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1. Jolanta tukasiewicz

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe / artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i
roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

08.07.1997 - dyplom mgr inz. na kierunku Biotechnologia, specjalnos¢:
Biotechnologia Molekularna i Biokataliza, Politechnika Wroctawska,
Wydziat Chemiczny, tytut pracy magisterskiej: “Badania strukturalne
i serologiczne lipopolisacharydu Hafnia alvei PCM 1207”. Promotor:
Prof. dr hab. Czestaw tugowski, dyplom ukornczenia studiow
Z wyroznieniem.

21.11.2001 - stopien doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biologia, nadany
uchwatg Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN (IITD PAN) we
Wroctawiu na podstawie przedtozonej rozprawy doktorskiej pt.:
“Budowa chemiczna
i whasciwosci biologiczne lipopolisacharydu Plesiomonas shigelloides
CNCTC 113/92”. Promotor: Prof. dr hab. Czestaw tugowski, praca
doktorska wyrdzniona przez Rade Naukowgq IITD PAN.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

od 01.07.2011 asystent, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda PAN we Woroctawiu; Laboratorium Immunochemii
Drobnoustrojéw

i Szczepionek.

2002 — 30.06.2011 adiunkt, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
we Woroctawiu; Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow
i Szczepionek.

1997 - 2002 asystent, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we
Wroctawiu; Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojéw
Szczepionek.

03.1997-07.1997 laborant, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
we Woroctawiu; Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojéw
i Szczepionek.
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4. Opis osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz.
595 ze zm.).

a)

1.

2.

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

»Struktury i aktywnosci biologiczne endotoksyn Hafnia alvei i Plesiomonas shigelloides

o odmiennych planach budowy regionu rdzen-lipid A”

J. Lukasiewicz, T. Niedziela, W. Jachymek, L. Kenne i C. Lugowski. Structure of the lipid
A-inner core region and biological activity of Plesiomonas shigelloides 054 (strain CNCTC
113/92) lipopolysaccharide.

Glycobiology, 2006, 16: 538-550. IF' 3.668 / MNiSW?: 24

Indywidualny wkfad w autorstwo: 80 %, autor korespondencyjny, wiodqcy udziat w planowaniu
eksperymentdw i przygotowaniu pracy do druku, prowadzenie hodowli bakteryjnych, otrzymanie
LPS i de-N,0-acylowanego LPS, uzyskanie i analiza widm NMR, analiza absolutnej konfiguracji
kwasow ttuszczowych, wykonanie i analiza widm masowych MALDI-TOF, analiza aktywnosci

biologicznych.;

J. Lukasiewicz, M. Dzieciatkowska, T. Niedziela, W. Jachymek, A. Augustyniuk, L. Kenne
i C. Lugowski. Complete lipopolysaccharide of Plesiomonas shigelloides O74:H5 (strain
CNCTC 144/92). 2. Lipid A, its structural variability, the linkage to the core
oligosaccharide, and the biological activity of the lipopolysaccharide.

Biochemistry, 2006, 45: 10434-10447. IF 3.633 / MNiSW: 20

Indywidualny wkfad w autorstwo: 70 %, autor korespondencyjny, wiodqcy udziat w planowaniu
eksperymentdow i przygotowaniu pracy do druku, udziat w przeprowadzeniu analizy jakosciowej

kwaséw ttuszczowych, udziat w wykonaniu i interpretacji eksperymentow NMR, wykonanie

i analiza widm masowych MALDI-TOF i ESI-MS".

! Wartog¢ wspotczynnika wptywu (Impact Factor), zgodnie z rokiem opublikowania.

? Liczba punktéw wedtug polskiego systemu punktacji czasopism, zgodnie z rokiem opublikowania.
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3. ). Lukasiewicz, T. Niedziela, W. Jachymek, L. Kenne i C. Lugowski. Two Kdo-heptose

regions identified in Hafnia alvei 32 lipopolysaccharide: the complete core structure and
serological screening of different Hafnia O-serotypes.

Journal of Bacteriology, 2009, 191: 533-544. IF 3.940 / MNiSW: 24

Indywidualny wktfad w autorstwo: 75 %, autor korespondencyjny, wiodqcy udziat w planowaniu
doswiadczenn i przygotowaniu pracy do druku, preparacja LPS, de-N,O-acylowanych LPS
i oligocukrow, udziat w wykonaniu i interpretacji eksperymentéw NMR, wykonanie i interpretacja
widm masowych, przygotowanie neoglikokoniugatu, immunizacja zwierzqt, absorbcja

przeciwciat i wykonanie badan serologicznych.

4. J. Lukasiewicz, W. Jachymek, T. Niedziela, L. Kenne i C. Lugowski. Structural analysis of
the lipid A isolated from Hafnia alvei 32 and PCM 1192 lipopolysaccharides.
Journal of Lipid Research, 2010, 51: 564-74. IF 6.115 / MNiSW: 32
Indywidualny wkfad w autorstwo: 80 %, autor korespondencyjny, wiodqcy udziat w planowaniu
doswiadczen i przygotowaniu pracy do druku, izolacja i oczyszczanie LPS i lipidéw A, udziat
w przeprowadzeniu analizy jakosciowej kwasow ttuszczowych, wykonanie analiz MALDI-TOF MS

i ESI-MS" oraz interpretacja widm masowych.

5. A. Swierzko, J. Lukasiewicz, A. Maciejewska, W. Jachymek, T. Niedziela, M. Matsushita,
M. Cedzynski i C. Lugowski. New functional ligands for ficolin-3 among
lipopolysaccharides of Hafnia alvei.

Glycobiology, 2012, 22: 267-280. IF 3.791° / MNiSW: 32

Indywidualny wktad w autorstwo: 60 %, autor korespondencyjny, udziat w opracowaniu wynikéw
i przygotowaniu pracy do druku, wiodgcy udziat w planowaniu doswiadczen dotyczgcych badan
strukturalnych i syntezy neoglikokoniugatu (kierownik projektu badawczego obejmujgcego
zakres pracy), prowadzenie hodowli bakteryjnych, izolacja i oczyszczanie LPS, poli- i
oligosacharyddéw, wykonanie i udziat w interpretacji eksperymentow NMR, wykonanie i

interpretacja widm masowych.

3 Wartos¢ wspotczynnika wptywu za rok 2010.
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b) Omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Proponowana rozprawa habilitacyjna stanowi jednotematyczny cykl pieciu prac
oryginalnych (Zatgcznik 5) poswieconych badaniom strukturalnym endotoksyn bakteryjnych.
Endotoksyny (lipopolisacharydy, LPS) stanowig integralny sktadnik btony zewnetrznej ostony
komédrkowe] bakterii Gram-ujemnych. Lipopolisacharydy sg niezbedne do funkcjonowania
i przezywalnosci bakterii oraz odgrywajg istotng role jako czynniki wirulencji bakterii
Gram-ujemnych w przypadkach uogdlnionych zakazen, sepsy i wstrzgsu septycznego.

Czasteczki LPS, podobnie jak bakteryjne DNA, wirusowe RNA, glikolipidy
mykobakterii, kwasy lipotejchojowe, mannany drozdzy czy lipoproteiny bakterii
Gram-dodatnich stanowig tzw. wzorce molekularne patogendéw (pathogen-associated
molecular pattern, PAMP), tj. struktury charakterystyczne dla drobnoustrojow i jednoczesnie
obce dla organizmoéow eukariotycznych. Ponadto o waznosci PAMP dla drobnoustrojéw
Swiadczy fakt ich konserwatywnosci, nie podlegajg one bowiem czestym zmianom
w procesie ewolucji. W odpowiedzi na PAMP, komérki uktadu odpornosciowego organizmow
eukariotycznych wyksztatcity uniwersalny system receptoréw zdolnych do rozpoznawania
i indukcji reakcji obronnej skierowanej przeciwko PAMP. Nalezy tu wyrdzni¢ receptory
,Toll-like” (TLR), zamiatacze (scavenger), receptor mannozowy oraz wiele czasteczek
rozpuszczalnych rozpoznajgcych wzorce molekularne PAMP, jak sktadniki ukfadu
dopetniacza, kolektyny oraz antybakteryjne peptydy. W przypadku wszystkich tego typu
czgsteczek, to wtasnie ich cechy strukturalne przektadajg sie na zdolno$¢ opisanych
mechanizmdw do szybkiej i niezawodnej reakcji.

Czasteczki LPS izolowane z gtadkich form bakterii, niezaleznie od pochodzenia,
charakteryzujg sie ogdlnym planem budowy obejmujgcym trzy regiony:

(1) tancuch O-swoisty (polisacharyd O-swoisty) - polimer ztozony z powtarzajacych sie
podjednostek oligosacharydowych. Region ten wykazuje wysokg zmiennos¢ strukturalng
i determinuje serologiczng swoistos¢ LPS (swoistos¢ O-antygenowg);

(2) oligocukier rdzenia stanowigcy centralng czes¢ LPS, ktdry cechuje ograniczona zmiennosé
w obrebie gatunku. W regionie tym wyrdznia sie czes¢ dystalng wzgledem lipidu A, nazywana

rdzeniem zewnetrznym lub regionem heksozowym, oraz czes¢ proksymalng wzgledem lipidu
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A, nazywang rdzeniem wewnetrznym lub regionem heptozowym. Charakterystyczne
podstawniki niecukrowe to m. in. grupy fosforanowe (P) i pirofosforanowe (PP), etanolamina
(Etn) i glicyna.

(3) lipid A — region kotwiczacy LPS w btonie zewnetrznej sciany komdrkowej bakterii
Gram-ujemnych. Zbudowany jest u wiekszosci Enterobacteriaceae z dwucukru
B-D-GlcpN-(1->6)-a-D-GlcpN podstawionego kwasami ttuszczowymi, grupami fosforanowymi
oraz cukrowymi lub niecukrowymi podstawnikami, np. PEtn. Lipid A potgczony jest
z oligocukrem rdzenia wigzaniem ketozydowym pomiedzy czgsteczkg Kdo oligocukru rdzenia
i reszta B-D-GlcpN na koncu nieredukujgcym szkieletu cukrowego lipidu A. Aktywnosc
biologiczna LPS zaleina jest od struktury lipidu A, ktory charakteryzuje sie najmniejszg
zmiennoscig strukturalng i stanowi centrum toksycznosci LPS.

Obecne w organizmie ludzkim, zaréwno dzielgce sie jak i martwe bakterie Gram-
ujemne, uwalniajg do krwiobiegu endotoksyne. Oddziatywanie LPS z receptorami obecnymi
na powierzchni makrofagdw/monocytéw, limfocytéw i komoérek sréodbtonka indukuje
synteze, a nastepnie uwalnianie czynnikdw prozapalnych, takich jak czynnik martwicy
nowotworu a (tumor necrosis factor, TNF-a), interleukiny (IL-1, 6, 8), prostaglandyny,
leukotrieny, czynnik aktywujacy ptytki krwi (platelet-activating factor, PAF), tlenek azotu
i wolne rodniki tlenowe. Sposdb w jaki endotoksyna ujawnia swojg aktywnos¢ biologiczng,
niebezpieczng dla zainfekowanego organizmu, czyni z tej czasteczki nietypowg toksyne
bakteryjng. Najwazniejszg role odgrywa w tym procesie zaangazowanie sktadnikéw uktadu
odpornosciowego gospodarza. LPS, w kontakcie z komdrkami uktadu odpornosciowego,
stymuluje je do efektywnego zahamowania infekcji. Sytuacja staje sie jednak niebezpieczna
podczas uogdlnionych zakazen bakteryjnych, kiedy komérki docelowe dla LPS stymulowane
sg przez duzg liczbe obecnych w krwiobiegu czgsteczek endotoksyny. Dochodzi wtedy do
nadprodukcji mediatoréw, obnizenia ci$nienia krwi, wysokiej gorgczki, rozsianego
wewnatrznaczyniowego krzepniecia krwi, a w konsekwencji $miertelnego wstrzasu
septycznego.

Kluczowym kompleksem receptorowym uczestniczgcym w mechanizmach odpornosci
wrodzonej, wigzagcym lipid A czasteczki LPS, jest kompleks CD14/TLR4/MD-2 obecny, miedzy

innymi, na powierzchni makrofagéow, monocytéw, neutrofilow i limfocytow B. Regionem LPS
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wigzanym przez kompleks CD14/TLR4/MD-2 jest lipid A. Pozostate regiony endotoksyny
wptywajg modulujgco na aktywnos¢ lipidu A. Warto jednak podkresli¢, ze wysoka zmiennos¢
strukturalna w obrebie fancuchow O-swoistych pozwala bakteriom unikaé¢ sktadnikéw
zaleznej od przeciwciat odpornosci nabytej. Niemniej jednak, struktury cukrowe niektérych
tancuchéw O-swoistych i oligocukrow rdzeni mogg by¢ rozpoznawane przez czynniki
odpornosci wrodzonej, takie jak lektyny ukfadu dopetniacza: lektyna wigzgca mannan
(MBL, mannan-binding lectin) oraz fikolina-1 (M), -2 (L) i -3 (H). Lektyny wigzg swoiscie
okreslone struktury cukrowe na powierzchni mikroorganizméw i aktywujg mechanizmy
efektorowe, takie jak uktad dopetniacza, aglutynacja, opsonizacja, fagocytoza lub moduluja
odpowiedz? prozapalng lub alergiczna.

Przedstawiony do oceny cykl prac obejmuje trzy zagadnienia badawcze stanowiace
przedmiot moich zainteresowan naukowych:

- analiza strukturalna kompletnych struktur lipopolisacharydow,
- zaleznosci miedzy strukturg a aktywnoscig biologiczna lipopolisacharydéw,
- swoistos¢ oddziatywan endotoksyn ze sktadnikami uktadu dopetniacza.

Przedtozony cykl publikacji obejmuje analize strukturalng lipopolisacharydéw dwdch
gatunkdw Gram-ujemnych bakterii, Hafnia alvei i Plesiomonas shigelloides.

H. alvei jest oportunistycznym patogenem wywotujgcym infekcje (posocznica, sepsa,
choroby ukfadu oddechowego) u oséb z obnizong odpornoscig, noworodkéw i chorych
z istniejgcymi przewlektymi chorobami i nowotworami. Bakterie te izoluje sie w przypadkach
mieszanych infekcji szpitalnych. Sg one odpowiedzialne za grozne infekcje na fermach
kurzych i hodowlach pstragéw. Lipopolisacharydy tych bakterii badano od lat skupiajac sie na

charakterystyce faricuchéw O-swoistych i oligocukrow rdzeni.

Plesiomonas shigelloides wywotuje ostre infekcje jelitowe (biegunka podrdznych)
i jest trzecim pod wzgledem czestosci wystepowania czynnikiem wywotujgcym tego typu
zakazenia w Azji wschodniej w grupie obejmujacej Vibrio parahaemolyticus, Samonella spp.,
Campylobacter spp., Aeromonas spp. i Shigella spp. Infekcje pozajelitowe wywotywane przez
ten gatunek s3 rzadsze (zapalenie woreczka zdtciowego, septyczne zapalenie stawdw,
zapalenie gatki ocznej, zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych i bakteriemia), ale
w przypadkach zapalenia opon modzgowo-rdzeniowych i sepsy, sg przyczyng wysokiej

7
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Smiertelnosci. Lipopolisacharydy P. shigelloides sg stabo poznane zaréwno pod kagtem
struktury  chemicznej, jak i aktywnosci biologicznej. Wyniki  przedstawione
w prezentowanych przeze mnie pracach stanowig jedne z pierwszych doniesien dotyczgcych

struktury LPS P. shigelloides.

Cechg wspdlng przedtozonych publikacji jest kompleksowe podejscie do analizy
strukturalnej lipopolisacharyddéw opisanych powyzej bakterii. Nadrzednym celem byto
ustalenie petnej struktury lipopolisacharyddéw, tzn. okreslenie struktur i potgczen pomiedzy
poszczegdlnymi regionami LPS: taicuchem O-swoistym, oligocukrem rdzenia i lipidem A.
Wymogiem dla tego typu badan byto wyjscie poza schemat klasycznej analizy LPS,
polegajgcej na ustalaniu struktury jedynie dla izolowanych fragmentéw: polisacharydu
O-swoistego, oligocukru rdzenia i lipidu A. Oddzielenie lipidu A od frakgji
oligocukréw rdzenia i tancuchéw O-swoistych ufatwia obecnos¢ kwasolabilnego wigzania
pomiedzy resztg Kdo oligocukru rdzenia a lipidem A. Podejscie takie dominuje w
pismiennictwie poswieconym badaniom strukturalnym LPS. Niezaleznie od pochodzenia LPS,
jedynie analiza de-N,0-acylowanych pochodnych, uzyskanych w wyniku tfagodnej
hydrazynolizy i/lub hydrolizy 4M KOH, pozwala na zachowanie labilnych wigzan
ketozydowych i odkrycie wczesniej niezidentyfikowanych sktadnikéw i potaczen. Kluczem do
petnej charakterystyki strukturalnej tych czgsteczek byto stosowanie szeregu uzupetniajgcych
sie chemicznych metod analitycznych oraz nowoczesnych technik instrumentalnych, takich
jak spektrometria mas MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization — time of
flight), wielostopniowa spektrometria mas (MS") ze zrédtem jondw ESI (electrospray
ionization), spektrometria mas sprzezona z chromatografia gazowa (GC-MS) oraz
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (nuclear magnetic resonance, NMR).
Ponadto podkreslenia wymaga fakt, ze badanie zaleznosci pomiedzy strukturg a aktywnoscia
biologiczng endotoksyn wymagato uprzedniej szczegétowej analizy lipidu A — regionu
zaangazowanego w oddziatywanie LPS z receptorami komodrek docelowych organizmu
gospodarza. W przypadku obu wymienionych gatunkdw bakterii przedstawione prace
stanowig pierwsze i jak dotychczas jedyne doniesienia opisujgce w sposdb szczegdtowy

analize tak waznego dla wirulencji tych Gram-ujemnych bakterii regionu.
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Za najwazniejsze osiggniete rezultaty uwazam:

° Okreslenie struktur kompletnych lipopolisacharydéw izolowanych z P. shigelloides 054
i 074, z uwzglednieniem wptywu ich budowy na ich charakter fizykochemiczny i

aktywnosci biologiczne (np. hydrofobowosé, podwyzszona aktywnosc¢ in vivo).

. Okreslenie kompletnych struktur form szorstkich endotoksyn izolowanych z H. alvei 32
i PCM 1192. Identyfikacja i lokalizacja tréjcukréw zawierajacych Kdo w regionie

zewnetrznym oligocukru rdzenia.

° Identyfikacja tgcznika (dwucukier Hep-Kdo) wskazujgcego na sposdb podstawienia

oligocukru rdzenia polisacharydem O-swoistym w lipopolisacharydach H. alvei.

° Szczegdtowa analiza heterogennosci lipidow A P. shigelloides i H. alvei, wykonana po

raz pierwszy w przypadku obu gatunkdéw bakterii.

. Identyfikacja bakteryjnych ligandéw dla dwodch sktadnikow drogi lektynowej
dopetniacza, elementéw wrodzonej odpornosci - ludzkiej fikoliny-3 (H) oraz biatka
wigzgcego mannan (MBL) wsrdd lipopolisacharydéw H. alvei. Otrzymane wyniki
stanowity pierwsze na $wiecie doniesienie na temat w petni scharakteryzowanego pod
wzgledem strukturalnym ligandu dla fikoliny-3, co ma szczegdlne znaczenie biorgc pod

uwage znikomg wiedze na temat specyficznosci tej lektyny.

° Zaprojektowanie i otrzymanie neoglikokoniugatu biatka nosnikowego z fragmentem
LPS selektywnie rozpoznawanego wytgcznie przez fikoline-3 i zastosowanie go do
pomiaru stezenia i aktywnosci fikoliny-3 i jej komplekséw z MASP-2 w ptynach
ustrojowych (pomiary wolne od wptywu na wigzanie pozostatych czynnikdw drogi

lektynowej uktadu dopetniacza: MBL, fikolina-1, fikolina-2).

W kolejnej czesci autoreferatu przedstawiono podsumowanie wynikow opisanych w

wybranych do oceny publikacjach.
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J. Lukasiewicz, T. Niedziela, W. Jachymek, L. Kenne i C. Lugowski. Structure of the

lipid A-inner core region and biological activity of Plesiomonas shigelloides O54 (strain

CNCTC 113/92) lipopolysaccharide. Glycobiology, 2006, 16: 538-550.

Celem pracy byta analiza strukturalna petnej czgsteczki LPS P. shigelloides 054 (szczep
CNCTC 113/92), a w szczegdlnosci okreslenie potgczenia miedzy oligocukrem rdzenia
i lipidem A, identyfikacja dodatkowych kwasolabilnych podstawnikéw w regionie rdzenia
i szczegdétowa analiza heterogennej frakcji lipidu A. Przedstawiona praca jest pierwszym
doniesieniem na temat petnej struktury LPS tych stabo dotychczas scharakteryzowanych

bakterii.

Trudnos¢ podjetych badan wynikata ze skomplikowanej budowy i heterogennosci
frakcji de-N,0-acylowanych fragmentéw LPS, uzyskanych po usunieciu estrowo i amidowo
zwigzanych kwaséw ttuszczowych w wyniku przeprowadzenia tagodnej hydrazynolizy,
a nastepnie hydrolizy w obecnosci 4 M KOH. Frakcje homogenng uzyskano metoda
chromatografii powinowactwa na ztozu z immobilizowang serotoning, opracowang przeze
mnie we wspotpracy z prof. Czestawem tugowskim. W metodzie tej wykorzystano
opisywane w piSmiennictwie zjawisko oddziatywania serotoniny z resztami kwasu
2-keto-3-deoxy-oktulozonowego (Kdo). Zastosowana procedura degradacji pozwolita
zachowac wszystkie obecne w czgsteczce LPS kwasolabilne wigzania ketozydowe, co
pozwolito nastepnie ustali¢ potgczenie pomiedzy oligocukrem rdzenia i lipidem A. Ponadto,
przy uzyciu metod analizy chemicznej i spektrometrii mas MALDI-TOF, okre$lono po raz
pierwszy strukture lipidu A P. shigelloides. W celu okreslenia miejsc podstawienia kwasami
ttuszczowymi wykorzystano réznice w jonizacji lipidu A w trybie ujemnym i dodatnim
podczas analizy przy pomocy spektrometrii MALDI-TOF. Interesujgcymi wtasciwosciami
badanej czgsteczki, odrdzniajgcymi jg od wiekszosci dotychczas badanych LPS
Enterobacteriaceae, byt brak grup fosforanowych, obecnos¢ kwaséw uronowych w regionie
oligocukru rdzenia i heksoz w regionie rdzenia wewnetrznego.

Przeprowadzono takze pordownanie aktywnosci biologicznej badanego LPS w testach
in vitro i in vivo z typowym dla rodziny Enterobacteriaceae LPS E. coli O55. Poréwnujgc LPS

P. shigelloides 113/92 (brak P, PP, PPEtn w oligocukrze rdzenia) z LPS E. coli O55 (klasyczny
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plan budowy LPS, obecnos¢ P, PP i PPEtn) mozna przypuszczaé, ze zwiekszona aktywnosé in
vivo LPS 113/92, przy podobnej aktywnosci in vitro, moze wynika¢ z braku grup
fosforanowych w oligocukrze rdzenia. Wiadomo, ze brak grup fosforanowych nie wptywa na
oddziatywanie lipidu A z receptorami makrofagéw (ukfad in vitro), natomiast czyni LPS
113/92 bardziej odpornym na dziatanie neutralizujgce kationowych antybakteryjnych

peptydéw w uktadzie in vivo.

J. Lukasiewicz, M. Dzieciatkowska, T. Niedziela, W. Jachymek, A. Augustyniuk, L. Kenne
i C. Lugowski. Complete lipopolysaccharide of Plesiomonas shigelloides O74:H5 (strain
CNCTC 144/92). 2. Lipid A, its structural variability, the linkage to the core oligosaccharide,
and the biological activity of the lipopolysaccharide. Biochemistry, 2006, 45: 10434-10447.

Badania dotyczyty petnej struktury LPS P. shigelloides O74:H5 (szczep CNCTC 144/92), a
przede wszystkim okreslenia wigzania pomiedzy oligocukrem rdzenia i lipidem A. Analizie
strukturalnej przy uzyciu metod chemicznych i instrumentalnych (NMR, MALDI-TOF MS, ESI-
MS") poddano de-N,0-acylowany LPS, potwierdzajagc opublikowang wcze$niej strukture
oligocukru rdzenia (Zat. 3, 1.2.1 [13]) i identyfikujgc dodatkowg terminalng reszte Kdo, ktora
tracona jest w przypadku klasycznego podejscia do analizy strukturalnej LPS (kwasna
hydroliza). Podobnie jak w przypadku LPS 113/92, nie stwierdzono obecnosci niecukrowych
podstawnikoéw, takich jak P, PP i PPEtn, typowych dla ,klasycznego” planu budowy LPS
Enterobacteriaceae. Region lipidu A badanych frakcji LPS charakteryzowat sie duig
heterogennoscig wynikajgcg z obecnosci trzech dominujgcych form lipidu A, w ktérych
réznice dotyczyty podstawnikéw acylowych o strukturach 14:0(3-0-9¢-16:1), 14:0(3-0-14:0)
lub 14:0(3-0-12:0) w pozycji N-2’. Szczegbtowaq analize strukturalng zidentyfikowanych form
przeprowadzono przy uzyciu techniki ESI-MS". Uwage zwraca fakt, ze identyfikacja
w strukturze lipidu A rzadko spotykanego skfadnika, kwasu cis-9-heksadekanowego
(9¢-16:1), moze wskazywac na zwigzek takiej modyfikacji z mechanizmami patogenezy tego
gatunku, co ma takze miejsce u Yersinia spp., E. coli i Salmonnela i jest elementem
indukowanym w odpowiedzi na niskg temperature bytowania patogenu, modulujgcym

ptynnos$¢ btony zewnetrznej sciany komorkowej tych bakterii. Dodatkowo, lipopolisacharydy
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144/92 stanowity pierwszy przypadek w analizowanej grupie endotoksyn P. shigelloides, w
ktorych podczas otrzymywania LPS metodg ekstrakcji wodno-fenolowej, uzyskiwano
preparat zarowno z fazy wodnej, jak i fenolowej. W sSwietle obecnie prowadzonych badan
jest to niezwykle intrygujgca i jak pokazujg kontynuowane badania, powszechna cecha LPS
P. shigelloides, ktoéra wskazuje na stuszny kierunek poszukiwania jej ewentualnej roli
w patogenezie tego gatunku. Interesujgce wtasciwosci fizykochemiczne badanych LPS
sktonity nas do podjecia préby oceny aktywnosci biologicznych frakcji wodnej i fenolowej LPS
w testach in vitro. Lipopolisachrydy izolowane z fazy wodnej i fenolowej wykorzystano do
stymulacji makrofagopodobnej linii komorkowej J774.A1, podczas ktérej mierzono poziom
TNF-o, IL-6 i NO (gtéwne cytokiny, ktérych wytwarzanie indukowane jest poprzez
oddziatywanie LPS z kompleksem receptorowym CD-14/TLR-4/MD-2). Obserwowano istotne
roznice statystyczne miedzy badanymi preparatami LPS. Biorgc pod uwage hydrofobowy
charakter wiekszosci izolowanych LPS P. shigelloides, mozna przypuszczaé, ze na aktywnos$¢
biologiczng takich czasteczek bedzie miat wptyw charakter agregatéw tworzonych
w srodowisku wodnym, ktdry bedzie rézny w przypadku LPS izolowanego z fazy fenolowe;j

i wodnej.

J. Lukasiewicz, T. Niedziela, W. Jachymek, L. Kenne i C. Lugowski. Two Kdo-heptose regions
identified in Hafnia alvei 32 lipopolysaccharide: the complete core structure and serological

screening of different Hafnia O-serotypes. Journal of Bacteriology, 2009, 191: 533-544.

Opisane w pracy badania strukturalne dotyczyty okreslenia lokalizacji w strukturze
lipopolisacharydow H. alvei 32 i PCM (Polish Collection of Microorganisms) 1192
kwasolabilnego tréjcukru zawierajgcego Kdo:

L-a-D-Hep-(1—4)-[o-D-Galp60Ac-(1—7)]-o-Kdo-(2—.
Tego typu trdjcukry byly wczesdniej identyfikowane we frakcjach oligocukréw LPS H. alvei
otrzymywanych w wyniku klasycznej procedury degradacji LPS (kwasna hydroliza), jednak ze
wzgledu na kompleksowos¢ wymaganych analiz nie ustalono ich lokalizacji w strukturze LPS.
Analizie strukturalnej przy pomocy spektroskopii NMR oraz spektrometrii masowej MALDI-
TOF i ESI-MS poddano de-N,O-acylowane LPS 32 i 1192, w ktérych zachowano kwasolabilne
wigzania pomiedzy resztami Kdo a pozostatymi sktadnikami czgsteczki. Wykazano, ze ww.
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tréjcukier stanowi integralng, dystalng czes¢ regionu zewnetrznego oligocukru rdzenia.
Biorgc pod uwage wyniki analiz strukturalnych polisacharydu O-swoistego H. alvei
przedstawione w pracy nr 5 cyklu publikacji, wszystko wskazuje na to, ze tego typu
fragmenty stanowig tacznik pomiedzy polisacharydem O-swoistym a oligocukrem rdzenia
(zat. 3, 1X.2.[4], wyniki nieopublikowane). Opierajgc sie na réznicach strukturalnych miedzy
LPS 32 (ww. tréjcukier) i PCM 1207 (dwucukier L-a-D-Hep-(1—4)-a-Kdo-(2—, dane
nieopublikowane, Zat. 3 IX.2 [4]), oczyszczono metodg chromatografii powinowactwa
poliklonalne przeciwciata swoiscie rozpoznajgce terminalng reszte a-D-Galp60Ac
w ww. trdjcukrze. Przeciwciata te wykorzystano jako narzedzie w przesiewowych
poszukiwaniach obecnosci takiego tréjcukru w lipopolisacharydach izolowanych z 37
szczepOw H. alvei. Obecnos$é poszukiwanego tréjcukru stwierdzono réwniez, poza LPS 32 i
1192, w LPS H. alvei 974, PCM 1188, PCM 1198, PCM 1204 i PCM 1214. Przedstawiona praca
stanowi pierwsze doniesienie wskazujace na lokalizacje tego typu kwasolabilnych elementow
w lipopolisacharydach H. alvei. Ich obecnos¢ wydaje sie by¢ cechg charakterystyczng
endotoksyn H. alvei, co wykazano w przeprowadzonych badaniach immunoenzymatycznych.
To rzadka cecha u Enterobacteriaceae, a obecnos$¢ reszt Hep i Kdo w regionie zewnetrznym
oligocukru rdzenia LPS wykazano dotychczas jedynie u Klebsiella pneumoniae, Serratia

marcescens i Rhizobium etli.

J. Lukasiewicz, W. Jachymek, T. Niedziela, L. Kenne i C. Lugowski. Structural analysis of the
lipid A isolated from Hafnia alvei 32 and PCM 1192 lipopolysaccharides. Journal of Lipid
Research, 2010, 51: 564-74.

Publikacja dotyczyta szczegétowej analizy instrumentalnej lipidu A czterech
lipopolisacharydow H. alvei 32 i PCM 1192, 1206, 1207. Punktem wyijscia dla opisanych
analiz byta znajomos$¢ budowy szkieletu cukrowego badanych lipidéw A, ktéra okreslono
okreslonej w badaniach strukturalnych de-N,O-acylowanego LPS 32 (Zat. 3, 1.2.1 [16]). Sktad
amidowo- i estrowo zwigzanych kwasow ttuszczowych ustalono przy pomocy GC-MS. Przy
uzyciu wielostopniowej spektrometrii mas (ESI-MS") zidentyfikowano miejsca podstawienia

szkieletu cukrowego kwasami ttuszczowymi. Analizom ESI-MS" poddano heterogenng
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mieszanine kilku populacji lipidu A, co umozliwito okreslenie doktadnej struktury zaréwno
form heksa-, jak i heptaacylowanych oraz mono- i bisfosforylowanych. Praca ta stanowita
pierwsze doniesienie dotyczace struktury lipidu A w LPS H. alvei. Wykazano obecno$¢
struktur podobnych do lipidéw A spotykanych w LPS E. coli, czyli takich, ktére potencjalnie
mogy wykazywac petng aktywnos¢ biologiczng typowa dla endotoksyn bakteryjnych o
klasycznym typie budowy lipidu A. Ponadto, wykazano obecnos¢ formy heptaacylowanej,
ktora charakteryzowata sie obecnoscig drugorzedowego kwasu ttuszczowego 16:0 w pozycji
N-2 proksymalnej reszty GIcN szkieletu cukrowego lipidu A. Tego typu modyfikacja,
nazywana palmitylacja, z towarzyszacym jej czesto podstawieniem 4-amino-4-deoxy-L-
arabinopyranozg (ArapN) i Etn, pozwala bakteriom Gram-ujemnym (np. Salmonella spp.)
unika¢ mechanizméw obronnych ukfadu odpornosciowego gospodarza, umozliwiajgc
bytowanie bakterii we wnetrzu makrofaga, czy komérek srodbtonka. Ostatnie doniesienia
wskazujg na zdolnos¢ H. alvei do inwazji i namnazania sie w ludzkich komdrkach srédbtonka.
Ponadto, obecnos$¢ heptaacylowanych form zwieksza stabilnos¢ sciany komérkowej, co w
pofaczeniu

z nagromadzeniem dodatnich fadunkéw w szkielecie lipidu A (Etn i AraN) utrudnia skuteczng
odpowiedz kompleksu receptorowego CD14/TLR4 i dziatanie kationowych peptyddow
antybakteryjnych powodujgcych dezintegracje sciany komorkowej, a nastepnie rozpad
komorki bakteryjnej. Zjawisko palmitylacji wykorzystywane jest w procesie patogenezy przez
bakterie, takie jak Salmonella enterica serowar Typhimurium, E. coli, K. pneumoniae,
Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Bordetella bronchiseptica, Yersinia

enterocolitica i Yersinia pseudotuberculosis.

A. Swierzko, J. Lukasiewicz, A. Maciejewska, W. Jachymek, T. Niedziela, M. Matsushita,
M. Cedzynski i C. Lugowski. New functional ligands for ficolin-3 among lipopolysaccharides of

Hafnia alvei. Glycobiology, 2012, 22: 267-280.

Przedstawiona praca dotyczy oddziatywania dwéch istotnych dla wrodzonej odpornosci
czasteczek: ludzkiej fikoliny-3 (fikoliny H) — kluczowego, stabo scharakteryzowanego

elementu uktadu dopetniacza oraz lipopolisacharydéw wyizolowanych z 45 szczepow
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H. alvei. Wstepem do identyfikacji nowych ligandéw fikoliny-3 byty zapoczgtkowane przeze
mnie badania strukturalne lipopolisacharydéw H. alvei. Okazato sie, ze wiekszos¢
lipopolisacharydow tego gatunku bakterii oddziatuje z ludzkg MBL, jednym z kluczowych
aktywatorow drogi lektynowe] dopetniacza (Zat. 3, I1X.2 [5 i 6], wyniki nieopublikowane).
Ocena specyficznosci wigzania wybranych LPS H. alvei z MBL wymagata doswiadczen
kontrolnych opisujgcych oddziatywania tych lipopolisacharyddw z pozostatymi aktywatorami
lektynowej drogi uktadu dopetniacza: fikoling-1 (M), fikoling-2 (L) i fikoling-3 (H). W wyniku
przeprowadzonych badan przesiewowych zidentyfikowano 4 lipopolisacharydy H. alvei (LPS
23, PCM 1200, PCM 1203 i PCM 1205), rozpoznawane przez fikoline-3. Oddziatywanie to byto
specyficzne i dotyczyto tancuchow O-swoistych. Stanowito bardzo ciekawe odkrycie
dotyczace specyficznosci tych lektyn. Praca ta stanowi bowiem pierwsze tak szczegétowe
doniesienie na temat struktury chemicznej ligandow rozpoznawanych przez fikoline-3.
Specyficznos¢ fikoliny-3 wzgledem ligandéw wcigz jest bardzo stabo scharakteryzowana.
Dotychczas posrod liganddéw tej lektyny identyfikowano jedynie polisacharyd izolowany z
Aerococcus viridans 86965 (brak danych na temat struktury), N-acetylowane BSA (ligand
niewystepujacy w naturze) oraz antygeny powierzchniowe komorek linii biataczkowe;j
apoptotycznych limfocytéow T (linii komdrkowej Jurkat, brak danych na temat struktury
chemicznej rozpoznawanych czasteczek). Donoszono réwniez, ze fikolina-3 prawdopodobnie
wigze sie z LPS Salmonella serowar Minnesota i Typhimurium oraz E. coli, co wykazano
jedynie posrednio w testach na aglutynacje i hamowanie aglutynacji ludzkich erytrocytow.
Wykazano zdolnos$¢ badanych komplekséw LPS/fikolina-3 do inicjacji drogi lektynowej
uktadu dopetniacza w sposéb selektywny, niezalezny od innych kluczowych elementéw
dopetniacza: MBL, fikoliny-1 i -2 oraz immunoglobulin. Selektywnos¢ zidentyfikowanych
liganddéw pozwolita na zaprojektowanie neoglikokoniugatu frakcji polisacharydu O-swoistego
(PS1) z biatkiem (BSA, bovine serum albumin) w celu otrzymania narzedzia diagnostycznego
stuzgcego do pomiardéw stezenia i aktywnosci fikoliny-3 w ptynach ustrojowych. Biorgc pod
uwage fakt, ze dotychczas opisano zaledwie kilka ligandéw dla fikoliny-3, stabo
scharakteryzowanych pod wzgledem struktury, otrzymane wyniki stanowig istotny wktad w
badania prowadzgce do okreslenia wspdlnych i typowych cech ligandéw wigzanych przez te

lektyne. Praca sktada sie z czesci biologicznej oraz czesci dotyczgcej analizy strukturalnej
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polisacharydow O-swoistych otrzymywanych w wyniku kwasnej hydrolizy LPS 1200. W
projektowaniu odpowiedniego ligandu kluczowa role odegraty wyniki moich wczesniejszych

badan nad kompletnymi strukturami lipopolisacharydéw H. alvei (Zat. 3, 1.2.1 [16] oraz IX.2

[4,5,6]). Analizie poddano frakcje polisacharydéw O-swoistych zbudowanych z réznej liczby
podjednostek. Przeprowadzone doswiadczenia potwierdzity strukture podjednostki taricucha
O-swoistego, doprowadzity do okreslenia struktury biologicznej podjednostki oraz
zidentyfikowania nowego typu facznika, zawierajgcego reszte Kdo, pomiedzy taricuchem O-
swoistym a oligocukrem rdzenia, stanowigcego fragment nastepujgcej struktury:
tancuch O-swoisty-[L-a-D-Hepp-(1->8)]-(1-—»7)-a-Kdop-(2—?)-oligocukier rdzenia. Zawarte w
pracy wyniki analiz strukturalnych wskazujg na ogélny plan budowy wiekszosci LPS H. alvei,
niezaleznie od motywodw zawierajgcych Kdo znajdujgcych sie w szorstkich formach LPS
(dwucukier, tréjcukier liniowy i rozgateziony). Wyniki te stanowig uzupetnienie badan
przedstawionych przeze mnie w postaci trzech referatow na konferencjach

miedzynarodowych (Zat. 3, 1X.2 [4,5,6]). Wskazujg one na ogdlny plan budowy gtadkiego LPS

H. alvei o typowej strukturze oligocukru rdzenia.

Wykazano ponadto, ze lipopolisacharydy H. alvei zdolne sg do aktywacji uktadu
dopetniacza poprzez oddziatywanie z fikoling-3 i MBL, odpowiednio w regionie tancuchow
O-swoistych i regionie oligocukrow rdzeni.

Obecnos¢ elementu Hep-Kdo w regionie zewnetrznym oligocukru rdzenia umozliwita
zaprojektowanie neoglikokoniugatu zawierajacego ligand pozbawiony czesci rdzeniowej LPS,
ktory zapewnia selektywne wigzanie fikoliny H i umozliwia selektywny (niezalezny od
pozostatych fikolin) pomiar stezenia i aktywnosci fikoliny H w ptynach ustrojowych.
Zaproponowane rozwigzanie stato sie przedmiotem krajowego zgtoszenia patentowego
P.391475 oraz zgtoszenia miedzynarodowego PCT/PL2011/050024 (zZat. 3, Il [1-3]). W
obliczu pojawiajgcych sie doniesien o roli fikoliny H w modulowaniu odpornosci
i konsekwencjach jej niedoboréw, otrzymany neoglikokoniugat moze z powodzeniem
zastgpi¢ dostepne i droisze systemy diagnostyczne oparte na dwoéch przeciwciatach
monoklonalnych i tescie ELISA typu “sandwich”. Koniugat zastosowano z powodzeniem do

pomiaru stezenia i aktywnosci fikoliny-3 w surowicach krwi pepowinowej noworodkéw,
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wskazujgc na zaleznosci pomiedzy poziomem fikoliny-3 a wagg urodzeniowg i wiekiem

cigzowym (Zat. 3,1.2.1 [20i 21] oraz X.2 [29-33]).

W kazdej z powyzszych prac dalekie od klasycznego, nierutynowe podejscie do analizy
strukturalnej LPS byto niezbedne dla ustalenia kompletnej struktury badanych czgsteczek,
wyjasnienia zaleznosci miedzy budowg LPS a obserwowanymi aktywnosciami biologicznymi
lub identyfikacji elementéw, ktdre mozna tatwo przeoczy¢ skupiajac sie jedynie na analizie
produktéw degradacji LPS. Rutynowe podejscie do analiz strukturalnych LPS (analiza
wyizolowanych regionéw) skutkowato przez lata brakiem odpowiedzi na pare istotnych
pytan dotyczacych endotoksyn. W przypadku lipopolisacharyddéw H. alvei, czasteczek szeroko
badanych w Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek, pytania dotyczyty
budowy lipidu A, ogdlnego planu budowy endotoksyn tego gatunku i miejsca lokalizacji dwu-
i tréjcukréow zawierajgcych Kdo, ktére w postaci izolowanej identyfikowane byty juz w 1994 r.
W przypadku lipopolisacharyddw P. shigelloides, z powodu szczatkowej informacji dotyczacej
struktur endotoksyn tego gatunku, charakterystyki strukturalnej wymagaty wszystkie regiony
LPS. Istnienie licznych strukturalnych niuanséw w lipopolisacharydach nie pozostaje bez
wptywu na ich aktywnos¢ biologiczng, a wyniki badan strukturalnych stanowig drogowskaz
dla interpretacji danych uzyskiwanych w testach in vitro i in vivo. Dobrym przyktadem dla
zaleznosci aktywnosci od struktury jest lipid A, ktédry mimo iz stanowi najbardziej
konserwatywny region endotoksyny podlega opisanym modyfikacjom, ktdre w zaleznosci od
ich charakteru potrafig obnizy¢ 10-100-krotnie jego aktywnos$¢ biologiczng w testach in vitro
przekazywania sygnatu przez kompleks receptorowy CD14/TLR4/MD-2. Dlatego tez
wykorzystujgc komercyjne preparaty LPS E. coli O55 jako standardy w ocenie wrazliwosci linii
komdrkowej na LPS powinno sie uwzglednia¢ wypadkowg nature obserwowanych efektéow
dla mieszaniny réznych form LPS 055, z ktérych kazda forma osobno moze wykazywaé
antagonistyczne lub agonistyczne oddziatywanie z receptorem. Ponadto, biorgc pod uwage
procentowy udziat tych form i ich czesciowg labilnos¢ w warunkach kwasnej hydrolizy,
wiedza na temat struktury tego regionu w natywnej czgsteczce ma istotne znaczenie w

badaniach mechanizméw patogenezy zaleznych od reakcji wrodzonego uktadu
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odpornosciowego gospodarza (przekazywanie sygnatu na drodze rozpoznania lipidu A przez
np. CD14/TLR4/MD2).

Wybrane przeze mnie prace wpisujg sie w nowy nurt badawczy nad strukturami
lipopolisacharyddow, ktdorego kierunek wyznacza réwniez Laboratorium Immunochemii
Drobnoustrojéw i Szczepionek w [ITD PAN we Wroctawiu. Nowoczesne metody
instrumentalne pozwalajg wnikac¢ w istotne dla aktywnosci szczegdty strukturalne natywnych
czgsteczek LPS. Badania dotyczgce endotoksyn majg istotne odniesienia kliniczne
umozliwiajgce zrozumienie mechanizméw rozwoju sepsy i wstrzgsu septycznego, na
poziomie molekularnym, oraz stanowig podstawe dla opracowania nowych metod

diagnostycznych i strategii terapeutycznych przeciwko zakazeniom bakteryjnym.

5. Oméwienie pozostatych osiggnieé¢ naukowo - badawczych.
Podsumowanie.

Méj dorobek naukowy obejmuje wspoétautorstwo w 20 anglojezycznych pracach
oryginalnych opublikowanych w czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal Citation
Reports (w tym 16 pracach oryginalnych opublikowanych po uzyskaniu stopnia naukowego
doktora: pierwszy autor - 9 prac, autor korespondencyjny - 7 prac), wspoétautorstwo
w 3 pracach przegladowych, 28 komunikatow zjazdowych, 6 referatéw wygtoszonych na
miedzynarodowych konferencjach naukowych, 1 patent krajowy, 1 krajowe zgloszenie
patentowe oraz 1 miedzynarodowe zgfoszenie patentowe. Sumaryczny wspétczynnik
wptywu (IF, impact factor) prac oryginalnych wynosi 69.231 (punktacja MNiSW: 416 pkt.). Do
dnia 8 marca 2012 r., wedtug bazy Web Of Science (WOS), prace byty cytowane 160 razy
(wytaczono autocytowania). taczny IF pieciu prac objetych rozprawg habilitacyjng wynosi
21.147, przy ilosci cytowan 23. Ponadto, w ramach dziatalnosci naukowej uczestniczytam
w 7 zrealizowanych projektach badawczych finansowanych przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego, oraz w 4 projektach badawczych realizowanych w chwili obecnej,
w tym jednym projekcie rozwojowym finansowanym z funduszy Narodowego Centrum
Badan i Rozwoju (2010-2013) oraz projekcie finansowanym ze Srodkéw UE w ramach

Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka we wspétpracy z WCB EIT+ (2009-2014).
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W przypadku 2 z ww. projektéw petnitam lub petnie funkcje kierownika projektu

badawczego.

a) Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace badawczg, jak réwniez prace dyplomows, realizowatam pod kierunkiem
prof. dr hab. Czestawa tugowskiego w Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow
i Szczepionek w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu.
Tematem wiodgcym tego laboratorium sg immunochemiczne i biologiczne wtasciwosci
endotoksyn bakteryjnych. Realizowana przeze mnie praca magisterska, zatytutowana
»,Badania strukturalne i serologiczne LPS Hafnia alvei PCM 1207” dotyczyta analizy
strukturalnej i serologicznej regiondw LPS, takich jak faricuch O-swoisty i oligocukier rdzenia.

Po ukonczeniu studidw, w 1997 r., rozpoczetam prace w IITD PAN we Wroctawiu na
stanowisku asystenta w Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojéw i Szczepionek.
Angazowatam sie we wszystkie kierunki prowadzonych badan - od analiz strukturalnych
lipopolisacharydéw w formie zdegradowanej i natywnej, przez pionierskie na skale swiatowa
analizy lipopolisacharydéw bezposrednio na komérkach bakteryjnych przy uzyciu techniki
HR-MAS (high-resolution magic angle spinning) NMR, po projektowanie potencjalnych
sktadnikow szczepionek antyendotoksynowych oraz analizy immunochemiczne uzyskiwanych
przeciwciat. Kluczowym elementem realizowanych prac badawczych byta wieloletnia
wspotpraca z prof. Lennartem Kenne ze Szwedzkiego Uniwersytetu Rolniczego w Uppsali
i mozliwos¢ korzystania z niedostepnych woéwczas w naszym laboratorium spektroskopéw

NMR i spektrometréw masowych.

Rozpoczete w ramach mojej pracy magisterskiej badania nad tancuchem O-swoistym
LPS H. alvei PCM 1207 zaowocowaty ustaleniem struktury pentasacharydowe]j podjednostki
tancucha O-swoistego LPS H. alvei 1207 (Zat. 3, 1.1.1 [1]). Ciekawym sktadnikiem
analizowanej struktury okazat sie fosfoglicerol podstawiajgcy jedng z reszt
N-acetylogalaktozaminy (pB-D-GalNAc). Wykazatam takze, ze za obserwowang reakcje
krzyzowa poliklonalnych przeciwciat skierowanych przeciwko zabitym komérkom H. alvei
1207 z regionem polisacharydu O-swoistego LPS Citrobacter 016 odpowiedzialny jest
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wspdlny dla obu LPS element strukturalny —4)-B-b-GalpNAc3PGro-(1—. Ponadto ustalono,
ze w przypadku obu struktur fosfoglicerol wystepuje w konfiguracji . Warto nadmieni¢, ze
pierwsze wyniki dotyczgce udanej préby uzyskania jednowymiarowych widm technikg
HR-MAS NMR opublikowano dla LPS 1207. Zawarta w nich informacja strukturalna pozwalata
na wstepne pordéwnanie sktadu polisacharydu O-swoistego otrzymanego za pomocg
chemicznej degradacji LPS z regionem tancucha O-swoistego obecnym w natywnej
czgsteczce LPS. Powodzenie tej préoby umozliwito $ledzenie ewentualnych zmian
w strukturach regionéw LPS (utrata labilnych sktadnikéw, stopieft O-acetylacji), do ktdrych
moze dochodzi¢ podczas chemicznej obroébki LPS dla celéw ich analizy strukturalnej.
Otworzyto to droge dla pierwszych préb poréwnywania oraz oceny struktur O-antygendw

in situ, bez koniecznosci przeprowadzania czasochtonnych preparacji i analiz strukturalnych.

Kolejne proby wykorzystania techniki HR-MAS NMR dotyczyty sktadnikéw
polisacharydu O-swoistego in situ, w LPS zwigzanym z komodrka bakteryjng (analiza zawiesin
bakterii Yokenella regensburgei). Tym razem obok jednowymiarowych widm *H NMR, udato
sie uzyskac¢ widma typu NOESY i HSQC, o jakosci umozliwiajgcej wstepng analize strukturalng

polisacharydow O-swoistych (Zat. 3, 1.1.1 [2]).

W roku 1997, dzieki wspodtpracy z dr Ewg Aldowg z Narodowego Instytutu Zdrowia
w Pradze, zespdt nasz otrzymat kolekcje 69 szczepdw P. shigelloides — Gram-ujemnych
bakterii odpowiedzialnych za jelitowe i pozajelitowe infekcje u ludzi i zwierzat. Gatunek ten,
jak zaznaczytam wczesniej, zwrdcit naszg uwage ze wzgledu na wywotywanie powaznych
infekcji oraz brak informacji na temat jego LPS. Jedyne dane pochodzgce z lat 90. dotyczyty
struktur tancuchéw O-swoistych P. shigelloides 017 oraz szczepdw 22074 i 12254. W pracy
tej ustalono, ze podjednostka taricucha O-swoistego P. shigelloides 017 posiada strukture
identyczng z podjednostkg tancucha O-swoistego LPS S. sonnei fazy |. Dodatkowo,
porownawcze badania genomow obu szczepdw wykazaty obecnos¢ niemal identycznych
regiondw DNA kodujacych tancuch O-swoisty, a tym samym wskazywaty na wspdlne
pochodzenie tego fragmentu DNA u obu szczepdw. Dysponowanie tak duzg kolekcjg O-

serotypdw P. shigelloides stanowito idealny poligon doswiadczalny w badaniach HR-MAS
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NMR z materiatem pochodzenia bakteryjnego o nieznanych strukturach LPS i jednoczesnie

bogate zrdédto struktur cukrowych antygendw bakteryjnych.

Przedmiotem mojej pracy doktorskiej byt, pierwszy z praskiej kolekcji, patogenny dla
cztowieka szczep P. shigelloides CNCTC 113/92 o serotypie O54:H2. W celu ustalenia
struktury petnej czasteczki LPS 113/92 przeprowadzitam serie wzajemnie dopetniajgcych sie
analiz strukturalnych dla 6 fragmentéw LPS 113/92: (i) polisacharydu O-swoistego (ustalenie
struktury podjednostki taricucha O-swoistego), (ii) oligocukru rdzenia podstawionego jedna
podjednostka tancucha O-swoistego (sposob potgczenia tanncucha O-swoistego z oligocukrem
rdzenia, sekwencja biologicznej podjednostki taricucha O-swoistego), (iii) dwdch frakcji
oligocukru rdzenia (heterogennos$¢ tego regionu), (iv) de-N,0O-acylowanego LPS (sposdb
podstawienia lipidu A oligocukrem rdzenia, obecno$é¢ dodatkowych reszt Kdo, struktura
szkieletu cukrowego lipidu A) oraz (v) lipidu A (identyfikacja amidowo- i estrowo- zwigzanych
kwasow ttuszczowych). Ze wzgledu na réznice w budowie i podatnos¢ na swoiste degradacje
postepowanie z kazdym z tych preparatéw wymagato indywidualnego dostosowania
procedur zaréwno w analizie cukrowej i metylacyjnej (identyfikacja sktadnikow cukrowych
przeksztatconych w lotne pochodne, chromatografia GC-MS), jak i swoistych degradacji (de-
N,O-acylacja LPS). Wykonatam i zinterpretowatam, we wspdtpracy z kolegami
z Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojéw i Szczepionek, zestawy jedno-
i dwuwymiarowych eksperymentéw NMR, m.in. typu *H,*H-COSY, *H,*H-TOCSY, *H,**C-HSQC-
DEPT, *H,"*C-HSQC-TOCSY, *H,"H-NOESY i *H,"*C-HMBC.

Do najwazniejszych wynikow uzyskanych przeze mnie podczas wykonywania mojej
pracy doktorskiej naleza:

e ustalenie struktury podjednostki taricucha O-swoistego LPS P. shigelloides CNCTC 113/92
(serotyp 0O54). Wykazatam obecnos$¢ nietypowych dla tego regionu LPS sktadnikow,
takich jak 6-deoksy-B-D-heptoza i B-D-glicero-D-manno-heptoza oraz rzadko wystepujacej
reszty cukrowej: B-pD-Galf. Wykazatam za pomocg HR-MAS NMR identycznos¢ struktury
tancuchéw O-swoistych w czasteczkach LPS wolnych i zwigzanych z komorkg bakteryjna

(Zat. 3,1.1.1 [4]).

e Ustalenie struktury oligocukru rdzenia oraz oligocukru rdzenia podstawionego jedna
podjednostky tancucha O-swoistego. Zidentyfikowano reszte cukrowg podstawiajaca
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oligocukier rdzenia, ustalajgc tym samym sekwencje biologicznej podjednostki
wielocukru O-swoistego. Wykazane przeze mnie cechy strukturalne oligocukru rdzenia:
(/) brak grup fosforanowych, pirofosforanowych oraz podstawienia PPEtn, (ii) obecnosc¢
kwasu uronowego i heksozamin w regionie rdzenia zewnetrznego
(a-D-GalpA i o—D-GlcpN) oraz (iii) wystepowanie dwdch glikoform, z ktérych jedna
z dodatkowg resztg B-D-Glcp stanowi miejsce podstawienia dla pierwszej podjednostki

polisacharydu O-swoistego. Byto to pierwsze doniesienie na temat oligocukru rdzenia

w LPS P. shigelloides (Zat. 3, 1.1.2. [7]).

Charakterystyka pokrewienstwa antygenowego regionéw rdzeniowych i wielocukréow
O-swoistych osiemnastu preparatéw LPS z uzyciem monoswoistych przeciwciat.
Wskazano trzy preparaty LPS, ktdre posiadajg prawdopodobnie oligocukier rdzenia
identyczny z LPS 113/92. Przeciwciata uzyskano w wyniku immunizacji zwierzat
przygotowanym uprzednio koniugatem oligocukru rdzenia z biatkiem nosnikowym
- toksoidem tezcowym (TT) (Zat. 3, 1.1.2. [7]). W cytowane] pracy zakres poszukiwan
podobieAstw antygenowych w regionach rdzeniowych LPS rozszerzono do

69 O-serotypow P. shigelloides.

Wstepna analiza regionu oligocukier rdzenia-lipid A dla de-N,0-acylowanych frakcji LPS
113/92 (analiza NMR) oraz izolowanej frakcji lipidu A (ustalenie sktadu kwaséw

ttuszczowych, wstepne analizy przy uzyciu spektrometrii mas).

Ocena aktywnosci biologicznych LPS 113/92w testach in vitro (z wykorzystaniem linii
komédrek makrofagopodobnych J774.A1) i in vivo (myszy Balb/c) oraz poréwnanie ich z
aktywnosciami LPS o znanej budowie i aktywnosci biologicznej (LPS E. coli O55 i 0100).
Wykazatam, ze badany LPS silniej stymuluje makrofagopodobne komérki do produkcji
TNF-o, IL-6 i NO. Dawka LD50 (lethal dose) LPS 113/92 w tescie in vivo byta
dziesieciokrotnie mniejsza niz dla endotoksyn E. coli O55 i 0100. Badany LPS P.
shigelloides 113/92 wykazywat stabsze wtasciwosci mitogenne wobec mysich
splenocytéw w poréwnaniu z E. coli 055 i 0100, poréwnywalne z LPS Yokenella
regensburgei 2476, zawierajgcym w oligocukrze rdzenia kwas uronowy i réwniez
pozbawionym grup fosforanowych.
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Prace doktorskg pt: ,Budowa chemiczna i wtasciwosci biologiczne LPS Plesiomonas
shigelloides CNCTC 113/92”, wykonang pod kierunkiem prof. dr hab. Czestawa tugowskiego,
obronitam w 2001 r. z wyrdznieniem nadanym przez Rade Naukowg IITD PAN. Uzyskane
wyniki prezentowane byty na kilku miedzynarodowych konferencjach naukowych (Zat. 3,

IX.1. [1], X.1[7, 13, 14, 23]).
b) Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Po obronie doktoratu, w latach 2002 — 2003 bytam dwukrotng beneficjentka
krajowego stypendium Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej dla mtodych naukowcéw. Moje
zainteresowania naukowe po uzyskaniu stopnia doktora dotyczg zagadnien opisanych
ponizej. Wiekszo$¢ tematdéw badawczych realizowatam we wspétpracy z kolezankami
i kolegami z IITD PAN oraz z innych o$rodkéw naukowych. Méj wktad w realizacje
poszczegdlnych tematow badawczych, ktére zaowocowaty opublikowaniem wynikow lub ich
prezentacjami na zjazdach naukowych, zostat szczegdétowo opisany w Zatgczniku 3. Czes¢
z tych tematow byta/jest przedmiotem prac magisterskich i doktorskich, w przypadku

ktorych petnitam funkcje promotora lub opiekuna naukowego (Zatacznik 4, VIl i VIII).

e Analiza strukturalna izolowanych regionéw lipopolisacharydéw oraz identyfikacja
epitopdw rozpoznawanych przez swoiste przeciwciata. Badania dotyczyly analizy
strukturalnej izolowanych regionéw LPS H. alvei, P. shigelloides i Y. regensburgei. Podjeto
rowniez prébe wyjasnienia podstaw molekularnych krzyzowych reakcji serologicznych
poliklonalnych przeciwciat z LPS H. alvei PCM 1200, 1203 i 1205 (Zat. 3, 1.2.1 [9]). Ustalilismy,
ze struktura polisacharydéw O-swoistych LPS 1200 i 1203 jest identyczna ze strukturg LPS
1205. Ocena stopnia O-acetylacji przeprowadzona dla polisacharydéw O-swoistych zaréwno
w formie wyizolowanej, jak réwniez obecnej na komdrkach bakteryjnych (badania technika
HR-MAS NMR), pozwolita wyjasni¢ rdéznice w reakcjach krzyzowych obserwowanych
w immunoblotingu dla trzech badanych LPS oraz surowic anty-H. alvei 1200 i anty-H. alvei
1203. Okazato sie, ze za swoisto$¢ oddziatywan monoswoistych absorbowanych surowic
odpowiedzialne byty rdinice w podstawieniu tancuchow O-swoistych grupami
O-acetylowymi, a nie sekwencja i charakter reszt cukrowych, co byto powodem

zaklasyfikowania wymienionych szczepéw do trzech odrebnych O-serotypdw.
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W przypadku badan strukturalnych nad oligocukrami rdzeni LPS Y. regensburgei PCM
2467, 2477, 2478 i 2494 (Zat. 3, 1.2.1 [19]), wyjasnilismy brak reakcji miedzy poliklonalna
surowicg skierowang przeciwko szczepowi PCM 2476 a LPS 2477. Analiza strukturalna
oligocukréw rdzeni wyizolowanych z obu szczepéw wykazata, ze sg to struktury o niemal
identycznej budowie i rdinig sie jedynie terminalnym cukrem: a-bD-Glcp w LPS 2476
i a-D-Galp w LPS 2477. Rdznica ta wystepujaca w obrebie epitopu sprawiata, ze przeciwciata
otrzymane na petne komorki bakteryjne tych szczepdw swoiscie odrdzniaty dwa typy
oligocukrow rdzenia LPS Y. regensburgei. Co ciekawe, oligocukry te sg kolejnym przyktadem
struktur pozbawionych podstawnikéw typowych dla tego regionu LPS u Enterobacteriaceae,
takich jak grupy P, PP czy PPEtn.

Dostepnosé kolekcji szczepdw P. shigelloides umozliwita dalsze badania nad
strukturami lipopolisacharydéw tego gatunku. Kontynuacja badan prowadzonych podczas
mojej pracy doktorskiej, polegajgca na uzupetnieniu otrzymanych wynikéw o: (i) kompletng
interpretacje widm NMR dla de-N,O-acylowanego LPS 113/92, (ii) informacje na temat
absolutnej konfiguracji hydroksy-kwaséw ttuszczowych i (iii) szczegdtowa analize roztozenia
kwasow ttuszczowych w obrebie szkieletu cukrowego lipidu A w oparciu o dwie techniki
spektrometrii masowej: ESI-MS" i MALDI-TOF (Zat. 3, X.2 [23]). Podczas analizy roztozenia
kwasdéw ttuszczowych w obrebie szkieletu cukrowego lipidu A przy pomocy spektrometrii
masowej MALDI-TOF wykorzystatam rodznice w jonizacji lipidu A w trybie dodatnim
i uiemnym. Uzyskane wyniki zaowocowaty opublikowaniem w 2006 r. petnej struktury LPS
113/92 wraz z potgczeniami podjednostka taricucha O-swoistego-oligocukier-rdzenia-lipid A.
Byto to pierwsze doniesienie na temat kompletnej struktury LPS P. shigelloides, a praca ta
weszta w sktad opisanego na wstepie cyklu publikacji bedacego przedmiotem mojej
rozprawy habilitacyjnej (praca nr 1). Stosowana przeze mnie strategia analizy lipidéw A P.
shigelloides przy pomocy spektrometrii mas zostata zaprezentowana przeze mnie na dwdch
konferencjach naukowych (Appendix 3, IX.2. [3] and X.2 [23]).

Kontynuacja badan dotyczyta réowniez wyizolowanych regiondw LPS - polisacharydéw O-
swoistych i oligocukréw rdzeni LPS szczepéw CNCTC 144/92 (0O74), CNCTC 39/89 (037) i
CNCTC 110/92 (051). Analiza pierwszego z badanych szczepéw (CNCTC 144/92) wykazata

charakterystyczng ceche dla LPS tego gatunku. Wiadomo, ze wiekszos$¢ preparatéw LPS,
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izolowanych zaréwno z szorstkich form bakterii (LPS z kompletnym oligocukrem rdzenia), jak
i gtadkich form (LPS zawierajgcy polisacharyd O-swoisty), podczas klasycznej procedury
izolacji LPS - ekstrakcji wodno-fenolowej, znajdowanych jest w fazie wodnej. Natomiast
wymienione lipopolisacharydy P. shigelloides znajdowane byty zarowno w fazie wodnej i
fazie fenolowej, z ilosciowg przewagay dla fazy fenolowej. Wskazywato to na hydrofobowy
charakter tych czasteczek. Poszukiwanie strukturalnych podstaw dla obserwowanego
zjawiska byto gtéwnym celem prowadzenia analiz strukturalnych dla wymienionych LPS tego
gatunku. Ustalilismy struktury tancuchéw O-swoistych i oligocukru rdzenia LPS 144/92 (074)
(zat. 3, 1.2.1 [13]) i tarncuchow O-swoistych LPS 110/92 (Zat. 3, 1.2.1 [17]). Struktury
polisacharydow O-swoistych analizowano dla obu form LPS, izolowanych z fazy wodne;j i
fenolowej. Obie podjednostki taricuchéw O-swoistych stanowity tréjcukry o rzadkich
sktadnikach, jak np. kwas 2,3-diamino-2,3-dideoksy-glukuronowy (051) i y-laktam kwasu
4-hydroksy-3-metylo-5-okso-pyrolidokarboksylowego (074). W przypadku obu LPS
wykazaliSmy, ze zaobserwowany charakter ,hydrofobowy” zaleiny jest od struktury
polisacharydéw O-swoistych, dotyczy dtuzszych czgsteczek LPS, zawierajgcych wiekszg liczbe
podjednostek tancucha O-swoistego o wysokim stopniu podstawienia m.in. grupami N- i O-
acetylowymi i spowodowany jest matg liczbg wolnych grup hydroksylowych (jedna grupa na

podjednostke).

e Analiza strukturalna lipopolisacharydow in situ za pomoca techniki HR-MAS NMR

Technika HR-MAS NMR pozwala na obserwacje badanych czgsteczek w formie natywnej,
na powierzchni bakterii lub w formie izolowanej, ale niezdegradowane]. Technike te
wykorzystalismy w wiekszos$ci prac poswieconych analizie strukturalnej. Wykazaliémy, ze
mozna jg stosowaé do oceny potencjalnych modyfikacji wprowadzanych podczas degradacji
LPS izolowanych nie tylko z form gtadkich bakterii (Zat. 3, 1.1.1 [1,2,4], 1.2.1 [9 i 17]), ale
rowniez form szorstko-gtadkich, takich jak lipooligosacharydy (LOS) B. pertussis (Zat. 3, 1.2.1
[10]). Wzbogacenie hodowli bakteryjnej w znakowang izotopem *C glukoze umozliwito

dodatkowo wykonanie i interpretacje widm dwuwymiarowych NMR dla LPS (Zat. 3, 1.1.1 [4]).
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e Projektowanie i charakterystyka immunochemiczna potencjalnych skfadnikow

szczepionek antyendotoksynowych

Badania byty kontynuacjg prac nad indukowaniem przeciwciat antyendotoksynowych.
Strategia badan polegata na wykorzystaniu jako antygenéw wybranych oligocukréw rdzeni
(region LPS o ograniczonej zmiennosci). Prace dotyczyty zastosowania jako sktadnika
szczepionki antyendotoksynowej (prewencja zakazen bakteriami Gram-ujemnymi, E. coli,
S. sonnei, S. flexnerii i B. pertussis) neoglikokoniugatéw oligocukréw rdzeni z biatkiem
no$nikowym (TT).

Koordynowane przeze mnie badania dotyczyly koniugatu kompletnego oligocukru
rdzenia LOS szorstkiego mutanta E. coli R4 z TT, jako potencjalnego sktadnika szczepionki
antyendotoksynowej. Temat ten stanowit uzupetnienie serii badan opublikowanych przez
pracownikéw Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojéw i Szczepionek w 1996 r.
dotyczacych neoglikokoniugatéw oligocukrow rdzeni LOS E. coli R1, R2, R3iJ5 z TT. Biorgc
pod uwage fakt, ze wystepowanie poszczegdlnych oligocukrow rdzeni E. coli wsréd izolatow
klinicznych szacuje sie na okoto 70% (R1), 11% (R2), 11% (R3) i 3% (R4), charakterystyka
takich przeciwciat wydaje sie byc istotna z punktu widzenia zastosowania tych struktur jako
antygendw szczepionkowych. WykazaliSmy ochronne wifasciwosci i szerokie spektrum
dziatania przeciwciat uzyskanych przeciwko przygotowanemu neoglikokoniugatowi, ich
zdolnos$¢ do rozpoznawania wspdlnych epitopédw na powierzchni zywych komérek innych
gatunkdow bakterii Gram-ujemnych i neutralizacji toksycznych efektdw dziatania endotoksyn
E. coli o innych typach oligocukréw rdzenia (tj. R1 i R2) i fancuchéw O-swoistych w testach
invivoiin vitro (Zat. 3, 1.2.1 [8], IX.1 [2], X.1 [9]).

W ramach realizacji projektu badawczego Mtodego Pracownika Nauki,
finansowanego przez Komitet Badan Naukowych pt. “Swoistos¢ serologiczna i aktywnosc
antylipopolisacharydowa przeciwciat skierowanych przeciwko oligocukrowi rdzenia
endotoksyny Escherichia coli J5” podjetam prébe wyjasnienia sprzecznych doniesien
literaturowych na temat mozliwosci wykorzystania szorstkiego mutanta E. coli J5
o niekompletnej strukturze oligocukru rdzenia w LOS (typ rdzenia Salmonella Rc) lub
izolowanych z tych bakterii nietoksycznych pochodnych LOS jako sktadnikéow szczepionek o
dziataniu antyendotoksynowym. Wykazatam, ze aktywnos$¢ antyendotoksynowa uzyskanych
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surowic, mierzona jako stopienn zahamowania produkcji cytokin przez komorki docelowe dla
LPS, nie jest skorelowana z wysokimi mianami przeciwciat w tescie ELISA. Uzyskane wyniki
pozwalaty czesciowo wyttumaczyé niepowodzenia zwigzane z wykorzystaniem szorstkiego
mutanta E. coli J5 w indukcji ochronnych przeciwciat przeciwko Gram-ujemnym infekcjom
(zat. 3, 1.2.1 [6], IX.1 [2], X.1 [8]). Wyniki tych badan sg o tyle ciekawe, ze wcigz ukazujg sie
prace dotyczgce uzytecznosci szorstkich mutantdw z LOS o niekompletnej strukturze rdzenia
jako szczepionek przeznaczonych do prewencji infekcji powodowanych pateczka E. coli, jak
rowniez wykorzystania w tym celu monoklonalnych przeciwciat skierowanych na epitopy
rdzenia wewnetrznego.

W projekcie zwigzanym z prewencjg krztusca, choroby zakaznej wieku dzieciecego,
wywotywanej przez pateczke B. pertussis, otrzymano i sprawdzono testami serologicznymi
i testami in vitro na aktywnos$¢ antyendotoksynowg przeciwciata uzyskane na potencjalny
sktadnik bezkomérkowe] szczepionki przeciw krztuscowi (Zat. 3, 1.2.1 [10]). Badania te
wpisujg sie w powazny problem jednoczesnego wzrostu zachorowan i obnizajacych sie,
w wyniku dryfu antygenowego sktadnikéw biatkowych, wtasciwosci ochronnych obecnych na
rynku bezkomérkowych szczepionek przeciwko krztuscowi. Wykazalismy, ze wyizolowany
pentasacharyd - nietoksyczny fragment LOS B. pertussis, skoniugowany z toksoidem
tezcowym jest potencjalnym antygenem szczepionkowym i mégtby poprawié skutecznosé¢
szczepionki do poziomu poréwnywalnego ze szczepionkg petnokomorkows, wykazujgca
jednak niebezpieczne efekty uboczne. Uzyskane przeciwciata znakowaty z wysoka
intensywnoscig fluorescencji ponad 95% populacji zywych komdérek bakteryjnych oraz
wykazywaty aktywnos¢ neutralizujagcg wzgledem natywnej endotoksyny B. pertussis
w testach in vitro hamowania produkcji NO, TNF-a, IL-6 przez mysig linie makrofagopodobng
J774.A1 stymulowang LOS B. pertussis. Praca ta zawierata réwniez pierwsze na Swiecie
doniesienie dotyczgce wykorzystania techniki STD (ang. saturation transfer difference) NMR
do identyfikacji epitopow odpowiedzialnych za reakcje poliklonalnych przeciwciat
z antygenem cukrowym.

e Badania nad monofosforylowang pochodnag lipidu A jako sktadnikiem adiuwantu

Temat ten, prowadzony we wspdtpracy z Laboratorium Immunobiologii IITD PAN,
dotyczyt nowego adiuwantu (substancji zwiekszajacej odpowiedZ odpornosciowg na
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podawany w szczepionce antygen), tj. kompleksu laktoferyny bydlecej (BLF)
z monofosforylowanym lipidem A (MPL) oraz charakterystyki jego wtasciwosci
adiuwantowych i fizykochemicznych. Sam MPL stanowi opatentowany adiuwant dla
szczepionek i jest obecnie poddawany prébom klinicznym. Badania wykazaty mozliwos¢
zastosowania tego kompleksu jako sktadnika wysoce oczyszczonych antybakteryjnych
szczepionek zawierajgcych rekombinowane lub pochodzgce z drobnoustrojéw antygeny.
Sprawdzono wptyw BLF i MPL na odpowiedZ uktadu odpornosciowego w kilku testach
biologicznych, m.in. analizowano skutecznos¢ potgczenia BLF z MPL w stymulacji odpowiedzi
humoralnej (Th2) i komdrkowej (Th1) u myszy BALB/c i CBA. Wykazano, ze aktywnos¢ BLF-
MPL byta poréwnywalna z kompletnym adiuwantem Freunda (Zat. 3, 1.1.2 [12]). Uzytecznos¢
kompleksu w szczepionce wykazano na modelu doswiadczalnej infekcji myszy bakteriami
P. shigelloides (Zat. 3, 1.1.2 [15]). Badany adiuwant nie tylko zwiekszat stezenia surowiczych
przeciwciat rozpoznajacych patogen, ale jednoczesnie nasilat fagocytoze, dzieki czemu
zwierzeta lepiej zwalczaty zakazenie. Istnienia komplekséw LF z MPL dowiedziono
w elektroforezie w Zzelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych, a kinetyke
oddziatywania scharakteryzowano technikg plazmonowego rezonansu powierzchniowego
(SPR, ang. surface plasmon resonance) przy uzyciu aparatu Biacore™ dla ukfadu
z immobilizowang laktoferyng i analitami w postaci rozpuszczalnych komplekséw LPS H. alvei

z tréjetyloaming. Otrzymany adiuwant chroniony jest polskim patentem PL369093.

e Badania swoistosci oddziatywan sktadnikéw uktadu dopetniacza z endotoksynami

bakteryjnymi

Badania dotyczg istotnych dla wrodzonej odpornosci czasteczek: ludzkiej MBL i fikoliny-3
- kluczowych elementéw uktadu dopetniacza oraz lipopolisacharydéw H. alvei.
We wspodtpracy z prof. Annag Swierzko i prof. Maciejem Cedzyriskim z Instytutu Biologii
Medycznej PAN w todzi podjeto probe oceny swoistoéci tych oddziatywan. Pierwszym
etapem byta identyfikacja LPS H. alvei wigzanych przez MBL i fikoline-3 (praca nr 5), ustalenie
regionéw LPS biorgcych udziat w oddziatywaniu, a takie ocena aktywnosci biologicznej
komplekséw MBL-LPS, tj. zdolnosci do aktywacji drogi lektynowej dopetniacza i

wywotywania wstrzagsu anafilaktoidalnego u myszy (Zat. 3, IX.2, [5 i 6], wyniki
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nieopublikowane). Uzyskane dotychczas wyniki pokazaly, e sama obecnoéé miejsc
wigzacych dla MBL jedynie w regionie zewnetrznym oligocukru rdzenia jest
charakterystyczna dla LPS H. alvei i wystarczajgca do wywotania reakcji anafilaktoidalnej.
Poczynione obserwacje mogg mie¢ znaczenie w badaniach nad rolg dopetniacza w rozwoju
sepsy oraz wstrzasu septycznego oraz zaleznej od MBL aktywacji ptytek krwi i srodbtonka
komoérek ptuc w patologii zespotu ostrej niewydolnosci oddechowej, ktéry towarzyszy sepsie.
Badania strukturalne LPS H. alvei 1200 oraz wykorzystanie oddziatywania z fikoling-3 do
pomiaru stezenia i aktywnosci tej lektyny w ptynach ustrojowych stanowig fragment
proponowanej przeze mnie rozprawy habilitacyjnej (publikacja nr 5) i zostaly szczegétowo

opisane w pierwszej czesci autoreferatu.

9] r—

\ y o) iy f, 1 ) 4
Y martQ. <&, vc‘,/"t({y'Jfé(;,’/z

Data :ﬁr inz. Jolanta tukasiewicz

29



	b)Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora



