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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Katariny Stojkovi¢

pt. ,Ré6znorodnos¢ strukturalna glikoform antygenéw O Klebsiella pneumoniae”

Praca doktorska zostata wykonana pod opieka promotora dr hab. inz. Jolanty tukaszewicz
oraz promotora pomocniczego dr inz. Marty Kaszowskiej w Laboratorium Immunochemii
Drobnoustrojéw i Szczepionek Zaktadu Immunochemii, Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

Klebsiella pneumoniae jest Gram-ujemng bakterig nalezgca do rodziny Enterobacteriaceae.
Jest ona czescig mikroflory ust, jelit i skéry cztowieka oraz innych ssakéw, jak réwniez moze
wystepowac w wodzie, Sciekach, glebie, czy na rodlinach. Bakteria ta w sprzyjajacych warunkach
charakteryzuje si¢ duza zjadliwoscia, wywotuje szereg groznych choréb, m.in. infekcje drég
moczowych, zapalenie ptuc, posocznice, zakazenia tkanek miekkich, zapalenie opon mézgowo-
rdzeniowych, ale takze bakteriemie, ktéra moze rozwingé sie w sepse. K. pneumoniae jest
przyktadem mikroorganizmu oportunistycznego, czyli powodujgcego choroby u osobnikéw o
obnizonej odpornosci, spowodowanej przewlektymi chorobami, skomplikowanymi zabiegami
chirurgicznymi, dtugotrwata terapig antybiotykowa, czy wskutek immunosupresji zwigzanej z
zabiegami transplantacyjnymi. Do oséb z tzw. grupy ryzyka zalicza sie osoby po 65 roku zycia
oraz niemowlaki, a zwtaszcza wcze$niaki.

Bardzo istotnym problemem s3 zakazenia powodowane przez K. pneumoniae w szpitalach.
W warunkach szpitalnych bakterie zyskuja szanse na swobodne rozprzestrzenianie sie wérdd
pacjentéw o obnizonej odpornosci, ale co gorsze, takze na pozyskiwanie genéw warunkujacych
lekoopornos¢ (tzw. poziomy transfer materiatu genetycznego). Jesli dojdzie do infekgji z
udziatem bakterii lekoopornych na wszystkie dostepne antybiotyki, a organizm sam sobie nie
poradzi - chory w zasadzie musi umrzec...

Dlatego bardzo wazne jest poszukiwanie alternatywnych, w stosunku do antybiotykoterapii,
sposobow leczenia, a najlepiej zapobiegania chorobom powodowanym przez bakterie,
oczywiscie nie tylko lekooporne bakterie. Wydaje sie, iz takim sposobem jest stosowanie
odpowiednich szczepionek. Do ich produkcji niezbedne sg odpowiednie antygeny. W przypadku
bakterii wazne sa antygeny znajdujace sie na powierzchni éciany komérkowej, m.in. antygeny
kapsularne (CPS) oraz antygeny O (O-PS).
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W opisang problematyke doskonale wpisuje sie praca doktorska mgr Katariny Stojkovic¢
poswiecona izolacji i analizie strukturalnej antygendéw O, pochodzacych z réznych szczepow K.
pneumoniage. Przeprowadzone badania byty cze$ciag miedzynarodowego projektu ,,Opracowanie
strategii terapeutycznej opartej na biernej immunizacji przeciwciatami monoklonalnymi oraz
strategii diagnostycznej skierowanej przeciwko ostrym infekcjom wywotywanym przez
Klebsiella” realizowanego przez firmy biotechnologiczne z Niemiec i Austrii oraz IBZ w Berlinie i
IITD we Wroctawiu. Wyizolowane przez doktorantke antygeny O byty réwniez wykorzystywane
do produkcji, a nastepnie charakterystyki przeciwciat monoklonalnych.

O tym, iz tematyka badan podjeta w dysertacji jest nie tylko aktualna, ale réwniez potrzebna
$wiadczg najnowsze doniesienia prasowe, mianowicie od poczatku roku 2018 (do potowy
lutego) stwierdzono u 27 pacjentdow hospitalizowanych w szesciu podmiotach leczniczych
wojewddztwie pomorskiego obecnos$¢ szczepu bakterii K. pneumonioe wytwarzajacego
karbapenemazy klasy D, a doktadnie enzym OXA-48, ktéremu doktorantka poswieca
podrozdziat 3.2.1.4. rozprawy doktorskiej.

Praca doktorska liczaca 129 stron zostata podzielona na 11 numerowanych rozdziatéw. Uktad
rozdziatéw i ich zawartos¢ sg typowe dla tego typu pracy.

Praca rozpoczyna sie od zwigztych i bardzo przystepnie napisanych rozdziatow Streszczenie
oraz Summary, odpowiednio rozdziat 1i 2.

Kolejnym numerowanym rozdziatem jest Wstep, ktéry liczy 25 stron. Nazwa tego rozdziatu
jest moim zdaniem nieadekwatna do jego zawartosci, oczywiscie ze wzgledu na jego bardzo
duzg objetosé. Wydaje sie, ze lepszym rozwigzaniem bytoby nazwanie tej czesci np. Przeglgd
literaturowy. Rozdziat ten skfada sie z pieciu czesci, w ktérych doktorantka kolejno opisuje
chorobotwérczos$é bakterii z rodziny Klebsiella, lekooporno$¢ K. pneumoniae, antygeny
powierzchniowe K. pneumoniae, wykorzystanie antygendéw powierzchniowych K. pneumoniae
w terapii biernej i czynnej oraz metody wykorzystywane do strukturalnych badan antygendéw
cukrowych. Pierwsze cztery podrozdziaty napisane sg bardzo przystepnie i poparte sg licznymi
aktualnymi odnosnikami literaturowymi. Natomiast pewien niedosyt budzi cze$¢ dotyczaca
metod instrumentalnych, ktéra napisana jest na bardzo duzym poziomie ogolnosci z
wykorzystaniem 4 odnosnikow literaturowych. Zwtaszcza podrozdziat 3.5.3 Spektrometria
masowa sprzezona z chromatografiq gazowq napisany jest bardzo lakonicznie i z zasadzie
zawiera 2-3 zdania dotyczaca GC-MS, natomiast pozostaty ogdélny opis dotyczy analizy cukrowej
i metylacyjnej. Nalezy podkresli¢, iz tematyka poruszona we Wstepie jest scisle zwigzana z
czescig eksperymentalng rozprawy doktorskiej.

Doktorantka za cel badaid postawita sobie analize strukturalng szeregu szczepdw K.
pneumoniae z serotypoéw 01, 02 oraz O3, a takze ocene uzytecznosci techniki HR-MAS NMR do
serotypowania na  postawie analizy powierzchni  komérek  bakteryjnych  oraz
niezdegradowanych LPS-éw. Nie nazwatbym celami punktow 1 i 2 (hodowla szczepdw,
izolowanie i oczyszczanie LPS-6w oraz otrzymywanie O-PS-6w) poniewaz sg to dziatania
niezbedne do zrealizowania celéw zdefiniowanych w punktach 3-5. Nalezy jednak mied
Swiadomos¢, iz sg to etapy najbardziej czasochtonne i pracochtonne. Po otrzymaniu O-PS-0w,
dalsza'ich analiza strukturalna to juz ,czysta przyjemnosé”.



Rozdziat Materiaty i metody napisany jest krotko, ale zawiera praktycznie wiekszosé
szczegotow dotyczacych przeprowadzonych eksperymentéw. Moze brakuje oddzielnego
podrozdziatu Spektrometria mas, ktdremu poswiecono troche uwagi w rozdziale Wstep.

Rozdziat Wyniki liczy 50 stron i jest najobszerniejszg czescig rozprawy doktorskiej. Mozna w
nim w zasadzie wyrozni¢ 2 czesci — badania strukturalne polisacharydéw O-swoistych oraz
wykorzystanie spektroskopii HR-MAS NMR do serotypowania szczepdw K. pneumoniae.
Doktorantka przeprowadzita hodowle 15 szczepéw bakterii K. pneumoniae, ktére wymienione
sq w Tabeli 2 rozprawy doktorskiej. Z otrzymanej masy bakteryjnej wyizolowata LPS-y, ktéry
nastepnie poddata oczyszczaniu i hydrolizie w celu odszczepienia lipidow A. Otrzymane po
wirowaniu supernatanty, zliofilizowata i frakcjonowata za pomoca chromatografii wykluczania
na ztozach BioGel P-10 lub HW-40F. Wyizolowane O-PS-y poddata analizie strukturalnej, ktére
obejmowata metody chemiczne (analiza cukrowa, analiza metylacyjna) oraz metody
spektroskopowe, gtéwnie NMR.

Przeprowadzone badania strukturalne szczepdw z serotypdéw O1 i O2 potwierdzity doniesienia
jednego z partnerow projektu, iz obecnos¢ operonu gmIABC moze odpowiadaé za modyfikacje
strukturalng antygenu O polegajgca na podstawieniu koricowa a-p-Galp w pozycji 4 reszty ->3)-
a-D-Galp-(1-> w tzw. gal-l, czyli ->3)-B-b-Galf-(1->3)-a-D-Galp-(1=>. Tak zmodyfikowany
polisacharyd zostat oznaczony symbolem gal-lll. Potwierdzono réwniez, iz szczepy, ktére nie
wykazywaty obecnosci operonu gm/ABC nie syntezowaty polisacharydu gal-ll.

Doktorantka w swoich badaniach zajeta sie réwniez wyjasnieniem wystepowania mozliwych
modyfikacji O-PS-6w wsrdd szczepdéw K. pneumoniae O3. Na podstawie analizy strukturalnej
obejmujacej spektroskopie NMR oraz spektrometrie mas (MALDI-TOF MS) stwierdzita, iz:

» szczep 5505Acps syntezuje O-PS zbudowany z jednostek powtarzalnych zawierajgcych
5 reszt mannozy; szczep zostat zaliczony do prototypowego serotypu O3,

* szczep PCM-11 syntezuje O-PS zbudowany z jednostek powtarzalnych zawierajgcych 4
reszty mannozy; serotyp do ktérego nalezy ten szczep nazwano 033,

® szczep Kp81 syntezuje O-PS zbudowany z jednostek powtarzalnych zawierajgcych 3
reszty mannozy; serotyp do ktérego nalezy ten szczep nazwano O3b.

Bardzo ciekawym fragmentem rozprawy doktorskiej jest wykorzystanie HR-MAS NMR do
serotypowania szczepow Klebsiella. Doktorantka udowodnita, iz mozliwe jest to poprzez
poréwnanie widm 'H lub 'H-*C HSQC-DEPT HR-MAS NMR zarejestrowanych dla LPS-6w z
katalogiem widm przygotowanym wczesniej dla wyizolowanych O-PS-dw. Na uwage zastuguje
znaczace skrdcenie catej procedury do 1 tygodnia dzieki zastosowaniu mikroekstrakeji LPS, w
poréwnaniu do klasycznej izolacji LPS, a nastepnie wyodrebnienia O-PS. Niestety, ale to chyba
zgodnie z przewidywaniami, nie udato sie wykorzysta¢ tej techniki do serotypowania szczepéw
na podstawie widm zarejestrowanych dla catych komorek bakteryjnych. Wynika to z licznych,
dodatkowych sygnatéw na widmach, ktére uniemozliwiajg poréwnanie sygnatow pochodzacych
od LPS.



Rozdziat Wyniki zawiera liczne tabele i ryciny, ktére dokumentujg szeroki zakres wykonanych
badan, a jednoczeénie pozwalajg na podazanie tokiem myslenia Doktorantki podczas
planowania eksperymentdw oraz interpretacji uzyskanych wynikow.

Bardzo waznym i dobrze napisanym rozdziatem jest Dyskusja, w ktérym Doktorantka
uzupetnia swoje wyniki badan o wyniki otrzymane przez partneréw projektu oraz konfrontuje z
doniesieniami literaturowymi. Po przeczytaniu tego rozdziatu mozna stwierdzi¢, iz postawione
w rozprawie cele zostaty w peini zrealizowane.

Kolejne rozdzialy stanowig zestawienie wykorzystanej literatury i zamieszczonych w pracy
tabel i rysunkéw (rozdziaty 9 i 10). Doktorantka zamiescita w pracy 75 rycin i 15 tabel oraz
wykorzystata 123 odnosniki literaturowe, co moze nie jest liczba ogromng, ale wydaje sie
wystarczajgca.

Rozprawa zakorczona jest rozdziatem 11 - Dorobek naukowy, na ktory sktadaja sie 4
publikacje w bardzo dobrych czasopismach z listy JCR, z czego w dwoch Doktorantka jest
pierwszym autorem. Ponadto Kandydatka jest wspoétautorky 7 doniesieri konferencyjnych,
jednego zgtoszenia patentowego oraz brata udziat w realizacji 3 projektow naukowych. Na
uwage zastuguje réwniez aktywna dziatalno$¢ w samorzadzie doktorantéw.

Prace przeczytatem z duzg przyjemnoscig. Jest napisana logicznie, poprawnym jezykiem,
formatowanie tekstu jest wrecz doskonate, a takze nalezy pochwali¢ swietny pomyst z drukiem
dwustronnym. Jednak przy taki obszernym opracowaniu trudno jest ustrzec si¢ drobnych
pomytek lub opisujagc skrotowo pewne tresci wywotaé zaciekawienie recenzenta. Ponizej
przedstawiam kilka wybranych zagadnien.

e W rozdziatach Wyniki i Dyskusja brakuje mi formy osobowej. Wszedzie jest napisane
otrzymano, wyhodowano, rozdzielono, analizowano itp.. Recenzentowi nie pozostaje nic
innego jak zatozyé, iz wszystkie eksperymenty, a nastepnie interpretacja wynikow
zostaty przeprowadzone przez Doktorantke.

e W rozdziale 3.5.2. w podpunkcie ,state sprzezenia” wspomniane sg wzajemne orientacje
protonéw ekwatorialno-ekwatorialne oraz ekwatorialno-aksjalne. Czy co$ wiadomo na
temat orientacji aksjalno-aksjalnych? i czy wartosci te moglyby by¢ wykorzystane w tej
pracy?

e S.36.1.4 (d) ,Analiza strukturalna polisacharydéw metoda spektroskopii NMR polega na
identyfikacji systeméw spinowych, czyli przesunig¢ chemicznych wszystkich atoméw 1H
i 13C...” Czy to wystarczy?

e 5.36.1.9 (d) Skad pochodzi wyrazenie ,,anomeria”?

e S$.37.1.11 (d) Co oznacza, ze eksperyment TOCSY jest analogiczny do COSY?

e 5.39..4 Czy interpretacja rozdzielern chromatograficznych rzeczywiscie umozliwia
ustalenie wigzan glikozydowych? A jezeli tak to jak?

e S5.39.1.9 oraz s.45..16 Czy rzeczywiscie wykorzystywano ,chromatograf gazowo-
cieczowy”

e Nie bardzo rozumiem podobieristwa chromatogramoéw uzyskanych na dwaéch roznych
ztozach [5.48.1.6 (d); Ryc. 16 i 17], a takie zawartosci poszczegolnych frakeji (Srodek s.



50). Ponadto, wydaje sie, ze szczep Kp20, ktory figuruje w podpisie pod Ryc. 17 i 71 nie
byt przedmiotem badan.

$.52.1.6 (d) W jaki sposob wykorzystano czasy retencji do zidentyfikowania reszt Galp i
Galf podstawionych w pozycjach 3?

Mam spore watpliwosci co do sposobu opisu reszt cukrowych na postawie wynikow
NMR. Przytocze przyktad dotyczacy reszty B ze strony 58 (ostatnie 4 linijki). Nie
wiadomo, ktore ,elementy strukturalne” reszt cukrowych zostaty okreslone na postawie
podanych informacji, np. skad nagle pojawito sie przyporzadkowanie reszt Gal do
szeregu konfiguracyjnego D? o czym mowi podana stala sprzezenia C1-H1? Czy
rzeczywiscie stafa sprzezenia H1-H2 jest ,wysoka”, skoro zapewne wynosi ok. 3,5 Hz? Na
jakiej podstawie stwierdzono ,wysoka” warto$¢ przesunigcia chemicznego atomu wegla
Cc3?

$.58.1.8 (d) Skad wiadomo, iz warto$¢ statej sprzezenia H1-C1 réwna 175 Hz $wiadczy o
formie furano pierscienia cukrowego reszty Gal? Jak réwniez, dlaczego wartos¢ 167 Hz
$wiadczy o konfiguracji anomerycznej a reszty Gal (s.80.1.5)

S. 84 W jaki sposdb zidentyfikowano a-p-Man?

Czy Klebsiella to gatunek czy rodzina (tytut podrozdziatu 3.1 oraz pierwsze zdanie tego
podrozdziatu).

Litery D lub L oznaczajace przyporzadkowanie do szeregu konfiguracyjnego powinny by¢
pisane duzymi literami rzymskimi o wysokosci matych liter (tzw. kapitalikami) (Ryc . 4 i
6). W czesci eksperymentalnej reguta ta jest przestrzegana.

Przyktadowe korelacje zaznaczone na Ryc. 15. Pomyst doskonaty, ale losowy sposéb
oznaczenia korelacji uniemozliwia zrozumienia zagadnienia osobom niezorientowanym
w temacie.

Tabela 13. Wydaje sie, ze dla reszty C wartosci przesunie¢ chemicznych atomow 3-6 sg
nieprawidtowe (takie same jak dla reszty D). W zwigzku z tym odpowiednie wartosci w
Tabeli 14 tez sg nieprawidtowe.

S.39.1.3 oraz 1.10 a takze bardzo wiele razy w czesci Wyniki - O-metylowych, O-
acetylowych — ,,0” w tego typu okresleniach powinno by¢ pisane kursywa.

$.52.1.11 (d) Rodzaj reszt cukrowych to np. Gal, Man, natomiast furano i pirano to sg
formy pierscienia.

$.52.1.5 (d) oraz s.56.1.6, a takze w wielu miejscach Wynikéw pojawiajace si¢ okreslenia
,otrzymanych widm masowych”, ,wykonano jednowymiarowe widma protonowe”
proponowatbym w przysztosci zastgpi¢ stowami ,zarejestrowano”, czy ,,zmierzono”

Ryc. 32 i 37. W podpisie jest ,korelacje pomiedzy protonami a przyfgczonymi do nich
atomami wegla”.

S. 86 i 87. Wydaje sie, ze reszta B jest Man, natomiast Gal w nawiasie to pomytka.

Na koniec chciatbym zwrdocié uwage na problem nazewnictwa dotyczgcego
spektrometrii mas. Doktorantka zamiennie uzywa okreslenia spektrometria mas i
spektrometria masowa, widmo mas i widmo masowe. Nie tylko moim zdaniem,
poprawng forma, najlepiej opisujgcg technike, jest spektrometria mas. Jakkolwiek trzeba
przyznaé, ze w czesci polskojezycznej literatury oraz w niektorych srodowiskach



naukowych uzywa sie okreslenia spektrometria masowa. | o ile stosowanie tej ,drugiej
formy” ewentualnie mozna uznac¢ za dopuszczalne, to juz zamienne stosowanie obu
nazw nie powinno mie¢ miejsca.

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

W podsumowaniu chce podkreslié¢, ze praca jest wartosciowa, zostata prawidtowo
zaplanowana i zrealizowana, wnosi oryginalny i istotny wktad do wiedzy o strukturach O-PS
bakterii Klebsiella. Doktorantka wykazata sie znajomoscig pismiennictwa, ktore jest prawidtowo
wykorzystane, sprawnie postuguje sie technikami separacyjnymi i spektroskopowymi, jako
narzedziami niezbednymi do wyizolowania antygenéw O, a nastepnie okreslenia ich struktury
chemicznej.

Reasumujgc, przedtozona do oceny rozprawa doktorska spetnia ustawowe kryteria stawiane
pracom doktorskim (Ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku, z pdzniejszymi zmianami). W zwigzku z tym
wnioskuje do Rady Instytut IITD PAN we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Katariny Stojkovi¢ do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na wysokg wartos¢ naukowa uzyskanych wynikow oraz
opublikowanie ich w renomowanych czasopismach z listy JCR wnioskuje o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej.
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