Zakacznik 3. Autoreferat

AUTOREFERAT

dr Jacek Rybka

Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej
Instytut Immunologii i Terapii Do§wiadczalnej im Ludwika Hirszfelda

Polska Akademia Nauk

Wroctaw, 03 marca 2014



Zakacznik 3. Autoreferat

1. Jacek Rybka
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4. Wskazanie osiggniecia* wynikajace go z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiggniecia naukowego /artystycznego:

Wykorzystanie Kdo jako markera chemicznego lipopolisacharydow i NeuAc w
analizach immunochemicznych oraz analiza iloSciowa endotoksyn przy uzyciu markera

Kdo i technik mikrosystemowych.
b ) Publikacje wchodzace w sklad osiagni¢cia naukowego:

1. Rybka J, Zielinska-Kuzniarz K., Korzeniowska-Kowal A., Sondej A., Gamian A.
Substitution pattern of 3-deoxy-D-manno-oct-2-ulosonic acid in bacterial
lipopolysaccharides investigated by methylation analysis of whole LPS. Carbohydr.
Res. (2003) 338, 2679-2686. IF*: 1.631; MNiSW?: 20; liczba cytowan®: 2

2. Rybka J., Gamian A. Determination of endotoxin by the measurement of the
acetylated methyl glycoside derivative of Kdo with gas-liquid chromatography —
mass spectrometry. J. Microbiol. Meth. (2006) 64 (2), 171-184. Epub 2005 Jun 1.
IF: 2,297; MNiSW: 20; liczba cytowan: 11

3. Rybka J., Grycko P., da Cruz Francisco J., Gamian A., Szwajcer Dey E. Application
of supercritical carbon dioxide (scCO,) for the extraction of lipopolysaccharides
(LPS) from Salmonella enterica subsp. enterica PCM 2266, J. Supercritical Fluids
(2008), 45, 51-56. IF: 2,428; MNiSW: 24; liczba cytowan: 7

4. Bugla-Ptoskonska G., Rybka J., Futoma-Kotoch B., Cisowska A., Gamian A,
Doroszkiewicz W. Sialic acid-containing lipopolysaccharides of Salmonella 048
strains - potential role in camouflage and susceptibility to the bactericidal effect of
normal human serum. Microbial Ecology (2010), 59, pp. 601-613. IF: 2,875;
MNiSW: 32; liczba cytowan: 7

5. Chatupniak A., Waszczuk K., Hatubek-Gluchowska K., Piasecki T., Gotszalk T.,
Rybka J. Application of guartz tuning forks for detection of endotoxins and Gram-

negative bacterial cells by monitoring of Limulus Amebocyte Lysate coagulation.

! Warto$¢ wspélezynnika wptywu (IF) zgodnie z rokiem opublikowania.
? Liczba punktow wedtug polskiego systemu punktacji czasopism, zgodnie z rokiem opublikowania.
¥ Liczba cytowan(z uwzglednieniem autocytowan),wedtug bazy Web of Science, stan z dn. 26.02. 2014 r.
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Biosensors and Bioelectronics (2014), w druku, DOI: 10.1016/j.bios.2014.02.048.
IF: 5,437; MNISW: 45

¢ ) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnigtych wynikow wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Lipopolisacharydy bakterii Gram-ujemnych, region Kdo

Lipopolisacharyd (LPS ) jest integralnym sktadnikiem btony zewnetrznej Sciany komorkowej
bakterii Gram-ujemnych. Lipopolisacharydy wykazuja szeroki zakres wlasciwosci
endotoksycznych, odgrywaja takze znaczaca rol¢ w rozwoju infekcji, zwlaszcza infekcji

systemowych prowadzacych do posocznicy i wstrzasu septycznego.

W budowie czasteczki LPS mozna ogoélnie wyrdzni¢ trzy regiony rdznigce si¢ synteza,
struktura oraz funkcja: polisacharyd O-swoisty, oligosacharydowy region rdzeniowy i lipid A.
W czgéci rdzeniowej wyrdzni¢ mozna strukturalnie dwa regiony: zewnetrzny i wewnetrzny.
Podstawowymi skladnikami rdzenia wewngtrznego sa glownie heptoza i kwas 2-keto-3-
deoksy-D-manno-oktulozonowy (Kdo), przy czym Kdo taczy cze$¢ polisacharydowa
czasteczki z lipidem A. Zwykle w czasteczce LPS wystepuje od jednej do czterech czgsteczek
Kdo, sacharyd ten znajdowany jest tez w innych regionach czasteczki niz rdzen wewnetrzny.
Jako gléwny element, odpowiedzialny za immunostymulujace 1 immunotoksyczne
wiasciwosci LPS uznawany jest lipid A, uznawany jest jednak takze wptyw struktury regionu
Kdo na te cechy lipopolisacharydu, na przyktad na indukcje wydzielania interleukiny 1 czy
leukotrienu C4. Stwierdzono, ze rdzen wewnetrzny, zawierajacy Kdo, moze tworzyc takze
epitop dla przeciwciat ochronnych. Kdo jest niezbednym sktadnikiem LPS, uczestniczac w
wigzaniu kationow dwuwarto$ciowych Ca®" i Mgz+ 1 stabilizujac strukture blony zewnetrznej
na powierzchni komorek bakteryjnych. Jak dotad znaleziono jedynie nieliczne przyktady
lipopolisacharydow nieposiadajacych Kdo, monosacharyd ten odgrywa zatem istotng role w
poprawnym funkcjonowaniu komorki bakteryjnej. Enzymy odpowiedzialne za syntez¢ Kdo sa
celem terapeutycznym, bada si¢ mozliwo$¢ wykorzystania syntetycznych pochodnych tego
monosacharydu jako potencjalnych lekow przeciwbakteryjnych. Opisano struktury regionu
Kdo dla szeregu lipopolisacharydow bakterii Gram-ujemnych, jednak labilno$¢ samej

czasteczki Kdo, tworzonych przez nig wigzan ketozydowych i niektorych podstawnikow,



Zakacznik 3. Autoreferat

Zwlaszcza podatnos¢ na kwasng hydrolize, komplikuje badania strukturalne. Dodatkowo, z
resztami Kdo zwigzane sg liczne podstawniki, np. fosforanowe, reszty kwasow uronowych,
heptozy, mannozy, ramnozy, glukozy, galaktozy czy aminokwaséw. Sprawia to, ze wplyw

struktury regionu Kdo na aktywno$c¢ biologiczng LPS wcigz nie jest wystarczajaco zbadany.

Publikacja nr 1, stanowigca czes¢ przedstawianego osiggni¢cia naukowego, opisuje metode
szybkiej analizy wzoru podstawien reszt Kdo w catych czasteczkach lipopolisacharydow.
Metoda zostala wykorzystana do zbadania wzoru podstawien w lipopolisacharydach 15
szczepOdw bakteryjnych, zwlaszcza bakterii z gatunku Hafnia alvei, dla ktorych niektore
doniesienia wskazywaly na obecno$¢ nietypowych struktur regionu Kdo. Okazato sig, Ze jest
to dogodny model do dalszych badan. Metoda potwierdzita wystgpowanie nietypowych
podstawien Kdo w pozycjach 8; 7; 7,8; oraz 4,7. Uzyskane wyniki byly tez podstawag dwu
doniesien konferencyjnych (pozycje I11B:6 i 111B:16 wykazu prac naukowych).

Izolacja endotoksyn

Wspolczesna analiza strukturalna lipopolisacharydow wymaga izolacji 1 oczyszczenia
preparatow LPS z masy bakteryjnej. Czasteczka lipopolisacharydu, posiadajaca Szereg
labilnych, podatnych na chemiczng degradacje elementow strukturalnych, moze, zaleznie od
zastosowanych technik oczyszczania, ulega¢ zmianom w trakcie preparacji: utracie
niektorych podstawnikow niecukrowych (np. deacylacji lub migracji reszt fosforanowych),
odpadaniu labilnych reszt monosacharydowych (wrazliwych na kwasng hydrolize wigzan
ketozydowych Kdo czy NeuAc) lub nawet degradacji calej czasteczki. Rowniez preparaty
LPS do badan immunochemicznych, stuzacych do uzyskiwania przeciwciat, lub
otrzymywanych do  wykorzystania jako czynniki immunostymulujace, musza
charakteryzowa¢ sie¢ nienaruszong strukturg oraz WysoKim stopniem czysto$ci. Obecnie
istnieje rosngce zapotrzebowanie na preparaty LPS, wolne od zanieczyszczen, np. do badan
immunologicznych lub, po pozbawieniu toksycznosci, jako cenne zrédlo adiuwantow dla
szczepionek. Prosta procedura, charakteryzujaca si¢ nieniszczacymi warunkami w trakcie
oczyszczania jest kluczowa chociazby w przypadku izolacji LPS typu R z epitopami

obejmujacymi rdzen wewnetrzny i labilne podstawniki w Neisseria meningitidis®.

* M. Mieszala, G. Kogan, H.J. Jennings, Conjugation of meningococcal lipooligosaccharides through their lipid
A terminus conserves their inner epitopes and results in conjugate vaccines having improved immunological
properties, Carbohydrate Res. 338 (2003) 167-175.
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Praca nr 3, stanowiaca czg$¢ przedstawianego osiggnig¢cia naukowego, opisuje metode izolacji
lipopolisacharydow za pomoca ekstrakcji nadkrytycznym dwutlenkiem wegla (CO, SFE).
Wykorzystanie jako rozpuszczalnika dodatkowego wytacznie wody, bez uzycia
rozpuszczalnikéw organicznych, pozwolito na stworzenie techniki, w ktorej uzyskiwane
preparaty endotoksyn nie sg zanieczyszczone resztkami odczynnikéw chemicznych (fenol,
SDS, rozpuszczalniki organiczne), co moze wplywaé na aktywno$¢ biologiczng takich
preparatow. Przedstawiona metoda jest objeta ochrong patentowa (pozycja I1B:3 wykazu prac
naukowych), byta tez przedmiotem doniesien konferencyjnych (IIIB: 45, 46 i 47 wykazu prac

naukowych).

Metoda wykrywania endotoksyn

Wykrywanie drobnoustrojow i ich toksyn za pomocg specyficznych markerow chemicznych
jest obiecujacym podejSciem z szeroka paleta potencjalnych zastosowan. Mikroorganizmy
wytwarzaja szereg zwiagzkoéw, ktore moga by¢ uzyte do tego celu. Wykrywanie ergosterolu
jako markera grzybowego® czy kwasu muraminowego® lub 3-hydroksylowych kwasow
thuszczowych’ charakterystycznych dla bakterii, sa metodami, ktére od szeregu lat stosowane

sag w doswiadczalnych badaniach biomedycznych i srodowiskowych.

Kdo jest charakterystycznym sktadnikiem LPS i odgrywa istotng role w stabilnosci i
procesach zyciowych komorki bakteryjnej. Wszystkie opisane dotychczas struktury
lipopolisacharydow maja co najmniej jedna reszte Kdo®, z kilkoma wyjatkami (np. 8-amino-
Kdo znaleziono u kilku gatunkow Shevanella, Ko w Acinetobacter calcoaceticus). Minimalna
czasteczka LPS wymagana dla poprawnego funkcjonowania komorki bakteryjnej zawiera co
najmniej jedna reszte Kdo zwiazang z lipidem A°, a wsérod bakterii zyjacych w $rodowisku
naturalnym najmniejszg znang struktur¢ LPS znaleziono u Chlamydiaceae (lipid A i
trojsacharyd Kdo). Mutanty bakterii, ktorych LPS sktada si¢ jedynie z lipidu A bez Kdo, nie

> Axelsson, B.O., Saraf, A., Larsson, L., 1995. Determination of ergosterol in organic dust by gas
chromatography-mass spectrometry. J. Chromatogr., B, Biomed. Appl. 666, 77— 84

® Fox, A., Wright, L., Fox, K., 1995. Gas chromatography-tandem mass spectrometry for trace detection of
muramic acid, a peptidoglycan chemical marker, in organic dust. J. Microbiol. Methods 22, 11 — 26.

" Szponar, B., Larsson, L., 2000. Determination of microbial colonisation in water-damaged buildings using
chemical marker analysis by gas chromatography-mass spectrometry. Indoor Air 10, 13— 18.

& Holst, O., 1999. Chemical structure of the core region of lipopolysaccharides. In: Brade, H., et al., (Eds.),
Endotoxins in Health and Disease. Marcel Dekker Inc., pp. 115-154

® Helander, I.M., Lindner, B., Brade, H., Altmann, K., Lindberg, A.A., Rietschel, E.T., Zahringer, U., 1988.
Chemical structure of the lipopolysaccharide of Haemophilus influenzae strain 1-69 Rd_/b+. Description of a
novel deep-rough chemotype. Eur. J. Biochem. 177, 483-492.
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sg w stanie si¢ hammnazac, co oznacza, ze cukier ten odgrywa kluczowg role w zywotnosci

bakterii Gram-ujemnych.

W pracy nr 2, stanowigcej cze$¢ przedstawianego osiggni¢cia naukowego, opisane zostaly
wyniki, dotyczace opracowania metody wykrywania endotoksyn, wykorzystujacej Kdo jako
marker chemiczny oraz zastosowanie tej metody do analizy poziomu endotoksyn w probkach
biologicznych: bakteriach, bakteriofagach i w surowicy krwi zwierzat. Metode wykorzystano
takze w pracach 3 (metoda oczyszczania lipopolisacharydéw) i 4 (analiza wptywu dtugosci
lipopolisacharydu na patogenno$c serotypu bakterii Salmonella o serotypie 048),
stanowigcych cze$¢ przedstawianego osiggnigcia naukowego, oraz w pracach Ila:7 (analiza
poziomu endotoksyn w badaniach immunologicznych bakteriofagéow), I1ID:4 (analiza poziomu
endotoksyn w dymie tytoniowym) 1ID:7 (analiza poziomu endotoksyn w
glikomakropeptydach), a takze w doniesieniach konferencyjnych (111B: 17, 21, 23-28, 31, 35,
37, 39, 54, 66, 67, 781 79).

Wykorzystanie analizy markerow chemicznych w badaniach immunochemicznych

Kwas sjalowy (kwas N-acetyloneuraminowy, NeuAc) odgrywa wazng role w ochronie
bakterii Gram-ujemnych, w stosunku do aktywnosci bakteriobdjczej surowicy i moze
przyczynia¢ si¢ do chorobotworczosci bakterii tworzac epitopy przypominajgce sktadniki

tkanek gospodarza (mimikra czasteczkowa).

O ile rola polisacharydow otoczkowych zawierajacych kwas sjalowy w unikaniu przez
bakterie wrodzonej odpornos$ci gospodarza jest znana, o tyle informacje dotyczace podobne;j
roli lipopolisacharydow zawierajgcych NeuAc sg bardzo skape. Wiadomo, ze
lipooligosacharydy zawierajace NeuAc powodujg obnizanie aktywnosci aktywacji
dopelniacza 1 moga maskowaé powierzchnie¢ komorki bakteryjnej przed reakcja
immunologiczng. Niektore badania wskazuja, ze zwigkszonej podatnosci na bakteriobdjcze

dziatanie surowicy towarzyszyto zmniejszenie dtugosci polisacharydu O-swoistego LPS™.

Serotyp O48 bakterii z rodzaju Salmonella posiada w strukturze antygenu O-swoistego
NeuAc, serowarianty serotypu O48 rdznig si¢ natomiast sktadem biatek blony zewnetrznej. W

S. enterica 048, NeuAc jest sktadnikiem liniowej podjednostki polisacharydu O-swoistego

1% Taylor PW, Kroll HP, Tomlinson S (1982) Effect of subinhibitory concentrations of mecillinam on expression
of Escherichia coli surface components associated with serum resistance. Drugs Exp Clin Res 8:625-631
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LPS. Liczba jednostek w czasteczki LPS moze si¢ zmienia¢, co oznacza, ze liczba reszt
kwasu sjalowego w czgsteczce LPS nie jest stata. Jednoczesnie LPS Salmonella O48 zawiera

trzy czasteczki Kdo.

W pracy nr 4, stanowigcej cze$¢ prezentowanego osiaggnig¢cia naukowego, przedstawiono
zastosowanie analizy bakteryjnych markeréw chemicznych: Kdo i NeuAc do badania wptywu
dhugosci czesci O-swoistej lipopolisacharydu szeregu serowariantow bakterii Salmonella 048
na ich oporno$¢ na bakteriobojcze dzialanie surowicy. Praca jest efektem wspotpracy z grupa
dr hab. Gabrieli Bugli-Ptoskonskiej z Instytutu Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego,
specjalizujacej si¢ w badaniach dotyczacych opornosci bakterii zawierajacych kwas sjalowy
wobec uktadu immunologicznego gospodarza. Analiza poziomu NeuAc i jego porownanie do
ilosci Kdo okreslala dlugos¢ czesci O-swoistej poszczegdlnych lipopolisacharydow i
umozliwiala sprawdzenie korelacji tych warto$ci z opornosciag szczepu na dziatanie
dopelniacza. Przedstawiona metoda wykorzystana zostata takze do uzyskania wynikow

prezentowanych na konferencjach (I11B: 37, 53, 67, 78 i 79 wykazu publikacji).

Uzyskane wyniki wykazaly, ze ani obecnos$¢ kwasu sjalowego w LPS ani dlugo$¢ jego
polisacharydu O-swoistego nie odgrywa decydujacej roli w zjawisku oporno$ci bakterii na
bakteriobojczg aktywnos$¢ dopelniacza, oraz ze obecno$¢ kwasu sjalowego w strukturze LPS

nie jest wystarczajaca do blokowania aktywacji alternatywnego szlaku dopeiniacza.
Wykorzystanie technologii mikrosysteméow do analizy endotoksyn

Rozwinigciem tematyki poszukiwania nowych sposobow wykrywania endotoksyn opisanej w
pracy nr 2 prezentowanego osiggniecia naukowego, byto badanie mozliwosci wykorzystania

technik mikrosystemowych do detekcji endotoksyn bakterii Gram-ujemnych.

Klasycznym testem stluzacym do wykrywania obecnosci endotoksyn i innych czynnikow
pirogennych jest badanie testem pirogennosci wykonywanym na krolikach. W badaniu tym
zwierzeciu wstrzykuje si¢ matg ilosci testowanej substancji, zmiana temperatury ciata
zwierzecia jest uwazana za wskaznik obecnosci pirogenow w badanej probce. Test ten jest
nadal stosowany w przemysle farmaceutycznym, pomimo watpliwosci natury etycznej,
ograniczonej czuto$ci 1 swoisto$ci. Oprocz testu pirogennosci krolikéw, jedyna analityczng
metodg dopuszczong do oznaczania zawartosci pirogenow W produktach farmaceutycznych
oraz medycznych jest test lizatu amebocytow skrzyptocza Limulu polyphemus (Limulus
Amebocyte Lysate test, LAL).
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W pracy nr 5, stanowigcej czg$¢ przedstawianego osiggnigcia naukowego, przedstawiono
zastosowanie systemu czujnikowego, wykorzystujacego kwarcowe elementy rezonansowe
(QTF) do pomiaru iloSci endotoksyn z wykorzystaniem lizatu amebocytow Limulus
polyphemus (LAL). W wyniku wspolpracy z Zaktadem Metrologii Mikro- i Nanostruktur
Politechniki Wroctawskiej, kierowanym przez prof. Teodora Gotszalka, opracowano technike
analizy st¢zenia endotoksyn w roztworach wodnych. Pomiar obnizenia amplitudy drgan QTF
dostarcza informacji o zmianach lepkosci wystepujacych w badanej probce po dodaniu LAL.
Metoda ta zostala zastosowana do okreslania stezenia komorek bakteryjnych i endotoksyny E.
coli O157: H19. Istotno$¢ uzyskanych wynikow potwierdzono z pomocg komercyjnego
kolorymetrycznego testu LAL. Skonstruowany system moze wykry¢ endotoksyny bakteryjne
w zakresie 0,001 — 5,0 EU/ml i komorki bakteryjne w zakresie 10%-10" CFU/m.
Przedstawione rozwigzanie jest takze przedmiotem wniosku patentowego (pkt. I1B:10 wykazu

publikacji)
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Przedstawiony cykl prac obejmuje 3 zagadnienia badawcze, stanowigce przedmiot

moich zainteresowan naukowych:

Opracowanie metody analizy strukturalnej regionu Kdo lipopolisacharydow bakterii Gram-
ujemnych wraz z metodg izolacji lipopolisacharydéw umozliwiajacg uzyskiwanie LPS w

postaci natywnej

Opracowanie metody analizy markerow chemicznych — Kdo i NeuAc — stuzgcej do

wykrywania endotoksyn bakteryjnych oraz immunochemicznych analiz lipopolisacharydow

Opracowanie metody analizy zawarto$ci endotoksyn bakteryjnych z wykorzystaniem technik

mikrosystemowych

PODSUMOWANIE WYNIKOW OPISANYCH W PUBLIKACJACH WYBRANYCH
DO OCENY

Publikacja nr 1

Rybka J, Zielinska-Kuzniarz K., Korzeniowska-Kowal A., Sondej A., Gamian A.
Substitution pattern of 3-deoxy-D-manno-oct-2-ulosonic acid in bacterial
lipopolysaccharides investigated by methylation analysis of whole LPS. Carbohydr.
Res. (2003) 338, 2679-86

Kwas 3-deoksy-D-manno-2-oktulozonowy (Kdo) jest sktadnikiem wewnetrznej czeSci
rdzenia lipopolisacharydu bakteryjnego (LPS). Z uwagi na fakt, ze ta cze$¢ LPS ma istotne
znaczenie dla aktywnos$ci biologicznej czasteczki lipopolisacharydu, znajomo$¢ budowy
regionu Kdo moze mie¢ duze znaczenie w badaniach immunochemicznych. Struktury regionu
Kdo badano stosujac selektywne degradacje chemiczne catej czasteczki lipopolisacharydu i
analizujac budowe¢ powstajacych oligocukrow zawierajacych Kdo, lub przez analizy
spektroskopowe'. Dalsze zrozumienie wplywu regionu Kdo na wlasciwosci
immunochemiczne catej czasteczki LPS oraz roli, jaka region Kdo LPS moze peti¢ w
infekcjach bakteriami Gram-ujemnymi, mogto by¢ ulatwione przez stworzenie uproszczonej
procedury okreslania struktury podstawien Kdo w izolowanych LPS. Stad pojawita si¢

koncepcja stworzenia metody analizy tych struktur w catych, niedegradowanych czasteczkach

Y Holst, O. In Endotoxin in Health and Disease. Brade H., Opal S. M., Vogel S. N., Morrison, D. C., Eds.;
Marcel Dekker: New York, USA, 1999; pp 115-154

10
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LPS. W pracy przedstawiono wyniki monitorowania podstawienia czasteczek Kdo w LPS
réznych szczepdéw bakteryjnych. Oceniono trzy rdzne sposoby metylacji (protokotéw wedtug

Hakomori, Ciukanu i Kerek oraz Prehm).

Opracowana procedura sklada si¢ z trzech etapow. Pierwszy z nich to permetylacja catego z
lipopolisacharydu w formie kwasnej alternatywnie za pomocg jodometanu w zasadzie
metylosulfinylowej (DMSONa) Iub w DMSO z dodatkiem NaOH, lub
trojfluorometanosulfonianie. Nastepnie produkt metylacji poddawano metanolizie (HCI w
MeOH) i acetylacji (bezwodnik octowy w pirydynie). Uzyskane cze$ciowo metylowane
octany Kdo glikozydéw metylowych analizowano metoda chromatografii gazowej sprz¢zone;j
ze spektrometria mas z jonizacjg elektronowa (GLC/EI-MS). Dla 12 pochodnych Kdo,
wyznaczono wilasciwe czasy retencji GLC 1 wzory fragmentacji MS. Wyizolowano
lipopolisacharydy z 15 szczepow bakterii Gram-ujemnych i analizowano przy uzyciu trzech
roznych sposoboéw metylacji. Szczegdlng uwage zwrocono na lipopolisacharydy Hafnia alvei,
z uwagi na fakt, ze w kilku szczepach tego gatunku, znajdywano wczes$niej nietypowe

podstawienia Kdo'? %2,

Wykorzystanie rozpuszczalno$ci LPS w postaci kwasnej w rozpuszczalnikach organicznych
pozwolito na minimalizacj¢ ewentualnego wptywu niedometylowania na uzyskiwany wzor
podstawien regionu Kdo. Protokét z wykorzystaniem zasady DMSONa byl najbardziej
skuteczny w permetylacji catych czasteczek LPS sposrod badanych procedur. Metylacja z
uzyciem trojfluorometanosulfonianu  z kolei pozwolita na wykrycie nietrwatych
podstawnikow na resztach Kdo. Widma EI-MS pochodnych Kdo byly interpretowane przy
uzyciu technik znakowania pochodnych deuterem. W uzyskanych widmach masowych

pochodnych Kdo ustalono struktury gtéwnych jonow.

Wyniki te wskazuja na obecnos¢ nietypowych podstawnikow regionu Kdo w
lipopolisacharydzie jak 8-podstawiony Kdo w E. coli O56, Citrobacter youngae O2 i C.
braakii 037, Hafnia alvei PCM 1188, 1190 i 1196, 7-podstawiony Kdo w H. alvei PCM
1185, 7,8-dwupodstawiony Kdo w H. alvei PCM 1189, 1190 i 1216 or 4,7- dwupodstawiony
Kdo w H. alvei PCM 1186. Uzyskane wyniki sa potwierdzeniem wczesniejszych doniesien o
obecnosci w niektorych z tych szczepow takich podstawien Kdo. Analizy lipopolisacharydéw

Shigella sonnei Fazy | — typu S, oraz Fazy Il — mutanta typu R, wykazaly podobny wzorzec

'2 Romanowska E. FEMS Immunol. Med. Microbiol. 2000, 27, 219_/225
¥ Ravenscroft N., Gamian A., Romanowska E. Eur. J. Biochem. 1995, 227, 889 /896
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podstawien dla obu typow LPS: R i S, co potwierdzito skuteczno$¢ stosowanej metody.
Opracowana procedura szybkiej i tatwej analizy podstawien Kdo lipopolisacharydach bakterii
Gram-ujemnych moze zosta¢ wykorzystana ~w  badaniach  strukturalnych i

immunochemicznych lipopolisacharydow bakteryjnych.

Publikacja nr 2

Rybka J., Gamian A. Determination of endotoxin by the measurement of the
acetylated methyl glycoside derivative of Kdo with gas-liquid chromatography —
mass spectrometry. J. Microbiol. Meth. (2006) 64 (2), 171-84

Oprocz  klasycznych  kolorymetrycznych  metod  wykrywania kwasu  2-keto-3-
deoksyoktulozonowego, intensywnie badano mozliwosci innych sposoboéw analizy Kdo.
Wykorzystywano techniki chromatografii jonowymiennej, chromatografii jonowymiennej w
wysokim pH (HPAEC), spektroskopie¢ NMR lub chromatografi¢ gazowa (GC) i
chromatografi¢ gazowa potaczong ze spektrometrig mas (GC -MS). Opisane metody, z uwagi
jednak na do$¢ drastyczne warunki i wydluzony czas reakcji, mogace prowadzi¢ do
czgsciowego rozpadu Kdo, sa3 mniej odpowiednie do bezposredniego zastosowania w

rutynowej analizie.

W przedstawionej pracy opisano badania dotyczace analizy Kdo metoda spektrometrii
masowej, gdzie wykrywana pochodna jest peracetylowany ester metylowy metyloglikozydu
Kdo po metanolizie, defosforylacji enzymatycznej i acetylacji. Za pomocg opracowanej
metody analizowano oczyszczone preparaty LPS, probki preparatow bakteriofaga oraz
surowicy zwierzat. Przeprowadzono analize struktury podstawowych jonow powstajacych
podczas rozpadu pochodnej Kdo z wykorzystaniem znakowania czasteczki za pomoca
deuteru. Wykorzystano technik¢ GLC EI-MS oraz GLC EI-MSMS, gdzie wykrywanym

fragmentem pochodnej byt jon pierwotny m/z=375 lub jon wtorny m/z=195.

W niektoérych endotoksynach reszta Kdo podstawiona jest grupg fosforanowsg. Zbadano
mozliwo$¢ oznaczania endotoksyn zawierajacych fosforylowang reszte Kdo przeprowadzajac
eksperyment z LPS Vibrio cholerae, gdzie jedyna reszta Kdo jest podstawiona fosforanem.
Badania kinetyczne defosforylacji estrow metylowych metyloglikozydéw Kdo za pomoca

fosfatazy alkalicznej wykazaly, ze czas reakcji 15 min jest wystarczajacy. Stwierdzono
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liniowo$¢ detekcji w zakresie 0.024-12.5 ng Kdo co odpowiada ilosci 0.30-150.4 ng
gladkiego LPS, posiadajacego trzy reszty Kdo w czasteczce.

Opracowang metode wykorzystano do analizy poziomu Kdo w probkach biologicznych.
Wykazano mozliwo$¢ analizy bakterii w ilosci do 1000CFU, z kolei w eksperymentach, w
ktorych badano ilo§¢ endotoksyny w probkach surowic szczurzych zwierzecego modelu
endotoksemii, wykazano istotne réznice w poziomach Kdo pomiedzy grupami: ,,ostrg” -

153.79 ng/ml, ,,przewlekla”: 13.87 ng/ml i ,.kontrolng”: 2.42 ng/ml.

Podczas analizy poziomu endotoksyny w probkach faga T4, wykorzystywanego w badaniach
immunologicznych, uzyskano zaskakujace wyniki: proporcje pomiedzy uzyskiwanymi
pochodnymi Kdo istotnie si¢ réznity w stosunku do proporcji obserwowanych w standardzie
LPS. Moze to wskazywa¢ na obecnos¢ w preparatach fagowych LPS z Kdo na koncu
redukujacym czasteczki, a tym samym na aktywno$¢ enzymu fagowego, odcinajacego czesé

polisacharydowa LPS od lipidu A.

Publikacja nr 3

Rybka J., Grycko P., da Cruz Francisco J., Gamian A., Szwajcer Dey E. Application
of supercritical carbon dioxide (scCO,) for the extraction of lipopolysaccharides
(LPS) from Salmonella enterica subsp. enterica PCM 2266, J. Supercritical Fluids
(2008), 45, 51-56

Metody izolacji lipopolisacharydéow stosowane obecnie to wieloetapowe, pracochtonne
procedury, wykorzystujace rozpuszczalniki organiczne 1 generujace toksyczne odpady.
Klasyczna metoda izolacji polega na ekstrakcji LPS z masy bakteryjnej goraca mieszaning
fenolu i wody (PW), lub zastosowanie mieszaniny ztozonej z fenolu, chloroformu i eteru
naftowego (PCP). Obie te metody oparte sg na dezintegracji zewnetrznej btony bakteryjnej i
wytracenie biatka za pomocg fenolu, r6znig si¢ jednak selektywnosciag. Metoda PW izoluje
zarowno LPS typu (S) jak i (R), natomiast metoda PCP oczyszcza¢ mozna raczej bardziej
hydrofobowe LPS typu (R). Inne procedury, np. wg Darveau i Hancock, wykorzystuja
mechaniczne rozrywanie komorek bakteryjnych, a nastgpnie trawienie enzymatyczne i
ekstrakcje sodowym siarczanem dodecylu i/lub kwasem etylenodwuaminotetraoctowym, i jest
rownie skuteczna w ekstrakcji obu typéw LPS (R 1 S). Opisano takze kilka innych metod,

wykorzystujacych réznorodne rozpuszczalniki, detergenty, sole, kwasy lub zasady, czynniki
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chelatujace lub enzymy. Wszystkie one sg jednak pracochtonne i generujg toksyczne odpady,
uzyskiwane preparaty moga by¢ skazone pozostatosciami rozpuszczalnikow lub innych
odczynnikow, dodatkowo procedury moga doprowadzi¢ do czegsciowej lub catkowitej
degradacji natywnej struktury, jesli LPS zawiera labilne podstawniki lub reszty sacharydowe

wrazliwe na hydrolize.

Artykut opisuje nowa metode izolacji lipopolisacharydéw poprzez ekstrakcje mieszaning
scCO, z dodatkiem wody. Waznym etapem preparacji jest wstgpne traktowanie masy
bakteryjnej za pomoca STTP (trojjpolifosforanu sodu). Ekstrakcja dwutlenkiem wegla w
stanie nadkrytycznym (scCO,) jest bezpieczng alternatywa dla trujacych i tatwopalnych
rozpuszczalnikow organicznych. Modyfikacja wtasciwosci sScCO;: rozpuszczalnos$ci, gegstosci
lub hydrofobowosci, jest stosunkowo prosta i realizowana moze by¢ poprzez zmiang ci$nienia
I temperatury roztworu. Mozliwa jest takze modyfikacja polarnosci poprzez dodanie malej
ilosci wybranych wspotrozpuszczalnikéw. Ekstrakcje mozna dzigki temu dostosowywacé do

specyficznych potrzeb uzytkownika.

Typowym zanieczyszczeniem preparatow LPS uzyskanych metodami konwencjonalnymi sa
kwasy nukleinowe. Analiza ekstraktoéw scCO, wykazala, ze zanieczyszczenia produktami
DNA mialy mase czgsteczkowg z zakresu ponizej 1kDa, co pozwala na ich tatwe usunigcie.
Z uwagi na mozliwg zmian¢ pH roztworu podczas ekstrakcji, ktora moze wystepowaé w
mieszaninie wody i scCO, testowano rowniez ekstrakcj¢ za pomocg mieszaniny scCO; i
roztworu buforowanego, jednak nie zmieniato to znaczaco wydajnosci lub czystosci LPS.
Poniewaz proponowana procedura wykorzystuje tylko scCO, i wode, moze by¢
sklasyfikowana jako bardzo przyjazna dla $rodowiska. Przedstawione wyniki moga

prowadzi¢ bezposrednio do zastosowan komercyjnych i terapeutycznych w przysztosci.

Publikacja nr 4

Bugla-Ptoskonska G., Rybka J., Futoma-Kotoch B. , Cisowska A., Gamian A,
Doroszkiewicz W. Sialic acid-containing lipopolysaccharides of Salmonella O48
strains - potential role in camouflage and susceptibility to the bactericidal effect of
normal human serum. Microbial Ecology (2010) 59, 601-613.

Choroby typu salmonelloz sg olbrzymim wyzwaniem dla zdrowia publicznego na skalg

globalng. Na catym $wiecie kazdego roku dochodzi do milionéw zakazen i tysigcy zgonow.
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Salmonelloza jest jednym z najczesciej zglaszanych schorzen uktadu pokarmowego na
$wiecie. Rosngcym problemem sg takze zakazenia ludzi szczepami Salmonella pochodzacymi
od gadow. Salmonella enterica subsp. diarizonae, Salmonella enterica subsp. houtenae i
Salmonella enterica subsp. enterica wyizolowano od z6twi, iguan i wezy, zwierzgta te zostaty
takze zidentyfikowane jako zrodto zakazenia ludzi. Gady stanowig istotny rezerwuar
Salmonella arizonae. S. arizonae wyizolowano z krwi, plynu optucnowego i weztow

chtonnych.

W niniejszej pracy badano role poszczegélnych mechanizmow aktywacji dopelniacza w
surowicy ludzkiej w stosunku do szczepow nalezacych do serotypu Salmonella O48. Szczepy
serotypu O48 Salmonella maja taka samg strukture antygenu O-swoistego, zawierajacego w
strukturze powtarzajacej sie podjednostce kwas sjalowy™, réznia sie natomiast sktadem i
zawartoscig biatek blony zewngtrznej (OMP). Bakterie Gram-ujemne, takie jak Salmonella
Spp. sa znane ze wzbudzania zaréwno alternatywnej, lektynowej jak i klasycznej $ciezki

aktywacji dopetniacza.

W celu zbadania roli NeuAc w generowaniu opornosci bakterii na aktywno$¢ dopetniacza,
jego zawarto§¢ w komorkach bakteryjnych byta okre§lana za pomoca GLC-MS, w
porownaniu do kwasu 3-deoksy-D-manno-2-octulozonowego (Kdo). Wyniki wskazuja na
wysoka zmienno$¢ w $redniej dlugosci czesci O-specyficznej LPS posrod testowanych

szczepow nalezacych do tego samego serotypu O48.

Wyniki wskazaly, ze ani obecno$¢ kwasu sjalowego w LPS ani dlugo$¢ antygenu O-
swoistego LPS zawierajacego NeuAc nie odgrywa decydujacej roli w opornosci bakterii na
dziatanie dopelniacza oraz ze obecno$¢ kwasu sjalowego w strukturze LPS nie jest
wystarczajgca do blokowania aktywacji alternatywnego szlaku dopetniacza. Przyktadowo
szczepy z bardzo wysokim wspoélczynnikiem NeuAc/Kdo (Salmonella Hammonia,
Salmonella Balboa i Salmonella Ngozi), byly podatne na dziatanie bakteriobdjcze NHS,
podczas gdy niektore szczepy Salmonella (Djakarta, S. arizonae) przy bardzo niskim stosunku
NeuAc/Kdo rowniez wykazywaly takg wrazliwos¢. Z kolei szczep Salmonella Isaszeg, w
ktorym zawarto$¢ NeuAc byla ponizej granicy wykrywalno$ci, byt bardzo wrazliwy na

dzialanie bakteriobdjcze ludzkiej surowicy.

4 Gamian A, Jones C, Lipinski T, Korzeniowska-Kowal A, Ravenscroft N (2000) Structure of the sialic acid-

containing O- specific polysaccharide from Salmonella entérica serovar Toucra 048 lipopolysaccharide. Eur J
Biochem 267:3160-3167
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Publikacja nr 5

Chatupniak A., Waszczuk K., Hatubek-Gluchowska K., Piasecki T., Gotszalk T.,
Rybka J. Application of guartz tuning forks for detection of endotoxins and Gram-
negative bacterial cells by monitoring of Limulus Amebocyte Lysate coagulation.
Biosensors and Bioelectronics (2014), w druku, DOI: 10.1016/j.bios.2014.02.048.

W pracy przedstawiono zastosowanie systemu czujnikowego, wykorzystujacego
niskoczestotliwo$ciowe piezoelektryczne rezonatory kwarcowe (QTF) do detekcji endotoksyn
bakterii Gram-ujemnych. Pomiar obnizenia amplitudy drgan QTF dostarcza informacji o

zmianach lepkosci wystepujacych w badanej probee po dodaniu sktadowe;j lizatu testu LAL .

Test LAL oparty jest na naturalnym przeciwbakteryjnego mechanizmie obronnym skorupiaka
skrzyptocza (Limulus polyphemus), u ktorego infekcja wewnetrzna bakteriami Gram-
ujemnymi prowadzi do koagulacji hemolimfy. Testy LAL w réznych wersjach (test typu
zelujacego, kolorymetryczny, turbidymetryczny, fluorescencyjny) sa zalecane do kontroli
zawarto$ci endotoksyny w produktach farmaceutycznych, lub w trakcie procesow
produkcyjnych, przez farmakopeg¢ amerykanska, europejska czy japonska. Niemniej jednak, w
chwili obecnej nie istniejg zadne obowiazujace przepisy opisujace metode odpowiednig do
doktadnej kontroli poziomu endotoksyny. Ponadto koszt pojedynczej analizy probki z testu
LAL, biorac pod uwage wymagane powtorzenia, rozcienczenia i krzywe standardowe, jest
bardzo wysoki. Testy LAL oraz testy na zwierzgtach, stosowane obecnie w przemysle i
naukach przyrodniczych, nie dostarczajag wynikow, ktore sa zadowalajace pod wzgledem

kosztoéw, poziomu automatyzacji czy czasu wymaganego do zakonczenia analizy.

Metoda ta byla wykorzystana do okreslenia stezenia endotoksyny 1 ilosci komoérek
bakteryjnych (E. coli O157:H19). Istotno$¢ uzyskanych wynikéw potwierdzono za pomoca
komercyjnego kolorymetrycznego testu LAL. Skonstruowany system wykrywat endotoksyny
bakteryjne w zakresie 0,001-5,00 EU/ml i komorki bakteryjne w zakresie 10%-10'CFU/ml.
Pojedynczy koszt badania jest niski w poréwnaniu do komercyjnych testow 0znaczania
endotoksyny i innych systemow detekcyjnych, opartych o czujniki mikromechaniczne.
W przeciwienstwie do standardowego testu Zelujacego analiza opisang metoda umozliwiata
pomiar ilo§ciowy. Opracowanie odpowiedniej metody obliczania stezenia endotoksyny, na
podstawie kinetyki reakcji, pozwala na dokladne okreslenie stezenia endotoksyny w

nieznanych probkach.
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Opracowana metoda wykazuje si¢ takze efektywnos$cig kosztowa. Niska cena jednostkowa
elementu czujnikowego oraz wykorzystanie rozcienczonego lizatu LAL do analizy zapewnia
niska cene testu. Zakres roboczy metody (ponad 4 rzedy wielkosci) przewyzsza standardowe
pét-ilosciowe badanie zelujagcym testem LAL, natomiast, limit detekcji jest poréwnywalny do

najbardziej czulej z metod LAL: metody kinetycznej chromogennej (0.005-50.00 UE/m).
] ) ) y yCZne) gennej
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych (artystycznych).
Podsumowanie.

Moj dorobek naukowy obejmuje wspotautorstwo w 38 pracach: 20 pracach oryginalnych
opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports, w tym w
18 pracach oryginalnych opublikowanych po uzyskaniu stopnia naukowego doktora,
wspotautorstwo w13 pracach spoza bazy Journal Citation Reports, 5 artykulach
przegladowych, 80 komunikatach zjazdowych. Dorobek obejmuje takze 13 wygloszonych
referatow. Sumaryczny wspotczynnik wptywu (IF, impact factor) prac oryginalnych wynosi
34,515, a suma punktow MNiSW: 457, natomiast wartosci te dla prac przegladowych
wynoszg odpowiednio IF: 0,511, MNiSW: 31. Do dnia 27 lutego 2014 r., wedlug bazy Web
Of Science (WOS), prace byly cytowane 136 razy (wylaczono autocytowania). Laczny IF
pigciu prac objetych rozprawg habilitacyjng wynosi 14,668, przy ilosci cytowan 25.

A) przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora

Badanie topografii bialka Rieskiego

W trakcie studiow na Uniwersytecie Wroctawskim realizowalem badania do pracy
dyplomowej zatytutlowanej: ,,Elektrostatyczna destabilizacja kompleksu bo6f z tylakoidow
grochu. Topografia bialka Rieske” uzyskujac tytul magistra w 1994 roku. Uzyskane wyniki
przestawiono w publikacji I1.A: 1 , tematyke badan opisano za$ w pracy 11.D: 1

Analiza zjawiska oddzialywania kwas sjalowy-serotonina oraz Kdo-serotonina

Badania, bedace przedmiotem mojej pracy doktorskiej, dotyczyty zjawiska powinowactwa,
pomiedzy sktadnikiem glikoprotein kwasem sjalowym i jego strukturalnym analogiem —
kwasem 2-keto-3-deoksyoktulozonowym — a serotoning: hormonem tkankowym i
neuroprzekaznikiem. W 2001 roku obronitem prace doktorska zatytutowana: ,,Badania
oddziatywan kwasu sjalowego i bakteryjnych antygendow zawierajgcych kwas 3-deoksy-
oktulozonowy z serotoning” i uzyskatem tytul doktora nauk przyrodniczych. Uzyskane

wyniki przestawiano w postaci doniesien konferencyjnych I11.B: 2, 13 i 19.
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Poziom wydalanych glikozaminoglikanéow jako czynnik diagnostyczny w oftalmopatii

Gravesa-Basedowa i akromegalii

W przebiegu choroby Gravesa-Basedowa glikozaminoglikany, wydzielanie przez
immunologicznie pobudzone fibroblasty, powoduja zjawisko oftalmopatii, mogace
wywotywac¢ uszkodzenie nerwu wzrokowego i $lepote. Badania, realizowane we wspotpracy
z Klinikg Endokrynologii i Diabetologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu oraz
Laboratorium Glikobiologii Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN, dotyczyty
powigzania poziomu glikozaminoglikanow, wydalanych w moczu lub wydzielanych przez
izolowane fibroblasty galki ocznej, ze skutecznoscig terapii hormonalnej chorych na
oftalmopati¢ Gravesa-Basedowa. W badaniach oznaczany byt poziom glikozaminoglikanow
w moczu chorych, badano korelacj¢ pomi¢dzy rodzajem wydzielanego glikozaminoglikanu a
stopniem nasilenia choroby, analizowano takze poziom kwasu hialuronowego, wydzielanego
przez izolowane fibroblasty gatki ocznej w hodowli. Realizowane badania, kontynuowane
takze po doktoracie, byly przedmiotem grantu II.1.2, ich opis i wyniki przestawiano w
publikacjach I1.D: 2, 3 i 5 oraz w postaci doniesien konferencyjnych III.B: 3, 4, 5, 7, 8, 18,
20, 32,331 34.

Zastosowanie inhibitorow proteaz w onkologii

We wspotpracy z Zaktadem Biochemii oraz Zaktadem Anatomii Patologicznej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu realizowano badania dotyczace terapii guza sutka oraz raka
zoladka za pomocg naturalnych inhibitorow proteaz cysteinowych. W IITD PAN realizowane
byty zadania dotyczace izolacji 1 oczyszczania naturalnych inhibitoréw proteaz cysteinowych.
Izolowane inhibitory wykorzystywane byly w terapiach do$wiadczalnych na modelach
zwierzecych. Realizowane badania, kontynuowane takze po doktoracie, byly przedmiotem
grantu I1.1.2, ich opis i wyniki przestawiano w publikacjach ILA: 2 i 5 oraz w postaci
doniesien konferencyjnych 111.B: 10, 11, 12 i 15.
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B) przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Wykorzystanie zjawiska anizotropii fluorescencji koniugatow fluorofor-biatko
immobilizowanych na fazie stalej oraz w roztworze do detekcji endotoksyn bakterii

Gram-ujemnych

We wspotpracy z Zakladem Spektroskopii Stanow Wzbudzonych Instytutu Niskich
Temperatur i Badan Strukturalnych PAN we Wroctawiu oraz przedsiebiorstwa ABB Polska
prowadzono badania dotyczace mozliwosci wykorzystania zjawiska anizotropii fluorescencji
do stworzenia metod wykrywania endotoksyn bakterii Gram-ujemnych. Badano systemy
detekcyjne  endotoksyn  oparte o  koniugaty bialkowe immobilizowane na
funkcjonalizowanych powierzchniach typu sol-gel, oraz o wolne koniugaty biatkowe w
roztworze. Wyniki realizowanych badan przestawiano w publikacjach I1.A: 6, 8 i 9 oraz w
postaci doniesien konferencyjnych I11.B: 22, 29, 30, 58. Wyniki badan zostaly poddane
ochronie patentowej: patent 11.A:1 oraz wniosek patentowy I1.A:8.

Wykrywanie endotoksyn poprzez markery chemiczne Kdo oraz kwasy 3-hydroksylowe

metoda chromatografii wysokociSnieniowej

Projekt realizowany byt we wspotpracy z przedsiebiorstwem POCh S.A. Zbadano mozliwos¢
jednoczesnej detekcji dwu markerow endotoksynowych: Kdo oraz 3-hydroksylowych
kwasow thuszczowych technika HPLC z detekcja fluorymetryczna. Opracowano technike
tagodnej dekompozycji endotoksyny oraz znakowania produktow degradacji za pomoca
znacznikow fluorescencyjnych. Wykazano mozliwos¢ wykrywania obu markerow w jednej
analizie z duza czulosciag. Wyniki projektu zostaty objete ochrong patentowa (wniosek

patentowy I1.B:6).
Zastosowanie technik mikrosystemowych w mikrobiologii

Zagadnieniem intensywnie badanym w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej jest
zastosowanie technik mikrosystemowych do detekcji bakterii Gram-ujemnych i ich
endotoksyn. W wyniku realizacji dwu projektéw kluczowych przez zespoly Laboratorium
Mikrobiologii Lekarskiej IITD PAN, Zaktadu Metrologii Mikro- i Nanostruktur Politechniki
Wroctawskiej, Katedry Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu oraz
Zaktadu Technologii Mikrosystemoéw i Nanostruktur Krzemowych Instytutu Technologii

Elektronowej w Warszawie uzyskano wiele wynikow badawczych dotyczgcych zastosowania
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do detekcji mikrobiologicznej czujnikow rezonansowych, mikrobelkowych, nanodrutowych
oraz impedancyjnych. Uzyskane wyniki przedstawiono w pracach: praca nr 4 wykazana w
niniejszym osiggni¢ciu habilitacyjnym, prace: 11.A:13, I1.B: 4, 5, 6 oraz na konferencjach:
I11.B: 36, 42, 49, 56, 64, 68, 76, 77, 80. Wyniki objete sa ochrong patentowa: wnioski
patentowe I1.B: 4, 5, 10.

Integralng czescig badan dotyczacych zastosowania mikrosystemOw sg prace zwigzane z
funkcjonalizacja roznorodnych powierzchni czujnikowych (Au, Si/SiO,, sol-gel) za pomoca
czasteczek biologicznych, dla tworzenia powierzchni aktywnych stosowanych w czujnikach
biologicznych. Wyniki tych prac przedstawiano na konferencjach: 111.B: 40, 43 , 44 , 48, 51,
55, 57, 59, 60, 63, 65, 69, 721 73.

Badania strukturalne i immunochemiczne polisacharydow bakteryjnych

Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej realizuje od lat badania zwigzane z charakterystyka
strukturalng i immunochemiczng polisacharydow, lipopolisacharydow 1 glikokoniugatow
bakteryjnych. M¢j udziat w badaniach tego typu dotyczyt wspotpracy w okreslaniu struktury i
wiasciwos$ci immunochemicznych polisacharydéw O-swoistych Citrobacter gillenii O11
(publ. 11.A:3), Citrobacter werkmanii O14 (publ. I1.A:10), oraz egzopolisacharydow bakterii
probiotycznych: Lactobacillus rhamnosus KL37C (publ. 11.A:4), Lactobacillus johnsonii 142
(publ. 11.A:12), oraz Lactobacillus rhamnosus KL37B (publ. II.A:15), wyniki badan
prezentowane byly takze na licznych konferencjach (doniesienia konferencyjne I11B: 1, 9, 14,
38,41, 501 52).

Analiza sfingozyny w nadsaczach komérkowych technika GLC-MSMS

Laboratoria Immunobiologii Molekularnej Nowotworéw IITD PAN oraz Laboratorium
Mikrobiologii Lekarskiej realizowaly projekt, dotyczacy badania tzw. zjawiska pola
proangiogennego, czyli zespotu czynnikow wptywajacych na angiogenez¢ w obrebie guza
nowotworowego. Celem projektu bylo znalezienie niskoczgsteczkowych inhibitorow
ekspresji trombospondyny-1, wykazano, ze takg role petni sfingozyna. M6j udziat w projekcie
polegal na opracowaniu czulej metody analizy sfingolipidow za pomoca techniki
chromatografii gazowo-cieczowej sprzezonej z tandemowa spektrometria mas i pomiarach
poziomu sfingozyny w probkach nadsgczy komorkowych. Wyniki pracy zostaly ujete w
publikacji 11.A: 16.
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