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MIEJSCA I ROKU ICH UZYSKANIA ORAZ TYTULU ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ
02.07.2002 dyplom mgr inz. na kierunku Biotechnologia, specjalnos¢: Biotechnologia
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tytul pracy magisterskiej: ,Badania immunochemiczne lipopolisacharydu
Plesiomonas shigelloides CNCTC 39/89 (037). Promotor: dr hab. Wojciech
Jachymek.

stopient doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biologia, nadany uchwatg
Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda Polskiej Akademii nauk we Wroctawiu na podstawie przediozonej
rozprawy doktorskiej pt.: Badania immunochemiczne endotoksyn Plesiomonas
shigelloides O13, O37”. Promotor: prof. dr hab. Czestaw Lugowski, praca
doktorska wyrézniona przez Rade Naukowa IITD PAN.
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10.2008 - 10.2011 asystent, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im.
Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, Laboratorium Immunochemii
Drobnoustrojéw i Szczepionek

04.2007 - 09.2008 post-doc, Zaktad Chemii, Szwedzki Uniwersytet Rolniczy (SLU),
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II1. OPIS OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART.16 UST. 2 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.)

II1.1. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Osiagnieciem w mysl ww. ustawy jest wskazany ponizej jednotematyczny cykl pieciu
publikacji, dotaczony do dokumentacji jako Zalacznik 3, objety tytulem:

"STRUKTURA I WEASCIWOSCI BIOLOGICZNE WYBRANYCH ENDOTOKSYN
Plesiomonas shigelloides, Edwardsiella tarda, Proteus penneri”

Sumaryczny IF prac stanowiacych cykl wynosi 17,442 (150 punktéw MNiSW)

IIL1.1. AUTOR/AUTORZY, TYTUL/TYTULY PUBLIKACJI, ROK WYDANIA, NAZWA
WYDAWNICTWA

1. Lundqvist L.C., Kaszowska M., Sandstrom C. NMR study of the O-specific
polysaccharide and the core oligosaccharide from the lipopolysaccharide produced by
Plesiomonas shigelloides O24:H8 (strain CNCTC 92/89). Molecules, 2015, 20 (4),
5729-5739.

IF': 2,465 / MNiSW?: 30 / liczba cytowan™: 3

Indywidualny wkiad w autorstwo: 40%, prowadzenie hodowli bakteryjnych, ekstrakcje
LPS, przeprowadzenie analiz serologicznych, udzial w interpretacji uzyskanych
wynikéw NMR oraz ESI MS", udziat w przygotowaniu pracy do druku.

2. Kaszowska M., Stojkovic K., Niedziela T., Lugowski C. The O-antigen of Plesiomonas
shigelloides serotype O36 containing pseudaminic acid. Carbohydr Res. 2016, 434, 1-5.
IF': 2,096 / MNiSW?: 25 / liczba cytowar’: 0

Indywidualny wklad w autorstwo: 85%, autor korespondencyjny, pomystodawca
w planowaniu wszystkich doswiadczen, wiodacy udziat w analizie wynikow (NMR,
MALDI-TOF, analizy chemiczne), opiekun naukowy drugiego autora, przygotowanie
manuskryptu, ostateczna redakcja manuskryptu po recenzjach.

3. Kaszowska M., de Mendoza-Barbera E., Maciejewska A., Merino S., Lugowski C.,
Tomas J.M. The complete structure of the core oligosaccharide from Edwardsiella tarda
EIB 202 lipopolysaccharide. Int J Mol Sci. 2017, 18 (6), 1163.
IF': 3,226 / MNiSW?: 30 / liczba cytowarn’: 0

Indywidualny wkiad w autorstwo: 55%, autor korespondencyjny, pomystodawca
przeprowadzonych badan strukturalnych, znaczacy wudzial w przygotowaniu
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manuskryptu, wiodgcy udzial analizie wynikow NMR oraz MALDI-TOF,
przygotowanie manuskryptu do druku.

Kaszowska M., Wojcik M., Siednienko J., Lugowski C., Lukasiewicz J. Structure-
activity relationship of Plesiomonas shigelloides lipid A to the production of TNF-a, IL-
1B, and IL-6 by human and murine macrophages. Front Immunol. 2017, 8, 1741.

IF': 6,429 / MNiSW?: 35 / liczba cytowan’: 0

Indywidualny wkitad w autorstwo: 85%, autor korespondencyjny, pomystodawca
wszystkich przeprowadzonych badan, opiekun naukowy drugiego autora, wiodacy
udzial w planowaniu eksperymentéw, przygotowanie probek do badan, oznaczanie
toksycznosci testem MTT, wiodacy udzial w wykonaniu wszystkich eksperymentéw
testem ELISA, udziat w przeprowadzeniu analizy statystycznej, interpretacja
uzyskanych wynikow, napisanie i ostateczne zredagowanie manuskryptu po recenzjach.

Palusiak A., Maciejewska A., Lugowski C., Rozalski A., Kaszowska M. The new
structure of core oligosaccharide presented by Proteus penneri 40A and 41
lipopolysaccharides. Int J Mol Sci. 2018, 28, 19 (3), 676.

IF': 3,226 / MNiSW?: 30 / liczba cytowan™: 0

Indywidualny wktad w autorstwo: 35%, autor korespondencyjny, wiodacy udziat
w planowaniu i przeprowadzeniu eksperymentéw, wiodacy udzial w analizie widm
NMR, analiza widm masowych ESI MS", przygotowanie manuskryptu do druku.

! Wartos$é wspélezynnika wplywu (IF) zgodnie z rokiem opublikowania.
? Liczba punktéw wedlug polskiego systemu punktacji czasopism, zgodnie z rokiem opublikowania.
3 Liczba cytowan (z uwzglednieniem autocytowan). wedlug bazy Web of Science. stan z dnia 21.05.2018r.
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[I.2. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC WRAZ Z OMOWIENIEM ICH
EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

Prezentowane osiggniecie naukowe stanowi jednotematyczny cykl pigciu prac
oryginalnych (Zalgcznik 5), poswigcony badaniom immunochemicznym lipopolisacharydéw
Plesiomonas shigelloides. Edwardsiella tarda oraz Proteus penneri. Przedstawiony cykl
publikacji przygotowany zostat w ramach mojej pracy realizowanej w Laboratorium
Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek w Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu.

Wspdlna cechg wigkszosci bakterii Gram-ujemnych, do ktérych naleza P. shigelloides,
E. tarda, P. penneri jest obecnosé, zakotwiczonych w ich zewnetrznej blonie, czasteczek
nazywanych ze wzgledu na budowe lipopolisacharydami (LPS), natomiast ze wzgledu na
aktywnos¢ biologiczng — endotoksynami. Stanowig one integralny sktadnik blony zewngtrznej
ostony komoérkowej tych bakterii, bgdac réwnoczesnie czgsteczkami niezbednymi do ich
funkcjonowania i przezywalnosci. Sa to bardzo wazne antygeny powierzchniowe,
rozpoznawane przez receptory na komorkach uktadu odpornosciowego makroorganizmu.
Czasteczki LPS sa jednymi z tzw. wzorcow molekularnych patogenéw (PAMPs, pathogen-
associated  molecular  patterns) tj. charakterystycznych struktur  pochodzacych
z drobnoustrojow rownoczesnie obcych dla organizmoéw eukariotycznych. Istotna cecha
PAMPs jest ich konserwatywnos¢ tzn. nie ulegaja one czgstym zmianom w procesie ewolucji.
W odpowiedzi na PAMPs, organizmy eukariotyczne wyksztalcity uniwersalny system
receptoréw zdolnych do rozpoznawania i indukcji reakcji obronnej skierowanej przeciwko
tym czasteczkom.

Lipopolisacharydy to amfifilowe i termostabilne czasteczki zbudowane z trzech,
réznigeych si¢ pod wzglgdem struktury i wlasciwoscei regionow: (I) lancucha O-swoistego
(polisacharyd O-swoisty, antygenu O), (II) oligosacharydu rdzenia oraz (IlI) lipidu A.
Antygen O, skierowany na zewnatrz komorki bakteryjnej jest zbudowany z wielu
powtarzajacych sie podjednostek oligosacharydowych i okresla specyficznos¢ serologiczng
(serotyp O). Oligosacharyd rdzenia bierze udzial w utrzymaniu struktury btony zewnetrzne;j,
moduluje heterogennos¢ czasteczki LPS oraz moduluje jej aktywno$¢ biologiczna.
W strukturze oligosacharydu rdzenia mozna wyr6zni¢ dwie czgsci heksozowa (zewnetrzng)
zbudowang z reszt szescioweglowych oraz heptozowa (wewnetrzng) zbudowang z reszt
heptoz oraz przynajmniej jednej reszty Kdo (reszty obecnej tylko w strukturach LPS,

u mikroorganizméw). Heptozy o konfiguracji L,D oraz D,D podstawiane sg dodatkowo
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ujemnie natadowanymi grupami P, PP, PEtn. Oligosacharyd rdzenia, poprzez czesé
wewnetrzng taczy sie lipidem A, nazywanym centrum endotoksycznosci czasteczki LPS.
Lipid A zbudowany jest ze szkieletu cukrowego podstawianego przez reszty kwasoéw
tluszczowych oraz ujemnie naladowane grupy fosforanowe, ktére odgrywaja znaczacy udziat
w intei‘akcj ach z receptorami na powierzchni komorek.

W zaleznosci od budowy chemicznej poszczegdlnych fragmentow LPS, czasteczki te
aktywuja komorki uktadu odpornosciowego prowadzac do uwalniania prozapalnych cytokin
tj. IL-1B, IL-6 oraz TNF-0, co bezposrednio zwigzane jest ze stopniem aktywnosci
biologicznej tych czasteczek. Podczas aktywacji, lipid A (centrum toksycznosci),
bezposrednio wigze si¢ z kompleksem TLR4/MD-2 wystepujacym na powierzchni komdrek
np. monocytdw/makrofagéw, a czes¢ cukrowa LPS (oligosacharyd/polisacharyd) moze
znacznie modulowa¢ te interakcje. Specyficzna molekularna konformacja lipidu A (tzw.
konformacja endotoksyczna) zalezy od budowy chemicznej (stosunku migdzy fragmentami
hydrofobowymi i hydrofilowymi) jak roéwniez od przestrzennego rozmieszczenia
poszczegdlnych jego skladnikéw, z ktoérych kazdy ma wigkszy lub mniejszy wplyw na
endotoksyczno$¢, co ma swoje odbicie w aktywnosci biologicznej oraz sposobie
zakotwiczenia w btonie zewnetrznej komorki bakteryjne;j.

Z medycznego punktu widzenia, z pojawieniem si¢ endotoksyny bakteryjnej w krwiobiegu
zwigzane sg stany chorobowe takie jak posocznica oraz wstrzas septyczny, ktore sa bardzo
powaznym problemem wspdlczesnej medycyny. Nie znane s ciagle skuteczne metody
profilaktyki i terapii wstrzasu septycznego, jednakze wieloletnie badania nad zalezno$ciami
pomiedzy strukturg a funkcja biologiczna LPS, prowadzone w wielu osrodkach na catym
Swiecie, przyblizaja zrozumienie mechanizmow tego procesu. Niestety, wykorzystanie
antybiotykdéw podczas uogolnionych infekcji nie gwarantuje skutecznosci terapii poniewaz
antybiotyki nie inaktywuja czasteczki LPS, a dodatkowo niektore z nich wrecz prowadza do
uwolnienia ich z powierzchni zabitych komorek bakteryjnych. Poszukuje si¢ wigc
skutecznych lekow ktore doprowadzityby do neutralizacji endotoksyny, tak by

zminimalizowac jej negatywny wplyw dziatania.

Cecha wspolng przedlozonych publikacji jest kompleksowe podejscie do analizy
strukturalnej wybranych fragmentéw lipopolisacharydow P. shigelloides, E. tarda oraz
P. penneri. Przedstawiony do oceny jednotematyczny cykl pigciu prac oryginalnych obejmuje

trzy zagadnienia badawcze stanowiace gldwny przedmiot moich zainteresowan naukowych:
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v' analizg strukturalng kompletnych lipopolisacharydéw,

v' badanie zaleznosci migdzy struktura a aktywnoscia biologiczng lipopolisachrydéow,

v zastosowanie spektrometrii mas MALDI-TOF oraz ESI MS" do identyfikacji
lokalizacji glicyny w strukturach LPS.

Przedlozone prace obejmuja analiz¢  strukturalng  wybranych  fragmentow
lipopolisacharydéw P. shigelloides oraz analiz¢ strukturalng dwoéch nowych typow
oligosacharydow rdzenia zidentyfikowanych ws$réd E. tarda i P. penneri. Trzy
z przedstawionych w cyklu prac sa wynikiem wspolpracy z innymi osrodkami naukowymi.

P. shigelloides jest przedmiotem zainteresowania badaczy z powodu swoich wiasciwosci
chorobotworczych. Najczgstsze przypadki izolacji tego gatunku zwigzane sg z zakazeniami
jelitowymi przede wszystkim z ostrymi biegunkami (biegunki podréznych) do ktérych
dochodzi w wyniku spozywania zanieczyszczonych pokarméw (gléwnie ryb i owocow
morza) oraz kontaktu z zakazong woda. Zakazenia wywolane przez P. shigelloides cechuje
wysoka Smiertelnosé, a glownym czynnikiem wirulencji tych bakterii jest LPS.

E. tarda jest okazjonalnym patogenem u ludzi, odpowiedzialnym przede wszystkim tak jak
P. shigelloides za zakazenia jelitowe, do ktorych dochodzi w wyniku kontaktu z zakazona
woda lub spozywaniem zanieczyszczonych pokarméw przede wszystkim ryb, u ktorych te
bakterie sg etiologicznym czynnikiem wywotujacym edwardsielloz¢ (posocznicg wywolang
przez Edwardsiella).

P. penneri wystgpuja powszechnie w srodowisku, u czlowieka sa skladnikiem flory
fizjologicznej uktadu pokarmowego. Najczesciej odpowiedzialne sa za zakazenia ukladu

moczowego.

Wszystkie prace byly prowadzone 2z wykorzystaniem nowoczesnych technik
instrumentalnych stosowanych we wspoélczesnej immunochemii. We wszystkich badaniach
LPS oraz ich poszczegdlnych fragmentéw wykorzystane zostaly jedno- i dwuwymiarowe
eksperymenty spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) tj. 'H-'H COSY,
'H-'H TOCSY, 'H-""C HSQC-TOCSY, 'H-'H NOESY, 'H-""C HSQC-DEPT, 'H-""C HMBC
oraz metody spektrometrii mas MALDI-TOF lub/oraz ESI MS", niezbedne do okreslenia
elementow  strukturalnych badanych struktur oligosacharydéw (rodzaju i formy
poszczegélnych reszt monosacharydéw, anomerii wigzan), ustalenia sekwencji oraz

identyfikacji dodatkowych niecukrowych podstawnikow w czasteczkach LPS. Polgczenie
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metod immunologicznych, ktére nie umozliwiaja precyzyjnej analizy strukturalnej
znowoczesnymi metodami instrumentalnymi umozliwia badanie tych amfifilowych
czgsteczek LPS z zachowaniem wszystkich obecnych sktadnikéw, nawet tych najbardziej
labilnych. W analizach strukturalnych badanych fragmentéw cukrowych LPS réwnolegle
wykorzystano klasyczne metody chemiczne, takie jak analiza cukrowa, metylacyjna oraz

analiza absolutnej konfiguracji reszt cukrowych.

Za najwazniejsze osiagni¢te rezultaty uwazam:

v" okreslenie kompletnej struktury lipopolisacharydu P. shigelloides 036,
v okreslenie kompletnej struktury lipopolisacharydu P. shigelloides 024,
v' szczegblowa analize heterogennosci 85 lipidow A P. shigelloides,

v wplyw heterogennosci lipidow A P. shigelloides na aktywnos¢ biologiczng w mysich
i ludzkich makrofagach,

v' okreslenie kompletnej struktury nowego typu oligosacharydu rdzenia u P. penneri,
v' okreslenie kompletnej struktury nowego typu oligosacharydu rdzenia u E. tarda,

v wykorzystanie metod spektrometrii mas MALDI-TOF oraz ESI MS" do ustalenia
lokalizacji glicyny — czgstego podstawnika identyfikowanego w strukturach LPS
Enterobacteriaceae.

I11.3. PODSUMOWANIE WYNIKOW OPISANYCH W PUBLIKACJACH WYBRANYCH DO OCENY

Lundqvist L.C., Kaszowska M., Sandstrom C. NMR study of the O-specific polysaccharide
and the core oligosaccharide from the lipopolysaccharide produced by Plesiomonas
shigelloides O24:H8 (strain CNCTC 92/89). Molecules, 2015, 20 (4), 5729-5739.

Celem pracy byla analiza strukturalna fragmentoéw cukrowych (antygenu O,
oligosacharydu rdzenia) LPS P. shigelloides 024:H8 (szczep CNCTC 92/89). wykorzystujac
techniki spektroskopii 'H-"C NMR oraz spektrometrii mas ESI-MS".

Wstepne analizy immunochemiczne (immunoblotting) wsréd LPS P. shigelloides
wskazywaly na podobienstwo we fragmencie oligocukru rdzenia z serotypem 054, ktérego
struktura zostala poznana jako pierwsza wsrdd LPS P. shigelloides. Kompletna analiza
strukturalna oligocukru rdzenia LPS P. shigelloides 024 umozliwita zidentyfikowanie

dekasacharydowej struktury tego fragmentu. Brak P, PP, PEtn w badanej strukturze,

8
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zastgpiony zostal resztami kwaséw uronowych, co jest cechg charakterystyczng dla
wszystkich do tej pory zidentyfikowanych struktur oligocukréw rdzeni P. shigelloides.
Zidentyfikowano identyczng strukture jaka opisano wczesniej w oligocukrach rdzeni
P. shigelloides serotypow 054 oraz O37 (Zalacznik 3, 1.2.1[13]). Réwnoczesnie, analiza
strukturalna lipidu A wykazala taka samg strukture jaka zostala zidentyfikowana w lipidach A
serotypow 037 oraz O54 (wyniki wlasne). Obserwowany konserwatyzm oligosacharydow
rdzeni wsérod LPS P. shigelloides z réwnoczesnym uwzglednieniem znacznego
konserwatyzmu wsrod lipidow A, otwiera doskonala mozliwo$é badania wptywu sktadnikow
cukrowych na aktywnos¢ biologiczna tych czasteczek, znaczaco istotng z punktu widzenia
poszukiwania immunogennych struktur wspolnych dla wielu szczepéw bakteryjnych,
istotnych dla diagnostyki i profilaktyki zakazen bakteryjnych.

W strukturze antygenu O P. shigelloides O24 zidentyfikowano cztery reszty cukrowe,
wchodzace w skiad tetrasacharydowej, rozgalezionej biologicznej podjednostki:

—3)-a-FucpNAc-(1—3)-a-GalpNAcA-(1—3)-a-QuipNAc~(1—>
4

a-RhapNAc

Analiza frakcji oligosacharydu rdzenia podstawionego pojedyncza podjednostka
antygenu O umozliwita identyfikacj¢ miejsca podstawienia oligocukru rdzenia powtarzajaca
si¢ podjednostka poprzez reszt¢ —3)-0-D-QuipNAc-(1—. Identyfikacja reszty —3)-a-
FucpNAc-(1— podczas analizy frakcji O-polisacharydowej (antygenu O) wskazala na
miejsce podstawienia kolejna podjednostka, rownoczesnie potwierdzajac peing strukture
biologicznej podjednostki w badanym serotypie O24.

Wyniki przeszukiwania cukrowych baz danych, wykazaly, ze dokfadnie taka sama
struktura opisana zostata w kapsularnym polisacharydzie klinicznego izolatu Vibrio vulnificus
B062316. Wskazuje to na przekazywanie sobie plazmidow przez rézne szczepy bakterii na
drodze ewolucji. Kolejnym przyktadem na podobienstwo cukrowych fragmentow
zaobserwowano w przypadku LPS P. shigelloides O17, ktorego podjednostka antygenu O
zostata juz wezesniej zidentyfikowana u Shigella sonei fazy 1 (Zatacznik 3, 1.2.1[14]).
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Kaszowska M., Stojkovic K., Niedziela T., Lugowski C. The O-antigen of Plesiomonas
shigelloides serotype O36 containing pseudaminic acid. Carbohydr Res. 2016, 434, 1-5.

Celem pracy byla analiza strukturalna peinej czasteczki LPS P. shigelloides O36 (SB
4051), tj. zidentyfikowanie struktury podjednostki antygenu O, oligosacharydu rdzenia oraz
lipidu A. Po oddzieleniu hydrofobowego lipidu A, mieszaning oligo- i polisacharydow
frakcjonowano za pomoca saczenia molekularnego. Otrzymane frakcje poli-
i oligosacharydéw analizowano kolejno za pomocg technik instrumentalnych spektroskopii
'H-"C NMR oraz spektrometrii mas MALDI-TOF, uzupetniajac badania metodami analizy
chemicznej. Po rozdzieleniu mieszaniny poli- i oligosacharydéw analizowano: (I) frakcje
polisacharydu O-swoistego (z niemozliwg do identyfikacji liczba powtarzajacych sig¢
podjednostek), (II) frakcje oligosacharydu rdzenia podstawiona dwiema podjednostkami
antygenu O (analiza miejsca podstawienia kolejng podjednostka antygenu O), (III) frakcje
oligosacharydu rdzenia podstawiong jedng powtarzajaca si¢ podjednostka antygenu O, (IV)
frakcje oligosacharydu rdzenia podstawiong niekompletna podjednostka antygenu O (analiza
tej frakcji umozliwita zidentyfikowanie miejsca podstawienia oligosacharydu rdzenia
antygenem O, (V) frakcje kompletnego oligosacharydu rdzenia oraz (VI) frakcje
oligosacharydu rdzenia pozbawiong jednej reszty terminalnej B-D-GlcpNAc (zwigzana
z heterogennoscia tego fragmentu). Zidentyfikowano undekasacharydowy oligosacharyd

rdzenia oraz trojcukrowa powtarzajaca si¢ podjednostke antygenu O:
[—4-B-PseSAc7(R3HD)-(2—4)-B-D-Galp-(1—3)-B-D-GlepNAc-(1—

z nietypowa resztag —4-B-PseSAc7(R3Hb)-(2—, pochodng kwasu pseudomininowego, ktéra
jest czesto identyfikowana w bakteryjnych glikanach oraz glikoproteinach.

Badania heterogennosci lipidu A wykazaly populacje jonow reprezentujacych trzy typy
czasteczek obecnych w badanym szczepie P. shigelloides 036, wynikajace z obecnosci trzech
podstawnikéw acylowych o strukturach: (L) 14:0(3-0-9¢-16:1), (Lyy) 14:0(3-0-14:0), (L)
14:0(3-0-12:0) w pozycji N-2'. Wykorzystujac specjalnie przygotowana matryce otrzymano
za pomocg spektrometrii MALDI-TOF widmo petnej czasteczki LPS P. shigelloides 036,
ktore potwierdzito obecnos$¢ heterogennosci w lipidzie A oraz masy oligosacharydu rdzenia i

powtarzajacej si¢ podjednostki antygenu O.
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Kaszowska M., de Mendoza-Barberd E., Maciejewska A., Merino S., Lugowski C., Tomas
J.M. The complete structure of the core oligosaccharide from Edwardsiella tarda EIB 202
lipopolysaccharide. Int J Mol Sci. 2017, 18 (6), 1163.

Celem pracy byta analiza strukturalna oligosacharydu rdzenia E. tarda EIB 202 za
pomoca spektroskopii 'H-"C NMR, spektrometrii mas ESI MS" oraz MALDI-TOF.
Przeprowadzono tez analiz¢ genomowg klasteru genéw waa (genéw zwigzanych z biosynteza
fragmentu oligocukru LPS) patogennego szczepu.

Przeprowadzone analizy strukturalne umozliwily identyfikacj¢ undekasacharydowego
oligocukru rdzenia pozbawionego ujemnie natadowanych grup P, PP oraz PEtn. Tak jak
w przypadku wszystkich do tej pory poznanych struktur oligosacharydéw rdzeni
P. shigelloides, rowniez pozbawionych tych grup, zidentyfikowano w analizowanej strukturze
dwie reszty kwasdw uronowych, z ujemnie natadowanymi grupami karboksylowymi.

Cechg charakterystyczng tego szczepu jest znaczna heterogennos$é, zwigzana zaréwno
z czgsciowym brakiem terminalnej reszty B-D-Galp, jak réwniez z obecnoécia jednej z reszt o-
D-GlepNAc lub a-D-GlepN w strukturze. Dodatkowo, heterogennos¢ w strukturze zwigzana
jest z obecnoscia czegsciowo podstawianego oligocukru przez glicyne, ktorej lokalizacja
zostala ustalona za pomoca MALDI MS/MS. Analizy MALDI MS/MS umozliwily
identyfikacj¢ glicyny na resztach a-D-GlcpNAc lub a-D-GlepN w badanych glikoformach

oligocukrow rdzenia.

b o-GlepNGly |
E a-n-GlepNAc E
B-n-Galp |  w-p-GlepN i B-n-Glep
1 L L I
1 1
3 2
a-D-GlepNAcGly-(1 —4 )-a-D-GalpA-(1—3)-a-1.,D-Hepp-( 1 =3 )-0-1.,D-Hepp-(1 —35)-a-Kdo
7 4
T t
1 1
o-D-GlepN-(1-4)-a-D-GalpA-(1-7)-a-L.D-Hepp p-D-Glep

W pracy zidentyfikowano takze geny odpowiedzialne za biosynteze szkieletu cukrowego
oligocukru rdzenia E. tarda EIB 202, ktére potwierdzily strukture otrzymang metodami
analizy instrumentalnej. Pomimo, identyfikacji wszystkich genéw obecnych w klasterze waa,
odpowiedzialnych za biosyntez¢ oligocukru, ciagle poszukuje si¢ potozenia genu/ow

odpowiedzialnego/ych za obecnos¢ w tych strukturach glicyny. Analiza widm 'H-""C NMR
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oraz spektrometrii mas (MALDI-TOF/ESI MS") sa wciaz jedyna mozliwoscig ustalenie
lokalizacji tych niecukrowych podstawnikéw w badanych strukturach LPS. Kontynuacja
badan z E. tarda EIB 202 zwigzana jest wiasnie z proba identyfikacji genu/genow

odpowiedzialnych za obecnosé¢ glicyny w strukturze.

Kaszowska M., Wojcik M., Siednienko J., Lugowski C., Lukasiewicz J. Structure-activity
relationship of Plesiomonas shigelloides lipid A to the production of TNF-a, IL-1p, and IL-6
by human and murine macrophages. Front Immunol. 2017, 8, 1741.

Celem publikacji bylo zdefiniowanie wplywu roéznych podstawnikow lipidu A
P. shigelloides na aktywno$¢ biologiczna. W pracy przedstawiono analiz¢ podobienstwa 85
lipidow A P. shigelloides (wszystkich dostgpnych w zasobach Laboratorium Immunochemii
Drobnoustrojow i Szczepionek) za pomoca metod spektrometrii mas MALDI-TOF, ESI MS".
Zidentyfikowano cztery typy lipidow A (LA I-1V) wsrdd badanych szczepdw P. shigelloides,
co wskazuje na znaczny konserwatyzm tego fragmentu LPS.

We wszystkich badanych strukturach zidentyfikowano gléwny jon odpowiadajacy
strukturze disacharydu (a-D-GlcpN-(1—6)-B-D-GlcpN) podstawionego szescioma resztami
kwasoéw tluszczowych oraz dwiema grupami fosforanowymi (LA I). Dwa kolejne typy
lipidbw A P. shigelloides posiadaja dodatkowo podstawienie PEtn (LA II) lub reszta
szesnastowgglowego kwasu palmitynowego (16:0) (LA 1II). Dodatkowo, zidentyfikowano
LA IV, ktéry reprezentuje strukture lipidu A podstawiang réwnoczesnie PEtn oraz 16:0.

W kazdym z badanych szczepow zidentyfikowano heterogennos$¢ zwiagzang z obecnoscia
lipidow A z resztami kwasow tluszczowych (R) 12:0, 14:0, 9¢-16:1/16:0 podstawiajacych
amidowo zwigzang w pozycji N-2' pierwszorzedowa reszte kwasu 14:0[3-(R)-OH]. Do badan
wybrano szczepy w ktorych zidentyfikowano najnizszy poziom heterogennos$ci opierajac sie
na analizie widm MALDI TOF. Zidentyfikowano procentowy udziat PEtn: 42% (LA 1I),
16:0: 51% (LA III) oraz PEtn/16:0: 4% / 7% (LA 1V) w lipidach A wybranych do badan.

Wplyw zdefiniowanych struktur lipidow A P. shigelloides (LA 1-1V) na aktywnosc¢
biologiczna zostal zbadany poprzez oznaczenie i poréwnanie poziomu wybranych
prozapalnych cytokin (IL-1p, IL-6, TNF-a) wydzielanych podczas aktywacji ludzkich oraz
mysich makrofagéw. Kontrolg pozytywna byt zdefiniowany lipid A E. coli wyizolowany z
serotypu 055, silny aktywator TLR4/MD-2. Podobienstwo lipidéw A P. shigelloides do
lipidu A E. coli O55, zwigzane jest z identycznym szKieletem cukrowym, obecnoscia dwdch

grup fosforanowych oraz asymetrycznym rozkladem szesciu reszt kwasdéw thuszczowych.
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Roznice miedzy tymi strukturami zwigzane sg z rodzajem reszt kwasow thiszczowych
(dlugoscia tancuchow weglowych) podstawiajacych szkielet cukrowy.

To pierwsza publikacja opisujaca wplyw zdefiniowanych struktur lipidow A
P. shigelloides na aktywnos$¢ biologiczng mierzong poziomem wydzielanych prozapalnych
cytokin przez ludzkie i mysie makrofagi.

Zaobserwowano, ze heterogennos¢ lipidow A zwigzana z obecnoscia reszt kwasow (R)
12:0, 9¢-16:1/16:0 w pozycji N-2' podstawiajacych pierwszorzedowa reszte kwasu 14:0[3-
(R)-OH] nie wplywa znaczaco na aktywnos¢ in vitro zarbwno w ludzkich jak i w mysich
makrofagach. LA [ okazal si¢ silnym aktywatorem zaréwno mysich jak i ludzkich
makrofagéw, w przypadku ludzkich makrofagéw poréwnywalny z LA O55. Obecnos¢ PEtn
w LA II nie wptywa znaczaco na poziom wydzielanych cytokin w ludzkich makrofagach
w poréwnaniu z LA I, natomiast podnosi poziom aktywnosci biologicznej w mysich
makrofagach. Podstawienie 16:0 znaczgco zmniejsza aktywnos$¢ zarowno w ludzkich (ok. 2-4
razy) jak i mysich (ok. 2-5 razy) komoérkach. Dla LA IV wykazano, ze 7% podstawienie
lipidu A przez 16:0 wystarczy by znaczaco obnizy¢ poziom wydzielanych cytokin.
Wykazano, ze obecnos¢ dodatkowych podstawnikéw w lipidach A P. shigelloides wptywa na
aktywnos¢ biologiczng poprzez wplyw na zmiane konformacji czasteczki podcezas interakcji
z kompleksem TLR4/MD-2 na powierzchni komérek. Wykorzystanie ludzkich oraz mysich
makrofagéw wykazalo réznice w aktywacji migdzy gatunkami, ktére wynikaja z roznic

w budowie receptoréw na powierzchni tych komorek.

Palusiak A., Maciejewska A., Lugowski C., Rozalski A., Kaszowska M. The new structure of
core oligosaccharide presented by Proteus penneri 40A and 41 lipopolysaccharides. Int J Mol
Sci. 2018, 19 (3), 676.

W pracy przedstawiono analiz¢ strukturalng nowego typu oligosacharydu rdzenia wsrod
P. penneri wybranego spos$réd 40 LPS P. penneri oraz P. mirabilis reprezentujacych rézne
serotypy i serogrupy. Poszukiwanie podobienstw z oligocukrem rdzenia P. penneri 40A
(wykorzystujac przygotowany koniugat oligocukru 40A z TT) przeprowadzono za pomoca
metod immunochemicznych (immunoblotting/ELISA), ktére wskazaly na podobienstwo we
fragmencie rdzenia z P. penneri 41.

Wykorzystujac analizy spektroskopii 'H-3C NMR i spektrometrii ESI MS" analizowano
kolejno: (I) struktury kompletnych oligocukréow rdzeni obu szczepdw oraz (I1) struktury de-O-

acylowanych oligocukrow rdzeni obu szczepéw. De-O-acylacja oligocukréw byla konieczna
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z powodu obserwowanej heterogennosci, znacznie utrudniajgcej analizy a wynikajacej
z obecnosci niestechiometrycznego podstawienia grupa OAc w obu badanych LPS P. penneri.
Identyfikacja miejsca podstawienia grupa OAc wymagata pordwnania struktur
oligosacharydéw przed oraz po przeprowadzonej de-O-acetylacji. Analizy P. penneri 40A

oraz 41 wykazaly identyczne struktury dodekasacharydéw w obu badanych szczepach.

[5-D-Galp 1=0-D-epp-t122)-D-g-D-Hepp | -tI-I)-II;[‘pp B-D-Gilep
1 | |
NL L ¥ VL
4 2 7 4
O-D-GINAC-{ |4}~ 0D -GalpNOOAC - (124} 0-D-Galp AL 13 )o1.-0-D -Heppb PEIN-( 133 )-L-0-D-Hepp-( 195 )-ee-Kdo
§
|
B-1.-AraN

Analizy ESI MS/MS dla wyselekcjonowanych jondw reprezentujacych kompletne
struktury oligocukréw rdzeni oraz jonéw reprezentujacych struktury pozbawione grup OAc
potwierdzity obecno$¢ grupy OAc obecnej na reszcie a-D-GalpN w pozycji 6 w badanych

strukturach.

Przedstawione prace wpisujg si¢ w nurt badawczy nad strukturami lipopolisacharydow,
ktorego kierunek wyznacza réwniez Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow
i Szczepionek IITD PAN we Wroctawiu. Znajomos$¢ kompletnej budowy chemicznej
czasteczek LPS jest pierwszym i niezbednym etapem do ustalenia zaleznosci pomiedzy
strukturg a ich funkcja (aktywnoscia biologiczng). Badanie struktur endotoksyn jest niezwykle
istotne dla poznawania oraz zrozumienia mechanizméw rozwoju sepsy i wstrzasu
septycznego, stanowigc rownoczesnie podstawe do opracowywania nowych metod
diagnostycznych oraz skutecznych strategii terepeutycznych przeciwko zakazeniom

bakteryjnym.

IV. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO BADAWCZYCH
PODSUMOWANIE

Moj dorobek naukowy obejmuje lacznie wspdlautorstwo w 17 pracach opublikowanych
w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR), oraz autorstwo w 1
pracy przegladowej w czasopi$mie spoza bazy JCR. Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk

biologicznych bylam wspoélautorem w 1 pracy opublikowanej w czasopismie znajdujacej sie
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w bazie JCR, oraz autorem 1 pracy spoza bazy JCR (praca przegladowa). Po uzyskaniu
stopnia doktora bylam wspdtautorem w 16 pracach oryginalnych (pierwszy autor - 7 prac,
autor korespondencyjny — 8 prac).

Mo6j dorobek naukowy obejmuje 26 komunikatow zjazdowych, 4 referaty wygloszone na
miedzynarodowych konferencjach naukowych (w tym na jednej na zaproszenie Organizatora,
i na jednej swoim referatem otwieratam sesje), oraz 1 europejski i 2 krajowe zgloszenia
patentowe. Sumaryczny wspoiczynnik wptywu (IF) prac oryginalnych wynosi 54,603 (punkty
MNIiSW: 535). Do dnia 21 maja 2018 r., wedlug bazy Web Of Science (WOS), prace byly
cytowane 106 razy, w tym 95 razy wylaczajac autocytowania. Laczny IF pieciu prac objetych
rozprawa habilitacyjna wynosi 17,442, przy liczbie cytowan 3.

Ponadto, w ramach dzialalnosci naukowej uczestniczylam w realizacji 7 projektow
badawczych finansowanych przez Ministerstwo Nauki Szkolnictwa Wyzszego (1), Komitet
Badan Naukowych (2), Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (3), i projektu finansowanego
ze srodkoéw Unii Europejskiej w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka
(1).

Obecnie w ramach dziatalno$ci naukowej jestem kierownikiem projektu badawczego
MINIATURA finansowanego przez NCN, gléwnym wykonawca w projekcie badawczym
OPUS (NCN) oraz wykonawcg w projekcie POIR finansowanym przez NCBiR.

IV.1. PRZEBIEG PRACY NAUKOWEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Prace badawczg jak réwniez magisterskg realizowalam pod kierunkiem dr hab. Wojciecha
Jachymka w Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek w Instytucie
Immunologii i Terapii Dos$wiadczalnej PAN we Wroctawiu. Tematem wiodacym
Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek sg od wielu lat badania
strukturalne oraz immunochemiczne endotoksyn bakteryjnych. Praca magisterska
zatytulowana: ,Badania immunochemiczne lipopolisacharydu Plesiomonas shigelloides
CNCTC 39/89 (037)” dotyczyla analizy strukturalnej wybranego serotypu O. Wybor
serotypu O, podyktowany zostal wstepnymi badaniami z wykorzystaniem poliklonalnych
przeciwcial skierowanych przeciwko oligosacharydowi rdzenia P. shigelloides O54, ktorego
struktura byla pierwszg zidentyfikowang wsrod P. shigelloides. Przeprowadzono badania
podobienistwa antygenowego we fragmencie oligosacharydu rdzenia wsrod 68 dost¢pnych
w kolekcji przedstawicieli gatunku P. shigelloides. Glownym celem pracy byla analiza

strukturalna oligosacharydu rdzenia P. shigelloides O37, ktéra wykazala identyczng strukture
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z tym fragmentem w P. shigelloides 054, wskazujac réwnoczesnie na pewien Konserwatyzm
tego fragmentu wérod szczepdw P. shigelloides.

Po ukonczeniu studiéw magisterskich w 2002 roku na Wydziale Chemicznym Politechniki
Wroctawskiej, kierunek Biotechnologia, specjalnos$¢: Biotechnologia molekularna
i biokataliza rozpoczetam studia doktoranckie w Laboratorium Immunochemii
Drobnoustrojow i Szczepionek IITD PAN we Wroctawiu pod opieka prof. Czestawa

Lugowskiego.

Glownym nurtem podjetych badan podczas realizacji pracy doktorskiej byla kontynuacja
badan immunochemicznych wybranych lipopolisacharydow P. shigelloides: serotypéw O13
oraz 037. Badania z pierwszym z wymienionych serotypéw, O37 rozpoczg¢tam juz podczas
mojej pracy magisterskiej, a w pracy doktorskiej przedstawilam kompletna strukture tej

czasteczki LPS.

Do najwazniejszych wynikéw uzyskanych przeze mnie podczas pracy doktorskiej

nalezy:

v' ustalenie struktury czasteczki SR-LPS (forma pdtszorska, semi-rough) P. shigelloides
037 — poprzez analize serii wzajemnie dopelniajacych si¢ analiz strukturalnych: (I)
oligocukru rdzenia podstawionego jedna podjednostka fancucha O-swoistego
(zidentyfikowanie sposobu potgczenia podjednostki antygenu O z oligocukrem rdzenia),
(I1) oligocukru rdzenia (zidentyfikowanie heterogennosci tego regionu LPS), (III) de-N-
O-acylowanego LPS (identyfikacja sposobu podstawienia lipidu A oligocukrem rdzenia,
identyfikacja obecnosci dodatkowych reszt Kdo w strukturze, poznanie struktury
cukrowego szkieletu), (IV) lipidu A (zidentyfikowanie amidowo i estrowo zwiazanych

reszt kwasow tluszczowych),

v'  ustalenie struktury czasteczki S-LPS (forma gladka, smooth) P. shigelloides O13 —
poprzez analiz¢ serii wzajemnie si¢ dopelniajacych analiz strukturalnych: (I)
polisacharydu O-swoistego (ustalenie struktury powtarzajacej si¢ podjednostki), (II)
oligocukru rdzenia podstawionego jedng podjednostka lancucha O-swoistego, (I1I)
oligocukru rdzenia, (IV) de-N-O-acylowanego LPS, oraz (V) lipidu A. Zidentyfikowano
nowy typ oligocukru rdzenia wérdd P. shigelloides,
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v’ przygotowanie Koniugatu oligocukru rdzenia P. shigelloides Ol3 z biatkiem
nos$nikowym (OS13-TT), w celu otrzymania surowic odpornosciowych, ktdre nastgpnie
postuzyty do poszukiwania podobiefistw strukturalnych wsrod innych przedstawicieli

gatunku P. shigelloides,

v identyfikacja podobienstw serologicznych wsréd przedstawicieli P. shigelloides —
wykorzystanie surowic odpornosciowych wykazato podobienstwa serologiczne
w obrebie struktur rdzeniowych oraz w obrgbie wielocukru O-swoistego badanych LPS

P. shigelloides z pozostalymi przedstawicielami gatunku.

Ze wzgledu na réznice w budowie i podatno$¢ na swoiste degradacje postgpowanie
z kazdym z tych preparatéw wymagalo indywidualnego dostosowania procedur w cukrowej
i metylacyjnej analizie jak i wymaganych swoistych degradacji. Wykonatam i
zinterpretowatam zestawy widm jedno- i dwuwymiarowych eksperymentow NMR: typu 'H-
'H COSY, 'H-'H TOCSY, 'H-">C-HSQC-DEPT, 'H-"C-HSQC-TOCSY, 'H-'H NOESY
oraz 'H-""C HMBC dla wszystkich fragmentéw badanych LPS P. shigelloides.

Podczas studiow doktoranckich odbytam trzytygodniowa prace badawcza na Wydziale
Chemii, SLU w Uppsali, w Szwecji podczas ktorej poznaltam w praktyce wykorzystanie
techniki spektrometrii mas MALDI-TOF i spektroskopii NMR w analizie strukturalnej
lipopolisacharydow. Otrzymane wyniki prezentowatam jako referaty na dwoch
miedzynarodowych konferencjach (Zatacznik 3, VIILI[1], [2]). W 2006 r. bylam laureatka
stypendium konferencyjnego KOLUMB (edycja zimowa 2006) organizowanego przez
Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej (FNP). Dzigki temu stypendium miatam mozliwos¢
prezentowania moich wynikdw podczas ustnej prezentacji podczas XXIII™ International
Carbohydrate Symposium (ICS 2006), Whistler, w Kanadzie.

W 2006 roku obronitam rozprawe doktorska pt. ,Badania immunochemiczne
lipopolisacharydéw 013, 037”. Wyniki uzyskane w rozprawie zostaly opublikowane
w formie dwach prac juz po uzyskaniu stopnia doktora (Zatacznik 3, 1.2.1[12], [13]). Praca

doktorska zostata wyr6zniona przez Rad¢ Naukowa IITD PAN we Wroctawiu.
IV.2. PRZEBIEG PRACY NAUKOWEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Po obronie pracy doktorskiej w IITD PAN we Wroctawiu odbytam 1,5 roczne stypendium
post-doc w Zakladzie Chemii, SLU w Uppsali (Szwecja). W tym czasie odbylam

dwumiesigczny specjalistyczny kurs NMR w Biological Medicine Center w Uppsali
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(Szwecja). Podczas pobytu w SLU zdobylam do$wiadczenie w praktycznym zastosowaniu
technik spektroskopii NMR przede wszystkim nowoczesnych metod STD NMR, HR MAS
NMR oraz metod obrébki danych z wykorzystaniem specjalistycznego oprogramowania w
stopniu umozliwiajacym samodzielne prowadzenie prac badawczych. Wynikiem tego
wyjazdu byly dwie prace oryginalne opublikowane po moim powrocie, w Kktorych

wykorzystatlam poznany warsztat metod NMR (Zatacznik 3, 1.2.1[15], [16]).

Po powrocie, wiekszo$¢ tematow badawczych realizowalam/realizuj¢ we wspdlpracy
z kolezankami i kolegami z IITD PAN we Wroclawiu oraz z innych osrodkéw naukowych
(Zatacznik 4, V). Moj wklad w realizacje poszczegolnych tematow badawczych, ktdre
zaowocowaly opublikowaniem wynikéw lub ich prezentacjami na zjazdach naukowych,
szczegOlowo zostal opisany w Zalaczniku 3. Czes¢ z tych tematow byla/jest przedmiotem
prac inzynierskich, magisterskich i doktorskich w przypadku ktérych pelnitam/pelni¢ funkcje
promotora (praca inzynierska/magisterska) lub promotora pomocniczego (praca doktorska)
(Zatacznik 4, 1.1-3).

Od wielu lat wykorzystuje mdj warsztat naukowy do:

v' analizy strukturalnej, badan wlaSciwosci immunochemicznych oraz aktywnoSci
biologicznej wybranych fragmentow LPS P. shigelloides,

Kontynuacja badan prowadzonych podczas mojej pracy doktorskiej, polegajaca na
uzupetnieniu wynikéw o: (I) kompletng interpretacje widm NMR dla frakcji antygenu O LPS
P. shigelloides O37 oraz (II) przeprowadzenie analiz modelowania molekularnego (MM2 force
field), ktére umozliwity identyfikacj¢ konfiguracji nietypowego podstawnika w strukturze a-
D-Lenp [(2S5)-O-(4-oxopentanoic acid)-a-D-Glcp] zaowocowala opublikowaniem w 2013 roku
pelnej struktury LPS P. shigelloides O37. Praca byla pierwszym doniesieniem dotyczacym
obecnosci a-D-Lenp w strukturach LPS (Zatgcznik 3, 1.2.1[13]). Uzupelnione i opublikowane
zostaly rowniez wyniki dotyczace analizy strukturalnej oligosacharydu rdzenia LPS
P. shigelloides O13 (Zatacznik 3, 1.2.1[12]).

Bratam aktywny udzial w badaniach dotyczacych analizy wybranych fragmentow LPS —
polisacharydow O-swoistych i oligocukrow rdzeni LPS P. shigelloides 024 (praca 1)
(Zatgcznik 3, 1.2.1[10]), O36 (praca 2) (Zalacznik 3, L.2.1[7]) oraz O17 (Zalacznik 3,
1.2.1[14]). Dwie z tych prac zawarte sa w cyklu publikacji mojej rozprawy habilitacyjnej
(prace 1, 2).
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Wsréd wszystkich 20 do tej pory opublikowanych prac oryginalnych dotyczacych struktur
LPS P. shigelloides badz ich fragmentéw (antygenéw OJfoligosacharydéow rdzenia,
lipidéw A), 14 opublikowano w ramach badan strukturalnych LPS prowadzonych w
Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojéw i Szczepionek, a z tego w 6 bylam jednym ze
wspolautorow.

Badania dotyczace struktur LPS P. shigelloides wykazaly wiele interesujacych cech,
wplywajacych na aktywno$¢ biologiczna LPS P. shigelloides w zaleznosci od ich struktury
(dlugosci tafcuchow O-swoistych, rodzaju reszt cukrowych oligosacharydu rdzenia
iantygenu O, rodzaju dodatkowych niecukrowych podstawnikow oraz charakteru
hydrofobowego/hydrofilowego czasteczki). Nietypowa cecha badanych oligosacharydow
okazat si¢ brak grup fosforanowych, rownoczesnie w tych strukturach zidentyfikowano reszty
kwasoéw uronowych, ktorych grupy karboksylowe pelnia funkcj¢ ujemnie naladowanych
reszt, istotnych w utrzymaniu struktury bakteryjnej blony komérkowej.

W toku moich badan zidentyfikowano cztery typy lipidow A wséréd 85 dostgpnych
serotypow O P. shigelloides, wskazujac na znaczny konserwatyzm tego fragmentu.
Zidentyfikowano heterogennos¢ zwigzang z obecnoscia roznych reszt drugorz¢dowych
kwasow thuszczowych. Zbadano wplyw roznic strukturalnych lipidow A P. shigelloides na
aktywacj¢ mysich oraz ludzkich makrofagéw (praca 3) (Zaltacznik 3, 1.2.1[2]).

Wykorzystanie poliklonalnych surowic przeciwko poznanym oligosacharydom rdzenia
P. shigelloides 013, O17, 051, 054, 074, umozliwito wskazanie podobnych epitopéw we
fragmentach oligocukrow rdzeni wsrod pozostatych LPS P. shigelloides a przeprowadzone
badania strukturalne wybranych czasteczek doprowadzity do wskazania trzech grup LPS
posiadajacych w swojej strukturze identyczne fragmenty lipidow A oraz oligosacharydow
rdzenia. Wybor tych grup wykonano w celu zbadania wptywu zdefiniowanych fragmentow
cukrowych LPS P. shigelloides na aktywnos¢ biologiczng. Uczestnicze/uczestniczylam w
analizach strukturalnych wiekszosci wytypowanych do planowanych badan LPS
P. shigelloides: (1) grupa 1: serotypy 054, 037, 024, 096 (dane wlasne, zidentyfikowana
struktura oligocukru rdzenia); (II) grupa 2: serotypy O17, 036, O68 (dane nieopublikowane,
zidentyfikowana struktura oligocukru rdzenia); (III) grupa 3: serotypy: 034, O51, O7 (dane
nieopublikowane, zidentyfikowana struktura oligocukru rdzenia).

Wykorzystanie w tym celu zdefiniowanych czasteczek LPS P. shigelloides daje
mozliwos$¢ badania whasciwosci wielu cukrowych fragmentéw LPS w interakcji z receptorem

TLR4/MD-2 na powierzchni komorek. Znaczacy konserwatyzm lipidéw A, podobienstwo

19



ZALACZNIK 2

Autoreferat

oligocukroéw rdzeni oraz réznorodnosé antygenéw O (uwzgledniajac czesto bardzo nietypowe
reszty cukrowe w strukturach) P. shigelloides sa doskonalym warsztatem do tak
zaplanowanych badan.

Wyniki wstepnych badan zaleznosci struktury LPS P. shigelloides a aktywnosci
biologicznej zostaly prezentowane przeze mnie podczas migdzynarodowej konferencji
12" International Symposium of Aeromonas and Plesiomonas (ISAP 2017), 21-23 June,

Mexico City, Mexico (wyktad na zaproszenie Organizatora) (Zatacznik 3, VIIL.2).

v' analizy strukturalnej, badan wlasciwosci immunochemicznych wybranych
fragmentéw LPS K. pneumoniae, E. tarda, P. penneri, E. coli

W latach 2012-2015 uczestniczylam w projekcie europejskim (Klebsicure), ktorego celem
bylo opracowanie strategii terapeutycznej polegajacej na biernej immunizacji przy uzyciu
przeciwciat monoklonalnych, skierowanej przeciwko stale nowo pojawiajacych si¢ infekcjom
wywolywanym przez lekooporne szczepy Klebsiella spp., ktorym towarzyszy wysoka
$miertelnos¢. K. pneumoniae naleza do jednych z najwazniejszych patogenow wywotujacych
infekcje szpitalne. Zagrozenie ze strony tych lekoopornych szczepéw Klebsiella stanowi
istotny problem medyczny, szczeg6lnie na oddziatach intensywnej terapii. Nadrzgdnym celem
projektu byla identyfikacja wypreparowanych antygenéw O K. prneumoniae, ktére nastgpnie
zostaly wykorzystane do przygotowania biotynylowanych sond do selekcji przeciwcial
monoklonalnych.

W projekcie skupiono si¢ na trzech najczesciej wystgpujacych serotypach K. preumoniae:
01, 02, O3. Podjgto probe wyjasnienia modyfikacji strukturalnych serotypéow O1 oraz O2
zaleznych od obecnosci operonu gml4ABC, ktéry odpowiada za modyfikacje powtarzajacej si¢
podjednostki antygenu O. Szczegolowe analizy strukturalne za pomoca spektroskopii 'H-Pc
NMR, spektrometrii MALDI-TOF oraz metod analizy chemicznej wykazaly obecnos¢
modyfikacji strukturalnej antygenu O, polegajacej na obecnosci dodatkowej terminalnej
reszty a-D-Galp w strukturze do tej pory znanego D-galaktanu [ (D-gall). Tak zmodyfikowana
podjednostke nazwano D-galaktanem III (D-gallll). Obecnos¢ D-gallll zidentyfikowano
w serotypie Ol oraz O2 (Zafgcznik 3, 1.2.1[5], [9]). Obecnos¢ gmlABC wérdd szczepow
K. pneumoniae O2 jest zjawiskiem o istotnym znaczeniu, gdyz identyfikuje sie go w 32
szczepach z 47 sprawdzonych izolatow klinicznych, a co wiecej az w 83% szczepach

nalezacych do hiperepidemicznego klonu K. preumoniae ST258.

20



ZALACZNIK 2

Autoreferat

Kompletne analizy strukturalne za pomoca spektroskopii 'H-'>C NMR oraz spektrometrii
MALDI-TOF dla frakcji antygendw O trzech szczepéw o serotypie O3 umozliwity
identyfikacje réznych wariantéw badanych podjednostek antygenu O tj. zbudowane one byty
kolejno z trzech, czterech oraz pigciu reszt mannoz w powtarzajacej si¢ podjednostce
antygenu O. Ponadto, dla kazdego z wariantow zidentyfikowano terminalng podjednostke
antygenu O zakoficzong reszta MeP. Informacje na temat struktury tych podjednostek,
umozliwily liderowi projektu analize podstaw genetycznych biosyntezy antygendéw O3
(Zatgcznik 3, 1.2.1[4]).

Réwnoczesnie, uczestniczylam w  identyfikacji serotypow O otrzymanych izolatow
klinicznych K. pneumoniae za pomocg HR-MAS NMR bezposrednio na powierzchni
komérek bakteryjnych oraz wykorzystujac niezdegradowane preparaty LPS. Wykazano
mozliwo$¢ stosunkowo szybkiej identyfikacji serotypu O K. pneumoniae na podstawie widm
'H oraz 'H-">C HSQC-DEPT dla LPS przy uzyciu HR-MAS NMR.

Wspdlpraca z zespolem prof. Juana M. Tomdsa (Zaklad Mikrobiologii, Uniwersytet
w Barcelonie, Hiszpania) zaowocowala identyfikacja nowego typu oligocukru rdzenia wsréd
E. tarda. Przeprowadzone przeze mnie analizy strukturalne za pomoca spektroskopii 'H-">C
NMR oraz spektrometrii mas MALDI-TOF, wskazaty na heterogenno$¢ tego fragmentu LPS
zwigzang z obecnoscia dwoch populacji  struktur rdzeniowych jak  rowniez
z niestechiometrycznym  podstawieniem  glicyna,  wplywajacym na  zwigkszenie
heterogennosci tego fragmentu. W pracy uwzgledniono rowniez badania dotyczace
charakterystyki genéw odpowiedzialnych za biosynteze oligosacharydu rdzenia E. tarda 202
(praca nr 4) (Zatacznik 3, 1.2.1[3]).

Wspoétpraca z dr Agata Palusiak (Uniwersytet Lodzki) zaowocowata identyfikacja
nowego typu oligocukru rdzenia wsrdd P. penneri. Przeprowadzone analizy strukturalne za
pomoca spektroskopii 'H-'">C NMR i spektrometrii mas ESI MS" wykazaty obecno$é nowego
typu oligocukru rdzenia wsrod 40 réznych przedstawicieli P. penneri oraz P. mirabilis (praca
nr 5). (Zatacznik 3, [.2.1[1]).

W latach 2010-2014 uczestniczyltam w projekcie NCBiR w ktérym poszukiwano
substancji czynnej pochodzenia bakteryjnego obecnej w lizacie bakteriofagowym

wykazujacej aktywnosci immunostymulujace i przeciwprzerzutowe. Wskazana substancja
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czynna zostala wyizolowana z lizatu bakteriofagowego, stanowiacego mieszaning produktow
rozpadu bakteriofaga T4, bakterii Gram-ujemnej — E. coli B oraz podtoza hodowlanego.

Podczas trwania projektu zidentyfikowano kompletng strukturg oligosacharydu rdzenia
E. coli B (do tej pory w literaturze opublikowana byla bigdna struktura tego fragmentu)
wykorzystujac technike spektrometrii mas MALDI-TOF, ESI MS" oraz spektroskopii 'H, °C
NMR. Analizy wykazaly heterogennos¢ w badanym oligosacharydzie zwigzana
z niestechiometrycznym  podstawieniem przez PEtn. Glicyne w tej strukturze,
zidentyfikowano za pomoca spektrometrii MALDI MS/MS na reszcie heptozy (Zalacznik 3,
L ALLI %

We frakcji wykazujacej aktywnosci przeciwprzerzutowe zidentyfikowano de-O-acylowany
lipooligosacharyd (LOS-OH) E. coli B. Czasteczka ta powstaje w wyniku usunigcia czterech
reszt kwasow thuszczowych ze struktury lipidu A E. coli B. LOS-OH E. coli B zbudowany
jest z oligocukru rdzenia, pofaczonego wiazaniem kowalencyjnym z dwucukrem —6)-p-D-
GlepN4P-(1—6)-a-D-GlcpN 1P podstawionym w pozycji N2 i N2’ resztami kwasu R-3-
hydroksytetradekanowego [14:0(3-OH)] (Zatacznik 3, IL.[2]). W trakcie projektu powstato
réwniez zgloszenie patentowe dotyczace biatka bakteriofagowego wigzacego endotoksyny
oraz jego zastosowanie, w ktorym wykorzystywano zdefiniowang czasteczk¢ LOS E. coli B
(Zatacznik 3, IL[3]).

W latach 2009-2014 bratam aktywny udzial w zadaniu badawczym dla Wroctawskiego
Centrum Badan EIT+ pt.: ,.Szczepionki przeciwbakteryjne nowej generacji: otrzymywanie,
charakterystyka immunochemiczna, wiasciwosci ochronne”™ w ramach projektu
.Biotechnologia i zaawansowane technologie medyczne”. Koordynowane przeze mnie
badania dotyczyly przygotowania koniugatu oligocukru rdzenia E. coli R3 z toksoidem
tezcowym (OSR3-TT), jako potencjalnego skladnika szczepionki antyendotoksynowe;.
Charakterystyka takich przeciwciat jest istotna z punktu widzenia zastosowania tych struktur
jako antygeny szczepionkowe. W izolatach E. coli z réznych Zrodet rdzen typu R1 wystepuje
najczesciej natomiast w strukturach LPS wielu izolatow klinicznych E. coli identyfikuje si¢
oligosacharyd rdzenia typu R3, ktérego czasteczka ma charakter zwitterjonu, co moze mie¢
istotne znaczenie podczas interakcji z receptorami na komoérkach ukladu immunologicznego.
Struktury cukrowe o charakterze zwitterjonu sa jedynymi cukrowymi strukturami

rozpoznawanymi przez receptory TCR na limfocytach T (tj. sa T-zalezne). Przygotowane
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i zidentyfikowane koniugaty OSR3-TT wykorzystuje obecnie w poszukiwaniu izolatow

klinicznych E. coli z typem rdzenia R3.

Badania z LPS E. coli kontynuuj¢ w obecnie wykonywanym projekcie MINIATURA,
gdzie opracowywana jest wydajna i skuteczna metoda otrzymywania zdefiniowanych
glikoform LPS na przyktadzie E. coli O111 (typ oligocukru R3). Otrzymane glikoformy LPS
zostang wykorzystane do zbadania ich kinetyki oddziatywan z ludzkim kompleksem
TLR4/MD-2 - za pomocg powierzchniowego rezonansu plazmonéw (SPR). Umozliwi to
poznanie wptywu zdefiniowanych skladnikéw cukrowych LPS E. coli O111 w interakcjach
z rozpoznajacym je receptorem na komoérkach a tym samym ich wplywu na odpowiedz
immunologiczng zakazonego organizmu. Zwitterjonowy charakter czasteczek (typ rdzenia
R3) moze mie¢ istotne znaczenie podczas aktywacji czasteczek prezentujacych antygen, ktore
prezentujgc za pomoca MHCII struktury zwitterjonowe aktywuja limfocyty T do

rozpoznawania tych struktur (przez receptor TCR).

Obecnie uczestnicze w projekcie Opus (2015-2018), ktérego celem sa badania
strukturalne zwiazane z ogélnym schematem struktury endotoksyn bakteryjnych, tj.
odpowiedzi na pytania dotyczace istnienia potaczen pomigdzy LPS a innymi antygenami
powierzchniowymi, takimi jak enterobakteryjny wspdlny antygen (ECA, enterobacterial
common antygen), antygen K (antygen kapsularny, antygen otoczkowy), czy antygen M (CA,
colanic acid), tj. wystepowania czasteczek ECA|ps, Kips, czy My ps. Zbadano panel szczepow
szorstkich i gtadkich bakterii z rodziny Enterobacteriaceae istotnych z punktu widzenia
infekcji szpitalnych i wybranych z grupy obejmujacej Klebsiella spp., E. coli, Shigella spp.,
P. shigelloides. Analizy strukturalne prowadzone sa metodami spektrometrii mas (MALDI-
TOF i ESI-MS) oraz spektroskopii NMR (po wczesdniejszym wyizolowaniu frakeji ECAypps).
Ustalono kompletne struktury ECApps W szorstkich szczepach E. coli R1 i R2. W szorstkim
szczepie E. coli R3 nie zidentyfikowano ECA/ps natomiast w przypadku szczepu E. coli R4
obecnos¢ tej struktury zostala zidentyfikowana jednak w mieszaninie z frakcja oligosacharydu
rdzenia stad obecnie prowadzone sg proby wyizolowania frakcji ECApps. Otrzymane wyniki
byly prezentowane podczas dwoch miedzynarodowych konferencji naukowych (Zatacznik 3,
VIIL.2[3], IX.2[20]).
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