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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Ucieklak pt.:
» Wspolne elementy w strukturze antygenéw cukrowych bakterii z rodzaju Bordetella

jako uniwersalne skladniki szczepionek”

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Ucieklak zostala wykonana pod kierunkiem dr hab.
Tomasza Niedzieli, w Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek, Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu. Rozprawa
zostala przygotowana zgodnie z wymogami ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach itytule w zakresie sztuki, oraz rozporzadzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 30 stycznia 2018 r. w sprawie szczegdlowego trybu
i warunkéw przeprowadzania czynno$ci w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym
oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata przygotowana w laboratorium i zespole
posiadajgcym wieloletnie doswiadczenie w badaniach nad opracowaniem szczepionek na bazie
glikokonjugatow. Owocem tych prac jest szereg publikacji, ktorych wspoétautorem jest Promotor
rozprawy drhab. Tomasz Niedziela. Dotycza one m. in. neoglikokoniugatéw opartych
o oligosacharydy wyizolowane ze szczepu Bordetella pertusis 186, o potencjalnym zastosowaniu
jako skladniki szczepionki przeciwkrztuscowej. Podobna tematyka zajmowata si¢ Doktorantka, ktéra
w toku swych badan, prowadzonych przy zastosowaniu nowoczesnych metod i technik
analitycznych, otrzymata rowniez bardzo interesujace i wartosciowe wyniki.

Doktorantka nie umiescita w rozprawie spisu swojego dorobku naukowego, w zwigzku z tym
skorzystatam z ogoélnodostepnej bazy Web of Science. Z informacji tam zawartych wynika, ze Pani
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin, www umcs.pl
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mgr Karolina Ucieklak jest wspotautorka dwoch prac, ktore ukazaly sie w Molecular Immunology
i International Journal of Molecular Sciences (oba czasopisma Z listy JCR). Jest to dorobek
wystarczajacy do spelnienia wymogow zapisanych w/w ustawie, a dotyczacych przebiegu przewodu

doktorskiego. Prace te nie zawierajag wynikow badan opisanych w rozprawie.
Ocena pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest napisana w jezyku polskim i ma uktad
typowy dla eksperymentalnych prac dyplomowych. Praca liczy 192 strony 1 zawiera 89 rycin oraz 20
tabel (w tym jedna umieszczona na koncu pracy jako ,,Materialy dodatkowe”). Rozprawa zostala
przygotowana starannie pod wzgledem edytorskim i poprawnie jezykowo.

Tytul pracy brzmiacy: ,,Wspdlne elementy w strukturze antygenow cukrowych bakterii
z rodzaju Bordetella jako uniwersalne sktadniki szczepionek” zostal sformutowany poprawnie
i w petni oddaje tres¢ pracy.

Pracg rozpoczyna obszerny, prawie trzystronicowy wykaz skrotow, zawierajacy ttumaczenie
stosowanych w pracy skrotow w jezyku polskim, wraz z ich oryginalnym rozwinieciem w jezyku
angielskim. W dalszej kolejnosci pojawia sie, jak dla mnie zbyt obszerne, czterostronicowe
_,Streszczenie pracy” oraz rownie obszerne streszczenie w jezyku angielskim.,

Wstep pracy liczy 33 strony, zawiera 6 podrozdzialow glownych i liczne podrozdziaty
drugiego i trzeciego-rz¢du (niestety nie wszystkie zostaly uwzglednione w spisie tresci) i wprowadza
czytelnika w tematyke pracy doktorskiej. W tej czedci pracy Doktorantka przedstawita informacje
dotyczace przedmiotu badan. I tak, w podrozdziale 1) Doktorantka przedstawia aspekt historyczny
badaf nad krztu$cem; w podrozdziale 2) przedstawiono charakterystyke czynnika etiologicznego
krztusca (Bordetella) wraz z przegladem epidemiologicznym i diagnostyka zakazen; podrozdziat 3)
to opis dotad poznanych antygenow powierzchniowych Bordetella; podrozdzial 4) zawiera opis
stosowanych i bedacych w fazie testow szezepionek przeciwkrztuscowych; zas podrozdziat 5) to
opis sukcesow Zespotu w dziedzinie projektowania neoglikokonjugatow 1 produkcji szczepionek
glikokonjugatowych przeciwko B. pertusis. Odrebng cze$¢ stanowi podrozdzial 6), w ktérym
Doktorantka zawarta opis glownych technik stosowanych w analizie antygenow cukrowych
i glikokonjugatow: spektrometri¢ mas oraz spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu jadrowego.
Techniki te zostaly opisane w sposob jasny i przystepny, daje sie zauwazy¢, ze Doktorantka jest
doskonale z nimi obeznana.

Cel pracy zostal jasno i precyzyjnie sformufowany. Jest nim ,,...zidentyfikowanie
w powierzchniowych strukturach antygenow cukrowych bakterii z rodzaju Bordetella wspolnych

clementow, ktérych wyizolowane formy moglyby zosta¢ wykorzystane przy zaprojektowaniu nowej



uniwersalnej szczepionki przeciwkrztuscowej”. Takie sformulowanie celu wskazuje na szeroki
zakres badan, jakich podjeta si¢ Doktorantka. Obejmujg one usystematyzowanie dotychczasowej
wiedzy dotyczacej cukrowych antygendéw powierzchniowych z réznych szezepow, zardwno tych,
ktére wywotujg krztusiec, jak i parakrztusiec oraz inne choroby ukladu oddechowego a takze
poszukiwanie, izolacj¢ i charakterystyke nowych antygenéw cukrowych u przedstawicieli
Bortedella.

Rozdzial ,Materiaty i metody” liczacy 14 stron zawiera bardzo szczegdtowe informacje na
temat stosowanych przez Doktorantke metod i technik badawczych, poczawszy od typowo
mikrobiologicznych, poprzez tzw. metody ,mokrej chemii” (metody preparatywne),
immunochemiczne, analizy chemiczne, oraz metody instrumentalne. Wielo$é i rdéznorodnosé
stosowanych przez Doktorantke metod i technik badawczych $wiadczy o jej wszechstronnosci
1 bardzo dobrym warsztacie naukowym.

Rozdziat ,,Wyniki” liczy 86 stron i jest najbardziej obszerny (stanowi niemal 50 % objetosci
rozprawy). Jest napisany w sposéb przejrzysty i zrozumiaty. W wiekszosci bardzo starannie
przygotowane, wielokolorowe ryciny ulatwiaja czytelnikowi analiz¢ przedstawionych w rozprawie
wynikow badan. Imponujgca jest ilo$¢ rozwigzanych i dokladnie opisanych widm NMR preparatéw
oligosacharydowych. Wida¢, ze Doktorantka biegle opanowala interpretacje wynikéw analiz
spektroskopowych. Doktorantka szczegétowo opisuje sposob doboru warunkéw hodowli szczepow
nalezacych do rodzaju Bordetella na podlozu standardowo uzywanym do hodowli szczepow
szczepionkowych paleczki krztusca. Otrzymane masy bakteryjne postuzyly Jej do izolacji lipo-
i oligosacharydow, natomiast plyn pohodowlany do otrzymania egzopolisacharydow
i oligosacharydu nazwanego pézniej BOS. Preparaty LPS i LOS zostaly poddane analizie
serologicznej, przy wykorzystaniu poliwalentnych surowic kréliczych skierowanych przeciwko
zdefiniowanym antygenom cukrowym lub ich glikokoniugatom. Doktorantka wykazala sie
biegloscig w stosowaniu technik immunoenzymatycznych. Preparaty LPS/LOS zostaly poddane
hydrolizie, a oddzielone heteropolisacharydy i oligosacharydy rozdzielano metodg frakcjonowania
metodg saczenia molekularnego. Wybrane frakcje poddano analizom poréwnawczym przy
zastosowaniu techniki spektroskopii NMR. Poszukiwano wspdlnych dla badanych szczepow
fragmentéw cukrowych. Nowoscig w pracy jest przedstawienie struktury lipopolisacharydu
B. holmesi ATCC 51541 szczepu stosunkowo niedawno opisanego. Doktorantka bazowala na
analizach spektrometrycznych (MALDI-TOF) oraz spektroskopii NMR, co pozwolilo Jej na
ustalenie struktury oligosacharydu rdzenia LPS tej bakterii oraz powtarzajacej si¢ podjednostki
tanicucha O-swoistego. Kolejna czgs¢ pracy Doktorantki dotyczyla analizy strukturalne;

egzopolisacharydow produkowanych przez wybranych przedstawicieli rodzaju Bordetella,
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poczawszy od B. holmesi, poprzez bakterie nalezgce do klastra B. bronchiseptica. Wyizolowano dwa
homopolimery glukanowe oraz sze$ciocukrowy oligosacharyd, ktéry okazal si¢ wspolny dla
wszystkich badanych szczepow 1 zostal przez Doktorantke nazwany BOS (Bordetella
oligosaccharide). Zostat on réwniez przebadany technikami serologicznymi, przy uzyciu dostgpnych
w kolekcji Laboratorium surowic poliklonalnych. Na koniec Doktorantka wykonata testowa probe
otrzymania neoglikokoniugatu na bazie BOS i toksoidu tezcowego i uzyskata obiecujgce wyniki.

Rozdzial , Dyskusja” liczgcy 12 stron jest bardzo dobrze napisany. Doktorantka w dojrzaty
sposéb interpretuje uzyskane wyniki, porownuje je z danymi literaturowymi, wskazuje na pewne
podobienstwa z pracami innych autoréw, ale tez w zreczny sposob potrafi zinterpretowa¢ widoczne
roznice w uzyskanych wynikach. Doktorantka przedstawia plany dalszych badan, co wskazuje, ze jej
praca doktorska jest tylko rozpoczgciem tematu i nalezy si¢ spodziewac, ze konicowym efektem prac
bedzie nowa szczepionka przeciwkrztuscowa.

Prace konczy rozdzial ,,Wnioski” liczacy 4 strony, na ktérych Doktorantka podsumowuje
swoje najwazniejsze osiagnigcia.

Wykaz literatury (powinno by¢ raczej: ,,Pismiennictwo”) liczy 167 pozycji, umieszczonych
w porzadku alfabetycznym. W wigkszosci sa to publikacje, ktore ukazaty si¢ po roku 2000.

Na koncu pracy Dokotorantka zamiescita rozdziat 12. zatytutowany: ,,Materialy dodatkowe”,
ktory zawiera zbiorczg tabele z warto$ciami przesunigé¢ chemicznych dla poszezegolnych uktadow
spinowych w preparatach oligosacharydowych LPS analizowanych bakterii z rodzaju Bordetella.
Tabela ta moze by¢ bardzo warto$ciowym materialem Zrodtowym i poréwnawczym dla innych

badaczy.
Najwazniejsze osiagni¢cia naukowe

Moim zdaniem najwazniejsze osiggniecia naukowe zaprezentowane w przedstawionej mi do oceny
rozprawie doktorskiej to:

1. Przeprowadzenie kompleksowych badan poréwnawczych oligosacharydu rdzeniowego
bakterii z rodzaju Bordetella, biorac pod uwage zar6wno szczepy juz opisane przez innych
autoréw, jak i nowe, nigdy nie analizowane pod tym katem. Badania strukturalne zostaty
uzupelnione o analizy serologiczne z przeciwciatami poliklonalnymi. Pozwolito to na
zidentyfikowanie najmniejszego wspolnego elementu  strukturalnego, jakim jest
heksasacharyd.

2. Wyizolowanie i ustalenie struktury oraz masy czasteczkowej nowego, dotad nieopisanego
polimeru cukrowego, wykrytego w ptynie pohodowlanym poczatkowo jedynie u B. holmesi,

a pozniej u wszystkich analizowanych bakterii z rodzaju Bordetella, rowniez u gatunkow



nienalezacych do klasycznych Bordetellae. Badania wykonane wskazujg na jego kapsularny
charakter, co ucina dyskusje prowadzone w literaturze na temat obecnosci lub braku
polisacharydu kapsularnego w grupie Bordetellae. Doktorantka dla tego polimeru
zaproponowata nazwg BOS (Bordetella oligosaccharide) i charakteryzuje go jako
rozgaleziony heksasacharyd zawierajacy w swej strukturze rzadko wystepujace reszty o-2-
acetamido-2-deoksy-galakturonoamidu. Podjeta zostala proba syntezy glikokoniugatu BOS
z toksoidem t¢zcowym. Doktorantka planuje dalsze badania tego glikokoniugatu z uzyciem
zwierzat oraz analize reaktywnos$ci surowic i przeciweiat anty-BOS-TTd.

Opisanie i ustalenie struktury antygenu O-swoistego B. holmesi ATCC 51541, wraz

z okre$leniem wielko$ci powtarzajacej sie podjednostki.

4. Wykrycie w ptynie pohodowlanym bakterii z klastra B. bronchiseptica dwoch rodzajow

glukandw o strukturach: [—4-a-D-Glep-(1->] oraz [6-a-D-Glep-(1-].

Podsumowujgc, Doktorantka zidentyfikowala wspolne elementy, ktoére moga zostaé potencjalnymi

szczepionkowymi antygenami przeciwkrztuscowymi. Wg. Doktorantki, zaréwno heksasacharydowy

OS jak i BOS to potencjalne sktadniki szczepionki glikokoniugatowej, ktora bytaby w stanie

generowa¢ powstanie przeciwcial, zapewniajacych dlugotrwala ochrone przed zakazeniem

przedstawicielami grupy Bordetellae. Szczepionka oparta o BOS potencjalnie moze chroni¢ przed

transmisjg i zakazeniami bakteriami wywolujacymi krztusiec oraz przed chorobami ukiadu

oddechowego wywolywanymi przez bakterie z rodzaju Bordetella.

Komentarze i pytania

Proszg, aby Doktorantka ustosunkowata si¢ do nastepujgcych kwestii:

1.

Czy szczepionka oparta na opisanych przez nig glikokoniugatach ma szanse okaza¢ rownie
skuteczna, jak szczepionka przeciwkrztuscowa pelnokomoérkowa i czy bedzie od niej bardziej

bezpieczna?

2. Pytanie, ktore nie jest SciSle zwigzane z tematyka rozprawy, ale nasuwa si¢ w $wietle

doniesien medialnych. A mianowicie: czy Doktorantka jest w stanie zabraé glos w dyskusji
na temat sensownosci stosowania szczepien. Jakie argumenty wg Doktorantki mozna
wysungé przeciwko pojawiajgcym si¢ w ostatnich latach ruchom antyszczepionkowym, m.
in. kwestionujgcym konieczno$¢ powszechnych szczepien przeciwko wirusowym

1 bakteryjnym chorobom zakaznym.



Z obowigzku recenzenta przedstawiam ponizej niektére uwagi do strony edytorskiej pracy:

1.

W rozdziale Wstep, podrozdziat 4.3. Doktorantka opisuje toksyng krztuScowg. W moim
odczuciu przydatby sie tutaj rysunek — schemat obrazujgcy toksyne.
Ryc. 2. ,Budowa ostony komorkowej bakterii Gram-ujemnych” — powinno by¢ raczej:

,,Budowa oston komérkowych bakterii Gram-ujemnych”.

. Rozdzial: Materialty i metody, str. 54. Doktorantka przelicza jednostki MFU na liczbg

komérek bakteryjnych, podajac, ze jest to 100 x 10° — 1500 x 10° komoérek w 1 ml.
Prawidlowy zapis powinien wyglada¢ nastepujgco: 1 x 10® — 1,5 x 10° komérek/ml.
Rozdzial: Materiaty i metody, str. 55, wiersz 1-2 od gory: Jak rozumie¢ zapis: ,,Hodowla
plynna byla zaktadana poprzez zawieszenie bakterii na ptytce z odpowiednim podiozem i
przeniesieniu ich do pozywki ptynnej.” Czy bakterie byty po prostu sptukiwane z ptytki, czy
tez do inokulacji stosowano hodowle zatozone z pojedynczej kolonii — co jest podejsciem
stosowanym powszechnie w praktycznej mikrobiologii?

Doktorantka stosuje zamiennie termin: ,,toksoid t¢zca” i ,,toksoid tezcowy”- oba pojawiaja sie
na tej samej stronie w pracy (np. str. 59). Wydaje si¢, ze jedynie ta druga forma jest
prawidlowa.

Rozdzial: Wyniki, str. 72, podrozdziat 7.2.2. Doktorantka przywotuje Ryc. 15, cho¢ powinna
najpierw zacytowa¢ Ryc. 14. Prosz¢ odnies¢ sig do kolejnosci rycin.

Rozdzial: Wyniki, str. 84, Tabela 9. Doktorantka podaje usrednione wartosci przesunigé
chemicznych sktadnikéw OS analizowanych szczepdéw Bordetellae w tym samym otoczeniu.
Podawanie warto$ci usrednionych, bez odchylen standardowych jest mylgca i utrudnia
analize wynikéw zawartych w kolejnej Tabeli (nr 10.), gdzie Doktorantka podaje wartosci
przesunig¢ chemicznych dla polgczen miedzy resztami cukrowymi w eksperymentach
NOESY i HMBC dla konkretnego preparatu (OS B. pertusis 606).

Z kolei w Tabeli 16, str. 122-123 Doktorantka podaje wartosci odchylen standardowych,
jednak nie stosuje przy tych wartosciach znaku + i nawiasu, co tez budzi pewna konsternacjg.
Ponadto, Tabela 16-ta jest zle zedytowana: jej tytul i naglowek znajduje si¢ na stronie 122,
za$ cata reszta juz na stronie 123.

Rozdzial: Wyniki, str. 101, posrodku strony: Reszta D — podano stalg sprzgzenia Jei 1 ~162
Hz jako $wiadczaca o o-konfiguracji reszty D-Glc, natomiast ponizej, opisujac reszte E
warto$é Jeinr ~164 Hz jest podana jako charakterystyczna dla B-konfiguracji reszty D-

GleNAc. Prosze o wytlumaczenie.



9. W tekscie pracy zaobserwowalam pewne potkniecia jezykowe i stylistyczne, a takze
przypadki uzycia zargonu laboratoryjnego, ktore jednak nie wptywaja na koncowa ocene i na

wysokg warto$¢ merytoryczng calej rozprawy.

Whioski koncowe

Przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu badawczego. Stanowi dowdd szerokiej wiedzy teoretycznej
Doktorantki i umiej¢tnos$ci samodzielnego prowadzenia pracy badawczej w zakresie
mikrobiologii i immunochemii. W zwigzku z powyzszym, wnosz¢ do Rady Instytutu
Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroclawiu wniosek o
dopuszczenie mgr Karoliny Ucieklak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Majac na uwadze wysokg warto§¢ mnaukowg uzyskanych wynikow, jej wklad
w przeprowadzone badania, po opublikowaniu wynikéw tych badan, badz po uzyskaniu
zgloszenia patentowego, wnosz¢ o wyroznienie recenzowanej rozprawy doktorskiej mgr.

Karoliny Ucieklak stosowng nagrodq.

(u@w%m@w‘co&,

dr hab. Iwona Komaniecka, prof. UMCS







