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rozprawy doktorskiej Pani mgr Darii Artyszuk, pt. ,Badania strukturalne antygenéw O

i identyfikacja loci O nietypowalnych izolatéw klinicznych Klebsiella pneumoniae”

Praca doktorska Pani mgr Darii Artyszuk zostala wykonana w Laboratorium
Immunochemii  Drobnoustrojow i Szczepionek Instytutu Immunologii i Terapii
Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu,
pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Jolanty Lukasiewicz, w ramach studiow we Wroctawskie;
Szkole Doktorskiej Instytutow Polskiej Akademii Nauk. Recenzja przedstawionej pracy
zostata wykonana w odpowiedzi na pismo Pana prof. dra hab. Andrzeja Gamiana, Dyrektora
IIiTD PAN we Wroctawiu, zgodnie z uchwalg Rady Naukowe;j Instytutu z dn. 14 grudnia 2023
r. Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku angielskim, w ktorym jej tytut brzmi:
,O antigen structural studies and O /oci identification of nontypeable clinical isolates of
Klebsiella pneumoniae”. Ma ona budowe typowa dla naukowych prac doswiadczalnych, a wige
obejmuje Wstep teoretyczny, wprowadzajacy w zagadnienia zwigzane z tematem pracy
i stanowigcy tto dla jej Celow, a kolejne rozdzialy odnoszg si¢ do przeprowadzonych badan,
a wicc sa to Materialy i metody, a takze Wyniki i ich omowienie w postaci Dyskusji
i Wnioskow. Rozprawa zawiera takze streszczenia w jezykach polskim i angielskim, listy
skrotow, referencii, tabel i rycin, a takze wykaz dobrych osiggnig¢ naukowych Doktorantki
w postaci trzech publikacji naukowych (dwie oryginalne i jedna przegladowa), pieciu ustnych
prezentacji wynikow i jednej plakatowej w jezyku angielskim na migdzynarodowych
konferencjach naukowych oraz udziale w realizacji projektu grantowego, finansowanego przez
NCN w ramach konkursu OPUS 16.

We Wstepie rozprawy Pani mgr Daria Artyszuk skupia si¢ na scharakteryzowaniu

pateczek Klebsiclla pneumoniae zwlaszcza w kontekscie ich chorobotworczosci. Bakterie te
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zaliczono do tzw. grupy ESKAPE - patogendéw krytycznych stanowigcych szczegolne
zagrozenie ze wzgledu na ich rosngcg wielolekoopornosé. Doktorantka zwraca uwage
na rosngce znaczenie wariantéw hiperwirulentnych K. prneumoniae, a takze bardzo
niepokojgcych klonow catkowicie opornych na stosowane antybiotyki. Omawia poszczegolne
czynniki chorobotworczosci K. pneumoniae, w tym wielocukry powierzchniowe budujgce
otoczke, czasem niezwykle obfita 1 nadajagca szczepom §luzowaty charakter oraz
lipopolisacharyd (LPS), stanowigcy przedmiot badan recenzowanej rozprawy. Tej waznej
czgsteczce Autorka, co zrozumiate, poswigca najwiecej uwagi, zwlaszcza w aspekcie jej
budowy chemicznej i aktywnosci endotoksycznej. Czgs$¢ wielocukrowa LPS, czyli antygen O,
jest u pateczek K. pneumoniae stosunkowo mato zrdéznicowana w porownaniu do innych
bakterii Gram-ujemnych, a takze w poréwnaniu do roznorodnosci (okoto osiemdziesi¢ciu
poznanych typdw) antygenu otoczkowego K tych pateczek. Opisano bowiem do tej pory tylko
kilkanascie serotypow O K. pneumoniae, charakteryzujacych si¢ stosunkowo prostg budowa,
okreslajac ich struktur¢ chemiczng lub podstawy molekularne potencjalnego fenotypu,
w oparciu o analizy klastrow gendw warunkujgcych synteze antygenow O, co Doktorantka
szczegotowo opisuje. W tej wlasnie niewielkiej liczbie wariantow antygenu O upatruje Ona
mozliwo$ci opracowania strategii terapeutycznych przeciwko infekcjom powodowanym przez
K. pneumoniae, ktéremu to zagadnieniu poswigca ostatnig czg$¢ Wstepu. Podrozdziat ten
dotyczy wlasciwie strategii zapobiegania infekcjom, czyli konstrukcji szczepionek
koniugatowych, skierowanych m.in. przeciwko najbardziej rozpowszechnionym antygenom
0. Z tym zagadnieniem zwigzane sg jasno sprecyzowane Cele pracy doktorskiej, czyli analiza
struktury chemicznej polisacharydow O-swoistych i genéw zwigzanych z biosyntezg tych
struktur dla wybranych, unikalnych serologicznie szczepdw klinicznych K. pneumoniae,
a takze okre$lenie czestoéci wystepowania determinant genetycznych analizowanych
serotypow O wsréd genomow tych bakterii, na podstawie sekwencji dostepnych w bazach
danych. Oba rozdzialty wprowadzajace sg ilustrowane tadnymi rycinami uzupelniajgcymi
przedstawione tresci.

Metody opisano klarownie, podajgc czasem nawet zbyt dokladne szczegodty techniczne
(uzyto czystej szklanej probowki, pipety, penicylindwki itp.). Dobor metod uwazam

za adekwatny do postawionych celow pracy i zadan badawczych, sg one oparte na dobrych
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referencjach, wypracowane 1 sprawdzone w zespole badawczym, w ktorym pracowata
Doktorantka.

Pierwsza czeé¢ Wynikow stanowig badania wstepne, ktorych skutkiem byto
podzielenie badanych szczepow na cztery grupy podobienstwa na podstawie badan struktury
i elektroforezy LPS w zelu poliakrylamidowym oraz analiz bioinformatycznych, w oparciu
o sekwencjonowanie catogenomowe. Nastgpnie Autorka w kolejnych podrozdziatach
przedstawia wyniki kompleksowych badan strukturalnych, genetycznych
i bioinformatycznych, prowadzacych do ustalenia fenotypu i genotypu antygenow O szczepow
z czterech wskazanych wstgpnie grup. Pierwsza grupa reprezentuje czgsty serotyp O2,
a Doktorantka analizuje ponadto czestos¢ jego wystgpowania i wpltyw roznych sekwencji
insercyjnych na zmienno$¢ antygenow O2 i O1. Wyniki tych badan zostaty opublikowane
(Artyszuk i in. 2020). Druga grupa reprezentuje serotyp O13, ktorego struktura chemiczna
i czestos¢ wystgpowania zostaje oznaczona w niniejszej pracy, a wyniki te takze opublikowano
(Artyszuk i in. 2024). Dla szczepdw z trzeciej grupy zarowno analizy chemiczne ich LPS, jak
i badania klastroéw gendéw odpowiadajgcych za synteze antygendéw O w genomach wskazaty
na serotyp O4, przy czym wykazano, ze szczep wzorcowy O4 jest de facto przedstawicielem
gatunku Enterobacter cloacae, co moglo by¢ przyczyna poczatkowych trudnosci z typowanie
serologicznym. Szczepy z ostatniej, czwartej grupy, okazaly sie¢ prezentowac fenotyp szorstki,
pozbawiony czesci O-swoistej LPS, cho¢ genotyp wskazywal na potencjalng serogrupe O1,
jednak brak jednego z genow (wbbO) w obrebie klastra uniemozliwiat ekspresje 1 syntezg tego
antygenu. Wyniki sg dobrze przedstawione i udokumentowane odpowiednimi rycinami oraz
tabelami, a w kolejnym rozdziale Dyskusja omowione na tle licznie cytowanych artykutéw
naukowych. Doktorantka podkresla wage uzyskanych wynikéw m.in. w kontekscie
praktycznego wykorzystania narz¢dzi bioinformatycznych do badan epidemiologicznych
K. pneumoniae, mozliwosci wykorzystania wiedzy o budowie najczesciej wystepujacych
serotypow O w konstrukcji szczepionek odpornosciowych czy tez wplywu, bardzo czesto
obecnych w genomach badanych pateczek, réznego typu sekwencji insercyjnych na ich
zmienno$¢ fenotypowa (zréznicowanie antygenow O) w kontek$cie chorobotwdrczosci
i mozliwosci ewazji. Dyskusj¢ poprowadzono bardzo dobrze, odnoszac si¢ do wszystkich

uzyskanych wynikow, analizujgc ich wage, znaczenie, a takze wyjasniajgc zrodla i powody
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napotkanych trudnosci czy watpliwosci. W rozdziale Whioski Autorka w punktach wskazuje
najistotniejsze osiagnigcia swojej pracy doktorskiej. Spis referencji obejmuje 120 prac
naukowych, dobrze zwigzanych z poszczegdlnymi aspektami ocenianej rozprawy, a wigc z jej
teoretycznymi podstawami, metodyka, jak i uzyskanymi wynikami, dla ktorych stanowig punkt
odniesienia. Szczegdlnie wazne sg tu publikacje Autorki rozprawy, zawierajgce wigkszg czeS¢
wynikow prezentowanych w pracy.

Ponizej zamieszczam uwagi i1 pytania, odnoszace sie do poszczegolnych czgsci
rozprawy.

We Wstepie, ktory jest tematycznie dobrze zwigzany z podjetymi badaniami i stanowi
tlo i uzasadnienie dla zatozonych celéw pracy, moim zdaniem zabraklo podstawowych
wiadomosci o przedmiotowych pateczkach, takich jak ich przynalezno$¢ taksonomiczna,
cechy metaboliczne czy rezerwuary i naturalne srodowiska wystepowania. Takze opis budowy
LPS jest ogolny i pozostawia pewien niedosyt, np. opisano budowg lipidu A Escherichia coli,
ale nie wskazano jakie kwasy ttuszczowe wystepujg u K. pneumoniae, nie wida¢ tez na Ryc. 4
anonsowanych podstawnikéw w lipidzie A, odpowiedzialnych za wrodzong opornos$¢ tych
bakterii na polimyksyny. Rycina 6 wséréd poznanych wezesniej struktur antygenow O
K. pneumoniae ukazuje strukture antygenu O13, ktorej okreslenie jest wynikiem recenzowanej
rozprawy, ale nie uwzglgdnia opisanego wezeéniej antygenu 08, natomiast ryc. 7, cho¢ ma
prezentowaé dwanascie poznanych klastrow biosyntezy antygenu O, ukazuje ich tylko
dziewigé. Jak Pani mgr Artyszuk moglaby si¢ odnies¢ do problemu maskowania antygenow O
przez antygeny K w kontekscie konstrukeji szczepionek anty O-swoistych, na ktory to problem
zwrdcita uwage we Wstepie?

W rozdziale Materialy i metody brak wprowadzenia czy opisu do Tabeli 1. Nie jest to
jasno zaznaczone dlaczego w tabeli 2 wymieniono jako badane dwanascie szczepow
K. pneumoniae, ale opisano pochodzenie tylko o$miu z nich, a we wstepnych badaniach
uwzgledniono jedenascie, cho¢ DNA izolowano z dziesieciu. W rozdziale tym temperaturg
podawano zamiennie w °C albo K, izotop wodoru oznaczano jako *H lub D, co powinno by¢
ujednolicone.

W rozdziale Wyniki niepotrzebnie powielono w tekscie legende tabeli 4. W tabelach

czy rycinach, obejmujacych dane dla wielu szczepow, takich jak np. tabela 6 i rycinal4, dobrze
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bytoby wskaza¢ (zaznaczy¢) szczepy badane czy omawiane grupy, aby tatwiej bylo $ledzic¢ tok
wywodow. Prosz¢ o wyjasnienie — dlaczego nie wykonano rozdziatu elektroforetycznego
i srebrzenia w zelu LPS szczepu Kpl177, jako jedynego wsrod dziesigciu analizowanych?
Na jakiej zatem podstawie uznano go na tym etapie za szczep fenotypowo szorstki w rozdziale
elektroforetycznym (tabela 4), podobnie jak szczep Kpl174, ktory w SDS-PAGE wykazal
przeciez obecnos¢ wolno migrujacych w zelu diugofaficuchowych czgsteczek LPS (uznanych
potem w rozdziale 7.5.1 za zanieczyszczenie polisacharydem otoczkowym), a wstgpna analiza
bioinformatyczna wskazala na obecnos¢ w genomach obu szczepdw klastrow gendéw
kodujacych antygen Olv1? Co ciekawe, w Dyskusji zamieszczono prawie identyczng jak
tabela 4, podsumowujacg wyniki tabele 15, ale tu obu szczepom na podstawie rozdzialu
elektroforetycznego (sic!) przypisano fenotyp SR. Czy wykonywano inne testy S/R?
Czy stosowano metody zapobiegajgce ekstrakcji LPS tgcznie z polisacharydami otoczkowymi

(zanieczyszczonych)? Chciatabym prosi¢ Panig Doktorantke o wyjasnienia w tych kwestiach.

Drobne uwagi: Punkty wymienione w rozdziale 9. Conclusions s3 w istocie
podsumowaniami, a nie wnioskami, ktore powinny by¢ uogolniong pochodng uzyskanych
wynikéw. Chyba niestusznie skupiono si¢ tu na wynikach opublikowanych, a pomini¢to
wyniki uzyskane dla dwoch serogrup O, ktorych nie opublikowano. Przy kolejnym
przytaczaniu nazwy drobnoustroju wystarczy skrot nazwy rodzajowej, nie trzeba juz podawac
calej nazwy, co zdarzato si¢ wielokrotnie we Wstepie, a takze w Dyskusji. Zauwazono drobne
btedy jezykowe i interpunkcyjne, a takze typu: pomytka w numerze tabeli (16 zamiast 15 —
str. 96), inny rok publikacji w tekscie 1 w spisie referencji (poz. 3), nieadekwatny podpis
do ryciny 13 (brak symboli Kp181 i Kp167) czy okreslenie wszystkich izolatéw — ,,all the
isolates”, gdy chodzito tylko o dwa. Lista skrotéw poczatkowo nie jest utozona w kolejnosci
alfabetycznej.

Nalezy tez zwroci¢ uwage na sposob cytowania. W niektorych przypadkach cytowane
sg nicadekwatne lub niezbyt aktualne referencje, np. w podrozdziale dotyczacym rdzenia LPS
referencje pochodzg gltownie z lat dziewigcdziesigtych ubieglego wieku i np. podajac
informacje, ze w przypadku F. coli zidentyfikowano tylko 5 typéw rdzenia do tej pory,
a dla K. pneumoniae dwa typy, Doktorantka odnosi si¢ do publikacji z 1992 r. dotyczacej
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struktury polisacharydéw LPS u Pseudomonas pseudomallei (str. 34). Ponadto niepotrzebnie
przytaczane sg trzy nazwiska (zamiast skrétu odnoszacego sic do wspotautorow) oraz calte
imiona, co widoczne jest zwlaszcza w spisie referencii, zamiennie z inicjatami. Zauwazono tez
tendencje do niekoniecznego juz w rozdziale Wyniki przytaczania referencji dotyczacych
stosowanych metod, a dodatkowo sg to nieraz inne publikacje niz podane w rozdziale Metody
(np. w odniesieniu do ekstrakcji LPS czy analiz MLST). Z kolei w opisie ryc. 6, ktora pochodzi
z publikacji (Artyszuk i in. 2024), brak referencji, nie podano ich tez dla ryc. 113.

Chcialabym zwrocié uwage na to, ze chociaz Doktorantka powinna odnosi¢ si¢
do wlasnych publikacji, w ktorych zawarta wyniki swoich badan opisywanych w rozprawie
doktorskiej (Artyszuk i in. 2020, 2024), zwlaszcza jesli zamieszcza rycing czy tabel¢ z tych
artykutéw naukowych, to nalezatoby unikac przytaczania dostownie mniejszych lub wickszych
fragmentow tekstu z publikacji (zwlaszcza bez zamieszczenia tych prac jako referencji), co
zdarza sic zardbwno w rozdziatach teoretycznych, jak i rozdziatach do$wiadczalnych,
poswieconych opisowi opublikowanych juz wynikow, czyli Wynikach i Dyskusji. By¢ moze
nie jest tatwo opisywac te same wyniki innymi stowami, ale rozwigzaniem mogtoby by¢
wlhaczenie obydwu publikacji w sktad rozprawy doktorskiej, co pozwolitoby na uniknigcie tego
problemu.

Mimo zamieszczonych uwag, ktore wynikaja z mojego obowigzku jako recenzenta,
oceniam tecenzowang rozprawe doktorska jako dobrze zaplanowang, skonstruowang
i przeprowadzong. Zakres badan jest ambitny i, co uwazam za bardzo wazne, faczy w sobie
rozne metody okreslenia serotypu O szczepOw klinicznych K. pneumoniae — metody
fenotypowe, zwigzane z okresleniem struktury chemicznej antygenow O tych szczepow,
w odniesieniu do wynikow wezesniejszego typowania serologicznego (szczepy nietypowalne)
oraz metody genotypowe i bioinformatyczne, dotyczace okreslenia podstaw molekularnych
wytwarzania okreslonych polisacharydow, na podstawie sekwencjonowania calogenomowego
i badan klastrow genoéw, kodujacych wykryte fenotypy O. Ponadto szeroka analiza
bioinformatyczna, majaca na celu okreslenie rozpowszechnienia analizowanych loci wérod
sekwencji tysigcy genoméw K. preumoniae dostgpnych w bazach danych, pozwolita
na potwierdzenie dominacji serogrup O1/02 i wskazanie innych rozpowszechnionych

antygenéw O (04 i nowo opisanego O13 — OL101) wsrod klonalnie spokrewnionych
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i niepokrewnych szczepdw badanych bakterii. Wskazano takze na pojawiajgce si¢ roznice
w obrebie analizowanych klastrow gendw, spoWodowane m.in. obecno$cig roznego typu
sekwencji insercyjnych, a skutkujgce np. brakiem syntezy polisacharydu O-swoistego, czyli
fenotypem R. Takie holistyczne podejscie — od genu do antygenu — pozwala
na wieloplaszczyznowg analiz¢ zjawiska zrdznicowania antygenowego wsrod pateczek
K. pneumoniae i moze mie¢ rowniez znaczenie praktyczne w kontek$cie zapobiegania
infekcjom tymi bakteriami poprzez konstrukcje odpowiednich szczepionek.

Biorgc pod uwage przedstawiong wyzej charakterystyke recenzowanej rozprawy
doktorskiej Pani mgr Darii Artyszuk, pt. ,Badania strukturalne antygenow O
i identyfikacja /oci O nietypowalnych izolatéw klinicznych Klebsiella pneumoniae™ oraz
jakos¢ naukows opisanych w niej wynikow uwazam, ze rozprawa doktorska spelnia
warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce (Dz.U.
2018 poz.1668 z pézn. zm.). Wnosz¢ zatem do Rady Naukowej Instytutu Immunologii
i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroclawiu o dopuszczenie

Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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