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Streszczenie

Klebsiella pneumoniae jest Gram-ujemng pateczka o duzej zjadliwosci, atakujaca glownie
osoby z obnizona odporno$cig. Bakteria ta moze wywolywaé zapalenie ptuc, zakazenia w obrebie
przewodu pokarmowego oraz uktadu moczowego. K. pneumoniae wraz z Escherichia coli
i Pseudomonas aeruginosa jest jednym z przodujacych gatunkéw bakterii Gram-ujemnych, jesli chodzi
o wywotywanie sepsy. Charakterystyczng cechg K. pneumoniae jest antybiotykoopornos$¢ — najwigksze
znaczenie ma w tym przypadku zdolno$¢ do wytwarzania B-laktamaz hydrolizujgcych pierscien B-
laktamowy antybiotykow. W ostatnim czasie szczegdlny niepokdj budza szczepy wytwarzajace
karbapenemazy, czyli enzymy zdolne do hydrolizy karbapeneméw (traktowanych czesto jako ,,leki
ostatniej szansy” w leczeniu zakazen K. pneumoniae).

Do gtownych cukrowych antygenéw powierzchniowych K. pneumoniae naleza:
lipopolisacharyd  (LPS, endotoksyna) oraz antygen otoczkowy (antygen kapsularny,
K, polisacharyd otoczkowy, CPS). Czasteczka LPS zbudowana jest z trzech odrebnych regionow:
zakotwiczonego w Dblonie komorkowej lipidu A, potaczonego przez oligocukier rdzenia
z polisacharydem O-swoistym (antygenem O, O-PS). Toksyczno$s¢ LPS jest zwigzana
z czeScig lipidowa, natomiast cze$¢ polisacharydowa wykazuje wlasciwosci immunogenne
i determinuje serotyp O.

W zwigzku z tym, ze obecne sposoby zapobiegania i leczenia zakazen wywoltywanych przez
K. pneumoniae s3 niewystarczajace, istnieje potrzeba opracowywania nowych strategii
terapeutycznych. Za obiecujace antygeny w immunoterapii uznano antygeny kapsularne i O-PS LPS.
W poréwnaniu z antygenami O pozostalych czlonkéw rodziny Enterobacteriaceae, O-PS
K. pneumoniae wykazuja ograniczong ro6znorodno$é. Liczba wyrdéznionych serotypéw O
K. pneumoniae (7 wraz z ich podtypami) jest znacznie mniejsza niz liczba antygendéw K tego gatunku
(ok. 78), w zwigzku z czym immunoterapia skierowana przeciwko antygenom
O wydaje sie by¢ bardziej obiecujacym podejsciem.

Realizowana praca doktorska stanowita czg$¢ europejskiego projektu Klebsicure
(EUROSTARS, E!7563, 2012 — 2015 r.) realizowanego w konsorcjum ztozonym z dwodch firm
biotechnologicznych - Arsanis Biosciences GmbH (Wieden, Austria), GATC Biotech AG (Konstancja,
Niemcy) oraz Instytutu Biologii Zakazen 1im. Maxa Plancka (Berlin, Niemcy)
i Instytutu Immunologii i Terapii Do§wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu. Celem

projektu i zarazem jego tytulem bylo ,,Opracowanie strategii terapeutycznej opartej na biernej



immunizacji przeciwciatami monoklonalnymi oraz strategii diagnostycznej skierowanej przeciwko
ostrym infekcjom wywotywanym przez Klebsiella”. Antygenami, ktore wybrano na cel terapeutyczny
otrzymywanych przeciwciat byty O-PS LPS K. pneumoniae. W zwiazku z tym, integralng czgscig
realizowanego projektu, a tym samym nadrzgdnym celem realizowanej przeze mnie pracy doktorskiej,
byly izolacje, oczyszczanie, analiza strukturalna, degradacje wybranych LPS K. pneumoniae, a
nastgpnie izolacja i analiza strukturalna otrzymanych O-PS. Stanowilo to etap poprzedzajacy
przygotowanie biotynylowanych sond do selekcji przeciwcial monoklonalnych i dalszej charakterystyki
tych przeciwciat przez lidera konsorcjum. Poczatkowo zaktadano, ze istnieje ograniczona liczba
serotypow O, jednak wstepne testy serologiczne oraz analizy genow odpowiedzialnych za biosynteze
LPS, wykonane przez cztonkow konsorcjum wskazaty na ré6znorodnos¢ serotypow O1, O2 oraz O3,
ktorych dotyczy niniejsza praca (Guachalla i in. 2017; Stojkovic i in. 2017; Szijart6 i in. 2016).

W celu wyjasnienia modyfikacji strukturalnych serotypow O2 i Ol zaleznych od obecnosci

operonu gmlABC, przeprowadzono kompletng analize strukturalng wybranych O-PS LPS
K. pneumoniae serotypéw O2 i O1 (szczepy: Kp26 — O2 gm/—, PCM-27 — O2 gml+, Kp4 — O1 gmi—,
Kp24 — O1 gmi+), wykorzystujac metody spektroskopii NMR. Przestanka byto doniesienie jednego
z konsorcjantow, ze obecnos¢ operonu gmIABC moze odpowiada¢ za modyfikacje powtarzajacej si¢
podjednostki antygenu O o strukturze —3)-p-D-Galf-(1—3)-a-D-Galp-(1— opisanej juz wczesniej jako
D-galaktan-1 (gal-1) i wystepujacej w serotypach O2 i O1. W przypadku szczepéw gml+ (PCM-27 — 02
i Kp24 — O1) wykazano wyst¢gpowanie modyfikacji strukturalnej antygenu O, polegajacej na obecnosci
terminalnej reszty a-D-Galp w gal-I, a tak zmodyfikowang podjednostk¢ nazwano galaktanem-I11 (gal-
II). W przypadku szczepéw gml— (Kp26 — O2, Kp4 — O1) stwierdzono brak tej dodatkowej reszty
cukrowej. Sktad cukrowy badanych O-PS potwierdzono réwniez przy pomocy metod chemicznych
(analiza cukrowa i metylacyjna). Istotnym etapem tej czesci badan byty analizy strukturalne O-PS
zestawu obejmujacego szczep dziki, mutant kontrolny oraz mutant otrzymany w wyniku transformacji
szczepu dzikiego wektorem zawierajagcym operon gmIABC. Wykazano, ze obecnos¢ operonu gmIABC
odpowiedzialna jest za zaobserwowang modyfikacje gal-I do gal-11l.

Dla frakcji O-PS szczepoéw K. pneumoniae 5505Acps, PCM-11 i Kp81 o serotypie O3
przeprowadzono analizg strukturalng metodami NMR oraz spektrometrii mas MALDI-TOF
w celu ustalenia struktury oraz wielkosci podjednostki antygenu O w kazdym ze szczepow. Stwierdzono
wystepowanie pieciu reszt mannozy w podjednostce antygenu O szczepu 5505Acps (znana struktura dla
serotypu O3), czterech mannoz w szczepie PCM-11 (serotyp O3a) oraz trzech mannoz w szczepie Kp81
(serotyp O3b).

Istotnym elementem pracy byta ocena przydatno$ci spektroskopii HR-MAS NMR do analizy
struktur O-PS bezposrednio na powierzchni komorki bakteryjnej oraz z wykorzystaniem
niezdegradowanych preparatow LPS. Zebrano widma HR-MAS-NMR dla serii mas bakteryjnych oraz
kompletnych LPS i poréwnywano je z utworzong wczesniej biblioteka widm NMR wyizolowanych

antygenéw O. Wykazano, ze istnieje mozliwo$¢ stosunkowo szybkiej identyfikacji serotypu



K. pneumoniae na podstawie kompletu widm *H oraz *H,*C HSQC-DEPT dla LPS przy uzyciu metody
HR-MAS NMR. Okre$lenie serotypu na podstawie widm otrzymanych wytacznie dla masy bakteryjnej

bylo znacznie utrudnione ze wzgledu na wystepowanie dodatkowych sygnatow pochodzacych od

zanieczyszczen.



