biatkiem
M. tuberculosis typ I TlyA (P9WJ63) i biatkiem S. hyodysenteriae typ | TIyA (Q06803). Cztery dodatkowe
reszty na N-koncu i wydtuzony C-koniec sg cechami charakterystycznymi enzymow TlyA typu II, ktore oprocz
23S rRNA C1920, modyfikujg nukleotyd 16S rRNA C1409 (Monshupanee et al., 2012). Domena S4 wigzaca
RNA biatek jest pokazana w kolorze fioletowym. Kluczowe reszty aminokwasowe w centrum katalitycznym sa
zazmnaczone na niebiesko (numeracja reszt Cj0588), a miejsce wiazania kofaktora AdoMet pokazano na
zielono. Wysoce konserwowane reszty sa oznaczone gwiazdkami. Sekwencje zostaly dopasowane w Clustal
Omega (Sievers i wsp., 2011).

(B) Model domeny Katalitycznej biatka Cj0588 na podstawie struktury krystalicznej o rozdzielczosci 1,7 A
biatka TIyA M. tuberculosis (PDB: 5EQV) (Witek i in., 2017). W strukturze brakuje N-koncowej domeny S4
wigzacej RNA (Witek i wsp., 2017). Katalityczna tetrada (niebieska), kofaktor AdoMet (SAM) (czerwony)
zostal umieszczony obok reszt w wysoce konserwatywnym miejscu wiazania AdoMet (zielony).
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Scharakteryzowano rowniez dokladniej enzymatyczng aktywnos¢ biatka Cj0588. Aby
sprawdzi¢ znaczenie centrum katalitycznego biatka Cj0588, utworzono mutanty C. jejuni w
genie cj0588 kodujace biatko TlyA. Kolejne aminokwasy centrum katalitycznego zostaty
zamienione na alaning (K80A, D162A, D188A). Sprawdzono metodami primer extension i
spektometrig mas MALDI-ToF czy szczepy C. jejuni ze zmodyfikowanymi w ten sposéob
biatkami maja zmetylowany nukleotyd C1920 w 23S rRNA. Okazalo si¢, ze tak zmienione
biatko Cj0588 traci zdolnos¢ do modyfikacji czasteczki 23S rRNA.

Oznaczono parametry kinetyczne reakcji katalizowanych przez wersje biatka Cj0588.
Do wklonowanego w plazmidzie pET28 genu cj0588 wprowadzono mutacje powodujace
substytucje wspomnianych wcze$niej aminokwasow centrum katalitycznego (K80A, D162A,
D188A). Indukowano ekspresje biatek w komoérkach E.coli i oczyszczano. Uzyskano wersje
biatka, w ktorym zamieniono po jednym aminokwasie z centrum katalitycznego.
Przeprowadzono reakcje metylacji in vitro w obecnosci enzymu, substratu oczyszczonych
podjednostek 50S i kofaktora S-adenozylo-L-metioniny. Na wiazanie kofaktora nie miaty
wplywu utworzone substytucje, natomiast wigzanie substratu przez zmodyfikowane enzymy
zmienito si¢ nieznacznie. Warto$¢ Km wzrosta dwukrotnie dla wersji biatka z substytucjami

D162A, D188A i trzykrotnie dla biatka z substytucja K80A.

Sprawdzono réwniez efekt braku modyfikacji C1920 23S rRNA na fenotyp C. jejuni.
Wiadomo, Ze obecno$¢ modyfikacji wprowadzanych przez biatka TlyA wptywa na interakcje
antybiotyku kapreomycyny z rybosomem (Maus et al., 2005; Johansen et al., 2006). Brak
modyfikacji wprowadzanej przez Cj0588 zwigksza wartos¢ MIC C. jejuni dla kapreomycyny
dwukrotnie i zmniejsza zdolno$¢ podjednostek rybosomu do tworzenia funkcjonalnego
rybosomu 70S. Obserwacje fenotypow szczepu nieprodukujacego biatka Cj0588 i szczepow
produkujacych biatka nie majace zdolnosci do wprowadzania modyfikacji C1920 w 23S
rRNA, potwierdzaja, ze to wprowadzana modyfikacja ma wpltyw na taczenie podjednostek

rybosomu.

Zostata udowodniona aktywnos¢ metylotransferazy rRNA biatka Cj0588.
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Przedstawione wyniki zostaty opublikowane w pracy oryginalnej:

Salamaszynska-Guz A, Taciak B, Kwiatek A, Klimuszko D. The Cj0588 protein is a
Campylobacter jejuni RNA methyltransferase. Biochem Biophys Res Commun. (2014)
6;448(3):298-302. doi: 10.1016/j.bbrc.2014.04.104.

Salamaszynska-Guz A, Rose S, Lykkebo C, Taciak B, Bacal P, Uspienski T, Douthwaite S.
Biofilm Formation and Motility Are Promoted by Cj0588-Directed Methylation of rRNA
in Campylobacter  jejuni. Front Cell Infect Microbiol. (2018) 18;7:533. doi:
10.3389/fcimb.2017.00533.

Cel 2: Analiza wplywu metylacji C1920 23S rRNA na wirulencje C.jejuni.

Aby okresli¢c wptyw utraty biatka Cj0588 na wirulencje C. jejuni wykorzystano

utworzone wczesniej SzCzepy:

- szczep dziki (wyjsciowy) C. jejuni 81-176;

- szczep C. jejuni nieprodukujacy biatka Cj0588 i nie majacy modyfikacji C1920 czasteczki
23S rRNA;

- szczep C. jejuni produkujacy biatko Cj0588, ale bez zdolnosci do metylacji C1920
czasteczki 23S rRNA (produkowane przez szczep biatko TlyA miato substytucje aminokwasu
D188A w centrum katalitycznym).

Nastepnie zostaly zbadane zdolnosci wirulencji badanych szczepow. Sprawdzono zdolno$é do
ruchu, adhezji i wnikania do komorek nabtonka linii Caco-2, zdolnos$¢ indukcji 1L-8 w
komorkach nabtonka T84, przezywalno$¢ w makrofagach mysich RAW 264.7 oraz zdolnos¢
do tworzenia biofilmu.

Usuniecie z komorki genu ¢j0588 powodowalo zmniejszenie zdolno$ci poruszania
badanego szczepu. Komplementacja wprowadzonej mutacji dzika wersja genu przywracata
zdolno$¢ ruchu, ale nie w stopniu porownywalnym do szczepu dzikiego. Natomiast
komplementacja mutacji genem kodujagcym biatko z substytucja aminokwasu z centrum
katalitycznego (biatko byto obecne w komorce, ale nie wykazywato aktywnosci
metylotransferazy) nie przywracata zdolnosci ruchu. Utrata genu kodujacego biatko
Cj0588/TlyA powodowala réwniez obnizenie zdolnosci adhezji do linii komoérek nabtonka
jelita Caco-2, indukcji IL-8 przez linie komorek nabtonka jelita Caco-2 i T84, zdolnos¢
przezycia w makrofagach mysich linii RAW 264.7 oraz zdolno$¢ tworzenia biofilmu na

powierzchni szklanej 1 polistyrenowej. Podobnie jak w przypadku zdolnosci ruchu, obnizone
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z powodu braku w komorce biatka Cj0588 cechy zostaty przywrocone dzigki komplementacji
mutacji dzika wersja genu Cj0588, ktora jednak nie przywracata badanych cech do poziomu
obserwowanego u szczepu dzikiego. Komplementacja wprowadzonej mutacji wersja genu
kodujacego biatko z substytucja aminokwasu centrum katalitycznego nie zmieniata fenotypu i
szczep wykazywat fenotyp podobny do szczepu mutanta.

Ciekawe  wyniki  zaobserwowano, gdy wprowadzona mutacja  zostala
komplementowana przez wersje¢ genu TIyA z Mycobacterium smegmatis. TIyA z
Mycobacterium spp. nalezy do grupy metylotransferaz rRNA TlyA" i modyfikuje nie tylko
nukleotyd C1920 23S rRNA, ale takze nukleotyd C1409 czasteczki 16S rRNA.
Skonstruowany szczep C. jejuni nie zawierat czynnego wlasnego genu TlyA', poniewaz zostat
on wylaczony, wprowadzono natomiast do jego genomu gen TlyA'!'. Metylacja nukleotydow
w C1409 czasteczce 16S rRNA 1 C1920 w 23S rRNA potwierdzono metoda primer extension.
W tym przypadku réwniez sprawdzono wirulencje szczepu. Wykazywat on podwyzszong w
poréwnaniu do szczepu dzikiego zdolno$¢ adhezji do linii komorek Caco-2, indukcji 1L-8
przez komorki Caco-2 i T84, a takze miat podwyzszong zdolno$¢ produkeji biofilmu. Ruch i

przezywalno$¢ w makrofagach byty na poziomie zblizonym do szczepu dzikiego.

Przedstawione badania wykazaty, ze obecnos¢ genu kodujgcego biatko TlyA wplywa na
wirulencje C. jejuni. Dodatkowo wykazano, Ze t0 obecnos¢ modyfikacji rRNA wprowadzana

przez TlyA, a nie samo biatko, ma wplyw na badane cechy fenotypowe C. jejuni.

Przedstawione wyniki zostaly opublikowane w pracach oryginalnych:

Salamaszynska-Guz A, Rose S, Lykkebo C, Taciak B, Bacal P, Uspienski T, Douthwaite S.
Biofilm Formation and Motility Are Promoted by Cj0588-Directed Methylation of rRNA
in Campylobacter  jejuni. Front Cell Infect Microbiol. (2018) 18;7:533. doi:
10.3389/fcimb.2017.00533.

Salamaszynska-Guz A, Serafinska I, Bacal P, Douthwaite S. Virulence properties of
Campylobacter jejuni are enhanced by displaying a mycobacterial TlyA methylation pattern
in its rRNA. Cell Microbiol. (2020) 22(7):13199. doi: 10.1111/cmi.13199.
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Cel 3: Oznaczenie sposobu w jaki utrata metylacji rybosomalnego RNA wplywa na

wirulencje C. jejuni.

Dotychczasowe wyniki pokazaty, ze utrata wprowadzanej przez biatko TlyA metylacji
nukleotydu C1920 w 23S rRNA ostabia kilka cech wirulencji C. jejuni. Aby sprawdzi¢ jakie
biatka sg powigzane z obserwowanymi zmianami w wirulencji szczepdw przeprowadzono
analiz¢ protcomow czterech szczepow. Metoda spektrometrii mas LC MS/MS sprawdzono

sktad biatek w poszczegdlnych szczepach i porownano ze soba.

Genom C. jejuni 81-176 koduje 1813 otwartych ramek odczytu (ORF), analizujac
proteom metoda spektrometrii mas wykryliSmy 1482 produkty biatkowe, co stanowi 82%
proteomu. Mutacja w genie kodujacym biatko TlyA spowodowata zmiany ilosciowe 50
bialek, z czego poziom ekspresji 27 biatek wzrést w poréwnaniu do szczepu dzikiego, a
poziom ekspresji 23 biatek zmalal. Nastepnie analiz¢ proteomu powtorzono, uwzgledniajac
dwa dodatkowe szczepy, z ktorych pierwszy to mutant w genie tlyA z komplementacja genem
tlyA kodujacym aktywne biatko (ktory przywraca fenotyp wirulencji), a drugi to mutant z
komplementacja genem tlyA kodujagcym nieaktywne biatko (wariant K188A, ktory nie
przywraca zjadliwos$ci). Porownanie proteoméw tych dwoch szczepow, ktore sg genetycznie
identyczne, z wyjatkiem zmiany w allelu tlyA-188, wykazato, ze liczba istotnych zmian
zostata ograniczona do czterech biatek.

Jedno z tych bialek, CdtC, oddziatuje z podjednostkami CdtA i CdtB, tworzac toksyne
CDT (cytolethal distending toxin). U szczepéw C. jejuni bez modyfikacji rRNA
wprowadzanej przez TlyA, ilos¢ biatka CdtC zostata zmniejszona do 39 % poziomu szczepu
dzikiego. Komplementacja aktywna kopia tlyA przywrocito poziom biatka do 77 % poziomu
szczepu dzikiego. W przypadku wersji K188A TlyA z defektem metylotransferazy nie doszto
do przywrocenia poziomu ze szczepu dzikiego.

Pozostale trzy biatka, ktorych ilos¢ zmniejszyta si¢ w komodrkach szczepoéw bez
metylacji to MIag, MlaF i MlaD. W szczepie mutanta AtlyA poziom MlaE, MlaF i MlaD
zostal zmniejszony odpowiednio do 29, 36 i 41 % poziomu obserwowanego u szczepu
dzikiego. Te ilosci zostaly czg¢sciowo przywrocone do okoto 67% poziomu typu dzikiego po
komplementacji aktywna kopig tlyA ponownie. W przypadku wersji genu kodujacego biatko
TIyAK188A pozbawionej aktywnosci metylotransferazy poziom biatka pozostat taki jak u

szczepie mutanta.
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Geny kodujgce cztery biatka (CdtC, MlaE, MlaF i MlaD), ktorych poziom byt
obnizony we wszystkich przeprowadzonych powtorzeniach szczepoéw, zostaly same
inaktywowane. Inaktywacja tych genéw obnizyta wirulencje C. jejuni.

CdtC zwigzane jest glownie z OMV, co sugeruje ze pecherzyki OMV sg
wykorzystywane jako sposob dostarczania toksyny CDT do komorki gospodarza. Natomiast
biatka MIaEFD sg powigzane z biogeneza pecherzykéw OMV. Pecherzyki blony zewngtrznej
(OMV — outer membrane vesicle) odgrywaja wazng rolg w zdolno$ci C. jejuni do adhezji i
inwazji do komorek nabtonka. Te wiasciwosci patogenne C. jejuni sg wzmacniane przez
koinkubacje z dodatkowa iloscig izolowanych OMV. Dodanie OMV z mutantow AtlyA,
AcdtC i AmlaEFD rowniez poprawito adhezje szczepu C. jejuni typu dzikiego do komorek
nablonka Caco-2. OMV izolowane z mutanta AmlaEFD poprawity internalizacj¢ bakterii w
takim samym stopniu jak OMV typu dzikiego. Jednakze na internalizacje¢ C. jejuni nie miato
wptywu dodanie OMV z mutantow AtlyA lub AcdtC. OMV ze wszystkich szczepoéw
wywotywaty uwalnianie IL-8, chociaz efekt ten byt zmniejszony w przypadku OMV ze
szczepu AcdtC i byt szczegdlnie niski w przypadku OMV z mutanta AmlaEFD.

Analizy spektrometrii masowej bialek szczepow C. jejuni z mutacjq w genie tlyA ujawnity
szereg subtelnych zmian w skladzie proteomu. Zmiany te dotyczytly obnizenia ilosci
podjednostki toksyny CDT (CdtC) i bialek zwigzanych z produkcjq pecherzykow btony
zewnetrznej (OMV) MIaEFD. Inaktywacja genow cdtC i mlaEFD potwierdzity znaczenie

kodowanych przez nie biatek w wirulencji.

Przedstawione wyniki zostaty opublikowane w pracy oryginalnej:

Salamaszynska-Guz A, Kronholm Rasmussen P, Murawska M, Douthwaite S.
Campylobacter jejuni Virulence Factors Identified by Modulating Their Synthesis on
Ribosomes With Altered rRNA Methylation. Front Cell Infect Microbiol. (2022)
13;11:803730. doi: 10.3389/fcimb.2021.803730.

15



Zatacznik 3

Podsumowanie i wnioski

Przedstawione badania umozliwilty zidentyfikowanie specyficznego miejsca
modyfikacji w rybosomie C. jejuni, ktore jest powigzane z wirulencjg i zdolnoscig patogenu
do tworzenia biofilmu. Celowanie w to i inne miejsca modyfikacji rRNA ma ogromny

potencjal w opracowywaniu strategii bezposredniego zwalczania zakazen Campylobacter.
Plany naukowe

W najblizszych latach planuje kontynuowaé badania dotyczace modyfikacji rRNA u
C. jejuni. Beda miaty na celu okreslenie W jaki sposob inne modyfikacje rRNA moduluja

syntezg¢ biatek i wptywaja na wirulencje C. jejuni.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cig naukowg albo artystyczng realizowang
w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczeg6lnosci
zagranicznej.

5.1 Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora.

Studia magisterskie na kierunku Biotechnologia ukonczylam w 2001 roku, na
Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. Prace magisterska pt. ,,Identyfikacja genow
Helicobacter pylori kodujagcych immunodominujgce biatka” wykonatam pod kierunkiem prof.
dr hab. Elzbiety K. Jagusztyn-Krynickiej w Zakladzie Genetyki Bakterii, Instytutu
Mikrobiologii, Wydziatu Biologii UW. W 2001 roku zostalam uczestniczka dziennego
studium doktoranckiego ,,Ksenobiotyki oraz biologia czynnikéw zakaznych i inwazyjnych” w
Katedrze Nauk Przedklinicznych Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej SGGW w Warszawie.
Kierownikiem studium byt prof. dr hab. Marek Niemiattowski, a opiekunem naukowym

mojej pracy doktorskiej dr hab. Danuta Klimuszko.

W ramach pracy doktorskiej badatam funkcje dwoch genow ¢j0183 i ¢j0588 C. jejuni
bedacych homologami genéow wystepujacych u innych bakterii patogennych, ktorych
produkty zaangazowane sa w aktywno$¢ hemolityczng. Badania obejmowaty utworzenie
mutantow w tych genach 1 wstgpng charakterystyke powstatych szczepow.

Scharakteryzowany zostat rowniez promotor genu ¢j0183.
Badania do pracy doktorskiej realizowalam w ramach grantu:

2005-2006 grant promotorski KBN nr 2 PO6K 013 28 (gtéwny wykonawca) ,,Charakterystyka
funkcjonalna dwoch gendéw Campylobacter jejuni posiadajacych ortologii w genomie
Helicobacter pylorii i Brachyspira sp”.

Prace przegladowe:

— Grodzik M., Salamaszynska A., Klimuszko D. ,,Mechanizmy chorobotwoérczosci Campylobacter
jejuni.” Medycyna Weterynaryjna 61, (10) 2005 s. 1124

— Klimuszko D., Salamaszynska A. , Kampylobakterioza —zrodta zakazenia.” Zycie Weterynaryjne
Rocznik 80, Nr 6, 2005 s. 331
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5.2 Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora

Po obronie pracy doktorskiej moim gtéwnym zainteresowaniem badawczym pozostaty
bakterie z gatunku Campylobacter jejuni. Moje badania obejmowaty i nadal obejmuja
identyfikacj¢ czynnikow wirulencji tych patogenéw oraz charakterystyke izolatéw

zwierzecych Campylobacter jejuni.
Wirulencja Campylobacter jejuni

Po obronie doktoratu zajetam si¢ dalszg charakterystyka gendéw cj0183 i cj0588
Campylobacter jejuni. Pierwotnie biatka kodowane przez te geny zaklasyfikowano do
hemolizyn. Zbadana zostala wigc doktadnie aktywno$¢ hemolityczna mutantow w obu
genach, jak rowniez oczyszczonych bialek. Okreslono rowniez rolg Cj0183 w przyleganiu i
wnikaniu C. jejuni do linii komdrkowej Caco-2. Uzyskane wyniki pokazaty, ze nie ma
roznicy w aktywno$ci hemolitycznej migdzy oboma mutantami w genie cj0183 i cj0588 a
dzikimi szczepami. Jak rowniez, ze biatko Cj0183 nie jest zaangazowane w przyleganie do
komorek Caco-2. Podjetam si¢ rowniez okreslenia mechanizméw regulacji genéw poprzez
klonowanie fragmentow DNA lezacych przed genem cj0183 i cj0588. Aktywnos$¢ genu
reporterowego [B-galaktozydazy okre$lona dla szczepu niosacego plazmid z fragmentem
powyzej €j0183 i cj0588 wykazata obecno$¢ promotora w regionie przed sekwencja genu
j0183. Zidentyfikowano regiony charakterystyczne dla promotorow C. jejuni. W obrebie
sekwencji promotora oznaczonych jako -10, -16 i -35 wprowadzono mutacje, ktore
spowodowaty zmiany w transkrypcji genu reporterowego. Oznaczone zostaly regiony
niezbedne do przeprowadzenia wydajnego procesu transkrypcji. Jeden z utworzonych
rekombinowanych plazmidow jest wykorzystywany do komplementacji wprowadzonych do
C. jejuni mutacji w charakteryzowanych genach.

Obecnie w ramach grantu HARMONIA ,Utrata metylacji rybosomalnego RNA
obniza kolonizacje Campylobacter jejuni u ludzi i zwierzat.”, ktorego jestem kierownikiem

zajmuje sie charakterystyka metylotransferaz rRNA u C. jejuni.
Prace oryginalne:

— Salamaszynska-Guz A, Klimuszko D. Functional analysis of the Campylobacter jejuni cj0183
and ¢j0588 genes. Curr Microbiol. 2008 Jun;56(6):592-6. doi: 10.1007/s00284-008-9130-z.

— Salamasznska-Guz A, Grodzik M, Klimuszko D. Mutational analysis of ¢j0183 Campylobacter
jejuni promoter. Curr Microbiol. 2013 Dec;67(6):696-702. doi: 10.1007/s00284-013-0420-8.

19



Zatacznik 3

— Salamaszynska-Guz A, Godlewski MM, Klimuszko D. Influence of mutation in ¢j0183 and
cj0588 genes for colonization abilities of Campylobacter jejuni in Caco-2 cells using confocal
laser scanning microscope. Pol J Vet Sci. 2013;16(2):387-9. doi: 10.2478/pjvs-2013-0053.

Charakterystyka szczepow C. jejuni izolowanych od zwierzat

Moje badania dotycza réwniez wystepowania Campylobacter spp. u zwierzat
hodowlanych (drob, bydto, swinie) i domowych (psy i koty) w Polsce. Szczepy izolowane
byty z probek katu. Po identyfikacji gatunkowej izolaty byty charakteryzowane. Oznaczona
zostala ich oporno$¢ na chemioterapeutyki przeciwdrobnoustrojowe oraz mechanizmy
oporno$ci. Dla szczepéw opornych na tetracykling oznaczono obecno$¢ jak réwniez
lokalizacj¢ genu tetO, natomiast dla szczepow opornych na fluorochinolony 0znaczono
obecno$¢ mutacji w genie gyrA. Oznaczono tez obecno$¢ gendw wirulencji szczepdéw oraz
scharakterystyzowano izolaty pod katem: zdolnosci do tworzenia biofilmu, ruchliwosci,
adhezji 1 inwazji komorek Caco-2 oraz aktywno$ci zewnatrzkomoérkowej DNazy.
Przeprowadzane badania wykazaty, ze opornos¢ Campylobacter rézni si¢ w zalezno$ci od
gatunku bakterii i pochodzenia szczepu oraz, ze izolaty Campylobacter z réznych zrodet
zwierzgcych byly zrodtem gendw opornosci, a takze bylty zdolne do tworzenia biofilmu i

inwazji ludzkich komoérek Caco-2 in vitro.
Prace oryginalne:

— Kirutkiewicz A, Salamaszynska-Guz A, Rzewuska M, Klimuszko D, Binek M. Resistance to
antimicrobial agents of Campylobacter spp. strains isolated from animals in Poland. Pol J Vet Sci.
2009;12(4):465-72

— Salamaszynska-Guz A, Stefanska I, Bacal P, Binek M. Evaluation of selected phenotypic
features among Campylobacter sp. strains of animal origin. Vet Microbiol. 2018 Mar;216:25-30.
doi: 10.1016/j.vetmic.2018.01.010.

— Murawska M, Sypecka M, Bartosik J, Kwiecien E, Rzewuska M, Salamaszynska-Guz A. Should
We Consider Them as a Threat? Antimicrobial Resistance, Virulence Potential and Genetic
Diversity of Campylobacter spp. Isolated from Varsovian Dogs. Antibiotics (Basel). 2022 Jul
18;11(7):964. doi: 10.3390/antibiotics11070964.
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Epidemiologia choréb zakaznych zwierzat

Bratam takze czynny udziat w badaniach nad wystgpowaniem wybranych bakteryjnych,

pasozytniczych i wirusowych czynnikéw etiologicznych chorob zwierzat.

Wystepowanie Helicobacter spp. u wolnozyjgcych dzikéw w Polsce

W badaniu sprawdzano probki btony S$luzowej zotadka dzikow (Sus scrofa) na
obecno$¢ Helicobacter. Wykorzystano badania histopatologiczne, swoisty dla rodzaju
Helicobacter PCR z 16S rRNA oraz analize sekwencji uzyskanych fragmentéw DNA.
Przesiewowe badanie PCR i analiza sekwencji uzyskanego fragmentu DNA ujawnita
obecnos¢ DNA Helicobacter heilmannii typu 2 w jednym zotadku. W badaniu
histopatologicznym probki PCR-dodatniej wykryto obecno$¢ ciasno zwinigtych bakterii
spiralnych na powierzchni blony $luzowej antralnej, w jamach zotadkowych i swietle gérnych
czesci gruczotow antralnych. Potencjalna chorobotworczo$é Helicobacter dla wolno zyjacych
dzikéw pozostaje niewyjasniona z powodu rownoczesnego zapalenia zotgdka wywotanego

inwazja pasozytniczg.
Prace oryginalne:

- Fabisiak M, Sapierzynski R, Salamaszynska-Guz A, Kizerwetter-Swida M. The first description
of gastric Helicobacter in free-ranging wild boar (Sus scrofa) from Poland. Pol J Vet Sci.
2010;13(1):171-4

Wystepowanie Dirofilaria repens u psow w Polsce

Badanie dotyczyto kilku przypadkéw mikrofilaremii zdiagnozowanych u psow z
Polski. Badanie przeprowadzono na probkach tkanek ze zmianami patologicznymi oraz
rozmazach krwi obwodowej pobranych w celach diagnostycznych od psow wykazujacych
r6zne objawy kliniczne. Obecnos$¢ pasozytow w probkach tkanek zaobserwowano u 8 psow,
dodatkowo u 2 z tych psow analiza PCR probek krwi wykazata obecno$¢ DNA Dirofilaria

repens.
Prace oryginalne:

- Sapierzynski R, Fabisiak M, Salamaszynska A. Several cases of dirofilariosis accidentally
diagnosed in dogs from Poland, including two PCR positive Dirofilaria repens cases. Pol J Vet
Sci. 2010;13(3):545-7
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Wystepowanie wybranych wirusowych czynnikéw etiologicznych U wWolnozyjgcych

jeleniowatych w Polsce

Badania przeprowadzono na probkach surowicy jeleni, saren i danieli, pochodzacych z
dwoéch odrebnych geograficznie obszarow Polski. Probki badano testami ELISA.
Przeprowadzone badania serologiczne wykazaly wystepowanie przeciwcial przeciwko
BoHV-1 i BVDV. Wszystkie pozytywne probki pochodzity wylgcznie od jelenia
szlachetnego.

Prace oryginalne:

- Fabisiak M, Salamaszynska A, Stadejek T. Detection of seroconversion to bovine herpesvirus 1
related alphaherpesvirus and bovine viral diarrhea virusin Polish free-living deer. Pol J Vet Sci.
2018 Sep;21(3):437-440. doi: 10.24425/122615.

Charakterystyka szczepow Truperella pyogenes wyizolowanych od zwierzgt

Wraz z zespolem dr hab. Magdaleny Rzewuskiej zajmowalam si¢ patogenem
zwierzgcym Trueperella pyogenes. Badania dotyczyly oceny wrazliwosci i wykrywania
determinant opornosci na aminoglikozydy u szczepow T. pyogenes wyizolowanych od
zwierzat. Wrazliwos$¢ szczepow oznaczano metoda mikrorozcienczen, a genetyczne elementy
zwigzane z opornosciag byly wykrywane metodg PCR, otrzymane fragmenty DNA
sekwencjonowano. Znaleziono geny zwigzane z opornoscig na aminoglikozydy potaczone z
ruchomymi elementami genetycznymi (kasety gendéw integronu klasy 1 niosgce geny

opornosci na aminoglikozydy), ale rOwniez nie powigzane z kasetami integronow.

Opracowano réwniez metode typowania genetycznego Trueperella pyogenes RAPD-
PCR (Random Amplified Polymorphic DNA-Polymerase Chain Reaction). RAPD-PCR
zostal oceniony pod katem typowania, odtwarzalnosci i mocy dyskryminacyjnej. Otrzymane
dla 37 szczepéw profile RAPD byly stosunkowo zlozone, ale jednoczes$nie tatwe do
interpretacji dzigki szerokiej gamie rozmiaréw amplikonow. Wskaznik dyskryminacyjny
zaprojektowanej metody byl wystarczajaco wysoki; w zwigzku z tym tylko szczepy

powiazane epidemiologicznie wykazywaly identyczne profile RAPD.
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Prace oryginalne:

- Kwiecien E, Stefanska I, Chrobak-Chmiel D, Salamaszynska-Guz A, Rzewuska M. New
Determinants of Aminoglycoside Resistance and Their Association with the Class 1 Integron
Gene Cassettes in Trueperella pyogenes. Int J Mol Sci. 2020 Jun 13;21(12):4230. doi:
10.3390/ijms21124230.

- Stefanska I, Kwiecien E, Gorzynska M, Salamaszynska-Guz A, Rzewuska M. RAPD-PCR-
Based Fingerprinting Method as a Tool for Epidemiological Analysis of Trueperella
pyogenes Infections. Pathogens. 2022 May 10;11(5):562. doi: 10.3390/pathogens11050562. -
Editor’s Choice article

Artykuly przegladowe

Po obronie doktoratu rowniez bylam wspotautorem artykuldw na temat wykorzystania
metod biologii molekularnej w leczeniu i profilaktyce chorob zakaznych zwierzat.

— Salamaszynska-Guz A, Klimuszko D. ,,Szczepionki jadalne.”, Zycie Weterynaryjne Rocznik
82, Nr 2, 2007 s. 120

— Klimuszko D., Salamaszynska-Guz A. ,,Co to jest terapia genowa.” Zycie Weterynaryjne
Rocznik 82, Nr 3, 2007 s. 189

— Salamaszynska-Guz A, Klimuszko D. Strategies of constructing recombinant vaccines. Pol J
Vet Sci. 2009; 12(1):133-9

— Klimuszko, D., Salamaszynska-Guz, A., Krutkiewicz, A.: Phage therapy, Zycie
Weterynaryjne, 2009; 84(8):634-637.

— Anna Marszalik , Dorota Chrobak-Chmiel , Anna Golke , Agnieszka Salamaszynska-Guz ,
Kourou Dembele Staphylococcus pseudintermedius — czy wiemy o nim wszystko? Zycie
Weterynaryjne 2018, 4 238-240

— Binek Marian, Kizerwetter-Swida Magdalena, Rzewuska Magdalena, Salamaszynska-Guz
Agnieszka: Antibiotic resistance of bacteria a growing threat for animals and public health, w:
Postepy Mikrobiologii, vol. 58, nr 3, 2019, ss. 259-270, DOI:10.21307/PM-2019.58.3.259

5.3. Doniesienia konferencyjne krajowe i zagraniczne

Jestem wspotautorem 21 doniesien konferencyjnych krajowych w tym 5 doniesien ustnych

oraz 10 doniesien zagranicznych w tym 4 doniesien ustnych.
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5.4. Wspolpraca naukowa
5.4.1. Wspotpraca z jednostkami zagranicznymi:

Od 2015 roku wspoéltpracuje z laboratorium prowadzonym przez prof. Stephena
Douthwaite na Wydziale Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Potudniowej Danii
(Syddansk Universitets), w Odense, Dania. W ramach wspotpracy analizujemy modyfikcje
rybosomalnego RNA oraz proteomy szczepow Campylobacter jejuni. Efektem tej wspolpracy
sg publikacje oryginalne wymienione w zal. 4, pkt.1.2; pkt.l.3; pkt.l.4 oraz realizowany
wspolnie grant Narodowego Centrum Nauki HARMONIA wymieniony w zat. 4, pkt.11.9.1.

5.4.2. Wspotpraca z jednostkami krajowymi:

Oprocz  wspotpracy z Uniwersytetem Potudniowej Danii (Odense, Dania)
wspotpracuje rowniez z Zaktadem Wirusologii Molekularnej, Wydzial Biologii, Uniwersytet
Warszawski, Warszawa (analiza modyfikacji rybosomalnego RNA); oraz Instytutem
Paleobiologii PAN, Warszawa (analiza morfologii komorek bakteryjnych i wytwarzanego
biofilmu przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego). Efektem tej wspotpracy sa
publikacje oryginalne wymienione w zat. 4, pkt.I.1; pkt.1.2; pkt.1.3; i pkt.11.4.b.13.

6. Informacja o osiaggnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke
lub sztuke.

6.1. Dzialalnos$¢ dydaktyczna

W ramach zaj¢¢ dydaktycznych, ktore prowadze/prowadzitam od momentu
zatrudnienia na stanowisku adiunkta w Katedrze Nauk Przedklinicznych Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej SGGW w Warszawie, znajduja si¢ nastgpujace przedmioty:

- Mikrobiologia weterynaryjna - dla studentow Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej SGGW,
Kierunek Weterynaria, studia polskojezyczne (wyktady i ¢wiczenia)

- Mikrobiologia weterynaryjna - dla studentow Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej SGGW,

Kierunek Weterynaria, studia anglojezyczne (¢wiczenia)

- Mikrobiologia — dla studentéw Wydziatu Hodowli, Bioinzynierii i Ochrony Zwierzat
SGGW, Kierunek Zootechnika (¢wiczenia)
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- Mikrobiologia — dla studentow Wydziatu Biologii i Biotechnologii SGGW, Kierunek

biologia (¢wiczenia);

- Biologia mikroorganizméw — dla studentow Wydzialu Hodowli, Bioinzynierii i Ochrony
Zwierzat SGGW, Kierunek Bioinzynieria zwierzat (wyktady i ¢wiczenia);

- Mikrobiologia kliniczna — dla studentéw Wydziatu Hodowli, Bioinzynierii i Ochrony

Zwierzat SGGW, Kierunek Bioinzynieria zwierzat (¢wiczenia);

- Mikrobiologia weterynaryjna - dla studentow Wydziatu Biologii i Biotechnologii SGGW,

Kierunek Biotechnologia (wyktady i ¢wiczenia, od 2015 jestem koordynatorem zajec);

- Biologia molekularna — dla studentow Wydziatu Biologii i Biotechnologii SGGW, Kierunek

Biotechnologia (wyktady i ¢wiczenia);

- Zastosowanie biotechnologii w profilaktyce chorob zwierzat - dla studentow Wydziatu
Biologii i Biotechnologii SGGW, Kierunek Biotechnologia (wyktady);

- Zastosowanie biotechnologii w diagnostyce chorob zwierzat - dla studentoéw Wydziatu

Biologii i Biotechnologii SGGW, Kierunek Biotechnologia, (wyktady i ¢wiczenia);

- Bioinzynieryjne techniki w produkcji szczepionek - dla studentoéw Wydziatu Hodowli,
Bioinzynierii i Ochrony Zwierzat SGGW, Kierunek Bioinzynieria zwierzat, (wyklady i

¢wiczenia);

6.2. Promotorstwo i recenzje prac dyplomowych

Do tej pory bylam promotorem 7 prac magisterskich i 30 prac

inzynierskich/licencjackich, w tym:

5 prac magisterskich studentow Wydziatu Biologii i Biotechnologii SGGW; Kierunek

Biotechnologia i Kierunek Biologia;

2 prac magisterskich studentow Wydzialu Hodowli, Bioinzynierii i Ochrony Zwierzat

SGGW, Kierunek Bioinzynieria,

25 prac inzynierskich/licencjackich studentow Wydziatu Biologii i Biotechnologii SGGW;

Kierunek Biotechnologia i Kierunek Biologia;
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5 prac inzynierskich studentéw Wydziatu Hodowli, Bioinzynierii i Ochrony Zwierzat SGGW,
Kierunek Bioinzynieria, SGGW.

Przygotowatam takze recenzje 22 prac dyplomowych.

6.3. Dziatalno$¢ organizacyjna na Instytucie Medycyny Weterynaryjnej SGGW:
Cztonek Rady Instytutu Medycyny Weterynaryjnej SGGW w kadencji 2008-2012

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;.

2021 Medal Brazowy za Dtugoletnia Stuzbe przyznany przez Prezydenta Rzeczypospolitej
Polskiej.

2021 Nagroda | stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych w kategorii za prace
oryginalng opublikowang w zespole mi¢dzynarodowym w zagranicznym czasopi$mie z listy
JCR za rok 2020.

Nagroda I11 stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych w kategorii za oryginalng
prace badawcza ogtoszong w krajowym lub zagranicznym czasopi$mie z listy JCR za rok

2020, w jezyku polskim lub obcym.

2019 Nagroda Ill stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych w kategorii za

prace oryginalng opublikowang w zespole miedzynarodowym w zagranicznym czasopi$mie z

listy JCR za rok 2018.

(podpis wnioskodawcy)
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Wykaz osiagnie¢ naukowych albo artystycznych, stanowigcych znaczny

wklad w rozwoj okreslonej dyscypliny

l. WYKAZ OSIAGNIEC NAUKOWYCH ALBO ARTYSTYCZNYCH,
O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1. PKT 2 USTAWY

Cykl powigzanych tematycznie artykulow naukowych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2b
ustawy;

1)

2)

Salamaszynska-Guz A, Taciak B, Kwiatek A, Klimuszko D. The Cj0588 protein is a
Campylobacter jejuni RNA methyltransferase. Biochem Biophys Res Commun. (2014)
6;448(3):298-302. doi: 10.1016/j.bbrc.2014.04.104.

(IF2014 = 2.559; IFs.iemi = 2.750; MEIN = 20)

Wkiad habilitanta: 80 %. Autor korespondencyjny.

autorstwo koncepcji badan;

zaplanowanie i wykonanie do$wiadczen (oczyszczenie metylotransferazy Cj0588, wykazanie jej aktywnoS$ci
in vitro, okreslenie parametréw kinetycznych reakcji katalizowanych przez Cj0588, konstrukcja mutanta w
genie kodujacym metylotransferaze Cj0588 i oznaczenie fenotypu mutana — opornos¢ na kapreomycyne,
zdolno$¢ ruchu);

przygotowanie manuskryptu, rycin i tabel;

przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Salamaszynska-Guz A, Rose S, Lykkebo C, Taciak B, Bacal P, Uspienski T, Douthwaite
S. Biofilm Formation and Motility Are Promoted by Cj0588-Directed Methylation of
rRNA in Campylobacter jejuni. Front Cell Infect Microbiol. (2018) 18;7:533. doi:
10.3389/fcimb.2017.00533.

(IF2018 = 3.518; IFs5.1emi = 4.855; MEIN = 40)

Wkiad habilitanta: 70 %. Autor korespondencyjny.

autorstwo koncepcji badan;

zaplanowanie i wykonanie dos§wiadczen (konstrukcja szczepow C. jejuni z réznymi wersjami biatka Cj0588,
wykazanie aktywnosci utworzonych wersji biatka Cj0588 in vivo metoda primer extension, oczyszczenie
metylotransferaz i wykazanie ich aktywnosci in vitro, okreslenie parametrow kinetycznych reakcji
katalizowanych przez wersje biatka Cj0588 i oznaczenie fenotypow skonstruowanych szczepow C. jejuni -
zdolno$¢ ruchu, zdolno$¢ tworzenia biofilmu);

wspoétudziat w przygotowaniu manuskryptu, rycin i tabel.



3)

4)
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Salamaszynska-Guz A, Serafinska I, Bacal P, Douthwaite S. Virulence properties of
Campylobacter jejuni are enhanced by displaying a mycobacterial TIyA methylation
pattern in its rRNA. Cell Microbiol. (2020) 22(7):e13199. doi: 10.1111/cmi.13199.

(IF2020 = 3.715; IFs-etni = 3.483 MEIN = 140)

Wktad habilitanta: 70 %. Autor korespondencyjny.

autorstwo koncepcji badan;

zaplanowanie i wykonanie do$wiadczen (konstrukcja szczepu C. jejuni produkujacego biatko TIyA =z
Mycobacterium spp., wykazanie aktywnosci obcego biatka w komodrkach C. jejuni metodg primer extension,
oznaczenie fenotypow skonstruowanych szczepow C. jejuni - zdolno$¢ ruchu, zdolnos$¢ tworzenia biofilmu,
adhezji oraz inwazji do linii komérkowej nabtonka jelita Caco-2, indukcji IL-8, zdolnoé¢ przezywania w
makrofagach);

wspoétudziat w przygotowaniu manuskryptu;

przygotowanie rycin i tabel;

przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Salamaszynska-Guz A, Kronholm Rasmussen P, Murawska M, Douthwaite S.
Campylobacter jejuni Virulence Factors Identified by Modulating Their Synthesis on
Ribosomes With Altered rRNA Methylation. Front Cell Infect Microbiol. (2022)
13;11:803730. doi: 10.3389/fcimb.2021.803730.

(IF2022 = 6.073; IFs.1emi = 5.369; MEIN = 100)

Wktad habilitanta: 70 %. Autor korespondencyjny.

autorstwo koncepcji badan;

zaplanowanie i wykonanie do$wiadczen (analiza proteomow szczepow C. jejuni, konstrukcja mutantow w
genach cdtC i mlaEFD, izolacja OMV, oznaczenie fenotypow skonstruowanych szczepow C. jejuni -
zdolno$¢ tworzenia biofilmu, adhezji oraz inwaz;ji do linii komorkowej nabtonka jelita Caco-2, indukcji IL-
8);

wspotudziat w przygotowaniu manuskryptu;

przygotowanie rycin i tabel

przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

1. WYKAZ AKTYWNOSCI NAUKOWEJ ALBO ARTYSTYCZNEJ

1. Wykaz opublikowanych monografii naukowych (z zaznaczeniem pozycji
niewymienionych w pkt 1.1).



2.

3.

4.

Nie dotyczy

Wykaz opublikowanych rozdziatéw w monografiach naukowych.

Nie dotyczy
Wykaz cztonkostwa w redakcjach naukowych monografii.

Nie dotyczy

Zatacznik 4

Wykaz opublikowanych artykulow w czasopismach naukowych (z zaznaczeniem

pozycji niewymienionych w pkt 1.2).

a. Przed uzyskaniem stopnia doktora:

L.p. Publikacja IF Punktacja
MEIN
1. Grodzik M., Salamaszynska A., Klimuszko D. Mechanizmy
chorobotworczosci ~ Campylobacter  jejuni. Medycyna - 15
Weterynaryjna 61, (10) 2005 s. 1124
2. Klimuszko D., Salamaszynska A. Kampylobakterioza —zrodta
zakazenia. Zycie Weterynaryjne, 80, Nr 6, 2005 s. 331
Razem: - 15
b. Po uzyskaniu stopnia doktora:
L.p. Publikacja IF Punktacja
MEIN
1. Salamaszynska-Guz A, Klimuszko D. Szczepionki jadalne. ) 6
Zycie Weterynaryjne, 82, Nr 2, 2007 s. 120
2. Klimuszko D., Salamaszynska-Guz A. Co to jest terapia ) 6
genowa. Zycie Weterynaryjne, 82, Nr 3, 2007 s. 189
3. Salamaszynska-Guz A, Klimuszko D. Functional analysis of
the Campylobacter jejuni ¢j0183 and cj0588 genes. Curr 1.442 10
Microbiol. 2008 Jun;56(6):592-6. doi: 10.1007/s00284-008-
9130-z.
4, Krutkiewicz A, Salamaszynska-Guz A, Rzewuska M,
Klimuszko D, Binek M. Resistance to antimicrobial agents of 0.435 15
Campylobacter spp. strains isolated from animals in Poland.
Pol J Vet Sci. 2009;12(4):465-72
S. Salamaszynska-Guz A, Klimuszko D. Strategies of
constructing recombinant vaccines. Pol J Vet Sci. 2009; | 0.435 15
12(1):133-9.
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Klimuszko, D., Salamaszynska-Guz, A., Krutkiewicz, A.:
Phage therapy, Zycie Weterynaryjne, 2009; 84(8):634-637.

Fabisiak M, Sapierzynski R, Salamaszynska-Guz A,
Kizerwetter-Swida M. The first description of gastric
Helicobacter in free-ranging wild boar (Sus scrofa) from
Poland. Pol J Vet Sci. 2010;13(1):171-4

0.507

20

Sapierzynski R, Fabisiak M, Salamaszynska A. Several
cases of dirofilariosis accidentally diagnosed in dogs from
Poland, including two PCR positive Dirofilaria repens cases.
Pol J Vet Sci. 2010;13(3):545-7

0.507

20

Salamaszynska-Guz A, Grodzik M, Klimuszko D.
Mutational analysis of ¢j0183 Campylobacter jejuni
promoter. Curr Microbiol. 2013 Dec;67(6):696-702. doi:
10.1007/s00284-013-0420-8.

1.699

20

10.

Salamaszynska-Guz A, Godlewski MM, Klimuszko D.
Influence of mutation in cjO0183 and cj0588 genes for
colonization abilities of Campylobacter jejuni in Caco-2 cells
using confocal laser scanning microscope. Pol J Vet Sci.
2013;16(2):387-9.

0.712

20

11.*

Salamaszynska-Guz A, Taciak B, Kwiatek A, Klimuszko D.
The Cj0588 protein is a Campylobacter jejuni RNA
methyltransferase. Biochem Biophys Res Commun. (2014)
6;448(3):298-302. doi: 10.1016/j.bbrc.2014.04.104.

2.559

20

12.*

Salamaszynska-Guz A, Rose S, Lykkebo C, Taciak B, Bacal
P, Uspienski T, Douthwaite S. Biofilm Formation and
Motility Are Promoted by Cj0588-Directed Methylation of
rRNA in Campylobacter jejuni. Front Cell Infect Microbiol.
(2018) 18;7:533. doi: 10.3389/fcimb.2017.00533.

3.518

40

13.

Salamaszynska-Guz A, Stefanska I, Bacal P, Binek M.
Evaluation of selected phenotypic features among
Campylobacter sp. strains of animal origin. Vet Microbiol.
2018 Mar;216:25-30. doi: 10.1016/j.vetmic.2018.01.010.

2.791

100

14.

Fabisiak M, Salamaszynska A, Stadejek T. Detection of
seroconversion to  bovine  herpesvirus 1 related
alphaherpesvirus and bovine viral diarrhea virusin Polish free-
living deer. Pol J Vet Sci. 2018 Sep;21(3):437-440. doi:
10.24425/122615.

0.802

40

15.

Marszalik A, Chrobak-Chmiel D, Golke A, Salamaszynska-
Guz A, Dembele K. Staphylococcus pseudintermedius — czy
wiemy o nim wszystko? Zycie Weterynaryjne 2018, 4 238-
240

16.

Binek M, Kizerwetter-Swida M, Rzewuska M,
Salamaszynska-Guz A. Antibiotic resistance of bacteria a

20
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growing threat for animals and public health, Postepy
Mikrobiologii, wvol. 58, nr 3, 2019, ss. 259-270,
DOI:10.21307/PM-2019.58.3.259

17>

Salamaszynska-Guz A, Serafinska I, Bacal P, Douthwaite S.
Virulence properties of Campylobacter jejuni are enhanced by
displaying a mycobacterial TlyA methylation pattern in its
rRNA. Cell Microbiol. (2020) 22(7):e13199. doi:
10.1111/cmi.13199.

3.715

140

18.

Kwiecien E, Stefanska I, Chrobak-Chmiel D,
Salamaszynska-Guz A, Rzewuska M. New Determinants of
Aminoglycoside Resistance and Their Association with the
Class 1 Integron Gene Cassettes in Trueperella pyogenes. Int
J Mol Sci. 2020 Jun 13;21(12):4230. doi:
10.3390/ijms21124230.

5.924

140

19.*

Salamaszynska-Guz A, Kronholm Rasmussen P, Murawska
M, Douthwaite S. Campylobacter jejuni Virulence Factors
Identified by Modulating Their Synthesis on Ribosomes With
Altered rRNA Methylation. Front Cell Infect Microbiol.
(2022) 13;11:803730. doi: 10.3389/fcimb.2021.803730.

6.073

100

20.

Murawska M, Sypecka M, Bartosik J, Kwiecien E, Rzewuska
M, Salamaszynska-Guz A. Should We Consider Them as a
Threat? Antimicrobial Resistance, Virulence Potential and
Genetic Diversity of Campylobacter spp. Isolated from
Varsovian Dogs. Antibiotics (Basel). 2022 Jul 18;11(7):964.
doi: 10.3390/antibiotics11070964

5.222

70

21.

Stefanska I, Kwiecien E, Gorzynska M, Salamaszynska-Guz
A, Rzewuska M. RAPD-PCR-Based Fingerprinting Method
as a Tool for Epidemiological Analysis of Trueperella
pyogenes Infections. Pathogens. 2022 May 10;11(5):562. doi:
10.3390/pathogens11050562.

4531

100

Razem:

40.872

912

Wykaz osiggnig¢ projektowych, konstrukcyjnych, technologicznych (z zaznaczeniem

pozycji niewymienionych w pkt 1.3).

Nie dotyczy

Wykaz publicznych realizacji dziel artystycznych (z zaznaczeniem pozycji

niewymienionych w pkt 1.3).

Nie dotyczy
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Wykaz wystapien na krajowych lub miedzynarodowych konferencjach
naukowych lub artystycznych, z wyszczegolnieniem przedstawionych wykladow
na zaproszenie i wykladéw plenarnych.

a. Przed uzyskaniem stopnia doktora:

Konferencje, w ktorych bratam aktywny udziat:

Salamaszynska A., Klimuszko D. Aktywno$¢ hemolityczna produktow genéw cj0183 i cj0588
Campylobacter jejuni homologicznych do czynnikéw wirulencji Brachyspira hyodysenteriae. Materiaty
XI1I Kongresu PTNW, 15-17.09.2004, Warszawa s.156 — sesja plakatowa

Salamaszynska A., Klimuszko D. Charakterysyka funkcjonalna dwoch genéw Campylobacter jejuni
cj0183 i cj0588. Materiaty I Konferencji Naukowej Mikrobiologii PAN, Warszawa 22.10.2005, .73 —
sesja plakatowa

Salamaszynska A., Klimuszko D. Analiza funkcjonalna genu Cj0588 Campylobacter jejuni.”
Materialy Sympozjum Naukowego Zoonozy aktualne zagrozenia” Warszawa 24-25.03.2006, s. 84 —
sesja plakatowa

b. Po uzyskaniu stopnia doktora:

Konferencje, w ktérych bratam aktywny udziat:

Doniesienia konferencyjne zagraniczne:

Salamaszynska-Guz A., Taciak B., Kwiatek A., U$pieniski T., Czekalska M., Klimuszko D. Cj0588
protein Campylobacter jejuni is the 23S rRNA methyltransferase. CHRO 2013, 17th International
Workshop on Campylobacter, Helicobacter and Related Organisms, Aberdeen, Wielka Brytania — sesja
plakatowa

Salamaszynska-Guz A, Rose S, Bacal P, Douthwaite S. The Campylobacter jejuni protein Cj0588 as a
model system for investigating the role of TIlyA methyltransferases in bacterial cell. CHRO 2017, 19th
International Workshop on Campylobacter, Helicobacter and Related Organisms, Nantes, Francja -
sesja plakatowa

Salamaszynska-Guz A, Kronholm Rasmussen P, Douthwaite S. Proteins linked with Campylobacter
jejuni pathogenicity identified by mass spectrometric proteome analyses. CHRO 2019, 20 International
Workshop on Campylobacter, Helicobacter and Related Organisms, Belfast, Wielka Brytania —
wystapienie ustne

Murawska M, Salamaszynska-Guz A, Rose S, Douthwaite S. Campylobacter jejuni colonization of
human hosts is attentuated by loss of single ribosomal RNA methylations. CHRO 2019, 20
International Workshop on Campylobacter, Helicobacter and Related Organisms, Belfast, Wielka
Brytania - sesja plakatowa

Salamaszynska-Guz A, Murawska M, Milewska M, Wieczorek M, Jedrasik J, Douthwaite S. The Mla
phospholipid transport system alter the Campylobacter jejuni outer membrane properties. CHRO 2022,
21 International Workshop on Campylobacter, Helicobacter and Related Organisms, Yangzhou, Chiny
- sesja plakatowa

Doniesienia konferencyjne krajowe:

Salamaszynska A., Grodzik M., Klimuszko D. Regulation of Campylobacter jejuni cj0183 gene
expresion. IX Conference DIAGMOL 2009 ,,Molecular biology In diagnostics of infectious diseases
and biotechnology”, 2008 Warszawa - sesja plakatowa

Salamaszynska-Guz A., Klimuszko D. Charakterystyka regionu promotorowego genu cj0183
Campylobacter jejuni. XXVII Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, 2012 Lublin - sesja
plakatowa

Salamaszynska-Guz A., Taciak B., Kwiatek A., Klimuszko D. Bialko Cj0588 Campylobacter jejuni
posiada aktywnos¢ metylotransferazy RNA. XXVII Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow,
2012 Lublin - sesja plakatowa



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
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Salamaszynska-Guz A., Klimuszko D. Does Cj0588 Campylobacter jejuni protein interact with
annexin2? XIII Conference DIAGMOL 2012 ,,Molecular biology In diagnostics of infectious diseases
and biotechnology”, 2012 Warszawa - sesja plakatowa

Salamaszynska-Guz A, Tomasik M, Taciak B, Kwiatek A, Klimuszko D, Role of S4 domain in the
activity of Campylobacter jejuni Cj0588 protein a rRNA methyltransferase. XV Conference
DIAGMOL 2014 ,Molecular biology In diagnostics of infectious diseases and biotechnology”, 2014
Warszawa - sesja plakatowa

Salamaszynska-Guz A., Rose S, Douthwaite S, Klimuszko D. Cj0588 (TIyA) protein from
Campylobacter jejuni methylates C1920 in 23 rRNA. XVI Conference DIAGMOL 2015 , Molecular
biology In diagnostics of infectious diseases and biotechnology”, 2015 Warszawa prezentacja ustna
Salamaszynska-Guz A., Bacal P, Kwiatek A., Klimuszko D. Mutation of the cj0588 gene alters
biofilm formation of Campylobacter jejuni. XVI Conference DIAGMOL 2015 ,,Molecular biology In
diagnostics of infectious diseases and biotechnology”, 2015 Warszawa, prezentacja ustna

Poichtera K, Salamaszynska-Guz A. Comparison of biofilm formation and its association with motility
and nuclease activity among Campylobacter jejuni and Campylobacter coli strains isolated from
different sources. XVII Conference DIAGMOL 2016 ,,Molecular biology In diagnostics of infectious
diseases and biotechnology”, 2016 Warszawa, prezentacja ustna

Salamaszynska-Guz A, Rose S, Douthwaite S. Wplyw biatka TlyA na ruch i zdolno$¢ tworzenia
biofilmu przez Campylobacter jejuni. XXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow, 2016
Bydgoszcz - sesja plakatowa

Nowacki L, Jakielaszek A, Golke A, Salamaszynska-Guz A. Changes in expression of cytokine-
encoding genes in Caco-2 cells in the presence of Campylobacter jejuni tlyA mutant. XVI1I Conference
DIAGMOL 2017 ,Molecular biology In diagnostics of infectious diseases and biotechnology”, 2017
Warszawa - sesja plakatowa

Murawska M, Salamaszynska-Guz A. Functional analysis of Campylobacter jejuni ATP-dependent
Lon protease. XVIII Conference DIAGMOL 2017 ,,Molecular biology In diagnostics of infectious
diseases and biotechnology”, 2017 Warszawa - sesja plakatowa

Murawska M, Salamaszynska-Guz A. Construction and characteristic of rlmH gene mutant
Campylobacter jejuni. XIX Conference DIAGMOL 2018 ,Molecular biology In diagnostics of
infectious diseases and biotechnology”, 2018 Warszawa - sesja plakatowa

Kwiecien E, Satamaszynska-Guz A, Bacal P, Bieganska M, Rzewuska M. The structure of Malassezia
pachydermatis biofilm. XIX Conference DIAGMOL 2018 ,Molecular biology In diagnostics of
infectious diseases and biotechnology”, 2018 Warszawa - sesja plakatowa

Murawska M, SypeckMa, Rzewuska M, Bartosik J, Salamaszynska-Guz A. Prevalence and
characteristic of Campylobacter jejuni isolated from pets from Warsaw and the surrounding area.
DIAGMOL 2019 ,Molecular biology In diagnostics of infectious diseases and biotechnology”, 2019
Warszawa - sesja plakatowa

Murawska M, Milewska M, Jedrasik J, Wieczorek M, Salamaszynska-Guz A. System transportu
fosfolipidow zmienia wiasciwosci blony zewngtrznej Campylobacter jejuni. XI1X Zjazd Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologdw, 2022 Warszawa, prezentacja ustna

Murawska M, Milewska M, Salamaszynska-Guz A. Douthwaite S. Utrata metylacji rybosomalnego
RNA ostabia wirulencj¢ Campylobacter jejuni. XIX Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow,
2022 Warszawa, prezentacja ustna

Pozostate doniesienia konferencyjne:

Doniesienia konferencyjne zagraniczne:

Fabisiak M., Salamaszynska-Guz A., Ortowska M., Klucifiski W., Stadejek T. Antibodies to BHV-1
and BVDV in polish free-ranging deer. 61st WDA/ 10th Biennid EWDA CONFERENCE
»CONVERGENCE IN WILDLIFE HEALTH” Lyon, Francja - sesja plakatowa

Fabisiak M., Dams L., Salamaszynska-Guz A., Stadejek T., Thiry E.Free-ranging red and roe deer In
Poland are infected with CVHV-1 not BHV-1 as evidenced by seroneutralisation assai. IX International
Congress of Veterinary Virology. 2012, Madrid, Hiszpania - sesja plakatowa
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Fabisiak M., Dams L., Salamaszynska-Guz A., Stadejek T., Thiry E. Isolation of Cervid herpesvirus 1
(CVHV-1) from polish free ranging red deer. IX International Congress of Veterinary Virology. 2012,
Madrid, Hiszpania — prezentacja ustna

Kwiecien E., Rzewuska M., Stefafiska 1., Salamaszynska-Guz A. Aminoglycoside resistance in
Trueperella pyogenes. 3rd International Caparica Conference in Antibiotic Resistance, 2019 Caparica,
Portugalia — prezentacja ustna

Murawska M, Sypecka M, Bartosik J, Rzewuska M, Salamaszynska-Guz A Occurrence, virulence
potential, antimicrobial susceptibility and genetic diversity of Campylobacter spp. isolated from dogs
and cats from Warsaw, Poland and the surrounding area. CampyUK konferencja online 8 — 10.09.2021
prezentacja ustna

Doniesienia konferencyjne krajowe:

Krutkiewicz A., Salamaszynska-Guz A., Rzewuska M., Klimuszko D., Binek M. Oporno$¢ szczepow
Campylobacter jejuni i Campylobacter coli izolowanych w latach 2006-2007 od zwierzat na wybrane
antybiotyki i chemoterapeutyki. Materiaty XIII Kongresu PTNW 2008 — sesja plakatowa

Murawska M, Sypecka M, Rzewuska M, Bartosik J, Salamaszynska-Guz A Lekowrazliwos¢
Campylobacter spp. wyizolowanych z katu pséw i kotow. MAKRO-KIERUNKI W MIKRO-
BIOLOGII, 2019 Warszawa— sesja plakatowa

Wykaz udzialu w komitetach organizacyjnych i naukowych konferencji krajowych lub
miedzynarodowych, z podaniem petnionej funkc;ji.

Nie dotyczy

Wykaz uczestnictwa w pracach zespoléow badawczych realizujacych projekty
finansowane w drodze konkursow krajowych lub zagranicznych, z podzialem
na projekty zrealizowane i bedace w toku realizacji, oraz z uwzglednieniem
informacji o pelnionej funkcji w ramach prac zespotow.

Projekty naukowe

Utrata metylacji rybosomalnego RNA obniza kolonizacje Campylobacter jejuni u
ludzi i zwierzat. NCN HARMONIA, kierownik projektu, planowany termin
zakonczenia 05.2024, 2018/30/M/NZ6/00429

Wptyw metylacji rybosomalnego RNA Campylobacter jejuni na zdolnosci
kolonizacji komoérek nabtonka. KNOW Konsorcjum Naukowe ,,Zdrowe Zwierze —
Bezpieczna Zywno$¢”, Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Kierownik
projektu, zakonczony 08.2016, 500 07 023100-D00100-02

Analiza funkcjonalna biatka Cj0588 Campylobacter jejuni. — Ministerstowo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego, kierownik projektu, zakonczony 11.2013, N N308
237736,

Charakterystyka zakazen herpeswirusami 1 pestiwirusami u wolnozyjacych
jeleniowatych w Polsce na podstawie badan metodami serologicznymi i biologii
molekularnej.- Ministerstowo Nauki i1 Szkolnictwa Wyzszego, wykonawca,
zakonczony 06.2013, N N308 263137

Funkcjonalna analiza dwoch genow ¢j0588 i ¢j0183 Campylobacter jejuni
ortologow genow Helicobacter pylori and Brachyspira sp. — Ministerstowo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego, gléwny wykonawca, grant promotorski, zakonczony

8
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09.2006, 2 PO6K 013 28,

6. Kierownik projektéow badawczych realizowanych w ramach wewnetrznego trybu
konkursowego dla mtodego pracownika nauki finansowanych przez Szkotg Gtowna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie:

2009 Czy biatko Cj0183 odgrywa role regulatorowa w komorkach Campylobacter jejuni?
2012 Oczyszczanie biatka Cj0183 Campylobacter jejuni.

2013 Poszukiwanie biatek komorki eukariotycznej oddziatywujacych z biatkiem Cj0183.

10. Wykaz czlonkostwa w migdzynarodowych lub krajowych organizacjach
i towarzystwach naukowych wraz z informacja o pelnionych funkcjach.

Nie dotyczy

11. Wykaz stazy w instytucjach naukowych lub artystycznych, w tym zagranicznych,
z podaniem miejsca, terminu, czasu trwania stazu i jego charakteru.

Od 2015 roku wspoélpracuje z laboratorium prowadzonym przez prof. Stephena
Douthwaite na Wydziale Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Poludniowej
Danii (Syddansk Universitets), w Odense, Dania. W czasie odbytych stazy zapoznatam
si¢ z metodami analizy modyfikacji rybosomalnego RNA metoda spektrometrii mas i
primer extension oraz analizy proteomu metoda spektrometrii mas.

Odbyte wyjazdy do Uniwersytetu Poludniowej Danii (Syddansk Universitets), w
Odense, Dania:

2015 - tacznie 6 tygodni; wyjazd w ramach stypendium “Erasmus +” oraz Wtasnego
Funduszu Stypendialnego SGGW

2016 — 4 tygodnie; wyjazd w ramach Wtasnego Funduszu Stypendialnego SGGW

2018 — 4 tygodnie; wyjazd w ramach projektu KNOW (Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego)

2019 - facznie 4 tygodnie; wyjazd w ramach KNOW (Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego ) i HARMONIA (Narodowe Centrum Nauki)

2020 — 3 tygodnie; wyjazd w ramach HARMONIA (Narodowe Centrum Nauki)

2021 — 2 tygodnie; wyjazd w ramach HARMONIA (Narodowe Centrum Nauki)

2022 —tacznie 6 tygodni; wyjazd w ramach HARMONIA (Narodowe Centrum Nauki)
2023 - 3 tygodnie; wyjazd w ramach HARMONIA (Narodowe Centrum Nauki).




12.

13.

14.

15.

16.

Zatacznik 4

Wykaz cztonkostwa w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism wraz
z informacja o pelionych funkcjach (np. redaktora naczelnego, przewodniczacego
rady naukowej, itp.).

Nie dotyczy

Wykaz recenzowanych prac naukowych lub artystycznych, w szczegdlnosci
publikowanych w czasopismach mi¢dzynarodowych.

Nie dotyczy

Wykaz uczestnictwa w programach europejskich lub innych programach
miedzynarodowych.

Nie dotyczy

Wykaz udzialu w zespotach badawczych, realizujagcych projekty inne niz okreslone
w pkt. 11.9.

Nie dotyczy
Wykaz uczestnictwa w zespotach oceniajagcych wnioski o finansowanie badan,
wnioski o przyznanie nagrod naukowych, wnioski w innych konkursach majacych

charakter naukowy lub dydaktyczny.

Nie dotyczy

M. WSPOLPRA Z OTOCZENIEM SPOLECZNYM | GOSPODARCZYM

Wykaz dorobku technologicznego.

Nie dotyczy

Wspotpraca z sektorem gospodarczym.
Nie dotyczy

Wykaz uzyskanych praw wlasnosci przemystowej, w tym uzyskanych patentow
krajowych lub migdzynarodowych.

Nie dotyczy
Wykaz wdrozonych technologii.

Nie dotyczy
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Zatacznik 4

. Wykaz wykonanych ekspertyz lub innych opracowan wykonanych na zamodwienie
instytucji publicznych lub przedsigbiorcow.

Nie dotyczy

. Wykaz udziatu w zespotach eksperckich lub konkursowych.

Nie dotyczy

. Wykaz projektow artystycznych realizowanych ze §rodowiskami pozaartystycznymi.

Nie dotyczy

IV.  DANE NAUKOMETRYCZNE

Impact Factor (w dziedzinach i dyscyplinach, w ktérych parametr ten jest
powszechnie uzywany jako wskaznik naukometryczny).

Punktacja Impact Factor wedtug bazy Journal Citation Reports:

Punkty
IF
Przed uzyskaniem stopnia doktora 0
Po uzyskaniu stopnia doktora 40.872
Razem: | 40.872

Liczba cytowan publikacji wnioskodawcy, z oddzielnym uwzglednieniem
autocytowan.

Catkowita liczba cytowani wedtug bazy danych Web of Science: 87

bez autocytowan: 76

Indeks Hirscha.

Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science Core Collection
(z 04.2023):

11



4.

Informacja o liczbie punktéw MNiSW.

Zatacznik 4

Punkty MEiN [MNiSW]

Przed uzyskaniem stopnia doktora 15
Po uzyskaniu stopnia doktora 912
Razem 927

(podpis wnioskodawcy)
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Identyfikator Poswiadczenia: ePUAP-UPP107533045
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Nadawca dokumentu, ktérego dotyczy poswiadczenie
Nazwa nadawcy: AGNIESZKA SALAMASZYNSKA-GUZ
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Rodzaj identyfikatora nadawcy: ePUAP-ID

Dane poswiadczenia

Data doreczenia: 2023-06-01T13:51:02.731
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