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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Evy Krzyzewskiej
pt. ,,Zalezno$¢ pomiedzy dtugoscig czesci O-swoistej lipopolisacharydu a potencjatlem

patogennosci bakterii z rodzaju Salmonella”

Rozprawa doktorska mgr Evy Krzyzewskiej zostala wykonana w Laboratorium
Mikrobiologii Lekarskiej Zaktadu Immunologii Choréb Zakaznych w Instytucie Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu, pod kierunkiem
promotora dr hab. Jacka Rybki, prof. PAN. Celem badan doktorantki byla analiza rozktadu
dlugosci czesci O-swoistej LPS Salmonella na powierzchni bakterii i jego znaczenia w
unikaniu dziatania dopelniacza w surowicy ludzkiej oraz ocena wpltywu dlugosci tego
fragmentu LPS na patogenno$¢ bakterii w testach in vitro i in vivo. Jak podano we
Wprowadzeniu, badania podjete w doktoracie stanowig kontynuacje wczesniejszych prac
prowadzonych we wspdtpracy z zespotem naukowym prof. Gabrieli Bugli-Ptoskonskiej z
Zaktadu Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego.

Bakterie z rodzaju Salmonella sa czgsto izolowanym patogenem przenoszonym drogg
fekalno-oralng. Gléwnymi Zrodtami zakazen tymi pateczkami sg skazona woda lub Zywnos¢,
w tym migso drobiu, trzody chlewnej i bydta, a takze jaja i produkty mleczne. Czestos$é
infekcji tymi bakteriami jest bardzo duza, o czym mozna sie przekona¢ studiujgc raporty
urzedow i agencji, zajmujacych si¢ monitorowaniem, zapobieganiem i kontrolg chorob
zakaznych. Pateczki Salmonella tzw. szczepy tyfoidalane wywotujg dur brzuszny (Salmonella
Typhi) oraz dury rzekome (Salmonella Paratyphi), a nietyfoidalne sg przyczyng tzw.
salmonelloz i zatru¢ Zoladkowo-jelitowych. Odnotowuje sie takze zakazenia pozajelitowe
oraz posocznicg. Oba typy szczepdw charakteryzuja sie podobnymi czynnikami wirulencji

warunkujgcymi przebieg zakazenia. Do gléwnych czynnikow patogennosci Salmonella
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zaliczamy fimbrie i afimbriowe adhezyny, system sekrecji typu 111, biatka blony zewnetrzne;j i
lipopolisacharyd (LPS) stanowigcy podczas infekcji endotoksyne. Z drugiej strony
makroorganizmy dysponujg szeregiem mechanizméw obronnych, chronigcych i
zapobiegajacych kolonizacji i rozprzestrzenianiu si¢ patogendéw, w tym paleczek Salmonella.
Do nich zaliczamy dziatanie uktadu dopelniacza, ktory po aktywacji odgrywa wazng role w
systemie immunologicznym, w tym przyczynia sie¢ do eliminacji bakterii, gtownie Gram-
ujemnych, powodujac ich lize w nastepstwie dziatania MAC (Membrane Attack Complex),
ktorego dziatanie prowadzi do powstania porow w blonach tych drobnoustrojéw. Trzeba
jednak dodad, iz bakterie na drodze ewolucji wyksztatcity mechanizmy obronne, chronigce je
przed dzialaniem dopelniacza. Zaliczamy do nich m.in. wytwarzanie hydrofilowych otoczek,
czy tez wydluzanie czesci O-swoistej LPS, co zapewnia im wazna ceche, okreslang jako
niewrazliwos¢ na dziatanie surowicy, zwigzang przede wszystkim z ochrong przed dzialaniem
litycznym MAC. Kompleks C5b-9 dopelniacza jest przez bakterie o takiej budowie
deponowany na ich hydrofilowej, powierzchniowej ostonie, ktéra w takich przypadkach
oddziela go od czeéci hydrofobowej blon, uniemozliwiajac lizg¢ komorek. U bakterii z rodzaju
Salmonella wystepuja potencjalnie trzy rodzaje LPS o réznej dhlugosci polisacharydu
O-swoistego — LPS o niskiej masie czgsteczkowej z maksymalnie liczbg podjednostek
O-swoistych do 15, LPS okreslany jako dhugi, z liczbg podjednostek O-swoistych do 16 do 35
oraz LPS bardzo dlugi zawierajacy ponad 100 takich podjednostek w antygenie O. Pateczki
Salmonella moga zmienia¢ powierzchni¢ swoich komodrek modulujagc budowe czesci
O-swoistej, syntetyzujac LPS o rdznej dtugosci antygenu O, tym samym przeciwdzialajac
litycznemu dzialaniu ukladu dopeiniacza. Praca doktorska mgr Evy Krzyzewskiej jest
poswiecona temu zagadnieniu.
Jej celem byto:

1) Okreslenie roli dtugosci antygenu O Salmonella w oddzialywaniu z normalng
surowicg ludzka (NSL) i ocena wptywu dhugosci czgsci O swoistej LPS na
patogennos¢ bakterii w badaniach in vitro i in vivo.

2) Okreslenie roli czesci O-swoistej LPS w ksztaltowaniu proteomu blony
zewnetrznej pateczek Salmonella.

Aby zrealizowaé pierwszy cel pracy uzyskano mutanty Salmonella Enteritidis o
zroznicowanej diugosci antygenu O LPS oraz opracowano metod¢ pomiaru tej dtugosci w
réznych typach LPS. Mutanty te poshuzyly do badan patogennosci bakterii, przez ustalenie
stopnia pochlaniania pateczek Salmonella przez komorki eukariotyczne, a takze ich dziatanie

na larwy Galleria mellonella. Aby zrealizowaé drugi cel pracy, zbadano proteom blony
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zewnetrznej Salmonella Enteritidis o zréznicowanej dtugos$ci czesci O-swoistej LPS oraz ten
proteom u bakterii poddanych dziataniu normalnej surowicy ludzkiej.

Oceniana rozprawa doktorska mgr E. Krzyzewskiej ma uklad typowy dla
eksperymentalnych prac doktorskich i sklada sie z nastepujgcych rozdziatéw Wprowadzenia,
Wstepu, Celu badan, Materiatéw i metod, Wynikéw, Dyskusji, Wnioskéw i Literatury.
Rozdzialy te uzupelniajg Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Wykaz skrotow oraz
Spisy rycin i tabel, a takze Wykaz dorobku naukowego doktorantki.

W obszernym Wstepie Autorka na poczgtku scharakteryzowata rodzaj Salmonella, w
tym podstawy klasyfikacji i nomenklatury tych bakterii. Omowita zagadnienia zwigzane z
chorobotwérczoscia tych pateczek. Dalej w pracy przedstawila czynniki chorobotwdrczoscei i
mechanizmy patogenezy zakazen tymi bakteriami. W oddzielnym obszernym rozdziale
dokonata przegladu informacji na temat lipopolisacharydu Salmonella, jego struktury i
biosyntezy, ze szczegdlnym uwzglednieniem mechanizméw genetycznych kontroli dtugosci
wytwarzanych podjednostek O-swoistych. Kolejne podrozdzialy Wstepu poswiecone sg
uktadowi dopelniacza, drogom jego aktywacji oraz sposobom bakterii unikania jego dziatania
w kontakcie z surowica Iudzkg lub pochodzenia zwierzecego.

Przeglad informacji zaprezentowanych we Wstepie oraz ich ocena $wiadczg o bardzo
dobrym przygotowaniu teoretycznym Doktorantki do podjetych badan dos$wiadczalnych.
Wykazala si¢ dobra znajomoscig literatury, przedstawiajgc kompleksowo obiekt badan —
pateczki Salmonella oraz uktad dopelniacza i jego znaczenie w dziataniach obronnych uktadu
immunologicznego podczas infekcji oraz mozliwosci modulacji budowy LPS bakterii w
odpowiedzi na antybakteryjne dziatanie surowicy.

W badaniach wykorzystano szczepy Salmonella pochodzace z Polskiej Kolekeji
Mikroorganizméw IITD PAN we Wroclawiu. Do pasazowania bakterii w surowicy ludzkiej
wykorzystano szczep Salmonella enterica subsp. diarizonae PCM 2511 (serogrupa 048, z
kwasem N-acetylo-neuraminowym [NeuAc] w strukturze LPS). Do konstrukcji mutantéw o
roznej dlugosci czesci O-swoistej LPS wykorzystano szczep S. enferica subsp. enterica
Enteritidis PCM 2817, gdyz wykorzystanie w tym celu pierwszego z wymienionych
szczepdw nie powiodlo si¢. Do konstrukcji mutantéw o zmienionym skladzie biatek blony
zewnetrzne] zastosowano szczep S. enterica subsp. enterica Typhimurium PCM 2255.

Zwraca uwage bogata paleta zastosowanych metod badawczych, w tym wykorzystanie
systemu hiper-rekombinacji A Red stosowanego do insercji lub delecji okreslonych genow. W
pracy opracowano tez metode pomiaru dlugosci czesci O-swoistej LPS, ktéra zostala

wykorzystana do oceny wielko$ci antygenu O w otrzymanych mutantach Salmonella. Metode
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te oparto na pomiarze ilosciowym proporcji sktadnikoéw czesci O-swoistej LPS tych pateczek
tj. ramnozy i tywelozy do kwasu 3-deoksy-D-manno-2-oktulozonowego (Kdo) i D-glicero-D-
manno-heptozy (Hep). W analizie dhugosci polisacharydu O-swoistego po dzialaniu surowicy
oznaczano tez zawarto$¢ NeuAc. Dodatkowo sprawdzano tez zawarto$¢ kwasu
N-acetylomuraminowego w bakteriach, aby ustali¢, czy skrocenie czesci O-swoistej LPS w
czesci plastycznej sciany komorkowej bakterii wptywa na ilos¢ peptydoglikanu w jej czesci
sztywnej. Oceniono tez mozliwy wptyw dtugosci czesci O-swoistej LPS w interakcjach
bakterii z dopelniaczem, przez okreslenie poziomu przezywalnosci w surowicy ludzkiej
uzyskanych mutantéw, a takze okreslenie poziomu aktywacji ukladu dopelniacza przez
komorki bakterii oraz wyizolowane rodzaje LPS. Podobnie postagpiono, analizujagc wigzanie
sktadnika C3 dopelniacza. W badaniach in vitro mozliwego wpltywu dlugosci antygenu O
LPS na patogenno$¢ Salmonella wykorzystano trzy linie komodrkowe tj. linie komorek
dendrytycznych JAWS 11, lini¢ makrofagowa RAW 264.7 oraz Caco2 ludzkiego gruczolaka
okreznicy. Sprawdzono zdolno$¢ pochtaniania paleczek Salmonella wybarwionych
SYTO 9 przez ww. komorki eukariotyczne. Do badan in vivo wykorzystano larwy barciaka
wiekszego Galleria mellonalla, ktorym wstrzykiwano do hemocelu zawiesing komorek
badanych mutantow. Sprawdzono tez potencjalny wpltyw diugosci czesci O-swoistej LPS na
proteom blony zewnetrznej pateczek Salmonella. W tym celu z mutantow S. Enteritidis
PCM2817 wyizolowano bialka blony zewnetrznej i zidentyfikowano je wykorzystujac
technike spektrometrii, po wyznakowaniu biatek znacznikami izobarycznymi TMT™,
Zbadano tez, jak pasazowanie bakterii S. diarizonae PCM 2511w surowicy ludzkiej wpltywa
na proteon blony zewngtrznej. Poniewaz nie udato si¢ uzyska¢ mutantdéw o zmienionym
sktadzie biatek w stosunku do szczepu S. diarizonae PCM 2511, zastgpiono w tej czesci
badan ten szczep szczepem S. Typhimurium PCM 2255. Uzyskano mutanta pozbawionego
biatka OmpD tych bakterii, aby sprawdzi¢ na ile brak tego biatka w komodrkach wplywa na
ich przezywalnos¢ w surowicy ludzkie;j.

Pragne zwroci¢ uwage na wykorzystanie w pracy doktorskiej przez mgr
E. Krzyzewska réznorodnych metod analitycznych, genetycznych i biologicznych.
Potwierdza to dobre przygotowanie praktyczne Doktorantki do podjecia badan
doswiadczalnych. Wlasciwe wykorzystanie bogatego zestawu technik i metod badawczych
pozwolito mgr E. Krzyzewskiej uzyskaé cenne i znaczace wyniki, ktére zostaty starannie
opracowane 1 przedstawione przejrzyscie w oddzielnym rozdziale dysertacji, a
zaprezentowana ich dokumentacja w formie rycin, zdje¢ i tabel, nie budzi zastrzezen.

Doktorantka zrealizowata podstawowe cele pracy.
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2)

3)

4)

5)

Do najwazniejszych osiagnie¢ tej pracy zaliczy¢ nalezy:

Wykazanie, iz pasazowanie bakterii w 50% NSL prowadzi do wzrostu przezywalnosci
S. diarizonae PCM 2511 w tym §rodowisku, ale nie pozwolilo na otrzymanie wariantu
szczepu z charakterystycznym typem LPS, tj. taka jego odmiang, ktéra wyraznie
roznitaby sie rozktadem czesci O-swoistej polisacharydu o réznej dlugosci, z bardzo
dtugimi, dhugimi czy krétszymi fancuchami PS na powierzchni komorek. Pasazowanie
doprowadzito do zmian w proteomie bakterii tego szczepu.

Opracowanie oryginalne] metody szacowania dlugosci czgéci O-swoistej LPS
Salmonella z wykorzystaniem techniki GLC-MS, co zostalo wykorzystane do
ustalania rozktadu LPS o r6znej dhugosci antygen O na powierzchni komorek.
Uzyskanie panelu zdefiniowanych chromosomalnych mutantéw bakterii Sa/monella
ze skrocong dlugoscig czesci O-swoistej. Mutanty te zostaly wykorzystane w
badaniach wrazliwosci bakterii na bojcze dziatanie dopelniacza i stopnia penetracji
komorek eukariotycznych przez bakterie i ich patogennosci wobec larw Galleria
mellonella.

Dzieki badaniom mutantow o rdznej diugosci czesci O-swoistej LPS wykazano, iz
L-OAg (LPS z dlugim lancuchem O-swoistym) odgrywa kluczowa role w ochronie
bakterii przed lityczng aktywnoscig dopelniacza, a skracanie antygenu O zwigksza
stopien pochianiania pateczek Salmonella przez linie komodrkowa mysich
makrofagéw. W badaniach in vivo z wykorzystaniem larw Galleria mellonala
potwierdzono znaczenie diugich i bardzo dilugich lancuchéw O-swoistych dla
wirulencji bakterii.

Istotnym osiggnieciem pracy jest tez wykazanie, iz skracanie czgsci O-swoistej LPS
moduluje profil biatek mutantéw S. Enteritidis PCM 2817.

Dyskusja wlasnych wynikow badan mgr E. Krzyzewskiej na tle danych z literatury

zastuguje na wysoka ocene. Jest to bardzo dobrze opracowana czg¢$¢ rozprawy doktorskie;j.

Wskazuje na dojrzatos¢ naukowg Doktorantki i jej umiejetnosci analizy duzej liczby danych.

Zestawienie literatury w liczbie 238 pozycji obejmuje najnowsze publikacje, ktore zostaty

zacytowane wlasciwie.

Nie mam uwag do zastosowanych metod badan, Autorka, jak wspomnialem wyzej,

wykorzystata najnowsze techniki wiasciwe do zrealizowania postawionych zadan

badawczych. Nie mam tez zastrzezen do uzyskanych wynikéw, otrzymane dane znaczaco

wzbogacajg naszg wiedze o znaczeniu czesci O-swoistej LPS Salmonella, w szczegblnosci jej

odmian o rdznej dtugoscei polisacharydu.



Potknigcia stylistyczne zaznaczylem w pracy i przekazalem doktorantce. Ponizej

uwagi i zapytanie do Doktorantki.

L

Na rycinie 5 w lipidzie A Salmonella zaznaczono obecno$¢ 6 kwasow
thuszczowych, cho¢ dane literaturowe wskazuje, iz bakterie te wytwarzajg tzw.
heptacyl lipid A. Czy w LPS Salmonella sg obecne 3 reszty Kdo, na co wskazuje
tez ta rycina. Rozumiem, Ze jest to schemat obrazujacy uklad poszczegoélnych
regiondw LPS, bez uwzglednienia szczegdtéw struktury.

Str. 71. Rozdziat zatytutowano ,,Przygotowanie linii komérkowych”. Ja uwazam,
ze jest to opis wilasciwego badania pochlaniania bakterii przez komorki
eukariotyczne zastosowanych linii.

Autorka rozprawy konczy jg zdaniem ,,Uzyskane wyniki dostarczajagc cennych
informacji zrodzily takze wiele kolejnych pytan, na ktdre odpowiedzi dostarczy¢
musza przyszte badania”. Czy mozna dowiedzie¢ si¢ co$ na temat tych pytan i
badan ?

Mgr E. Krzyzewska jest wspodtautorkg 9 publikacji, w tym 3 przeglagdowych. Ma

udzial w realizacji 3 projektéw badawczych. Odbyta 2 staze naukowe, w tym jeden w o$rodku

zagranicznym.

Stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji praca mgr Evy Krzyzewskiej

pt. ,,Zaleznos¢ pomiedzy dlugoscig czesci O-swoistej lipopolisacharydu a potencjatem

patogennosci bakterii z rodzaju Salmonella” spetnia wymogi stawiane rozprawom na stopien

naukowy doktora i zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroclawiu z uprzejmg prosbg o

dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Wnosze tez o

wyroznienie rozprawy doktorskiej. Uwazam, iz recenzowana praca jest pracg wyrdzniajgca

si¢ 1 godng nagrody.
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