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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Tomasza Osinskiego
pt. ,Determination of the spatial structure and comparative analysis of selected inhaled
allergens and their complexes with antibodies”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska zostala wykonana pod kierunkiem
promotorskim prof. Janusza Bujnickiego z Migdzynarodowego Instytutu Biologii
Molekularnej i Komérkowej w Warszawie oraz z Instytutu Biologii Molekularnej
i Biotechnologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, a
takze pod kierunkiem prof. Wiadka Minora z Wydziatu Fizjologii Molekularnej i Fizyki
Biologicznej Uniwersytetu Virginia w USA. Tematem rozprawy sa badania strukturalne
trzech alergenéw: z roztocza kurzu domowego (Der p 1), z karaczana prusaka (Bla g 4) oraz
z plesni Alternaria alternata (Alt a 1). Pierwszy z alergenow jest proteinaza cysteinowa, drugi
lipokalina, czyli jednym z bialek stuzacych do transportowania matych hydrofobowych
czasteczek, trzeci alergen jest biatkiem o nieznanej funkcji.

Obecnosé nieszkodliwego antygenu normalnie wywoluje bezobjawowa reakcje systemu
odpornosciowego na poziomie przeciwcial typu IgG. Natomiast nadwrazliwos¢ alergiczna
zazwyczaj zwigzana jest z wytworzeniem przeciwcial IgE oprocz IgG. Dochodzi wowczas
do reakcji organizmu, ktora, zaleznie od rodzaju alergenu, moze przybiera¢ rézne formy.
W niniejszym przypadku mamy do czynienia z alergenami wziewnymi wywolujacymi astme.
Alergie sa plaga ostatnich pokolen, zwlaszcza w krajach rozwinigtych. Mamy do czynienia
z rozwijajaca si¢ epidemia, ktorej przyczyny sa stabo poznane. Badanie struktury alergendw
iich oddziatywan z przeciwcialami sa zatem istotnym elementem szerszego nurtu badan
shuzacych zrozumieniu mechanizméw prowadzacych do alergii i terapii, ktéra polega
na odczulaniu systemu odpornosciowego wzgledem alergenow.

Cele badar zostaly zdefiniowane na stronie 28, za wstepem. Doktorant dla kazdego z trzech
badanych alergenéw stawia odmienne cele. W przypadku biatka z roztoczy chce okresli¢
molekularne mechanizmy specyficznego oddziatywania alergenu z trzema monoklonalnymi
przeciwcialami i poréwna¢ wyniki dla tego alergenu z pokrewnym alergenem z innego
roztocza. W przypadku alergenu z karaczana doktorant chcial zbada¢ strukture biatka
i okresli¢ co jest ligandem tej lipokaliny. Doktorant podjal si¢ tez rozwiazania struktury
trzeciego z alergendw i pordwnania jej ze strukturg podobnych biatek. Uwazam, Ze problem
jaki doktorant podjat sie rozwiaza¢ jest ambitny, interesujacy z poznawczego punktu widzenia
i dotyczy waznego obszaru badan. Zatem teza naukowa postawiona przez doktoranta jest
wartosciowym tematem rozprawy doktorskiej.

Uktad i edycja rozprawy. Rozprawa liczy okoto 130 stron wraz z obszerng bibliografia i jest
podzielona na rozdzialy w sposéb tradycyjny. Po czesci literaturowej przedstawione sg cele,
metodyka badan, wyniki, dyskusja, a nastgpnie podsumowanie. Rozprawa napisana jest
w jezyku angielskim w sposob tresciwy 1 przystepny, stylistycznie na dobrym poziomie. Jako



nieistotne pomijam drobne bledy jezykowe. Tekst jest starannie ilustrowany. Podsumowujac
stwierdzam, ze doktorant wykazuje umiejetnos¢ wiasciwego przedstawienia uzyskanych
wynikow. Dobrze oceniam styl i przejrzystos¢ rozprawy oraz jej poziom edytorski.

Czes$¢ literaturowa. Wstep jest tresciwym wprowadzeniem w tematyke rozprawy. Najpierw
przedstawiony jest problem alergii, w szczegdlnosci gdy towarzyszy jej astma, po czym
doktorant omawia molekularne podstawy reakcji immunologicznej. Nastgpnie pokrotce
omawia organizmy i wydzielane przez nie alergeny, ktére sa tematem rozprawy. Bibliografia
liczy 23 strony odno$nikow literaturowych i obejmuje prace zaréwno badawcze jak
i metodologiczne w zakresie stosownym do tematyki rozprawy. Po zapoznaniu si¢ z czgécia
literaturowa dobrze oceniam teoretyczng wiedz¢ doktoranta w zakresie dyscypliny naukowe;j,
ktorej dotyczy temat rozprawy.

Metodyka badan jest przedstawiona pokrotce w odniesieniu do badanych alergenéw. Dla
biatka z roztoczy (Der p 1) opisane sa pomiary dyfrakcyjne, rozwigzanie i analiza struktury
krystalograficznej oraz narzedzia bioinformatyczne ogélnodostgpne a takze wykonane przez
doktoranta. W przypadku alergenu z karaczana (Bla g 4) wykorzystano dane
krystalograficzne innych autoréw, wigc w metodologii opisane sa dalsze etapy obrobki
danych strukturalnych, a dalej zaawansowane techniki analizy sekwencji genetycznych
i filogenezy tego biatka. Dla alergenu z plesni Alternaria opisane jest rozwiazanie struktury
za pomocq anomalnego rozpraszania promieni Rentgena na krysztale nasaczonym bromkiem
tantalu oraz dalsza obrobka krystalograficzna. Dalej znéw mamy analize¢ sekwencji pod katem
ewolucji tego biatka w porownaniu z pokrewnymi biatkami. Stwierdzam, ze opis prac
metodologii jest dostatecznie dokladny, aby wyniki eksperymentalne doktoranta uzna¢ za
wiarygodne.

Przechodze do omowienia wynikéw badan mgr Tomasza Osinskiego. Doktorant oczyscit,
wykrystalizowatl i rozwiazat struktury dwoéch komplekséw biatka z roztoczy (Der p 1)
z fragmentami przeciwcial monoklonalnych. Rozwiazal tez struktur¢ jednego z tych
fragmentow przeciwcial. Nastgpnie przeprowadzit bardzo szczegoélowa analize wszystkich
trzech badanych przez siebie struktur, dodajac do poréwnania skadinad znany kompleks tego
samego bialka z innym przeciwcialem. Nastgpnie doktorant poszerzyl zakres analizy o inne
kompleksy antygenow z przeciwciatami znajdujace si¢ bazie danych PDB. Paratopy, czyli
czesci zmienne przeciwciala, wiazace epitopy na antygenie, charakteryzuja si¢ przede
wszystkim zmiennoscia — zaréwno chemiczng jak i strukturalng. Wynika to z ich natury.
Czytajac te czes¢ rozprawy zastanawiatem sig, co konkretnego moze wynikna¢ z poréwnania
tak roznorodnych struktur. Po analizie jednak nastapita pewna synteza. Na przyklad
obserwacja, ze przeciwciata specyficzne dla biatek konkretnego gatunku roztoczy oddziatuja
z antygenem wieksza powierzchnia niz przeciwciala niespecyficzne dla konkretnego gatunku.
Doktorant sporzadzil tez statystyki wystgpowania poszczegdlnych reszt aminokwasowych
po stronie epitopu i po stronie paratopu i zauwazyl, ze czgsto$¢ wystepowania reszt
aminokwasowych w tych obszarach jest inna niz srednia czgstos¢ wystepowania
poszczegdlnych reszt aminokwasowych na powierzchni biatek. To s3 interesujace obserwacje.
Warto tu odnotowac, ze doktorant nie ogranicza si¢ do wykorzystywania dostgpnych narzedzi
bioinformatycznych, ale buduje rowniez wiasne. To szczegdlnie wazne w dzisiejszej dobie,
kiedy mamy z jednej strony niespotykane wczesniej bogactwo oprogramowania, a z drugiej
strony naukowcOw, ktorzy ograniczaja si¢ do gotowych narzedzi i sa bezradni wobec
nieprzewidzianych sytuacji. Chcialbym tu zapyta¢ doktoranta, jaka jest jego zdaniem
przysztos¢ badan oddzialywan migdzy alergenem i przeciwcialem i jak mozna by wyniki
takich badania wykorzysta¢ w medycynie.



Drugi projekt, czyli badanie struktury lipokaliny z karaczana polegat na analizie struktury
tego biatka i zidentyfikowaniu tyraminy jako liganda. Doktorant poréwnuje strukture réznych
lipokalin i okresla obszary konserwatywne. Prébuje wywnioskowaé na podstawie tych
poréwnan, ktére obszary powierzchni moga by¢ epitopami. Bada tez ewolucje i filogenetyke
tej rodziny biatek i przedstawia argumenty na role tyraminy jako fizjologicznego liganda tej
lipokaliny. Zaintrygowala mnie wzmianka, ze niniejsza analiza jest reinterpretacja
wezesniejszych wynikéw innych autoréw. Przeczytalem te wezesniejsza prace i obejrzalem
wyniki, Zeby zobaczyé¢ na czym polegala reinterpretacja. Otz wezesniejsi autorzy blednie
okreslili symetri¢ krysztalu i zignorowali wyrazna gestosé elektronowa tyraminy. Zamiast
tego, z niezrozumiatych dla mnie przyczyn, usitowali zadokowaé w miejscu wiazania hormon
Jjuwenilny. Dobrze, ze sa naukowcy, ktérzy krytycznie patrza na wyniki swoich kolegéw po
fachu i sg gotowi je zweryfikowac.

Trzeci z projektéw polegat na rozwiazaniu struktury alergenu z plesni Alternaria. Doktorant
dokonat tego metoda anomalnego rozpraszania promieni Rentgena uzywajac krysztatu
nasaczonego bromkiem tantalu. Struktura tego biatka jest niepodobna do innych znanych
bialek a jego funkcja jest nieznana. Doktorant wykonat analize sekwencii, znajdujac w innych
gatunkach grzybéw podobne geny. rowniez o nieznanej funkcji. Doktorant zaznaczyl na
powierzchni swojej struktury obszary konserwatywne i zaproponowat je jako cele dla
projektowanych przeciwcial. Mnie jednak nie daje spokoju niewiedza o funkcji tego bialka.
Chcialbym, zeby pan Osinski podzielit si¢ swoimi przypuszczeniami badz spekulacjami na
ten temat.

Wyniki  badan wchodzace w sklad niniejszej rozprawy zostaly opublikowane
w migdzynarodowych  czasopismach. Doktorant jest pierwszym autorem publikacji
w J. Immunol., ktéry posiada wspéiczynnik wptywu (IF) 4.922 (2014). Inne prace, w ktérych
doktorant jest wspétautorem ukazaly si¢ w J. Allergy Clin. Immunol. (IF=11.476), J. Biol.
Chem. (IF=4.573) oraz Mol. Immunol. (IF=2.973). Doktorant jest tez wspdlautorem szesciu
modeli strukturalnych zdeponowanych w banku danych PDB.

Podsumowujac, oceniam niniejsza rozprawe wysoko. Doktorant bardzo dobrze sprostat
wyzwaniom. Mgr Tomasz Osinski dysponuje poglebiona wiedza w obszarze bioinformatyki
i krystalografii. Rozwiazal postawiony problem samodzielnie i przy uzyciu wiasciwej
do danego zadania metody. Wykazal si¢ duza starannoscia i wnikliwoscia w dazeniu
do naukowego celu. Rozprawa w pemi spelia wymogi formalne stawiane w tej mierze
pracom doktorskim, dlatego wnosz¢ do Rady Wydzialu Biologii UAM o dopuszczenie
kandydata do dalszych etapéw przewodu.

Z uwagi na sukces w publikowaniu wynikéw a takze z uwagi na przeprowadzenie poglebionej

analizy przy pomocy wykonanych przez siebie narzedzi bioinformatycznych wnosze
0 wyréznienie tego doktoratu.
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