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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Man-Kupisinskiej p.t. ,,Molekularne
podstawy i efekty biologiczne oddzialywan endotoksyn z ludzky fikoling H i lektyngy

wigzgcg mannan”

Praca doktorska Pani mgr inz. Aleksandry Man-Kupisinskiej p.t. ,,Molekularne
podstawy i efekty biologiczne oddzialywan endotoksyn z ludzka fikeling H i lektyng
wigzaca mannan” zostala wykonana pod kierunkiem dr hab. inz. Jolanty Lukasiewicz z
Zakladu Immunochemii Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalne] PAN 1 dotyczy
interakcji skladnikow uktadu dopetniacza z endotoksynami bakierii jelitowych. System
dopetniacza pelni kluczowg rolg w reakcjach na zakazenia drobnoustrojami oraz procesach
chorobowych o podiozu immunologicznym np. toczniu rumieniowatym ukladowym. Sposrod
trzech drog aktywacji dopelniacza droga lektynowa zostala poznana najpdzniej. Droge
lektynowg podobnie jak klasyczng charakteryzuje wspolna wilasciwos¢: oddziatywanie
skladnikéw bialkowych ze strukturami weglowodanowymi jest warunkiem zmiany
konformacyjnej, w wyniku ktérej dochodzi do aktywacji proteaz serynowych i proteolizy
kolejnych bialek ukladu. W surowicy czlowieka szlak lektynowy jest inicjowany pizez
czgsteczki nalezgce do uktadu PRM (Pathogen Recognition Molecules): lektyng wigzgcy
mannan (MBL) oraz fikoliny-1, -2 i -3 (H). Ich zadaniem jest rozréznianie antygendw obcych
od wlasnych. Biologiczne efekty aktywacji dopetniacza mogg by¢ nastepujace: reakcja zapalna
z udzialem anafilatoksyn (C3a, C4a, C5a), fagocytoza z udziatem opsonin (C3b and C4b) i liza

komoérek patogendw z udzialem kompleksu MAC.

MBL rozpoznaje szeroki zakres struktur weglowodanowych wystepujgcych na
powierzchni patogendéw. Dotychczasowe dane wskazuja na stosunkowo malg swoistosé
rozpoznawania ligandéw, ktérymi sg struktury glikolipidow i glikoprotein zawierajgce
terminalne reszty D-mannozy, D-glukozy, N-Acetylo-D-glukozaminy, L-fukozy i
acetylowane reszty cukrowe. Do niedawna jako ligandy MBL i fikoliny H znane bﬂy

lipopolisacharydy, zawierajgce homopolimery D-mannopiranozy w polisacharydach O.



Podjete przez Doktorantke badania mechanizméw molekularnych reakeji inicjowane;
przez skladniki drogi lektynowej mialy na celu wyrdznienia motywow strukturalnveh
ligandow, niezbednych do rozpoznania przez lektyny a w nastgpnej kolejnosci sprawdzenie

czy rodzaj zwigzanego ligandu wptywa na wlasciwosci biologiczne kompleksu.

7 kolekcji szezepow o zdefiniowanej strukturze LPS wybrano te z rodzajow Klebsiella, Hafnia,
Proteus, Plesiomonas i przeprowadzono badania przesiewowe, na podstawie Kktérych
wytypowano preparaty dajace najbardziej efektywne reakcje z MBL ludzkg 1 mysimi oraz

fikoling-3.

Analize strukturalng polimeréw i oligomeréw weglowodanowych wykonano przy pomocy
metod spektrometrii mas w tym sprzgzonej z wysokosprawng chromatografig cieczowq 1

jonizacja typu MALDI i ESI oraz technik magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR).

Do detekeji oddzialywan miedzyczgsteczkowych uzyto technike NMR pomiaru réznic w
przenoszeniu nasycenia STD-NMR oraz metod¢ pomiaru rezonansu plazmondw
powierzchniowych (SPR), ktére umozliwiaja precyzyjna jakosciows i ilosciowg identyfikacje
atomow tworzgcych wigzania wodorowe oddziatujacych czasteczek. Dzigki zastosowaniu
mapowania strukturalnego przy pomocy powyzszych technik zlokalizowano protony

fragmentéw endotoksyn, zaangazowane w oddziatywania z MBL i fikoling H.

Wsérod  zastosowanych metod czes¢ procedur stanowi oryginalne osiagnigeie Doktorantki,
ktére okazalo si¢ kluczowe w wyjasnieniu mechanizmu interakeji fikoliny-3 z jej ligandami.
Oryginalna procedura izolacji z osocza z zastosowaniem kilku etapow frakcjonowania w tym
oddzialywan hydrofilowych (na kolumnie ZIC-HILIC) i wigzania do ligandu pozwolita na
uzyskanie fikoliny-3, calkowicie pozbawionej MBL oraz fikolin -1 1 -2 i oczyszczone] w

stopniu nieosiggalnym przy pomocy dotychezas znanych metod.

Podstawg dla zdefiniowania struktury swoiscie reagujacej z MBL i fikoling-3 byto maksymalne
oczyszezenie obu sktadnikow badanego ukladu. W tym celu wykonano pelng analizg
strukturalng  precyzyjnie rozdzielonych frakcji poli- 1 oligosacharydow, produktow
kontrolowanej degradacji LPS ze szezepoéw: PCM 1200 Hafnia alvei, Proteus penneri 121 P
vulgaris 9/57. Na jej podstawie potwierdzono identyfikacj¢ wezesniej znanych struktur oraz
dokonano identyfikacji nowych dotychczas nie opisanych struktur O-PS10S w LPS P. vulgaris
9/57 i P. penneri 12. Nalezy zaznaczy¢, ze wigkszo$¢ wynikow badan strukturalnych zostata
opublikowana w pracach z udzialem mgr A. Man-Kupisinskiej. Preparat O-PS z LPS Hafnia

alvei PCM 1200 oczyszezony do stanu homogennosci zostal unieruchomiony  na ztozu, co
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umozliwito wysoce wydajng 1 swoistg izolacje fikoliny-3 z osocza metoda chromatogr. fii
powinowactwa. Uzyskany ta metoda preparat fikoliny-3 mial zdecydowang przewage w
badaniach oddzialywan metoda SPR, w porownaniu z rekombinowang fikoling, ktora zawiera
domieszki buforéw. Co wiecej, dzigki opracowanej procedurze oczyszczania uzyskano preparat
zachowujacy proteazy MASP, a przy tym zawierajacy przeciwciata klasy IgG. Aktywacja
dopelniacza mierzona zdolnoscig kompleksu do rozszczepianiem skiadnika C3 i C4 byla
dowodem zdolnosci tego kompleksu do aktywacji drogi lektynowej i klasycznej. Ta droga
funkcjonowania kompleksow skladnikow dopetniacza stanowi nowe odkrycie i jego badania

bedg kontynuowane.

Oddziatywania hydrofilowe zostaly wykorzystane do analizy in situ (za pomocg analizy MS z
jonizacjg strumieniem elektronow - ESI)  heterogennosci wyizolowanych preparaiw
endotoksyn i z powodzeniem uzyte do frakcjonowania oligosacharydow rdzenia Escherichia
coli R1, preparatyki oligosacharydow RU-[Hep]-Kdo sposrod glikoform oligocukrow rdzenia

oraz mono, di-, tri- 1 tetrasacharyddéw zawierajagcych Hep 1 Kdo z LPS H. alvei PCM 1200.

Zidentyfikowano 113 nowych ligandéw dla MBL z surowicy ludzkiej. Najwi¢ce] ze szczepow
H. alvei oraz K. pneumoniae a najmniej P. mirabilis. Motywami rozpoznawanymi przez ludzkg
MBL byly w wigkszosci LPS rdzeniowe heterooligosacharydy o strukturze rdzenia typu H.
alvei.

W tym miejscu nalezy podkredli¢ doskonatg dokumentacje wynikéw, zwlaszeza sposob
przedstawiania widm NMR, z przejrzystg identyfikacja poszczegolnych sygnatow. Dane te
wraz z interpretacjg jondéw obserwowanych w widmach ESI-MS dobrze si¢ uzupetnia, j i

stanowig czytelny obraz interpretacji wynikow.

Jednym z zaskakujgcych odkry¢ bylo stwierdzenie braku udzialu Kdo w stereochemii
oddzialywan MBL z ligandami oraz reakcje z lektynami heteropolimeréw, w ktorych jako
reszty terminalne wystepowaty GlcNAc, Gle, Hep w odréznieniu do wezesniej opisywanych
ligandow zawierajgcych polaczone ze sobg reszty D-mannozy. Co wigcej, kompleksy MBL i
LPS H. alvei byly aktywne jako inicjatory kaskady dopelniacza w drodze lektynowej, przy
czym aktywno$¢ ligandow posiadajgcych rozpoznawane motywy w oligocukrach rdzenia byla
poréwnywalna z tymi, w ktorych te motywy wystgpuja w polisacharydzie O. Nasungto to
Doktorantce pytanie o dostepnosc tych epitopow w komorce bakteryjnej. Przy pomocy metody
cytomeltrii przeplywowej ustalono, ze zalezy ona od fazy wzrostu hodowli. Jednyn: z
najcickawszych ustalen rozprawy bylo stwierdzenie najwigkszej ilosci epitopow w
spoczynkowym okresie wzrostu hodowli, w ktérym znaczna cze$¢ komoérek ma oligosacharydy
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rdzenia nie podstawione przez O-PS. Ten fakt moze mie¢ istotne znaczenic w przewidywaniu
przebiegu zakazenia i podatnosci patogenu na dopelniacz.
Na zlozonos¢ mechanizmow aktywacji drogi lektynowej wskazywato wystapienie wyjatkowo
silnej aktywacji przez O-PS P. vulgaris 9/57 proteazy MASP-1, co sugeruje, ze szczegdlne
konfiguracje lektyn i ligandow, moga mie¢ znaczenie w patogennosci niektérych serotypow
bakterii. 7 drugiej strony otrzymane wyniki mogg przyblizy¢ wyjasnienie mechanizmow
rozrozniania szczepow komensalnych i patogendw oportunistycznych, takich jak H. alvei.

Wyniki badania zdolnosci oddzialywania MBL z MASP -1 i -2 z udzialem glikoform
LPS oraz poszczegdlnych klas immunoglobulin  otrzymane na podstawie reakcji
immunoblotowania wskazywaly na wystepowanie roznych miejsc wigzania g i glikofornm, w
czgsteczece MBL i fikoliny. Wykonane dodatkowo testy immunoenzymatyczne nie w kazdym
przypadku potwierdzily wynik otrzymany metodg Western blot; np. wykryto bardzo stabe
oddzialywanie O-PS H. alvei 1200 z MBL lub bardzo silng reakcje z LPS szezepu 1192,
Doktorantka stwierdza, ze ten ostatni test w wiekszym stopniu odzwierciedla naturalng
ekspozycje LPS na koméree bakteryjnej. Zalezno$é wyniku od stosowanej metody potwierdza
zasadnos¢  stosowania réznych technik, co wlasnie zostalo wykonane przez Doktorantke.
Kolejnym dowodem potwierdzajacym wnioski z analizy SPR i STD-NMR byla analiza
zdolnosci kompleksow wyselekcjonowanych na podstawie obu powyzszych metod do
aktywacji drogi lektynowej dopelniacza w testach na odkladanie czynnika C4b i C4c.

Do najbardziej wartosciowych osiggnie¢ ocenianej rozprawy nalezg:
identyfikacja struktury wariantow LPS eksponowanych na powierzchni patogendéw i ustalenie
struktury rozpoznawanej przez kompleksy lektyna-MASP oraz udowodnienie skutkéw tych
interakeji w postaci aktywnosci biologicznych. Opisano réznice w reakeji z ligandami mysich
fikolin i mechanizm rozpoznawania podobnych struktur LPS przez mysie lektyny MBL-A i
MBL-B, ktorych funkcje w surowicy czlowieka pelni pojedyncze biatko.
W przypadku fikoliny-3 stwierdzono duzy stopiefi homogennosci struktur, do ktoérych ulega
ona wigzaniu; tak jak w przypadku MBL przebadano ponad sto LPS lecz wykryto tylko cztery

do tej pory nie opisane warianty O-PS, obok czterech wezesniej opisanych.



Po zapoznaniu si¢ z niezwykle obszernym materialem zawartym w ocenianej rozprawie
nasuwajg si¢ spostrzezenia, ktére pozwalam sobie zamiesci¢ jako ciekawe problemy do

dyskusji:

- W ocenianej pracy przedmiotem analizy molekularnych oddzialywan endotoksyn z
czgsteczkami drogi lektynowej dopelniacza byly gléownie ligandy weglowodanowe. Czy
Doktorantka rozwaza mozliwo$¢ badania interakcji z uzyciem wzorcowych ligandow np.
wybranych glikoform LPS . alvei PCM 1200 z MBL oraz fikolinami z réznych gatunkow
zwierzgt lub otrzymanymi z surowicy pacjentow z infekcjami spowodowanymi niedoborami
skladnikoéw dopelniacza np. polimorfizmem w genie MBL2 lub polimorfizmem genéw FCN
dla fikolin-2 i 3. Niedawno ukazala si¢ praca na ten temat w Molecular Immunology
podsumowujgca wyniki pordwnania wystepowania RA (Rheumatoid Arthritis) u ludzi z
polimorfizmem w genie MBL2.

- Czy zlozony charakter oddziatywan ligand-lektyna (wigzania wodorowe, miejsca
wigzgee jony Ca®', oddziatywania hydrofobowe, elektrostatyczne) ma znaczenie w utrzymaniu
stabilnosei i zdolnoéei koordynacyjnych ich komplekséw w warunkach odbiegajgcych od
fizjologicznych np. zaburzeniach homeostazy.

- Czy obecnos¢ aminokwasow glicyny, treoniny, alaniny w czesci rdzeniowej LPS lub
szezegolne) formy otwartego pierscienia GalNAc w polisacharydzie O ma wplyw na aktywnosé
wigzania ligandow, dajacy si¢ przewidzieé na podstawie wynikow analizy strukturalne;.

- Wizualizacja LPS opisywana na str. 115-116 mozliwa byta w reakcji z przeciwciatami ale nie
metodg srebrowg. Mozna przyjac¢ wyjasnienie podane przez Doktorantke¢ na str. 116. Znalazlam
tez inne: czgsteczki LPS zawierajace niewielka ilosé lub nie zawierajgce reszt kwasow
tuszezowych acylujgeych  lipid A, ktore mogg powstaé np. podczas izolacji LPS sg
wyplukiwane z zelu na etapie utrwalania ale nie podczas transferu na membrane. To
wyjasnienie zaproponowali Fomsgaard, Freundenberg i Galanos, J. Clin. Microbiol. (1990) 28.
2627-2631; czy taka przyczyna moglaby mieé¢ miejsce w przypadku badan wykonanych przez
Doktorantke.

Uwagi:

1. Opisujac slabg reakcje LPS K. pneumoniae serotyp O3 (str. 113) zawierajgcy homopolimer
mannozy stwierdzono, ze reakcja z MBL byla bardzo silna natomiast ,,w przypadku szezepu
PCM 57 i PCM 58 rowniez zawierajacych O-PS w postaci homopolimeru mannozy.
obserwowane reakcje byly bardzo stabe™ nie przedstawiono wyjasnienia przyczyn takiego

wyniku.



2.5tr. 119, Ryc.6.6. Lipidy A nie reagowaly z mysimi i ludzkg MBL; na ryc. D widoczny jest
slaby prazek w przypadku szezepu 1192 z ludzka MBL, jak mozna wyjasnic te reakcje

3. 5tr. 223 1 224 geny wykazujg .....% homologie — powinno by¢ podobiefistwo:

homologi¢ kwalifikuje si¢ w kategorii jest lub nie ma (wspélnego przodka) a podobienstwo

wyraza si¢ w % identycznoscei (nukleotydéw lub aminokwasow).

Wymienione uwagi w najmniejszym stopniu nie wplywaja na bardzo wysoka ocene roZprawy.

Rozprawa jest obszerna liczy 275 stron, podzielona jest na 13 rozdzialéw w tym
literaturg w ilosci 304 pozycje. Uklad rozprawy jest przejrzysty a praca jest zredagowana
bardzo starannie. Jak juz wspomniano wigkszo$¢ wynikéw przedstawionych w ocenlanej
rozprawie zostala opublikowana. Doktorantka jest autorem jednej monografii i szesciu
publikacji, w dwu z nich jest pierwszym autorem, w takich prestizowych czasopismach, jak:
PLOS One, Carbohydr. Res., Immunobiology, Marine Drugs, J. Am. Soc. Mass Spectrom.
Ponadto wyniki badan prezentowala podczas licznych konferencji naukowych, z ktorych dwie
prezentacje zostaly nagrodzone.
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Nalezy podkreslic, ze cze$¢ Srodkéw finansowych wykorzystanych do wykonania
badan ocenianej rozprawy pochodzita z projektow Wroctawskiego Centrum Badan EIT+ o.az

Narodowego Centrum Nauki (projekt badawczy Preludium 4).

Przedstawiong do oceny prace doktorskg Pani mgr inz. Aleksandry Man-Kupisinskiej
oceniam niezwykle wysoko. Praca wnosi doniosty wkiad do dotychczasowej wiedzy o
podstawach molekularnych interakeji skladnikow wrodzonej odpornosei immunologicznej 7
czgsteczkami na powierzchni komérek bakterii rozpoznawanymi jako obee oraz konsekwencji
biologicznych tych oddzialywan. Nowe informacje uzyskane na podstawie wykonanych
eksperymentow wnosza duzy ladunek praktyczny np. do mozliwosei przewidywania przebiegu
zakazen bakteryjnych. Rozprawa $wiadczy o duzej samodzielnosci naukowej i umiejetnosci
wykorzystania bardzo réznych technik: immunologicznych 1 analiz strukturalnych. Na
podkreslenie zastuguje opracowanie metody, oczyszczanie tikoliny-3 z surowicy ludzkiej, co z

pewnoscig znajdzie zastosowanie w praktyce.

Na podstawie powyzszej oceny stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa

doktorska Pani mgr inz. Aleksandry Man-Kupisinskie] spetnia bez zastrzezen wymagania



stawiane pracom doktorskim (zgodnie z ustawa z dnia 14 marca 2003 r., Dz. Ustaw Nr 65, poz.
595) 1 stawiam wniosek o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie wnioskuj¢ o wyrdznienie ocenianej rozprawy, ktéra spelnia
warunki podane w regulaminie Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we

Wroclawiu — uzasadnienie w zalgczeniu.



