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4. Opis osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.).

a) Osiggnieciem w mysl ww. ustawy jest wskazany ponizej jednotematyczny cykl publikacji, dotgczony
do dokumentacji jako Zatgcznik nr 5, objety tytutem:

Markery glikolipidowe aktynobakterii — analiza strukturalna, immunochemiczna oraz znaczenie w
taksonomii i diagnostyce

b) Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego:

1. Pasciak M., Holst O., Lindner B., Mordarska H., Gamian A. Novel bacterial polar lipids
containing ether-linked alkyl chains, the structures and biological properties of the four major
glycolipids from Propionibacterium propionicum PCM 2431 (ATCC 14157T). J. Biol. Chem.
2003, 278, 3948-3956. IF' 6,482 / MNiSW?: 21 / liczba cytowanri®: 13

2. Pasciak M., Holst O., Lindner B., Mierzchata M., Grzegorzewicz A., Mordarska H., Gamian A.
Structural and serological characterization of the major glycolipid from Rothia mucilaginosa.
Biochim. Biophys. Acta, 2004, 1675: 54-61. IF 3,369 / MNiSW: 30 / liczba cytowan: 10

3. Huang Y., Pasciak M., Liu Z., Xie Q., Gamian A. Amycolatopsis palatopharyngis sp. nov., a
potentially pathogenic actinomycete isolated from a human clinical source. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol., 2004, 54, 359-363. IF 2,456 / MNiSW: 20/ liczba cytowan: 15

4. Gu Q. Pasciak M., Luo H., Gamian A., Liu Z., Huang Y. Ruania albidiflava gen. nov., sp. nov., a
novel member of the suborder Micrococcineae. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 2007, 57, 809-814.
IF 2.384 / MNiSW: 20 / liczba cytowan: 5

5. Pasciak M., Sanchez-Carballo P., Duda-Madej A., Lindner B., Gamian A., Holst O. Structural
characterization of the major glycolipids from Arthrobacter globiformis and Arthrobacter
scleromae. Carbohydr. Res. 2010, 345, 1497-1503. IF 1,898 / MNiSW: 32 / liczba cytowan: 4

6. Pasciak M., Kaczynski Z., Lindner B., Holst O., Gamian A. Immunochemical studies of trehalose-
containing major glycolipid from Tsukamurella pulmonis. Carbohydr. Res. 2010, 345, 1570-
1574. IF 1,898 / MNiSW: 32 / liczba cytowan: 2

7. Pasciak M., Pawlik K., Gamian A., Szponar B., Skéra J.,, Gutarowska B. An airborne
actinobacteria Nocardiopsis alba isolated from bioaerosol of a mushroom compost facility.
Aerobiologia 2014, 30, 413-422. IF* 1,202/ MNiSW*: 25 / liczba cytowan: 0

1 Warto$é wspétczynnika wptywu (IF) zgodnie z rokiem opublikowania.

2 Liczba punktéw wedtug polskiego systemu punktacji czasopism, zgodnie z rokiem opublikowania.

3 Liczba cytowan (z uwzglednieniem autocytowan),wedtug bazy Web of Science, stan z dn. 16.02. 2015 r.
4 Dane z roku 2013.
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¢ ) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omdwieniem
ich ewentualnego wykorzystania.

Cel naukowy:

Ustalenie struktury i charakterystyka immunochemiczna markeréw glikolipidowych aktynobakterii,
poznanie ich potencjatu chemiotaksonomicznego do wykorzystania w identyfikacji nowych,
nieznanych wczesniej taksonéw aktynobakterii oraz w ustalaniu etiologii zakazen oportunistycznych.

PRZEDSTAWIONY CYKL PRAC OBEJMUJE ZAGADNIENIA BADAWCZE, STANOWIACE PRZEDMIOT MOICH
ZAINTERESOWAN NAUKOWYCH:

- analiza strukturalna kompletnych struktur glikolipidow aktynobakterii
- ustanowienie nowych jednostek taksonomicznych w klasie Actinobacteria: gatunkdéw i rodzaju
- wykorzystanie zwigzkow lipidowych do identyfikacji szczepdw klinicznych i sSrodowiskowych

- diagnostyka zakazen wywotywanych przez promieniowce oportunistyczne

Wprowadzenie

Mikroorganizmy uczestnicza we wszelkich przejawach zycia na Ziemi: odpowiadajg za obieg
pierwiastkdw w przyrodzie i ich konwersje do form przyswajalnych dla zyjacych organizmoéw, zasiedlaja
ekstremalnie rézne nisze ekologiczne. Ztozone konsorcja bakteryjne sg Scisle zwigzane ze
Srodowiskiem gleb, wdd, roslin i zwierzat.

Mikroorganizmy towarzyszyly ssakom w ich rozwoju ewolucyjnym tworzac wyspecjalizowane
mikrobiomy, ktére aktywnie dostosowywaty sie do gospodarza ksztattujgc jego uktad odpornosciowy.
Poprzez miliony lat olbrzymia wiekszos¢ z tych mikroorganizméw przyjeta funkcje flory komensalnej i
mutualistycznej, a tylko nieliczne gatunki staty sie patogenne dla cztowieka. Najbardziej
spektakularnym przyktadem koewolucji ssakéw i bakterii patogennych jest Mycobacterium
tuberculosis: poczatkowo uwazano, ze gruzlica pojawita sie wraz z rozwojem rolnictwa i
udomowieniem zwierzat, w epoce neolitu, czyli okoto 10 000 lat temu, ale ostatnie prace sugeruja, ze
mogto to nastgpi¢ ponad 50 000 lat temu w Afryce®, skad pratki rozprzestrzenity sie wraz z migracjg
ludzi na inne kontynenty.

Ludzki mikrobiom stanowig bakterie, archebakterie, grzyby i wirusy zamieszkujgce rézne okolice ciata:
jame ustng i przewdd pokarmowy, skére i uktad moczowo-ptciowy. Ostatnie lata przynoszg wiele
danych dotyczgcych interakcji mikrobiomu z organizmem gospodarza i jego kluczowej roli w rozwoju i

5 Hershberg R, Lipatov M, Small PM, Sheffer H, Niemann S, et al. High Functional Diversity in Mycobacterium
tuberculosis Driven by Genetic Drift and Human Demography. PLoS Biol 2008, 6, e311.
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funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego, etiopatogenezie chordb, rozwoju nowotwordw oraz
mechanizmach zwalczania drobnoustrojéw patogennych.

Na podstawie badan dostepnych izolatéw bakteryjnych oraz analizy sekwencji zdeponowanych
genomow bakteryjnych ustalono, ze ponad 88% zidentyfikowanych mikroorganizméw nalezy do 4
podstawowych typdw systematycznych (phylum): Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria i
Bacteroidetes®.

Aktynobakterie - rola w srodowisku i znaczenie

Przedmiotem moich zainteresowan naukowych sg promieniowce (aktynobakterie) — bakterie Gram-
dodatnie, nalezgce do klasy Actinobacteria. Byly one rozpoznawane juz ponad 100 lat temu na
podstawie kryteriow morfologicznych. Wytwarzanie grzybni powietrznej upodabniato je do grzybdéw i
dopiero szczegdtowa analiza sktadu sciany komdrkowej dostarczyta niezbitych dowoddéw ich
przynaleznosci do bakterii wtasciwych. Obecnie na podstawie analizy 16S rRNA typ Actinobacteria
reprezentuje najwiekszg jednostke systematyczng w domenie Bacteria. Przedstawiciele aktynobakterii
wykazujg duze zrdznicowanie morfologiczne: wystepujg w formie ziarniakdw (Micrococcus), moga
wykazywac morfologie pateczkowato-ziarniakowatg (Arthrobacter), mogg wytwarzaé fragmentujgca
grzybnie podstawowg (Nocardia, Rhodococcus), badz tez wyraznie wyksztatcong grzybnie podstawowa
i powietrzng (Streptomyces, Micromonospra)’.

Drobnoustroje te sg wszechobecne w przyrodzie, wystepujg przede wszystkim w glebie, wodach
stonych i stodkich, komposcie i oborniku. Przewazajgca wiekszos¢ nalezy do saprofitow, ale niektdre sg
pasozytami lub tworzg mutualistyczne powigzania z roslinami i zwierzetami. Mikroorganizmy rodzaju
Frankia sg symbiontami roslin i uczestniczg m. in. w procesie wigzania azotu atmosferycznego.

Dzieki poteznemu aparatowi enzymatycznemu aktynobakterie uczestniczg w dekompozycji materii
organicznej rozktadajac tak ztozone naturalne polimery jak lignina, celuloza i chityna. Mogga réwniez
rozktada¢ wytwarzane przez cztowieka zwigzki, powodujgce zanieczyszczenie Srodowiska.
Aktynobakterie korynopodobne wytwarzajg lipidy trehalozowe o wtasciwosciach surfaktantow,
uzyteczne w usuwaniu skutkéw skazed ropa naftowa®. Niektére promieniowce, np. Nocardia,
izolowane sg z osadu czynnego, gdzie biorg aktywny udziat w procesach oczyszczania Sciekow.

Szacuje sie, ze okoto 80% antybiotykdw pochodzenia naturalnego to metabolity aktynobakterii.
Pierwszym odkrytym antybiotykiem-metabolitem wtérnym promieniowcéw byta aktynorodyna, a
kolejnym - streptomycyna, do dzi$ stosowana jako lek przeciwgruzliczy. Antybiotyki o zréznicowanym
spektrum aktywnosci i swoistosci biologicznej byty pozyskiwane z izolatéw glebowych z rodzajéw
Streptomyces, a takze Actinoplanes, Actinomadura, Amycolatopsis i Micromonospora.

Aktynobakterie sg rdwniez istotnym producentem witamin i enzymdw wykorzystywanych w procesach
biotechnologicznych. Nalezg do nich peptydazy i lipazy stosowane w przemysle mleczarskim do

6 Rinke C et al. Insights into the phylogeny and coding potential of microbial dark matter. Nature 2013, 25; 499,
431-437.

7 Goodfellow M, Williams ST. Ecology of Actinomycetes. Ann Rev Microbiol 1983, 37, 189-216.

8 Christofi N,. lvshina IB. Microbial surfactants and their use in field studies of soil remediation. J Appl Microbiol
2002, 93, 915-929.
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produkgcji serow, glikozydazy i izomerazy glukozy, niezbedne w produkcji syropéw owocowych oraz
nukleazy restrykcyjne stosowane w biologii molekularnej.’

Duze zainteresowanie wzbudzajg aktynobakterie $rodowisk wodnych, zwtfaszcza ekosystemow
morskich, bedace Zzrédtem nowych metabolitéw. Burzliwy rozwdj metod genotypowania w ostatnich
latach pozwolit na okreslenie sekwencji nukleotydowych tysiecy mikroorganizmow, ktérych nie mozna
byto wyhodowa¢ w warunkach laboratoryjnych. W bazie NCBI zdeponowano ponad 3000 gendéw
szczepow aktynobakterii zwigzanych z organizmami morskimi. Aktynobakterie te sg Zzrédtem nowych
zwigzkéw o niespotykanych aktywnosciach anty-drobnoustrojowych, anty-nowotworowych, anty-
wirusowych oraz skierowanych przeciwko pasozytom?©,

Intensywnie poszukiwane sg kolejne szczepy bedgce bogatym Zrédtem aktywnych biologicznie
metabolitéw wtdérnych i enzymow niezbednych do degradacji ksenobiotykéw lub usuwania skazenia
Srodowiska.

Aktynobakterie patogenne i szczepy oportunistyczne

Do klasy Actinobacteria nalezg bezwzgledne patogeny cztowieka takie jak M. tuberculosis, M. leprae,
Nocardia asteroides, Corynebacterium diphtheriae i Actinomyces israelii, odpowiedzialne za
wywotywanie gruzlicy, tradu, nokardiozy, bfonicy i promienicy. GruZlica jest gtdwna przyczyna
Smiertelnosci na $wiecie, uwaza sie, ze odpowiada za 1,8 mln zgondw rocznie. Szacuje sie, ze okoto 1/3
populacji moze by¢ zarazona M. tuberculosis, a jedynie maty odsetek zakazonych osdb rozwija aktywng
postac choroby. Oprécz znanych od dawna chorobotwérczych gatunkdéw aktynobakterii pojawiaja sie
nowe taksony, nie brane dotad pod uwage jako wazne z klinicznego punktu widzenia. W ostatnich
latach zwiekszyta sie liczba wywotywanych przez nie zakazen egzo- i endogennych, miejscowych badz
uktadowych, chronicznych bakteriemii lub komplikacji pourazowych'!. Wiekszo$é aktynobakterii
nalezy do tzw. bakterii oportunistycznych. W predysponujgcych przypadkach, np. uposledzonego
funkcjonowania uktadu odpornosciowego, urazéw fizycznych lub wyczerpania organizmu
drobnoustroje te wnikajg do tkanek gospodarza, po czym nastepuje powolny, rzadko ostry proces
zakazenia. Niektdre promieniowce oportunistyczne, np. Actinomyces, Rothia, Propionibacterium
uwazane sg za czesc flory fizjologicznej, inne, bytujgce w glebie, mogg zakaza¢ organizm gospodarza w
wyniku kontaktu po przerwaniu ciggtosci tkanek lub jako choroby odzwierzece.

Do wywotywanych przez te bakterie schorzen, okreslanych jako aktynobakteriozy, nalezg tez niektére
choroby uczuleniowe®. Rzeczywista czesto$¢ zakazerh wywotywanych przez aktynobakterie (z
wytaczeniem gruzlicy) jest trudna do oszacowania, gdyz trudnosci diagnostyczne wptywajg na
zanizanie czestosci ich wystepowania. Ponadto pokrewienstwo filogenetyczne w obrebie klasy
Actinobacteria, trudnosci hodowlane, a czesto takze niespecyficzne objawy kliniczne sprawiajg, ze
etiologia tych zakazen jest trudna do ustalenia.

9 Mordarska H, Pasciak M. Promieniowce w przyrodzie i w biotechnologii. Biotechnologia 2002, 4, 142-164.

10 valliappan K, Sun W, Li Z. Marine actinobacteria associated with marine organisms and their potentials in
producing pharmaceutical natural products. Appl Microbiol Biotechnol 2014 ,98, 7365-77.

11 Mordarska H, Szponar B, Pasciak M, Gamian A. Promieniowce chorobotwércze i bakterie promieniowco-
podobne: problemy taksonomiczne, diagnostyczne i kliniczne. Mikrobiologia Medycyna, 1999, 2, 3-10.

12 Funke G, von Graevenitz A, Clarridge JE, Bernard KA. Clinical microbiology of coryneform bacteria. Clin
Microbiol Rev 1997, 10, 125-159.
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Istotne z punktu widzenia mikrobiologii klinicznej jest zatem poznanie mechanizméw odpowiedzi
odpornosciowej towarzyszacych tym zakazeniom oraz funkcji biologicznej poszczegdlnych
komponentdw strukturalnych aktynobakterii.

Taksonomiczne markery aktynobakterii

Wiarygodna identyfikacja szczepdw izolowanych z prébek klinicznych lub srodowiskowych mozliwa
jest dzieki zastosowaniu metod taksonomicznych. Informacje taksonomiczne pozwalaja na
zrozumienie bioréznorodnosci i powigzan pomiedzy organizmami zyjagcymi w réznych ekosystemach.

Obecnie obowigzujgca klasyfikacja mikroorganizméw polega na uwzglednieniu charakterystyki
fenotypowej, chemiotaksonomicznej i genotypowaniu, ktére razem stanowig wielofazowg strategie
taksonomiczng'®. Ma ona bardzo duze znaczenie w przypadku opisywania nowych,
niezidentyfikowanych wczesniej taksonéw, gdyz kompleksowa charakterystyka umozliwia doktadne
umiejscowienie organizmu w istniejgcej hierarchii taksonomicznej, ktdéra odzwierciedla
pokrewienstwo filogenetyczne mikroorganizmadw.

Do charakterystyki fenotypowej nalezy morfologia i okreslenie potencjatu metabolicznego, tj. cech
fizjologicznych i biochemicznych. Waznymi parametrami sg ksztatt i wielko$¢ komérki, wynik barwienia
komorki, ustalenie optymalnych warunkéw wzrostu.

Metody chemiotaksonomiczne oparte sg na analizie chemicznej markerédw strukturalnych oston
komérkowych bakterii, takich jak peptydoglikan, kwasy ttuszczowe, lipidy polarne i chinony
izoprenoidowe.

Peptydoglikan

Sciana komodrkowa bakterii Gram-dodatnich, w tym aktynobakterii, zawiera réine typy
peptydoglikanu, ktére mogg by¢ rodzajowo lub gatunkowo specyficzne, natomiast u bakterii Gram-
ujemnych peptydoglikan jest mniej zréznicowany. Drobnoustroje z rodzaju Mycobacterium i Nocardia
zawierajg N-glikolilowa reszte kwasu muraminowego zamiast N-acetylowej, co jest wykorzystywane w
taksonomii (istniejg proste testy na oznaczanie tych zwigzkéw).

U bakterii Gram-dodatnich w trzeciej pozycji tafcucha peptydowego moze wystepowac: mezo-DAP
(kwas diaminopimelinowy), L-Lys, kwas L-aminomastowy, LL-DAP lub rzadziej L-Orn. Detekcja
obecnosci DAP i identyfikacja jego izomeru jest jedng z najbardziej przydatnych analiz
chemiotaksonomicznych dla bakterii Gram-dodatnich, zwtaszcza aktynobakterii. Rdwnie przydatna jest
analiza cukrow wystepujgcych dodatkowo w $cianie komodrkowej i okreslenie typu Sciany
komdrkowej. !

13 vandamme P, Pot B, Gillis M, de Vos P, Kersters K, Swings J. Polyphasic taxonomy, a consensus approach to
bacterial systematics. Microbiol Rev 1996, 60, 407-438.

14 pasciak M, Mordarska H, Szponar B, Gamian A. Metody chemiotaksonomiczne w rozpoznawaniu zakazeh
wywotywanych przez aktynobakterie. Post Hig Med Dosw 2007, 61, 403-412.
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Lipidy polarne

W komodrkach drobnoustrojow obecne s3 lipidy o réznym sktadzie chemicznym i wiasciwosciach. Lipidy
polarne: gliko- i fosfolipidy sg gtéwnym sktadnikiem dwuwarstwy lipidowej bton komdrkowych,
wystepujg powszechnie i czesto sg brane pod uwage w identyfikacji i klasyfikacji. U aktynobakterii
mozna wyrdznié 5 typéw fosfolipidowych na podstawie obecnosci markerowych fosfolipidéw?*. Z kolei
sfingofosfolipidy wystepujg w ograniczonej liczbie taksondéw i tez mogg by¢ zwigzkami markerowymi.
Odrebna grupe zwigzkdw lipidowych stanowig lipopolisacharydy, wystepujgce u przedstawicieli niemal
wszystkich bakterii Gram-ujemnych.

Z uwagi na fakt, ze glikolipidy stanowig znaczng czes¢ masy sciany komérkowej (szacuje sie ze moga
stanowi¢ do 10% suchej masy komarki) oraz tatwo ulegajg ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznymi,
w stosunkowo krétkim czasie uzyskuje sie je i poddaje analizie za pomocg technik chromatograficznych
(TLC). Uzyskany z catych komadrek ekstrakt lipidowy pozwala na poréwnanie lipidow polarnych réznych
mikroorganizméw.®

Kwasy ttuszczowe

Czescig sktadowgq lipidow sg kwasy ttuszczowe — traktowane odrebnie — jako istotne markery
taksonomiczne. Zidentyfikowano ponad 300 rdinych chemicznych struktur tych zwigzkéw. W
chemiotaksonomicznej charakterystyce wazna jest dtugosé tancucha, pozycja wigzan podwadjnych,
obecnosé grup cyklopropanowych, hydroksylowych oraz obecnosé innych podstawnikdw. Stosowanym
od kilkudziesieciu lat markerem rzedu Corynebacterineae sg kwasy mikolowe (a-rozgatezione, B-
hydroksylowe kwasy ttuszczowe). Dtugos$¢ taricucha alifatycznego jest rodzajowo swoista, a w obrebie
taksonu Mycobacterium, w ktérym wystepujg dodatkowe grupy funkcyjne np. keto, metoksy, epoksy
— nawet gatunkowo swoista. Warto doda¢, ze kwasy nokardiomikolowe zostaty po raz pierwszy
wyizolowane ze szczepdw Nocardia przez prof. Haline Mordarska z IITD we Wroctawiu, nazwane
woweczas LCN-A (lipid charakterystyczny dla Nocardia)®®. Innym spektakularnym przyktadem sg kwasy
3-hydroksylowe, wystepujgce tylko w lipopolisacharydach, dtugosé tancucha tych zwigzkow jest
rodzajowo swoista w obrebie bakterii Gram-ujemnych. Profil kwasow ttuszczowych wystepujgcych w
komdrkach drobnoustrojéw jest stabilnym parametrem, o ile zachowane sg standardowe warunki
hodowli drobnoustrojéw.

Chinony izoprenoidowe

Odrebna klase zwigzkdéw stanowig chinony izoprenoidowe, wystepujace w btonie komdrkowej bakterii
i odpowiedzialne za transport elektronéw. Sg one zréznicowane strukturalnie w obrebie bakterii Gram-
dodatnich, a zwtaszcza aktynobakterii. Wystepujg dwa podstawowe typy strukturalne naftochinony i
benzochinony. Rdznice w dtugosci tancucha izoprenylowego, wystepowanie w konformacji cyklicznej,
nasycenie lub uwodornienie fanicucha izoprenylowego, mogg charakteryzowac organizmy na réznych
poziomach taksonomicznych.

15 Mordarska H. Taxonomic value of glycolipids of actinomycetes and allied taxa. The Actinomycetes 1985/1986,
19, 11-32.

16 Mordarska H, Mordarski M, Goodfellow M. Chemotaxonomic characters and classification of some
nocardioform bacteria. J Gen Microbiol 1972, 71, 77-86.

8



ZALACZNIK 2. AUTOREFERAT

Genotypowanie

Metody oparte na analizie genomu, takie jak zawartosé par GC w DNA, hybrydyzacja DNA-DNA i analiza
sekwencji 16S rRNA uzupetniajg charakterystyke taksonomiczng. Oznaczanie zawartosci G + C w
genomie jest stosowane na wyzszym taksonomicznie poziomie klasyfikacji i przyjmuje sie zasade, ze
organizmy réznigce sie zawartoscig par GC ponad 10% nalezg do réznych rodzajow. Hybrydyzacja DNA-
DNA uwazana jest za ,ztoty standard” w taksonomii, jednak sprawia ona wiele problemoéw
metodycznych i uzyskane wyniki nie zawsze sg powtarzalne.

Gen 16S rRNA jest efektywnym markerem molekularnym poniewaz jest powszechny, funkcjonalnie
stabilny, wysoce konserwatywny i mato podatny na horyzontalny transfer genéw. Z tych powoddéw
stosuje sie go w definicji gatunku, ktéra zaktada, ze nalezgce do niego organizmy posiadajg nie mniej
niz 3% réznice w sekwencji 16S DNA i wartos¢ hybrydyzacji DNA-DNA powyzej 70%.

Powszechng praktyka w ostatnich dwéch dekadach jest stosowanie jedynie poréwnawczej analizy
genu 16S rRNA do identyfikacji szczepu. Nalezy jednak podkresli¢, ze wiekszos¢ drobnoustrojow
wymaga bardziej kompleksowych analiz do klasyfikacji i identyfikacji, czyli wielofazowej strategii
taksonomicznej.

Wraz ze zwiekszeniem szybkosci analizy i obnizeniem kosztéw sekwencjonowania w ostatnich latach
coraz wiecej genomow bakteryjnych jest sekwencjonowanych a informacje zwarte w bazach danych
sg ogoblnie dostepne. Pomimo tych zalet wydaje sie jednak mato prawdopodobne, zeby
sekwencjonowanie genomu mogto byé dostepne i rutynowo stosowane w wiekszosci laboratoridéw.
Niezaprzeczalnie informacje zawarte w genomie sg cennym zrédtem informacji taksonomicznych,
totez postuluje sie zastgpienie testu hybrydyzacji DNA-DNA poréwnywaniem Sredniej identycznosci
sekwencji nukleotydéw®’ (ANI, Average Nucleotide Index) konserwatywnych genéw obecnych w
genomach bakteryjnych. Innym parametrem opartym na sekwencji genomu proponowanym do
rozrézniania gatunkow jest indeks réznic genomowych oparty na analizie konserwatywnego rdzenia
genomu DNA i proporcji wspdélnego DNA dwdch gendw (maximal unique matches index)™.
Zastosowanie analizy catych genomdw ma jeszcze pewne ograniczenia, przede wszystkim w bazach
danych nie sg reprezentowane wszystkie taksony bakteryjne. Do tej pory ograniczano sie do analizy
genomowej szczepdw waznych z punktu widzenia mikrobiologii klinicznej i biotechnologii, a w grupie
tej szczepy typowe nie sg niestety w wiekszosci reprezentowane, ponadto mozna tez kwestionowac
jakos¢ deponowanych sekwencji genomowych.

Podsumowujac, pomimo iz taksonomia moze byé w przysztosci oparta na analizie pokrewienstwa
filogenetycznego catych genoméw bakteryjnych, uwaza sie, ze parametry fenotypowe i
chemiotaksonomiczne pozostang waznym kryterium taksonomicznym?®.

17 Konstantinidis KT, Tiedje JM. Genomic insights that advance the species definition for prokaryotes. Proc Natl
Acad Sci USA 2005, 102, 2567-2572.

18 Deloger M, El Karoui M, Petit MA. A genomic distance based on MUM indicates discontinuity between most
bacterial species and genera. J Bacteriol 2009, 191, 91-99.

1% Ramasamy D, Mishra AK, Lagier JC, Padhmanabhan R et al. A polyphasic strategy incorporating genomic data
for the taxonomic description of novel bacterial species. Int J Syst Evol Microbiol. 2014, 64, 384-391.
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Wielofazowa strategia taksonomiczna zostata zastosowana do identyfikacji aktynobakterii w pracach
(zat. 5: poz. 3, 4, 7). W pracach (Zat. 5: poz. 3 i 4, Publikacja nr 3 i 4) lipidy polarne, w tym glikolipidy,
postuzyty do charakterystyki nowego rodzaju Ruania oraz gatunku R. albidiflava oraz do identyfikacji
aktynobakterii wyizolowanych z materiatu klinicznego jako Amycolatopsis palatopharyngis, zas w
publikacji (Zat. 5: poz. 7, Publikacja nr 7), szczep wyizolowany z biaerozolu kompostowni zostat
sklasyfikowany jako Nocardiopsis alba.

Réznorodnosé strukturalna i funkcjonalna glikolipidéw aktynobakterii

Glikolipidy stanowia heterogenng grupe czasteczek i znamienne jest, ze wystepujg we wszystkich
organizmach zywych — od prokariotycznych (Bacteria i Archea), do organizmdéw wyzszych — Eukaria, w
Swiecie roslin oraz zwierzat. Glikolipidy sg zwigzkami ztozonymi z czesci cukrowej potgczonej
wigzaniem glikozydowym z lipidowg resztg hydrofobowga — acylowanym glicerolem, badz alkoholem,
ceramidem (u organizméw wyzszych) lub sterolem.

Proste glikolipidy mogg by¢ zbudowane z reszty weglowodanowej potgczonej bezposrednio z
pojedynczym kwasem ttuszczowym lub alkoholem. U bakterii wystepuje ogromna rdéznorodnosé
struktur tych zwigzkéw, oprdcz najbardziej powszechnych glikozyloglicerolipidow wystepuja takze
glikopeptydolipidy i lipoarabinomannany oraz ztozone czasteczki lipopolisacharydow.

Glikozyloglicerydy to grupa zwigzkéw posiadajgcych w swej budowie sn-1,2-digliceryd, ktéry potgczony
jest wigzaniem glikozydowym z resztami weglowodanowymi w pozycji C-3. Wséréd bakterii Gram-
dodatnich grupa tych zwigzkéw jest szeroko rozpowszechniona. Najczesciej wystepujg
diglikozylodiglicerydy, rzadziej tri- oraz tetraglikozylodiglicerydy, natomiast zwigzkdéw z wiecej niz 4.
grupami cukrowymi dotychczas nie zidentyfikowano. Glikoglicerolipidy sg zbudowane z jednej badz
dwoch przytagczonych do diacyloglicerolu reszt monocukréw lub ich pochodnych (np. kwas
glukuronowego). Weglowodany — najczesciej glukoza, galaktoza i mannoza mogg wystepowac w réznej
konfiguracji anomerycznej i by¢ potgczone wigzaniem 1-2, 1-3, 1-4 badz 1-6. Do glicerolu przytgczone
sq reszty kwasow ttuszczowych krétko- lub diugotancuchowych, prostych lub rozgatezionych,
nasyconych badz nienasyconych. Zmiennos$¢ strukturalna jest duza, a glikolipidy mogg miec réing
swoistosé taksonomiczna.

W komérkach drobnoustrojéow z rodzaju Rothia: R. dentocariosa® i R. mucilaginosa wystepujg
rodzajowo swoiste glikolipidy o rzadko spotykanej budowie dimannozyloacylomonoglicerydu, réznigce
sie pozycjg podstawienia kwasow ttuszczowych w czgsteczce glicerolu (Zat. 5: poz. 2, Publikacja nr 2).
W komdrkach Arthrobacter globiformis i A. scleromae wykryto dwa markery glikolipidowe, glikolipid
G1 o identycznej budowie jak R. dentocariosa oraz glikolipid G2 bedgcy monogalaktozylodiglicerydem
(Zat. 5: poz. 5, Publikacja nr 5).

W ostonach komaérkowych Propionibacterium propionicum zostaty wykryte i opisane unikatowe lipidy
eterowe typu alkilogliceroli, reprezentujgce nowa klase zwigzkéw lipidowych, w ktérych glicerol
podstawiony jest kwasem ttuszczowym w pozycji O-2, natomiast w pozycji O-3, potgczony jest z
tancuchem alkilowym poprzez wigzanie eterowe (Zat. 5: poz. 1, Publikacja nr 1). Te cztery glikolipidy

20 padciak M, Ekiel I, Grzegorzewicz A, Mordarska H, Gamian A. Structure of the major glycolipid from Rothia
dentocariosa. Biochim Biophys Acta 2002, 1594, 199-205.
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gtéwne sg markerami taksonomicznymi specyficznymi dla gatunku, pozwalajgcymi na szybkie
rozréznienie pomiedzy P. propionicum, a innymi przedstawicielami tego rodzaju®! .

Drugi podstawowy typ glikolipidow stanowig acylowane pochodne cukrowe, ktére wg ujednoliconego
systemu klasyfikacji lipidéw?? nalezg do klasy sacharolipidéw. U przedstawicieli rzedu
Corynebacterineae najpowszechniejsze sg pochodne trehalozy. Jednym z nich jest 6,6-dimikolan
a,a’'trehalozy (cord factor, czynnik wigzkowy) i jego pochodne, ktére wystepujg u przedstawicieli
Mycobacterium, Nocardia, Gordonia, Corynebacterium i Rhodococcus. Glikolipid ten jest zbudowany z
dwéch czasteczek trehalozy, potgczonych wigzaniem 1-1, do ktérych przytgczone sg dtugie tancuchy
kwaséw mikolowych zawierajacych 60-90 atomdéw wegla w tafdcuchu oraz czesto grupy
cyklopropanowe. W rodzaju Mycobacterium wystepuje rodzina estréw trehalozy, do ktdrej nalezg
sulfolipidy, diacylowana trehaloza (DAT), triacylowana trehloza (TAT), poliacylowana trehaloza (PAT)
oraz glikolipidy fenolowe.

Glikolipid z grupy sacharolipiddw wykryto w komérkach Tsukamurella pulmonis (Zat. 5: poz. 6,
Publikacja nr 6). W czasteczce tego lipidu trehaloza estryfikowana jest dwoma resztami kwasow
ttuszczowych: krétka zaledwie 4 weglowa i dtuzszg mieszczaca sie w granicach 18-20 atomdw wegla w
tancuchu.

Rola lipidéw bakteryjnych

Glikolipidy bakteryjne petnia wazne funkcje strukturalne, przede wszystkim stabilizujg btone
komdérkowa oraz zapewniajg sztywnos¢ powierzchni komaorki.

Lipidy moga funkcjonowac jako czynniki wirulencji, antygeny badz wzorce molekularne patogendw,
rozpoznawane przez uktad odpornosciowy gospodarza. Uktad odpornosciowy odczytuje przez
receptory rozpoznajgce wzorce PRRs (pattern recognition receptors) niezmienne molekularne
struktury unikalne dla mikroorganizmow, nazywane MAMP (microbe-associated molecular pattern)
badz PAMP (pathogen-associated molecular patterns). Wzorce molekularne rozpoznawane przez PRR
sg zazwyczaj matymi, ale konserwatywnymi czeSciami makroczgsteczek, jak np. lipidy kotwiczgce
polimery bakteryjne w btonie komérkowej, monomery peptydoglikanu lub kwaséw nukleinowych.
Przyktadami takich czgsteczek sg LPS bakterii Gram-ujemnych, kwasy lipotejchojowe bakterii Gram-
dodatnich, lipoglikan M. tuberculosis. Czasteczki te sg rozpoznawane przez rodzine PRR nazywana
receptorami Toll-podobnymi (TLR). Ostatnio wykazano, ze lipoglikany aktynobakterii: Micrococcus
luteus, Rothia mucilaginosa oraz Corynebacterium glutamicum, zbudowane na glikozylowanym
diacyloglicerolu, stanowia molekularne struktury unikalne dla mikroorganizméw (MAMPs)
rozpoznawane przez TLR2 i indukujg zalezng od TLR2 odpowied? wrodzong?. Wydaje sie, ze opisany w
naszej pracy (Zat. 5: poz. 2, Publikacja nr 2) gtéwny glikolipid R. mucilaginosa moze by¢ prekursorem
tej makroczasteczki.

21 Mordarska H, Pasciak M. A simple method for differentiation of Propionibacterium acnes and
Propionibacterium propionicum. FEMS Microbiology Letters 1994, 123, 325-330.

22 Fahy E, Subramaniam S, Brown H, Glass C, Merrill JA et al. A comprehensive classification system for lipids. J
Lipid Res 2005, 46, 839-861.

2 Blanc L, Castanier R, Mishra AK et al. Gram-positive bacterial lipoglycans based on a glycosylated diacylglycerol
lipid anchor are microbe-associated molecular patterns recognized by TLR2. PLoS One 2013, 21, 8, e81593.
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Lipidy mogg by¢ prezentowane limfocytom T jako antygeny. Dtugo obowigzywat paradygmat, ze
receptory komorek T sg przeznaczone jedynie do rozpoznawania biatek, ale z czasem okazato sig, ze
MHC klasy i Il moga tez prezentowac glikopeptydy, pochodzace z glikoprotein i w efekcie aktywowacé
komoérki T specyficzne dla glikopeptyddw. Zdolno$¢ do rozpoznawania antygendw lipidowych przez
czasteczki CD1 i prezentowania odpowiednim komérkom T odkryto stosunkowo niedawno, badajac
odpowiedZ immunologiczng wywotywang przez antygeny Mycobacterium?®. Pierwszymi opisanymi
antygenami prezentowanymi przez czgsteczki CD1b byty kwasy mikolowe?. Wkrétce okazato sie, ze
kolejne grupy lipidédw, wystepujace w ostonach komdrkowych pratkéw, moga byé prezentowane przez
CD1b: fosfolipidy zawierajgce inozytol — lipoarabinomannan i fosfatydyloinozytolomannozydy?® oraz
glikolipidy zawierajace kwasy mikolowe — glukozomonomikolany?’. Cechg charakterystyczng
antygenow prezentowanych przez czasteczki CD1b jest obecnos¢ wspdlnego motywu strukturalnego:
czesci hydrofilowej i dwdch taincuchéw kwasoéw ttuszczowych, ktére zapewniajg hydrofobowos¢ na
przeciwlegtym koncu czasteczki.

Badania ostatnich lat wyjasniajg udziat lipiddw M. tuberculosis w patogenezie gruzlicy. W komdrkach
tych bakterii lipidy stanowig ok 40% suchej masy komdrki. Najpowszechniej wystepujagcym i
jednoczes$nie najbardziej toksycznym lipidem jest dimikolan trehalozy (TDM). Podstawowg funkcjg
lipidow pratkéw jest funkcja strukturalna i utrzymanie bariery przepuszczalnosci jako pierwszej linii
obrony przed toksycznymi czgsteczkami produkowanymi przez gospodarza. Ponadto lipidy majg takze
znaczacy udziat w oddziatywaniach pomiedzy gospodarzem a patogenem, na kazdym etapie cyklu
zyciowego. M. tuberculosis moze pasozytowaé wewnatrz fagocytéw - makrofagéw i komodrek
dendrytycznych. Pratki dostajg sie do wnetrza komodrek gospodarza przez receptory, takie jak
receptory dla komplementu, receptory zamiatacze (scavenger), lektyny typu C?. Rdzne glikolipidy
oston komdrkowych Mycobacterium sg ligandami dla tych receptoréow: receptor dla komplementu
typu 3 rozpoznaje glikolipid przez domene lektynowg, receptor mannozowy i DC-SIGN rozpoznaje
lipoarabinomannan, natomiast receptory MARCO rozpoznajg TDM. Glikolipidy reaguja takze z
receptorami Toll — podobnymi (TLR): lipoarabinomannan jest stabym, a lipomannan silnym ligandem
TLR2. Glikolipidy, np. TDM oraz lipoglikany blokujg proces dojrzewania fagosoméw. Wewnatrz komorki
gospodarza M. tuberculosis uwalnia znaczgce ilosci biatek i lipidéw, ktére w rézny sposéb moga
modulowaé funkcje gospodarza przez uwalnianie cytokin pro lub przeciwzapalnych, apoptoze, lub
tworzenie granulomy. Niektdre lipidy jak sulfolipidy czy lipidy trehalozowe, np. cord factor, indukuja
odpowiedz humoralna.

Podczas infekcji w organizmie gospodarza stymulowane sg zaréwno konwencjonalne, jak i
niekonwencjonalne limfocyty T. Konwencjonalne komérki T rozpoznajg antygeny biatkowe
prezentowane przez czgsteczki MHC klasy Il lub | na komérkach prezentujacych antygen, podczas gdy
niekonwencjonalne komérki T rozpoznajg antygeny lipidowe prezentowane przez czasteczki CD1.

24 porcelli S, Morita CT, Brenner MB. CD1b restricts the response of human CD4-8- T lymphocytes to a microbial
antigen. Nature 1992, 360, 593-597.

25 Beckman EM, Porcelli S, Morita CT, Behar SM, Furlong ST, Brenner MB. Recognition of a lipid antigen by GDI-
restricted af+ T cells. Nature 1994, 372, 691-694.

%6 Sjeling PA, Chatterjee D, Porcelli SA, Prigozy Tl, Mazzaccaro RJ et al. CD1-restricted T cell recognition of
microbial lipoglycan antigens. Science 1995, 269, 227-230.

27 Moody DB, Reinhold BB, Guy MR, Beckman EM, Frederique DE et al. Structural requirements for glycolipid
antigen recognition by CD1b-restricted T cells. Science 1997, 278, 283-286.

28 Neyrolles O, Guilhot C. Recent advances in deciphering the contribution of Mycobacterium tuberculosis lipids
to pathogenesis. Tuberculosis 2011, 91, 187-195.
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Badania in vivo wykazaty, ze komdrki T zalezne od CD1 petnig funkcje ochronng podczas infekgji,
poniewaz niszczg patogeny wewngtrzkomoérkowe i wydzielajg cytokiny prozapalne, ktére z kolei
wzmagajg bakteriobdjczg aktywno$é¢ makrofagéw®. Uwaza sie, ze CD1 prezentujgce glikolipidy
bakteryjne stanowig uzupetniajgcg role wzgledem konwencjonalnych mechanizmoéw zaleznych od
MHC w inicjacji i regulacji odpowiedzi immunologicznej na infekcje bakteryjna.

Badania te uswiadomity badaczom kluczowe znaczenie lipidéw wystepujacych w ostonach
Mycobacterium jako determinantéw odpowiedzi odpornosciowej gospodarza. Zwigzki lipidowe
stanowig nowg klase antygendw, ktére moga by¢ uzyte do tworzenia szczepionek podjednostkowych.
Obiecujace préby uzycia szczepionek opartych na lipidach przeprowadzono na $winkach morskich®;
dobrym kandydatem do szczepionki przeciwgruzliczej okazaty sie ostatnio sulfoglikolipidy, zwigzki
wystepujgce w komdrkach wirulentnego szczepu M. tuberculosis 3.

PODSUMOWANIE WYNIKOW OPISANYCH W WYBRANYCH DO OCENY PUBLIKACJACH

Pasciak M., Pawlik K., Gamian A., Szponar B., Skéra J., Gutarowska B. An airborne actinobacteria
Nocardiopsis alba isolated from bioaerosol of a mushroom compost facility. Aerobiologia 2014,
30,413-422.

W pracy zastosowano wielofazowg strategie taksonomiczng do analizy szczepu aktynobakterii
wyizolowanego z bioaerozolu w zaktadzie produkujgcym kompost pod uprawe pieczarek. Inspiracjg
badan byty wystepujgce u pracownikéw i wtascicieli, mieszkajgcych w bliskim sgsiedztwie zaktadu,
chroniczne bdle gtowy oraz przypadki chronicznego zapalenia pecherzykéw ptucnych. Przeprowadzone
ilosciowe i jakoSciowe badania bioaerozoli pobranych z réznych miejsc na terenie zaktadu wykazaty, ze
szczepy aktynobakterii byty obecne we wszystkich testowanych lokalizacjach, natomiast nie byty
obecne w prébkach pobranych w dalszej odlegtosci (1km) od zaktadu. Analiza mikroorganizméw
wyizolowanych z powietrza, powierzchni i kompostu wykazata we wszystkich lokalizacjach obecnos$¢
szczepu wytwarzajacego charakterystyczng grzybnie powietrzng. Przeprowadzono petng analize
taksonomiczng, okreslono morfologie szczepu, wzrost na podtozach hodowlanych o réznym sktadzie.
Charakterystyke fizjologiczng oraz wrazliwo$¢ na antybiotyki okreslono w poréwnaniu do dwdch
kolekcyjnych szczepéw Nocardiopsis.

Analiza chemiotaksonomiczna szczepu wykazata, ze profil markeréw chemicznych odpowiada
profilowi rodzaju Nocardiopsis. W $cianie komdrkowej wykryto obecnos¢ kwasu mezo-DAP, nie
wystepowaty natomiast taksonomicznie wazne cukry. Ustalono profil kwasow ttuszczowych, byty to izo
lub anteizo rozgatezione kwasy o dtugosci od C14:0 do C18:0, wraz z kwasem tuberkulo-stearynowym
— metylorozgatezionym kwasem C18:0. W profilu lipidéw polarnych oznaczono taksonomicznie wazne
fosfolipidy — fosfatydylocholine i fosfatydylometanoloamine oraz glikolipidy gtéwne. Szczegdlnie cenna
okazata sie analiza profilu glikolipidowego za pomocg TLC, w ktdrej wykazano obecnos$¢ dwadch

2 Gilleron M, Stenger S, Mazorra Z, Wittke F, Mariotti S et al. Diacylated sulfoglycolipids are novel mycobacterial
antigens stimulating CD1-restricted T cells during infection with Mycobacterium tuberculosis. J Exp Med 2004,
199, 649-659.

30 pascher CC, Hiromatsu K, Xiong X, Morehouse C, Watts G et al. Immunization with a mycobacterial lipid vaccine
improves pulmonary pathology in the guinea pig model of tuberculosis. Int Immunol 2003, 15, 915-925.

31 Guiard J, Collmann A, Garcia-Alles LF, Mourey L, Brando T et al. Fatty acyl structures of Mycobacterium
tuberculosis sulfoglycolipid govern T cell response. J Immunol 2009, 182, 7030-7037.
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glikolipiddéw charakterystycznych dla rodzaju Nocardiopsis®?, oznaczonych we wczeéniejszej pracy, oraz
dwéch dodatkowych zwigzkdw glikolipidowych.

Zwienczeniem badan taksonomicznych byta analiza sekwencji 16S RNA, ktdéra wykazata 99,9 %
homologie z sekwencja typowego szczepu N. alba DSM 433777,

W pracy tej szczegdlnie istotny byt aspekt narazenia zawodowego pracownikéw, gdyz dostepnosé
duzej ilosci spor promieniowcow mogta by¢ przyczyng probleméw zdrowotnych. Przyktadem jest
Saccharopolyspora rectivirgula wywotujgca chorobe zawodowg — alergiczne zapalenie pecherzykdéw
ptucnych, znang pod nazwa ,,ptuco rolnika”. Biodostepnosé szczepu N. alba moze zatem stanowic
potencjalne zagrozenie zawodowe pracownikéw zaktadu produkujgcego kompost.

Huang Y., Pasciak M., Liu Z., Xie Q., Gamian A. Amycolatopsis palatopharyngis sp. nov., a
potentially pathogenic actinomycete isolated from a human clinical source. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol., 2004, 54, 359-363.

W pracy zastosowano wielofazowa strategie taksonomiczng do identyfikacji szczepu wyizolowanego z
nacieku na podniebieniu miekkim pacjenta. Szczep byt wyizolowany w Laboratorium Mikrobiologii
Lekarskiej IITD PAN, z posiewu materiatu klinicznego.

Przedstawicieli rodzaju Amycolatopsis odrdznia sie od pozostatych taksondw rodziny
Pseudonocardiaceae stosujgc kombinacje cech morfologicznych i chemiotaksonomicznych. Badany
szczep byt fakultatywnym beztlenowcem, wytwarzat grzybnie powietrzng przechodzacg w dtugie
taiicuchy przypominajace spory oraz wzrastat w szerokim zakresie temperatur i pH.

Przeprowadzona charakterystyka chemiotaksonomiczna wykazata zgodno$¢ z rodzajem
Amycolatopsis. Badany izolat zawierat kwas mezo-DAP i taksonomicznie waine w rodzaju
Amycolatopsis cukry — arabinoze i galaktoze. Ws3réd lipidéw polarnych oznaczono
fosfatydyloetanolamine — Il typ fosfolipidowy wg Lechevaliera oraz mniejsze ilo$ci fosfatydylo-glicerolu
i fosfatydyloinozytolu. Istotny byt takze profil kwaséw ttuszczowych z przewazajaca iloscig kwasu izo
C16:0 (ponad 50% sktadu), ponadto anteizo C16:0 i C17:0 oraz nieobecnosé¢ kwaséw mikolowych.
Przeprowadzono szczegdtowg charakterystyke fenotypowa, w tym morfologiczng, i wyszczegdlniono
wtasciwosci fizjologiczne pozwalajgce na odrdznienie tych bakterii od pokrewnych taksondw rodzaju
Amycolatopsis. Zwienczeniem badan byta analiza sekwencji 16S rDNA, ktéra pozwolita na
przyporzadkowanie szczepu do podrzedu Pseudonocardineae i rodziny Amycolatopsis, w ktorej
najwieksze podobiefistwo sekwencji z pokrewnymi taksonami wynosito odpowiednio: 96,4% z A.
methanolica, 96,32% z A. thermoflava i 96,16% z A. eurytherma. Ta unikalna pozycja filogenetyczna i
umiarkowanie niskie podobienstwo sekwencji (nie przekraczajgce 97%) wskazywato, ze szczep
reprezentuje nowy takson w obrebie rodzaju Amycolatopsis.

Opisany nowy przedstawiciel Amycolatopsis zostat zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw
(PCM) i Chinskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw (Chinese General Microbiological Collection Centre);

32 Mordarska H, Zakrzewska-Czerwiniska J, Pasciak M, Szponar B, Rowinski S. Rare, suppurative pulmonary
infection caused by Nocardiopsis dassonvillei recognized by glycolipid markers. FEMS Immunol Med Microbiol
1998, 21, 47-55.
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sekwencja 16S rDNA zostata zdeponowana w bazie GenBank i jest dostepna dla szerokiego grona
badaczy.

Gu Q., Pasciak M., Luo H., Gamian A, Liu Z., Huang Y. Ruania albidiflava gen. nov., sp. nov., a
novel member of the suborder Micrococcineae. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 2007, 57, 809-814.

W pracy zastosowano wielofazowa strategie taksonomiczng do identyfikacji szczepu wyizolowanego z
ziemi uprawnej pola bawetny w prowincji Shandong w Chinach. Po rozciericzeniu prébek gleby wysiano
je na podtoza state z ekstraktem drozdzowym i skrobig, ktére inkubowano przez tydzied w temp. 28°C
i z nich izolowano szczep aktynobakterii. Szczep wytwarzat wypukte, wilgotne kremowe kolonie.
Komarki miaty ksztatt matych ziarniakdw, wzrastaty w szerokim zakresie pH (5,5-12,5) i temperaturze
20-37°C.

Wstepne badania izomeru DAP w hydrolizatach komérek bakteryjnych, nie wykazaty obecnosci tego
aminokwasu i konieczna byfa izolacja sciany komdrkowej oraz szczegétowa analiza peptydoglikanu.
Ustalono, ze w komdrkach badanego szczepu wystepuje mureina typu Ada, z nowym typem mostka
miedzypeptydowego: L-Lys—Gly—L-Glu—L-Glu. Ta nowa cecha taksonomiczna uwiarygodnita utworzenie
nowego taksonu — rodzaju Ruania. Analiza fosfolipiddw wykazata obecnos$é fosfatydylo-glicerolu i
difosfatydyloglicerolu, czyli typu | wg Lechevaliera; wsrdd lipidow polarnych obecny byt nieznany
glikolipid gtéwny. Analiza kwaséw ttuszczowych wykazata obecnos$¢ kwasdw rozgatezionych
izo/anteizo C15:0 - C17:0, oraz nienasyconego kwasu C18:1.

Analiza sekwencji 16S rRNA wykazata najwieksze pokrewienistwo sekwencji z taksonem Georgenia
muralis o wartosci 94,2%. Poréwnanie wzorca znaczacych nukleotyddéw w genie 16S rRNA, wykazato,
ze badany szczep nie nalezy do zadnej z rodzin i rodzajéw podrzedu Micrococcineae i wskazywato, ze
reprezentuje on nowy rodzaj. Nazwe rodzajowg zaproponowali wspdtautorzy, dla uczczenia profesora
Ruana, chinskiego mikrobiologa, zajmujgcego sie taksonomig aktynobakterii, natomiast nazwe
gatunkowa nadano w odniesieniu do koloru kolonii. Nowy przedstawiciel rodzaju Ruania i gatunku R.
albidiflava zostat zdeponowany w polskiej, chinskiej, niemieckiej i japonskiej kolekcji
mikroorganizméw, sekwencje 16S rRNA tego szczepu zdeponowano w ogdlnodostepnej bazie
GenBank.

Potwierdzeniem uzytecznos$ci tych badan jest zaproponowanie w 2010r. nowej rodziny Ruaniaceae®,
ktdra oprdcz rodzaju Ruania zawiera nowy rodzaj Haloactinobacterium.

Pasciak M., Holst O., Lindner B., Mierzchata M., Grzegorzewicz A., Mordarska H., Gamian A.
Structural and serological characterization of the major glycolipid from Rothia mucilaginosa.
Biochim. Biophys. Acta 2004, 1675, 54-61.

Celem tej pracy byly badania strukturalne gtéwnego glikolipidu wyizolowanego z komdrek
oportunistycznych bakterii Rothia mucilaginosa. Glikolipid ten jest markerem chemio- i immuno-
taksonomicznym odrézniajgcym R. mucilaginosa od innych ziarniakéw Gram-dodatnich. Pierwszym
etapem pracy byta izolacja glikolipidu gtéwnego z ekstraktu lipidowego za pomocg metod
chromatograficznych TLC oraz HPLC. Okreslenie sktadu chemicznego zwigzku byto mozliwe dzieki
zastosowaniu procedur analitycznych, analizy sktadnikéw lipidowych i cukrowych za pomocg GLC-MS

33 Tang SK, Zhi XY, Wang Y, Wu JY, Lee JC et al. Haloactinobacterium album gen. nov., sp. nov., a halophilic
actinobacterium, and proposal of Ruaniaceae fam. nov. Int J Syst Evol Microbiol 2010, 60, 2113-2119.
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oraz metody enzymatycznej. Kompletng strukture ustalono na podstawie analizy NMR,
przeprowadzajgc eksperymenty jedno i dwu wymiarowe oraz spektrometrie mas MALDI-TOF.
Glikolipid gtéwny R. mucilaginosa jest dimannozyloacylomonoglicerydem, ktérego czes¢ cukrowg
stanowi a-D-Manp-(1->3)-a-D-Manp-(1->3)-Gro, (Gro-glicerol). Wczesniejsze badania glikozylo-
glicerydow przepowadzone w naszym zespole wykazaty podobng strukture w komodrkach R.
dentocariosa i S. hirsuta, czyli takg samg czes¢ cukrowg z acylowang wewnetrzng resztg mannozy,
natomiast rézne byto miejsce acylacji glicerolu: w R. dentocariosa i S. hirsuta na weglu C-1, a w R.
mucilaginosa na weglu C-2.

Waznga czescig pracy byta analiza immunochemiczna reaktywnosci tych réznych glikolipidéw z homo- i
heterologicznymi poliwalentnymi surowicami kréliczymi. Oprdécz wspomnianych monoglicerydéw, do
badan uzyto glikolipid N1 N. dassonvillei o strukturze dimannozylodiglicerydu oraz glikolipid N2 N.
dassonvillei bedacy acylowang trehalozg. Do testow ELISA uzyto surowic skierowanych przeciwko R.
mucilaginosa, R. dentocariosa, M. luteus i N. dassonvillei (wybrano M. luteus, poniewaz z danych
literaturowych wynika, ze zawiera on dimannozylodigliceryd). Wszystkie analizowane surowice
zawieraty przeciwciata anty-glikolipidowe o dos¢ niskim mianie. Glikolipidy R. mucilaginosa i S. hirsuta
wykazywaty podobng reaktywnos$é z badanymi surowicami, w przeciwieristwie do glikolipidu N2
nalezagcego do odmiennej grupy lipidéw. Wykazano, ze glikozyloglicerydy majg wtasciwosci
antygenowe i w surowicach poliklonalnych skierowanych przeciwko komdrkom aktynobakterii sg
obecne przeciwciata anty-glikolipidowe.

Pasciak M., Sanchez-Carballo P., Duda-Madej A., Lindner B., Gamian A., Holst O. Structural
characterization of the major glycolipids from Arthrobacter globiformis and Arthrobacter
scleromae. Carbohydr. Res. 2010, 345, 1497-1503.

Praca ta stanowi kontynuacje badan nad glikozyloglicerydami rodziny Micrococcaceae. Wstepne
badania za pomoca TLC wykazaty taka samg ruchliwosé¢ chromatograficzng glikolipidu gtéwnego,
oznaczonego w obecnej pracy — G1, wystepujgcego w komdérkach R. dentocariosa, R. mucilaginosa, S.
hirsuta i M. luteus, natomiast w komdrkach przedstawicieli Arthrobacter obecne byty 2 glikolipidy
gtéwne G1 i G2, charakteryzujacy sie wiekszg ruchliwoscig chromatograficzng. Celem tej pracy byto
okreslenie struktury gtéwnych glikolipidéw dwdch przedstawicieli rodzaju Arthrobacter — typowego
szczepu A. globiformis, bedacego izolatem glebowym oraz szczepu A. scleromae wyizolowanego od
pacjenta ze zmian skérnych. Wczesdniejsze prace wskazywaty, ze glikolipid gtéwny A. globiformis nalezy
do dimannozylodiglicerydéw, jednak doktadana lokalizacja reszt kwaséw ttuszczowych nie byta
okreslona.

Drugim aspektem badan byto poszukiwanie réznic w budowie glikolipiddw przedstawicieli tego
samego rodzaju, ale reprezentujgcych szczepy bakterii srodowiskowych i oportunistycznych. Aby
0siggnac zatozony cel przeprowadzono izolacje glikolipidéw gtéwnych Arthrobacter i okreslono ich
sktad chemiczny. Analiza czesci cukrowej glikolipidéw wykazata, ze glikolipid G1 zawiera D-mannoze i
glicerol w proporcji (2:1), natomiast G2 - galaktoze i glicerol w proporcji (1:1), potagczenia pomiedzy
cukrami wykazano w analizie metylacyjnej. Szczegétowa analiza za pomocy spektroskopii NMR i
spektrometrii MALDI MS pozwolita na uwidocznienie réznic strukturalnych. Widma *H NMR glikolipidu
G1 obu szczepdw byty identyczne i naktadaty sie na siebie, a widma glikolipidu G2 obu szczepéw byty
rowniez bardzo podobne. Ustalono, ze cze$¢ cukrowg glikolipidu G1 stanowit dimannozyd a-
Manp(1-»3)-a- Manp(1->3)-Gro (Gro-glicerol), a glikolipidu G2 - f-Galp-(1->3)-Gro, zidentyfikowano
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tez sygnaty pochodzace od kwaséw ttuszczowych. Analiza glikolipidéw za pomoca wysokorozdzielczej
spektrometrii mas MALDI-TOF MS z analizatorem cyklotronowego rezonansu jonéw (MALDI FT ICR-
MS) pozwolita na zbadanie heterogennosci kwasow ttuszczowych w badanych glikolipidach. Uzyskane
wyniki byty zgodne z analizg kwasdéw ttuszczowych, w ktérej wykazano obecno$¢ kwaséw
rozgatezionych izo i anteizo C15:0, C16:0i C17:0. W glikolipidach G1 i G2 pochodzacych z A. scleromae,
obserwowano podstawienie kwasami C15:0 i C17:0, natomiast w glikolipidach pochodzacych z A.
globiformis obserwowano podstawienie dwoma kwasami C15:0. Poréwnujgc wzgledng intensywnos¢
jonéw molekularnych na widmie MALDI MS, glikolipid G2 obu szczepdw wykazywat najwiekszg
heterogenno$¢ kwasow ttuszczowych. Obecnie nie wiadomo, czy ta heterogennos¢ ma implikacje
biologicznie, ale stanowi to ciekawy punkt wyjscia do dalszych badan.

Zaskakujacg obserwacjg poczyniong podczas analizy glikozylogliceroli i zawartg w tej pracy jest to, ze
acylodidglikozylomonoglicerydy mogg czesciej wystepowaé w komdérkach aktynobakterii czy nawet
bakterii-Gram dodatnich, niz dotychczas uwazano. W tym celu warto zweryfikowac¢ znane od lat 70
ubiegtego wieku struktury diglikozylodiglicerydéw. Glikolipidy sg markerami stuzgcymi do szybkiej
identyfikacji niektéorych aktynobakterii, w swietle uzyskanych wynikéw okazato sie, ze glikolipid G2
(galaktozodigliceryd) jest markerem odrdzniajgcym Arthrobacter spp. od innych przedstawicieli
rodziny Micrococcineae, w tym rodzaju Rothia.

Pasciak M., Kaczynski Z., Lindner B., Holst O., Gamian A. Immunochemical studies of trehalose-
containing major glycolipid from Tsukamurella pulmonis. Carbohydr. Res. 2010, 345, 1570-1574.

W pracy okreslono strukture chemiczng gtéwnego glikolipidu aktynobakterii Tsukamurella pulmonis,
nalezacych do rzedu Corynebacterineae. Bakterie T. pulmonis wyizolowano z plwociny pacjentki chorej
na ptucng posta¢ gruzlicy. Rodzaj Tsukamurella, podobnie jak blisko spokrewniony rodzaj
Mycobacterium jest bogaty w zwigzki lipidowe. Charakterystyczny glikolipid gtéwny wystepowat w
trzech gatunkach Tsukamurella: T. paurometabola, T. inchonensis i T. pulmonis. Klasyczne podejscie do
analizy strukturalnej — czyli badanie sktadu chemicznego, analiza NMR oraz MALDI-TOF wykazato, ze
zwigzek ten nalezy do klasy sacharolipidéw i jest di-acylowang trehalozg. Nie jest to czgsteczka
symetryczna jak w przypadku dimikolanu trehalozy, gdyz kwasy ttuszczowe przytgczone sg tylko do
jednej reszty glukozy. W pozycji C-2 i C-3 glukozy estrowo przytagczone sg dwie reszty kwaséw
ttuszczowych, dtuzszy acyl 18-20 weglowy do C-2, a krétszy 4-5 weglowy do C-3. Te krdtsze kwasy
mozna byto wykry¢ tylko za pomocg kombinacji technik — NMR i MALDI-TOF. tanicuchy kwaséw
ttuszczowych w czasteczce glikolipidu sg heterogenne, wystepujg w mieszaninie kwasow nasyconych i
nienasyconych. W pracy tej kwasy ttuszczowe przeprowadzono w pochodne DMOX (4,4-dimetylo
oksazoliny) i dzieki temu mozliwe byto ustalenie potozenia wigzania podwadjnego.

W komérkach aktynobakterii T. paurometabolum, Rhodococcus wratislaviensis i Nocardiopsis
dassonvillei wystepujg acylowane pochodne trehalozy: w N. dassonvillei diacylowana trehaloza, a w R.
wratislaviensis, trehaloza acylowana 4. resztami kwaséw ttuszczowych. Przeprowadzone badania
immunochemiczne wskazujg, ze w poliwalentnych surowicach krdéliczych wystepujg przeciwciata
przeciwko tym sacharolipidom o podobnych epitopach reagujace z glikolipidem T. pulmonis. Zwigzek
ten podobnie jak cata rodzina sacharolipidéw zbudowana na estrach trehalozy u Mycobacterium,
posiada wtasciwosci immunogenne.
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Pasciak M., Holst O., Lindner B., Mordarska H., Gamian A. Novel bacterial polar lipids containing
ether-linked alkyl chains, the structures and biological properties of the four major glycolipids
from Propionibacterium propionicum PCM 2431 (ATCC 14157T). J. Biol. Chem. 2003, 278, 3948-
3956.

Praca dotyczyta ustalenia struktury czterech glikolipidow gtéwnych gatunku Propionibacterium
propionicum, wystepujacego w jamie ustnej cztowieka, ktéry moze wywotywaé infekcje endogenne,
przypominajgce typowgq promienice. Moze ona dotyczy¢ czesci szyjno-twarzowej, jamy brzusznej, kosci
oraz mozgu. Bakterie te mogg powodowacé trudnosci diagnostyczne ze wzgledu na wymagania
odzywcze, mikroaerofilny typ wzrostu i przedtuzony czas hodowli, jak réwniez ich polimorficzny
charakter i zmienne barwienie metoda Grama. Szczegdtowa analiza chemiczna czterech glikolipidéw
P. propionicum z uzyciem zaawansowanych metod spektroskopii NMR oraz spektrometrii masowe;j
wykazata, ze sg to zwigzki o nieznanej dotagd w klasie aktynobakterii (a nawet w domenie Bacteria)
unikalnej strukturze chemicznej. Glikolipidy G2 i G3 posiadajg wspdlny szkielet ztozony z a-D-Glcp-
(1->3)-a-D-Glcp-(1->1)-Gro (Gro, glicerol), w ktérym glicerol w pozycji O-2 jest acylowany kwasem
ttuszczowym, natomiast w pozycji O-3 jest podstawiony wigzaniem eterowym taricuchem alkilowym.
W glikolipidzie G3 dodatkowa reszta kwasu ttuszczowego jest przytgczona do O-6 terminalnej reszty
glukozy. Glikolipidy G4 i G1 s3 strukturalnie podobne do glikolipidu G2, ale rdznig sie tym, ze glikolipid
G4 jest pozbawiony drugiej reszty glukozy, natomiast w glikolipidzie G1 nie wystepuje reszta kwasu
ttuszczowego w pozycji O-2. Glikolipid G1 zostat otrzymany w bardzo matej ilosci, nie pozwalajacej na
analize metodg spektroskopii NMR i jego struktura zostata zaproponowana na podstawie jedynie
analizy MALDI-TOF MS. Zastosowanie wysoko rozdzielczego spektrometru ESI-FT-ICR MS pozwolito na
jednoznaczne wykazanie, ze w glikolipidzie G2 oprdcz zidentyfikowanego gtéwnego lipidu eterowego,
wystepuje takze w duzo mniejszej ilosci lipid zawierajgcy dwa wigzania estrowe. Warte jest
podkreslenia iz réznica w masie czgsteczkowej tych dwadch lipidéw zbudowanych z 15 weglowych
kwaséw ttuszczowych wynosita zaledwie 0,037 jednostek masy.

Lipidy P. propionicum to glukozoglicerole zawierajgce eterowo zwigzane tancuchy alkilowe, a co
ciekawsze, w czgsteczce glicerolu wystepujg oba typy wigzan: eterowe i estrowe. Wystepowanie
eterowych lipidoéw jest jedng z charakterystycznych wtasciwosci domeny Archea. U tych organizméw
wystepujg gtownie di- lub tetraetery zawierajgce dtugotaricuchowe rozgatezione fancuchy
izoprenylowe. Wg mojej wiedzy lipidy zawierajace wigzania estrowe nie wystepujg u archebakterii.
Lipidy P. propionicum mogg zatem stanowi¢ posredni etap w ewolucji od dieteréw do monoeteréw
zawierajgcych jedno wigzanie estrowe w czasteczce glicerolu. Odkrycie nowych struktur
glikolipidowych u P. propionicum jest dowodem, ze uzycie nowych technik analitycznych moze
spowodowac rewizje znanych dotad struktur lipidowych.

Waznym etapem pracy byto wykazanie witasciwosci biologicznych tych zwigzkéw, reakcje w tescie
immunoenzymatycznym swiadczgcg o immunogennosci, a takze udziat glikolipidu G3 w wywotywaniu
nadwrazliwosci typu pdinego. Markery glikolipidowe P. propionicum sg nie tylko markerami
taksonomicznymi, ale takze czynnikami etiologicznymi, ktére mogg bra¢ udziat w patogenezie
wywotywanych przez nie chordb.
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Cecha wspdlng prezentowanych prac jest kompleksowe podejscie zaréwno do analiz strukturalnych
glikolipidéw, jak i identyfikacji nieznanych izolatéw bakteryjnych. Dla osiggniecia celu nalezato
zastosowac szereg uzupetniajgcych sie metod mikrobiologicznych, biochemicznych oraz analize
instrumentalng. Uwzglednienie charakterystyki fenotypowej, chemiotaksonomicznej oraz analiza 16S
rRNA pozwolito na wiarygodng identyfikacje badanych aktynobakterii. Analiza strukturalna réwniez
wymagata wieloetapowego podejscia; czesto dopiero zastosowanie kilku komplementarnych technik
badawczych pozwalato na ostateczne ustalenie struktury zwigzku. Do analizy glikolipidéw nie
wystarcza jedynie technika spektroskopii NMR, gdyz zdarza sie, ze sygnaty pochodzgce od grup CH; z
tancuchéw kwasow ttuszczowych pokrywaja sie i z analizy samego widma NMR nie mozna okresli¢
doktadnej dtugosci tancuchéw kwasow ttuszczowych. Informacje te mozna uzyskac zaréwno z analizy
izolowanych kwaséw ttuszczowych, jak i analizy catej czagsteczki za pomocg spektrometrii mas.

ZA NAJWAZNIEJSZE OSIAGNIETE REZULTATY UWAZAM:

1. Ustanowienie nowej klasy lipidéw polarnych aktynobakterii — posiadajgcych eterowo zwigzane
tancuchy alkilowe w czgsteczce lipidu oraz okreslenie kompletnych struktur czterech
glikolipidéw Propionibacterium propionicum.

2. Okreslenie kompletnych struktur glikozyloglicerydéw: gtéwnego glikolipidu wystepujgcego w
komérkach Rothia mucilaginosa i dwdch gtéwnych glikolipiddw Arthrobacter scleromae i A.
globiformis.

3. Okreslenie kompletnej struktury sacharolipidu — gtdwnego glikolipidu wystepujgcego w
komérkach Tsukamurella pulmonis.

4. Woykazanie wtasciwosci immunogennych glikolipidow aktynobakterii.

5. Ustanowienie nowego rodzaju — Ruania w klasie Actinobacteria, domenie Bacteria.

6. Woykrycie nowego typu mureiny w peptydoglikanie sciany komérkowej Ruania albidiflava - L-
Lys—Gly—-L-Glu-L-Glu (Ada).

7. Ustanowienie nowych gatunkdw aktynobakterii srodowiskowych i klinicznych: Ruania
albidiflava i Amycolatopsis palatopharyngis.

8. Ustalenie pozycji taksonomicznej szczepu wyizolowanego z bioaerozolu, ktéry stanowit
potencjalne narazenie zawodowe pracownikow.

Glikolipidy bedace przedmiotem cyklu prac mogga znalezé zastosowanie jako sktadniki szczepionek
przeciwko chorobotwdérczym aktynobakteriom, np. P. propionicum i T. pulmonis, ponadto mogg by¢
zastosowane do opracowywania nowych testéw diagnostycznych. Nie do przecenienia jest réwniez
rola jaka odgrywajg w badaniach podstawowych - poszukiwania zalezno$ci pomiedzy strukturg
chemiczng i ich funkcjg w ztozonych interakcjach z organizmem gospodarza.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH
Podsumowanie

Méj dorobek naukowy wraz z jednotematycznym cyklem publikacji obejmuje wspétautorstwo w 28
artykutach oryginalnych i przeglgdowych: 16 pracach opublikowanych w czasopismach znajdujacych
sie w bazie Journal Citation Reports (jako pierwszy autor — 6 prac, autor korespondencyjny — 5 prac),
wspotautorstwo w 12 pracach spoza bazy JCR, w tym 8 artykutach przeglagdowych, 50 komunikatach
zjazdowych oraz 8 referatach wygtoszonych na miedzynarodowych i krajowych konferencjach.
Sumaryczny wspotczynnik wptywu (IF, impact factor) wszystkich prac wynosi 34,773, a suma punktéw
MNiSW: 396. Do dnia 16 lutego 2015r., wedtug bazy Web Of Science (WOS), prace byty cytowane 106
razy (wyfaczono autocytowania).

taczny IF siedmiu prac objetych rozprawa habilitacyjng wynosi 19,689 (MNiSW 180), przy ilosci
cytowan 49.

W ramach dziatalnosci naukowej bytam kierownikiem dwdch projektow badawczych finansowanych
przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Uczestniczytam w 1 miedzynarodowym projekcie
badawczym, bytam wykonawca trzech projektéw badawczych finansowanych przez Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, bratam udziat w 1 projekcie uczelnianym oraz dwdéch projektach
finansowanych ze $rodkéw UE w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka.

A) PRZEBIEG PRACY NAUKOWEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA
Bioakumulacja w biomasie Streptomyces

W latach 1987-1992 studiowatam na Politechnice Wroctawskiej, na Wydziale Podstawowych
Problemdéw Techniki, na kierunku Inzynieria Materiatowa. W w ramach indywidualnego toku studiow
realizowatam dodatkowo program kierunku Biotechnologia. Prace magisterskg wykonywatam w
Instytucie Chemii Nieorganicznej i Metalurgii Pierwiastkdw Ziem Rzadkich PWr, pod opiekg naukowg
dra Zbigniewa Gofaba. Praca dotyczyta zjawiska bioakumulacji metali z roztworéw o réznej sile jonowej
przez zywe i martwe komorki oraz izolowane Sciany komdrkowe promieniowcéw Streptomyces pilosus.
We wspotpracy z prof. Adamem Jezierskim z Uniwersytetu Wroctawskiego analizowatam otoczenie
chemiczne komplekséw wytwarzanych przez metale za pomoca techniki EPR. Wyniki badan zostaty
opublikowane w czasopi$mie Water Air and Soil Polution (Zat. 33* : .1.1. Art. 2) pod moim panieriskim
nazwiskiem Breitenbach.

Badania markerow glikolipidowych Propionibacterium

W 1993 roku rozpoczetam prace w Zaktadzie Immunologii Chordb Zakaznych Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. Dotgczytam do Laboratorium Aktynomikologii
kierowanego przez prof. dr hab. Haline Mordarskg, ktére zajmowato sie w tym czasie problemami
mikrobiologicznymi i klinicznymi zakazen wywotywanych przez promieniowce, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zastosowania markerdw glikolipidowych w diagnostyce. Rodzaj Propionibacterium
obejmuje duzg grupe bakterii probiotycznych, z ktdrych czes¢ stanowi mikrobiom cztowieka. Ponadto
znane sg liczne gatunki chorobotwércze, do ktérych naleZzy P. acnes, odpowiedzialny m. in. za
wywotywanie tradziku mtodzieczego i szeregu zakazen oportunistycznych oraz P. propionicum,

34 Zatacznik 3, Wykaz opublikowanych prac naukowych w jezyku polskim
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wywotujgcy schorzenia promieniczopodobne. Analiza profilu lipidowego tych bakterii wykazata
obecnos¢ charakterystycznych dla P. propionicum glikolipidow. Wyniki badan zostaty opublikowane w
pracy przedstawiajgcej prostg metode rozrdznienia pomiedzy P. acnes a P. propionicum (Zat. 3: 1.1.1.
Art. 1) oraz przedstawione na konferencji (Zat. 3: X.1. konf. 1), staty sie inspiracjg tematu pracy
doktorskiej. Celem tego projektu byto poznanie budowy chemicznej i witasciwosci biologicznych
glikolipidéw gtéwnych Propionibacterium propionicum. Korzystajgc z dostepnych metod analizy
chemicznej okreslitam przynaleznosé tych zwigzkéw do grupy acylowanych pochodnych cukrowych,
ztozonych z 1 do 4 reszt glukozy, podstawionej rozgatezionymi kwasami ttuszczowymi. Wykazatam ich
wptyw na odpowiedZ humoralng i komdrkowa poprzez stymulacje produkcji cytokin zaleznych od Thl
(IFN, TNF, IL-2) i Th2 (IL-6) przez komérki krwi obwodowe]j oraz wytwarzanie tlenku azotu. Uzyskane
wyniki byty prezentowane na konferencjach (Zat. 3: X.1. konf. 2,3 oraz Zat. 3: X.2. konf. 1,2).

Markery glikolipidowe Nocardiopsis

Kolejnym obiektem badawczym w tym czasie byty promieniowce rodzaju Nocardiopsis oraz
interesujacy szczep wyizolowany z ropnej infekcji ptucnej. Przeprowadzitam analize lipidédw polarnych
przedstawicieli Nocardiopsis oraz ustalitam ich wfasciwosci immunogenne za pomocg testéw
immunoenzymatycznych na modelu kréliczej surowicy odpornosciowej. Wyniki tych badan zostaty
opublikowane (Zat. 3: 1.1.1. Art. 3) i przedstawione na konferencji (Zat. 3: X.1. konf. 4). W pracy tej po
raz pierwszy wykazalismy, ze glikolipidy mogg by¢ zastosowane do szybkiego rozpoznawania infekcji
wywotywanych przez aktynobakterie oportunistyczne. Podsumowanie znaczenia taksonomicznego i
immunologicznego markeréw lipidowych badanych w tym czasie w Laboratorium Aktynomikologii
zostato zawarte w pracy przeglagdowej (Zat. 3: 1.1.2. Art. 1).

B) PRZEBIEG PRACY NAUKOWEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych nadal uczestniczytam w pracach Laboratorium
Aktynomikologii, ktére w pdzniejszym czasie weszto w strukture Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej,
kierowanego przez prof. dr. hab. Andrzeja Gamiana. M6j wkfad w realizacje poszczegdlnych tematéw
badawczych, ktére zaowocowaty opublikowaniem wynikéw lub ich prezentacjg na konferencjach
naukowych, zostat szczegdétowo opisany w Zatgczniku 3, a niektore z tych tematow byty przedmiotem
prac magisterskich, w przypadku ktdrych petnitam funkcje promotora (Zatgcznik 4).

Badania strukturalne glikolipidéw aktynobakterii

Drobnoustroje z rodzaju Rothia nalezg do bakterii oportunistycznych, ktére u pacjentéw z obnizong
sprawnoscig uktadu odpornosciowego mogg wywotywac zapalenie miesnia sercowego, zapalenie ptuc,
jak rowniez posocznice. Bratam udziat w ustalaniu struktury gtéwnego glikolipidu Rothia dentocariosa,
ktory okazat sie dimannozyloacylomonoglicerydem (Zat. 3: 1.2.1. Art. 1).

W roku 2000 odbytam pierwszy z licznych stazy naukowych w Centrum Badan Biomedycznych w
Borstel, w Niemczech, w laboratorium Profesora Otto Holsta. Dzieki tej wspotpracy miatam mozliwosé
wykonywania doswiadczen na niedostepnych wowczas w macierzystym Instytucie urzadzeniach:
spektrometrze masowym MALDI oraz spektroskopach NMR. Podczas stazu naukowego wykonywatam
badania sktadu chemicznego i analizowatam struktury glikolipidéw Propionibacterium propionicum i
Rothia mucilaginosa. W roku 2002 odbytam kolejny miesieczny staz naukowy i wykonywatam badania
strukturalne lipidow z rodzaju Oerskovia. Wiekszo$¢ uzyskanych wynikéw byta opisana w publikacjach
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stanowigcych cykl habilitacyjny, ponadto niektére z nich byty prezentowane na konferencjach
naukowych (Zat. 3: X.2. konf. 8,18,20).

W latach 2000-2003 bratam udziat w projekcie dotyczacym gliko- i fosfolipidéw pratko- i
nokardiopodobnych nalezgcych do rodzajéw Gordonia, Tsukamurella i Oerskovia (Zat. 3: VII, proj. 3),
ktore wywotuja gruzliczopodobne zakazenia oportunistyczne (Zat. 3: X.2. konf. 9,18). W ramach tego
projektu bratam udziat w ustalaniu lokalizacji komérkowej glikolipidéw. Ustalilismy, ze glikolipidy S.
hirsuta i P. propionicum zlokalizowane sg w btonie komdrkowej (Zat. 3: X.2. konf. 5,11), natomiast
glikolipidy Rhodococcus equi oraz Gordonia bronchialis w s$cianie komdrkowej. Ponadto badania
ultrastruktur komdrkowych R. equi i G. bronchialis, aktynobakterii posiadajgcych kwasy mikolowe w
Scianie komorkowej, wykazaty podobienstwo z budowg oston komérkowych Mycobacterium (Zat. 3:
X.2. konf. 11,12). Wyniki te byty prezentowane na licznych konferencjach w formie plakatéw (Zat. 3:
X.2. konf. 20,21), jak réwniez referatow plenarnych (Zat. 3: IX.2. ref. 1).

Oprdcz analiz strukturalnych bratam udziat w badaniu wtasciwosci biologicznych glikolipidow gtéwnych
N. dassonvillei (Zat. 3: X.2. konf. 6) oraz Bifidobacterium (Zat. 3: X.2. konf. 15,16).

W roku 2005 odbytam kolejny staz naukowy w Centrum Badan Biomedycznych w Borstel, podczas
ktdrego zajmowatam sie gtdwnie badaniami strukturalnymi glikolipdéw Tsukamurella pulmonis oraz
Arthrobacter spp. Wyniki tych badan byly prezentowane na konferencjach (Zat. 3: X.2. konf. 24,25,32).

Po ustanowieniu nowego taksonu Ruania okreslitam, ze glikolipidy gtdwne R. albidiflava nalezg do typu
fosfoglicerydéw. Wyniki te opublikowano (Zat. 3: 1.2.2. Art. 9,10) oraz prezentowano na konferencji
(Zat. 3: X.2. konf. 33).

W ramach projektu grantowego dotyczgcego kwaséw nokardiomikolowych (Zat. 3: VII, proj. 5), oprécz
gtéwnego tematu — kwaséw mikolowych, badatam réwniez glikolipidy, wystepujgce w komérkach
Nocardia. Sktad chemiczny oraz wiasciwosci immunogenne glikolipiddw N. asteroides oraz N.
cyriacigeorgica byty prezentowane na konferencjach (Zat. 3: X.2. konf. 22,36).

Badania epidemiologiczne nokardioz i choréb promieniczopodobnych

Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej ITD PAN w 2000 roku wtaczyto sie do europejskiego programu
epidemiologicznego badania nokardioz i choréb wywotywanych przez aktynobakterie. Uczestniczytam
w przygotowaniu ankiety dotyczacej ewidencjonowania tych choréb, a w ramach popularyzacji tego
tematu bytam wspétautorem prac przeglagdowych (Zat. 3: 1.2.2. Art. 1,2,3,4,5,6). W tym okresie
uczestniczytam w identyfikacji przysytanych izolatéw, badz izolacji aktynobakterii z prébek klinicznych
z oddziatdw szpitalnych i laboratoriow. Do identyfikacji szczepdw wykorzystywatam metody
chemiczne, tj. oznaczanie sktadnikdow $ciany komdrkowej, cukrow, aminokwaséw oraz lipidowe
markery chemiotaksonomiczne: kwasy ttuszczowe, mikolowe, fosfo i glikolipidy (Zat. 3: X.2. konf.
26,31). Ciekawe przypadki aktynobakterioz byty przedstawiane na licznych konferencjach naukowych,
m. in. identyfikacja Actinomyces sp. z przypadku infekcji aktynomikotycznej (Zat. 3: X.2. konf. 3,4),
szczepu zawierajgcego kwasy mikolowe wyizolowanego z zakazenia rany po zabiegu
kardiochirurgicznym (Zat. 3: X.2. konf. 7,10,13), szczepdw Propionibacterium sp. i Actinomyces sp.
wyizolowanych z ropnych guzkdéw z weztéw szyjnych oraz okolicy podzuchwowej (Zat. 3: X.2. konf. 34).
Uczestniczytam réwniez w identyfikacji izolatu Nocardia pochodzgcego z ropnia mdzgu, rzadkiego
przypadku nokardiozy u pacjentki immunokompetentnej, wyniki prezentowatam na konferencji (Zat.
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3: IX.2 ref. 5), oraz przygotowatam manuskrypt pracy (dane nie opublikowane). Metody
chemiotaksonomiczne uzywane do identyfikacji aktynobakterii wraz z wybranymi przyktadami
identyfikacji izolatdw klinicznych przedstawitam w artykule przeglagdowym (Zat. 3: 1.2.2. Art. 8).

Identyfikacja aktynobakterii sSrodowiskowych

W ramach wspétpracy z dr Ying Huang z Chinskiej Akademii Nauk w Pekinie, przeprowadzatam
identyfikacje chemiotaksonomiczng kilku izolatéw srodowiskowych. Jeden z nich, wyizolowany z
probki osadéw sciekowych, pobranych z kolektora sanitarnego, opisali§my jako nowy takson w rodzaju
Rothia — R. amarae (Zat. 3: 1.2.1. Art. 2). Innym ciekawym szczepem izolowanym z gleby prowingji
Shandong, badanym w ramach tej wspdtpracy, byt nowy takson Ruania, umieszczony w cyklu prac.

W wyniku ciekawej wspdtpracy z wroctawskimi archeologami bratam udziat w identyfikacji bakterii ze
stanowisk archeologicznych. W okolicy Wroctawia odkryto groby ze szczgtkami ludzkimi datowanymi
na ok. 2800 lat p.n.e. oraz przedmiotami pochodzgcymi z okresu neolitu. W badaniach tych
prowadzitam charakterystyke chemiotaksonomiczng i morfologiczng szczepéw wyizolowanych ze
szczatkdw kostnych szkieletu ludzkiego oraz warstw organicznych bezposrednio do nich
przylegajacych. Z prébek gleby pobranych z réznych fragmentdéw szkieletu wyizolowatam kilkanascie
szczepow, ktdre nalezaty do rodzajéw Bacillus oraz Streptomyces. Uzyskane wyniki prezentowatam na
konferencji (Zat. 3: X.2. konf. 28,29,30).

Identyfikacja aktynobakterii Srodowiskowych, m. in. szczepdw izolowanych z zawilgoconych budynkéw
lub izolowanych z kompostu, stanowigcych potencjalne zagrozenie dla pracownikdw, byta
prezentowana na licznych konferencjach (Zat. 3: X.2. konf. 27,35,38,41,46 oraz Zat. 3: 1.2.2. Art. 11).

Bytam takze wspétautorem i autorem korespondencyjnym pracy przeglagdowej dotyczgcej metod
stosowanych w identyfikacji Srodowiskowych izolatow aktynobakterii, ktére mogg stanowic
potencjalne narazenie zawodowe. Prawidtowa identyfikacja tych bakterii wymaga zastosowania
wieloetapowej strategii taksonomicznej, poniewaz komercyjnie dostepne zestawy diagnostyczne
czesto nie uwzgledniajg wielu gatunkéw izolowanych ze $rodowiska, dlatego poleca sie ich
uzupetnienie analizg markeréw chemiotaksonomicznych. W pracy tej podalismy praktyczne procedury
postepowania ze szczepami pochodzgcymi z powietrza pobranego na terenie kompostowni, préb
kompostu oraz materiatu zebranego z powierzchni sprzetow w bibliotece (Zat. 3:1.2.1. Art. 12 i Zat. 3:
X.2. konf. 39).

Aktualnie obiektem moich zainteresowan jest identyfikacja bakterii za pomoca techniki spektrometrii
mas MALDI-TOF. Wysokiej klasy spektrometr MALDI w IITD PAN pozwala na testowanie systemu i jego
uzytecznosci do identyfikacji aktynobakterii. W ramach tego tematu bytam opiekunem naukowym
dwéch prac magisterskich, w ktérych zastosowalismy system MALDI-TOF Biotyper do identyfikacji
bakterii z rzedu Corynebacterineae oraz Srodowiskowych przedstawicieli rodzaju Nocardiopis,
Saccharopolyspora i Amycolatopis (Zat. 4). Istniejgce komercyjne bazy danych widm masowych nie
zawierajg wielu przedstawicieli gatunkéw srodowiskowych, gdyz zainteresowanie firm skupia sie
przede wszystkim na szczepach uzytecznych w mikrobiologii klinicznej. Wykazalismy, ze aby usprawnic
identyfikacjg aktynobakterii, nalezy stworzy¢ witasng baze szczepdw referencyjnych. Cze$é tych
wynikéw byta prezentowana na konferencji (Zat. 3: X.2. konf. 46) oraz referowana (Zat. 3: 1X.2. ref. 6,8).
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Badania aktywnosci biologicznej lipidéw Bifidobacterium

W ramach wspotpracy z dr Galing Novik z Biatoruskiej Kolekcji Mikroorganizméw w Minsku, badatam
wiasciwosci immunogenne lipidow polarnych Bifidobacterium. Drobnoustroje te wystepujgce w
przewodzie pokarmowym cztowieka byty przedmiotem naszego zainteresowania ze wzgledu na
wtasciwosci probiotyczne i ochronne wobec bakterii patogennych (Zat. 3: 1.2.1. Art. 6 oraz Zat. 3: X.2.
konf. 15,16). Wspodtprace kontynuowatam, analizujgc sktad lipidowy probiotycznych gatunkéow B.
longum, a uzyskane wyniki byty prezentowane na konferencjach (Zat. 3: X.2. konf. 42,44).

Kwasy nokardiomikolowe

Inspiracjg projektu grantowego MNSIW dotyczacego kwasdw nokardiomikolowych, realizowanego w
latach 2002-2005, ktérego bytam kierownikiem (Zat. 3: VII, proj. 5), byty prowadzone w naszym
laboratorium badania epidemiologiczne czestosci wystepowania zakazen wywotywanych przez
aktynobakterie, w tym nokardie. W roku 2003 uzyskatam stypendium DAAD na przeprowadzenie analiz
kwaséw nokardiomikolowych w Centrum Badan Biomedycznych w Borstel w Niemczech. W celu
realizacji projektu zajetam sie izolacjg i oczyszczaniem kwasdw nokardiomikolowych trzech gatunkéw
nokardii nalezgcych do N. asteroides complex, pochodzacych z fazy logarytmicznego wzrostu oraz fazy
stacjonarnej. Opracowatam nowg metode izolacji tych zwigzkéw za pomocg HPLC, z uzyciem
fluorescencyjnych pochodnych PDAM (pirenylodiazometanu) (Zat. 3: X.2. konf. 14), za pomoca
spektrometrii mas MALDI-TOF oraz spektroskopii NMR ustalitam struktury tych zwigzkéw: wykazatam
obecnosé wigzan podwadjnych i okreslitam dtugosé tancuchéw alifatycznych (Zat. 3: X.2. konf. 17,19).
Otrzymatam krdlicze surowice odpornosciowe skierowane przeciwko komérkom Nocardia i kwasom
mikolowym oraz wykrytam przeciwciata skierowane przeciwko kwasom mikolowym (Zat. 3: X.2. konf.
22,23). Wykazana immunogennos$¢ kwaséw mikolowych oraz glikolipidéw pozwala stwierdzié, ze
markery te moga by¢ zastosowane w immunodiagnostyce nokardiozy. Kwasy mikolowe byty takze
tematem trzech prac magisterskich, ktorych bytam promotorem (Zatgcznik 4).

Wielonienasycone kwasy ttuszczowe

W ramach wspétpracy z Klinikg Immunologii i Reumatologii Wieku Rozwojowego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu wykonywatam badania poziomu wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych w surowicach dzieci chorujgcych na alergie oraz dzieci stosujacych diete wegetarianska.
W opublikowanej pracy wykazaliSmy znamiennie wyzszy poziom kwasu linolenowego u dzieci
wegetarianskich w poréwnaniu do grupy dzieci wykazujacych alergie, co sugerowato odmienny
metabolizm lipidéw w obu grupach i w konsekwencji ochronny wptyw diety wegetarianskiej wobec
alergii (Zat. 3: 1.2.1. Art. 10). Wspodtpraca jest kontynuowana, obecnie przedmiotem naszych
zainteresowan jest rola wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych w patogenezie mtodziericzego
idiopatycznego zapalenia stawdw, zadanie to jest realizowane w ramach 2-letniego grantu
uczelnianego U Med we Wroctawiu (Zat. 3: VII, proj. 7).

Badania strukturalne i wiasciwosci biologicznych polisacharydéw bakteryjnych

Méj udziat w badaniach strukturalnych i immunochemicznych polisacharyddw bakterii probiotycznych
Lactobacillus johnsonii dotyczyt okreslenia wtasciwosci immunochemicznych egzopolisacharydow. W
opublikowanej pracy (Zat. 3: 1.2.1. Art. 11) wykazaliémy, ze polisacharydy wyizolowane z réznych
szczepdw tego samego gatunku majg odmienng strukture chemiczng oraz rdéing reaktywnosc
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serologiczng. Badania te sg kontynuowane. Interesujgcg obserwacjg jest, ze glikolipidy gtéwne
wyizolowane z tych samych szczepéw L. johnsonii majg jednakowg strukture chemiczng, sg zatem
bardziej konserwatywne niz polisacharydy. Wyniki te byty prezentowane na konferencjach (Zat. 3: X.2.
konf. 40,43), a manuskrypt pracy jest przygotowywany do druku.

W ramach projektu Biomed (Zat. 3: VII, proj. 9), prowadzitam badania dotyczace sktadu chemicznego,
struktury i immunogennosci polisacharydéw z rodzaju Nocardia i Actinomyces (dane nie
opublikowane, przygotowane do druku). Wstepne wyniki byty przedstawione na konferencji (Zat. 3:
X.2. konf. 45).

Dziatalnos¢ w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw

0Od 2001 petnie funkcje kuratora Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw (PCM) znajdujacej sie w 1ITD PAN,
ktorej kierownikiem jest prof. dr hab. Andrzej Gamian. Moja rola polegata na udzielaniu konsultacji
osobom zamawiajgcym szczepy kolekcyjne, na przygotowywaniu i zabezpieczaniu szczepdw,
przyjmowaniu depozytow patentowych oraz wydawaniu Swiadectw zywotnosci bakterii i innych
stosownych dokumentéw. W latach 2010-2014 bratam udziat w projekcie wspéitfinansowanym ze
srodkow Unii Europejskiej w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka (Zat. 3: VII,
proj. 8). Projekt dotyczyt utworzenia Interoperacyjnej Elektronicznej Platformy, ktdra zapewnia
mozliwos¢ skatalogowania i upowszechnienia wszelkich danych dotyczgcych zasobdéw biologicznych
Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw. Celem tego projektu byto rowniez zebranie i opracowanie w wersji
elektronicznej rozproszonych danych literaturowych o poszczegdlnych gatunkach mikroorganizméw
zgromadzonych w Kolekcji. Platforma jest pierwszym tego rodzaju przedsiewzieciem w Polsce,
majgcym na celu informowanie $rodowiska naukowego oraz jednostek komercyjnych o istniejgcych
mozliwosciach korzystania z gatunkowego bogactwa drobnoustrojow.

\ = ; —_— (D & 4. d,

dr Mariola Pasciak
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