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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Darii Artyszuk pt.
»Badania strukturalne antygenéw O i identyfikacja loci O nietypowalnych izolatow
klinicznych Klebsiella pneumoniae”

Klebsiella pneumoniae (pateczka zapalenia ptuc) jest klinicznie waznym oportunistycznym
patogenem powodujacym roznego rodzaje zakazenia w tym gtownie uktadu oddechowego,
uktadu pokarmowego, kosci, stawow czy uktadu moczowego prowadzac czasami do sepsy.
Patogen ten oznaczony jest przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO) jako priorytetowy
ze wzgledu na jego multilekowg opornosc¢ i ograniczong mozliwosci walki z nim metodami
farmakologicznymi. Z tego wzgledu opracowywane sa nowe strategie terapeutyczne
przeciwko infekcjg tego patogenu jak i rozwijane sg narzedzia do monitorowania szczepow
klinicznych. Jedno z podejs¢ terapeutycznych bazuje na aktywnej i pasywnej immunizacji
przeciwko gléwnym antygenom powierzchniowym t. j. antygenowi K oraz O. Wiasnie w
ten nurt badan wpisuje si¢ recenzowana praca doktorska poswiecona badaniom
strukturalnym antygenéw O a takze identyfikacji O loci nietypowalnych izolatow
klinicznych tejze bakterii. Praca zostata wykonana w Laboratorium Immunochemii
Drobnoustrojow i Szczepionek Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda PAN po kierunkiem Pani prof. dr hab. Jolanty Lukasiewicz. Praca
doktorska pani Darii Artyszuk jest przyktadem bardzo dobrze wykonanej pracy z pogranicza
immunologii, biologii strukturalnej cukrow oraz genetyki. Stanowi ona kontynuacje

wieloletnich badan prowadzonych przez zespoét prof. Lukasiewicz.

a |



Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska ma charakter rozprawy cho¢ moglaby by¢
tzw. ,spinkg” ze wzgledu na ilos¢ opublikowanych artykuléw, t. j. dwie prace
eksperymentalne i jedna praca przegladowa - wszystkie pozostajace w temacie pracy
doktorskiej. Rozprawa zostala napisana w jezyku angielskim i liczy 121 stron.
Przygotowana jest w klasycznym stylu prac eksperymentalnych i w zwigzku z tym zawiera
wstep teoretyczny, cele pracy, czes¢ materiatowag 1 metodologiczng, rezultaty badan,
dyskusje otrzymanych wynikow oraz wnioski koncowe czyli konkluzje, a takze cytowana
literaturg stanowiacg 120 pozycji. Na poczatku rozprawy dolgczony jest spis uzywanych
skrotow, niezwykle przydatny przy czytaniu lektury ze wzgledu na ich ogromng ilos¢.
Ponadto, w koncowej czesci pracy znajduje si¢ suplement, w ktérym podane sg linki do
tabel zawierajgcych duza ilos¢ danych. Linki te de facto stanowiag suplement dwoch
opublikowanych prac eksperymentalnych, ktérych Doktorantka jest wspotautorky. Poza
suplementem Pani Artyszuk umiescita w pracy rowniez spis przygotowanych ilustracji,
tabel oraz liste swoich osiggnie¢ publikacyjnych czy informacje o aktywnosci

konferencyjnej i grantowe;j.

Wstep pracy liczacy 18 stron jest zwigztym rozdzialem zawierajacym wedlug mnie
wszystkie niezbedne informacje konieczne dla zrozumienia poruszanych w pracy
zagadnien, jej celu jak i wynikow. W rozdziale tym Autorka scharakteryzowal po krétce
bohatera pracy czyli bakterie Klebsiella pneumoniae pod katem roéznic pomiedzy
poszczegbdlnymi szczepami patogennymi wyizolowanymi w roéznych czesciach Swiata i
opisanymi w literaturze. Z zawartych we wstepie informacji jasne jest, ze to powierzchnia
polisacharydowa bakterii jest gtownym celem rozwoju szczepionek kierowanych przeciwko
temu patogenowi. Najwazniejsza i najdtuzsza czes¢ wstepu odnosi sie whasnie do budowy
sciany komoérkowej, a doktadniej do czynnikow wirulencji zlokalizowanych w tejze $cianie,
t.j. fimbriom, biatkom blony zewnetrznej (OMP), eksporterom, sideroforom (znajdujagcym
si¢ w komorce a usuwanym na zewnatrz w celu transportu zelaza), a doktadniej ich
receptorom, policukrom otoczki (CPS) bedacych antygenem K oraz lipopolisachardom
(LPS) bedacym gtéwnym celem badan. W zwigzku z tym Doktorantka szczegdtowo opisata
budowe LPS-o0w kiadac szczegdlny nacisk na strukture i podzial O-specyficznych




polisacharydéw (antygen O) a takze na klaster genéw koniecznych do produkcji tegoz
antygenu. Szczegolnie ciekawy 1 dojrzaly jest tu opis powstaltych wczesniej i aktualnie
opracowywanych strategii terapeutycznych kierowanych wzgledem antygenu O. Wskazujac
na braki w badaniach poszczegolnych O serotypdéw oraz na problemy w serotypowaniu
izolatow klinicznych, Doktorantka w kolejnym rozdziale w sposob zrozumialy definiuje cel
swojej pracy, ktorym jest wyznaczenie kompletnej struktury antygenéw O wyizolowanych
z 11 izolatéw klinicznych, analiza O loci kodujgcych O antygen przy zastosowaniu
sekwencjonowania calego genomu i narz¢dzi bioinformatycznych a takze okreslenie

czegstoscl wystepowania poszczegdlnych O serotypdw i ich modyfikacji.

W kolejnej czesci swojej rozprawy Autorka w sposéb skompresowany ale zarazem
wystraczajgco szczegotowy przedstawita materialy, a przede wszystkim metody badawcze
wykorzystywane w trakcie realizacji swoich badan. Moim zdaniem wachlarz jak i zakres
stosowanych prac jest dos¢ imponujacy gdyz obejmuje wiele, mocno roéznigcych sie od
siebie dziedzin jednoczesnie t. j. hodowla bakteryjna, izolacja i rozdzial produktow
hydrolizy LPS-6w, zastosowanie szeregu eksperymentéw NMR, analiza skladu i
podstawien w wielocukrach, ustalanie konfiguracji L/D cukrow, pomiary spektrometrii mas,
metody elektroforetyczne i chromatograficzne, analiza sekwencjonowania catych genomow
czy zastosowanie szeregu narzgdzi bioinformatycznych celom poréwnawczym. Wskazuje
to na szeroka wiedzg i umieje¢tnosci Doktorantki, a takze na multidyscyplinarno$é catej
pracy. Zastosowanie tak licznych metod badawczych wymagato zaangazowania sporej
grupy badaczy, bedacych chocby wspotautorami opublikowanych prac i ktorych Autorka
nie wyszczegolnia w swojej rozprawie. W zwiazku z tym prosze o jasng prezentacje wktadu

Doktorantki czy innych autoréw w poszczegdlne pomiary czy analizy.

Opis swoich badan Autorka rozpoczgta od izolacji LPS-6w oraz badan wstepnych nad nimi
t. j. od analizy poréwnawczej widm '"H HR-MAS NMR wyizolowanych LPS-6w do widm
zarejestrowanych znanych O antygenow z K. pneumoniae. Ta szybka analiza pozwolita na
bardzo wazna konkluzje, iz 10 badanych OPS-6w (rozszerzonych poézniej o jeden

dodatkowy), tworzy cztery réznigce si¢ od siebie strukturalnie grupy, sposréd ktérych tylko




jedna (BIDMC 7B i ABC152) reprezentowata znany antygen uzyty do pordéwnania.
Bioinformatyczna analiza klastrow genow (O loci) specyfikujgcych indywidualne O
serotypy z uzyciem narzedzia Kaptive wykazata niejednoznaczne sereotypowanie dla
trzech, sposrod czterech grup strukturalnych. By rozwikta¢ zagadkowe wyniki uzyskane w
tej czesci pracy, Doktorantka podjeta si¢ szczegdtowych badan strukturalnych wszystkich
grup zidentyfikowanych we wstepnych pomiarach. Doktadna analiza NMR fragmentu OPS
pierwszej grupy strukturalnej (BIDMC 7B i ABC152) wykazata, ze jest to serotyp O2v1 a
nie jak na to wskazywal program Kaptive O2v2. Doktadna analiza porownawcza klastra
gendw rfb wykazata, ze insert ISR1 powoduje kompletne zaburzenie genu GmIB
glikozylotransferazy, co skutkuje biosynteza O antygenu O2v1 zamiast O2v2. Wykazano
réwniez w analizie in silico, ze ~2.4 % izolatbw O2v2 demonstruje istotne réznice w
dhugosci regionu rfb. Analiza drugiej grupy strukturalne] (ABC122, BC738, BC13-986)
zostata rozszerzona o jeszcze jeden izolat kliniczny OL101, ktory wykazywal duze
podobienstwo wskazane przez program Kaptive do badanych izolatow. Doktadna analiza
strukturalna reprezentanta grupy, ABC122, przeprowadzona na bazie jego OPS 1 produktach
hydrolizy a takze dalszych modyfikacjach celem przeprowadzenia analizy kompozycji
cukrow oraz pozycji ich podstawienia, wykazata, ze jest to zupelnie nowy O serotyp, ktéry
zostal nazywany przez autorow O13 zgodnie z kolejnoscig numeracji serotypéw. Ponadto
bioinfomatyczna analiza czg¢stosci wystgpowania owego serotypu wskazata na wartosc¢
6,55% sposrod 71377 genomow dostepnych publicznie w bazach danych. Analiza trzeciej
grupy strukturalnej (Kp164, Kp165 i Kp166) nie byta tak doglebna jak poprzedniej, gdyz
analiza przesunie¢ chemicznych OPS wykazata ten sam system spinowy jak opublikowany
wezesniej antygen O4. Ponadto widmo 'H HR-MAS NMR catego LPS-u Kpl164 ukazato
obecnos¢ konca a-Kdop (reszty K), co jest typowe dla serotypu O4. To samego typowanie
przyniosta roéwniez wstepna analiza bioinformatyczna O /Joci wykonana przy uzyciu
narzedzia Kaptive. Autorka wykazata dalej, ze przypisanie izolatow tej grupy jako
nietypowalnych wynikato z blednego doboru prébki referencyjnej, ktorg byt szczep PCMI15
jako O4:K15 pochodzacy z Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw. Przeprowadzana analiza

typowania mikroorganizméw na tymze szczepie z uzyciem MALDI-TOF Biotyper




wykazata bez zadnej watpliwosci, ze jest to inna bakteria, Enterobacter cloacae. Jak dobrze
rozumiem, oznacza to, ze PCM15 zostat zdeponowany w kolekcji mikroorganizméw pod
btedng nazwa? Odnosnie czwartej grupy strukturalnej (Kp174 i Kp177), to wykazano, ze w
obu przypadkach brak jest OPS po hydrolizie LPS, co zostato potwierdzone odpowiednimi
widmami NMR. Oznacza to, ze oba przypadki to tzw. ,szorskie” LPS, co wyjasnia

przyczyny niepowodzenia serotypowania z uzyciem narzedzi bioinformatycznych.

Dyskusja wynikow w postaci 11-stronnicowego rozdzialu jest przygotowana bardzo
starannie 1 co wazne, nie jest powieleniem wynikéw ale ich autentyczng dyskusjg bazujaca
na literaturze jak i doswiadczeniu wlasnym oraz zespotu, w ktorym pracowata Doktorantka.
Bardzo przydatna jest tu Tabela 15, ktéra podsumowuje wyniki uzyskane w pracy dzielgc
O serotypy wzgledem wstepnych strukturalnych danych NMR i przede wszystkim
ukazujgca wyniki serotypowania na podstawie programu Kaptive oraz przeprowadzonej
analizy NMR lub analizy NMR rozszerzonej o analiz¢ reszt cukrowych i ich podstawien.
Do tabeli dotaczone jest podsumowanie najwazniejszych wynikéw, co zdecydowanie
pomaga czytelnikowi dobrze zorientowacé si¢ zarowno w tresci rozdziatu jak i interpretacji
uzyskanych danych. Najmniej zrozumiata jest dla mnie cze$¢ poswiecona czestosci
wystepowania nowych O serotypoéw a szczegélnie ich modyfikacji bazujaca na bazie
dostepnych genoméw K. pneumonie. W zwigzku z tym prosze Doktorantke o zrozumiate
przedstawienie analizy owych danych jak i jej dyskusje podczas obrony. Pomijajac ta
niejasnos¢, dyskusja napisana jest bardzo zgrabnie i co wazne w analityczny sposob. To
samo podejscie zastosowata Autorka w ostatnim rozdziale ,,Konkluzje”. Schematyczny opis
(dostownie) utatwia czytelnikowi raz jeszcze przejscie przez najwazniejsze osiggnigcia

zrealizowanej pracy.

Przedstawiona do recenzji rozprawa prezentuje bardzo dobrze i z tego co si¢ orientuje
wykonany w odpowiednim czasie, projekt pracy doktorskiej, ktory zostal zwienczony
dwiema publikacjami eksperymentalnymi w International Journal of Molecular Sciences i
prestizowego Carbohydrate Polymers. Do listy tej powinna zosta¢ dodana trzecia praca -

praca przegladowa, ktorej Doktorantka jest rowniez pierwszg Autorka. Praca napisana jest



poprawnym jezykiem, a w jej tresci znalaztem jedynie drobne bledy jezykowe. Z bledow
wynikajacych z zastosowania jezyka angielskiego nalezy wymieni¢ uzycie przecinkow, nie
kropek w wartosciach numerycznych. Praca opatrzona jest jasnymi 1 dobrze
przygotowanymi ilustracjami, jednakze rozdzielczos¢ lub wielko$¢ niektérych z nich jak
Rysunku 5, 15 a zwlaszcza 6 jest niewystraczajaca. Doktorantka nie uchronita si¢ takze
przed niektorymi bledami logicznymi upraszczajgc LPS 1 OPS do jednego poziomu
strukturalnego (rozdziat 6.6, 7.1). Nie mam zasadniczych zastrzezen merytorycznych do
recenzowanej pracy. Jednakze do wymienionych wyzej pytan wynikajacych z ciekawosci
chciatbym doda¢ nastepujace:

- Eksperyment HR-MAS NMR znajduje zastosowanie w badaniu zaréwno amfifilowych
czasteczek jak i ciat statych, potstatych, potptynnych itp. W metodzie tej probke umieszcza
si¢ pod ,,magicznym” katem (stad ,high resolution magic angle spinning” NMR) 54,7°
wzgledem pola magnetycznego co skutkuje usrednieniem 1 wyzerowaniem anizotropii
przesunie¢ chemicznych oraz sprzezen dipolowych. To w konsekwencji prowadzi do
zwigkszenia stosunku sygnatu do szumu typowych dla uktadéw niejednorodnych. Czy w
Pani badaniach uzycie tego eksperymentu bylo konieczne skoro probki byty jednorodne
(zwlaszcza OPS-0w) i czy poprawiat on czutos¢ pomiaru w stosunku do konwencjonalnych
pomiaréw NMR?

- Czy moze Pani wyjasni¢ w jaki sposob bakterie Gramm-ujemne gubig OPS-y w LPS-ach
stajgc sie typami ,,szorstkimi”? — czwarty typ strukturalny w Pani pracy.

- Czy moze Pani przyblizy¢ niespecjalistom, tacznie ze mna, jaka jest natura i pochodzenie
insertow pojawiajacych si¢ w genach rfb przyczyniajacych sie do problemoéow z szybkim
serotypowaniem szczepow K. pneumoniae?

- Pisze Pani o problemach z narzedziem Kaptive w identyfikacji serotypow. Jaki jest zatem

udzial poprawnie typowanych serotyow?
Reasumujac, mimo pewnych niedociagniec, o ktérych wspomniatem powyzej, stwierdzam,

ze przyszto mi recenzowaé bardzo ciekawg prace, ktorej wyniki sg wysoce wartosciowe pod

wzgledem technicznym i naukowym. Praca pani mgr Darii Artyszuk to przyktad bardzo

6



dobrze zrealizowanego projektu badawczego o charakterze interdyscyplinarnym.
Stwierdzam zatem, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Darii
Artyszuk w petni spetnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim zwarte w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce. Dlatego tez wnosz¢ do
Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN o
dopuszczenie Jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. W zwigzku z tym, ze
wszystkie zaprezentowane w rozprawie wyniki zostaty juz opublikowane a Doktorantka jest
ich pierwszg autorkg a takze ze wzgledu na fakt, ze jedna z powstatych prac zostata
opublikowana w renomowanym czasopismie o wysokim wspotczynniku oddziatywania

wnosze o wyrdznienie recenzowanej rozprawy doktorskie;.

7 wyrazami szacunku
Artur Krezel

At K]




