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4, OPIS OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R. O
STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH | TYTULE W ZAKRESIE
SZTUKI (DZ. U. NR 65, POZ. 595 ZE ZM.).
A) OSIAGNIECIEM W MYSL WW. USTAWY JEST WSKAZANY PONIZE) JEDNOTEMATYCZNY
CYKL PUBLIKACII, OBJETY TYTULEM:

»Badania natywnych struktur endotoksyn. Od metod klasycznych do HR-MAS NMR i

spektrometrii masowej MALDI”

1. Jachymek W., Niedziela T., Petersson C., tugowski C., Czaja J. i Kenne L. Structures of the O-
specific polysaccharides from Yokenella regensburgei (Koserella trabulsii) strains PCM 2476,
2477, 2478, and 2494: high-resolution magic-angle spinning NMR investigation of the O-
specific polysaccharides in native lipopolysaccharides and directly on the surface of living
bacteria.

Biochemistry, 1999, 38: 11788-11795 IF* 4.493 Liczba cytowan: 33

Indywidualny wktad w autorstwo: 65 %, wiodqcy udziat w planowaniu eksperymentow i
przygotowaniu pracy do druku, prowadzenie hodowli bakteryjnych, uzyskanie i analiza widm
NMR, wykonanie i analiza widm masowych MALDI-TOF, Zaplanowanie doswiadczert NMR —
HR-MAS NMR ustalenie metodyki uzyskiwania widm NMR zawiesin bakteryjnych i
lipopolisacharydow. , przygotowanie metodyki i wykonanie eksperymentow HR-MAS NMR
zywych bakterii. Zaplanowanie eksperymentow ogniskowania sygnatu na czgsteczki
powierzchniowe bakterii. Autor korespondujgcy z redakcjq (w.z. L. K.).

2. Jachymek W., Czaja J., Niedziela T., tugowski C. i Kenne L. Structural studies of the O-specific
polysaccharide of Hafnia alvei strain PCM 1207 lipopolysaccharide.

European Journal of Biochemistry, 1999, 266: 53-61 IF 3.307 Liczba cytowan: 21.
Indywidualny wktad w autorstwo: 65%, autor korespondujqcy z redakcjq (w.z. L.K.), wiodgcy
udziat w planowaniu eksperymentow i przygotowaniu pracy do druku, wiodqcy udziat w
wykonaniu i interpretacji eksperymentéow NMR — opiekun naukowy drugiego autora,

wykonanie i analiza widm masowych MALDI-TOF. Zaplanowanie doswiadczerit NMR — HR-MAS

! Warto$¢ wspotczynnika wptywu (IF) zgodnie z rokiem opublikowania.

3



Zatgcznik 2. Autoreferat z wykazem opublikowanych prac i informacjg o osiagnieciach dydaktycznych.

NMR ustalenie metodyki uzyskiwania widm NMR zawiesin bakteryjnych i lipopolisacharydow. ,
przygotowanie metodyki i wykonanie eksperymentow HR-MAS NMR zywych bakterii.
Zaplanowanie eksperymentdw ogniskowania sygnatu na czgsteczki powierzchniowe bakterii.

3. Czajal., Jachymek W., Niedziela T., Lugowski C., Aldova E. i Kenne L. Structural studies of the
O-specific polysaccharide from Plesiomonas shigelloides strain CNCTC 113/92.

European Journal of Biochemistry, 2000, 267: 1672-1679.1F 2.852 / MNiSW: 20, Liczba
cytowan: 29.

Indywidualny wktad w autorstwo: 58 %, autor korespondujqcy z redakcjq, wiodgcy udziat w
planowaniu eksperymentdw i przygotowaniu pracy do druku, wiodgcy udziat w wykonaniu i
interpretacji eksperymentow NMR — opiekun naukowy pierwszego autora, wykonanie i analiza
widm masowych MALDI-TOF. Zaplanowanie doswiadczert NMR — HR-MAS NMR ustalenie
metodyki uzyskiwania widm NMR zawiesin bakteryjnych i lipopolisacharydow, przygotowanie
metodyki i wykonanie eksperymentéw HR-MAS NMR zywych bakterii. Zaplanowanie
eksperymentow ogniskowania sygnatu na czgsteczki powierzchniowe bakterii.

4. Petersson C., Jachymek W., Klonowska A., tugowski C., Niedziela T. and Kenne L., Structural
studies of the O-specific chains of Hafnia alvei strains 744, PCM 1194 and PCM 1210
lipopolysaccharides.

European Journal of Biochemistry 1997, 245 668-675. IF 3,136 Liczba cytowan: 12.
Indywidualny wktad w autorstwo: 55 %, udziat w planowaniu eksperymentow i przygotowaniu
pracy do druku, wiodgcy udziat w wykonaniu i interpretacji eksperymentéw NMR, wykonanie i
analiza widm masowych MALDI-TOF.

5. Petersson C., Jachymek W., Kenne L., Niedziela T., and tugowski C.

Structural studies of the O-specific chain of Hafnia alvei strain PCM 1190 lipopolysaccharide.
Carbohydrate Research 1997, 298: 219-227 IF 1,437 Liczba cytowan: 8.

Indywidualny wktad w autorstwo: 50 %, udziat w planowaniu eksperymentdw i przygotowaniu
pracy do druku, wiodgcy udziat w wykonaniu i interpretacji eksperymentow NMR, wykonanie i

analiza widm masowych MALDI-TOF.
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b) Omdwienie celu naukowego/artystycznego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Przedstawiony do oceny cykl prac obejmuje zagadnienia badawcze stanowigce przedmiot moich

zainteresowan naukowych:

- analiza struktur lipopolisacharydéw / endotoksyn bakteryjnych,

- wysokorozdzielcza wielowymiarowa spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego
(NMR) i jej zastosowanie w badaniach biologicznych,

- HR-MAS NMR - badania natywnych struktur powierzchniowych zywych komoérek.

- glikomika bakteryjna,

- zastosowanie spektrometrii masowej z desorpcja-jonizacja laserem (MALDI-TOF) w

badaniach struktur cukrowych antygenow bakteryjnych.

Przedstawiona rozprawa habilitacyjna stanowi jednotematyczny cykl pieciu prac oryginalnych

poswieconych badaniom strukturalnym endotoksyn bakteryjnych. Przedtozony cykl publikacji

obejmuje analize strukturalng lipopolisacharydéw trzech gatunkéw Gram-ujemnych bakterii,

Hafnia alvei, Plesiomonas shigelloides, Yokenella regensburgei.

H. alvei nalezgca do Enterobacteriaceae jest raczej rzadkim, ale waznym, oportunistycznym

patogenem wywotujacym infekcje (posocznica, sepsa, choroby uktadu oddechowego) u oséb z

obnizong odpornoscia, noworodkéw i chorych z istniejgcymi przewlektymi chorobami i

nowotworami. Bakterie te izoluje sie w przypadkach mieszanych infekcji szpitalnych. Sg one takze

odpowiedzialne za grozne infekcje na fermach kurzych i hodowlach pstragéw. Lipopolisacharydy

tych bakterii badano od lat skupiajgc sie na charakterystyce taricuchow O-swoistych i oligocukrow

rdzeni.

Plesiomonas shigelloides wywotuje ostre infekcje jelitowe (biegunka podréznych) i jest trzecim pod

wzgledem czestosci wystepowania czynnikiem wywotujagcym tego typu zakazenia w Azji

wschodniej, w grupie obejmujacej Vibrio parahaemolyticus, Samonella spp., Campylobacter spp.,

Aeromonas spp. i Shigella spp. Infekcje pozajelitowe wywotywane przez ten gatunek sg rzadkie

(zapalenie woreczka zdétciowego, septyczne zapalenie stawdw, zapalenie gatki ocznej, zapalenie

opon modzgowo-rdzeniowych i bakteriemia), ale w przypadkach zapalenia opon mdzgowo-

rdzeniowych i sepsy, sg przyczyng wysokiej sSmiertelnosci. Lipopolisacharydy P. shigelloides sg stabo

poznane zarowno pod katem struktury chemicznej, jak i aktywnosci biologiczne;.
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Yokenella regensburgei, nalezy rowniez do grupy Enterobacteriaceae. Dostepne dane
sugerujg, ze ten gatunek bakterii jest réwniez oportunistycznym patogenem. Wiekszos¢
izolowanych szczepdw jest oporna na takie antybiotyki jak penicylina, ampicylina, cefalotyna,
kolistyna i karbenicylina. Trzy ze szczepdw uzytych w moich badaniach sg izolatami klinicznymi.

Gram-ujemne bakterie do ktérych nalezg takie patogeny jak Neisseria meningitidis czy
Yersinia pestis eksponujg na swej powierzchni glikolipidowy komponent zewnetrznej membrany,
ktory jest znany jako lipopolisacharyd (LPS) lub endotoksyna. Endotoksyny (lipopolisacharydy, LPS)
stanowig integralny sktadnik btony zewnetrznej ostony komodrkowej bakterii Gram-ujemnych.
Lipopolisacharydy sg niezbedne do funkcjonowania i przezywalnosci bakterii oraz odgrywajg
istotng role jako czynniki wirulencji bakterii Gram-ujemnych w przypadkach uogdlnionych zakazen,
sepsy i wstrzgsu septycznego. Endotoksyny stanowig nawet do 75% czasteczek budujacych btone
zewnetrzng. Sg to termostabilne, amfifilowe makroczgsteczki. LPS warunkuje prawidtowg budowe
oraz warunkuje stabilno$¢ komorki bakteryjnej. Czasteczki te chronig réwniez przed mechanizmami
obronnymi zainfekowanego organizmu. Ich wielocukrowe farcuchy stanowigce tak zwany O-
antygen sg wyraznie wyeksponowane na zewnatrz komorki.

. Nowe metody spektroskopowe w badaniach natywnych endotoksyn w zawiesinach i
bezposrednio na komédrkach zywych bakterii

Wiekszos¢ dotychczasowych badan powierzchniowych komponentéw bakterii prowadzi sie do tej
pory z uzyciem wyizolowanych, oczyszczonych, czesto wstepnie zdegradowanych czgsteczek.
Badania prowadzi sie takze z pomocg metod immunologicznych in vitro i in vivo, nie dajgcych
bezposrednich informacji strukturalnych. Badania i podejscie do nich prezentowane w tej pracy
pozwala na obserwacje komponentéw komadrek bakteryjnych in situ przy uzyciu wyrafinowanych
metod magnetycznego rezonansu jadrowego — techniki HR-MAS. Takie podejscie pozwala tez na
obserwacje interakcji bakterii z otaczajgcym Srodowiskiem.

Bakterie, a zwtaszcza ich zewnetrzna czes$¢, to zywy ciekty krysztat — struktura o witasciwosciach
posrednich miedzy ciatem statym a substancjg w roztworze. Uzytecznos$¢ informacji spektralnych,
uzyskanych podczas analizy NMR statych lub ciektokrystalicznych substancji, takich jak zywe
komorki jest bardzo ograniczona z powodu zmniejszonej w znaczacym stopniu rozdzielczosci.
Powodem tych ograniczen sg gtéwnie interakcje dipolarne — sprzezenia typu dipol - dipol, oraz tzw.

anizotropia przesunie¢ chemicznych (chemical shift anisotropy). Te opisane powyzej wiasciwosci



Zatgcznik 2. Autoreferat z wykazem opublikowanych prac i informacjg o osiagnieciach dydaktycznych.

komdrek wymuszajg uzycie hybrydowej techniki NMR posiadajgcej zalety zarowno technik NMR
uzywanych w badaniach ciat statych jak i klasycznych technik wysokorozdzielczego NMR uzywanego
do badan roztworow.

Podczas eksperymentu typu High Resolution Magic Angle Spinning HR-MAS (wysokorozdzielczy
NMR z wirowaniem pod magicznym katem) heterogenna lub wielofazowa prébka jest poddana
wirowaniu z wysokg predkoscig katowa (typowo 3-5 kHz) wokoét osi zorientowanej pod katem
wynoszgcym 54,7° wzgledem statycznego pola magnetycznego (tak zwany , magiczny kat”). MAS
usrednia i zeruje wszystkie anizotropowe interakcje magnetyczne takie jak sprzezenia dipolowe
(residual dipolar couplings), anizotropia przesuniecia chemicznego czy tez efekt podatnosci
magnetycznej (bulk magnetic susceptibility effects), ktére sy odpowiedzialne za znaczne
poszerzanie linii sygnatow w prébkach heterogennych — pdétptynnych, gestych etc. Zwigzane jest to
z restrykcjg mobilnosci czgsteczek. Te wtasnie cechy ciat statych uniemozliwiajg uzyskiwanie widm
NMR z dobrg rozdzielczoscig w konwencjonalnych eksperymentach. Z tych samych powoddéw
technika MAS umozliwia uzyskiwanie widm wysokiej rozdzielczosci poréwnywalnych z tymi
uzyskiwanymi w przypadku klasycznych eksperymentéw z substancjami w roztworach.
Konsekwencjg MAS jest takze znaczgce zwiekszenie poziomu sygnatu w stosunku do szumu, a co za
tym idzie zwiekszenie czutosci sond i eksperymentow NMR wykonywanych na prébkach o
wiasciwosciach przypominajgcych ciekte krysztaty.

Istnieje bardzo duza rdznica miedzy widmami rezonansowymi cieczy i roztworow rzeczywistych i
widmami ciat statych. W przypadku ciata statego nalezy bowiem uwzgledni¢ nie tylko
oddziatywania miedzy zewnetrznym polem magnetycznym BO a momentami jadrowymi, lecz takze
oddziatywania dipoli magnetycznych miedzy sobg. Na skutek tych oddziatywan powstajg lokalne
zmiany natezenia pola AB. Dla dwdch dipoli jadrowych znajdujacych sie w odlegtosci r ktérych
wektor potozenia tworzy z kierunkiem pola B, kat 8 zmiane te opisuje rownanie:

AB=+3/214(3c0s?6-1)r 3 /4T
w tym réwnaniu M, jest przenikalno$cig magnetyczng prézni. Wartosc BO jest zatem inna w réznych

punktach ciata statego. W przypadku cieczy wyrazenie 3cos?6-1 staje sie réwne zeru ze wzgledu na
przypadkowe termiczne ruchy translacyjne i rotacyjne czasteczek. Dipolowe oddziatywania

wowczas znikajg i tylko w takim przypadku mozna otrzymac¢ widma o dobrej rozdzielczosci z
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sygnatami o szerokosci 1Hz lub mniejszej. Jest to spektroskopia duzej rozdzielczosci.

Spektroskopia krysztatéw i ciat statych generuje szerokie sygnaty i jest to dziedzina NMR ciata

statego. Nalezy jednak zauwazyé, ze element réwnania (3 cosze—l) jest réowny 0 gdy kat © wynosi
54.7°. Takie zjawisko ma miejsce w przypadku bardzo szybkiego obracania krysztatu wokét osi
ktéra tworzy z kierunkiem pola magnetycznego BO ,magiczny kat” 54.7°. W ten sposéb w idealnym
przypadku mozna catkowicie usung¢ oddziatywania dipolowe momentéw jagdrowych ze wzgledu na
to, ze potozenie wektordw usredni sie do wartosci kata 6 rownej 54.7°. Ten parametr umozliwia
analize matych czasteczek lub biopolimerdw ktére posiadajg swobode ruchu lub budujg biologiczne
struktury pétptynne. W szczegdlnym przypadku prezentowanych publikacji umozliwito to badanie
czgsteczek wbudowanych w btone biologiczng bakterii.

. Metodyka filtrowania sygnatu ze wzgledu na wtasciwosci czgsteczek endotoksyn.

Filtr T2 - filtr relaksacji poprzecznej. Program pulséw CPMG '90-(1-180-T)n-akwizycja'. CPMG to
seria pulsow typu powtarzajacych sie szybkich eksperymentdéw spin-echo. Powtarzajace sie echa
spinowe usuwajg sygnat NMR duzych i bardzo duzych czasteczek. Ten program impulséw pozwala
na relaksacje wiekszych czgsteczek majacych krétki czas T2 (relaksacji poprzecznej) przed detekcja
interesujgcych nas sygnatéw. Duze makroczgsteczki majgce matg swobode ruchu charakteryzujg sie
krétkimi czasami relaksacji T2. Te mniejsze i o wiekszej swobodzie ruchu takie jak na przykfad czesci
dtugich tancuchdéw cukrowych lipopolisacharydoéw, ktore pomimo wbudowania w btone biologiczng
zachowujg sie tak jakby byty w rzeczywistym roztworze (przynajmniej pod wzgledem mobilnosci)
posiadajg znaczgco dtuzsze czasy relaksacji T2. Te czgsteczki emitujg jeszcze sygnat NMR po czasie
w ktorym zanikt juz sygnat wiekszych czasteczek. To pozwala na wybieranie (mozemy zogniskowac
odbieranie sygnatu z okreslonych czasteczek) typu i wielkosci czgsteczek ktére obserwujemy w
eksperymencie NMR. Mozemy w ten sposdb filtrowaé sygnaty biatek i lipidéw o krétkich i bardzo
krotkich T2 a ogniskowac obserwacje na tancuchach cukrowych endotoksyn, ktére zachowujg sie
tak jak wyizolowane wielocukry w roztworze rzeczywistym pomimo tego ze sg wbudowane w
btone zewnetrzng bakterii. Tego typu eksperymenty mozemy prowadzi¢ bezposrednio na
zawiesinie bakterii, oraz na wyizolowanej niemodyfikowanej endotoksynie, ktéra tworzy micele a
nie tworzy roztworu rzeczywistego.

W eksperymentach HR-MAS NMR wzbogacanie biosyntetyczne bakterii w izotopy *C i ©°N, ktérych

naturalna zawartos$¢ jest niska jest korzystne metodologicznie i czesto wrecz wskazane. Ze wzgledu
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na to, ze niektére eksperymenty 2D (HSQC, HMBC) i wtasciwie wszystkie 3D sg oparte na transferze
magnetyzacji pomiedzy protonem a heteroatomem, niepraktyczne wydaje sie wykonywanie tych
eksperymentéw bez wzbogacania. Wtasciwe znakowanie izotopowe nie tylko zwieksza czutos¢, ale

takze dodaje selektywnosci opartej na réznych szlakach biosyntezy w komadrkach bakteryjnych.

Badania spektroskopowe metodg wysokorozdzielczej spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego z wirowaniem pod “magicznym katem” (HR-MAS NMR) wielocukréw O-swoistych w
natywnych lipopolisacharydach i bezposrednio na powierzchni Zzywych komoérek bakterii
Yokenella regensburgei szczepéw PCM 2476, 2477, 2478 i 2494 (publikacja nr 1)

Przy zastosowaniu spektroskopii NMR w tym specjalistycznej techniki HR-MAS w pofaczeniu z
klasycznymi chemicznymi i immunologicznymi metodami zostaty ustalone nowe struktury
fragmentu endotoksyny: wielocukrow O-swoistych, ktore sg charakterystyczne i unikatowe dla
gatunku Yokenella. Ustalony podstawowy modut struktury to: ->)3a-D-FucpNAc-(1->2)-L-a-D-
Hepp-(1->3)-6-deoksy-a-L-Talp—> zostat zidentyfikowany we wszystkich czterech badanych
szczepach bakterii. Roéznice we witasciwosciach immunologicznych tych endotoksyn s3
spowodowane grupami O-acetylowymi podstawiajgcymi reszte 6-deoksy-L-talozy. Zaobserwowano
wyrazne réznice w widmach NMR pomiedzy szczepem PCM 2476 a trzema pozostatymi badanymi
szczepami. Wykazano, ze reszty O-acetylowe podstawiajg 6-deoksy-L-taloze we wszystkich
badanych szczepach. Tylko w przypadku szczepu PCM 2476 ustalono dodatkowe podstawienie
talozy w pozycji O4.

Badania HR-MAS NMR umozliwity réwniez uzyskanie petnych informacji spektralnych dla zawiesin
endotoksyn. Mozliwe byto zaréwno ustalenie petnego zestawu weglowych i protonowych
przesunie¢ chemicznych oraz peten opis struktury — nigdy wczesniej nie uzyskano takich danych
NMR dla natywnego niemodyfikowanego preparatu LPS. Grupy O-acetylowe 6-deoksy-L-talozy
powodowaty znaczgce zmiany przesunie¢ chemicznych sgsiadujacej reszty - 2)-L-a-D-Hepp—> takie
jak przesuniecie w goére pola sygnatu H2 do & 3.80 ppm dla 2477, 2478 i 2494 i do 3.66 ppm dla
szczepu 2476 co dato nowe tatwe do interpretacji sygnaty w widmach NMR.

Metodologia HR-MAS NMR zostata takze zastosowana do bada immunodominujacych struktur O-
polisacharydowych endotoksyn, budujacych ostone bakteryjng in situ, w zywych bakteriach.

Widma  HR-MAS NMR wykonane bezposrednio na nietknietych bakteriach wykazaty, ze
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przesuniecia chemiczne grup reporterowych mogg by¢ dobrym znacznikiem gtéwnych
powierzchniowych antygendéw (O-antygendw) bakterii Gram—ujemnych. Uzyskane w ten sposdb
dane spektralne HR-MAS NMR dostarczyty informacji chemicznych dotyczacych struktury tego
fragmentu endotoksyny. Dane spektralne HR-MAS NMR byly zgodne z wynikami badan
immunologicznych. Nalezy zauwazy¢ tez, ze w przypadku testéw immunologicznych takich jak
ELISA czy immunoblotting z uzyciem surowic poliklonalnych, mozna nie wykry¢ znaczgcej réznicy w
przypadku blisko spokrewnionych szczepoéw bakterii, natomiast zmiany w widmach HR-MAS NMR
pozwalajg na jednoznaczne odréznienie szczepdw réznigcych sie tylko podstawieniem jedng grupa
O-acetylowa.

W pracy tej uzyskano po raz pierwszy dane spektroskopowe NMR o wysokiej rozdzielczosci
bezposrednio z powierzchni zywych komérek bakteryjnych. Wykazano réwniez po raz pierwszy, ze
O-swoiste wielocukrowe czesci endotoksyn obserwowane na powierzchni bakterii majg takg sama
strukture jak w LPS i izolowanym wielocukrze. Udowodniono ich identycznos$¢ i pozwolito to
rozrézni¢ struktury wszystkich badanych szczepdéw Yokenella. Wykazano, ze struktury endotoksyn
moga by¢ badane w ich oryginalnej natywnej formie wystepujgcej na powierzchni zywych bakterii.
Udowodniono uzytecznos¢ HR-MAS NMR do badan, wykrywania i charakterystyki in situ struktur
czasteczek chemicznych — zaréwno matych metabolitéw jak i duzych bardziej mobilnych
makromolekularnych komponentéw, ktére mozna tez obserwowac¢ w zywych bakteriach w czasie
rzeczywistym.

Pokazano takze, ze jest mozliwa detekcja réznic w budowie chemicznej O-antygendw bezposrednio
na bakteriach i mozna skorelowac te rdznice z badaniami immunologicznymi. Tego podejscia
mozna bytoby uzy¢ w szybkim typowaniu bakteryjnych (a takze innych antygenéw komadrkowych)

jesli dostepne sg referencyjne dane NMR.

Badania H. alvei szczepu PCM 1207 (publikacja nr 2).

Pionierskie wyniki dotyczace udanej préby uzyskania jednowymiarowych widm technikg HR-MAS
NMR opublikowano dla LPS 1207. Zawarta w nich informacja strukturalna pozwalata na wstepne
poréwnanie sktadu polisacharydu O-swoistego otrzymanego za pomocg chemicznej degradacji LPS
z regionem fancucha O-swoistego obecnym w natywnej czgsteczce LPS. Powodzenie tej prdby

umozliwito sledzenie ewentualnych zmian w strukturach regionéw LPS (utrata labilnych sktadnikow,
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stopien O-acetylacji), do ktérych moze dochodzi¢ podczas chemicznej obrébki LPS dla celéw ich
analizy strukturalnej. Otworzyto to droge dla pierwszych préob poréwnywania oraz oceny struktur
O-antygendw in situ, bez koniecznosci przeprowadzania czasochtonnych preparacji i analiz
strukturalnych. Zastosowano zaréwno klasyczne techniki badan strukturalnych uzupetnione o
badania nowoczesnymi wyrafinowanymi technikami HR-MAS NMR i spektrometrii masowej z
desorpcjg-jonizacjg laserem (MALDI-TOF) i tandemowg spektrometria masowg z uzyciem
wysokorozdzielczego czterosektorowego spektrometru masowego.

Analiza HR-MAS NMR wyizolowanej endotoksyny wykazata w uzyskanych widmach zaréwno
sygnaty pochodzgce z wielocukru O-swoistego jak i sygnaty pochodzace z niepodstawionej czesci
rdzeniowej tego lipopolisacharydu. Badania te potwierdzity obecnos¢ opisanej klasycznymi
metodami struktury w nienaruszonych czgsteczkach lipopolisacharydéw. Widmo masowe MALDI-
TOF de-0-acetylowanego polisacharydy O-swoistego wykazato serie gtdwnych jonow o réznicy mas
1046 Da. Widmo byto charakterystyczne dla wielocukru zbudowanego z serii powtarzajgcych sie
podjednostek, a réznica pomiedzy wyliczong masg cukrow budujgcych podjednostke wynoszaca
892 Da, a zarejestrowang masg wskazata na istnienie dodatkowej grupy fosforanu glicerolu, ktoéry
zostat nastepnie zidentyfikowany a jego pozycja potwierdzona w eksperymentach *'P NMR i H-P

HMQC NMR. Ustalono, ze D-Gro-1-P- podstawia — 4-D-GalNAc w pozycji C3.

Badania strukturalne wielocukru O-swoistego Plesiomonas shigelloides szczepu CNCTC 113/92
bezposrednio na bakteriach, w izolowanym LPS i w formie oczyszczonego polimeru. (publikacja
nr 3)

Jedna z pierwszych publikacji dotyczgca struktur antygendéw O-swoistych Plesiomonas shigelloides.
W pracy tej zostata ustalona struktura nowej unikatowej, szesciocukrowej powtarzajgcej sie
podjednostki budujgcej O-antygen. W pracy tej wprowadzono eksperymenty HR-MAS NMR na
bakteriach hodowanych na mediach zawierajagcych D-[1-*C]glukoze. Poréwnywano wyniki
uzyskane dla izolowanego polisacharydu O-swoistego, zawiesiny endotoksyny zawierajacej ta
strukture oraz zawiesiny bakterii w eksperymentach HR-MAS-NMR | wyniki uzyskane za pomocg
klasycznego podejscia do badan NMR. Uzyskano zaréwno protonowe widma jednowymiarowe jak i
widma korelacji proton — wegiel ruchomych gietkich struktur wielocukréw O-swoistych, nawet jesli

te sktadniki endotoksyny bylty zwigzane z czescig lipidowa, czy tez budowaty $ciane komdrkowsa.
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Ustalono ze mozna zaobserwowa¢ odpowiednie sygnaty protondéw i wegli anomerycznych w
widmach uzyskanych dla zawiesin LPS i bakterii. W przypadku gdy bakterie byty hodowane na
medium zawierajgcym D-[1-*C]glukoze ustalono ze *C byt wtgczany w strukture kazdego z cukrow
budujacych podjednostke nie tylko w pozycji C1, ale rowniez w innych pozycjach cukréw takich jak
np. heptoza oraz w grupach acetylowych. Dane z tych eksperymentdéw pozwolity na uzyskanie
prostszych do analizy widm NMR bakterii oraz znacznie podniosty ich czutos¢. Potwierdzono takze
identycznos¢ izolowanej struktury O-antygenu ze strukturg obecng w zywych bakteriach.
Przeprowadzone eksperymenty wskazaty na wage wzbogacania bakterii w *C w celu umozliwienia
niektorych eksperymentéw dwuwymiarowych — czutosé tych eksperymentéw zostata podniesiona
kilkadziesiat razy.

Badania strukturalne tancuchéw O-swoistych lipopolisacharydow Hafnia alvei szczepow 744,
PCM 1194 i PCM 1210. (publikacja nr 4)

Klasyczne podejscie do analizy wielocukrowych antygenéw O-swoistych — wielocukrowych czesci
endotoksyn bakterii Gram-ujemnych. Dodatkowo zastosowano w badaniach tych struktur
magnetyczny rezonans jgdrowy i spektrometrie masowgq z jonizacjg i desorpcjga laserem MALDI-
TOF. Publikacja dotyczy ustalenia nowej struktury tancuchéw O-swoistych trzech szczepéw bakterii
Hafnia alvei: 744, PCM 1194 i PCM 1210. We wszystkich tych strukturach najwazniejszg cecha
charakterystyczng jest skfadnik fosforanowy tgczacy wigzaniem fosfodwuestrowym kolejne
powtarzajgce sie jednostki oligocukrowe. Ta zwigzana glikozydowo grupa fosforanowa nadata
badanym wielocukrom O-swoistym charakter kwaséw tejchojowych.

Badania strukturalne tancuchéw O-swoistych lipopolisacharydéw Hafnia alvei szczepu PCM
1190. (publikacja nr 5)

Druga w kolejnosci publikacja faczgca klasyczne chemiczne podejscie do analizy wielocukrowych
bakterii Gram-ujemnych antygenéw O-swoistych z zaawansowanymi badaniami metodami
spektrometrii masowej z jonizacjg, desorpcjg laserem i badaniami NMR. Publikacja dotyczy
ustalenia nowej struktury taicucha O-swoistego szczepu bakterii Hafnia alvei PCM 1190. W tej
strukturze najwazniejszg cechg charakterystyczng sg dwa labilne cukry w formie furanoz:
terminalna D-galaktofuranoza oraz podstawiona na drugim i pigtym weglu D-rybofuranoza.
Kluczowym elementem ustalania struktury byty instrumentalne analizy spektromertrii masowe;j

MALDI-TOF pozwalajgce na wyodrebnienie frakcji oligocukrowej pozwalajgcej na potwierdzenie i
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ustalenie sekwencji cukréw budujacych O-antygen w eksperymentach MS-MS.

Podsumowanie.

Cecha wspdlng przedtozonych publikacji jest catosciowe podejscie do analizy strukturalnej
lipopolisacharyddw opisanych powyzej bakterii. Opisane prace pokazujg przejscie od podejscia
klasycznego, tj. badania wyizolowanych, czesSciowo zdegradowanych sktadnikéw endotoksyn,
uzupetnionego zastosowaniem spektrometrii masowej MALDI-TOF, do badan catych
niezdegradowanych struktur zawiesin endotoksyn i tych struktur bezposrednio w komodrkach
bakteryjnych. Nadrzednym celem byto badanie natywnych struktur lipopolisacharyddw.
Catosciowy opis rzeczywistej struktury tych czasteczek byt mozliwy jedynie w przypadku
zastosowania do badan szeregu uzupetniajacych sie chemicznych metod analitycznych oraz
nowoczesnych technik instrumentalnych, takich jak spektrometria mas MALDI-TOF (matrix-
assisted laser desorption/ionization - time of flight), spektrometria mas sprzezona z
chromatografig gazowa (GC-MS) oraz spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego (nuclear
magnetic resonance), NMR a zwtaszcza HR-MAS NMR. W przypadku wszystkich wymienionych
gatunkéw bakterii przedstawione prace stanowig pierwsze doniesienia dotyczgce analizy
strukturalnej tak waznego dla wirulencji tych Gram-ujemnych bakterii lipopolisacharydu in situ i
analizy izolowanych LPS i ich czesci bez ich uprzedniego cze$ciowego zniszczenia.

Za najwazniejsze osiggniete rezultaty uwazam:

. Opracowanie metodyki i wprowadzenie po raz pierwszy analizy struktur cukrowych
bezposrednio na powierzchni zywych komadrek bakteryjnych z uzyciem technik wielowymiarowego
magnetycznego rezonansu jagdrowego.

. Pionierskie badania wielocukrowych struktur endotoksyn bakterii Gram- ujemnych po
wzbogaceniu izotopem *C, co umozliwito eksperymenty dwuwymiarowe HR-MAS NMR
bezposrednio na komadrkach bakteryjnych.

. Identyfikacje nowej struktury wielocukru O-swoistego endotoksyny bakteryjnej bez
uprzedniej izolacji z komérek bakterii.

. Badania wielocukrowych sktadnikdéw endotoksyn bakteryjnych z zastosowaniem
spektrometrii masowej z desorpcja/jonizacjg laserem z matrycy statej MALDI-TOF.

W kazdej z powyzej wymienionych publikacji, to nierutynowe podejscie do analizy strukturalnej

LPS, zostato zastosowane w celu poznania rzeczywistej budowy i detekcji czgsteczek endotoksyn
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bezposrednio na komadrkach bakteryjnych.

Wybrane przeze mnie prace wyznaczajg nowy kierunek badan endotoksyn i innych sktadnikow
bakterii. Jest to jeden z nowoczesnych aspektéw badan struktur lipopolisacharydéw. W tych
badaniach kierunki rozwoju byty wytyczane w Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow i
Szczepionek w IITD PAN we Wroctawiu oraz na Wydziale Chemii, SLU w Uppsali w Szwecji. Badania
te stanowity podstawe umozliwiajgcg badania skomplikowanych struktur makroczasteczek
antygendéw cukrowych. Nowoczesne metody instrumentalne (HR NMR, HR-MAS-NMR i MALDI-MS)
pozwalajag w petni opisywaé istotne dla aktywnosci szczegéty strukturalne natywnych,
niemodyfikowanych czgsteczek LPS. Badania strukturalne dotyczgce endotoksyn, w powigzaniu z
badaniami immunologicznymi oraz studiami dotyczagcymi oddziatywan tych czgsteczek z
receptorami i przeciwciatami stanowig podstawe, umozliwiajgcg zrozumienie molekularnych
mechanizmow rozwoju sepsy i wstrzgsu septycznego. Badania te mogg stuzy¢ za punkt wyjscia dla
opracowywania metod diagnostycznych oraz strategii terapeutycznych przeciwko zakazeniom

bakteryjnym.

5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

Podsumowanie.

Moj dorobek naukowy obejmuje wspodtautorstwo w 32 anglojezycznych pracach oryginalnych
opublikowanych w czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports (w tym 29
pracach oryginalnych opublikowanych po uzyskaniu stopnia naukowego doktora: pierwszy autor - 5
prac), autorstwo i wspotautorstwo w 3 pracach przegladowych, 48 komunikatow zjazdowych, 6
referatow wygtoszonych na miedzynarodowych konferencjach naukowych, 1 krajowe zgtoszenie
patentowe oraz 1 miedzynarodowe zgtoszenie patentowe. Sumaryczny wspoétczynnik wptywu (IF,
impact factor) prac oryginalnych wynosi 82,6. Do dnia 31 stycznia 2013 r., wedtug bazy Web Of
Science (WQS), prace byty cytowane 372 razy (wytgczajac autocytowania 278 razy). Indeks Hirsha
moich prac wynosi 11. taczny IF pieciu prac objetych rozprawa habilitacyjng wynosi 15,225, przy
liczbie cytowan 103. Ponadto, w ramach dziatalnosci naukowej uczestniczytem w 9 zrealizowanych
projektach badawczych finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, oraz w 4
projektach badawczych realizowanych w chwili obecnej, w tym jednym projekcie rozwojowym

finansowanym z funduszy Narodowego Centrum Badan i Rozwoju (2010-2013) oraz projekcie
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finansowanym ze srodkéw UE w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka we
wspotpracy z WCB EIT+ (2009-2014). W przypadku 1 z ww. projektéw petnitem funkcje kierownika
projektu badawczego.

Obecnie petnie role opiekuna naukowego pracy doktorskiej dotyczgcej neoglikokoniugatowej
szczepionki hybrydowej wykorzystujgcej struktury tzw. zwitterjondw cukrowych i toksyn
bakteryjnych. Uczestnicze w organizowaniu nowego Laboratorium NMR IITD PAN wyposazonego w
wysokoczute i unikatowe sondy do badan w prébdéwkach kapilarnych (objetosci 30-150 L) i HR-
MAS-NMR (spektroskop 600 MHz). Laboratorium to pozwoli rozwija¢ we Wroctawiu unikatowe
badania dotyczgce antygendéw bakteryjnych i oddziatywan ligand — receptor na poziomie
molekularnym.

Moje obecne zainteresowania dotyczg zarédwno badan bardzo skomplikowanych
kilkunastocukrowych struktur (na granicy mozliwosci wspdtczesnych technik analitycznych) oraz ich
oddziatywan jako ligandéw z biatkami (receptorami i przeciwciatami). Wprowadzam tez, badania
glikozylacji biatek bakteryjnych patogennych bakterii takich jak Salmonella, Clostridium difficile i
Bordetella pertussis. Jest to ogdlnie pojeta glikomika i analityczna chemia biologiczna oligo- i

wielocukréw.

a) Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace dyplomowg, realizowatem pod kierunkiem prof. dr hab. Czestawa tugowskiego w
Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojéw i Szczepionek w Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. Tematem wiodgcym tego laboratorium sg immunochemiczne i
biologiczne wiasciwosci endotoksyn bakteryjnych oraz ich struktury chemiczne. Realizowana przeze
mnie praca magisterska, zatytutowana “Badania immunochemiczne lipopolisacharydu Hafnia alvei
32” dotyczyta wstepnej analizy strukturalnej i serologicznej wielocukru O-swoistego LPS.

Po ukoniczeniu studiéw, w 1991 r., rozpoczatem prace w IITD PAN we Wroctawiu na stanowisku
asystenta w Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojéw i Szczepionek. Angazowatam sie we
wszystkie kierunki prowadzonych badan - od analiz strukturalnych lipopolisacharydéw do badan
dotyczacych serologii i immunologii bakterii Gram- ujemnych. Niezbednym elementem
realizowanych prac badawczych byta wieloletnia wspétpraca z prof. Lennartem Kenne z SLU w

Uppsali i mozliwos¢ korzystania z niedostepnych woéwczas w naszym laboratorium spektroskopdéw
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NMR i spektrometréw masowych. Podczas wykonywania mojej pracy doktorskiej odbytem facznie
czteromiesieczny staz w Instytucie chemii SLU w Uppsali gdzie w laboratoriach spektrometrii
masowe] i NMR wykonatem samodzielnie badania strukturalne antygendw bakteryjnych z uzyciem
spektrometréw masowych MALDI-TOF i FAB MS-MS oraz spektroskopu NMR 400 MHz. Podczas
tych wyjazdéw zapoznatem sie z technikg magnetycznego rezonansu jagdrowego.

Rozpoczete w ramach mojej pracy magisterskiej badania nad tancuchem O-swoistym LPS H. alvei
PCM 32 zaowocowaty ustaleniem struktury pentasacharydowej podjednostki fancucha O-
swoistego LPS H. alvei 32 (publikacja 25) oraz struktur wielocukrow O-swoistych i oligocukrow

rdzeniowych H. alvei szczepu PCM 1192 (publikacje 1a, 3a).

b) Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Po obronie pracy doktorskiej w IITD PAN odbytem miesieczny specjalistyczny kurs NMR w
Instytucie Chemii SLU w Uppsali. Kontynuowatem réwniez prace dotyczgce struktur i wtasciwosci
biologicznych endotoksyn.

Ponizej przedstawitem wybrane aspekty mojej pracy nie zwigzanej z opisanym powyzej cyklem prac
habilitacyjnych.

. Udziat w badaniach dotyczacych ztozonych wielkoczgsteczkowych antygenow
powierzchniowych bakterii (zaréwno Gram-ujemnych jak i Gram-dodatnich. Planowatem i
wykonywatem eksperymenty metodami wysokorozdzielczego NMR oraz spektrometrii masowej
MALDI-TOF. Interpretowatem widma NMR i ustalatem struktury skomplikowanych cukrowych
antygendw. Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek jest obecnie jednym z
niewielu laboratoriédw na Swiecie podejmujgcych sie badan tak duzych, labilnych i
skomplikowanych struktur cukrowych antygendw. (publikacje 2, 3, 8, 9, 10)

. Analiza lipidu A czterech lipopolisacharydéw H. alvei 32 i PCM 1192, 1206, 1207. Sktad
amidowo- i estrowo zwigzanych kwaséw ttuszczowych ustalono przy pomocy GC-MS. Przy uzyciu
wielostopniowe]j spektrometrii mas z jonizacjg przez elektrorozpylanie (ESI-MSn) zidentyfikowano
miejsca podstawienia szkieletu cukrowego kwasami ttuszczowymi. (publikacja 5)

. Badania dotyczace potencjalnych sktadnikow szczepionek antyendotoksynowych, ich
projektowanie, synteza i charakterystyka immunochemiczna. Badania te byty kontynuacjg prac nad

indukowaniem przeciwciat o aktywnosciach antyendotoksynowych. Podstawowym elementem
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badan byto wykorzystanie jako antygendw, wybranych oligocukréw rdzeni budujgcych region LPS o
ograniczonej zmiennosci. Prace dotyczyly zastosowania jako sktadnika szczepionki
antyendotoksynowej, glikokoniugatow oligocukréw rdzeni z biatkiem nos$nikowym (toksoid tezcowy
TT) i mozliwosci zapobiegania zakazeniom bakteriami Gram-ujemnymi, E. Coli, S. sonnei, S. flexnerii
. (publikacje 12, 14, 26, 27, 28)

. Badania strukturalne zwigzane z okresleniem lokalizacji w strukturze lipopolisacharydéw H.
alvei 32 i PCM (Polish Collection of Microorganisms) 1192 labilnego tréjcukru zawierajgcego Kdo:
L-a-D-Hep-(1->4)-[a-D-Galp60Ac-(1->7)]-a-Kdo-(2->.

Tego typu tréjcukry byty juz wezesniej identyfikowane we frakcjach oligocukrowych otrzymywanych
z LPS H. alvei w wyniku klasycznej procedury degradacji LPS (hydroliza), jednak ze wzgledu na
kompleksowos¢ wymaganych analiz nie ustalono ich lokalizacji w strukturze LPS. Analizie
strukturalnej przy pomocy spektroskopii NMR oraz spektrometrii masowej MALDI-TOF i ESI-MS
poddano de-N,O-acylowane LPS 32 i 1192, w ktérych zachowano kwasolabilne wigzania pomiedzy
resztami Kdo a pozostatymi sktadnikami czasteczki. Wykazano, ze tréjcukier stanowi integralng,

dystalng czes$¢ regionu zewnetrznego oligocukru rdzenia. (publikacja 6)

Podczas pracy w Laboratorium Szczepionek Glikokoniugatowych i Antynowotworowych,
Glikobiologii Eukariotycznej, Instytutu Nauk Biologicznych NRC (Ottawa, Kanada) w latach 2003-
2006:

. prowadzitem badania NMR dotyczagce charakterystyki strukturalnej i konformacji
natywnych i modyfikowanych (pozbawionych kwasu sjalowego) wielocukrow kapsularnych
Streptococcus grupy B typu 5 (GBS 5). Ustalitem brak epitopu konformacyjnego i brak interakcji
miedzy terminalnym kwasem sjalowym a resztami cukrowymi gtéwnego tancucha struktury
antygenu cukrowego. Konformacja tego wielocukru nie zmienia sie po usunieciu kwasu sjalowego.
Epitop rozpoznawany przez specyficzne przeciwciata ochronne jest zalezny tylko od struktury
rdzenia budujacego gtdwny tancuch wielocukrowy. Badania te byty czescig projektu dotyczacego
inzynierii struktur cukrowych w antygenach szczepionkowych w celu poprawienia ich wfasciwosci
ochronnych i przetgczania odpowiedzi immunologicznej z produkcji przeciwciat typu IgM do
produkcji przeciwciat typu IgG. (publikacja 7)

. Prowadzitem badania oddziatywan przeciwciat monoklonalnych takich jak 13d9 i 735 z
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kwasami oligosjalowymi i wielosjalowymi (PSA). Bytem odpowiedzialny za otrzymanie i
interpretacje danych NMR dotyczgcych narastania transferu saturacji w eksperymentach typu STD
NMR (saturation transfer difference), Badania eksperymentalne systemu13d9 / nprSA10 (kwas N-
propionylo-sjalowy),, typu przeciwciato /ligand oligocukrowy. Wykonywatem tzw. mapowanie
epitopu i jego konformacji w przypadku zwigzania z przeciwciatem (komunikat 10, 11).

. Prowadzitem badania dotyczgce roli kwasu wielosjalowego w interakcjacjach typu
gospodarz — bakteria. Uczestniczytem w projektach dotyczacych préb projektowania i bioinzynierii
tych struktur cukrowych. Wprowadzane byty rdine nienaturalne modyfikacje tych struktur,
zmieniajgce wtasciwosci tych czasteczek jako antygendéw. Umozliwito to selektywne wytgczanie
szlakbw rozpoznania antygendw i modyfikowato rozpoznawanie tych struktur przez swoiste
przeciwciata ochronne. Bytem odpowiedzialny za wprowadzenie nowych metod magnetycznego
rezonansu jgdrowego umozliwiajgcych obserwacje tych interakcji i detekcje wptywu subtelnych
modyfikacji na epitopy i konformacje antygenow kwaséw oligo — i wielosjalowych. Wykazatem, ze
spektroskopia STD NMR (saturation transfer difference) moze zosta¢ uzyta w badaniach interakgji
silnie wigzgcych sie antygendw modyfikowanych kwaséw wielosjalowych. Opracowatem schemat
metodyczny projektu badawczego dotyczgcego interakcji i metodyke selektywnego
chemoenzymatycznego znakowania scisle okreslonych pozycji kwasu N-propionylo-sjalowego w
celu wyznaczenia wktadu réznych pozycji kwaséw sjalowych epitopu konformacyjnego w wigzanie
z ochronnym przeciwciatem monoklonalnym. Manukrypt: The antigen-binding site of an N-
propionylated polysialic acid-specific antibody protective against group B meningococci is
consistent with extended epitopes. GLYCO-2012-00204 submitted (komunikat 10).

. Badania swoistosci oddziatywan sktadnikéw ukfadu dopetniacza z endotoksynami
bakteryjnymi. Badania dotyczg istotnych dla wrodzonej odpornosci czgsteczek: ludzkiej MBL i
fikoliny-3 - kluczowych elementéw uktadu dopetniacza oraz lipopolisacharydéw H. alvei.
Pierwszym etapem byta identyfikacja LPS H. alvei wigzanych przez MBL i fikoline-3, ustalenie
regiondw LPS biorgcych udziat w oddziatywaniu, a takze ocena aktywnosci biologicznej
komplekséw MBL-LPS, tj. zdolnosci do aktywacji drogi lektynowej dopetniacza i wywotywania

wstrzgsu anafilaktoidalnego u myszy. (publikacja 1)

. Obecnie uczestnicze réwniez w nowym projekcie europejskim (Klebsicure) dotyczacym
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opracowania strategii terapeutycznej opartej na biernej immunizacji przeciwciatami
monoklonalnymi oraz kampanii diagnostycznej skierowanej przeciwko ostrym infekcjom
wywotywanym przez Klebsiella ,Development of monoclonal antibody-based passive immune
therapy and companion diagnostics for severe Klebsiella infections” Celem projektu jest
opracowanie strategii terapeutycznej polegajgcej na biernej immunizacji przy uzyciu przeciwciat
monoklonalnych, ktdra skierowana bedzie przeciwko nowo pojawiajgcym sie (emerging) infekcjom
wywotywanym przez lekooporne szczepy Klebsiella spp., ktorym towarzyszy wysoka $miertelnosé.
Dodatkowym celem jest takze opracowanie metod diagnostycznych majacych na celu identyfikacje
i charakterystyke pacjentdw wymagajgcych zastosowania opracowywanej strategii terapeutyczne;j.
Bioragc pod uwage czestos¢ wystepowania, szybko$¢ nabywania opornosci na antybiotyki oraz
ciezkos¢ przebiegu zakazenia, bakterie z rodzaju Klebsiella nalezg do jednych z najwazniejszych
patogendw wywotujgcych infekcje szpitalne. Zagrozenie ze strony lekoopornych szczepow
Klebsiella stanowi istotny problem medyczny wszystkich szpitali, a przede wszystkim oddziatéw
intensywnej terapii, bowiem infekcje tego typu zagrazajg przede wszystkim zyciu noworodkow oraz
0s6b z obnizong odpornoscia wynikajgcg z obecnosci przewlektych chordb i/lub wykonywanych
zabiegéw operacyjnych. Infekcje szpitalne, ktérych dotyczy opisywany projekt przyczyniajg sie w
duzej mierze do obnizenia przezywalnosci wsrdd pacjentéw oddziatéw intensywnej terapii oraz sg
powodem wzrastajgcych kosztéw opieki medycznej. W obliczu braku skutecznych antybiotykow
dziatajgcych na lekooporne szczepy Klebsiella, uzasadnione wydaje sie poszukiwanie nowych,

alternatywnych dla antybiotykdéw strategii terapeutycznych.

. PRACE NAUKOWE

1.1. PRACE NAUKOWE OPUBLIKOWANE PRZED UZYSKANIEM STOPNIA NAUKOWEGO
DOKTORA.

1.1.1. Autorstwo lub wspétautorstwo publikacji naukowych w czasopismach znajdujacych sie w

bazie Journal Citation Reports (JCR).

1a Jachymek, W., Lugowski, C., Romanowska, E., Witkowska, D., Petersson, C. and
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Kenne, L. (1994) The structure of a core oligosaccharide component from Hafnia
alvei strain 32 and 1192 lipopolysaccharides. Carbohydrate Research 251, 327-30. IF:

1,506 Liczba cytowan: 11
Indywidualny wktad w autorstwo: 45 %, udziat w opracowaniu wynikdéw i udziat w

przygotowaniu pracy do druku, wykonanie i interpretacja analiz chemicznych.

Ustalenie struktury badanego polisacharydu.

2a tugowski, C., Niedziela, T., Jachymek, W., Klonowska, A., Czarny, A., Rowinski, S.,
Petersson, C. and Kenne, L. (1995) Structural and serological characterization of
Hafnia alvei lipopolysaccharide core region. Acta Biochimica Polonica 42, 51-4. IF:

0,367 Liczba cytowan: 4
Indywidualny wktad w autorstwo: 10 % udziat w wykonaniu analiz serologicznych.

3a Jachymek, W., Petersson, C., Helander, A., Kenne, L., Lugowski, C. and Niedziela, T.
(21995) Structural studies of the O-specific chain and a core hexasaccharide of Hafnia
alvei strain 1192 lipopolysaccharide. Carbohydrate Research 269, 125-38. IF: 1,506

Liczba cytowan: 24
Indywidualny wktad w autorstwo: 65 %, udziat w opracowaniu wynikdw i

przygotowaniu pracy do druku, interpretacja eksperymentow NMR. Wykonanie

analiz chemicznych. Ustalenie struktury badanego polisacharydu.

4a tugowski, C., Jachymek, W., Niedziela, T., Romanowska, A., Witkowska, D. and
Romanowska, E. (1995) Lipopolysaccharide core region of Hafnia alvei: serological
characterization. FEMS Immunology & Medical Microbiology 10, 119-24. IF: 1,056

Liczba cytowan: 8
Indywidualny wktad w autorstwo: 15 % udziat w wykonaniu analiz serologicznych.

1.1.2. Autorstwo lub wspodtautorstwo monografii, publikacji naukowych w czasopismach
miedzynarodowych lub krajowych innych niz znajdujace sie w bazie Journal Citation Reports

(JCR).
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I.2. PRACE NAUKOWE OPUBLIKOWANE PO UZYSKANIU STOPNIA NAUKOWEGO DOKTORA NAUK
BIOLOGICZNYCH
1.2.1. Autorstwo lub wspétautorstwo publikacji naukowych w czasopismach znajdujacych sie w

bazie Journal Citation Reports (JCR).

[1] Swierzko A., Lukasiewicz J., Maciejewska A., Jachymek W., Niedziela T., Matsushita
M., Cedzynski M. i Lugowski C. New functional ligands for ficolin-3 among
lipopolysaccharides of Hafnia alvei. Glycobiology, 2012, 22: 267-280.

IF 3.58 / MNiSW: 30, Liczba cytowan: 1
Indywidualny wktad w autorstwo: 6 %, udziat w opracowaniu wynikow i

przygotowaniu pracy do druku, wykonanie i udziat w interpretacji eksperymentow

NMR.

[2] Gorska, S., Jachymek, W., Rybka, J., Strus, M., Heczko, P. B.; Gamian, A., Structural
and immunochemical studies of neutral exopolysaccharide produced by
Lactobacillus johnsonii 142. Carbohydrate research 345 1 108-114 2010 IF 1,898

Liczba cytowan: 6
Indywidualny wktad w autorstwo: 45 %, udziat w opracowaniu wynikéw i

przygotowaniu pracy do druku, wykonanie i interpretacja eksperymentéow NMR.

Ustalenie struktury badanego polisacharydu.

[3] Niedziela T., Jachymek W., Lukasiewicz J., Maciejewska A., Andersson R., Kenne L. i
Lugowski C. Structures of two novel, serologically nonrelated core oligosaccharides
of Yokenella regensburgei lipopolysaccharides differing only by a single hexose
substitution. Glycobiology, 2010, 20: 207-214.

IF 3.791 Liczba cytowan: 2
Indywidualny wktad w autorstwo: 25 %, wykonanie czesci analiz cukrowych i analiz

NMR, udziat w analizie i opracowaniu wynikéw oraz przygotowaniu pracy do

druku.

[5] Lukasiewicz J., Jachymek W., Niedziela T., Kenne L. i Lugowski C. Structural analysis
of the lipid A isolated from Hafnia alvei 32 and PCM 1192 lipopolysaccharides.
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6]

[7]

(8]

Journal of Lipid Research., 2010, 51: 564-574.

IF 6.115 / MNiSW: 32, Cyt.: 2
Indywidualny wktad w autorstwo: 8 %, udziat w planowaniu doswiadczen i

przygotowaniu pracy do druku, preparacja LPS, i oligocukrow, interpretacja widm

masowych.

Lukasiewicz J., Niedziela T., Jachymek W., Kenne L. i Lugowski C. Two Kdo-heptose
regions identified in Hafnia alvei 32 lipopolysaccharide: the complete core
structure and serological screening of different Hafnia O-serotypes.

Journal of Bacteriology, 2009, 191: 533-544.

IF 3.940 / MNiSW: 24, Cyt.: 4
Indywidualny wktad w autorstwo: 10 %, udziat

w planowaniu doswiadczen i przygotowaniu pracy do druku, preparacja LPS, i
oligocukrow, udziat w wykonaniu i interpretacji eksperymentow NMR, interpretacja

widm masowych.

Guttormsen H.K., Paoletti L.C., Mansfield K.G., Jachymek W., Jennings H.J. Kasper

D.L. Rational chemical design of the carbohydrate in a glycoconjugate vaccine
enhances IgM-to-IgG switching. PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES OF THE UNITED STATES OF AMERICA 2008 105 15 5903-5908

IF 9,38 Liczba cytowan: 8
Indywidualny wktad w autorstwo: 15 %, udziat w planowaniu doswiadczer i

przygotowaniu pracy do druku, wykonanie i interpretacja eksperymentow NMR.

Lukasiewicz J., Dzieciatkowska M., Niedziela T., Jachymek W., Augustyniuk A.,
Kenne L. i Lugowski C. Complete lipopolysaccharide of Plesiomonas shigelloides
O74:H5 (strain CNCTC 144/92). 2. Lipid A, its structural variability, the linkage to the
core oligosaccharide, and the biological activity of the lipopolysaccharide.
Biochemistry, 2006, 45: 10434-10447.

IF 3.633 Liczba cytowan: 8
Indywidualny wktad w autorstwo: 10 %, udziat w planowaniu eksperymentow i

przygotowaniu pracy do druku, udziat w przeprowadzeniu analizy jakoSciowej
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[9]

[10]

[11]

[12]

kwasow ttuszczowych, udziat w wykonaniu i interpretacji eksperymentéow NMR,

wykonanie i analiza widm masowych MALDI-TOF i ESI-MS".

Niedziela T., Dag S., Lukasiewicz J., Dzieciatkowska M., Jachymek W., Lugowski C. i
Kenne L. Complete lipopolysaccharide of Plesiomonas shigelloides O74:H5 (strain
CNCTC 144/92). 1. Structural analysis of the highly hydrophobic lipopolysaccharide,
including the O-antigen, its biological repeating unit, the core oligosaccharide, and
the linkage between them.

Biochemistry, 2006, 45: 10422-10433.

IF 3.633 Liczba cytowan: 13
Indywidualny wktad w autorstwo: 10 %, udziat w przygotowaniu pracy do druku,

oznaczanie absolutnej konfiguracji oraz analiza cukrowa i metylacyjna frakcji

rdzeniowej (analizy GC-MS).

Lukasiewicz J., Niedziela T., Jachymek W., Kenne L. i Lugowski C. Structure of the
lipid A-inner core region and biological activity of Plesiomonas shigelloides 054
(strain CNCTC 113/92) lipopolysaccharide.

Glycobiology, 2006, 16: 538-550.

IF 3.668 Liczba cytowan: 9
Indywidualny wkfad w autorstwo: 6 %, udziat w planowaniu eksperymentow i

przygotowaniu pracy do druku, prowadzenie hodowli bakteryjnych, otrzymanie LPS

i de-N,0-acylowanego LPS, uzyskanie i analiza widm NMR.

Dag S., Niedziela T., Dzieciatkowska M., Lukasiewicz J., Jachymek W., Lugowski C. i
Kenne L. The O-acetylation patterns in the O-antigens of Hafnia alvei strains PCM
1200 and 1203, serologically closely related to PCM 1205.

Carbohydrates Research, 2004, 339: 2521-2527.

IF 1.451 Liczba cytowan: 8

Indywidualny wktad w autorstwo: 10 %, udziat w przygotowaniu pracy do druku,

udziat w przygotowaniu LPS oraz polisacharyddéw.

Lukasiewicz J., Jachymek W., Niedziela T., Dzieciatkowska M., Lakomska J.,
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[13]

[14]

[15]

Miedzybrodzki R., Fortuna W., Szymaniec S., Misiuk-Hojlo M. i Lugowski C.
Serological characterization of anti-endotoxin serum directed against the conjugate
of oligosaccharide core of Escherichia coli type R4 with tetanus toxoid.

FEMS Immunology and Medical Microbiology, 2003, 37: 59-67.

IF 1.789, Liczba cytowan: 5
Indywidualny wkfad w autorstwo: 10% udziat w planowaniu eksperymentow i

przygotowaniu pracy do druku, prowadzenie hodowli bakteryjnych, otrzymanie LOS

i oligocukréow, immunizacja zwierzgt, udziat w wykonaniu analiz serologicznych.

Niedziela T., Lukasiewicz J., Jachymek W., Dzieciatkowska M., Lugowski C. i Kenne L.
Core oligosaccharides of Plesiomonas shigelloides 054 : H2 (strain CNCTC 113/92) -
Structural and serological analysis of the lipopolysaccharide core region, the
O-antigen biological repeating unit, and the linkage between them.

Journal of Biological Chemistry, 2002, 277: 11653-11663.

IF 6.696 Liczba cytowan: 29
Indywidualny wktad w autorstwo: 10 %, udziat w opracowaniu wynikow i

przygotowaniu pracy do druku, udziat wprowadzeniu hodowli bakteryjnych, izolacji
LPS oraz poli- i oligosacharydow, przeprowadzenie czesci analiz chemicznych

(analiza GC-MS).

Lukasiewicz J., Jachymek W., Niedziela T., Malik-Gebicka M., Dzieciatkowska M. i
Lugowski C. Comparison of serological specificity of anti-endotoxin sera directed
against whole bacterial cells and core oligosaccharide of Escherichia coli J5-tetanus
toxoid conjugate.

Acta Biochimica Polonica, 2002, 49: 721-734.

IF 0.600 Liczba cytowan: 4
Indywidualny wktad w autorstwo: 10%,, udziat w przygotowaniu preparatow

bakterii oraz izolacji lipooligosacharyddw i oligosacharydow, immunizacja zwierzqt,

udziat w wykonaniu analiz serologicznych.

Wasniowska, K., Czerwinski, M., Jachymek, W; Lisowska, E. Expression and binding

properties of a soluble chimeric protein containing the N-terminal domain of the
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[16]*

[17]*

[18]*

Duffy antigen Author(s Source: BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH

COMMUNICATIONS 273 2 705-711 Liczba cytowan: 11, IF: 3.06
Indywidualny wktad w autorstwo: 10 % Woykonanie i interpretacja analiz

spektrometrii masowej MALDI-TOF — doktadna charakterystyka otrzymywanych

rekombinowanych biatek.

Czaja J., Jachymek W., Niedziela T.,, Lugowski C., Aldova E. i Kenne L. Structural
studies of the O-specific polysaccharide from Plesiomonas shigelloides strain
CNCTC 113/92.

European Journal of Biochemistry, 2000, 267: 1672-1679.

IF 2.852, Liczba cytowan: 29.
Indywidualny wktad w autorstwo: 55 %, prowadzenie hodowli bakteryjnych,

preparacja LPS i polisacharyddow, wykonanie analiz chemicznych (analiza GC-MS).
Wykonanie i analiza widm HR-MAS NMR, przygotowanie manuskryptu publikacji,
zaplanowanie doswiadczern NMR. Opiekun naukowy Jolanty Czaji (Jolanty

tukasiewicz) w SLU Uppsala Szwecja.

Jachymek W., Niedziela T., Petersson C., tugowski C., Czaja J. i Kenne L. Structures
of the O-specific polysaccharides from Yokenella regensburgei (Koserella trabulsii)
strains PCM 2476, 2477, 2478, and 2494: high-resolution magic-angle spinning
NMR investigation of the O-specific polysaccharides in native lipopolysaccharides
and directly on the surface of living bacteria.

Biochemistry, 1999, 38: 11788-11795.

IF 4.493 Liczba cytowan: 33
Indywidualny wktad w autorstwo: 65%, wiodgcy udziat

w planowaniu eksperymentdw i przygotowaniu pracy do druku wykonanie czesci
analiz cukrowych i metylacyjnych. Zaplanowanie doswiadczen NMR — HR-MAS
NMR ustalenie metodyki uzyskiwania widm NMR zawiesin bakteryjnych. Metodyka
ogniskowania sygnatu na czqgsteczki powierzchniowe bakterii. Uzyskanie i analiza

widm NMR.

Jachymek W., Czaja J., Niedziela T., tugowski C. i Kenne L. Structural studies of the
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[19]

[20]

[21]*

[22]*

O-specific polysaccharide of Hafnia alvei strain PCM 1207 lipopolysaccharide.
European Journal of Biochemistry, 1999, 266: 53-61.

IF 3.307 Liczba cytowan: 21
Indywidualny wktad w autorstwo: 65%, otrzymywanie preparatow bakterii, izolacja

lipopolisacharydu (LPS) oraz poli- i oligosacharyddw, analiza chemiczna sktadu
cukrowego (GC-MS), wykonanie analiz serologicznych. Zaplanowanie i
przeprowadzenie eksperymentow NMR, analiza i opisy eksperymentow NMR.

Przygotowanie manuskryptu publikacji, korespondencja z redakcjq.

Romanowska, E Katzenellenbogen, E; Jachymek, W; Niedziela, T, Bogulska, M,
Lugowski, C Non-typical lipopolysaccharide core regions of some Hafnia alvei
strains: structural and serological studies Source: FEMS IMMUNOLOGY AND

MEDICAL MICROBIOLOGY 24 1 63-71 1999 IF: 1,329, Liczba cytowan: 9
Indywidualny wktad w autorstwo: 10%, zaplanowanie | przeprowadzenie

eksperymentow NMR, udziat w wykonaniu analiz serologicznych.

Petersson, C., Niedziela, T., Jachymek, W., Kenne, L., Zarzecki, P. and Lugowski, C.
Structural studies of the O-specific polysaccharide of Hafnia alvei strain PCM 1206
lipopolysaccharide containing D-allothreonine. European Journal of Biochemistry

1997 244, 580-586. IF 3.136 Liczba cytowan: 28
Indywidualny wktad w autorstwo: 10% Udziat w otrzymywaniu preparatow bakterii, LPS i

PS, wykonanie czesci udziat w interpretacji i przygotowaniu wynikéw do publikacji.

Petersson, C., Jachymek, W., Kenne, L., Niedziela, T., nd Lugowski, C. Structural
studies of the O-specific chain of Hafnia alvei strain PCM 1190 lipopolysaccharide.

Carbohydrate Research 298 (1997) 219-227 IF 1,437 Liczba cytowan: 8
ndywidualny wktad w autorstwo: 50 %, udziat w planowaniu eksperymentow i

przygotowaniu pracy do druku, wiodgcy udziat w wykonaniu i interpretacji

eksperymentow NMR, wykonanie i analiza widm masowych MALDI-TOF

Petersson, C., Jachymek, W., Klonowska A., Lugowski, C., Niedziela, T., Kenne, L..,
Structural studies of the O-specific chains of Hafnia alvei strains 744, PCM 1194

and PCM 1210 lipopolysaccharides. European Journal of Biochemistry, 245 (1997)
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[23]

[24]

[25]

[26]

668-675 IF 3,136 Liczba cytowan: 12
Indywidualny wktad w autorstwo: 55 %, udziat w planowaniu eksperymentow

przygotowaniu pracy do druku, wiodgcy udziat w wykonaniu i interpretacji

eksperymentow NMR, wykonanie i analiza widm masowych MALDI-TOF

Niedziela, T., Petersson, C., Helander, A., Jachymek, W., Kenne, L. and Lugowski, C.
Structural studies of the O-specific polysaccharide of Hafnia alvei strain 1209
lipopolysaccharide. European Journal of Biochemistry (1996) 237, 635-41. IF:

3,275 Liczba cytowan: 21
Indywidualny wktad w autorstwo: 10% Udziat w otrzymywaniu preparatow bakterii, LPS i

PS, wykonanie czesci udziat w interpretacji i przygotowaniu wynikow do publikacji.
Kocharova, N. A., Knirel, Y. A., Stanislavsky, E. S., Kholodkova, E. V., Lugowski, C.,

Jachymek, W. and Romanowska, E. Structural and serological studies of
lipopolysaccharides of Citrobacter O35 and 038 antigenically related to Salmonella.
FEMS Immunology and Medical Microbiology 1996 13, 1-8. IF: 1,235 Liczba

cytowan: 11
Indywidualny wktad w autorstwo: 10% Udziat w otrzymywaniu preparatow bakterii, LPS i

PS, wykonanie czesci udziat w interpretacji i wynikow analiz serologicznych, udziat w

przygotowaniu wynikéw do publikacji.

Jachymek, W., Petersson, C., Helander, A., Kenne, L., Niedziela, T. and Lugowski, C.
Structural studies of the O-specific chain of Hafnia alvei strain 32
lipopolysaccharide. Carbohydrate Research 1996 292, 117-28. IF: 1,417 Liczba

cytowan: 10
Indywidualny wktad w autorstwo: 55 %, udziat w planowaniu eksperymentow

przygotowaniu pracy do druku, wiodgcy udziat w wykonaniu i interpretacji
eksperymentow, wykonanie i analiza widm masowych MALDI-TOF, wykonanie

analiz chemicznych | serologicznych.

Lugowski, C., Niedziela, T. and Jachymek, W. Anti-endotoxin antibodies directed
against Escherichia coli R-1 oligosaccharide core-tetanus toxoid conjugate bind to
smooth, live bacteria and smooth lipopolysaccharides and attenuate their tumor

necrosis factor stimulating activity. FEMS Immunology and Medical Microbiology
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1996 16, 31-38. IF: 1,235 Liczba cytowan: 13
Indywidualny wktad w autorstwo: 15% %, Wykonanie czesci analiz..

[27] Lugowski, C., Jachymek, W., Niedziela, T. and Rowinski, S. Serological
characterisation of anti-endotoxin sera directed against the conjugates of
oligosaccharide core of Escherichia coli type R1, R2, R3, J5 and Salmonella Ra with
tetanus toxoid. FEMS Immunology and Medical Microbiology 1996 16, 21-30. IF:

1,235 Liczba cytowan: 14
Indywidualny wktad w autorstwo: 35 %, Wykonanie czesci analiz serologicznych.

[28] Jachymek, W. Protective properties of antibodies raised against conjugates of
endotoxin core oligosaccharides with proteins]. Foreign Title: Wlasciwosci
ochronne przeciwcial przeciw koniugatom oligocukrow rdzenia endotoksyn z

bialkami Source: Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej 1995 49 1 171-8

1.2.2. Autorstwo lub wspotautorstwo monografii, publikacji naukowych
w czasopismach miedzynarodowych lub krajowych innych niz znajdujace sie w bazie Journal

Citation Reports (JCR).

[29] Jachymek W., Niedziela, T., Czaja, J., tugowski C., Badania strukturalne natywnych
endotoksyn oportunistycznych bakterii Gram-ujemnych metodami magnetycznego

rezonansu jagdrowego. Dziatalnos¢ Naukowa PAN 10, (2000) 138-140
Indywidualny wktad w autorstwo: 30 %, udziat w korekcie merytorycznej i

jezykowej manuskryptu, praca przeglgdowa.

[30] Lugowski C., Niedziela T., Jachymek W., Czaja J. i Letowska I. The acellular pertussis

vaccine. Nova Acta Leopoldina, 1999, 80: 259-263.
Indywidualny wktfad w autorstwo: 10 %, udziat w korekcie merytorycznej i

jezykowej manuskryptu, praca przeglgdowa.

[31] tugowski, C., Niedziela, T. and Jachymek, W. (1996) Endotoksyny bakteryjne:
struktura, aktywnosci biologiczne, szczepionki koniugatowe. Mikrobiologia
Medycyna 9, 28-40.

Indywidualny wkfad w autorstwo: 10 %, udziat w korekcie merytorycznej i

28



Zatgcznik 2. Autoreferat z wykazem opublikowanych prac i informacjg o osiagnieciach dydaktycznych.

[32]

TE, KTORE ZOSTAtY WYSTAWIONE NA MIEDZYNARODOWYCH LUB KRAJOWYCH WYSTAWACH

jezykowej manuskryptu, praca przeglgdowa.

Niedziela, T., Jachymek, W. and tugowski, C. (1996) Endotoksyny bakteryjne -
metody analizy instrumentalnej. Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej 50,

419-429.
Indywidualny wktfad w autorstwo: 10 %, udziat w korekcie merytorycznej i

jezykowej manuskryptu, praca przeglgdowa.

UDZIELONE PATENTY MIEDZYNARODOWE LUB KRAJOWE

WYNALAZKI, WZORY UZYTKOWE | PRZEMYStOWE, KTORE UZYSKAtY OCHRONE, W TYM

LUB TARGACH

[1]

[2]

(3]

Krajowe zgloszenie patentowe P.391475. Polisacharyd oraz jego pochodne
posiadajgce powinowactwo do fikoliny-3, sposéb ich otrzymywania i zastosowania.
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu oraz Instytut
Biologii Medycznej PAN w todzi, tworcy: tukasiewicz J., Swierzko A., Cedzyriski M.,
tugowski C., Maciejewska A., Jachymek W. i Niedziela T. 11.06.2010.

(uzyskano finansowanie w programie Patent PLUS)

Zgtoszenie miedzynarodowe PCT/PL2011/050024. Polysaccharide and derivative
thereof, showing affinity to ficolin-3, method of preparation and use.

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu i Instytut Biologii
Medycznej PAN w todzi, twércy: Lukasiewicz J., Swierzko A., Cedzynski M., Lugowski

C., Maciejewska A., Jachymek W. i Niedziela T. 11.06.2011.

Prezentacja krajowego zgtoszenia patentowego P.391475. Functional selective
ligands of ficolin-3 as a tool for concentration and activity measurements.

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu i Instytut Biologii
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Medycznej PAN w todzi, twoércy: Lukasiewicz J., Swierzko A., Cedzynski M., Lugowski
C., Maciejewska A., Jachymek W., Niedziela T.
BIO International Convention 2011, 27-30.06.2011, Waszyngton, USA.

V. SUMARYCZNY IMPACT FACTOR PUBLIKACII NAUKOWYCH WEDtUG LISTY JOURNAL
CITATION REPORTS (JCR), ZGODNIE Z ROKIEM OPUBLIKOWANIA.

Sumaryczny Impact Factor opublikowanych prac wynosi 82,62, w tym:
- przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora nauk biologicznych: 4,43,
- po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk biologicznych: 78,18.

Sumaryczny IF cyklu prac przedtozonych jako osiggniecie naukowe: 15,22,

V. LICZBA CYTOWAN PUBLIKACJI WEDLUG BAZY WEB OF SCIENCE (WOS).

Wedtug danych na dzien 31 stycznia 2013 r., liczba cytowan publikacji wynosi 372,
a wyfaczajac cytowania wtasne: 278.

Liczba cytowan dla cyklu prac przedtozonych jako osiggniecie naukowe wynosi: 103.

VL. INDEKS HIRSCHA OPUBLIKOWANYCH PUBLIKACJI WEDtUG BAZY WEB OF SCIENCE (WOS).

Wedtug danych na dzien 31 stycznia 2013, indeks Hirscha wynosi 11.

VIl. KIEROWANIE MIEDZYNARODOWYMI LUB KRAJOWYMI PROJEKTAMI BADAWCZYMI LUB
UDZIAt W TAKICH PROJEKTACH.

[1] 1993-1996 wykonawca projektu ,Zastosowanie przeciwciat
antylipopolisacharydowych w uogdlnionych zakazeniach wywotywanych przez
bakterie Gram-ujemne — wifasciwosci ochronne i lecznicze” grant KBN nr

6P20307104.

[2] 1997-1999 wykonawca projektu , Kowalencyjne koniugaty oligocukréw rdzenia
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[3]

[4]

[5]

6]

[7]

(8]

endotoksyny Bordetella pertussis z biatkiem jako sktadniki bezkomdrkowej
szczepionki przeciwksztusScoiwej: otrzymywanie, wtasciwosci immunogenne,
aktywnosci biologiczne swoistych surowic odpornosciowych” grant KBN nr

PO5A10512.

2001 wykonawca miedzynarodowego projektu realizowanego we wspdtpracy
polsko-szwedzkiej w ramach umowy pomiedzy Polskg Akademig Nauk a Krélewska
Szwedzka Akademig Nauk. Tytut projektu: ,Badania strukturalne i serologiczne
antygendw bakteryjnych”/”Structural and serological studies of bacterial antigens”.
Projekt realizowany we wspotpracy ze Sveriges Lantbruksuniversitet, Wydziat

Chemiczny, Uppsala, Szwecja.

1998-2000 gtowny wykonawca w projekcie badawczym pt. ,Endotoksyny
Plesiomonas shigelloides - poréwnawcze badania strukturalne preparatéow

izolowanych z serologicznie pokrewnych szczepdéw”, grant KBN nr 6P04A05114.

1999-2000 gtowny wykonawca w projekcie badawczym pt. “Swoistos¢
serologiczna i aktywnos$¢ antylipopolisacharydowa przeciwciat skierowanych
przeciwko oligocukrowi rdzenia endotoksyny Escherichia coli 15", grant KBN dla

mtodego pracownika nauki nr 6P040A04716.

2000-2003 kierownik grantu w projekcie badawczym pt. ,Badania kompletnych
struktur i wtasciwosci biologicznych endotoksyn H. alvei o unikatowym potaczeniu

wielocukru O-swoistego z oligocukrem rdzeniowym”, grant KBN nr 6P04A 069 19.

2002-2005 gtowny wykonawca w projekcie badawczym pt. ,Struktura
chemiczna i aktywnosci biologiczne endotoksyn Plesiomonas shigelloides
uzyskanych ze szczepédw chorobotwdrczych dla cztowieka — rola wielocukrow
O-swoistych i oligocukréw rdzenia w modulacji aktywnosci lipidu A”, Grant KBN nr

3P04A09122.

2004-2007 wykonawca w projekcie badawczym wiasnym pt. “Badania strukturalne
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[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

VIII.
1

2

epitopdw na bakteryjnych endotoksynach oraz analiza oddziatywan z
rozpoznajgcymi je przeciwciatami obecnymi w surowicach odpornosciowych”, grant

KBN nr 2 PO 05A 054 27.

2007-2010 wykonawca projektu badawczego witasnego pt. ,Badanie swoistosci
oddziatywan ludzkiej lektyny wigzacej mannan (MBL) z endotoksynami

bakteryjnymi”, grant MNiSW nr N401 084 32/1944.

2009-2014 gtowny wykonawca w projekcie pt. ,Biotechnologie i zaawansowane
technologie medyczne” (nr POIG.01.01.02-02-003/08), finansowanego ze srodkéw
UE w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka pt.: , Szczepionki
przeciwbakteryjne nowe;j generacji. Otrzymywanie, charakterystyka

immunochemiczna, wtasciwosci ochronne”.

2010-2012 wykonawca w projekcie rozwojowym pt. ,Produkty lizy bakterii
Gram-ujemnych jako potencjalne preparaty przeciwnowotworowe. Charakterystyka
chemiczna i biochemiczna oraz badanie aktywnosci biologicznych. Opracowanie

technologii produkcji substancji czynnej”, grant NCBiR nr NR13008906.

2010-2013 wykonawca w projekcie pt. "Badania molekularnych mechanizmow
rozpoznawania endotoksyn przez fikoline H i analiza efektow biologicznych tego

procesu”, grant MNiSW nr N401267339.

2012-2014 gtéwny wykonawca w projekcie europejskim Eurostars Klebsicure E!

7563.

MIEDZYNARODOWE LUB KRAJOWE NAGRODY ZA DZIAtALNOSC NAUKOWA.
2009 Nagroda Zespotowa Dyrektora Instytutu Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej PAN za osiggniecia naukowe w 2009 r.

1996 Nagroda Dyrektora Instytutu Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej PAN za osiggniecia naukowe.
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IX. WYGLOSZONE REFERATY NA MIEDZYNARODOWYCH LUB KRAJOWYCH KONFERENCJACH
TEMATYCZNYCH.

IX.1. Referaty wygtoszone przed uzyskaniem stopnia doktora:

1. Wtasciwosci ochronne przeciwciat dla koniugatéw oligocukrow rdzenia endotoksyn z biatka-

mi. Wyktad na sesji naukowej z okazji 40-lecia IITD PAN we Wroctawiu (1994).

IX.2. Referaty wygtoszone po uzyskaniu stopnia doktora:

Referaty i wyktady:

1. Epitope mapping of oligosialic acid bound to monoclonal antibodies using saturation trans-
fer difference NMR spectroscopy. 2006 Referat na sesji: Conformational analysis and ligand

binding. XXIII International Carbohydrate Symposium, Whistler, Kanada.

2. NMR studies of oligosialic acid bound to monoclonal antibodies. Epitope mapping using

saturation transfer difference NMR spectroscopy. (2005) Referat w NRC IBS Ottawa, Kanada.

3. Cukrowe antygeny bakterii i nowe metody instrumentalne badania ich struktury. Wyktad na

XXXVl Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. 18-22.09.2002, Wroctaw.

4, Structural and serological studies of Plesiomonas shigelloides CNCTC 39/89 (037)
lipopolysaccharide: core oligosaccharide and O-antigen polysaccharide. The Carbohydrate

Workshop 2002, Research Center Borstel March 1-2 2002 (referat).
5. Applications of HR-MAS-NMR and MALDI-TOF mass spectrometry in studies of bacterial

lipopolysaccharides (referat). 1st. German-Polish-Russian Meeting on Bacterial Carbo-

hydrates, Borstel, Niemcy, 4-5 wrze$nia 2000.

6. Structural studies on Yokenella regensburgei lipopolysaccharide core region. XIV-Kdo Meet-
ing, Borstel Research Center (Niemcy) (referat), 8 — 10 lutego 2001.

7. High resolution magic angle spinning NMR fingerprinting of the O-specific polysaccharide
antigens on the surface of live bacteria. Comparison of HR-MAS NMR spectra recorded with
bacteria and LPS with the isolated PS NMR data. Referat na 19" International Carbohydrate

Symposium, San Diego, USA, 9-14 sierpnia 1998.

X. UDZIAt W MIEDZYNARODOWYCH LUB KRAJOWYCH KONFERENCJACH NAUKOWYCH LUB
UDZIAt W KOMITETACH ORGANIZACYJNYCH TYCH KONFERENCII
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1.1. Udziat w konferencjach przed uzyskaniem stopnia doktora.

1. tugowski C., Niedziela T., Jachymek, W, Romanowska E., Petersson C., Helander A. i Kenne
L. Badania strukturalne i serologiczne oligocukréw rdzeniowych lipopolisacharyddw Hafnia alvei.
XXX Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Szczecin, 14-16 wrzesnia 1994.

2. tugowski C., Jachymek, W, Niedziela T. and Kwieciniska E. Protective anti-core type R1-
tetanus toxoid conjugate serum binds to smooth lipopolysaccharides and smooth, alive bacterial
cells. 3rd Conference of the International Endotoxin Society, Helsinki, Finlandia 15-18 sierpnia
1994.

3. tugowski C., Niedziela T., Jachymek, W., Romanowska E., Petersson C., Helander A., Kenne
L. Structural and serological characterization of Hafnia alvei lipopolisaccharide core region. 3rd
Conference of the International Endotoxin Society, Helsinki, Finlandia, 15-18 sierpnia 1994.

4, Niedziela T., Jachymek, W, tugowski C., Helander A., Kenne L., Petersson C. Structural stud-
ies of the biological repeating unit and core of Hafnia alvei derived from strain 32. 7th European
Carbohyhydrate Symposium, Krakow, 22 - 27 sierpnia 1993.

5. Niedziela T., Jachymek, W, tugowski C., Helander A., Kenne L., Petersson C. Structural stud-
ies of the biological repeating units and cores of Hafnia alvei derived from strains 1192 and 1209.

7th European Carbohyhydrate Symposium, Krakdw, 22 - 27 sierpnia 1993.

X.2. Udziat w konferencjach po uzyskaniu stopnia doktora:
1. Bobko E. Jachymek, W. tugowski C. Structure of Hafnia alvei clinical isolate strain PCM

2670 lipololysaccharide. 2012, 5™ Baltic Meeting on Microbial Carbohydrates, Suzdal, Rosja.

2. Tyras M., Jachymek, W. Immunochemical studies of Hafnia alvei PCM 2670

lipopolysaccharide. 2010, 4™ Baltic Meeting on Microbial Carbohydrates, Finland.

3. Swierzko A. St., Lukasiewicz J., Cedzynski M., Maciejewska A., Jachymek, W., Niedziela T,
Matsushita M. i Lugowski C. New functional ligands for H-ficolin among lipopolysaccharides of

Hafnia alvei. International Lectin Conference - Interlec XXIV, 27-29.07.2011, Brisbane, Australia.

4, Swierzko A. St., Lukasiewicz J., Cedzynski M., Maciejewska A., Jachymek, W., Niedziela T,,
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Matsushita M. i Lugowski C. New functional ligands for H-ficolin among lipopolysaccharides of

Hafnia alvei. International Complement Therapeutics Conference, 22-27.06.2011, Rodos, Grecja.

5. Maciejewska A., Lukasiewicz J., Niedziela T, Jachymek, W. i Lugowski C. Core

oligosaccharide of Plesiomonas shigelloides 017 (PCM 2231) lipopolysaccharide — structural and
serological analysis. XXV International Carbohydrate Symposium, 01-06.08.2010, Tokio, Japonia.

6. Lukasiewicz J., Swierzko A., Maciejewska A., Farys M., Jachymek, W., Niedziela T. i Lugowski
C. Activation of the complement lectin pathway via interaction between human and mouse
mannose-binding lectin (MBL) and lipopolysaccharides of Hafnia alvei-identification of binding
regions and biological activity of this complex. XXV International Carbohydrate Symposium, 01-

06.08.2010, Tokio, Japonia (referat).

7. Augustyniuk A., Lukasiewicz J., Niedziela T., Jachymek, W. i Lugowski C. Structural studies of
Plesiomonas shigelloides 051 lipopolysaccharide. XXIV International Carbohydrate Symposium,

26.07-02.08.2008, Oslo, Norwegia.

8. Lukasiewicz J., Niedziela T., Jachymek, W, Augustyniuk A. i Lugowski C.

Kdo-containing outer core oligosaccharides as the ligation sites for the O-antigens in Hafnia alvei

lipopolysaccharides. XXIV International Carbohydrate Symposium, 26.07-02.08.2008, Oslo,

Norwegia.
9. Kaszowska M., Jachymek, W, Lukasiewicz J. i Lugowski C. Structural studies of
lipopolysaccharide from Plesiomonas shigelloides 013. XXIlIl International Carbohydrate

Symposium, 23-28.07.2006, Whistler, Kanada (referat).

10. Jachymek, W Jarrell, H., Yang, Q-L., Brisson, J-R., and Jennings H. J. NMR studies of
oligosialic acid bound to monoclonal antibodies. Epitope mapping using saturation transfer
difference NMR spectroscopy. 2006 XXl International Carbohydrate Symposium, 23-28.07.2006,

Whistler, Kanada (referat).

11. Jachymek, W., Jarrell, H., Yang Q-L., Brisson J-R., Jennings H.J. Epitope Mapping of
Oligosialic Acid Bound to Monoclonal Antibodies Using Saturation Transfer Difference NMR
Spectroscopy. Gordon Research Conferences Carbohydrates, Tilton School, NH, USA 19.06.2005-
24.06.2005.

12. Lukasiewicz J., Jachymek, W., Niedziela T., Kenne L., tugowski C. — ,Structural analysis of
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Hafnia alvei 32 lipid A molecule using MALDI-TOF and ESI mass spectrometry”, 3™ German-Polish-

Russian Meeting on Bacterial Carbohydrates, Wroctaw, 6 - 9 pazdziernik, 2004

13. Semiha Dag, Niedziela T., Lukasiewicz J., Jachymek, W., Dziecigtkowska M., tugowski C. i
Kenne L. The lipopolysaccharide of a Plesiomonas shigelloides. 3™ German-Polish-Russian Meeting

on Bacterial Carbohydrates, Wroctaw, 6 - 9 pazdziernik, 2004.

14. Lugowski C., Niedziela T., Lukasiewicz J., Dzieciatkowska M., Kaszowska M., Jachymek, W.,
Kenne L. ,Structural analysis of KDO region of core oligosaccharides isolated from smooth
Plesimonas shigelloides and Hafnia alvei lipopolysaccharides”. The 8" Conference of International

Endotoxin Society — ENDOTOXIN 2004, Kioto, Japonia, 15.11 —18.11.2004.

15. Niedziela T., Dzieciatkowska M., Dag S., Lukasiewicz J., Kaszowska M., Jachymek, W, Kenne
L., Lugowski C. ,The complete structure of Plesimonas shigelloides 074 and the immunodominant
epitope within its O-antigen. The 8" Conference of International Endotoxin Society — ENDOTOXIN
2004, Kioto, Japonia, 15.11 — 18.11.2004.

16. Lukasiewicz J., Dzieciatkowska M., Niedziela T., Kaszowska M., Jachymek, W., Kenne L.,
Lugowski C. Structural analysis of Plesimonas shigelloides lipid A molecules using MALDI-TOF and
ESI mass spectrometry. The 8" Conference of International Endotoxin Society — ENDOTOXIN 2004,
Kioto, Japonia, 15.11 — 18.11.2004.

17. Jachymek, W, Niedziela T., Lukasiewicz J., Dzieciatkowska M. i Lugowski C. Core
oligosaccharides of Hafnia alvei 32, structural and serological analysis of the endotoxin core
region, the O-antigen and the linkage between them. XXlst International Carbohydrate Symposium.

7-12.07.2002 Cairns, Australia; PP281.

18. Lugowski C., Lukasiewicz J., Niedziela T., Jachymek, W. and Dzieciatkowska M. The influence
of non-typical structure of core oligosaccharide on biological activity of Plesiomonas shigelloides
lipopolysaccharides. XXlst International Carbohydrate Symposium. 7-12.07.2002 Cairns, Australia;
PP284.

19. Jachymek, W. Cukrowe antygeny bakterii i nowe metody instrumentalne badania ich
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