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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr inz. Katariny Stojkovié
»ROZnorodno$¢ strukturalna glikoform antygenow O Klebsiella pneumoniae”

Praca Pani Katariny Stojkovi¢ to przyklad bardzo solidnej pracy z pogranicza
immunologii, biologii strukturalnej i fizykochemii cukréw. Stanowi ona kontynuacje
badan prowadzonych przez Panig dr hab. inz. Jolante FLukasiewicz z Zaktadu
Immunochemii IITD PAN i dotyczy charakterystyki strukturalnej glikokoform antygendw
O, niezwykle zjadliwej bakterii Klebsiella pneumoniae odpowiedzialnej za $mierc¢
ogromnej liczy ludzi na catym $wiecie. Jednym z waznych probleméw dotyczacych tej
tematyki jest proba czesciowej odpowiedzi na pytanie czy proponowana immunoterpia
skierowana przeciwko kilku antygenom O jest skuteczniejsza w poréwnaniu do terapii
skierowanej przeciwko blisko setce antygenow K. Praca doktorska Pani mgr Katariny
Stojkovi¢ jest waznym krokiem w odpowiedzi na to pytanie.

W  swoich badaniach Doktorantka przeprowadzita analize strukturalng zar6éwno
prototypowych jak i wybranych szczepow klinicznych Klebsiella pneumoniae. Kryterium
wyboru byla czestos¢ wystepowania serotypéw wsrod szczepow  klinicznych oraz
zaobserwowana réznorodno$¢ w obrebie genow odpowiedzialnych za biosynteze O-PS w
grupie szczepow o tym samym serotypie. W celu wyjasnienia wptywu operonu gmlABC
na zréznicowania strukturalne w obrebie serotypu O2, analizy prowadzono dla szczepdéw
Kp26 i PCM-27 reprezentujacych odpowiednio warianty gml- i gmi+ serotypu O2.
Podobnie w celu zréznicowania strukturalnego w obrebie serotypu O1 przeprowadzono
takze badania dla szczepéw Kp4 oraz Kp24 bedacych reprezentantami gmi- i gmi+ tego
serotypu. Doktorantka podjeta si¢ rowniez wyjasnienia r6znic obserwowanych dla genéw
regulujacych biosynteze O-PS o serotypie O3 z uzyciem szczepow Kp81, PCM-11 oraz
550Acps bedacych reprezentantami serotypow O3b, O3a i O3.

W pierwszej kolejnosci, w celu nagromadzenia masy bakteryjnej potrzebnej do izolacji
LPS K. pneumoniae Doktorantka przeprowadzita standardowe izolacje bakteryjne
Oczyszczone LPS poddawano tagodnej kwasnej hydrolizie czego produktem byta



mieszania rozpuszczalnych w wodzie poli- i oligosacharydéw oraz nierozpuszczalnego
lipidu A. Liofilizowana mieszaning rozdzielano metoda filtracji zelowej otrzymujac szesé
lub siedem frakcji, zaleznie od uzytego ztoza. Zebrane frakcje poddano wstepnej analizie
MS i1 NMR w celu ustalenia ich sktadu. Nie jest dla mnie jasne co konkretnie byto
kryterium podziatu frakcji I (Ryc. 16 i Ryc. 17) na frakcje a, b i ¢ skoro sygnat I na
Rycinie 16 jest calkiem symetryczny, a przyktadowo sygnat IIT i IV juz nie. W kolejnym
kroku Doktorantka przeprowadzita analize cukrowa frakcji O-PS poddanej modyfikacji do
lotnych octanow alditoli w celu identyfikacji poszczegdlnych sktadnikéw cukrowych. By
ustali¢ rodzaj reszt cukrowych (piranoza lub furanoza) oraz zidentyfikowaé miejsca
podstawienia sktadnikow cukrowych przeprowadzono analiz¢ metylacyjna. W kolejnych
etapach frakcje poddano analizie strukturalnej z uzyciem spektroskopii NMR w celu
ustalenia kompletnej struktury powtarzajacych sie podjednostek cukrowych i wyjasnienia
charakteru modyfikacji cukrowej. W tym celu Autorka wykonata szereg eksperymentow
NMR, gléwnie dwuwymiarowych, pozwalajgcych na przypisanie sygnaléw poprzez
zmienng ilos¢ wigzan chemicznych, a takze przestrzen. Gldwnymi parametrami
pozwalajacymi na wyciagnigcie wnioskow strukturalnych poza zréznicowang gama
eksperymentow korelacyjnych byto przesuniecie chemiczne protonéw i wegla ’C a takze
stale sprzezen. Ta szeroka analiza, zaréwno klasyczna jak i z wykorzystaniem techniki
NMR pozwolita Autorce na stwierdzenie, a w zasadzie potwierdzenie tego, ze to galaktan-
I (gal-I) jest sktadnikiem polisacharydu O-swoistego szczepu Kp26 (02 gml-). Na
szczegoOlng uwage zastuguje analiza strukturalna polisacharydu szczepu PCM-27 (02
gml+), w ktorym galaktan-1 (gal-I) podstawiony jest terminalng galaktopiranozg (a-D-
Galp). Tak zmodyfikowang i powtarzajacg si¢ jednostke galaktanu-I autorzy odkrycia (w
tym Doktornatka) nazwali galaktanem III. Uwazam, Ze ta analiza strukturalna i odkrycie
nowej jednostki polisacharydu O-swoistego jest jednym z najwazniejszych dokonan mgr
Stojkovi¢. Odkrycie to zostato opublikowane w 2017 roku w czasopiSmie Frontiers in
Microbiolgy a Doktorantka jest pierwszym autorem opublikowanego doniesienia.
Odkrycie to pozwolito na wyciagnigcie wnioskéw na temat roli operonu gmlABC w
modyfikacji O-PS serotypu O2. Autorka pokazata mianowicie, ze obecno$é tego operonu
w szczepie PCM-27 1 mutancie komplementacyjnym Kp26/pKpl00 odpowiada za
modyfikacje gal-I do gal-IIl. Podobna analiza strukturalna polisacharydéw O-swoistych
szczepOdw K. pneumoniae serotypu O1, Kp4 (gml-) i Kp24(gml+) pozwolita Doktorantce
na podobne stwierdzenie, ze obecnos$¢ operonu gmlABC prowadzi do modyfikacji gal-I do
gal-III i nie ma wptywu na jednostke galaktanu II (gal-II) zidentyfikowang réwniez w O-
PS tych szczepow.



W kolejnym etapie prac Doktorantka przeprowadzita analize strukturalng polisacharydow
O-swoistych szczepdw Kp81, PMC-11 oraz 5505Acps serotypu O3. Wezesniejsze analizy
serologiczne z uzyciem mysiej surowicy skierowanej na szczep PCM-11 wskazywaty
bowiem na mozliwo$¢ zréznicowania strukturalnego w obrebie tego serotypu.
Zastosowanie podobnych eksperymentow NMR wspomaganych analizg strukturalng z
wykorzystaniem spektrometrii masowej MALDI-TOF pozwolito Autorce na stwierdzenie,
ze podjednostki O-PS serotypu O3b, O3a i O3 zbudowane s3 kolejno z trzech, czterech i
pigciu reszt mannoz. Doktorantka nie przedstawita jednak w tym wypadku analizy
cukrowej i metylacyjnej pozwalajgcej na stwierdzenie rodzaju reszt cukrowych. Z tego
powodu prositbym o krotkie przedstawienie tej analizy podczas obrony. Mam tu tez
pytanie - niezwigzane bezpo$rednio z analizg polisacharydow szczepéw O3 a dotyczace
rodzajéw informacji strukturalnych odno$nie polisacharydéw jakie mozna otrzymaé przy
zastosowaniu technik spektrometrii mas. Mam wrazenie, ze Autorka ograniczyla sie
jedynie do pomiaru réznicy mas konkludujac tym samym na temat ilosci powtarzajacych
si¢ jednostek.

W mojej ocenie niezwykle ciekawe podejscie badawcze, ktérego podjeta sie Doktorantka,
stanowita ocena przydatnosci spektroskopii HR-MAS NMR do serotypowania szczepdw
K. pneumoniae. Metoda ta znajduje zastosowanie w badaniu zaréwno amfifilowych
czasteczek jak i ciat statych, polstatych, 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 i wyzerowaniem
anizotropii przesunie¢ chemicznych oraz sprz¢zen dipolowych, co w konsekwencji
prowadzi do zwiekszenia stosunku sygnatu do szumu typowych dla ukladow
nigjednorodnych. Mozliwos¢ zastosowania tej metody do analizy struktur polisacharydéw
bezposrednio na powierzchni komérek bakteryjnych lub niezdegradowanych preparatéw
LPS, stanowiloby uproszczenie w ustalaniu serotypéw bakteryjnych. Jak sie okazato
zastosowanie catych komoérek serotypow O1, 02, O2ac, 03, 04, O5 i O12 nie pozwolito
na jednoznaczne typowanie ze wzgledu na pojawiajace si¢ dodatkowe sygnaty w obrebie
protonéw anomerycznych cukréw. Dopiero zastosowanie przez Autorke niezdegradowych
preparatow LPS i pordwnanie z bibliotekg widm oczyszczonych O-PS pozwolito na
poprawne serotypowanie wigkszosci zastosowanych prob. Mimo, ze ta czg$é pracy
Doktorantki nalezy wedtug mnie do najciekawszych brak jest tu jednak wyczerpujacej
dyskusji  otrzymanych  wynikéw  oraz  jednoznacznego  stwierdzenia,  jak
zaimplementowane podejscie do serotypowania jest lepsze lub pewniejsze w pordéwnaniu
do innych metod. Tu prositbym Doktorantke o przedyskutowanie tego zagadnienia i probe
poréwnania tego podej$cia z obecnie stosowanymi metodami. Komentarza wymaga
rowniez obserwacja dokonana przez Autorke dotyczgca serotypowania szczepu Kp76.



Zastosowanie wyzej wspomnianej techniki NMR pozwolito Doktorantce trafnie okresli¢
serotyp jako O1 gml- co zostato potwierdzone przez inne badania wykonane przez firme,
ktéra dostarczyla owy szczep. Jednakze widmo korelacyjne 'H,"*C HSQC-DEPT HR-
MAS NMR nie ujawnito obecnosci reszt charakterystycznych dla galaktanu I (Ryc. 75)
mimo, ze zostat on wczesniej zidentyfikowany jako sktadnik oligosacharydu serotypu O1
gml-. Pytanie dlaczego?

Praca doktorska Pani mgr Katariny Stojkovié¢ poprzedzona jest 25 stronnicowym
omOwieniem literatury, ktéry bardzo dobrze wprowadza czytelnika w cze$¢ badawcza
rozprawy. Cytowana literatura cho¢ nieponumerowna — co nie stanowito problemu dla
recenzenta — to 123 pozycje opublikowane gtdwnie po 2000 roku. Wstep rozprawy
napisany jest w sposob zwarty i kompetentny. Poza charakterystyka chorobotwdrcza
bakterii z rodziny Klebsiella i opisem ich lekoporno$ci Doktorantka bardzo zgrabnie
przeszta przez opis antygendw powierzchniowych ze szczegdlnym akcentem skierowanym
na ich strukture i biosyntez¢ LPS. Pewien niedosyt informacji mozna odczué czytajac
rozdziat dotyczacy wykorzystania antygenéw powierzchniowych K. pneumoniae w terapii
biernej i czynnej. Wart podkreslenia jest bardzo dobrze przygotowany i opisany rozdzial
po$wigcony metodom instrumentalnym wykorzystywanym w badaniach strukturalnych
polisacharydéw. Uwazam, ze ten rozdziat byl konieczny by czytelnicy rozprawy mogli
zagtebic€ sig w detale technik MS i NMR stosowanych w badaniach Autorki. W tej czesci
pracy dobrze bytoby umiesci¢ rowniez krotki opis tego, jakie informacje mozna uzyskaé z
klasycznych metod takich jak analiza cukrowa czy metylacyjna.

Dyskusja wynikéw w postaci 11-stronnicowego rozdzialu jest przygotowana bardzo
starannie i co wazne nie jest powieleniem wynikéw ale ich autentyczng dyskusia.
Najwigkszym mankamentem tej czgs$ci pracy jest szeroki opis wynikow niezwigzanych
bezposrednio z wynikami czgsci eksperymentalnej. Dowiadujemy sie tu o waznych
faktach, ktore doprowadzily do przeprowadzenia opisywanych badan. Mysle, ze cze$é
tych informacji mogtaby z powodzeniem by¢ zawarta we wstepie rozprawy a obecna
forma zaktoca chronologie i utrudnia sama dyskusj¢. Przyktadem tego niech bedzie opis
wynikow immunoblotingu, ktérego nie moglem znalezé ani w cze$ci wynikowej ani we
wstepie pracy. Pomijajac te wady, dyskusja napisana jest bardzo zgrabnie i co wazne w
analityczny sposéb. To samo podejscie zastosowata Autorka w ostatnim rozdziale
,»Wnioski”.  Schematyczny (dostownie) opis ufatwia czytelnikowi zrozumienie
najwazniejszych osiggnie¢ zawartych w rozprawie.

Prace wieniczy prezentacja dorobku naukowego Doktorantki, w ktorym zaprezentowala
ona list¢ publikacji, najwazniejsze doniesienie konferencyjne, zgloszenie patentowe,



nagrody oraz projekty, w ktérych uczestniczyta podczas realizacji pracy doktorskie;j.
Warto wspomnie¢, ze recenzowana praca stanowila cze$¢ europejskiego projektu
Klebiscure realizowanego w konsorcjum ztozonym z dwoch firm biotechnologicznych —
Arsanis Biosciences GmbH z Wiednia, GATC Biotech z Konstancji, Instytutu Biologii
Zakazen im. Maxa Plancka w Berlinie i oczywiscie IITD PAN. Gléwnym celem tego
sporego projektu byto opracowanie strategii terapeutycznej opartej na biernej immunizacji
przeciwcialami monoklonalnymi oraz strategii diagnostycznej skierowanej przeciwko
ostrym infekcjom wywolanym przez Klebisiella. Chocby z tego tytutu praca Doktorantki
nie byta podobna do typowych prac doktorskich. Autorka w do$¢ dynamiczny sposob
opisuje zwroty w badaniach konsorcjum oraz to jak wyniki pozostatych cztonkow grupy
wplywaly na jej badania. Chciatbym tu jednoznacznie podkresli¢, ze mimo, iz praca byta
wykonywana w duzym zespole, w Zzaden sposéb nie ujmuje to samodzielnoS$ci Autorki i
samym walorom naukowym pracy. Powiem wigcej, praca badawcza w tak sporym,
miedzynarodowym zespole musiata stanowi¢ spore wyzwanie dla Autorki co z pewnoscig,
poza naukowymi aspektami pracy, pozwolito Doktorantce szlifowa¢ zasady dynamiczne]
wspotpracy naukowej.

Poza wymienionymi mankamentami i brakami nie mam powaznych zarzutéw do
recenzowane] pracy. Doktorantka mogta w sposob bardziej chronologiczny podejs¢ do
badan konsorcjum i cze$¢ istotnych informacji zaserwowaé we wstepie pracy unikajgc tym
samym, nieco oderwanych od samej rozprawy, opisow tych wynikow w innych
rozdziatach. Praca napisana jest poprawnym jezykiem i czyta sie jg naprawde bardzo
dobrze. Doktorantka nie unikneta pewnych drobnych btedow zwigzanych z matymi czy
duzymi literami, przecinkami itp. Brak jest rOwniez rozwinigcia pewnych skrotéw w ich
wykazie, a samo rozwinigcie w jezyku polskim bywa miejscami troche niezrozumiate lub
niestylistyczne. W rozdziale ,Materialy i metody” brak jest opisu (choc¢by krotkiego)
separacji z uzyciem GC-MS. Z mojej wlasnej ciekawosci, chcialbym sie réwniez
dowiedzie¢, jaka jest ilos¢ jednostek galaktandéw (indeks n) w analizowanych strukturalnie
polisacharydach i czy ta ilos¢ jest w jaki§ sposob skorelowana z poszczegdlnymi
serotypami. W opisie analizy korelacyjnej widm heterojadrowych reszt cukrowych
polisacharydu O-swoistego PCM-27 O2 gmli+ i dalszych opisach Autorka wprowadzita
obok symbolu reszt A i B réwniez symbol C, ktory myli si¢ czytelnikom z opisywanymi
atomami wegla C w poszczegodlnych resztach. Chciatbym si¢ réwniez dowiedzie¢ skad
wiadomo, ze na Ryc. 45 sygnal zaznaczony gwiazdkg jest faktycznie zanieczyszczeniem?
W Rozdziale 6.4 brak jest opisu analizy cukrowej i metylacyjnej. Skad wiadomo, ze
sktadnikiem polisacharydu jest mannoza?



Reasumujgc, mimo pewnych niedociagnie¢, o ktérych wspomniatem powyzej,
stwierdzam, ze przyszto mi recenzowaé bardzo ciekawg prace, ktorej wyniki sa
wartoSciowe pod wzgledem technicznym i naukowym. Praca pani mgr inz. Stojkovié to
przyktad bardzo dobrze zrealizowanego projektu badawczego i spetnia ona w petni
warunki zarowno ustawowe jak i zwyczajowe jakie stawia si¢ rozprawom doktorskim.
Dlatego tez wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN o dopuszczenie jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. W
zwigzku z tym, ze wigkszos¢ wynikow zostata juz opublikowana w renomowanych
czasopismach oraz stala si¢ podstawa wniosku patentowego wnosze o wyrdznienie
recenzowanej rozprawy doktorskiej.

Z wyrazami szacunku
Artur Krezel
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