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IV. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO / ARFYSTYCZNESO
»Strukturalne zréoznicowanie oligocukréw rdzeni lipopolisacharydoéw Plesiomonas shigelloides,
Bordetella pertussis, Escherichia coli 1 Yokenella regensburgei oraz analiza oddziatywan tworzonych

przez nie epitopow ze swoistymi przeciwciatami.”

1. Niedziela, T., Jachymek, W., Lukasiewicz, J., Maciejewska, A., Andersson, R., Kenne, L., and
Lugowski, C. (2010) Structures of two serologically non-related core oligosaccharides of Yokenella
regensburgei lipopolysaccharides differing only by a single hexose substitution. Glycobiology, 20,
207-214 [IF 3,791]

2. Niedziela, T., Dag, S., Lukasiewicz, J., Dzieciatkowska, M., Jachymek, W., Lugowski, C., and Kenne,
L. (2006) Complete lipopolysaccharide of Plesiomonas shigelloides O74:H5 (strain CNCTC 144/92)
Part 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 45,
10422-10433. [IF 3,633]

3. Niedziela, T., Letowska, 1., Lukasiewicz, J., Kaszowska, M., Czarnecka, A., Kenne, L., and
Lugowski, C. (2005) Epitope of the vaccine-type Bordetella pertussis strain 186 lipooligosaccharide
and antiendotoxin activity of antibodies directed against the terminal pentasaccharide-tetanus toxoid
conjugate, Infect Immun 73, 7381-7389. [IF 3,933]

4. Niedziela, T., Lukasiewicz, J., Jachymek, W., Dzieciatkowska, M., Lugowski, C., and Kenne, L.
(2002) Core oligosaccharides of Plesiomonas shigelloides O54: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, J Biol Chem 277, 11653-11663. [IF 6,696]

5. Lugowski, C., Niedziela, T., and Jachymek, W. (1996) 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
Immunol Med Microbiol 16, 31-38. [IF 1,235]

OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO PRAC | OSIAGNIETYCH WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO
WYKORZYSTANIA.

Wybrane prace stanowia cykl publikacji poswigconych analizie strukturalnej i antygenowej
réznorodnosci oligocukrow rdzeniowych lipopolisacharyddéw Plesiomonas shigelloides, Bordetella pertussis,
Escherichia coli oraz Yokenella regensburgei.

Lipopolisacharydy sa dominujaca grupa czasteczek powierzchniowych bakterii Gram-ujemnych,
bioracych udzial w interakcjach typu gospodarz-patogen i odpowiedzialnych za szereg wlasciwosci
endotoksycznych. Lipopolisacharyd (LPS) jest niewrazliwym na dzialanie podwyzszonej temperatury
bakteryjnym antygenem O. Zbudowany jest z trzech, rdézniacych si¢ pod wzgledem strukturalnym, regionow:
(7) czesci O-swoistej, (if) rdzenia i (iii) lipidu A. Cze$¢ O-swoista, skierowana na zewnatrz komorki, jest

zbudowana z powtarzajacych si¢ podjednostek oligosacharydowych, ktorych budowa chemiczna jest

2



charakterystyczna dla szczepéw réznych gatunkow bakterii, a nawet dla roznych serotypow w obrebie tego
samego gatunku. Oligosacharydowy region rdzeniowy obejmuje zazwyczaj dwie cze$ci, wyrdzniane ze
wzgledu na wystepowanie charakterystycznych sktadnikow - zewnetrzna cz¢$¢ heksozowa 1 wewngtrzna,
ztozong z podregiondéw — heptozowego i Kdo (kwas 2-keto-3-deoksyoktulozonowy). Oligosacharyd
rdzeniowy stanowi segment laczacy polisacharyd O-swoisty z lipidem A. Czg$¢ zewngtrzna rdzenia —
podobnie jak czes¢ O-swoista - pelni funkcje receptora dla fagoéw, aktywuje dopetniacz, wiaze receptory
powierzchniowe na limfocytach T oraz nadaje swoisto$¢ serologiczna LPS bakteriom pozbawionym czg$ci
O-swoistej. Czgs¢ wewngtrzna, zbudowana z monosacharydow charakterystycznych dla lipopolisacharydow
(L,D-heptoza, D,D-heptoza, Kdo) taczy si¢ bezposrednio z lipidem A.

Lipopolisacharydy uwalniane z Gram-ujemnych bakterii podczas uogolnionych infekcji sa
bezposrednio odpowiedzialne za rozwdj wstrzasu endotoksycznego. Nie znane sa ciagle skuteczne metody
profilaktyki i terapii wstrzasu endotoksycznego, jednak wieloletnie badania nad zaleznos$cia pomigdzy
strukturg i funkcja LPS prowadzone w renomowanych os$rodkach na calym §wiecie przyblizaja zrozumienie
mechanizméw tego procesu. Zastosowanie antybiotyku podczas uogoélnionej infekcji nie gwarantuje
skuteczno$ci terapii, poniewaz leki te nie inaktywuja endotoksyn, a niektére z nich nawet wzmagaja
uwalnianie LPS z powierzchni zabitych komorek bakteryjnych. Dalsze leczenie musi wigc polega¢ na
neutralizacji uwolnionych endotoksyn, aby nie dopusci¢ do ich szkodliwego dziatania. W przypadkach
uogodlnionych infekeji szpitalnych, w neutralizacji toksycznych efektow LPS zastosowanie moga znalezé
przeciwciata ochronne o szerokim spektrum dzialania, natomiast w infekcjach z wyraznie okreslonym
czynnikiem zakaznym (np. Bordetella pertussis) mozliwe jest efektywne zneutralizowanie szkodliwych
aktywnosci endotoksyny tych bakterii przez swoiste przeciwciala.

Jednym z realizowanych w prezentowanych pracach celow badawczych byla proba okreslenia
zaleznosci pomiedzy swoistoscia przeciwcial antylipopolisacharydowych, wyrazona poprzez identyfikacje
oligocukrowego epitopu w obregbie LPS i charakterystyka jego interakcji z miejscem wigzacym przeciwciala,
a zdolnos$cia tych przeciwcial do neutralizowania niekorzystnej dla zakazonego organizmu biologicznej
aktywnosci endotoksyn. Podjecie powyzszego tematu badan uzasadnia takze bardzo ograniczona wiedza
dotyczaca elementéw strukturalnych lipopolisacharydow bioracych bezposredni udziat w tworzeniu

epitopow w obregbie O-antygendow. Szczegoblnie istotne wydaja si¢ mozliwosci identyfikacji i charakterystyki



wspolnych elementéw strukturalnych zlokalizowanych w obrebie oligocukrow rdzeniowych, tworzacych
konserwatywny segment w czasteczkach LPS wielu réoznych szczepow bakterii Gram-ujemnych.

Znajomos¢ struktury oligosacharydow jest takze niezbgdna w procesie syntezy neoglikokoniugatow
oligocukrow z bialkami. Umozliwia ona zastosowanie procedur chemicznych wilasciwych ze wzgledu na
stwierdzone sktadniki i pozadanych, ze wzgledu na oczekiwane wilasciwosci antygenowe. Wyczerpujace
informacje strukturalne pozwalaja na okreslenie warunkéw przygotowania immunogennych preparatow o
cechach antygenow T-zaleznych w formie kowalencyjnych neoglikokoniugatéw fragmentow rdzeniowych
LPS z bialkami. Zastosowanie odpowiednich no$nikow biatkowych oraz wiazan laczacych oligocukry z
biatkami (np. zredukowana zasada Schiffa) stwarza realne perspektywy wykorzystania tego typu

neoglikokoniugatéw w szczepionkach.
Od struktury do neoglikokoniugatu i przeciwcial antyendotoksynowych - metodyka

Badania zaprezentowane w pracach wchodzacych w sklad niniejszej rozprawy charakteryzuje
metodyczna oraz koncepcyjna spojnosc. Wszystkie prace byly prowadzone z wykorzystaniem nowoczesnych
technik instrumentalnych stosowanych we wspotczesnej immunochemii. We wszystkich badaniach
lipopolisacharydow oraz ich oligosacharydowych segmentow, oprocz stosowanych rutynowo jedno- i
dwuwymiarowych metod 'H, “C i *'P spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR),
eksperymentow typu COSY, TOCSY, NOESY, HMQC, HSQC i HMBC niezbgdnych do okreslenia
elementéw strukturalnych O-antygenow, zastosowano rowniez unikatowe techniki HR-MAS NMR (high
resolution magic angle spinning) oraz STD NMR (saturation transfer difference). STD NMR jest obok
takich metod jak ELISA, SPR (surface plasmon resonance), oraz immunoblotting, jedna z technik
stosowanych w badaniach immunochemicznych do oznaczania i charakterystyki epitopéw odpowiedzialnych
za wigzanie ligandow z przeciwcialami. Technika ta pozwala na bezposrednie mapowanie oddziatywan
oligocukrowych ligandéw ze swoistymi przeciwciatami.

Klasyczne badania endotoksyn prowadzi si¢ na wyizolowanych i oczyszczonych czasteczkach oraz
ich fragmentach. Takie podej$cie do badania struktur lipopolisacharydow wymaga ich izolacji, czgsto w
warunkach, w ktérych istnieje mozliwo§¢ degradacji badanych makroczasteczek, oraz usuwa badane
endotoksyny z ich naturalnego $rodowiska, jakim jest ostona komérkowa bakterii. Dopiero potaczenie metod

immunologicznych, ktére jednak same w sobie niosa ograniczona informacj¢ strukturalna, z nowoczesnymi



metodami instrumentalnymi, zwlaszcza technikami spektrometrii mas (np. MALDI-TOF MS, ESI MS) i
spektroskopii HR-MAS NMR, pozwala bada¢ LPS z zachowaniem labilnych sktadnikéw i wigzan,
umozliwiajac wglad w rzeczywista strukturg tych makroczasteczek.

Zastosowanie w prezentowanych pracach spektroskopii NMR i spektrometrii mas umozliwito pelna
charakterystyk¢ strukturalng —monosacharydowych sktadnikow  oligocukrow (rodzaj 1 forma
monosacharydéw, absolutna konfiguracja, anomeria wiazan), ustalenie sekwencji reszt cukrowych, oraz
wykazanie obecnosci niecukrowych podstawnikéw. Badania oddziatywan swoistych przeciwcial z
lipopolisacharydami prowadzono 2z wykorzystaniem takich metod serologicznych, jak ELISA,
immunoblotting i cytofluorymetria przeptywowa. W analizach strukturalnych badanych oligosacharydow
rownolegle wykorzystywano takze klasyczne metody chemiczne, takie jak analiza cukrowa i metylacyjna, w

potaczeniu ze specyficznymi degradacjami.

Nowe typy oligocukrow rdzeniowych Yokenella regensburgei PCM 2476 i PCM 2477 (publikacja nr 1).

Strukture oligosacharydéw rdzeniowych wyizolowanych z LPS Y. regensburgei okreslono po raz
pierwszy dla tego gatunku. Badania prowadzono wykorzystujac techniki spektrometrii mas i spektroskopii
'H, ®C NMR, uzupehione metodami analizy cukrowej i metylacyjnej. Analiza MALDI-TOF wykazata, ze w
przypadku obu rdzeni mamy do czynienia z oligosacharydami w formie undekasacharydéw o identycznej
masie czasteczkowej. Wstepne dane z analiz immunochemicznych lipopolisacharydow Y. regensburgei z
uzyciem przeciwcial skierowanych przeciwko O-antygenom Y. regensburgei PCM 2476 i PCM 2477
wskazywaty na obecno$¢ dwoch immunotypow zwiazanych z réznicami strukturalnymi w obrebie rdzeni.

Podjeto udang probe wyizolowania frakcji przeciwcial swoiscie reagujacych z analizowanymi
oligosacharydami i majacych zdolno$¢ rozrdézniania obu immunotypow. Kompletna analiza strukturalna obu
oligocukrow pozwolita na identyfikacje reszty heksopiranozowej rozniacej oba szczepy (PCM 2476: a-D-
Glep; PCM 2477: a-D-Galp), ktora decydowata o wystgpowaniu dwoéch glikoform rdzenia u badanych
szczepow Y. regensburgei, rozpoznawanych przez swoiste przeciwciata.

Nietypowa cecha badanych oligosacharydow okazat si¢ takze brak fosforanow w strukturze rdzenia -
zrodtem ujemnych tadunkéw w tym segmencie lipopolisacharydu staty si¢ grupy karboksylowe kwasu
galakturonowego oraz reszty Kdo.

Zidentyfikowano dwa nowe typy oligocukrow rdzeni Y. regensburgei rdzniace si¢ pojedyncza reszta

cukrowa w regionie tradycyjnie uwazanym za strukturalnie konserwatywny w obr¢bie LPS.



Nowy typ oligocukréow rdzeniowych Plesiomonas shigelloides O74 (publikacja nr 2).

Lipopolisacharyd P. shigelloides O74 wyizolowano stosujac metodg fenolowo-wodna, jednak w
przeciwienstwie do preparacji prowadzonych dla innych gladkich szczepoéw bakteryjnych O-antygeny byty
izolowane glownie z fazy fenolowej. Preparaty oligosacharydow uzyskane w wyniku tagodnej hydrolizy
badano przy pomocy metod chemicznych (analiza cukrowa i metylacyjna) oraz technik spektroskopii 'H, "*C
NMR i spektrometrii MALDI-TOF MS.

Glowny wyizolowany oligosacharyd skladat si¢ z czgéci rdzeniowej podstawionej pojedyncza
podjednostka tancucha O-swoistego. Analiza tej frakcji pozwolita okresli¢ strukturg biologicznej
podjednostki oraz typ wiazania i miejsce podstawienia oligocukru rdzenia podjednostka.

Oligosacharyd rdzeniowy zidentyfikowano jako oktasacharyd, pozbawiony grup fosforanowych
tworzacy nowy typ rdzenia P. shigelloides, charakterystyczny dla serotypu O74.

W przypadku badanych O-serotypow P. shigelloides (054, O74) cecha charakterystyczna opisanych
oligocukrow jest nieobecno$¢ grup fosforanowych. Ponadto w przeciwienstwie do struktur rdzeniowych
Enterobacteriaceae w oligosacharydach tych zaciera si¢ takze tradycyjnie przyjety podziat na czegsci
heksozowa i1 heptozowa (heksozy zidentyfikowane w rdzeniu wewngtrznym).

Oligosacharyd wyizolowany z lipooligosacharydu Bordetella pertussis — detoksyfikacja LOS z

zachowaniem wlasciwo$ci antygenowych i swoiste przeciwciala antyneoglikokoniugatowe

neutralizujace aktywnos$ci LOS in vitro (publikacja nr 3).

Bordetella pertussis jest Gram-ujemna paleczka i czynnikiem etiologicznym krztusca u ludzi.
Krztusiec jest choroba zakazna wieku dziecigcego, szczegolnie niebezpieczna dla noworodkow i dzieci, z
obserwowana wzrastajaca liczba zachorowan takze wsrod oséb starszych. Paleczki krztusca wytwarzaja
szereg toksyn i substancji toksynopodobnych, ktére odgrywaja role¢ w patogenezie krztusca, uczestnicza w
odpowiedzi gospodarza na zakazenie i maja znaczenie w powstawaniu odpornosci. Jedna z tych substancji
jest endotoksyna. Endotoksyna B. pertussis r6zni si¢ budowa chemiczna od LPS innych bakterii Gram-
ujemnych - posiada strukture tzw. lipooligosacharydu (LOS) - ma jednak podobne do nich whasciwosci
biologiczne. LOS jest gléwnym antygenem powierzchniowym B. pertussis, za celowe uznano zatem
zbadanie epitopow zlokalizowanych w obrebie LOS, jako miejsc wiazacych dla przeciwcial. Do badan uzyto
szczepow stosowanych w formulacji polskiej komorkowej szczepionki przeciwkrztu§cowe;.

W badaniach oligosacharydow LOS B. pertussis 186 wykorzystano techniki spektroskopii NMR i
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spektrometrii MALDI-TOF MS w celu uzyskania danych o strukturze oligocukru rdzeniowego badanego
szczepu. Zidentyfikowana w czgsci dystalnej rdzenia glukozamina pozwolita na przeprowadzenie
selektywnej deaminacji, prowadzacej do wyizolowania pentasacharydowego fragmentu i syntezy
neoglikokoniugatu z toksoidem t¢zcowym. Uzyskane przeciwciata antyneoglikokoniugatowe wykorzystano
do przeprowadzenia analiz immunochemicznych epitopéw rozpoznawanych w strukturze wyizolowanego
LOS, jak i na powierzchni zywych komoérek bakteryjnych.

Wykonane eksperymenty STD NMR pozwolily zidentyfikowaé elementy strukturalne biorace
bezposredni udzial w oddzialywaniu przeciwcial antyneoglikokoniugatowych z pentasacharydowym
fragmentem wyizolowanym z LOS B. pertussis. Przeprowadzono analize zdolno$ci uzyskanych przeciwciat
do hamowania produkcji TNFa, IL-6 i NO w testach in vitro, z wykorzystaniem linii komorek
makrofagopodobnych J744.1. Przeciwciala te w znaczacy sposob hamowaty produkcje TNFa, IL-6 i NO

przez komorki J744.1 stymulowane przez LOS B. pertussis.
Nowy typ oligocukrow rdzeniowych Plesiomonas shigelloides O54 (publikacja nr 4).

Przeprowadzone analizy strukturalne oligocukréw rdzeniowych P shigelloides 054, pozwolity
zidentyfikowac 1 opisac po raz pierwszy struktury oligosacharydow rdzeniowych dla gatunku P. shigelloides.
Struktury oligosacharydow badano wykorzystujac klasyczne metody chemiczne oraz techniki spektroskopii
'H, *C NMR i spektrometrii mas typu FAB-MS/MS, MALDI-TOF MS.

Glowny oligocukier rdzeniowy P. shigelloides 054 zidentyfikowano jako dekasacharyd. Wykazano
takze pewna heterogennos¢ zwiazana z miejscem podstawienia oligocukru rdzenia P. shigelloides 054 przez
podjednostke tancucha O-swoistego oraz obecnosé reszt heksozowych w regionie rdzenia wewngtrznego. W
trakcie analizy zidentyfikowano frakcje oligosacharydowa zawierajaca dodatkowo sktadniki typowe dla
wczesniej opisanego lancucha O-swoistego. Frakcja ta zostata opisana jako populacja oligocukru rdzenia
podstawionego pojedyncza podjednostka tancucha O-swoistego.

Wyodrebnienie tak ztozonej frakcji umozliwilo z kolei jednoczesne okreslenie miejsca potaczenia
polisacharydu O-swoistego z oligocukrem rdzeniowym, wskazanie typu wiazania i reszt bioracych udziat w
tym wiazaniu, oraz pozwolito na zdefiniowanie struktury biologicznej podjednostki O-antygenu
P shigelloides O54. Stwierdzong cecha charakterystyczng badanych oligosacharydéw byt brak fosforanow w

strukturze rdzenia.



Wrykorzystujac fakt, ze byla to pierwsza zidentyfikowana i opisana struktura rdzenia LPS gatunku
P. shigelloides przygotowano glikokoniugaty wyizolowanych oligocukrow rdzeniowych P. shigelloides 054
z BSA oraz uzyskano przeciwciala skierowane przeciwko oligocukrowi rdzenia. Przeciwciata te
wykorzystano do przeszukania wszystkich dostgpnych O-serotypdéw P. shigelloides w celu identyfikacji
pokrewnych epitopéw reagujacych krzyzowo. Stwierdzono, ze sposrod 69 przeanalizowanych O-serotypow
P. shigelloides, tylko trzy (024, 037 1 096). wykazuja antygenowe podobienstwo do serotypu O54. Istnienie
wielu O-serotypow, ktore nie wykazywaty reakcji krzyzowych z przeciwciatami skierowanymi przeciwko
oligocukrowi rdzenia 054, wskazuje na brak jednej, dominujacej struktury rdzenia wsréd badanych O-
serotypow.
Neoglikokoniugaty oligocukréw rdzeniowych E. coli — wlasciwo$ci antyendotoksynowe przeciwcial
skierowanych przeciwko konigatowi rdzenia R1 z toksoidem t¢zcowym (publikacja nr 5).

Bakterie Escherichia coli naleza do najczgsciej izolowanych drobnoustrojéw w przypadkach sepsy, z
czego u 60-80% izolowanych szczepow stwierdza si¢ wystepowanie oligocukru rdzeniowego typu R1. W
ramach prowadzonych przez nasz zespot badan nad przeciwciatami antylipopolisacharydowymi okreslilismy
warunki przygotowania immunogennych preparatdow o cechach antygenow T-zaleznych z wykorzystaniem
kowalencyjnych koniugatéw oligocukréw rdzeniowych LPS E. coli z toksoidem tezcowym.

Analizowano reaktywnoS$ci przeciwcial skierowanych przeciwko neoglikokoniugatowi rdzenia
E. coli R1 z lipopolisacharydami Enterobacteriaceae. Zaobserwowano reakcje z lipopolisacharydami
nalezacymi do 8 O-serotypow E. coli oraz Shigella sonnei fazy 1. Zdolno$¢ przeciwcial anty-
neoglikokoniugatowych do reakcji z lipopolisacharydami gladkich szczepéw E. coli bezposrednio na
powierzchni komorek bakteryjnych analizowano z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Jednoczesnie
badano hamowanie produkcji czynnika nekrozy nowotworéw (TNFa) oraz tlenku azotu (NO) przez
przeciwciata antyglikokoniugatowe in vitro ( linia makrofagopodobna J774.1 stymulowana przez gtadki typ
LPS E. coli O1) oraz in vivo (myszy). Surowice odporno$ciowe hamowaty w znacznym stopniu aktywnos¢
endotoksyny indukujaca wytwarzanie TNFa oraz tlenku azotu — jednych z najwazniejszych czynnikéw w
rozwoju wstrzasu endotoksycznego. Wykazano hamowanie produkcji TNFa oraz NO przez przeciwciata
antyneoglikokoniugatowe zaréwno in vitro, jak i in vivo. Na szczegolna uwage zastuguje fakt, ze reakcje
przeciwciat z LPS obserwowano dla szczepoéw gladkich — posiadajacych zmodyfikowany przez podstawienie

fancuchem O-swoistym rdzen. Wykazano, ze zwigzanie sig takiego przeciwciata z LPS zmienia konformacjg



lipidu A w stopniu wystarczajacym do odtoksycznienia tych substancji.
PODSUMOWANIE:

Znajomos$¢ budowy chemicznej calej czasteczki lipopolisacharydu jest pierwszym etapem ustalania
zaleznosci pomiedzy struktura a funkcja endotoksyny. Charakterystyka elementéw strukturalnych
bezposrednio zaangazowanych w oddzialywania ze swoistymi przeciwcialami jest za§ warunkiem poznania
wlasciwosci neoglikokoniugatéw, umozliwiajacym projektowanie bardziej bezpiecznych i immunogennych
szczepionek koniugatowych, ktére moga znalezé zastosowanie w zapobieganiu i zwalczaniu infekcji
wywotanych przez bakterie Gram-ujemne.

Uzycie przeciwcial skierowanych przeciwko neoglikokoniugatom oligocukrow wyizolowanych z
LPS z bialkami w potaczeniu z metodami spektroskopii NMR otwiera nowe mozliwosci w badaniach
epitopow rozpoznawanych przez przeciwciala antykoniugatowe na poziomie molekularnym. Korelacja
danych dotyczacych struktur badanych epitopéw z wlasciwo$ciami antyendotoksynowymi in vitro
przeciwciat skierowanych przeciwko zdefiniowanym oligocukrom pozwala na formulowanie wnioskéw
dotyczacych optymalnej budowy immunogenu. Wyniki analizy strukturalnej, potaczonej z poszukiwaniem
immunogennych struktur wspolnych dla wielu szczepow bakteryjnych, moga sta¢ si¢ wigc istotne dla
diagnostyki i profilaktyki zakazen bakteryjnych. Uzyskane dane postuzyly do zainicjowania realizowanego
obecnie zadania badawczego dla Wroctawskiego Centrum Badan EIT+, pt. ,,Szczepionki przeciwbakteryjne
nowej generacji: otrzymywanie, charakterystyka immunochemiczna, wlasciwosci ochronne” (projekt

wskazany w punkcie Va autoreferatu).

V. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO — BADAWCZYCH.

OSIAGNIECIA W PRACY BADAWCZEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA
Przedmiotem mojego zainteresowania przed uzyskaniem stopnia doktora byty:

e Badania strukturalne i serologiczne regionu rdzeniowego lipopolisacharydow Hafnia alvei,
e Badania strukturalne O-antygenu lipopolisacharydu Hafnia alvei PCM 1192,
e Badania mozliwosci stosowania biosensoréw do wykrywania pestycydow jako inhibitoréw

acetylocholinoesteraz metoda pomiaru zmian impedancji roztworu.

W latach 1986-1991 studiowatem na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Wroclawskiego



(kierunek: Biotechnologia). W roku 1990 odbylem praktyke studencka pod kierunkiem prof. dr hab.
Czestawa Lugowskiego w Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek IITD PAN.
Poznalem wowczas specyfike laboratorium i podstawowe metody immunochemiczne stosowane w
badaniach lipopolisacharydow. Efektem zainteresowania badaniami prowadzonymi w Laboratorium byto
przygotowanie pracy magisterskiej pt: "Charakterystyka immunochemiczna lipopolisacharydu Hafnia alvei
1203." Bezposrednio po ukonczeniu studidow dzigki stypendium z programu Wspolnoty Europejskiej (EC)
TEMPUS 1991-1992 odbylem staz naukowy na Wydziale Biotechnologii TNO (Netherlands Organisation
for Applied Scientific Research) w Zeist, Holandia. W czasie stazu dotaczytem do zespotu dr Richarda
Schasfoorta. Poznalem tam zasady funkcjonowania laboratorium zajmujacego sig¢ konstruowaniem i
badaniami biosensorow oraz ich praktycznym wykorzystaniem. Zajmowalem si¢ analiza zastosowania
nowego, prototypowego biosensora, przeznaczonego do szybkiego wykrywania i monitorowania obecnosci

pestycydéw — inhibitoréw acetylocholinoesterazy (32)'.

W 1993 roku rozpoczatem prace w Zaktadzie Immunochemii Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. Dotaczylem do zespolu kierowanego przez prof. dr hab. Czestawa
Lugowskiego. W poczatkowym okresie bralem udziat w badaniach strukturalnych i serologicznych
lipopolisacharydow Hafnia alvei, ze szczegdlnym uwzglednieniem regiondw rdzeniowych w LPS dla
wszystkich dostepnych wowczas szczepoéw H. alvei (30, 31). W analizach strukturalnych stosowano metody
chemiczne (analizy cukrowa i metylacyjna z wykorzystaniem GC-MS) oraz nieniszczaca technik¢ 1D NMR,
uzupetniane oznaczeniami immunochemicznymi (immunoelektroforeza, immunoblotting, ELISA). W celu
ustalenia zalezno$ci antygenowych pomigdzy oligosacharydami rdzeniowymi pochodzacymi z réznych
szczepOw H. alvei uzyskano przeciwciala skierowane przeciwko przygotowanym neoglikokoniugatom
rdzenia standardowego szczepu H. alvei ATCC 13337. Potwierdzono wystgpowanie jednego dominujacego
typu rdzenia wsrdd analizowanych szczepow H. alvei (29). W badaniach tych wykazano z jednej strony
znaczna konserwatywno$¢ regionu rdzeniowego H. alvei, przy znaczacej zmiennosSci elementow

strukturalnych w czgéci O-swoistej i obecnosci nietypowych sktadnikow.

W latach 1994 i 1995 w czasie dwu dwumiesi¢cznych pobytow na Wydziale Chemii, SLU w Uppsali

(Szwecja) bratlem udzial w badaniach struktur chemicznych lipopolisacharydéw realizowanych pod

! Pozycje publikacji wg spisu zataczonego w punkcie Va
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kierunkiem prof. Lennarta Kenne w ramach wspotpracy pomigdzy Polska Akademia Nauk oraz Szwedzka
Krolewska Akademia Nauk. W tym czasie poznawalem w praktyce wykorzystanie technik spektrometrii
masowej] MALDI-TOF, FAB-MS i spektroskopii NMR w analizie strukturalnej makroczasteczek
biologicznych, w tym cukrowych antygenow bakteryjnych. Przeprowadzono wowczas poczatkowe analizy
NMR i MALDI-TOF MS niezbedne do identyfikacji nowych O-antygenow H. alvei szczepow 32, 744, PCM

1194, PCM 1206, PCM 1209, PCM 1210, PCM 1213.

W 1995 roku obronitem rozpraweg doktorska pt. ,,Budowa chemiczna i charakterystyka serologiczna
wielocukrow O-swoistych i oligocukrow rdzeniowych lipopolisacharydow Hafnia alvei 744, PCM 1209
i 1213." Material zawarty w rozprawie zostat opublikowany w formie dwu prac juz po uzyskaniu stopnia
doktora (22, 25). W 1995 roku bratem takze aktywny udzial we wdrazaniu nowych technik
immunochemicznych i immunologicznych, w tym hodowli mysich komoérek makrofagopodobnych, w celu
prowadzenia badan efektow biologicznych endotoksyn in vitro na potrzeby nowych projektow
realizowanych w Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek, IITD PAN. W roku 1997
zostatem wyrozniony Stypendium Krajowym Fundacji Nauki Polskiej dla mtodego badacza.

OSIAGNIECIA W PRACY BADAWCZEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA
Przedmiotem mojego zainteresowania w okresie po uzyskaniu stopnia doktora sa:

e Analiza strukturalna i badania wtasciwo$ci immunochemicznych lipopolisacharydow (Hafnia
alvei, Yokenella regensburgei, Plesiomonas shigelloides),
e Uzyskiwanie i charakterystyka immunochemiczna kowalencyjnych neoglikokoniugatow

oligocukrow rdzeniowych lipopolisacharydow z biatkami,

e Neoglikokoniugaty oligocukréw rdzeniowych LOS Bordetella pertussis,

e Zastosowanie technik HR-MAS NMR i elementéw analizy multiwariacyjnej (NMR+PCA) do
chemotypowania i grupowania serotypow O Plesiomonas shigelloides,

e Zastosowanie zaawansowanych technik spektroskopowych w analizie makroczasteczek —
okreslanie pelnej struktury lipopolisacharydoéw w oparciu o techniki spektroskopii NMR,
spektrometrii mas (MALDI-TOF) wraz z charakterystyka wlasciwosci antygenowych i
endotoksycznych.

Prowadzone w latach 1996-1999 badania strukturalne i immunochemiczne O-antygenow
wyizolowanych z H. alvei szczepéw 32, PCM 1206, PCM 1190 oraz PCM 1210 byly kontynuacja prac

realizowanych w Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojéw i Szczepionek (22-24, 28). W tym czasie
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rozwijano wspotpracg z Laboratorium prof. Lennarta Kenne, uzyskujac dzigki temu nieskr¢gpowany dostep
do unikatowej aparatury badawczej. W badaniach zastosowano, oprocz klasycznych metod analizy
chemicznej (analiza cukrowa, metylacyjna, specyficzne degradacje) techniki spektroskopii NMR (400 MHz
1600 MHz) oraz spektrometrii mas MALDI-TOF i FAB. Efektem tych badan bylo opisanie nowych
O-antygenow H. alvei. Szczegoblnie istotne bylo zidentyfikowanie w nich nowych grup niecukrowych.
Stwierdzono obecno$¢ zwiazanej glikozydowo grupy fosforanowej, nadajacej polisacharydom O-swoistym
H. alvei 744, PCM 1194 oraz PCM 1210 charakter kwasow tejchojowych (22). Po raz pierwszy
zidentyfikowano D-allotreoning zwigzana amidowo z reszta kwasu D-galaktouronowego O-antygenu H. alvei
PCM 1206 (23).

W roku 1996 (listopad-grudzien) bralem udziat w praktycznym kursie spektroskopii NMR,
zorganizowanym przez Wydzial Chemii, SLU w Uppsali (Szwecja), obejmujacym procedury
przygotowywania, przeprowadzania eksperymentéw i uzyskiwania jedno i dwuwymiarowych widm NMR.
Poznatem wowczas zaawansowane metody analizy uzyskiwanych danych, w zakresie niezbednym do pelnej
charakterystyki systeméw spinowych polisacharydow i oligosacharydow. Zdobyte w czasie kursu
umiejgtno$ci wraz z wprowadzeniem niezbgdnego oprogramowania (np. XwinNMR, Topspin, Sparky)
pozwolity w kolejnych latach na rozszerzenie zakresu badan prowadzonych w Laboratorium Immunochemii
Drobnoustrojow i Szczepionek IITD PAN, umozliwiajac samodzielne prowadzenie badan z wykorzystaniem
techniki NMR.

W latach 1997 i 1998 w ramach prowadzonej aktywnie wspotpracy polsko-szwedzkiej odbytem
kolejne staze naukowe na Wydziale Chemii, SLU. Uczestniczytem wtedy w analizie nietypowych struktur
rdzeniowych zidentyfikowanych u trzech szczepdw H. alvei 23, 1222 1 39. Na podstawie badan
strukturalnych z wykorzystaniem spektroskopii NMR oraz spektrometrii MALDI-TOF MS potwierdzono
wskazania z analiz serologicznych — w szczepach H. alvei 23 i 1222 zidentyfikowano rdzen typu E. coli R4,
za$ rdzen szczepu 39 okreslono jako typ opisany dla Sa/monella Ra (19). W tym czasie po raz pierwszy
zetknatem si¢ w praktyce z zastosowaniem techniki HR-MAS (high resolution magic-angle-spinning) NMR
w analizie O-antygenow bezposrednio na powierzchni komorek bakteryjnych.

W latach 2000-2002 (tacznie 32 miesiace) pracowalem jako postdoc na Wydziale Chemii, SLU w Uppsali, w
Laboratorium prof. Lennarta Kenne. Przedmiotem mojego zainteresowania byla wyczerpujaca analiza

struktur O-antygenow bakterii Plesiomonas shigelloides, Bordetella pertussis oraz Yokenella regensburgei z
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wykorzystaniem zaawansowanych technik spektroskopii NMR oraz spektrometrii mas. W przeciwienstwie
do tradycyjnie stosowanego opisu struktur polisacharydow i oligosacharydéw bakteryjnych, jako odrebnych
segmentdw, rozwijatem podejécie calosciowe, majace charakter multidyscyplinarny i prezentujace petny opis
badanych O-antygenow. Opis taki uwzgledniat nie tylko indywidualne sktadniki poszczegdlnych segmentow,
lecz takze sposoby ich potaczenia z uwzglednieniem typow i charakterystyki wigzan, oraz z zachowaniem
reszt wrazliwych na warunki izolacji. Zidentyfikowane struktury byty tez weryfikowane w analizach
O-antygenow prowadzonych bezposrednio na bakteriach. Calo$¢ opisu uzupetniano badaniami wlasciwosci
immunologicznych badanych endotoksyn. Realizowane w tym czasie projekty obejmowaty zarowno badania
kompletnych struktur LPS wybranych szczepow P. shigelloides, jak rowniez analiz¢ wszystkich dostgpnych
O-serotypow P. shigelloides in situ z uzyciem techniki HR-MAS NMR. W tym czasie prowadzitem analizy
strukturalne nowych oligocukrow rdzeniowych P. shigelloides O54 (16), P. shigelloides O74 (10) oraz Y.
regensburgei PCM 2476 i PCM 2477 (4). Po raz pierwszy opisano wtedy struktury oligocukrow
rdzeniowych dla tych gatunkéw bakterii. Pracowatem takze nad ustaleniem struktur O-antygenow
wyizolowanych z P. shigelloides O74 z uwzglednieniem analizy O-antygenow bezposrednio na komorkach
bakteryjnych. W strukturze tego O-antygenu zidentyfikowalem nietypowy podstawnik — pochodng 5-oxo-
proliny (3-hydroksy-2,3-dimetylo-5-oxo-proling). W celu pelnej identyfikacji sygnatow pochodzacych od O-
antygenow zastosowalem analiz¢ NMR prowadzona w warunkach umozliwiajacych obserwacje i
identyfikacje protondéw grup aminowych i hydroksylowych sktadnikéw podjednostki O-antygenu (H,O,
temp. 283K i1 263K). Uczestniczylem tez w wyjasnieniu niestandardowego zachowania lipopolisacharydu
tego szczepu w trakcie izolacji metoda fenolowo-wodna, spowodowanego nadzwyczajna hydrofobowos$cia
czesci O-swoistej (10). (Cze$¢ z przeprowadzonych badan weszta w sklad cyklu prac wskazanych, jako
osiagnigcie wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy i zostata opisana w punkcie [V autoreferatu).

W czasie pobytu w SLU przeprowadzilem mikroanaliz¢ O-antygendw wszystkich dostgpnych O-
serotypow P. shigelloides in situ stosujac technike HR-MAS NMR. W analizach tych wykorzystano
miligramowe ilo$ci masy bakteryjnej. Uzyskane dane poddawano analizie multiwariacyjnej (PCA, principle
component analysis), grupujac O-serotypy wg podobienstw strukturalnych, identyfikowanych jako sygnaty
pochodzace od tzw. grup reporterowych. Dane strukturalne korelowano z wynikami oznaczen
serologicznych wskazujacych na krzyzowa reaktywnos$¢ w obrgbie niektorych O-antygendéw. Wyniki tych

prac byly prezentowane w formie referatow na dwoch konferencjach (6™ International Endotoxin Society
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Meeting, Paris, France, 2000 oraz 12" European Carbohydrate Symposium, Grenoble, France, 2003).
Wykazano, ze mozliwe jest przeprowadzenie chemotypowania O-antygenoéw bezposrednio na powierzchni
komorek bakteryjnych. Technike¢ HR-MAS NMR zastosowano takze w procedurach walidacji struktur O-
antygenow in situ. Standardowe analizy 1D HR-MAS NMR uzupetniono eksperymentami 'H, °C — HSQC
NMR, stosujac bakterie znakowane w hodowli z uzyciem mediow zawierajacych (1-"C)-D-glukoze lub
(*C)-p-glukoze.

Zainicjowalem zastosowanie w badaniach epitopow O-antygenow nowej techniki STD (saturation
transfer difference) NMR, pozwalajacej na bezposrednia analize¢ oddzialywan ligand-przeciwciato (13).
Zostata ona wykorzystana w badaniach interakcji przeciwciat anty-neoglikokoniugatowych oraz przeciwciat
anty-endotoksynowych z oligosacharydami (B. pertussis, Y. regensburgei) oraz frakcjami O-antygenow o
réznym stopniu spolimeryzowania (Y. regensburgei, P. shigelloides).

Pobyt w SLU pozwolil mi na zdobycie do$wiadczenia w praktycznym stosowaniu technik
spektroskopii NMR, spektrometrii mas oraz poznanie metod obrobki i analizy danych z wykorzystaniem
specjalistycznego oprogramowania, w stopniu umozliwiajacym prowadzenie samodzielnych prac
badawczych. Poznatem tez sposoby efektywnej prezentacji danych, opracowania wynikéw oraz
przygotowania publikacji. Podczas pobytu w SLU petnilem funkcje promotora pomocniczego pracy
doktorskiej Semihy Dag (temat pracy: ,,STRUCTURAL STUDIES OF SOME BACTERIAL LIPOPOLYSACCHARIDES
AND EXTRACELLULAR POLYSACCHARIDES USING NMR SPECTROSCOPY AND MASS SPECTROMETRY”).

Po powrocie ze Szwecji w czwartym kwartale 2002 kontynuowatem badania ztozonych
oligosacharydéw rdzeniowych Y.  regensburgei oraz nietypowych skladnikow tacznikowych
zidentyfikowanych w O-antygenach niektorych szczepdw H. alvei, uzyskujac i analizujac dane NMR
niezbg¢dne do ich identyfikacji i wyczerpujacej charakterystyki (7). Bratem takze udziat w prowadzeniu
analiz strukturalnych O-antygendéw nowych szczepodw P. shigelloides oraz badaniu rozmieszczenia grup
O-acetylowych w strukturach pokrewnych serologicznie O-antygenoéw H. alvei PCM 1200, 1203 i 1205 (14).
Uczestniczytem w analizie strukturalnej O-antygenu P. shigelloides O51 (6), w ktorym zidentyfikowano
rzadko spotykana reszt¢ kwasu 2,3-diamino-glukozaminouronowego oraz takie podstawniki, jak kwas
3-hydroksymastowy i grupa acetamidynowa. W badaniach O-antygenu H. alvei PCM 1195 okreslitem nowa
strukture heksasacharydowej podjednostki z glikozydowo zwiazana grupa fosforanowa, tworzaca tacznik

pomiegdzy podjednostkami (3). Bratem takze udziat w analizie strukturalnej oraz okresleniu aktywnos$ci
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endotoksycznych lipidow A P. shigelloides O54 (12) oraz H. alvei szczepdéw 32 i PCM 1192 (5). W tym
czasie wspotpracowatem takze z prof. dr hab. Andrzejem Stolarzewiczem (Uniwersytet Slaski, Katowice)
wykonujac analizy MALDI-TOF MS syntetycznych polimerow (8,9).

W latach 2003-2004 przygotowatem, a nastgpnie kierowatem realizacja projektu grantowego (2004-
2007) dotyczacego badan immunochemicznych gtownych powierzchniowych antygenow bakterii Gram-
uyjemnych, podejmujac  prob¢  okreslenia  zaleznoSci  pomigdzy  swoistoScia  przeciwciat
antylipopolisacharydowych, a zdolnoscia tych przeciwcial do neutralizowania niekorzystnych dla
zakazonego organizmu biologicznych aktywnosci endotoksyn. W ramach zadan realizowanych w
Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek IITD PAN biore takze udzial w realizacji
projektu rozwojowego NCBIR (2010-2013). W latach 2007-2009 bratem aktywny udziat w przygotowaniu
projektu dla tworzonego Wroctawskiego Centrum Badan EIT+. Efektem tych prac jest trwajaca obecnie
(zaplanowana na lata 2009-2014) realizacja zadania badawczego pt. ,,Szczepionki przeciwbakteryjne nowe;j
generacji: otrzymywanie, charakterystyka immunochemiczna, wlasciwo$ci ochronne” w ramach projektu
»Biotechnologia 1 zaawansowane technologie medyczne” finansowanego ze $rodkéw Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka.

W calym dotychczasowym okresie mojej aktywnosci badawczej zostaly opublikowane z moim
udziatem 32 prace oryginalne (31 prac indeksowanych w bazie Web-of-Science) oraz 3 prace przegladowe.
Sumaryczny IF (impact factor, wg roku opublikowania®) dla wszystkich opublikowanych prac, w ktorych
jestem wspotautorem wynosi: £ IF 83,94. Sumaryczny IF dla czasopism, w ktérych opublikowano prace
wchodzace w sklad habilitacji wynosi: X IF 19,29. Czg$¢ wynikéw badan, w ktorych bratem udziat byta

takze prezentowana na zjazdach naukowych w kraju i za granica ( 42 komunikaty zjazdowe).

Va OSIAGNIECIA NAUKOWO- BADAWCZE (Dz. U. Nr 196, poz. 1165 § 3i § 4).

1) autorstwo lub wspétautorstwo publikacji naukowych w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal
Citation Reports (JCR),
Zestawienie obejmuje oryginalne opublikowane prace twoércze z podzialem na prace opublikowane
po uzyskaniu i przed uzyskaniem stopnia doktora. W kolejnych nawiasach [---] podano udziat
wlasny opisowo i wyrazony procentowo oraz wartos¢ Impact Factor (IF) dla czasopism z roku

publikacji. Gwiazdka (*) oznaczono prace wchodzace w sklad rozprawy habilitacyjne;j.

? Dla publikacji z lat 2011 i 2012 przyjeto ostatni dostepny w bazie Journal Citation Report wskaznik IF czasopism, tj. z roku 2010.
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Prace oryginalne opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora

1.

Swierzko, A., Lukasiewicz, J., Cedzynski, M., Maciejewska, A., Jachymek, W., Niedziela,
T., Matsushita, M., Lugowski, C. New functional ligands for ficolin-3 among
lipopolysaccharides of Hafnia alvei, Glycobiology, 2012, 22(2): 267-280.

[Udziat w uzyskaniu i analizie danych eksperymentalnych NMR, udziat w przygotowaniu
manuskryptu pracy do druku] [5%] [IF 3,791]

Misiuk-Hojto, M., Miedzybrodzki, R., Grzybowski, A., Lugowski, C., Niedziela, T., Turno-
Krecicka, A., Szymaniec, S. Elevated levels of anti-endotoxin antibodies in patients with
bilateral idiopathic acute anterior uveitis, Acta Ophtalmologica, 2011, 89:¢283-¢288.

[Wykonanie analiz serologicznych, zebranie danych do analiz statystycznych, wykonanie
wstepnych analiz] [25%] [IF 2,801]

Niedziela, T., Kenne, L., Lugowski, C. Novel O-antigen of Hafnia alvei PCM 1195
lipopolysaccharide with a teichoic acid-like structure, Carbohydrate Research, 2010,
345(2): 270-274.

[Wiodacy udziat w planowaniu i wykonywaniu eksperymentow, przeprowadzenie analiz
NMR i MS; opracowanie wynikow i przygotowanie pracy do druku, prowadzenie
korespondencji z wydawca] [95%] [IF 1,898]

*Niedziela, T., Jachymek, W., Lukasiewicz, J., Maciejewska, A., Andersson, R., Kenne, L.,
Lugowski, C. Structures of two novel, serologically nonrelated core oligosaccharides of
Yokenella regensburgei lipopolysaccharides differing only by a single hexose substitution,
Glycobiology, 2010, 20(2): 207-214.

[Wiodacy udziat w planowaniu i przeprowadzeniu eksperymentow, przeprowadzenie analiz
NMR i MS; izolacja przeciwciat wraz z analiza ich oddziatywan, opracowanie wynikow i
przygotowanie pracy do druku, prowadzenie korespondencji z wydawca] [75%] [IF 3,791]

Lukasiewicz, J., Jachymek, W., Niedziela, T., Kenne, L., Lugowski, C. Structural analysis of
the lipid A isolated from Hafnia alvei 32 and PCM 1192 lipopolysaccharides, Journal of
Lipid Research, 2010, 51(3): 564-574.

[Udziat w analizie danych eksperymentalnych ESI-MS i MALDI-TOF MS, udziat w
przygotowaniu manuskryptu pracy do druku] [10%] [IF 6,115]

Maciejewska, A., Lukasiewicz, J., Niedziela, T., Szewczuk, Z., Lugowski, C. Structural
analysis of the O-specific polysaccharide isolated from Plesiomonas shigelloides O51
lipopolysaccharide, Carbohydrate Research, 2009, 344(7): 894-900.

[Udziat w planowaniu i wykonywaniu eksperymentéw NMR, udziat w przygotowaniu pracy
do druku] [25%] [IF 2,025]

Lukasiewicz, J., Niedziela, T., Jachymek, W., Kenne, L., 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(2): 533-544.

[Wykonanie analiz NMR oraz interpretacja uzyskanych danych, udziat w przygotowaniu
materialow do publikacji] [30%] [IF 3,94]

Pisarski, W.A., Swinarew, A.S., Czaja, M., Piekarnik, B., Grobelny, Z., Getautis, V.,
Grazulevicius, J.V., Niedziela, T., Trzebicka, B., Stolarzewicz, A. Optically induced
carbazolyl containing polyethers: Concentration effects, Journal of Molecular Structure,
2008, 887(1-3): 205-208.

[Wykonanie analiz MALDI-TOF MS, opracowanie wynikow analiz oraz opracowanie
danych do publikacji] [1%] [IF 1,594]

Morejko, B., Stolarzewicz, A., Grobelny, Z., Pickarnik, B., Niedziela, T., Trzebicka, B. New
kind of star-shaped polyethers prepared with cyclic oligo(potassium glycidoxide) as a
macroinitiator, Reactive & Functional Polymers, 2007, 67(7): 669-674.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

[Wykonanie analiz MALDI-TOF MS, opracowanie wynikow analiz oraz opracowanie
danych do publikacji] [5%] [IF 1,72]

*Niedziela, T., Dag, S., Lukasiewicz, J., Dzieciatkowska, M., Jachymek, W., Lugowski, C.,
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(35): 10422-10433.

[Wiodacy udziat w planowaniu i przeprowadzeniu eksperymentéw, wykonanie analiz NMR
wraz z interpretacja widm, przygotowanie pracy do druku, prowadzenie korespondenciji z
wydawca] [75%] [IF 3,633]

Lukasiewicz, J., Niedziela, T., Jachymek, W., Kenne, L., 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(6): 538-550.

[Udziat w planowaniu i wykonywaniu eksperymentéw NMR, udziat w przygotowaniu pracy
do druku] [30%] [IF 3,668]

Lukasiewicz, J., Dzieciatkowska, M., Niedziela, T., Jachymek, W., Augustyniuk, A., Kenne,
L., 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(35): 10434-
10447.

[Udziat w planowaniu i wykonywaniu eksperymentéw NMR, udziat w przygotowaniu pracy
do druku] [25%] [IF 3,633]

*Niedziela, T., Letowska, 1., Lukasiewicz, J., Kaszowska, M., Czarnecka, A., Kenne, L.,
Lugowski, C. Epitope of the vaccine-type Bordetella pertussis strain 186 lipooligosaccharide
and antiendotoxin activity of antibodies directed against the terminal pentasaccharide-tetanus
toxoid conjugate, Infection and Immunity, 2005, 73(11): 7381-7389.

[Wiodacy udziat w planowaniu i wykonywaniu eksperymentéw; wykonanie eksperymentow
NMR wraz z interpretacja widm; wykonanie analiz MALDI-TOF MS; izolacja przeciwciat
wraz z analiza ich oddzialywan, przygotowanie pracy do druku, prowadzenie korespondencji
z wydawca] [75%] [IF 3,933]

Dag, S., Niedziela, T., Dzieciatkowska, M., Lukasiewicz, J., Jachymek, W., Lugowski, C.,
Kenne, L. The O-acetylation patterns in the O-antigens of Hafnia alvei strains PCM 1200
and 1203, serologically closely related to PCM 1205, Carbohydrate Research, 2004,
339(15): 2521-2527.

[Wiodacy udziat w planowaniu eksperymentéw, wykonanie analiz HR-MAS NMR wraz z
interpretacja wynikow, koordynacja analiz serologicznych z badaniami strukturalnymi,
udziat w przygotowaniu pracy do druku] [35%] [IF 1.451]

Lukasiewicz, J., Jachymek, W., Niedziela, T., Dzieciatkowska, M., Lakomska, J.,
Miedzybrodzki, R., Fortuna, W., Szymaniec, S., Misiuk-Hojlo, M., 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(1): 59-67.

[Wykonanie czgsci analiz immunochemicznych] [5%] [IF 1,789]

*Niedziela, T., Lukasiewicz, J., Jachymek, W., Dzieciatkowska, M., Lugowski, C., Kenne,
L. Core oligosaccharides of Plesiomonas shigelloides O54 : 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(14): 11653-11663.

[Wiodacy udziat w planowaniu struktury pracy, wykonywanie eksperymentow NMR wraz z
interpretacja widm; wykonanie analiz MALDI-TOF MS, interpretacja uzyskanych wynikow,
przygotowanie manuskryptu pracy do druku] [70%] [IF 6,696]
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Lukasiewicz, J., Jachymek, W., Niedziela, T., Malik-Gebicka, M., Dzieciatkowska, M.,
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(3): 721-734.

[Wykonanie czgéci analiz immunochemicznych] [5%] [IF 0,6]

Czaja, J., Jachymek, W., Niedziela, T., Lugowski, C., Aldova, E., Kenne, L. Structural
studies of the O-specific polysaccharide from Plesiomonas shigelloides strain CNCTC
113/92, European Journal of Biochemistry, 2000, 267(6): 1672-1679.

[Wykonanie czg$ci analiz chemicznych oraz analiz MALDI-TOF MS, udziat w interpretacji
wynikow 1 przygotowaniu manuskryptu publikacji] [15%] [IF 2,852]

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, FEMS Immunology and Medical Microbiology, 1999,
24(1): 63-71.

[Udziat w wykonaniu eksperymentéw NMR i analizach MALDI-TOF MS, opracowanie
danych do publikacji] [15%] [IF 1,329]

Jachymek, W., Niedziela, T., Petersson, C., Lugowski, C., Czaja, J. 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(36): 11788-11795.

[Otrzymywanie preparatow bakterii, LPS, PS i OS; planowanie i wykonanie analiz
chemicznych, wykonanie analiz MALDI-TOF MS polisacharydow, interpretacja wynikow,
udzial w przygotowaniu publikacji] [25%] [IF 4,493]

Jachymek, W., Czaja, J., Niedziela, T., Lugowski, C., Kenne, L. Structural studies of the O-
specific polysaccharide of Hafnia alvei strain PCM 1207 lipopolysaccharide, European
Journal of Biochemistry, 1999, 266(1): 53-61.

[Wykonanie cze¢$ci analiz chemicznych, wykonanie testow serologicznych wraz z
opracowaniem wynikow, udzial w przygotowaniu publikacji] [20%] [IF 3,307]

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, 1997, 245(3): 668-675.

[Otrzymywanie preparatow bakterii, LPS i PS wykonanie analiz chemicznych, udziat w
wykonaniu analiz NMR i MALDI-TOF MS polisacharydow, interpretacja wynikow, udziat
w przygotowaniu publikacji] [25%] [IF 3,136]

Petersson, C., Niedziela, T., Jachymek, W., Kenne, L., Zarzecki, P., 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(2): 580-586.

[Udziat w otrzymywaniu preparatow bakterii, LPS i PS, wykonanie czgéci eksperymentow
immunochemicznych, udziat w interpretacji i przygotowaniu wynikéw do publikacji] [35%]
[IF 3,136]

Petersson, C., Jachymek, W., Kenne, L., Niedziela, T., Lugowski, C. Structural studies of the
O-specific chain of Hafnia alvei strain PCM 1190 lipopolysaccharide, Carbohydrate
Research, 1997, 298(3): 219-227.

[Wykonanie cze¢sci eksperymentow, udziat w interpretacji 1 przygotowaniu wynikéw do
publikacji] [25%] [IF 1,437]

Niedziela, T., Petersson, C., Helander, A., Jachymek, W., Kenne, L., Lugowski, C. Structural
studies of the O-specific polysaccharide of Hafnia alvei strain 1209 lipopolysaccharide,
European Journal of Biochemistry, 1996, 237(3): 635-641.
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26.

27.

28.

[Otrzymywanie preparatéw bakterii, LPS i PS, wykonanie analiz chemicznych, udziat w
wykonaniu analiz NMR i MALDI-TOF MS polisacharyddw, interpretacja wynikow, udziat
w przygotowaniu publikacji] [65%] [IF 3,275]

Lugowski, C., *Niedziela, T., 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, 1996, 16(1): 31-38.

[Wykonanie czg$ci analiz serologicznych, prowadzenie hodowli komoérkowych, udziat w
opracowaniu i przeprowadzeniu testow hamowania wytwarzania TNFa i NO, opracowanie
danych do publikacji] [65%] [IF 1,235]

Lugowski, C., Jachymek, W., Niedziela, T., 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(1): 21-30.

[Udziat w przygotowaniu neoglikokoniugatéw, udziat w przygotowaniu surowic i
wykonywaniu analiz serologicznych uzyskanych przeciwciat, opracowanie danych do
publikacji] [35%] [IF 1,235]

Jachymek, W., Petersson, C., Helander, A., Kenne, L., Niedziela, T., Lugowski, C. Structural
studies of the O-specific chain of Hafnia alvei strain 32 lipopolysaccharide, Carbohydrate
Research, 1996, 292: 117-128.

[Udziat w otrzymywaniu preparatéw bakterii, LPS i PS, udzial w wykonaniu analiz
chemicznych, udzial w wykonaniu analiz MALDI-TOF MS polisacharydéw, przygotowanie
preparatow oligosacharydowych do analiz FAB MS, udziat w opracowaniu i interpretacji
wynikow, udzial w przygotowaniu publikacji] [15%] [IF 1,417]

Prace oryginalne opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora

29.

30.

31.

32.

Lugowski, C., Jachymek, W., Niedziela, T., Romanowska, A., Witkowska, D., Romanowska,
E. Lipopolysaccharide Core Region of Hafnia alvei - Serological Characterization, FEMS
Immunology and Medical Microbiology, 1995, 10(2): 119-124.

[Udziat w przygotowaniu preparatow bakteryjnych, LPS, preparacje OS udzial w
przygotowaniu neoglikokoniugatow, udzial w immunizacjach i przygotowaniu surowic,
wykonywanie analiz serologicznych uzyskanych przeciwciat] [5%] [IF 1,056]

Lugowski, C., Niedziela, T., Jachymek, W., Klonowska, A., Czarny, A., Rowinski, S.,
Petersson, C., Kenne, L. Structural and serological characterization of Hafnia alvei
lipopolysaccharide core region, Acta Biochimica Polonica, 1995, 42(1): 51-54.

[Udziat w przygotowaniu preparatow bakteryjnych, LPS, PS i OS, udzial w analizach
immunochemicznych] [20%] [IF 0,367]

Jachymek, W., Petersson, C., Helander, A., Kenne, L., Lugowski, C., Niedziela, T. Structural
Studies of the O-Specific Chain and a Core Hexasaccharide of Hafnia alvei Strain-1192
Lipopolysaccharide, Carbohydrate Research, 1995, 269(1): 125-138.

[Udziat w przygotowaniu preparatow bakteryjnych, LPS, PS i OS, udziat w analizach
immunochemicznych] [10%] [IF 1,506]

Schasfoort, R.B.M., Niedziela, T. Detection of Inhibitory Compounds of Acetylcholine

Esterase with a Novel lon Responding Impedance Sensor (Iris), Sensors and Actuators B-
Chemical, 1994, 18(1-3): 175-177.

[Udziat w projektowaniu i przygotowaniu instalacji testowej sensora, wykonanie pomiarow,
opracowanie wynikoéw] [45%] [IF 1,074]
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2) udzielone patenty miedzynarodowe lub krajowe,

Patenty (zgtoszenia patentowe)

Polskie zgloszenie patentowe nr P 391475 z dnia 11.06.2010. ,,Polisacharyd oraz jego
pochodne posiadajace powinowactwo do fikoliny-3, sposob ich otrzymywania i
zastosowania”;

Tworcy: Lukasiewicz J, Swierzko A, Cedzynski M, Eugowski C, Maciejewska A, Jachymek
W, Niedziela T.

Jednostki zglaszajace: Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, Wroctaw oraz
Instytut Biologii Medycznej PAN, L6dz

Zgloszenie migdzynarodowe PCT/PL2011/050024. (11.06.2011) Polysaccharide and
derivative thereof, showing affinity to ficolin-3, method of preparation and use.

Twoércy: Lukasiewicz J, Swierzko A, Cedzynski M, Eugowski C, Maciejewska A, Jachymek
W, Niedziela T.

Jednostki zglaszajace: Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, Wroctaw oraz
Instytut Biologii Medycznej PAN, Lodz

wynalazki, wzory uzytkowe i przemystowe, ktdre uzyskaty ochrone, w tym te, ktére zostaty wystawione
na miedzynarodowych lub krajowych wystawach lub targach,

autorstwo lub wspétautorstwo monografii, publikacji naukowych w czasopismach miedzynarodowych lub
krajowych innych niz znajdujgace sie w bazach lub na liscie Journal Citation Reports (JCR),

Pozostale publikacje - prace przegladowe

1.

Lugowski, C., Niedziela, T., Jachymek, W., Czaja, J., Letowska, I. The acellular pertussis
vaccine. Nova Acta Leopoldina NF, 1999. 80(312): p. 259-263.

[Udziat w planowaniu struktury pracy, udziat w przygotowaniu manuskryptu pracy do
druku] [25%]

Niedziela, T., Jachymek, W., Lugowski, C. Endotoksyny bakteryjne — metody analizy
srukturalnej [Bacterial endotoxins--methods of structural analysis]. Postepy Hig Med Dosw,
1996. 50(5): p. 419-429.

[Wiodacy udziat w planowaniu struktury pracy, przygotowanie manuskryptu pracy do druku]
[75%]

Lugowski, C., Niedziela, T., Jachymek, W. Endotoksyny bakteryjne: struktura, aktywnos$ci
biologiczne, szczepionki koniugatowe [Bacterial endotoxins — structure, biological activities,
conjugate vaccines]. Mikrobiologia Medycyna, 1996. 4(9): p. 28-39.

[Udziat w planowaniu struktury pracy, udziat w przygotowaniu manuskryptu pracy do
druku] [35%]

autorstwo lub wspétautorstwo odpowiednio dla danego obszaru: opracowan zbiorowych, katalogow

zbiorow, dokumentaciji prac badawczych, ekspertyz, utworéw i dziet artystycznych;

sumaryczny impact factor publikacji naukowych wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z
rokiem opublikowania : 83,94
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7) liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS): 347°
8) indeks Hirscha opublikowanych publikaciji wedtug bazy Web of Science (WoS), 11

9) kierowanie miedzynarodowymi lub krajowymi projektami badawczymi lub udziat w takich projektach;

Obecnie realizowane projekty badawcze

2009-2014 wykonawca w realizacji zadania badawczego dla Wroctawskiego Centrum
Badan EIT+ pt. ,Szczepionki przeciwbakteryjne nowej generacji:
otrzymywanie, charakterystyka immunochemiczna, wtasciwosci ochronne” w
ramach projektu ,,Biotechnologia i zaawansowane technologie medyczne”
finansowanego ze srodkoéw Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka

2010-2013 wykonawca w projekcie rozwojowym, grant NCBIiR, pt. ,Produkty lizy
bakterii Gram-ujemnych jako potencjalne preparaty przeciwnowotworowe.
Charakterystyka chemiczna i1 biochemiczna oraz badanie  aktywnoSci
biologicznych. Opracowanie technologii produkcji substancji czynnej”

Kierowanie projektami badawczymi

2004-2007 »Badania strukturalne epitopéw na bakteryjnych endotoksynach oraz analiza
oddzialywan z rozpoznajacymi je przeciwcialami obecnymi w surowicach
odpornosciowych” - grant KBN 2 PO5SA 054 27

1998-2000 ,Endotoksyny Plesiomonas shigelloides — porownawcze badania strukturalne
preparatéw izolowanych z serologicznie pokrewnych szczepow.” - grant KBN
6 PO4A 051 14

1995-1996 »Badania strukturalne i serologiczne lipopolisacharydu Hafnia alvei PCM
1195” -grant ,,mlodego badacza” - grant KBN 6 PO4A 031 09

Udzial w projektach badawczych (wykonawca)

2007-2010 ,Badanie swoistosci oddzialywan ludzkiej lektyny wiazacej mannan (MBL) z
endotoksynami bakteryjnymi” - grant MNiSW Nr N401 084 32

2002-2005 »otruktura chemiczna i aktywnosci biologiczne endotoksyn Plesiomonas
shigelloides uzyskanych ze szczepéw chorobotwoérczych dla cziowieka - rola
wielocukrow O-swoistych 1 oligocukrow rdzenia w modulacji aktywnoS$ci
lipidu A” - grant KBN 3P04A 091 22

2000-2002 ,»Badania kompletnych struktur i wtasciwosci biologicznych endotoksyn H.
alvei o unikatowym potaczeniu wielocukru O-swoistego z oligocukrem
rdzeniowym” - grant KBN 6P04A 069 19

1997-1999 »~Kowalencyjne koniugaty oligocukrow rdzenia endotoksyny Bordetella
pertussis z bialkiem jako skladniki bezkomorkowej szczepionki
przeciwkrztu$cowej: otrzymywanie, wlasciwosci immunogenne, aktywnosci
biologiczne swoistych surowic odpornosciowych” - grant KBN nr POSA 105
12

1993-1996 LZastosowanie przeciwcial antylipopolisacharydowych w uogolnionych
zakazeniach wywolywanych przez bakterie Gram-ujemne - wlasciwosci
ochronne i lecznicze” - grant KBN nr 6P203 071 04

? Ostatnia aktualizacja 13-03-2012



10) miedzynarodowe lub krajowe nagrody za dziatalno$¢ naukowg

11) wygtoszenie referatéw na miedzynarodowych lub krajowych konferencjach tematycznych.

Niedziela T., Nord L., Lugowski C., Kenne L.: Chemotyping and grouping of Plesiomonas
shigelloides O-serotypes using high-resolution magic angel spinning NMR spectroscopy and
multivariate analysis. 12" European Carbohydrate Symposium, Grenoble, Francja, 2003 (referat)

Niedziela, T., Kenne, L. & Lugowski, C. High-resolution magic angle spinning NMR spectroscopy
used for rapid characterisation of Plesiomonas shigelloides O-antigens. Correlation of the HR-MAS

th
profiles with the results of immunological studies. 6 International Endotoxin Society Meeting,
Paris, Francja, 2000 (referat)

Vb. DOROBEK DYDAKTYCZNY | POPULARYZATORSKI ORAZ WSPOLPRACA MIEDZYNARODOWA HABILITANTA (Dz. U. Nr
196, poz. 1165 § 5).

1) uczestnictwo w programach europejskich i innych programach miedzynarodowych lub krajowych;

2) udziat w miedzynarodowych lub krajowych konferencjach naukowych lub udziat w komitetach
organizacyjnych tych konferenciji;

KOMUNIKATY ZJAZDOWE

Swierzko, A., Lukasiewicz, J., Cedzynski, M., Maciejewska, A., Jachymek, W., Niedziela,
T., Matsushita, M., Lugowski, C. ,,New functional ligands for H-ficolin among
lipopolysaccharides of Hafnia alvei”. International Lectin Conference Interlec Brisbane,
Australia (2011).

Swierzko, A., Lukasiewicz, J., Cedzynski, M., Maciejewska, A., Jachymek, W. Niedziela, T..
Matsushita, M., Lugowski, C. ,,New functional ligands for H-ficolin among
lipopolysaccharides of Hafnia alvei”. V International Complement Therapeutics Conference,
Rodos, Grecja (2011).

Maciejewska, A., Lukasiewicz, J., Niedziela, T., Jachymek, W., Lugowski, C. ,,Core
oligosaccharide of Plesiomonas shigelloides O17 (PCM 2231) lipopolysaccharide —
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udziat w 12. Europejskim Sympozjum Weglowodanowym (12" European
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8) osiagniecia dydaktyczne i w zakresie popularyzacji nauki;
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»Analiza strukturalna antygenéw cukrowych” — wyklad w ramach posiedzen naukowych IITD
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»lechniki spektrometrii masowej, spektroskopii NMR i analiza multiwariacyjna w badaniach
makroczasteczek biologicznych”- wyktad dla studentow Akademii Rolniczej we Wroctawiu,
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»Zastosowanie spektroskopii NMR i analizy multiwariacyjnej w chemotypowaniu serotypow O
Plesiomonas shigelloides - czyli rzecz o nowoczesnych metodach analizy duzych zbioréw
danych” — wyktad w ramach posiedzen naukowych IITD PAN, listopad, 2003

»Rapid characterization of epitopes present on carbohydrate bacterial antigens using modern
techniques.Correlation of the HR-MAS profiles with the results of immunological studies” -
wyktad w ramach Konferencji z okazji Jubileuszu 50-lecia IITD PAN, grudzien, 2002

»Szczepionki antylipopolisacharydowe” -Referat na posiedzeniu naukowym IITD PAN, marzec
1997

"Badania strukturalne lipopolisacharydow Hafnia alvei 1209 1 1213 - wykorzystanie metod
spektrometrii masowej ( EI, FAB, MS/MS, MALDI-TOF)." - Referat na posiedzeniu naukowym
IITD PAN, czerwiec 1995

"Region rdzeniowy lipopolisacharydow - struktura i serologia."- Referat na posiedzeniu
naukowym IITD PAN, 22 marca 1994

9) opieka naukowa nad studentami;

Kierowanie pracami magisterskimi
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2000

Tytul pracy: ,, GLIKOKONIUGATY OLIGOSACHARYDOWEGO FRAGMENTU LIPOPOLISACHARYDU
BORDETELLA PERTUSSIS Z TOKSOIDEM TEZCOWYM — OTRZYMY WANIE I CHARAKTERYSTYKA
IMMUNOCHEMICZNA”

Kierowanie pracami licencjackimi

Anna Ke¢pa, Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Nauk Przyrodniczych,

Biotechnologia, 1998

Tytutl: ,,BUDOWA I FUNKCJE ENDOTOKSYN BAKTERII GRAM-UJEMNYCH”’

10) opieka naukowg nad doktorantami w charakterze opiekuna naukowego lub promotora pomocniczego, z
podaniem tytutéw rozpraw doktorskich;

Promotor pomocniczy w przewodzie doktorskim - assistant supervisor, 2000-2005

Semiha Dag, Department of Chemistry, Swedish University of Agricultural Sciences, Uppsala,
Szwecja, 2005

Tytut rozprawy doktorskiej: ” STRUCTURAL STUDIES OF SOME BACTERIAL
LIPOPOLYSACCHARIDES AND EXTRACELLULAR POLYSACCHARIDES USING NMR SPECTROSCOPY
AND MASS SPECTROMETRY”

11) staze w zagranicznych lub krajowych osrodkach naukowych lub akademickich;

2000-2002 postdoc, Department of Chemistry, Swedish University of Agricultural
Sciences (SLU), Uppsala, Szwecja
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1994-1998 staze naukowe oraz udzial w kursie spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR), Department of Chemistry, SLU, Uppsala, Szwecja w
ramach wspodtpracy z [ITD PAN. Wroclaw (wspierane finansowo przez
Swedish Natural Science Research Council. Royal Swedish Academy of
Sciences. stypendium SLU oraz Polska Akademie Nauk) tacznie ~8 miesiecy

1991-1992 staz naukowy (stypendium) w ramach programu EC TEMPUS 1991/92 na
Wydziale Biotechnologii TNO (Netherlands Organisation for Applied
Scientific Research. Zeist, Holandia). 10 miesigcy

12) wykonanie ekspertyz lub innych opracowan na zaméwienie organow wiadzy publicznej, samorzadu
terytorialnego, podmiotow realizujgcych zadania publiczne lub przedsiebiorcéw;

13) udziat w zespotach eksperckich i konkursowych;

Udzial w pracach zespotu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego do oceny projektow
badawczych (2007).

14) recenzowanie projektow miedzynarodowych lub krajowych oraz publikacji w czasopismach
miedzynarodowych i krajowych.

Wykonywatem recenzje prac na zamowienie redakeji miedzynarodowych czasopism:

e (Carbohydrate Research (2010, 2009, 2005),

e FEBS Journal (2006, 2005),

e Biomacromolecules (2008, 2007).

W roku 2007 recenzowatem i bratem udzial w ocenie wnioskéw o finansowanie projektow
badawczych oraz sprawozdan z realizacji projektow (2011) na zlecenie Ministerstwa Nauki i

Szkolnictwa Wyzszego.
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