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4. Opis osiaggniecia wynikajacego 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:

»0znaczanie chemicznych markeréw endotoksyny we krwi i tkankach na modelu
zwierzecym oraz zastosowanie w diagnostyce i monitorowaniu terapii choréb
nieinfekcyjnych”

1. Szponar B., Krasnik L., Hryniewiecki T., Gamian A., Larsson L. (2003) Distribution of 3-hydroxy
fatty acids in tissues after intraperitoneal injection of endotoxin.
Clinical Chemistry 49: 1149-1153

2. Szponar B., Norin E., Midtvedt T., Larsson L. (2002) Limitation in the use of 3-hydroxy fatty acid
analysis to determine endotoxin in mammalian samples.
Journal of Microbiological Methods 50: 283-289

3. Krasnik L., Szponar B., Walczak M., Larsson L., Gamian A. (2006) Routine clinical laboratory tests
correspond to increased serum levels of 3-hydroxy fatty acids, markers of endotoxins, in
cardiosurgery patients.

Archvium Immunologiae et Therapiae Experimentalis 54: 55-60

4. Ferrando R., Szponar B., Sanchez A,, Larsson L., Valero-Guillén P.L. (2005) 3-Hydroxy fatty acids in
saliva as diagnostic markers in chronic periodontitis.
Journal of Microbiological Methods 62: 285-291

5. Szponar B., Larsson L., Domagata-Kulawik J. (2012) Endotoxin markers in bronchoalveolar lavage
fluid of patients with interstitial lung diseases.
Multidisciplinary Respiratory Medicine 7:54

6. Szponar B. (2010) Endotoxins in environmental and clinical samples assessed by GC-tandem MS.
W: Detection of Biological Agents for the Prevention of Bioterrorism, J. Banoub (Ed.); Series:
NATO Science for Peace and Security, Series A: Chemistry and Biology. Springer, 245-265

Cykl publikacji dotyczy zastosowania 3-hydroksylowych kwasow ttuszczowych (3-OH FAs), sktadnikow
lipidu A - konserwatywnego fragmentu lipopolisacharydu bakterii Gram-ujemnych, oznaczanych
metodg analityczng za pomocg chromatografii gazowej sprzezonej z tandemowg spektrometrig mas
(GCMS), w diagnostyce chordb niezakaznych jako markerow endotoksyn i bakterii Gram-ujemnych.



b) Omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Organizm cztowieka byt eksponowany na dziatanie mikroorganizméw od poczatku rozwoju
ewolucyjnego i osobniczego, gdy obecnos¢ drobnoustrojéw moderowata czynnosci narzadow i
uktaddw poprzez infekcje i symbiotyczne zasiedlanie tkanek nabtonkowych. Zywe mikroorganizmy i
ich metabolity, ale takze sktadniki $cian martwych komdrek oddziatujg z uktadem odpornosciowym
gospodarza, a ekspozycja taka dynamicznie wptywa na stan zdrowia cztowieka w ciggu catego zycia.
Jakosciowa i ilosciowa charakterystyka konsorcjow drobnoustrojow wymaga wiec sprawnych i
wiarygodnych narzedzi badawczych.

Prezentowany cykl publikacji jest dokumentacjg opracowania metody analitycznej, ktérg podjetam w
celu oznaczania lipopolisacharydéw (LPS, endotoksyny) w materiale biologicznym za pomoca ich
specyficznych markeréw chemicznych — 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych. Wczesniejsze
udane zastosowania chromatografii gazowej sprzezonej z tandemowg spektrometrig mas w analizie
chemicznych markerédw mikroorganizméw w ztozonych matrycach biologicznych, np. w kurzu
organicznym* wskazywaty na mozliwoéé specyficznego i selektywnego wykrywania markeréw
endotoksyny i bakterii Gram-ujemnych takze w materiale diagnostycznym. W pierwszym etapie
badania prowadzitam na zwierzecym modelu endotoksemii oraz z wykorzystaniem zwierzat
gnotobiotycznych (artykuty cyklu publikacji: 1 i 2), a nastepnie na materiale od pacjentdw: surowicy,
krwi, slinie, probkach stolca i poptuczynach oskrzelowych (artykuty 3, 4, 5, 6).

Celem pracy byta ocena profilu chemicznych markeréow endotoksyny i bakterii Gram-ujemnych na
przyktadzie choréb przewlektych, w ktdérych etiologii obserwuje sie zaburzenia homeostazy flory
bakteryjnej (choroba Lesniowskiego-Crohna, przewlekte zapalenie przyzebia, artykuty 4 i 6), ale nie
wystepuje ostra infekcja bakteryjna ani sepsa. W innych opisanych sytuacjach klinicznych wysoki
poziom endotoksyny ma znaczenie w etiologii i postepie choroby (endotoksemia sréd- i pooperacyjna
w kardiochirurgii, choroby srédmigzszowe ptuc, artykuty 3 i 5).

Lipopolisacharydy bakterii Gram-ujemnych

Lipopolisacharyd (LPS) wchodzi w sktad oston komérkowych bakterii Gram-ujemnych i jest
makroczasteczkg o znacznym potencjale biologicznym. Wptywa na procesy patofizjologiczne i
odpowiada za szereg interakcji w relacji drobnoustréj-organizm wyzszy. Pod wplywem statej
obecnosci bakterii Gram-ujemnych, a tym samym LPSu w srodowisku zycia kregowcow, szereg reakgji
fizjologicznych i patogenetycznych rozwineto sie w konsekwencji agresywnego ataku patogendw i
obrony organizmu przed infekcja, ale tez symbiozy z florg bakteryjng przewodu pokarmowego.

Kazda Gram-ujemna komodrka bakteryjna eksponuje na swojej powierzchni 3 do 5 miliondw
czasteczek LPSu, co stanowi okoto 3% catkowitej suchej biomasy bakteryjnej. Obecnos$¢ LPSu jest
powszechna — bakteria moze go uwalnia¢ do otoczenia, ale LPS pozostaje w Srodowisku takze po
obumarciu komérki, nadal dysponujac potencjatem biologicznym.

Lipopolisacharyd ma wtasciwosci patogennne, przede wszystkim przez dziatanie prozapalne i inicjacje
produkcji cytokin-mediatoréw zapalenia w organizmie gospodarza. Serie reakcji zapoczatkowuje
wigzanie LPSu do receptoréw znajdujacych sie na powierzchni komérek arsenatu obronnego
organizmu wyzszego. Wobec uktadu odpornosciowego LPS petni funkcje czasteczki reprezentujacej

1Szponar B., Larsson L. (2001) Use of mass spectrometry for characterizing microbial communities in
bioaerosols. Ann. Agric. Environ. Med. 8, 111-117



wzorzec patogennosci PAMP (pathogen-associated molecular pattern) i jest rozpoznawany przez
receptory Toll-podobne TLR (Toll-like receptors), w kompleksie TLR4-MD2. LPS stanowi epitop dla
specyficznych przeciwciat, jest takze odpowiedzialny za uruchomienie kaskady procesu wigzania
dopetniacza.

Kwasy 3-hydroksylowe (3-OHFAs), chemiczne markery lipopolisacharydow i bakterii Gram-
ujemnych

Oznaczanie endotoksyny i bakterii Gram-ujemnych w niektérych prébach srodowiskowych i materiale
klinicznym jest zagadnieniem trudnym. Metody hodowlane wykrywajg zaledwie czes$¢ zywych
mikroorganizmoéw, podczas gdy drobnoustroje nie rosngce w warunkach laboratoryjnych, martwe czy
tez ich toksyczne fragmenty zachowujace potencjat biologiczny pozostajg niewykryte.

Analityczne oznaczanie chemicznych markeréw endotoksyny jest alternatywg dla powszechnie
stosowanej od lat 50. ubiegtego wieku bardzo czutej biologicznej metody LAL (Limulus Amebocyte
Lysate), ktéry oznacza aktywnos¢ LPS wzgledem wzorca izolowanego ze szczepu Escherichia coli
0111:B4. Test jest wysoko ceniony ze wzgledu na czuto$é i specyficzno$é oznaczen, sprawia jednak
problemy w analizach ztozonych materiatéw biologicznych, ze wzgledu na niespecyficzne reakcje,
ktére mogg zafatszowaé wyniki; ma rdéwniez pewne ograniczenia zwigzane z niskg
miedzylaboratoryjng powtarzalnoscig pomiardw.

Koncepcja chemicznych markeréw mikroorganizméw wykorzystuje analityczne oznaczanie
unikalnych substancji nie wystepujgcych w innych strukturach w przyrodzie i jest szeroko
wykorzystywana w badaniach $rodowiskowych®. Obejmuje mikroorganizmy zywe i martwe, a takze
fragmenty $cian komodrkowych i makroczasteczki pochodzenia bakteryjnego: lipopolisacharyd,
peptydoglikan i ergosterol $ciany komodrkowej grzybow. Z pomocg markerdw mikroorganizmow
oznacza sie catkowitg biomase bakterii, grzybow plesniowych i ich zarodnikow. W mikrobiologii
klinicznej rutynowo stosuje sie analize estrow metylowych kwaséw ttuszczowych, markeréw
gatunkowych patogendéw z rodzaju Mycobacterium oraz oznacza sie w moczu proporcje izomeroéw
optycznych D- i L-arabinitolu, metabolitu Candida spp. jako markera uogdlnionej kandydozy®.

Chemicznymi markerami endotoksyny i bakterii Gram-ujemnych s3 3-hydroksylowe kwasy
ttuszczowe o dtugosci tancucha acylowego od 10 do 18 atomdéw wegla (sporadycznie wystepujg
dtuzsze struktury). Budujg one lipid A, najbardziej konserwatywny fragment LPS. Schemat budowy
lipidu A obejmuje rdzen sktadajgcy sie z disacharydu glukozaminowego, ktéry podstawiony jest
estrowo w pozycjach 3,3’ resztami kwasu 3-hydroksylowego, a kolejne reszty kwaséw sg zwigzane
amidowo w pozycjach 2,2’. Moga tez wystepowal dalsze podstawienia, np. estryfikacja grupy
hydroksylowej acylu kolejnymi resztami kwaséw ttuszczowych oraz fosforylacja, w znacznym stopniu
odpowiadajgca za heterogennosc catej czasteczki.

Ze wzgledu na stosunkowo nieskomplikowang procedure chemiczng i stosowanie analitycznych
metod instrumentalnych, markery chemiczne znajdujg zastosowanie od ponad dekady w detekcji
lipopolisacharyddw w licznych projektach, w ktérych ekspozycja na endotoksyne w srodowisku jest
waznym elementem wieloparametrycznych badaniach epidemiologicznych. Znana jest pozytywna
korelacja wysokiej ekspozycji na endotoksyne (w rolnictwie, przemysle spozywczym, przemysle
drzewnym) z problemami zdrowotnymi oséb narazonych, co objawiaja sie zwfaszcza przewlektymi
stanami zapalnymi gérnych drég oddechowych i zaostrzeniem astmy.

2 Sigmundsdéttir G, Christensson B, Bjérklund LJ, Hdkansson K, Pehrson C, Larsson L. (2000) Urine D-arabinitol/
L-arabinitol ratio in diagnosis of invasive candidiasis in newborn infants. J Clin Microbiol. 38:3039-3042



Analityczne oznaczanie 3-OHFAs — chromatogradfia gazowa sprzezona z tandemowgq spektrometrig
mas (GCMS)

Zintegrowana metoda oznaczania markeréw endotoksyny rozwineta sie dzieki wprowadzeniu do
laboratoriow badawczych i klinicznych przystepnych cenowo i niewymagajacych specjalistycznej
obstugi chromatograféw gazowych zaopatrzonych w detektor - spektrometr mas oraz autosampler.

Chemiczna preparacja materiatu do analizy 3-OHFAs obejmuje hydrolize, ekstrakcje i oczyszczanie:
materiat poddany zostaje metanolizie, w wyniku ktérej uwalniane sg estry metylowe kwaséw
ttuszczowych, ekstrahowane nastepnie do rozpuszczalnika organicznego. Kwasy hydroksylowe
oddzielane sg od pozostatych kwaséw ttuszczowych na kolumnach ekstrakcji fazy statej (SPE), po
czym grupe hydroksylowg przeprowadza sie w pochodng tréjmetylosilylowg (TMS) w celu uzyskania
lepszego rozdziatu chromatograficznego.

Analiza wykonywana jest za pomocg GCMS. Petne widmo masowe pochodnych kwaséw 3-
hydroksylowych charakteryzuje dominacja jonu masowego danego kwasu m/z (M*-15), oraz jonu m/z
175, charakterystycznego fragmentu dla wszystkich hydroksykwaséw podstawionych grupg —OH w
pozycji C3. llosciowy pomiar pochodnych 3-OHFAs polega na monitorowaniu jonu pochodnego m/z
131, powstajgcego w wyniku specyficznej izolacji i rozbiciu macierzystego jonu m/z 175, w stosunku
do standardu wewnetrznego, kwasu 3-OH C13:0 lub deuterowanego 3-OH C14:0.

W prezentowanych pracach jako detektora uzyto spektrometru mas typu potréjnego kwadrupola
(1200 Triple Quadrupole GCMS, Varian Inc.; TSQuantum, Thermo Scientific), z jonizacjg probki
elektronami (El). Powstajgcy z fragmentacji pochodnych kwaséw 3-hydroksylowych jon macierzysty
m/z 175 jest izolowany i poddawany kolejnej fragmentacji. Uzyskany jon potomny m/z 131 jest
podstawg oznaczenia iloSciowego 3-OHFAs w badanej prébce.

Mechanizmy rozpoznawania lipopolisacharydoéw u kregowcow

Wyspecjalizowany mechanizm wykrywania i reagowania na endotoksyne rozwinat sie u kregowcéw
jako element wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej, reprezentowanej przez receptor z rodziny Toll-
podobnych. Sktada sie on z czgsteczki MD2 wigzgcej LPS oraz TLR4, przekazujgcego sygnat do
efektoréw odpowiedzi immunologicznej. Zaréwno bakterie patogenne, jak i komensalne mogg by¢
wykrywane przez reprezentowane licznie na powierzchniach sluzéwki gérnych drég oddechowych i
uktadu pokarmowego kompleksy MD2-TLR4. Podczas infekcji bakterie Gram-ujemne sg zwykle
czynnikiem etiologicznym lokalnych ognisk zapalnych, a jedynie sporadycznie przenikajg one do krwi;
z drugiej strony za uogdlnione infekcje odpowiedzialne sg te bakterie Gram-ujemne, ktérych LPS ze
jest stabo wykrywany przez kompleks MD2-TLR4. Zjawisko to ma zwigzek z budowg chemiczng i
iloscig podstawnikéw acylowych, a co za tym idzie strukturg przestrzenna lipidu A: heksaacylowany
lipid A wykazuje kilkadziesigt razy wyzszg aktywnos$¢ biologiczng niz struktury tetra- lub
pentaacylowe’.

Warto zauwazy¢, ze receptory TLR4 nielicznie wystepujg w powierzchniowych warstwach $cian
przewodu pokarmowego; ich najczestszg lokalizacjg s3 makrofagi, komaorki dendrytyczne i neutrofile,
ktore gromadzg sie w warstwie podsluzowkowej uktadu oddechowego i pokarmowego. Tam
neutralizujg bakterie, ktére przetamaty bariere nabtonka i przedostaty sie do przestrzeni
podsluzéwkowej, stanowigc powazne zagrozenie bakteriemia i posocznicg. Obrona organizmu przed

* tukasiewicz J., tugowski C. (2003) Biologiczna aktywnoé¢ lipopolisacharydu. Post Hig Med Doéw 57: 33-36



drobnoustrojem jest zatem skuteczna o ile uda sie je zatrzymac ja na poziomie lokalnego zapalenia,
bez migracji bakterii w catym organizmie.

Endotoksyna w analizach klinicznych

Pierwsze doniesienia o prdobach zastosowania markeréow endotoksyny 3-hydroksylowych kwaséw
ttuszczowych w celu ustalenia poziomu LPS w surowicy na modelu zwierzecym publikowano w latach
70-tych XX. wieku. Za pomocg GCMS wykryto wéwczas, ze dodanie do surowic endotoksyny E. coli i
lipidu A Salmonella minnesota zwieksza stezenie kwasu 3-hydroksytetradekanowego (3-OH C14:0),
charakterystycznego dla rodziny Enterobacteriaceae *. W innej pracy wykazano obecnos$¢ kwasu 3-
hydroksyduodekanowego, dominujgcego w LPSie Neisseria meningitidis, w plazmie chorego na
zapalenie opon mézgowych’. Celem przytoczonych badan byto zastosowanie markeréw endotoksyny
w diagnostyce sepsy.

Szok endotoksynowy wywotany inwazjg bakterii Gram-ujemnych lub produktéw ich rozpadu do krwi
przebiega gwattownie i wywotuje krytyczne objawy wielonarzgdowe, wymagajace pilnej interwencji
lekarskiej. Oznaczanie endotoksyny we krwi i innych ptynach ustrojowych w przebiegu sepsy byto
podejmowane przez licznych badaczy; jedng z metod jest test LAL, oparty na wykorzystaniu
izolowanej hemolimfy skrzyptoczy (Limulus polyphemus), koagulujgcej w kontakcie z endotoksyna.
Wiasciwosé ta stata sie przedmiotem patentu, a nastepnie aplikacji komercyjnej, szeroko dzis
stosowanej w przemysle farmaceutycznym, wyrobéw medycznych oraz w badaniach kosmicznych.

Do oznaczania endotoksyny w materiale klinicznym stosowano takze chemiczne markery LPSu
wykrywanego za pomocg GCMS: kwas oktulozonowy (Kdo), sktadnik rdzenia wewnetrznego
lipopolisacharydu® oraz 3-hydroksylowe kwasy ttuszczowe, pochodzace z lipidu A.

Bezposrednie oznaczanie LPSu we krwi pacjentow cierpigcych na sepse jest jednak skomplikowane i
ma ograniczenia, w wyniku ktérych wyniki s mato powtarzalne, pojawiajg sie tez odczyty fatszywie
dodatnie i ujemne. Ponadto endotoksemia wystepuje zaledwie u ok. 30% pacjentéw z bakteriemia,
ale nie pozwala potwierdzié¢ bakteriemii czy infekcji bakteriami Gram-ujemnymi, ani tez rokowan
pacjenta. Istnieje pewna korelacja miedzy poziomem endotoksyny we krwi a ciezkos$cig przebiegu
sepsy, lecz o niewystarczajgcej dla wykorzystania diagnostycznego precyzji i wiarygodnoéci7. Uwaza
sie, ze oznaczanie endotoksyny za pomoca testu LAL moze wykluczy¢ infekcje Gram-ujemng, ale
systematyczne badania nie zostaty przeprowadzone.

* Maitra SK, Schotz MC, Yoshikawa TT, Guze LB. (1978) Determination of lipid A and endotoxin in serum by
mass spectroscopy. Proc Natl Acad Sci USA 75:3993-3997

> Brandtzaeg P, Bryn K, Kierulf P, Ovstebg R, Namork E, Aase B, Jantzen E. (1992) Meningococcal endotoxin in
lethal septic shock plasma studied by gas chromatography, mass-spectrometry, ultracentrifugation, and
electron microscopy. J Clin Invest 89:816-823

6Rybka J, Gamian A. (2006) Determination of endotoxin by the measurement of the acetylated methyl
glycoside derivative of Kdo with gas-liquid chromatography-mass spectrometry. J Microbiol Methods. 64:171-
184

’ Brandenburg K, Howe J, Gutsman T, Garidel P. (2009) The expression of endotoxic activity in the Limulus test
as compared to cytokine production in immune cells. Curr Med Chem 16:2653-2660



Istnieje jednak szereg sytuacji patologicznych o znacznie mniej dramatycznym przebiegu niz sepsa czy
ciezkie schorzenia ogdlnoustrojowe, w ktérych bakterie Gram-ujemne i endotoksyna odgrywajg nie
mniej znaczgcy role. Opracowanie metody oznaczania tych substancji w materiale diagnostycznym
pacjenta moze przyczyni¢ sie do rozpoznania etiologii schorzenia, by¢ zastosowane jako czynnik
prognostyczny lub narzedzie monitorowania postepow leczenia.

W przedstawianym cyklu publikacji podjeto krytyczng analize zastosowania analitycznego pomiaru 3-
hydroksylowych kwasdéw ttuszczowych we krwi i innych tkankach na dwdéch modelach zwierzecych:
endotoksemii, wywotanej u szczuréw dootrzewnowym podaniem zawiesiny lipopolisacharydu w
dawce jednorazowej i roztozonej w czasie (artykut 1) oraz u szczuréw gnotobiotycznych (germ-free),
hodowanych w warunkach jatowosci i catkowitego braku flory jelitowej (artykut 2). W pracach tych
przeprowadzono doswiadczenia majgce na celu modyfikacje metody ilosciowego oznaczania
chemicznych markeréw endotoksyny w zaleznosci od rodzaju analizowanej tkanki.

W drugiej czesci cyklu przedstawiam mozliwosci zastosowania tych markerow w materiale
diagnostycznym w jednostkach chorobowych przebiegajacych z udziatem bakterii Gram-ujemnych i
endotoksyny (artykuty 3,4,5,6). W ostatniej pracy (artykut 6) odnosze sie takie do kwestii
endogennych kwaséw 3-hydroksylowych (artykuty 2,3). W pracy tej rozréiniano endogenne od
bakteryjnych 3-hydroksylowe kwasy ttuszczowe za pomoca analizy pochodnych chiralnych:
oznaczane w GCMS formy R pochodnych kwasdéw 3-OHFAs sg unikalnymi markerami lipidu A
lipopolisacharydu, podczas gdy formy o konfiguracji S sg pochodnymi produktéw przejsciowych
degradacji lipiddw u organizmach wyzszych — S-3-hydroksy-palmitylo-koenzymu A, pojawiajgcego sie
podczas cyklu B-oksydacji.

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

1. Opracowanie metody oznaczania markeréw endotoksyn w materiale biologicznym na modelu
zwierzecym;

2. Opracowanie metody oznaczania markeréw endotoksyn w materiale diagnostycznym pacjentow;
Zastosowanie markeréw endotoksyny w sytuacjach klinicznych, w ktérych bakterie Gram-ujemne
(lub lipopolisacharydy) majg znaczenie:

a. w endotoksemii w przebiegu operacji kardiochirurgicznych;

b. jako markeréw przewlektych standow zapalnych przyzebia (perodontitis);

c. w monitorowaniu i diagnostyce réznicowej przewlektych schorzen jelita grubego:
choroby Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego;

d. w ocenie etiogenezy srédmigzszowych chordb ptuc.



PODSUMOWANIE WYNIKOW OPISANYCH W WYBRANYCH DO OCENY PUBLIKACJACH

Szponar B., Krasnik L., Hryniewiecki T., Gamian A., Larsson L. (2003) Distribution of 3-hydroxy
fatty acids in tissues after intraperitoneal injection of endotoxin. Clinical Chemistry 49: 1149-1153

Celem pracy byto opracowanie metody analitycznego oznaczania markeréw bakterii Gram-ujemnych
i endotoksyny poprzez analize dystrybucji endotoksyny podanej dootrzewnowo szczurom do tkanek i
narzgdéw. 3-OHFAs oznaczano w surowicy, watrobie, miesniu sercowym i miesniach szkieletowych.

Wykorzystano dwa modele endotoksemii wywotanej u szczuréw dootrzewnowym podaniem
lipopolisacharydu uzyskanego ze szczepu E. coli 0127:B8. Pierwszej grupie zwierzat LPS podano w
jednorazowej dawce (20 mg/kg masy ciata) (,shock model”), w drugiej grupie tg samg ilos¢ LPSu
podawane przez 10 dni podzielong na rowne dawki (,,chronic model”); grupa kontrolna otrzymywata
dootrzewnowo sdl fizjologiczna.

Obserwowano charakterystyczne profile 3-OHFAs dla tkanki watrobowej, miesnia sercowego oraz
miesni szkieletowych, z dominujgcym kwasem 3-OH C14:0, wystepujacym u przedstawicieli rodziny
Enterobacteriaceae, w tym E. coli.

Dootrzewnowe podanie lipopolisacharydu E. coli 0127:B8 spowodowato znaczny wzrost markeréow
endotoksyny w obu badanych grupach, ale odmienng ich dystrybucje. Wiekszos¢ podanego LPSu
zostato przez zyte wrotng przetransportowane do watroby, natomiast pozostata czesé, przejeta przez
uktad limfatyczny, zostata rozprowadzona do réznych narzaddéw. W grupie pierwszej (,,shock model”)
jedng dobe po podaniu nastgpit 50-krotny wzrost poziomu kwasu 3-hydroksypalmitynowego
(charakterystycznego dla podanego LPS E. coli) w surowicy, natomiast w grupie drugiej, gdy dawka
byta roztozona w czasie, LPS nie kumulowat sie w krwioobiegu i po 10 dniach poziom kwasu 3-
hydroksypalmitynowego byt podwyzszony w stosunkowo niewielkim stopniu.

Mozna takze zaobserwowaé wigzanie LPSu przez watrobe — podobna ilos¢ markerdw znajdowata sie
u szczuréw w obu badanych grupach. Podanie endotoksyny nie miato wptywu na poziom markeréw
w tkance miesdnia serca, natomiast miesnie szkieletowe zawieraty - w zaleznosci od sposobu podania
LPSu — dominujgce ilosci kwasu 3-OHC14:0 lub 3-OHC16:0. Ta ostatnia obserwacja moze byc
Swiadectwem endogennego pochodzenia czesSci oznaczanych w doswiadczeniu zwigzkow,
pochodzacych z metabolizmu lipidow podczas cyklu B-oksydacji (artykut 6).

W pracy przedstawiono po raz pierwszy obecnos¢ 3-OHFAs w tkankach zdrowych zwierzat grupy
kontrolnej (nie cierpigcych na bakteriemie i endotoksemie). Pochodzenie tych zwigzkéw byto
weryfikowane w dalszych publikacjach.

Szponar B., Norin E., Midtvedt T., Larsson L. (2002) Limitation in the use of 3-hydroxy fatty acid
analysis to determine endotoxin in mammalian samples. Journal of Microbiological Methods 50:
283-289

Celem badan byt dalszy rozwéj metody i ocena mozliwosci zastosowania 3-OHFAs oznaczanych za
pomocg GCMS jako sposobu pomiaru poziomu endotoksyny w ptynach fizjologicznych i tkankach
zwierzecych. Opublikowane wyniki (artykut 1) wykazaly w surowicy zwierzat obecnos$¢ 3-
hydroksylowych kwaséw ttuszczowych, unikalnie wystepujacych w lipopolisacharydach, co
potwierdzity petne widma masowe tych zwigzkéw obecne w analizie GCMS krwi i tkanek zwierzecych.

W tym artykule, dzieki uprzejmosci prof. Tore Midtvedta z Karolinska Institutet w Sztokholmie,
przyjetam model zwierzat gnotobiotycznych (germ-free), ktory wyklucza mozliwo$¢ pochodzenia 3-



OHFAs z flory jelitowej, poniewaz zwierzeta te sg jej catkowicie pozbawione i przebywajg w
Srodowisku wolnym od drobnoustrojow.

Badany materiat pochodzit od zwierzat germ-free utrzymywanych w warunkach sterylnych oraz od
osobnikéw przeniesionych do warunkédw konwencjonalnych, w normalnym kontakcie ze
Srodowiskiem zewnetrznym. Oznaczony w surowicach poziom 3-OHFAs byt o kilka rzedéw nizszy niz
wykrywany u zwierzat hodowli standardowej (artykut 1). Interesujgcg obserwacjg byt tylko minimalny
wzrost poziomu markeréw endotoksyny po przeniesieniu szczurdw gnotobiotycznych ze srodowiska
sterylnego do warunkéw konwencjonalnych. Zachowaty one podobny profil kwaséw 3-
hydroksylowych o tancuchach acylowych rdézinej dtugosci, co $wiadczy o powolnej kolonizacji
organizmu przez flore bakteryjna.

Ponownie uwage naszg zwrdcita obecnos¢ pewnych ilosci 3-OHFAs, takze we krwi szczuréw
gnotobiotycznych, wolnych od drobnoustrojéw. W artykule stwierdza sie, ze oznaczenie markerdéw 3-
OHFAs we krwi i tkankach zwierzecych jest cennym zrddtem informacji, aczkolwiek udziat form
endogennych, pochodzacych z cyklu B-oksydacji kwasdw ttuszczowych musi by¢ brany pod uwage w
analizie i interpretacji wynikéw.

Krasnik L., Szponar B., Walczak M., Larsson L., Gamian A. (2006) Routine clinical laboratory
tests correspond to increased serum levels of 3-hydroxy fatty acids, markers of endotoxins, in
cardiosurgery patients. Archvium Immunologiae et Therapiae Experimentalis 54: 55-60

Zjawiskiem czesto obserwowanym w nastepstwie operacji kardiochirurgicznych jest endotoksemia,
czyli podwyzszone stezenie endotoksyny we krwi pacjenta, trwajgce do 24 godzin po operacji. Uwaza
sie, ze gtdwng przyczyng jest zwiekszona przepuszczalnosé (permeabilizacja) jelita, na skutek ktérej
bakterie jelitowe i endotoksyny przenikajg do krwioobiegu.

Szczelnos¢ bariery jelito-krew obniza sie podczas operacji, gdy pacjent podtgczony jest do sztucznego
ptuco-serca, aorta zostaje zakleszczona, i w konsekwencji ciSnienie krwi znacznie spada. Ponadto w
warunkach hipotermii podczas operacji, gdy cieptota ciata pacjenta obnizana jest do 20°C, przeptyw
krwi przez naczynia krwionosne krezki jelita jest znacznie spowolniony. Po odfgczeniu sztucznego
ptuco-serca i odkleszczeniu aorty cisnienie krwi ponownie wzrasta. Procesy te uposledzajg funkcje
bariery jelito-krew i powodujg translokacje bakteryjna, a przedtuzajgca sie endotoksemia negatywnie
wptywa na stan i rekonwalescencje pacjenta.

W celu okreslenia korelacji poziomu endotoksemii u pacjentow poddanych operacjom
kardiochirurgicznym z ich stanem zdrowia reprezentowanym przez rutynowe testy diagnostyczne,
przeprowadzono monitorowanie poziomu 3-OHFAs w surowicy pacjentéw pobranej przed operacja,
w trakcie i 24 godziny po jej zakonczeniu.

W badaniu (koordynowanym przed dra n. med. L. Krasnika z Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu)
uczestniczyto 16 osoéb; wykluczono chorych cierpigcych na przewlekte zapalenie jelit, posiew krwi
przed operacjg u wszystkich badanych byt negatywny. Krew pobierano trzykrotnie: na sali
operacyjnej przed znieczuleniem pacjenta i bezposrednio po odfgczeniu sztucznego ptuco-serca oraz
24 godziny po operacji. Poczagtkowy poziom markerdw endotoksyny byt podobny u wszystkich
badanych. Ze wzgledu na oznaczony poziom markeréw endotoksyny wyrdzniono dwie grupy: 11
pacjentow, u ktérych endotoksemia pozostata na podobnym do przedoperacyjnego poziomie oraz 5
pacjentéw, u ktorych stwierdzono statystycznie znamienny wzrost poziomu markeréow endotoksyny
w stosunku do poziomu przed operacjg. Wysokie wartosci utrzymywaty sie w tej grupie takze dobe
po operacji.



U wszystkich oséb w grupie z podwyzszong endotoksemia rozwineta sie leukocytoza trwajgca 72
godziny po operacji (w drugiej grupie - u trzech z jedenastu osdb), u trzech oséb stwierdzono
podwyzszony poziom enzymu watrobowego ALT (w drugiej grupie u jednej osoby); pozostate wyniki
rutynowych testéw laboratoryjnych nie réznity sie w obu grupach.

W dyskusji podkresla sie, ze pomimo doniesien o zwigzku endotoksemii w przebiegu operacji
kardiochirurgicznych spowodowanej translokacjg bakterii i endotoksyn i mozliwych konsekwencji dla
stanu zdrowia pacjenta, srodoperacyjne oznaczanie poziomu endotoksemii nie jest wykonywane. Z
naszych badan wynika, ze przedfuzajgca sie leukocytoza, wzrost poziomu gtebokiej anemii oraz
dysfunkcja watroby mogg wskazywac na trwajacg endotoksemie.

Sugeruje sie celowos¢ monitorowania poziomu endotoksyny, réwniez za pomocg markeréw
chemicznych, u pacjentéw oddziatdéw kardiochirurgicznych.

Ferrando R., Szponar B., Sanchez A., Larsson L., Valero-Guillén P.L. (2005) 3-Hydroxy fatty
acids in saliva as diagnostic markers in chronic periodontitis. Journal of Microbiological
Methods 62: 285-291

Przewlekte zapalenie przyzebia (periodontitis) jest stanem prowadzacym do destrukcji tkanek
miekkich, resorpcji kosci i czesto utraty zeba. Diagnostyka zapalenia przyzebia polega gtdéwnie na
ocenie objawow klinicznych, stosowane sg takie rézine markery tej choroby, w tym specyficzne
biatka, enzymy i przeciwciata. Etiologia tego schorzenia nie jest catkowicie wyjasniona, ale
bezsprzeczny jest udziat patogennych bakterii, ktérych poziom wzrasta z powodu zaburzenia
rownowagi flory bakteryjnej w ptytce nazebnej.

Konsorcjum bakteryjne ptytki nazebnej charakteryzuje sie obecnoscig bakterii Gram-ujemnych,
ktérych lipid A budujg 3-hydroksylowe kwasy ttuszczowe o prostych i rozgatezionych resztach
acylowych.

W celu ewaluacji przydatnosci oznaczania markeréw lipopolisacharydéw dla wczesnej diagnostyki
zapalenia przyzebia badano dwie grupy: chorych cierpigcych na przewlekte zapalenie przyzebia oraz
0s06b zdrowych; jako materiat pobierano sline. Materiat uzyskano w ramach wspodtpracy z badaczami
z Universidad de Murcia w Hiszpanii.

W prébach wykryto dziewieé prostych i pie¢ rozgatezionych 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych,
co $wiadczy o znacznej réoznorodnosc flory bakteryjnej przyzebia. Stanowig j3 takie rodzaje jak
Bacteroides, Porphymonas i Prevotella, zawierajagce kwas 3-OH izoC17:0, oraz stanowigcych
dominujgce taksony u oséb zdrowych rodzaje Neisseria i Haemophilus, w ktérych lipidzie A znajduja
sie 3-OH nC12:0 i 3-OH nC14:0. Prostotaricuchowe 3-OH nC12:0, 3-OH nC13:0 i 3-OH nC14:0 s3
obecne u Campylobacter, Haemophilus, Fusobacterium, Neisseria i Veillonella; 3-OH nC16:0
wystepuje u bakterii nalezacych do kompleksu Bactreroides-Porphyromonas-Prevotella. Kwas 3-OH
izoC17:0 dominuje u Tannerella forsythensis, patogenu charakterystycznego dla chronicznego
zapalenia przyzebia.

Z przeprowadzonych analiz wynika, ze gtéwnym zwigzkiem réznicujgcym materiat pacjentéw od oséb
zdrowych jest kwas 3-OH izoC17:0, obecny u Scisle beztlenowych bakterii uznawanych za
uczestniczace w patogenezie periodontitis: Prevotella, Porphyromonas gingivalis i Tanerella
forsythensis. W podsumowaniu stwierdza sie, ze metoda moze postuzyé do dalszych badan w ocenie
zaawansowania zapalenia przyzebia i efektywnosci leczenia.



Szponar B, Larsson L, Domagala-Kulawik J. (2012) Endotoxin markers in bronchoalveolar
lavage fluid of patients with interstitial lung diseases. Multidisciplinary Respiratory Medicine
7:54

Bakterie i endotoksyna bakteryjna w srodowisku stanowig sktadnik bioaerozolu i drogg oddechowg
mogg przedostawac sie do organizmu. Znaczenie endotoksyny w inicjacji srddmigzszowych choréb
ptuc jest dyskutowane ze wzgledu na wptyw czynnikéw srodowiskowych na etiologie sarkoidozy i
alergicznego zapalenia pecherzykéw ptucnych. Postuluje sie, ze przewlekte choroby ptuc ujawniac sie
mogg u osOb genetyczne predysponowanych pod wptywem ekspozycji na dym tytoniowy,
zanieczyszczenie powietrza i endotoksyne obecng w $rodowisku®.

We wczeéniejszych badaniach ustaliliémy®, ze w dymie tytoniowym, zaréwno wdychanym
bezposrednio przez palacza (mainstream smoke), jak tez w pomieszczeniu, w ktérym palono tyton
(ETS, environmental tobacco smoke, secondhand smoke) poziom endotoksyny wzrasta kilkadziesigt
razy. Narazenie na tak znaczne ilosci tego bioaktywnego zwigzku moze miec znaczenie w etiologii
przewlektych schorzen ptuc.

Zatozylismy, ze inhalacja endotoksyny zawartej w bioaerozolu prowadzi do jej czeSciowej depozycji w
ptucach i stymulacji proceséw patogennych. W celu weryfikacji tej tezy oznaczaliSmy markery
endotoksyny za pomocg GCMS w poptuczynach oskrzelowo-pecherzykowych (bronchoalveolar lavage
fluid, BALf) uzyskanych od pacjentdw z diagnozg sSrédmigzszowych choréb ptuc o podtozu
srodowiskowym. Jako kontrole przyjeto grupe pacjentdw z sarkoidoza, zas wyniki poréwnywano z
innymi parametrami diagnostycznymi ptynu BAL - catkowitg i procentowg zawartoscia komoérek:
makrofagéw, limfocytéw, neutrofili i eozynofili. Badanie prowadzitam we wspétpracy z dr hab. med.
J. Domagata-Kulawik z Kliniki Pneumonologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Zaobserwowalismy pozytywng korelacje markerdw endotoksyny i eozynofilii oraz negatywna
korelacje markerow endotoksyny i proporcji makrofagébw w BALf. Zgodnie z przewidywaniami,
najnizsze stezenie markeréw endotoksyny odnotowano u pacjentéw z sarkoidoza, zas dwukrotnie
wyzsze u o0sOb cierpigcych na sSrédmigzszowe schorzenia ptuc zwigzane z paleniem tytoniu.
Negatywna korelacja z poziomem makrofagdw moze $wiadczy¢ o braku aktualnie przebiegajacej
infekcji, potencjalnie aktywujacej makrofagi posiadajgce na powierzchni receptor CD14, ktdry wigze
LPS w przebiegu zapalenia, co zapoczatkowuje reakcje zapalna.

Oznaczanie markerdw endotoksyny okazato sie przydatne w rdznicowaniu $rddmigzszowych choréb
ptuc; moze by¢ réwniez pomocne w ustaleniu ich etiologii w zwigzku z wysoka, srodowiskowg
ekspozycja pacjenta na endotoksyne obecng w bioaerozolu.

¥ Seibold MA, Schwartz DA. (2011) The lung: the natural boundary between nature and nurture. Annu Rev
Physiol 73:457-478

? Larsson L., Szponar B., Pehrson C. (2004) Tobacco smoking increases dramatically air concentrations of
endotoxin. Indoor Air 14, 421-424;

Szponar B., Pehrson C., Larsson L. (2012) Bacterial and fungal markers in tobacco smoke. Sci Total Environ 438:
447-451



Szponar B (2010) Endotoxins in environmental and clinical samples assessed by GC-tandem
MS. W: Detection of Biological Agents for the Prevention of Bioterrorism, J. Banoub (Ed.);
Series: NATO Science for Peace and Security, Series A: Chemistry and Biology. Springer,
pp.245-265

Artykut (rozdziat w publikacji pokonferencyjnej) jest przeglagdem dotychczasowych doswiadczen w
oznaczaniu markerdw endotoksyny w srodowisku i w materiale diagnostycznym, uzupetnionym o
badania flory jelitowej u pacjentdw cierpigcych na chorobe Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejgce
zapalenia jelita grubego. Przedstawiono takze wyniki monitorowania noworodkéw i niemowlat, ktéra
dywersyfikuje sie wraz ze zmiang diety i rozwojem dziecka.

Etiologia choroby Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego nie jest w catosci
poznana. Bakteryjna flora jelitowa, sktonnos¢ genetyczna oraz ogdlny stan odpornosci uposledzajg
obrone organizmu przed patogennym wplywem bakterii Gram-ujemnych. Stwierdzono, ze
polimorfizm w zakresie niektdrych gendw, np. Asp299Gly w TLR4 — receptorze lipopolisacharydu, jest
zwigzany z nieprawidtowym przekazywaniem sygnatu i zwiekszong wrazliwoscig na bakterie Gram-
ujemne w przebiegu obu omawianych chordb.

Ocena flory bakteryjnej jelita grubego opiera sie na klasycznych metodach hodowli oraz na
technikach analizy podjednostki 16S rRNA. Metody te nie sg doskonate — ponad potowy bakterii
zasiedlajgcych jelito grube nie udaje sie wyhodowaé w warunkach laboratoryjnych, a metody
molekularne ogranicza limit detekcji 10° bakterii w gramie materiatu. Zaproponowaliémy
alternatywne podejscie do kompleksowej analizy jelitowego konsorcjum bakteryjnego za pomoca
chemicznych markeréw mikroorganizmaow.

Celem badan byta charakterystyka osobniczej flory Gram-ujemnej jelita grubego oznaczanej w stolcu,
i korelacja ze stanem klinicznym pacjentéw. Testy przeprowadzono w trzech grupach: cierpigcych na
chorobe Les$niowskiego-Crohna, chorych z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego oraz w grupie
kontrolnej oséb zdrowych.

Gtéwne kwasy 3-hydroksylowe wykryte w prébkach stolca to 3-OH nC16:0 i 3-OH izoC17:0. Znaczace
statystycznie réznice pomiedzy grupami dotyczyty kwasu 3-OH anteizoC15:0, podwyzszonego w obu
grupach chorych oraz 3-OH nC17:0 i 3-OH izoC18:0, ktérych poziom byt znaczgco nizszy w grupie
cierpigcych na chorobe Lesniowskiego-Crohna. Interesujacg zaleznos$¢ zaobserwowano u pacjenta z
wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego, u ktérego poréwnywano profil markeréw bakterii Gram-
ujemnych w aktywnej fazie choroby i w jej remisji. Kwas 3-OH nC14:0, marker rodziny
Enterobacteriaceae wzrastat, a 3-OH izoC17:0 malat w fazie aktywnej w stosunku do fazy remisji
choroby, co pozostaje w zgodzie z doniesieniami o dominujacej roli zmiany flory jelitowej w kierunku
dominacji szczepow zdolnych do adhezji do Sciany jelita, do ktdrych nalezg takze liczne szczepy
patogenne E. coli. Stany zapalne jelita grubego charakteryzuja sie zatamaniem tolerancji organizmu
wobec wtasnej flory jelitowej, co wigze sie z nieprawidtowym rozwojem fenotypu prozapalnego.
Uwaza sie, ze wczesna ekspozycja na endotoksyne i bakterie Gram-ujemne prawidtowo
ukierunkowuje rozwdéj uktadu odpornosciowego ku tolerancji wtasnej, komensalnej flory jelitowe;j.

W podsumowaniu stwierdza sie, ze chociaz profil 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych nie jest
sposobem identyfikacji rodzajowej bakterii, moze uzupetnia¢ panel nieinwazyjnych metod
diagnozowania i przebiegu przewlektych schorzen jelita grubego poprzez monitorowanie mikroflory
w réznych fazach choroby.



W pracy takie podjeto kwestie endogennych kwaséw 3-hydroksylowych — przejsciowych
metabolitéw B-oksydacji kwaséw ttuszczowych u organizméw wyzszych, o ktérych jest mowa
wczesniej (artykuty 2,3). Sposobem na rozrdznienie endogennych od bakteryjnych 3-hydroksylowych
kwaséw ttuszczowych jest analiza pochodnych chiralnych. W niniejszej pracy przeprowadzono
oznaczanie diaizomeréw 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych: oznaczane w GCMS formy R
pochodnych kwaséw 3-OHFAs sg unikalnymi markerami lipidu A lipopolisacharydu, podczas gdy
formy o konfiguracji S s3 pochodnymi produktéw przejsciowych degradacji lipidow u organizmach
wyzszych — S-3-hydroksy-palmitylo-koenzymu A, pojawiajgcego sie podczas cyklu B-oksydacji.

Przeprowadzono analize konfiguracji absolutnej standardéw chemicznych i materiatu biologicznego
w dwdch eksperymentach: (i) poréwnano przeprowadzony w chiralne pochodne standard chemiczny
3-0OH nC13:0 oraz lipopolisacharyd bakterii Pectinatus cerevisiiphilus o nietypowej strukturze lipidu A,
zawierajgcej trzynastoweglowe reszty acylowe. Analiza GCMS wykazata w standardzie chemicznym
dwa blizniacze szczyty pozostajgcych w réwnowadze izomerdw R i S, natomiast w preparacie
bakteryjnym obecny byt tylko szczyt pochodzacy od izomeru R; (ii) degradacji chemicznej poddano
materiat diagnostyczny — $line oséb dorostych i prébki stolca niemowlat; w obu materiatach
reprezentowane byly tylko izomery R, charakterystyczne dla kwaséw 3-hydroksylowych budujacych
lipid A u bakterii Gram-ujemnych.

Ustalono, ze poza krwig materiat diagnostyczny jest wolny od endogennych form podobnych w
analizie do bakteryjnych 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych, zatem metode mozna stosowaé w
kolejnych aplikacjach.

ZA NAJWAZNIEISZE OSIAGNIETE REZULTATY UWAZAM:

I.  Opracowanie metody oznaczania 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych we krwi i tkankach
narzgdowych: watrobie, miesniach szkieletowych i miesniu sercowym w materiale zwierzecym;

. Opracowanie metody oznaczania 3-OHFAs, dostosowanej do materiatu klinicznego réznego
typu: surowicy, $liny, katu i oskrzelowego ptynu poptuczynowego;

lll. Oznaczenie markeréw bakterii Gram-ujemnych we krwi i watrobie szczuréw gnotobiotycznych i
z hodowli konwencjonalnej;

IV. Oznaczenie markeréw bakterii Gram-ujemnych i dystrybucji endotoksyny do réznych organdéw u
szczurdw z laboratoryjng endotoksemig ostrg i przewlekts;

V. Uzyskanie profilu 3-OHFAs, markerédw LPSu, w $linie oséb zdrowych i u pacjentéw z przewlektym
zapaleniem przyzebia (periodontitis), Swiadczgcego o zmienionej florze bakteryjnej w przebiegu
choroby;

VI. Uzyskanie profilu 3-OHFAs, markeréw LPSu, u oséb zdrowych i u pacjentéw cierpigcych na
przewlekte choroby jelita grubego: chorobe Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejgce zapalenie jelita
grubego;

VIl. Wykazanie zastosowania 3-OHFAs jako markeréw endotoksyny, réznicujgcych choroby
srédmigzszowe uktadu oddechowego o roznej etiologii;

VIIl. Wykazanie zastosowania 3-OHFAs jako markeréw endotoksyny jako narzedzia diagnostycznego
w monitorowaniu endotoksemii w przebiegu operacji kardiochirurgicznych;

IX. Wykazanie mozliwosci zastosowania 3-OHFAs jako markeréw bakterii Gram-ujemnych i
endotoksyny w réznicowaniu stanéw chorobowych, w ktérych zmiennosé flory bakteryjnej ma
znaczenie w okresleniu stopniu zaawansowania choroby, ze wskazaniem aplikacji w badaniach
przesiewowych, jako parametr pomocniczy.



5. OMOWIENIE POZOSTAtYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

PODSUMOWANIE

Moj dorobek naukowy obejmuje wspodtautorstwo w 24 anglojezycznych pracach oryginalnych
opublikowanych w czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports (w tym pierwszy
autor - 8 prac) i 18 artykutdw w pozostatych czasopismach, autorstwo 1 rozdziatu w ksigzice,
autorstwo i wspodtautorstwo 7 prac przegladowych, 64 komunikatéw zjazdowych, 10 referatéw
wygtoszonych na miedzynarodowych gremiach naukowych oraz 2 patenty krajowe.

Sumaryczny wspoétczynnik wptywu (IF, impact factor) prac oryginalnych wynosi 44,119 (punktacja
MNiSW: 797). Do dnia 22 lutego 2013 r., wedtug bazy Web Of Science (WQS), prace byty cytowane
308 razy (wytgczono autocytowania).

taczny IF artykutéw objetych rozprawg habilitacyjng wynosi 11,33 (MNiSW: 135), przy ilosci cytowan
38.

W ramach dziatalnosci naukowej uczestniczytam w 2 miedzynarodowych projektach badawczych, 4
projektach badawczych finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego oraz 2
projektach uczelnianych.

A) PRZEBIEG PRACY NAUKOWEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Struktura i wtasciwosci biologiczne lipidéw polarnych w ostonach komorkowych promieniowcow
(aktynobakterii)

Przedmiotem mojej pracy doktorskiej oraz zainteresowarn na poczatku pracy naukowej byty
wzajemne relacje wtasciwosci chemicznych i biologicznych glikolipidéw bakteryjnych, stanowigcych
istotny sktadnik oston komérkowych przedstawicieli klasy Actinobacteria. Jest to ciekawa grupa
mikroorganizméw podlegajaca ciggtym korektom taksonomicznym, obejmujaca rodzaje o
réoznorodnych wiasciwosciach fizjologicznych, ktéorych wiekszos¢ wchodzi w sktad mikroflory gleby i
powietrza oraz zasiedla sSrodowiska zawilgoconych pomieszczen. Niektdre znane sg jako bezwzgledne
i oportunistyczne patogeny ludzi i zwierzat.

W tym czasie bratam udziat w pracach Laboratorium Aktynomikologii ITD PAN, kierowanym przez
prof. dr hab. Haline Mordarska, ktore doprowadzity do ustalenia struktury glikolipidu gtéwnego,
charakterystycznego markera dla przedstawicieli rodzaju Saccharopolyspora; glikolipid wykazywat
réwniez wtasciwosci immunogenne (Zat. 3'% 1.1.1. Art. 1). Ten kierunek badan kontynuowatam w
badaniach struktury glikolipidow promieniowca Rhodococcus equi, wywotujgcego okresowe
epizoocje zapalenia ptuc u Zrebiat i prowadzi do znacznych strat w hodowli koni sportowych; opisano
rowniez przypadki rodokokozy u 0séb pracujacych w stadninach. Za pomocg technik analitycznych, w
tym chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GCMS) i NMR, stwierdzitam obecnos¢
charakterystycznego glikolipidu o strukturze monomikolanu glukozy, estryfikowanym przy weglu 6
resztg kwasu mikolowego o zmiennej dtugosci tancucha ok. 38-42 atomdéw wegla; wyniki te
przedstawitam na konferencjach (Zat. 3: X.1. konf. 2,3). Uzyskane krolicze surowice odpornosciowe
wykorzystatam do opracowania testu immunoenzymatycznego, ktéry potwierdzit antygenowosc
glikolipidu gtéwnego Rh. equi (Zat. 3: X.1. konf. 3,4). Wykazatam réowniez zdolno$¢ tego glikolipidu do
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stymulacji produkcji cytokin prozapalnych i interferonu y przez mysie makrofagi otrzewnowe (Zat. 3:
X.1. konf. 5,7,8). Osiggniecia te staty sie podstawg mojej rozprawy doktorskiej pt. ,Struktura i
wiasciwosci  biologiczne glikolipidéw bakterii oportunistycznych Rhodococcus equi” i zostaty
opublikowane w latach 1996-1997 w dwdch pracach (Zat. 3:1.1.2. Art.3; 1.2.2. Art. 1).

Diagnostyka aktynobakterioz z wykorzystaniem markerow glikolipidowych

Uczestniczac w pracach Lab. Aktynomikologii (ktére nastepnie weszto w strukture Laboratorium
Mikrobiologii Lekarskiej pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Gamiana) podjetam temat
wykorzystania glikolipiddw promieniowcédw jako markeréw infekcji u pacjentédw. Poczatkowo
glikolipidy byty stosowane w taksonomii jako markery promieniowcow i bakterii
promieniowcopodobnych, ktére po zmianach w systematyce w 1997 roku weszty w sktad obszernej
klasy aktynobakterii. Prawidtowe rozpoznanie czynnika etologicznego aktynobakterioz sprawia
trudnosci nawet doswiadczonym diagnostom klinicznym; nasze Laboratorium prowadzito rejestracje
rozpoznanych przypadkdw oraz akcje informacyjng, m.in. poprzez publikacje artykutow
przegladowych w czasopismach przeznaczonych dla klinicznych laboratoriéw diagnostycznych i
lekarzy (Zat. 3:1.2.2. Art. 2,3,4,5,11) i na konferencjach (Zat. 3: X.1. konf. 9,10).

W odpowiedzi na nasze publikacje do laboratorium naptywaty bakteryjne izolaty kliniczne, przesytane
w celu dokfadnej identyfikacji potwierdzajacej lub wykluczajacej infekcje promieniowcami. W ramach
wspdllnych prac naszego laboratorium wykonywatam cze$s¢ analiz chemicznych, testow
immunoenzymatycznych oraz stymulacji produkcji cytokin dla dwdch izolatéw klinicznych; wyniki
badan byty publikowane i prezentowane na konferencjach (Zat. 3:1.2.1. Art. 1; X.1. konf. 3,5,11).

B) PRZEBIEG PRACY NAUKOWEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych otrzymatam stypendium Instytutu Szwedzkiego
(Visby stipendiet) na odbycie stazu podoktorskiego na Uniwersytecie w Lund, Dept. of Laboratory
Medicine, Sect. of Medical Microbiology, w laboratorium kierowanym przez prof. L. Larssona
(Laboratory of Microbial Metabolomics), w ktérym wiodacy tematyka sa chemiczne markery
mikroorganizméw oznaczane w ztozonych, trudnych do analizy prébkach s$rodowiskowych, za
pomocg chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas. Po zakoniczeniu 14-miesiecznego
stazu wspodtpraca byta kontynuowana poprzez moich kilkanascie s$rednio- i krdtkookresowych
pobytédw naukowych w tamtejszym laboratorium i zaowocowata wspdlnymi projektami grantowymi i
licznymi publikacjami. Jednoczesnie w rodzimej jednostce (Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej IITD
PAN) rozwijatam dalsze badania lipidéw promieniowcéw w ramach dwéch grantéw MNiSW, a takze
podjetam nowe tematy, opisane ponizej.

Wrtasciwosci biologiczne lipidow w osfonach komérkowych aktynobakterii

Po wuzyskaniu doktoratu i odbyciu stazu kontynuowatam prace dotyczace -charakterystyki
powierzchniowych  struktur chemicznych i biologicznych  wfasciwosci  promieniowcow
chorobotwadrczych jako gtéwny wykonawca, a nastepnie kierownik projektow grantowych (Zat. 3: VII,
grant 2,3). Wyniki prezentowane bylty na konferencjach: opisujace strukture glikolipidéw
aktynobakterii oportunistycznych Oerskovia xantineolytica (Zat. 3: X.2. konf. 9,27,31,36); wtasciwosci
glikolipidéw charakterystycznych dla Nocardiopsis dassonvillei (Zat. 3: X.1. konf. 11; X.2. konf.
25,30,34) i bifidobakterii (Zat. 3: X.2. konf. 28,29), dotyczace chemiotaksonomicznej identyfikacji
izolatow klinicznych aktynobakterii zawierajgcych kwasy mikolowe (Zat. 3: X.2. konf. 5,10,19,22,48)



oraz lokalizacji lipidéw polarnych w strukturach oston komdrkowych promieniowcédw Gordonia
bronchialis, Rh. equi i Saccharoplysopra hirsuta (Zat. 3: X.2. konf. 12,17,18,32).

Zastosowanie produkcyjnego odpadu browarniczego do wytworzenia podfoza hodowlanego do
namnazania promieniowcow

Wysokobiatkowe odpady powstajgce podczas produkcji piwa sg wykorzystywane w przemysle
spozywczym i rolnictwie, gtéwnie jako wzbogacenie nawozéw. We wspdtpracy z dr E. Dey z Pure and
Applied Biochemistry Dept., Lund University w Szwecji, otrzymaliSmy materiat (frakcje biatkowg) z
mitdta browarnianego. Na jej podstawie opracowalismy nowe podtoze mikrobiologiczne do hodowli
aktynobakterii, ktore stwarza warunki szczegdlnie wydajnego wytwarzania pseudozarodnikéw przez
bakterie Streptomyces spp. Jest to cecha pozgdana w réznych aplikacjach mikrobiologicznych, wyniki
staty sie zatem podstawg krajowego zgtoszenia patentowego (Zat. 3: patent 1), zostaty takie
opublikowane (Zat. 3: 1.2.1. Art. 8).

Analiza profilu estrow metylowych kwasow ttuszczowych (FAMES) za pomocg GCMS w materiatach
biologicznych

Analiza jakosciowa i ilosciowa FAMES z zastosowaniem chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig mas jest szeroko stosowana w mikrobiologii ze wzgledu na mozliwos¢ ustalenia
charakterystycznego profilu, za pomocg ktérego mozna prowadzi¢ réznicowanie zblizonych do siebie
taksondéw, zaréwno otrzymanych w warunkach hodowli czystych kultur bakteryjnych, jak tez
ztozonych prébek srodowiskowych. Wiasciwosci te wykorzystywatam w celu identyfikacji kwaséw
ttuszczowych budujacych lipid A bakterii Gram-ujemnych: Helicobacter spp, (Zat. 3:1.2.1. Art. 14; X.1.
konf. 12; X.2. konf. 20) i Bacteroides spp. (Zat. 3: 1.2.2. Art. 6; X.1. konf. 12; X.2. konf. 2). w ramach
wspotpracy z innymi osrodkami badawczymi.

Interesujgcyg wspotprace nawigzatam z Katedrg i Klinikg Pediatrii, Immunologii i Reumatologii Wieku
Rozwojowego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, z ktdrg wspdlnie podijeliSmy zagadnienie
wptywu diety wegetarianskiej u dzieci na poziom wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych w
surowicy w korelacji z parametrami klinicznymi. Wyniki zostaty opublikowane (Zat. 3: 1.2.1. Art. 21), a
wspotpraca jest kontynuowana w ramach dwaéch grantéw (Zat. 3: VII, grant 8i 9).

Witasciwosci bakteriobdjcze nowosyntezowanych zwigzkéw chemicznych

w ramach wspotpracy z Wydz. Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego, Wydz. Farmacji Uniwersytetu
Medycznego i Wydz. Chemicznym Politechniki Wroctawskiej wykonuje testy aktywnosci
bakteriobdjczej i bakteriostatycznej nowosyntezowanych (w w/w jednostkach) zwigzkéw
chemicznych o réinych strukturach, witasciwosciach fizycznych i chemicznych, w postaci statej i
rozpuszczalnych w roztworach wodnych. Stosuje szereg metod mikrobiologicznych indywidualnie
dostosowywanych do nowych substancji, ktére po przeprowadzeniu badan przesiewowych s3
poddawane dalszym badaniom aplikacyjnym. Wyniki badan aktywnosci nowych pochodnych triazoli
staty sie podstawg patentu (Zat. 3: Il, patent 2) i zostaty zaprezentowane na konferencji (Zat. 3: X.2.
konf. 41); inne, dotyczace nieorganicznych zwigzkow srebra, byty opublikowane (Zat. 3: 1.2.1. Art. 20;
X.2. konf. 54).



Ocena infestacji mikrobiologicznej w zawilgoconych budynkach

Podczas stazu podoktorskiego w Laboratory of Microbial Metabolomics w Lund University w Szwecji
rozpoczetam projekt, w ramach ktérego opracowatam metodyke oznaczania chemicznych markeréw
mikroorganizméw w materiatach budowlanych i kurzu organicznym w pomieszczeniach
zawilgoconych z powodu btedédw konstrukcyjnych lub zniszczen budynku spowodowanych przez
wody powodziowe. Projekt dotyczyt m.in. obiektdw, ktére podczas katastrofalnej powodzi w 1997 r.
na Dolnym Slasku znalazly sie pod wodg, a po ustgpieniu powodzi zostaly ponownie zajete przez
mieszkancow. Stwierdzitam, ze w rdinych materiatach budowlanych stezenie markeréw bakterii
Gram-ujemnych (3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych), ogdlnej biomasy bakteryjnej (kwasu
muraminowego, sktadnika peptydoglikanu) i grzybéw (ergosterolu, sktadnika $ciany komérkowej
grzybow) wzrasta od kilku do kilkudziesieciu razy, zwiekszajac narazenie zdrowotne uzytkownikéw,
m.in. na przewlekte schorzenia gérnych drég oddechowych i alergie (Zat. 3: 1.2.1. Art. 2,3,7,10; X.2.
konf. 7,8,16).

Oznaczanie poziomu narazenia na sktadniki mikrobiologiczne powietrza pomieszczern zamknietych
(indoor air)

W czasie wieloletniej wspétpracy naukowej z Laboratory of Microbial Metabolomics, Lund University,
uczestniczytam w wieloosrodkowych projektach badawczych, ktérych centrum stanowity badania
ekspozycji na drobnoustroje i ich produkty obecne w powietrzu pomieszczerr, w mieszkaniach,
domach i miejscach pracy, w ktérych wspdtczesny cztowiek spedza ponad 90% czasu. Wyniki byty
korelowane z wystepowaniem przewlektych schorzen uktadu oddechowego, w tym astmy i alergii.
Moje zadania polegaty na analizie za pomocg GCMS gromadzonych w réznych osrodkach badawczych
materiatéw (préb kurzu organicznego) pod wzgledem zawartosci markerow mikroorganizmow. Do
najwazniejszych osiggnie¢ tego projektu nalezy publikacja kilku prac (z moim wspétautorstwem), w
ktérych oznaczany przeze mnie poziom endotoksyn wtgczono do panelu testéw majgcych na celu
ustalenie etiologii epidemii alergii (Zat. 3: 1.2.1. Art. 9,17; X.2. konf. 15), staty sie podstawa
wprowadzenia norm narazenia zawodowego na endotoksyne, bakterie i ich metabolity (Zat. 3: 1.2.1.
Art. 12,13,19; X.2. konf. 21,43,50) oraz okreslaty poziom endotoksyny i markera grzybdéw
plesniowych w przedszkolach w krajach réznych stref klimatycznych (Zat. 3: 1.2.1. Art. 11; X.2. konf.
23,24).

Endotoksyna w dymie tytoniowym

Za najciekawsze i najwazniejsze osiggniecie, w ktérym miatam udziat wspodtpracujac z Laboratory of
Microbial Metabolomics, Lund University, uwazam publikacje dotyczace nieoczekiwanie wysokiej
zawartosci endotoksyny bakteryjnej w tytoniu i dymie tytoniowym. Opierajgc sie na wczesniejszym
doniesieniu o wykryciu endotoksyny w ekstrakcie dymu tytoniowego za pomocg testu LAL,
oznaczyliSmy za pomocg GCMS poziom markerdw endotoksyny w powietrzu pomieszczenia
biurowego wypetnionego dymem. Okazato sie, ze wypalenie jednego papierosa 60-krotnie zwiekszyto
w pomieszczeniu stezenie endotoksyny (Zat. 3: 1.2.1. Art. 15). Obserwacja ta zapoczgtkowata serie
publikacji i doniesien konferencyjnych, w ktérych omawialismy obecno$¢ LPSu w papierosach
nabytych w réznych krajach i kontynentach oraz poziom stezenia endotoksyn w dymie tytoniowym w
Srodowisku pomieszczen (Zat. 3: X.2. konf. 33,37,38,40,44,46,52,53,57,63,64). Okazato sie, ze w
zadymionych pomieszczeniach poziom endotoksyny jest podobny do notowanych w przemysle



spozywczym i rolnictwie, gdzie stanowi znany czynnik narazenia zawodowego (Zat. 3: 1.2.1. Art. 22,
1.2.2. Art. 9; X.2. konf. 61).

Ustalilismy takze profil 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych, markerow endotoksyny w dymie
tytoniowym: dominujg 3-OH nC14:0 i 3-OH nC12:0, ktérych irédtem s3 bakterie powszechnie
zasiedlajace liscie tytoniowe na plantacjach, a takze namnazajace sie w trakcie proceséw fermentacji
lisci tytoniowych. Z lisci tytoniu zebranych w terenie wyhodowaliémy bakterie Pantoea sp., co

pozostaje w zgodzie z danymi z literatury, podajacymi Pantoea agglomerans jako jeden z gatunkéw
dominujgcych na tych roslinach (Zat. 3: 1.2.1. Art. 19).

Wspétpraca w tej dziedzinie byta prowadzona w ramach grantu (Zat. 3: grant 6) i jest kontynuowana.

< ’_fll N ._{i‘ ) J__ f 3\, x If _}\ L1t ;,Jr\f A .t',)‘ _L’IL, L {J}/

dr Bogumita Szponar

19



