Gdarnisk, 18 stycznia, 2024 r.

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Darii Artyszuk

pt. ,,0 antigen structural studies and O loci identification of nontypeable clinical
isolates of Klebsiella pneumoniae” (Badania strukturalne antygenéw O i identyfikacja
loci O nietypowalnych izolatéw klinicznych Klebsiella pneumoniae”)

Praca doktorska zostata przygotowana pod opieka promotora prof. dr hab. inz. Jolanty
tukasiewicz w Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojéw i Szczepionek Instytutu Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

Klebsiella pneumoniae jest Gram-ujemng bakterig oportunistyczna, ktéra stanowi naturalng
flore skory, jamy ustnej i jelit u cztowieka. Po wniknieciu do organizmu bakteria moze wykazywaé
wysoki stopien zjadliwosci. U pacjentdw z obnizong odpornoscig gatunek ten moze powodowaé
powazne choroby, m.in. zapalenie ptuc, infekcje drég moczowych, zapalenie watroby
czy posocznice. W zwigzku z powyzszym istotnym problemem sg zakazenia szpitalne K. pneumoniae,
zwigzane m.in. ze stosunkowo fatwym rozprzestrzenianie sie i infekowaniem pacjentéw o obnizonej
odpornosci. Zapalenia ptuc wywotywane w warunkach szpitalnych przez K. pneumoniae stanowia
ok. 10% wszystkich zakazen szpitalnych w panstwach UE. Kolejnym problemem jest zwiekszajaca sie
oporno$¢ bakterii na dostepne antybiotyki. W powszechnym obiegu pojawito sie pojecie
superbakterii, czyli szczepéw bakterii, ktére rozwinety opornos$é¢ na dziatanie lecznicze wielu
antybiotykdw powszechnie stosowanych w medycynie. Bakterie K. pneumoniae zazwyczaj
sg oporne na penicyliny, ze wzgledu na wytwarzanie beta-laktamaz. Czesto generujg tzw. beta-
laktamazy o poszerzonym spektrum dziatania, w wyniku czego stajg sie oporne na penicyliny,
cefalosporyny i monobaktamy. Jednym z ostatnio zbadanych mechanizméw opornosci jest
wytwarzanie karbapenemaz, ktére majg zdolnos¢ do dezaktywacji penicylin, cefalosporyn oraz
karbapenemow. Bakterie K. pneumoniae NDM-1, produkujace rozktadajacy karbapenemy enzym
New Delhi metalo-beta-lactamaze-1, zaliczane sg do wspomnianych superbakterii. Bakterie
chorobotwdrcze dysponuja szerokim spektrum czynnikéw zjadliwosci, ktére umozliwiajg im m.in.
infekowanie gospodarza, ochrone przed jego systemem odpornosciowym, czy wywotywanie
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choréb. Do najwazniejszych czynnikdw nalezg: fimbrie, siderofory, enzymy oraz polisacharydy -
polisacharydy kapularne (CPS) i lipopolisacharydy (LPS).

Ze wzgledu na oporno$¢ na antybiotyki, zjadliwosé i ograniczone mozliwosci terapeutyczne,
bakterie Klebsiella pneumoniae stanowig i w najblizszym czasie bedg stanowity powazne zagrozenie
dla zdrowia publicznego. W zwigzku z powyzszym bardzo wazne jest poszukiwanie alternatywnych,
w stosunku do antybiotykoterapii, sposobdw leczenia, a najlepiej zapobiegania chorobom
powodowanym przez bakterie. Wydaje sie, iz takim sposobem jest stosowanie odpowiednich
szczepionek. Do ich produkcji wykorzystywane sg antygeny o zdefiniowanej strukturze chemicznej.
W przypadku bakterii wazne sg antygeny znajdujace sie na powierzchni sciany komdérkowej, m.in.
antygeny kapsularne oraz antygeny O (OPS). Oprdcz struktury chemicznej antygendw wazna jest
rowniez wiedza na temat dystrybucji réznych serotypdéw (O lub K) wérdd izolatédw klinicznych.

W opisang problematyke doskonale wpisuje sie praca doktorska mgr Darii Artyszuk
poswigcona m.in. badaniom strukturalnym antygenéw O, pochodzacych z nietypowalnych izolatéw
klinicznych K. pneumoniae. Przeprowadzone badania byly czescig projektu badawczego
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki pt. “Nietypowalne antygeny O Klebsiella
pneumoniae - struktura i seroepidemiologia”.

Recenzowana praca liczy 121 stron, zostata napisana w jezyku angielskim w klasyczny sposéb.
Rozpoczyna si¢ od dobrze opisujgcych zawarto$¢ rozprawy streszczer w jezyku polskim i angielskim
oraz wykazu stosowanych skrétéw.

Kolejnym rozdziatem jest liczacy 21 stron Introduction. W pierwszej czes$ci Doktorantka
charakteryzuje bakterie K. pneumonice, poswiecajac duzo uwagi ich wystepowaniu,
chorobotwdrczosci, zagrozeniom wynikajgcym z nabywanej opornosci na antybiotyki, czy tez
alternatywnym metodom leczenia choréb wywotywanych przez te mikroorganizmy lub ich
zapobiegania. W drugiej czesci mgr Daria Artyszuk duzo miejsca poswieca czynnikom wirulencji
wytwarzanym przez opisywane bakterie, do ktérych nalezg: fimbrie, biatka btony zewnetrznej,
siderofory, CPS-y oraz LPS-y. Przybliza réwniez strukture chemiczng jednostek powtarzalnych
antygendw O nalezacych do 11 serotypdw oraz opisuje klastry gendw zwigzane z syntezg antygendw
0. W trzeciej czesci Kandydatka opisuje aktualny stan wiedzy dotyczacy strategii majacej na celu
zapobiegania lub leczenia infekcji powodowanych przez bakterie K. pneumoniae. Tematyka
poruszona w tym rozdziale jest $ciSle zwigzana z badaniami opisanymi w dalszych czesciach
rozprawy doktorskiej i stanowi bardzo dobre do nich wprowadzenie. Fragment ten napisany jest
bardzo przystepnie i zawiera liczne, poprawnie dobrane, odno$niki literaturowe.
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Cele badawcze zdefiniowane zostaty w rozdziale Aims of the study. Ogélnym celem pracy
doktorskiej byto zbadanie jedenastu klinicznych izolatéw K. pneumoniae (BIDMC 7B, ABC152,
ABC122, BC738, BC13-986, 3936/19, Kp164, Kp165, Kpl66, Kpl74, Kp177) pod katem obecnosci
nowych serotypdw O (struktur antygenédw 0) lub nowych modyfikacji strukturalnych antygenéw O.
Szczepy do badan zostaly wybrane na podstawie braku oddziatywan LPS-6w z dostepnymi
specyficznymi przeciwciatami monoklonalnymi przeciwko znanym strukturom antygenu O
lub zaobserwowanymi réznicami w locus O. Szczegbtowe cele badari obejmowaty:

1. okreélenie struktur chemicznych antygendw O wyizolowanych z wybranych jedenastu szczepéw
K. pneumoniae,

2. sekwencjonowanie genomoéw i analiza loci O kodujacych antygeny O za pomocy narzedzi
bioinformatycznych,

3. okreslenie czgstosci wystepowania nowych serotypéw O lub ich modyfikacji w oparciu o dostepne
bazy genomdw K. pneumoniae.

W rozdziale Materials and Methods Doktorantka przedstawita cze$¢ do$wiadczalng rozprawy
doktorskiej. Bardzo szczegétowo opisata hodowle bakterii, wyodrebnianie LPS-6w i OPS-éw, analizy
chemiczne i genomiczne, wykorzystywany sprzet oraz oprogramowanie. Czytajgc ten fragment ma
sie wrazenie, ze powtdrzenie wszystkich eksperymentow i odtworzenie uzyskanych wynikéw nie
powinno stanowi¢ zadnego problemu. Ten dosy¢ oczywisty fakt wymaga jednak podkreélenia,
poniewaz obecnie (niestety) nie jest to standardem w pracach doktorskich, czy nawet publikacjach
naukowych.

Rozdziat 8 (Results) liczy 38 stron, na ktorych przedstawiono wyniki badan. Fragment ten
zostat napisany bardzo dobrze. Wzbogacony jest licznymi rysunkami i wykresami, ktére ilustrujg
i zdecydowanie utatwiajg zrozumienie catego procesu analitycznego. Naturalng kontynuacja
przedstawionych wynikéw badan jest rozdziat Discussion, w ktérym Doktorantka wyniki swoich
badari poréwnuje z aktualnymi doniesieniami literaturowymi. Opis ten jednoznacznie $wiadczy
o bardzo dobrej orientacji mgr Darii Artyszuk w uprawianej tematyce naukowej. Podsumowujac ten
fragment pracy nalezy stwierdzi¢, ze wszystkie postawione cele badawcze zostaty przez Doktorantke
zrealizowane, a efektem przeprowadzonych badan sg bardzo ciekawe wyniki, na podstawie ktérych
mozna wyrdzni¢ dwa istotne osiggniecia naukowe.

1. Zaproponowanie nowego serotypu 013, do ktérego zostaty zaliczone izolaty: ABC122, BC738,
BC13-986 i 3936/19. Roiszyfrowanie locus OL101 poprzez wyjasnienie struktury chemicznej
antygenu O - B-Kdop-(2->[->3)-a-L-Rhap-(1->4)-a-D-Glcp)n. Ponadto wykazanie, ze serotyp 013
jest dosyc licznie reprezentowany w gatunku (6,55% z 71377 genomoéw).

2K

wuprmaliG



2. Wyjasnienie réznic w serotypowaniu izolatéw K. pneumoniae BIDMC 7B i ABC152 - analizy
strukturalne wykazaty serotyp O2v1, natomiast wyniki genotypowania opartego na Kaptive
wykazaty serotyp O2v2. Problem spowodowany byt inaktywacjg genu glikozylotransferazy GmIB
w wyniku obecnosci sekwencji insercyjnej ISR1. Modyfikacja powodowata biosynteze struktury
O2vl zamiast O2v2 i byta przyczyng rozbieznosci miedzy fenotypem antygenu O
a przewidywaniem locus O.

Nalezy wspomniec jeszcze o dwdch innych osiggnieciach, zapewne nie tak istotnych jak wymienione
powyzej, ale waznych ze wzgledéw poznawczych i porzadkujacych stan wiedzy.

3. Przypisanie, na podstawie wynikéw analiz strukturalnych i genetycznych, izolatéw Kp164, Kp165
i Kp166 (uznanych za nietypowalne na podstawie poréwnania z nieprawidtowym szczepem
referencyjnym) do znanego wczesniej serotypu O4.

4. Stwierdzenie na podstawie wynikdw badan, ze izolaty Kp174 i Kp177 produkujg szorstki LPS
(pozbawiony OPS), co jest naturalnym procesem zachodzacym u bakterii, na przyktad w wyniku
wielokrotnego przesiewania kultur w laboratorium.

W podsumowujgcym rozdziale Conclusions w 6 punktach zawarto najwazniejsze wnioski
wynikajgce z przeprowadzonych badan. Kolejne rozdziaty obejmujg zestawienie wykorzystanej
literatury (120 odnosnikéw) i zamieszczonych w pracy rysunkéw i tabel (odpowiednio 37 i 15).

Rozprawa zakoriczona jest informacjami o osiggnieciach naukowych Doktorantki. Mgr Daria
Artyszuk jest pierwszg wspotautorka 3 artykutdw, w tym 2 oryginalnych, zawierajgcych wyniki badar
naukowych bedace postawa recenzowanej rozprawy doktorskiej:

1. Artyszuk D, lzdebski R, Maciejewska A, Kaszowska M, Herud A, Szijarté V, Gniadkowski M,
Lukasiewicz J. The Impact of Insertion Sequences on O-Serotype Phenotype and Its O-Locus-
Based Prediction in Klebsiella pneumoniae 02 and O1. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21(18):6572.

2. Artyszuk D, Jachymek W, Izdebski R, Gniadkowski M, Lukasiewicz J. The OL101 O antigen locus
specifies a novel Klebsiella pneumoniae serotype 013 structure. Carbohydr. Polym. 2024, 326,
121581.

Ponadto Kandydatka jest wspdtautorka 5 doniesiern konferencyjnych zaprezentowanych na

miedzynarodowych sympozjach naukowych oraz stypendystkg wspomnianego wczesniej projektu

OPUS finansowanego ze srodkow NCN.

Rozprawe przeczytatem z duzg przyjemnoscig. Jest ona napisana logicznie, formatowanie
tekstu jest bardzo dobre, a takze nalezy pochwali¢ $wietny pomyst z drukiem dwustronnym. Jednak
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przy taki obszernym opracowaniu trudno jest ustrzec sie drobnych pomytek lub opisujgc skrétowo
pewne tresci wywotac zaciekawienie recenzenta. Ponizej przedstawiam kilka wybranych uwag.

1. S. 59. Pod tabelq jest opis ,,H1,C1=175 Hz and 170 Hz..”. Zapewne chodzi o state sprzezenia.
Czy te wartosci, a zwtaszcza warto$¢ 175 Hz do czegos byty wykorzystane?

2. S. 66. Co oznaczajq i na ile poprawne sq wyrazenia “deoxy protons”? i dalej S. 72 ,,exocyclic CHs
group”?

3.S. 70, Rys. 19. Zapewne przyporzqdkowanie do szeregow konfiguracyjnych jest wtasciwe, ale czy
mozna bytoby zrobi¢ cos jeszcze, zeby miec , absolutng pewnos¢” i przekonaé recenzenta
(niedowiarka)?

4.S.70. O co chodzi we fragmencie dotyczgcym wykorzystania acetonu D6 | D5?

5.S.73. Struktura chemiczna jednostki powtarzalnej antygenu O wyizolowanego ze szczepu ABC122
Jjest stosunkowo prosta. Natomiast ,,umiejscowienie” reszty Kdo w tej strukturze byto sporym
wyzwaniem. Nie ulega wqtpliwosci, ze Doktorantka z tym problemem poradzita sobie doskonale.
Nasuwa sie jednak pytanie - w analizowanym LPS-ie powinna (chyba) by¢ czes¢ korowa, a w niej
reszty Kdo. Czy m.in. charakterystyczne sygnaty (C3/H3) nie powinny by¢ widoczne na widmach?

6. Kontynuujgc waqtek Kdo. Czy wiadomo w jakim celu bakterie modyfikujq ,koniec antygenu O”,
np. resztq Kdo? Co ma miejsce np. w utworzonym serotypie 013.

I drobiazgi techniczno-edytorskie.

1. Zestawienie stosowanych skrotéw jest zdecydowanie konieczne, ale czy potrzebne jest rozwijanie
dosyc (chyba) oczywistych np. USA?

2.S. 31. Rys. 3 jest dosyc oryginalnym podejsciem i wydaje sie prawidtowy. Ale klasyczne podejscie,
czyli ,,antygen O po lewej, a lipid A po prawej”, lepiej oddaje zasady przedstawiania struktur
chemicznych sacharyddw i ich potgczenr z innymi klasami zwigzkéw chemicznych.

3. Historia badar strukturalnych antygenéw O bakterii K. pneumoniae moim zdaniem zastuguje
na troche wiecej miejsca. Czyli Rys. 6 mogtby byc troche wiekszy, a przez to czytelniejszy.

4.S. 55. Opis widm a-d troche nieszczesliwie zastania ,,najwazniejsze sygnaty na widmie”.
6.S.91i96. Bfedne odniesienia do Tab. 15 i nie istniejqcej Tab. 16.

6. Powszechne stosowanie w wartosciach liczcbowych przecinkéw zamiast kropek.
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| pytanie/komentarz natury ogdlnej.

Zdecydowana wigkszos¢ wynikéw prezentowanych w pracy zostata wczesniej opublikowana. Czy nie
rozwazano przygotowania pracy w formie hybrydowej? tzn. zgodnie z ustawq ,zbioru
opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw naukowych” uzupetnionego pozostatymi
wynikami badan?

Wszystkie powyisze uwagi majg przede wszystkim charakter dyskusyjny i nie pomniejszaja
bardzo duzej wartosci poznawczej i potencjalnie aplikacyjnej rozprawy.

W podsumowaniu chce podkredli¢, ze praca jest wartosciowa, zostata prawidtowo
zaplanowana i zrealizowana, wnosi oryginalny i istotny wktad do wiedzy o strukturach antygenéw O
bakterii Klebsiella pneumoniae i kodujacych je klastrach gendw. Wiekszoéé uzyskanych wynikéw
zostata opublikowana, a cze$¢ z nich stanowita podstawe do utworzenia nowej serogrupy 013.
Doktorantka wykazata sie znajomoscig pisSmiennictwa, ktére jest prawidtowo wykorzystane. Bardzo
sprawnie postuguje sie¢ metodami chemicznymi, technikami separacyjnymi i spektroskopowymi oraz
nowoczesnymi narzedziami analizy genetycznej.

Reasumujac, przedtozona do oceny praca doktorska spetnia ustawowe kryteria stawiane
pracom doktorskim (Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r.
z pdzniejszymi zmianami). W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Immunologii
iTera pii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Darii Artyszuk
do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia naukowego doktora.

Jednoczed$nie ze wzgledu na wysoka warto$¢ naukowg uzyskanych wynikéw
oraz opublikowanie czesci z nich w bardzo prestizowym czasopismie (Carbohydrate Polymers)
wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskie;.
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