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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Ucieklak
pt. ,, Wspdlne elementy w strukturze antygenéw cukrowych bakterii z rodzaju

Bordetella jako uniwersalne sktadniki szczepionek”

Rozprawa doktorska mgr K. Ucieklak zostata wykonana w Laboratorium
Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek w Instytucie Immunologii i
Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu, pod
kierunkiem Promotora dr hab. Tomasza Niedzieli, prof. PAN. Celem badan
doktorantki byla analiza struktur antygenéw powierzchniowych bakterii z
rodzaju Bordetella i ustalenie wspolnych fragmentow, ktére mogtyby by¢é
wykorzystane ~ w  opracowaniu  nowej, uniwersalnej  szczepionki
przeciwkrztu§cowej, chroniagcej nie tylko przed zakazeniem Bordetella
pertussis, ale tez innymi bakteriami z rodzaju Bordetella.

Od lat krztusiec zaliczany jest do choréb wieku dzieciecego, ale
stosowanie szczepionek spowodowalo przesuniecie wieku zachorowania.
Obserwuje si¢ przypadki zachorowania dzieci w wieku ponizej 6 tygodni, ktore
nie byly poddane petnemu cyklowi szczepien i dzieci powyzej 10 lat zycia oraz
dorostych, u ktérych ochrona wygasta. Krztusiec z typowymi objawami

wywoluje B. pertussis, ale jak wykazano, inne gatunki bakterii z rodzaju



Bordetella wywoltuja parakrztusiec, o objawach bardzo podobnych. Do tych
bakterii  zaliczamy Bordetella  parapertussis 1 Bordetella  holmesii.
Obserwowany wzrost zachorowan na krztusiec wynika m.in. z zastapienia
szczepionki pelnokomorkowej, bezkomoérkowa. Okres ochronny wywotany
podaniem tej ostatniej jest krétszy. Ponadto w szczepionce bezkomorkowej
wystepuje znacznie mniej antygenow bakteryjnych, co skutkuje dryfem
antygenowym i pojawieniem si¢ szczepdw o zmienionych biatkowych
czynnikach wirulencji, przed ktérymi takie szczepionki nie moga chronié.
Doktorantka nie zajeta si¢ antygenami biatkowymi bakterii z rodzaju Bordetella,
tylko cukrowymi, kontynuujac badania naukowe prowadzone juz wczesniej
przez Promotora, wykorzystujac doswiadczenia zespotu immunochemii bakterii
IITD PAN we Wroctawiu, zdobyte w trakcie wieloletnich badan antygenow
cukrowych r6znych patogenéw. Mgr K. Ucieklak przygotowala rozprawe, ktorej
wyniki majg wysoka wartos¢ poznawcza i praktyczna. Jej badania wpisujg sie w
wazny nurt badan immunochemicznych, ktorych celem jest identyfikacja
bakteryjnych antygendw wspolnych, zdolnych do wzbudzania odpowiedzi
immunologicznej w postaci przeciwciat o charakterze ochronnym, reagujacych
nie tylko w ukladach homologicznych, ale tez krzyzowo. Takie przeciwciata
mogg chroni¢ przed zakazaniem roznymi bakteriami, ale o podobnych
wiasciwosciach chorobotworczych.

Rozprawa mgr K. Ucieklak ma uktad typowy dla eksperymentalnych prac
doktorskich. W obszernym Wstgpie Autorka na poczatku przedstawita historie
krztusca i przebieg tej choroby. Dalej znajdujemy charakterystyke rodzaju
Bordetella, w tym omoéwienie gatunkéw i znaczenia epidemicznego bakterii
tego rodzaju, innych niz B. pertussis. Duzy fragment Wstepu poswiccita
omowieniu diagnostyki mikrobiologicznej i molekularnej klastra Bordetella
bronchiseptica. We Wstepie zamieszczono szeroki opis antygenow bakterii tego
klastra, ze szczegdlnym uwzglednieniem powierzchniowych antygenow

cukrowych i cukrowo-lipidowych. Bakterie te wytwarzaja zewnatrzkomorkowe
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polisacharydy otoczkowe, LPS lub lipooligosacharyd (LOS). Ten ostatni z
wymienionych zawiera lipid A oraz oligosacharyd rdzeniowy z maksymalnie 12
resztami cukrowymi. Taki LOS jest typowy dla B. pertussis. Zblizong budowe
oligosacharydu rdzenia ustalono dla B. bronchiseptica, podczas gdy,
oligosacharyd B. parapertussis nie zawiera dystalnego trisacharydu, terminalne;j
reszty N-acetylo-galaktozaminy i terminalnej reszty LD-heptozy. Te dwa
gatunki bakterii wytwarzaja tez polisacharydy O-swoiste o charakterze
homopolimeréw, przylaczonych do rdzenia w LPS. Doktorantka
scharakteryzowata takze we Wstgpie egzopolisacharydy wytwarzane przez
Bordetella  spp. Obszerny fragment tej czeSci rozprawy poswiecita
szczepionkom przeciwkrztu§cowym, petnokomorkowym i bezkomérkowym, ich
stosowaniu, efektywnosci i problemom, jakie pojawily si¢ w trakcie ich
wykorzystywania.  Przedstawiala  tez mozliwosci  wykorzystania
neoglikokoniugatow jako szczepionek, w tym do$wiadczenia w tym zakresie
Laboratorium, w ktérym wykonata prace doktorska. Wstgp koricza opisy technik
chemicznych w badaniach strukturalnych antygenéw cukrowych i
glikokoniugatow.

Informacje zaprezentowane we Wstepie oraz ich ocena $wiadcza o bardzo
dobrym przygotowaniu teoretycznym Doktorantki do podjetych badan
doswiadczalnych. Wykazala si¢ dobra znajomoscia literatury, przedstawiajac
charakterystyke bakterii — obiekt badan, epidemiologie zakazen Bordetella oraz
stosowanie szczepionek przeciwkrztu§cowych i w tym kontek$cie mozliwosci
zastosowania antygenow cukrowych w takich szczepionkach.

Cel pracy sklada si¢ z dwéch fragmentéw. W pierwszym Doktorantka
uzasadnia potrzeb¢ badan nad antygenami cukrowymi Bordetella, w tym nie
analizowanych dotychczas gatunkow. Wskazuje na zmienno$¢ antygendw
biatkowych i stabilno$¢ powierzchniowych antygenéw zawierajacych cukry.
Podkresla tez matg wiedzg o antygenach typu otoczkowego, wytwarzanych

przez Bordetella. W drugim fragmencie Celu pracy precyzuje zakres swoich
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badan. Obejmuje on identyfikacj¢ wspoOlnych fragmentow strukturalnych
powierzchniowych antygendw cukrowych, ktore mogtyby by¢ wykorzystane do
opracowania nowej szczepionki anty-krztuscowej o charakterze protekcyjnym,
w odniesieniu nie tylko do B. pertussis, ale tez B. parapertussis i B. holmesii.

W kolejnym rozdziale dysertacji doktorskiej mgr K. Ucieklak przedstawia
materiat i metody badan. Materiat do badan stanowity szczepy B. pertussis 186 i
606, B. parapertussis PCM 529, B. bronchiseptica PCM 530, B. holmesii DSM
13416 oraz B. hinzii DSM 11333 i B. petrii DSM 12804. Te ostatnie dwa
gatunki wiaczono do pracy, aby sprawdzi¢, czy bakterie nie zaliczone do klastra
B. bronchiseptica wytwarzaja egzopolisacharydy. Przedstawiono podloza i
warunki hodowli tych bakterii w kontekscie zadan badawczych, w tym potrzeby
izolacji LPS, LOS i egzopolisacharydow. Opisano wnikliwie wykorzystane w
pracy metody preparatywne, tak dotyczace ww. antygendw lipidowo-cukrowych
jak i cukrowych oraz toksoidu t¢zca, a takze otrzymania neoglikokoniugatow. W
kolejnym rozdziale metodycznym przedstawiono wykorzystane surowice i
preparaty antygenow oraz techniki immunochemiczne potrzebne do realizacji
celu pracy. Wykorzystano m.in. neoglikokoniugaty i surowice uzyskane
wezesniej przy realizacji grantu Szczepionki przeciwbakteryjne nowej generacyi.
Otrzymywanie, charakterystyka immunochemiczna, wtasciwosci ochronne
finansowanego z EFRR POIG. Byla to bogata kolekcja preparatow i surowic.
Opis technik badaf immunochemicznych (SDS-PAGE oraz Western-blotting i
Dot-blotting), jak rowniez metody analiz chemicznych w tym m.in. warunki
hydroliz polisacharydéw i analiz¢ metylacyjna przedstawiono wyczerpujaco,
podobnie jak szerokie spektrum analiz instrumentalnych (HPLC, GC-MS, rozne
techniki = spektrometrii masowej). Ta czgs¢ rozprawy doktorskiej mgr
K. Ucieklak wskazuje na dobre przygotowanie praktyczne Doktorantki do
podj¢cia badan doswiadczalnych. Zastosowano wiele technik badawczych,
adekwatnie dobranych do zadan postawionych w realizowanej rozprawie

doktorskiej, od  podstawowych, typowych  mikrobiologicznych i
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immunochemicznych, po bardzo nowoczesne metody z wykorzystaniem
techniki spektrometrii mas (MS) i spektrometrii magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR). Ich poznanie i umiejgtnosé praktycznego wykorzystania,
wymagato od Doktorantki zaangazowania i pracowito$ci, czym sie wykazata.
Wyniki badan zostaty starannie opracowane i przedstawione przejrzyscie
w oddzielnym rozdziale dysertacji, a zaprezentowana ich dokumentacja, w
formie rycin, zdje¢ i tabel, nie budzi zastrzezen. Doktorantka zrealizowata
podstawowe cele pracy. Potwierdzila obecnos¢ w badanych preparatach LOS z
B. pertussis 186 u 6006, jak i B. parapertussis 529, a takze B. bronchiseptica 530
1 1943 rdzenia o minimalnej wspolnej strukturze obejmujacej heksasacharyd
zbudowany z Kdo, dwdch reszt heptoz, glukozaminy, kwasu glukuronowego i
glukozy. Bardziej zlozony rdzef stanowiacy nonasacharyd wytwarzaja bakterie
B. pertussis 606, w ktorym do glukozy ww. heksasacharydu podstawiony jest w
pozycji 4 disacharyd zawierajacy heptoz¢ i glukoze, a w pozycji 6 kwas
galaktozaminouronowy. Mgr K. Ucieklak wykazata, iz najbardziej rozbudowany
oligosacharyd rdzeniowy syntetyzuja bakterie B. pertussis 186 - jest to
dodekasacharyd, w ktérym oprécz ww. skladnikéw rdzenia obecny jest tez
dystalny trisacharyd ztozony z N-acetylo-glukozaminy, kwasu diacedamido-2,3-
dideoksymannouronowego i 2-acetamido-4-N-metylo-2,4,6-deoksygalaktozy
przytaczony do glukozaminy w pozycji 6. W kolejnym etapie pracy Doktorantka
stwierdzita, iz dwa szczepy B. bronchiseptica 530 i 1943 wytwarzaja LPS typu
szorstkiego. Ich LPS sklada si¢ z heksasacharydu podstawionego w pozycjach 6
i 4 odpowiednio kwasem galaktozaminouronowym oraz niekompletnie
disacharydem zbudowanym z heptozy i glukozaminy. Inaczej zbudowany jest
LPS B. parapertusis 529. Jest on heterogenny pod wzgledem struktury. Bakterie
wytwarzaja jego rézne formy, gdzie podstawowa strukture heksasacharydu jest
podstawia r6znymi cukrami charakterystycznymi dla pozostatych Bordetella. W
niewielkim stopniu wykrywa si¢ u tych bakterii tez oligosacharyd rdzeniowy z

peing strukturg obejmujagca 12  skladnikow. Badania wczesniej nie
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analizowanego rdzenia LOS B. holmesii ATCC 51541 wykazaly, iz jest
identyczny jak rdzen B. pertussis 606 to znaczy jest nonasacharydem. LPS
badanego szczepu B. holmesii ma gladki charakter i zawiera antygen O
sktadajacy si¢ z powtarzajacych si¢ podjednostek cukrowych o strukturze
pentasacharydu obejmujacego po jednej reszcie ramnozy, glukozy i galaktozy i
dwoch czasteczek N-acetylo-glukozaminy.

Wyniki przeprowadzonych przez mgr K. Ucieklak analiz LOS i LPS
Bordetella, a zwlaszcza wykazanie, iz wszystkie badane gatunki wytwarzaja
wsp6lny heksasacharydowy konserwatywny fragment sa wazne, gdyz wskazujg
na mozliwe jego zastosowanie w tworzeniu glikokoniugatowej szczepionki,
ktéra powinna stymulowal makroorganizm do wytwarzania przeciwciat
protekcyjnych o szerokim spektrum dziatania wobec bakterii tego rodzaju.
Obecnos¢ wspolnych epitopéow cukrowych w badanych LOS Bordetella
potwierdzono w reakcjach z surowicami anty-glikoniugatowymi zawierajacymi
przeciwciata przeciwko zdefiniowanym fragmentom B. pertussis 186 oraz
surowicom przeciwko petnym komorkom bakterii.

W kolejnym etapic pracy doktorskiej wyizolowano z podtoza
pohodowlanego egzopolisacharydy Bordetella. Analiza strukturalna wykazata,
iz majg one natur¢ glukanow, gdzie reszty glukozy sa polaczone wiazaniami
al,4 lub al,6. Opisano tez nowy typ egzopolisacharydu, o ktorym wczesniej nie
bylo doniesien. Najpierw przeanalizowano jego budowe u B. holmesii, aby
pozniej potwierdzi¢ jego wytwarzanie u pozostalych badanych Bordetella.
Zaproponowano dla tego produktu nazwe ,,Bordetella oligosaccharide” (BOS) i
ustalono jego strukturg. Jest to heksasacharyd z dwiema resztami N-acetylo-
glukozoaminy, dwiema resztami kwasu N-acetylo-galaktozaminouronowego i
jednej | reszty kwasu N-acetylo-glukozaminouronowego wozonymi liniowo i
reszty glukozy obecnej w bocznym odgatezieniu. Badania chemiczne BOS
wskazujg na mozliwe jego zakotwiczenie w blonie zewnetrznej bakterii poprzez

niezidentyfikowany lipid.



Pragng podkresli¢, iz mgr K. Ucieklak otrzymata wazne rezultaty
zZnaczgco rozszerzajace wiedze o antygenach cukrowych Bordetella. Wskazala
na mozliwo$¢ ich wykorzystania w przygotowaniu nowej glikokoniugatowe;j
szczepionki o szerokim spektrum ochronnym wobec bakterii rodzaju Bordetella.

W dyskusji szczegotowo analizuje uzyskane dane w kontekscie wynikow
innych badawczy. Jeszcze raz, poza Wstgpem, podnosi kwestie efektywnosci
szczepien z zastosowaniem réznych szczepionek przeciwkrztuscowych i
znaczenie chorobotworeze innych niz B. pertussis bakterii, w wywolywaniu
choroby o identycznych objawach do krztusca, ale o tagodniejszym przebiegu.
Ten fragment pracy wskazuje na dojrzalo$¢ naukowa Doktorantki i jej
umieje¢tnosci analizy nie tylko swoich wynikéw badan, ale i danych z literatury.
Zestawienie literatury w liczbie 167 pozycji obejmuje najnowsze publikacije,
ktore zostaly zacytowane wilasciwie. Praca zawiera bogata dokumentacje 89
rycin i 19 tabel oraz jedna zbiorcza tabelg w Materiatach dodatkowych.

Nie mam uwag do zastosowanych metod i technik badawczych.
Doktorantka, jak wspomniatlem wyzej, wykorzystala najnowsze metody i
techniki, whasciwe do zrealizowania postawionych zadan badawczych. Nie mam
tez zastrzezen do uzyskanych wynikdw.

Uwagi i pytania:

1) Uwazam, iz Rozdzial 9 rozprawy to wiecej niz wnioski. Ten bardzo
dobrze opracowany rozdzial moim zdaniem stanowi podsumowanie
pracy,

2) Nie moge zgodzi¢ si¢ z sformutowaniem, iz ,antygenem cukrowym
bedacym integralnym sktadnikiem ostony bakterii Gram-ujemnych jest
lipopolisacharyd” (str. 31). LPS zawiera nie tylko cukry,

3) Czy nie powinno si¢ pisa¢ po polsku polisacharydy otoczkowe zamiast
kapsularne (str. 31), mikrootoczka zamiast mikrokapsuta (str. 38),

4) We Wstepie Doktorantka charakteryzuje gtowne techniki badawcze

stosowane w analizach chemicznych glikokoniugatow. Brak chocby
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krotkiego podrozdziatu o technikach immunochemicznych, z ktoérych
tez korzystata w czesci praktycznej pracy,

5) Czy sa kontynuowane badania BOS, szczeg6lnie potencjalnej kotwicy

lipidowej tego sktadnika bakterii ?

6) Potknigcia stylistyczne zaznaczylem w otrzymanym egzemplarzu

rozprawy doktorskie;j.

Stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji praca mgr Karoliny
Ucieklak pt. ,,Wspolne elementy w strukturze antygendow cukrowych bakterii z
rodzaju Bordetella jako uniwersalne skiadniki szczepionek” spelnia wymogi
stawiane rozprawom na stopienn naukowy doktora i zwracam si¢ do Wysokiej
Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda PAN we Wroctawiu z uprzejma prosba o dopuszczenie Doktorantki

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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