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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Aleksandry Man-Kupisinskiej pt. ,,Vlolekularne podstawy i efekty biologiczne

oddziatywan endotoksyn z ludzkg fikoling H i lektyna wigzgcg mannan

Pani mgr Aleksandra Man-Kupisinska podjela si¢ realizacji waznych badan dotyczacych
zagadnicn istotnych dla wrodzonej odpornoéci, swoistodei oddzialywan ludzkicj lektyny
wigzacej maman MBI 1 fikoliny-3 2 endotoksynami bakterii Gram-ujemnych. Praca
doktorska, wykonana pod kicrunkicm dr hab. Jolanty fukasicwicz, jest kontynuacia
prowadzonych pod jej kicrunkiem badan. Gtownym osiggnigeiem tej grupy badawezej byto
zidentyfikowanie bakteryjnych ligandow dla dwoch skladnikow drogi lektynowej dopehiacza
fikoliny-3 1 MBL i opracowanic swoistego testu do pomiaru stgzenia fikoliny-3 w plynach
ustrojowych.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy 275 stron: w tym 224 strony to tekst
rozprawy ilustrowany 26 tabelami 1 75 rycinami oraz 16 stron to aktualne pismicnnictwo (304
pozycje). Pozostale strony zajmuja streszezenic pracy po polsku i angiclsku, suplement, spis
tabel 1 rycin oraz spis publikacji i donicsicn zjazdowych doktorantki. Praca doktorska ma
ogolnic przyjety dla rozpraw doktorskich uktad rozdziatow.

Rozdzial ,, Wstep” jest obszerny 1 sklada si¢ 7 trzech rozdziatow i kilku podrozdziatow,
ktorych tresci sa adckwatne do zamicrzen czgéei do$wiadezalne]. W pierwszej cresed
Dokitorantka przedstawia aktualng wicdz¢ o ukladzic dopetniacza. W nastepnych rozdziatach
omawia budowg lipopolisacharydow i ich oddzialywanic z¢ skladnikami uktadu dopetniacza

biatka wigzgcego mannan (MBL) 1 Tudzkicj fikoliny-3. Cato$¢ wstgpu napisana jest jasno



1 czytelnie, co Swiadezy o doskonatej znajomosei aktualnego pismiennictwa, duzej wiedzy
1 dobrym przygotowaniu do podjetych badan.

Gtownym celem pracy, podanym jasno w osobnym rozdziale, bylo badanic
oddziatywan ludzkicj MBL i fikoliny-3 ze¢ zdefiniowanymi fragmentami LPS wybranych

bakterii Gram-ujemnych oraz opracowanic metody izolacji i oczyszezania ludzkiej fikoliny-3

Do realizacyi celow pracy doktorskicj Doktorantka stworzyla réznorodny warsztat
badawczy. Liczba stosowanych metod analitycznych jest imponujaca. Mozna wyrdznic kilka
glownych grup stosowanych technik molekulamych: 1) metody ekstrakeji i oczyszezania
biatek i lipopolisacharydéw, ii) metody wykrywania, rozdziatébw 1 analizy ilosciowej
otrzymanych preparatow (ELISA, immunobloting), iii), metody pracy z bakteriami oraz iv)
nowoczesne metody mstrumentalne jak techniki spektrometrii masowej, jadrowego rezonansu
magnetycznego, powierzchniowego rezonansu plazmonowego (ESI-MS, MALDI, HPLC-MS,
NMR,; STD-NMR). Wickszos¢ metod badawezych zostata szezegdltowo opisana podajac
pochodzenic odezynnikdw 1 wyszezegdlniajac stosowana aparaturg.

Wyniki pracy zostaty opracowanc starannic i jasno przedstawione. Zwraca uwagg
nowoczesna metodologia i ogrom pracy, ktory pani mgr Man-Kupisinska musiata wlozy¢
podczas  wykonywania swoich badan. Doktorantka przcbadata  reakcje 182 LPS
oportunistycznych patogenow ludzkich (I1.alvei, Proteus spp, K. pneumoniae i P.
shigelloides) w immunoblotingu z MBL., sktadnikicm uktadu dopetniacza, 1 wykazata, zc 113
sposrod nich jest ligandem dla tej lektyny. Strukturami rozpoznawanymi przez MBI sg
konserwatywne regiony oligosacharydu rdzenia (OS rdzenia-lipidu A) i regiony tancucha O-
swoistego (O-PS) wystepujace w postaci heteropolisacharydu zawicrajgee lub nic reszty
mannozy badanych LPS. Natomiast ligandami dla fikoliny-3 okazaly si¢ fancuchy O-swoiste
tylko czterech LPS sposrod 143 przebadanych pochodzacych 7 bakterii Gram-ujemnych
(Proteus spp, K. pneumoniae i P. shigelloides). Do badania odzialywan MBL i fikoliny-3
7 ligandami mectoda powicrzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR) 1 STD-NMR
wybrano fragmenty kilku LPS /7. afvei o znancj budowie, a do badania odziatywan 7 {ikoling-
3 fragmenty LPS /L alvei, P. vulgaris 1 P. penneri. Badanic molckularnych podstaw
oddziatywan rozpoczgto od izolacji, oczyszczania 1 analizy strukturalnej  produktow
degradacii badanych LPS oraz wyizolowania i oczyszezenia ludzkicj fikoliny z osocza. Poli-
1 oligosacharydy pochodzace v kilku LPS otrzymano dzigki opracowancj przez Autorke pracy
mctody ocrzyszezania poprzez chromatografic oddziatywan hydrofilowych na ztosu ZIC®-

HILIC. Fikoling-3 7 osocza ocrzyszezono stosujge, chromatografic powinowactwa na ztozu



7 immobilizowanym O-swoistym polisacharydem /1. alvei i wykazano, 7¢ wystepuje ona
w kompleksie z immunoglobulinami i proteazami MAPS. Na podkreslenic zashuguje fakt
opublikowania obydwu metod oczyszezania. W dalszym  etapie badan wykazano, zc
kompleksy MBL 1 LPS H.alvei aktywuja droge lektynowg dopelniacza w testach na
odktadanic czynnika C4b C4c. Podobng aktywnosé, w warunkach in vitro, wykazujg
kompleksy fikolina-3/1g/MAPS oddziatujace z LPS bedacymi swoistymi ligandami dla
fikoliny-3.  OkreS$lono  rownicz — struktury  cukrowe wystepujace w badanych  LPS
odpowicdzialne za swoisto§¢ oddziatywan z MBI i fikoling-3.
Zakres przeprowadzonych badan wyglada imponujaco 1 moglby 2 powodzeniem by¢
podstawg nie tylko jednej rozprawy.
Otrzymane wyniki doktorantka poddata krytycznej 1 wicloptaszezyznowej dyskusji
w odniesieniu do wynikéw wilasnych oraz uzyskanych przez innych autorow. Wykazata si¢
przy tym bardzo dobra znajomoscig piSmiennictwa 1 szeroka wiedza w  zakresic
prowadzonych badan oraz umicj¢tnosceia obicktywnej oceny warto$ci whasnych badan.
Whnioski konezace pracg sa tematyeznic prawidtowe, ale sa zbyt rozbudowane
a nicnajlepsze ich sformutowanic sprawia, 7c¢ brzmig jak wypunktowanic wynikow.
Uwagi 1 biedy techniczne, edytorskic i formalne, dostrzezone w tek$eie publikacii:
Czy probowano oddzicli¢ immunoglobuliny od fikoliny-3 w badanym preparacic np. poprzez
chromatografi¢ na biatku A lub G?
Czy barwiono preparat fikoliny rozdziclony w zelu poliakryloamidowym w warunkach
redukujacych CBB a takze czy wywolywano bloty preparatu fikoliny-3 przeciwciatem anty-
anty-lg zwigzanym z peroksydaza i tylko przeciwceialem drugorzedowym (kontrola ujemna)
brak jest takich informacji w pracy.
Uwrzglednienic tylko trzech picrwszych autorow publikacji w spisic pidmicennictwa a nic, jak
jest ogblnie przyjcte, wszystkich autorow.
Uzycie skrotu in. w cytownym w tek$eie pismiennictwie np ‘Titomaanlio i in. 2005 zamiast
Titomaanlio 1 wsp. 2005
Uzywanie zwrotdw “kontrola pozytywna 1 negatywna” zamiast ,,Kontrola dodatnia i ujemna”
Str. 37 fancuch peptydowy lub sckwencja reszt  aminokwasowych a nie | tancuch
aminokwasowy”
Str.13, 157 saczenie molckularne, sito molckularne a nie | ,chromatografia wykluczania”
Rye.6.37 Nieprawidiowy podpis pod rycing lub brak cz¢ci rysunku,
Str. 158 rozdziat 6.3.1 | Przygotowanic ztoza O-PS1200-Sclaroza CL-413” moim zdaniem

powinicn by¢ w czesel metodyerznej pracy



Str. 160-...” Pierwsza frakcja ...zawicrata oligomery o masic czgsteczkowej powyzej 440
kDa, co odpowiadato oligomerom fikoliny-3 zbudowanym z co najmniej 12 monomerdow
(masa monomeru w przypadku fikoliny-3 wynosi ok. 36kDa)”. W jaki sposdb wyliczyta Pani
ilos¢ monomerow w pierwszej i kolejnych frakcjach skoro wystepuje ona w kompleksie z Ig
1 proteazami MASP?

/nalaztam w pracy kilka biedow jezykowych 1 literowych, ale ogolnie rozprawa jest napisana
czytelnie i stylistycznie poprawnie. W tak obszernej pracy trudno nic popemic¢ btedow czy
wtracen z zargonu laboratoryjnego

Prac¢ oceniam bardzo wysoko, a wszelkie drobne uchybienia, wynikajace z braku
do$wiadczenia w pisaniu pracy nie umniejszaja warto$ci przeprowadzonych badan.

Whniosek koncowy

Podsumowujgc oceng rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze jest to praca oryginalna,
solidniec wykonana, zawierajaca istotne clementy nowo$ci naukowej, uzyskane wyniki
stanowlg podstawe do dalszych badan nad strukturg i funkcjami endotoksyn. Wyptywajace
7z badan Doktorantki wnioski moga w znaczacy sposob przyczyni¢ sie¢ do zaprojektowania
strategii diagnostycznych 1 terapeutycznych majacych na celu monitorowanic i kontrole
przebicgu zakazen bakteryjnych mogacych prowadzi¢ do sepsy. Doktorantka wykazata
wszechstronng znajomos$¢ omawianych zagadnien, samodziclno$é myslenia oraz bardzo dobre
opanowanic warsztatu badawczego. Biorge pod uwage bardzo wysoki poziom naukowy
przeprowadzonych badan, staranng dokumentacj¢ wynikow badan, z ktérych cz¢§é zostata juz
opublikowana stawiam wniosck o wyréznienie pracy.

Uwazam, 7zc¢ rozprawa doktorska mgr Alecksandry Man-Kupisinskiej spetnia
wymagania ustawowe okreSlone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U.Nr 65, poz. 595, z pézn.zm.) i z pelnym przekonaniem wnioskuj¢ do Wysokiej
Rady Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda o przyjecie tej
pracy doktorskiej i dopuszezenie doktorantki do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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