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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Evy Krzyzewskiej
Pt ,, Zalezno§é pomiedzy dlugoscig czesci O-swoistej lipopolisacharydu a potencjalem

patogenno$ci bakterii z rodzaju Salmonella”

Rozprawa wykonana pod opiekg Pana dr hab. Jacka Rybki, prof. IITD PAN, stanowi
kontynuacje wieloletnich badan prowadzonych przy wspolpracy z zespotem prof. Gabrieli
Bugli Ptoskoniskiej z Zaktadu Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Dotychczasowe
badania skupiaty si¢ na charakteryzowaniu mechanizméw opornosci bakterii Gram-ujemnych
wobec ukladu immunologicznego gospodarza, w tym ukladu ddpelniacza oraz elementami
blony zewnetrznej (OM) $ciany komérkowej bakterii Gram-ujemnych. Praca doktorska mgr
Ewy Krzyzewskiej miesci sie w tym nurcie badawczym. Jej wyniki znaczaco wzbogacaja
naszg wiedze na temat roli dlugosci czesci O-swoistej lipopolisacharydu w mechanizmach

unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza przez bakterie z rodzaju Salmonella.

Rozprawa doktorska mgr Ewy Krzyzewskiej ma forme klasyczng. Opracowanie sktadajace
si¢ z 11 rozdzialéw: spis tresci, streszczenie w j. polskim i w j. angielskim, wstep, cel pracy,
materialy 1 metody zastosowane w badaniach, wyniki, dyskusja wynikéw badan, wnioski i
piSmiennictwo. Jest napisana poprawnym jezykiem naukowym, rzeczowo przedstawia
zardéwno zagadnienia teoretyczne jak i wyniki badan.

Streszczenie zawiera wprowadzenie do tematu, krétki opis wykonywanych badan i uzyskane
wyniki.

We wstepie doktorantka wyczerpujaco wprowadza w tematyke zwigzang z charakterystyks i
chorobotwoérczo$cig bakterii z rodzaju Salmonella, a takze dane epidemiologiczne dotyczace

salmonelloz w Polsce i na $wiecie.




Ze swej strony pragng uzupelni¢ o aktualne dane epidemiologiczne odnognie liczby
salmonelloz za rok 2020. W wyzej wymienionym roku nie stwierdzono w Polsce zadnego
przypadku duru brzusznego a liczba zatrué pokarmowych wywolanych przez rézne gatunki
Salmonella wynosila 5270 co dalo wyrazny spadek liczby zachorowaé w pordéwnaniu z
rokiem 2019 gdzie zarejestrowano 9234 przypadki. W zwigzku z czestym myciem i
dezynfekcjg rak stosowanym w profilaktyce zakazenia przeciwko SARS-CoV-2 obserwuje sie
w Polsce znaczny spadek choréb zakaznych. Ponadto we wstepie pracy Doktorantka
szczegdtowo przedstawita budowe i techniki pomiaru diugosci czasteczki lipopolisacharydu
oraz interakcje lipopolisacharydu paleczek Salmonella z ukladem immunologicznym
gospodarza. Dane przedstawione we wstepie jak i1 ich analiza $wiadcza o dobrym

przygotowaniu teoretycznym Doktorantki do podjetych badan eksperymentalnych.

Cel pracy sformulowano klarownie, przedstawiajac dwa cele ogélne i przewidywane etapy
badar koniecznych do ich realizacji. Gléwnym celem rozprawy bylo okreslenie roli dtugosci
czesei O-swoistej lipopolisacharydu w mechanizmach unikania odpowiedzi immunologicziej
gospodarza przez bakterie z rodzaju Salmonella. Cel ten zrealizowano poprzez okreslenie
wptywu surowicy ludzkiej na ksztalttowanie dtugoéei lipopolisacharydu bakterii Salmonella
048 oraz uzyskanie mutantow S Enferitidis o zréznicowanej dhugoséci czesci O—swoiste;
Lipopolisacharydu i jego wplywie na patogennod$é bakterii poprzez oddziatywania ze
sktadnikami dopelniacza. Ponadto przeprowadzono charakterystyke proteomu blony
zewngtrznej S. Enteritidis badajac jaki wplyw na skiad bialkowy majg wprowadzone mutacje
diugosciowe lipopolisacharydu, oraz proteomu blony zewnetrznej Salmonella 048, w celu

ustalenia zmian wywotanych przedtuzong ekspozycjg bakterii na dziatanie surowicy ludzkie;.

Niezwykle rzetelnie i szczeg6towo opisane zostaty metody badan — na ich podstawie mozna
odtworzy¢ przeprowadzone przez Doktorantke eksperymenty, co zastuguje na uznanie.
Metodologia badan jest wiasciwie dobrana i pozwala na zrealizowanie zatozonych celéw
pracy. Warto podkresli¢, ze Doktorantka, aby zrealizowaé cel pracy, wykorzystala szereg
technik badawczych, zaréwno in vitro jak i in vivo miedzy innymi poprzez okreélenie

poziomu patogennosci szezepdw S. Enteritidis z wykorzystaniem larw Galleria melonella.

Wyniki badan zostaly starannie opracowanie i zaprezentowanie. Podkreslam bogats

dokumentacj¢ pracy, w postaci 51 rycin i 32 tabel.
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Przywolanie wszystkich wynikéw w recenzji nie jest mozliwe, gdyz sa one bardzo obszerne i
wielowymiarowe. Wymieni¢ tylko najistotniejsze osiagnigcia:

o Wykazano, ze pasazowanie w 50% normalnej surowicy ludzkiej prowadzi do wzrostu
przezywalnosci bakterii S. diarizonae PCM 2511, ale nie pozwala na otrzymanie
wariantu szczepu, ktory charakteryzowalby sie odrebnym typem lipopolisacharydu.
Nie stwierdzono takze korelacji pomiedzy rosngcg opornoscig szczepu na przedluzone
dziatanie surowicy a wzrostem $redniej dlugosci lipopolisacharydu, co jest ciekawg
obserwacjg w kontekécie cytowanej przez Doktorantke pracy Pawlak i wsp. (2017)

e Pomiar dlugosei czgsteczek lipopolisacharydu ze wzgledu na ich duzg zmiennos¢
strukturalng jest trudny. Dlatego bardzo istotnym dla dalszych badan bylo
opracowanie metody pomiaru diugodci czesci O-swoistej LPS z wykorzystaniem
chromatografii gazowo-cieczowej i konstrukcja mutantéw chromosomalnych S
Enteritidis o ro6znej dtugosci czesci O-swoistej lipopolisacharydu

e Potwierdzono gléwny udzial drogi alternatywnej w litycznym dzialaniu ukladu
dopelniacza wzgledem testowanych mutantow o zréznicowanym poziomie
wrazliwosci na bakteriobdjcze dziatanie surowicy, a takze, ze kluczowe znaczenie dla
ochrony bakterii w tym procesie ma lipopolisacharyd z tzw. dlugim fahcuchem O-
swoistym (L-OAg)

e Wykazano, ze skracanie czesci O-swoistej LPS zwigksza stopiefi pochlaniania bakterii
S. Enteritidis PCM 2817 przez linie komérkowa mysich makrofagéw. W dobie
opornos$ci szczepdédw na antybiotyki istotne jest poszukiwanie nowych  metod
zwalczania drobnoustrojow. By¢ moze skracanie czesci O-swoistej LPS bedzie jedng
z takich drég.

e Jak wykazala Doktorantka skracanie czesci O-swoistej LPS moduluje sklad bialkowy
bialek bedgcych aktywnymi skladnikami oston zewnetrznych jak 1 bialek
cytoplazmatycznych u badanych mutantow S Enteritidis, ktore charakteryzujg si¢

zréznicowang patogennoscig, badang in vivo na modelu larw Galleria mellonella.

Wyniki zaprezentowane w pracy sg przekonujgce, wyczerpujaco opisane 1 $wiadeza o
rzetelnym i doktadnym przeprowadzeniu badan, ktore umozliwity osiggniecie postawionego

w pracy celu.
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Nie znalaztam jednak informacji dotyczgeych kilku kwestii 1 prosz¢ Doktorantke o ich

uzupelnienie:

@

Str 12 ,,poziom modelowej patogennosci” —prosze o wyjasnienie tego terminu

Str 17 Bakterie Salmonella charakteryzuja si¢ duza odpornoscia na wysychanie -----
- opornoscig

Do pigciu najczesciej izolowanych od ludzi szczepdéw naleza: monofazowa S.
Typhimurium ....... Izolowanych gatunkéw. Prosze wyjasni¢ co to za gatunek
monofazowa S. Typhimurium

Material i Metody : Trudnosci w odczytaniu analizowanych serotypow (np. str 41)
Wyniki: pod wykresami nalezaloby wskazaé¢ ilo$¢ powtdérzen biologicznych i
technicznych

Str 137 Zjawisko opornosci na czynniki bakteriobojcze wystgpujagce w surowicy
wsréd bakterii Salmonella jest uwarunkowane zmienng dhugosdcig tancucha O-
swoistego LPS, posiadaniem polisacharydowych otoczek ....... Paleczki salmonella
posiadajg pojedyncze rzgski nie tworzg otoczek
Technicznie rzecz biorgce, Salmonella typhi produkuje co§ w rodzaju otoczki - jako

polisacharyd Vi, albo otoczke typu IV, chociaz rzeczywiscie nie sq one kwalifikowane

Jako typowy antygen K, ktorych u Salmonella brak, i chyba o to chodzito doktorantce

w tekscie.

Podczas prezentacji wynikow warto zachowaé jednolito$¢ tj. w niektérych
przypadkach wyniki poddano analizie statystycznej, w innych juz nie np. ryc. 10,11,
51

Prosze wyjasni¢ jaka jest dalsza aplikacyjno$é wynikow. Czy istniejg mozliwosci
zastosowania wynikéw w praktyce klinicznej. Czy wskazane byloby po izolacji
szezepu Salmonella spp. od pacjenta okresla¢ typ LPS na powierzchni komorek
bakteryjnych. Czy biatka odpowiadajace za proces wydluzania czasteczki LPS w
trakcie biosyntezy moglyby staé sie celem dla nowych lekéw?

W pracy pokazano ciekawg metode pomiaru dtugosci lipopolisacharydu, jest to jednak
pomiar $redniej dtugosci czgsteczek w badanym preparacie. Czy mozna dokladnie;
okresla¢ ilosciowy rozklad poszczegdinych frakceji dhugosciowych lipopolisacharydu u
bakterii?

Na jakiej podstawie wytypowano biatko OmpD do tworzenia mutanta S. Typhimurium

pozbawionego tego biatka?
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Podsumowujgc recenzje merytoryczng rozprawy doktorskiej Pani mgr Evy Krzyzewskiej
moge stwierdzi¢, ze cel pracy doktorskiej zostal osiggnigty, a moje uwagi nie umniejszaja jej
warto$ci. Praca zawiera nowatorskie i jednocze$nie wazne wyniki naukowe na temat udzialu
struktur powierzchniowych w mechanizmach unikania odpowiedzi immunologicznej przez
bakterie z rodzaju Salmonella. Wykazano wplyw dlugosdci czesci O-swoiste) LPS na
interakcje z ukladem dopelniacza oraz na pochltanianie bakterii przez komorki ssacze.
Ponadto scharakteryzowano wplyw dlugosci czesci O-swoistej LPS na ksztaltowanie
proteomu blony zewnetrznej bakterii Salmonella. Podkresli¢ tez nalezy ogrom pracy
wlozonej w wykonanie badaf, staranno$é ich wykonania i opisania. Wyniki pracy powinny
zosta¢ opublikowane, poniewaz tylko wtedy mogag by¢ wykorzystane do dalszych badan

naukowych .

Uwazam, Ze przygotowana do recenzji rozprawa doktorska pt ,,Zalezno$¢ pomiedzy dlugoscia
czesci  O-swoistej lipopolisacharydu, a potencjatem patogennosci bakterii z rodzaju
Salmonella” mgr Evy Krzyzewskiej spetnia wymogi osiggniecia naukowego, o ktorym mowa
a artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz.U.Nr 65, poz 595. z pézn. zm). Wnosz¢ do Rady Naukowej
Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej we Wroctawiu o dopuszczenie Pani mgr Evy

Krzyzewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczenie zwazywszy na nowatorskie elementy poznawcze zawarte w recenzowanej
dysertacji, zastosowanie ztozonych technik badawczych, a takze potencjalne znaczenie

praktyczne uzyskanych wynikéw zglaszam wniosek o wyr6znienie pracy doktorskiej.
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