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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Chudzik,
pt.: ,Pecherzyki zewnatrzkomorkowe i lipidomy Cutibacterium spp. o potencjale

terapeutycznym i diagnostycznym”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Anny Chudzik zostata wykonana
w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej, Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, pod kierunkiem dr hab. Marioli
Pasciak, prof. IITD.

Rozprawe doktorska tworza trzy spdjne tematycznie publikacje naukowe, wsrod ktdrych
znalazty sie¢ dwie prace eksperymentalne: jedna z roku 2022, opublikowana w czasopismie
International Journal of Molecular Sciences (wydawnictwo MDPI) oraz druga, z roku 2024, ktdra
ukazata si¢ w mSphere (wydawnictwo ASM). Obie prace eksperymentalne poprzedza praca
przegladowa opublikowana roku 2020, w czasopismie Postgpy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej,
wydawanym przez I[ITD PAN we Wroctawiu. Pelni ona rol¢ obszernego wprowadzenia w tematyke
badawczg rozprawy, ale nalezy zaznaczy¢, ze praca przegladowa nie stanowi jednak sama z siebie
osiggniecia naukowego. Wszystkie czasopisma, w ktorych ukazaly si¢ w/w publikacje znajdujg si¢
na liscie JCR, o aktualnym wspdtczynniku oddziatywania IF odpowiednio: 5.6 pkt., 4.8 pkt. oraz
0.27 pkt (praca przegladowa).
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Zamieszcezone w rozprawie kopie ww. artykuldw poprzedza kilkunastostronicowe Omowienie, ktore
w zwiczly sposéb przybliza czytelnikowi tematyke rozprawy i stanowi podsumowanie calego

osiggniecia.

Prace eksperymentalne, wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej, s wieloautorskie, przy
czym publikacja nr 2. ma trzech autoréw, za$ nr. 3 - czterech. Praca przegladowa (nr 1.) jest
praca dwuautorska, éygnowana przez Doktorantke i Panig Promotor. We wszystkich pracach
Pani mgr A. Chudzik jest pierwszym autorem, co wskazuje, ze byta Ona glownym wykonawcg
opisanych badan oraz wiodgcg autorkg pracy przegladowej. W pracy nr 3, wg deklaracji w niej
zawartej, Doktorantka ma rowny udzial z drugim autorem, dr Mariuszem Bromke
z Wroctawskiego Uniwersytetu Medycznego. We wszystkich tych - pracach autorem

korespondujgcym jest Pani Promotor, dr hab. Mariola Pasciak, prof. IITD.

Wedlug zapisu zawartego w Ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023,
poz. 742 z poin. zm., art. 187 ust. 2 i 3) ,,Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego...”. oraz ,,...rozprawe doktorska moze stanowi¢ praca pisemna,
w tym monografia naukowa, zbior opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutow
naukowych”. W mysl tej Ustawy, zaprezentowana przez Doktorantke¢ Ann¢ Chudzik rozprawa
doktorska, stanowiaca zbior spojnych tematycznie artykuléw naukowych, w ktorych zawarto
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, jakim bylo poznanie i opisanie pecherzykow
zewnatrzkomérkowych i lipidomow Cutibacterium spp., spetnia zawarte w niej wymogi.
Doktorantka do rozprawy zatacza o$wiadczenia wszystkich Wspétautoréw, z ktorych wynika, ze Jej
wkiad w powstanie tych prac byl znaczacy. Doktorantka odegrata dominujacg role w wykonaniu
badan opisanych w pracach eksperymentalnych, a takze miala znaczacy udzial w analizie
i interpretacji wynikow. Biorge pod uwage powyzsze informacje, nalezy uzna¢, ze wlaczenie tych

prac do rozprawy bylo uprawnione.
Ocena struktury rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska sktada si¢ z o$miu rozdzialow i sa to: 1.
Streszczenie; 2. Abstrakt; 3. Omoéwienie (skladajace si¢ z kilku podrozdziatéw oraz z PiSmiennictwa,
ktorych tytuly nie zostaly ujete w wykazie ,.Zawartos¢ rozprawy doktorskiej” petnigcym rolg spisu
treéci); 4. Lista publikacji wchodzacych w sklad rozprawy; 5. O$wiadczenia wspotautorow; 6.
Publikacje wchodzace w skiad rozprawy; 7. Wnioski; 8. Osiagnigcia. Ten ostatni rozdzial jest
wykazem dorobku naukowego Doktorantki, ktory zasadniczo nie podlega ocenie, ale stanowi

przydatna informacje o dotychczasowej aktywnodci naukowej Pani mgr Anny Chudzik. W tym




miejscu nalezy podkresli¢c doskonaly dorobek naukowy Doktorantki, obejmujacy 7 artykuldw
naukowych, aktywny udzial w 3 konferencjach wraz z prezentacja ustng oraz prezentacjg dwoch
plakatow i wspotautorstwo w kolejnych dwoch doniesieniach zjazdowych. Pani mgr Anna
Chudzik byta wykonawcg w dwdch projektach grantowych. Przedstawiona do oceny rozprawa
liczy 102 strony, zostata napisana zwiezle, poprawnym jezykiem, bardzo starannie opracowana

edytorsko.
Merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej

Tematyka rozprawy zostala zarysowana wokot zjawiska zaobserwowanego juz w latach 60.
ubieglego wieku u bakterii Gram-ujemnych, a mianowicie ich zdolnosci do wydzielania
pecherzykdéw zewnatrzblonowych (OMVs). Przez dhlugi czas uwazano, ze z powodu grubej,
wiclowarstwowe] mureiny 1 braku blony zewnetrznej bakterie Gram-dodatnie nie wydzielaja
pecherzykoéw zewnatrzkomdrkowych. Dopiero w latach 90. XX w., przy pomocy techniki TEM oraz
analiz proteomicznych, stwierdzono zdolnos¢ do uwalniania pecherzykéw, tzw. EVs, u
Staphylococcus aureus. Przedstawiona od oceny rozprawa doktorska dotyczy m. in. charakterystyki
pecherzykéw  zewnatrzkomérkowych  wydzielanych  przez  bakterie nalezgce do  rodzaju
Cutibacterium (dawniej klasyfikowane do rodzaju Propionibacterium). Najbardziej znanym
gatunkiem nalezacym do tego rodzaju jest Cutibacterium acnes, ktdry jest identyfikowany jako
czynnik etiologiczny tradziku pospolitego oraz innych zakazen tkanek mickkich (np. zapalenia
prostaty, zapalenia wsierdzia, zakazenia endoprotez). Poszczegdlne szczepy nalezace do tego
gatunku klasyfikuje si¢ do filotypow: 1A1, 1A2, IC, IB, I1 i IIl. Filotypy 1Al oraz IA2 dominujg
w skorze tradzikowej, podczas gdy pozostate sg charakterystyczne dla skory zdrowej. Zostato juz
wezesniej dowiedzione, iz wydzielane przez C. acnes metabolity komorkowe stymuluja odpowiedz
odpornosciowa gospodarza 1 powodujg uwolnienie cytokin prozapalnych, co prowadzi do nasilenia

zamian zapalnych w skérze.

Celem pracy doktorskiej byla szczegdlowa analiza pecherzykow zewnatrzkomodrkowych
wydzielanych przez komérki C. acmes, wraz z ich charakterystyka morfologiczng oraz analiza
poréwnawczg biatek 1 lipiddw, co pozwolilo na przygotowanie platformy badawcze] dla
potencjalnego zastosowania tych struktur w szczepionkach. Dokonano réwniez kompleksowej
analizy lipidomu bakterii nalezacych do rodzaju Cutibacterium w celu poszukiwania specyficznych
markeréw lipidowych o potencjale diagnostycznym, ktore moglyby postuzy¢ do rozrézniania

poszczegolnych gatunkdw i filotypdw Cutibacterium.



Doktorantka zarysowujgc w ,.,Omoéwieniu™ cel pracy i zadania badawcze nie zamiedcila

niestety opisu hipotezy badawczej, ktora byta punktem wyjscia dla zaplanowanych badan.

Publikacja nr 1 to praca przegladowa zatytulowana: .Bakteryjne pecherzyki
zewnatrzkomérkowe jako mediatory komunikacji mi¢dzykomorkowe)”. Zostala w niej pokroétce
opisana historia odkrycia bakteryjnych pecherzykéw zewnatrzkomorkowych, scharakteryzowano
mechanizmy  biogenezy pecherzykow u  bakterii  Gram-ujemnych 1 Gram-dodatnich
z wyodrebnieniem Mycobacterium, ktére zostaly scharakteryzowane osobno. Opisano metody
izolacji 1 techniki analityczne stosowane w analizie pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych.
Zaprezentowano sktad pecherzykow, z uwzglednieniem budujgcych je lipidoéw, tworzacych blong
pecherzyka, oraz biatek 1 kwaséw nukleinowych znajdujgcych sie¢ wewnatrz pecherzyka.
Scharakteryzowano péznane do tej pory mechanizmy regulacji genetycznej wydziatania
pecherzykow przez bakterie. Opisano udzial pecherzykéw w oddziatywaniach miedzy bakteriami,
wraz z podaniem ich potencjalnej roli w zyciu bakterii: funkcji ochronnej, funkceji w pozyskiwaniu
substancji odzywezych, roli w oddzialywaniach antagonistycznych pomiedzy mikroorganizmami.
Ponadto, scharakteryzowano udzial pecherzykdw w rozprzestrzenianiu si¢ bakteriofagéw oraz
w funkcjonowaniu  biofilmu. Opisano tez ,Udzial pegcherzykow  zewnatrzkomorkowych
w oddziatywaniach mi¢dzy komorkami eukariotycznymi”. Z tresci rozdziatu wynika, ze chodzi tu
raczej o oddzialywania pomicdzy bakteriami a komorkami eukariotycznymi. Autorki wskazuja, 1z
mikroorganizmy  patogenne, poprzez wydzielanie  pecherzykow  wewnatrz  organizmu
gospodarza/zywiciela, zawierajgce czynniki wirulencji lub inne modulatory komorkowe, moga
oddziatywaé pro- lub przeciwzapalnie na jego uktad odpornosciowy. Ostatni rozdziat to bardzo
interesujace rozwazania na temat mozliwosci medycznego zastosowania bakteryjnych pegcherzykéw
zewnatrzkomérkowych, np. do projektowania i podawania szczepionek (bardzo duzy potencjat), jako

nosniki substancji terapeutycznych oraz do transportu enzymow terapeutycznych.

W pracy zacytowano 117 pozycji bibliograficznych i zamieszczono 3 autorskie ryciny/schematy oraz
jedng tabele. Wg Doktorantki, ,,przygotowaniec manuskryptu pracy przegladowej umozliwito Jej
poszerzenie wiedzy dotyczacej bakteryjnych pecherzykow zewnatrzkomoérkowych, poznanie metod
stosowanych w badaniach nad nimi oraz przygotowanie metodyki hodowli, izolacji czy

oczyszezania, niezbednych w kolejnych etapach realizacji projektu”.

W publikacji nr 2 zatytutowanej: ,.Different Cutibacterium acnes phylotypes release distinct
extracellular vesicles” zostala przeprowadzona charakterystyka morfologiczna pecherzykow
zewnatrzkomorkowych  (EVs), wydzielanych przez komorki trzech szezepow C.  acnes

reprezentowanych przez trzy filotypy: 1AL, IB i II (DSM 1897 — filotyp 1A1; DSM 16379 — filotyp




IB; PCM 2334 — filotyp II). Obserwacji pgcherzykow dokonano poprzez zastosowanie transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM), natomiast srednice pecherzykdéw mierzono przy pomocy
analizatora czastek wykorzystujacego dynamiczne rozpraszanie $wiatla (technika DLS). Otrzymane
wyniki zostaly zaprezentowane w formie mikrogratfii elektronowych oraz histograméw obrazujacych
dystrybucje wielkosci pecherzykdéw dla poszezegdlnych szezepdédw bakterii 1 potwierdzajacych
obecno$é w preparatach sferycznych struktur o zréznicowanej $rednicy, mieszczacej si¢ w zakresie
ok. 80 — 94 nm. W pracy dokonano poréownania profili biatkowych i lipidowych pecherzykow
zewnatrzkomdrkowych wydzielanych przez badane szczepy C. acnes. Profile biatkowe EVs C. acnes
analizowano z wykorzystaniem techniki elektroforezy SDS-PAGE. Jako material poréwnawczy
poshuzyly frakcje biatkowe uzyskane z komorek C. acnes poszezegblnych szczepdw, 1 byty to: petny
lizat komorkowy, biatka powierzchniowe, biatka $ciany komoérkowej oraz biatka cytozolu.
W suplemencie zamieszczono zdjecie zelu SDS-PAGE ekstraktu biatkowego uzyskanego z czystego
podtoza hodowlanego uzytego do badan. Brak prazkow elektroforetycznych w  $ciezkach
z ekstraktem z podloza $wiadczyl o nieobecnodci biatek w analizowanym preparacie. Takie
podejscie pozwolito Doktorantce nie tylko na pordwnanie migdzy sobag skladu biatkowego
pecherzykow otrzymanych z réznych filotypow C. acnes, ale takze na przyblizone okreslenie
lokalizacji komorkowej poszezegdlnych sktadowych ekstraktu. Zostaty wskazane znaczace rdznice
pomiedzy poszczegdlnymi preparatami, zaréwno w odniesieniu do szczepu C. acmes jak
i w odniesieniu do lokalizacji poszczegdlnych frakcji. Otrzymane wyniki zostaly obszernie

przedyskutowane z danymi otrzymanymi przez innych autorow.

Kolejnym aspektem poruszonym w pracy bylo uzyskanie frakcji lipidowych z poszczegdlnych
z pecherzykow zewnatrzkomorkowych, jak i z catych komorek trzech filotypéw C. acnes. Ekstrakty
te poddano nastepnie analizie z wykorzystaniem klasycznej techniki dwukierunkowej chromatografii
cienkowarstwowej (2D-TLC) oraz spektrometrii mas z wykorzystaniem techniki MALDI-TOF.
W pracy przedstawiono chromatogramy TLC uzyskane dla frakcji EVs oraz lipidow komorkowych
uzyskanych z badanych szczepdw. Poszczegolne plamy na chromatogramach zostaly opatrzone
analogicznymi numerami, nadanymi prawdopodobnie w oparciu o wspdlczynniki Ry (analogiczne
plamy na chromatogramach majg te same numery). Szkoda, ze Doktorantka nie wykoné}a
przyporzadkowania poszczegolnych frakeji lipidowych do odpowiednich klas lipidow, poprzez np.
ich selektywna detekcje. Pozwolitoby to na wzbogacenie pracy o dodatkowe informacje na temat
klas lipidow wykrytych w badanych filotypach C. acnes. W pracy podkreslono istnienie wyraznych
roznic w profilach lipidowych zarowno miedzy ekstraktami pozyskanymi z pecherzykéw jak

i miedzy ekstraktami pozyskanymi z liofilizatéw komdrkowych, w zaleznosci od filotypu.




Stwierdzono, ze ekstrakty komorkowe byly bogatsze w lipidy niz ekstrakty z pecherzykow, co
wskazuje, ze sklad pecherzykow jest regulowany przez komorki bakteryjne. Preparaty lipidowe
analizowano takze z wykorzystaniem spektrometrii mas MALDI-TOF. Analizy poréwnawcze
zostaly wykonane wylgcznie na podstawie widm masowych uzyskanych w jonizacji dodatniej,
poniewaz, jak stwierdzono w publikacji, ich jako$¢ byla duzo lepsza niz widm uzyskanych
w jonizacji ujemnej. Rzeczywiscie, widma masowe lipidow blonowych uzyskane w trybie jonizacji
dodatniej moze by¢ bogatsze, zwlaszcza w sytuacji, gdy preparat zawiera te klasy lipidow, ktore
tatwiej przyjmuja ladunek dodatni, jak np. fosfatydyloetanolamina, czy lipidy aminokwasowe.
Niestety, takie podejscie spowodowato fakt wyeliminowania z tej analizy puli lipidow, ktore tatwie]
ulegaja jonizacji w trybie jondw ujemnych (np. fosfatydyloglicerol czy kardiolipina). W tych
analizach poprzestano na podaniu wartosci m/z dla poszczegdlnych lipidéw, nie przeprowadzajgc ich
identyfikacji. Rozumiem, ze celem pracy nie byto doktadne opisanie poszczegélnych klas lipidow,
lecz odnalezienie réznic pomiedzy poszczegdlnymi szczepami i ekstraktami (EVs i komérkowymi).
W materiatach dodatkowych zostaly natomiast zamieszczone obszerne tabele, zawierajace wykazy
sygnatéw m/z uzyskanych dla poszczegdlnych preparatow (dla kazdego szczepu podano zestawienie
dla preparatu EVs oraz lipidéow komérkowych), whaczajac w to ekstrakt z podioza hodowlanego
o raz sygnaly uzyskane dla samej matrycy. W tabelach zostaly zaznaczone sygnaty pochodzace od
matrycy i od podloza. W ten sposéb wyeliminowano z rozwazan poréwnawczych sporg ilos¢
sygnatow, wspdlnych dla wszystkich preparatéw, a pochodzacych od matrycy badZz z podioza.
W zestawieniach zamieszczonych w publikacji podano liczbe sygnatéw o jednakowej wartosci m/z
wspolnych dla preparatow EVs oraz puli lipidow wspdlnych zardéwno dla pecherzykdow i ekstraktow
komdrkowych. Dlaczego nie podano puli lipidow unikalnych dla EVs? To jednoznacznie
wskazatoby, Ze ,,balast lipidowy” niesiony przez pecherzyki jest zarezerwowany wylgcznie dla nich.
Wg opisu zamieszczonego w czedci wstepnej rozprawy, poréwnanie pozyskanych technikag MALDI-
TOF MS widm mas oraz wygenerowanych na ich podstawie wartosci m/z, pozwolito Doktorantce na
wyselekcjonowanie zaréwno lipidow wspolnych jak i specyficznych dla poszczegdlnych ekstraktow
pecherzykowych. Uzyskane wyniki analiz ,,jednoznacznie potwierdzily, ze ekstrakty pecherzykowe
roznia sie w zaleznosci od filotypu, z ktorego sg izolowane™ oraz, ze ,.bogatsze w lipidy komorki
bakteryjne selektywnie ,upakowujg” ich zawarto$¢”. Doktorantka stusznie zauwazyla, ze
.profilowanie lipidow za pomoca techniki MALDI-TOF moze stanowi¢ precyzyjng metodg
uzupelniajgcg do technik analizy EVs opartych na analizie bialek i umozliwia réznicowanie
szczepdw bakterii nawet na poziomie filotypow”. Pojawia si¢ wiec pytanie, czy Doktorantka widzi
mozliwos$é szerszego zastosowania profilowania lipidow w diagnostyce i terapii zakazen C. acnes
w warunkach klinicznych?
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Publikacja nr 3. pt. ,,Comprehensive lipidomic analysis of the genus Cutibacterium™ dotyczy
porownawcze] analizy lipidomicznej o$miu szczepdw nalezgcych do rodzaju Cutibacterium, w tym
czterech filotypow C. acnes: (szczep DSM 1897 nalezacy do filotypu IA1, DSM 16379 — filotyp IB,
PCM 2334 — filotyp 11 i NCTC 13655 — filotyp I1), dwoch szczepdw C. granulosum (szczepy PCM
2401 i PCM 2462), C. avidum (szczep DSM 4901) i C. namnetense (szczep DSM 29427). Zatem, do
uprzednio badanych trzech szezepoéw doszto pigé nowych, a do gatunku C. acnes sklasyfikowano az
4 7 nich, po jednym przedstawicielu z kazdego filotypu. W pracy zaprezentowano wyniki analizy
porownawczej kwaséw thuszczowych w formie estrow metylowych, dla wszystkich badanych
szczepdw. Zastosowana technika analizy preparatow (GC-MS) pozwolita na identytfikacje oprocz
nasyconych kwaséw tlhuszczowych z prostym tancuchem alifatycznym (pietnasto-, szesnasto-
i siedemnastoweglowym), rowniez kwasow thuszczowych rozgat¢zionych typu iso oraz anteiso. Brak
jest niestety informacji o kwasach tlhuszczowych nienasyconych, ktére pojawiaja si¢ pdzZniej
w zidentyfikowanych klasach lipidéow. W zwigzku z tym bardzo prosze¢ Doktorantke o komentarz.
Wyniki analiz zostaly zaprezentowane w postaci wykreséw oraz map cieplnych. Zastosowanie
techniki grupowania opartego na pomiarze odleglosci euklidesowej pozwolito na rozroéznienie trzech
glownych grup w obrgbie analizowanych szczepdw Cutibacterium, biorac pod uwage profile
komorkowych kwasow thuszczowych. Pierwszy klaster stanowity dwa szczepy C. acnes (DSM 1897
1 NCTC 13655), C granulosum PCM 2401 oraz C. avidum DSM 4901. Drugi klaster reprezentowaty
3 szezepy: C acnes DSM 16369, C acnes PCM 2334 oraz C. granulosum PCM 2462. Natomiast
szczep C. namnetense DSM 29427 pozostawal na uboczu, poniewaz legitymowat si¢ bardzo wysoka
zawartoscig rozgatezionych kwaséw tluszczowych i ogdlng bardzo wysoka pulg komoérkowych
kwasow ttuszczowych. Prosze o wyjasnienie, czy te réznice mogly przynajmniej czgsciowo wynikad
z zastosowanego przelicznika ilosci kwasow ttuszezowych podanej w pg / OD, przy czym wartos¢
ODso dla poszezegdlnych hodowli byta bardzo zrdéznicowana, a w przypadku tego szczepu wynosita
zaledwie 0.64, podczas gdy np. dla szczepu C. avidum byto to az 1.3? Czy badane szczepy mialy
tendencje do wytwarzania $luzu, ktory moéglby zaburzaé (zawyzaé) odczyty wartosci OD nie

odzwierciedlajgc realnej liczby zywych komdrek w zawiesinie?

Zastosowanie wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HDMS), w trybie jonizacji dodatniej
i ujemnej, wraz z rozdziatem preparatow lipidowych na poszczegdlne frakcje przy zastosowaniu
ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej (UPLC), wraz z analizg glownych sktadowych
(PCA), umozliwito wykonanie pelnych analiz lipidomicznych otrzymanych preparatow.

o ..

Zidentyfikowano 90 lipidow w trybie jonizacji dodatniej (w tym 52 glicerolipidow

(triacyloglicerole), 8 glicerofosfolipidow, 25 sfingolipidéw i 5 amidéw kwasow ttuszczowych) oraz



38 rodzajéw lipidéw w trybie jonizacji ujemnej (wéréd nich byly obecne kwasy tluszezowe
i glicerofosfolipidy, gtownie kardiolipiny). Sposrdd zidentyfikowanych klas lipidéw mozliwe byto
wyselekcjonowanie zwigzkéw markerowych, w tym charakterystycznych dla poszczegolnych
filotypow C. acnes. Wedtug Doktorantki nalezg do nich: fosfatydylocholina (PC 30:0), wystgpujaca
w znacznych ilosciach jedynie w komdrkach C. acnes 1B, sfingomieliny (SM 33:1), zidentyfikowana
w komérkach C. acnes 11 i C. namnetense; SM 35:1, obecna w komérkach C. acnes 11 1 1II) oraz
fosfatydyloglicerol z podstawnikiem alkiloeterowym (PG 0-32:0), charakterystyczny dla komdrek
C. acnes 1B. Warto zaznaczy¢, ze w fej pracy po raz pierwszy wykazano obecno$¢ lipidow
nalezacych do klasy amidéw kwasow tluszczowych — N-acyloetanoloamin (NAE), w ktorych reszta
acylowa jest polaczona z atomem azotu etanoloaminy, a takze po raz pierwszy u tych bakterii
odnotowano obecno$¢ fosfolipidow nalezacych do kardiolipin. Na szczeg6lnag uwage zastuguje fakt,
ze na podstawie przeprowadzonych analiz MS-MS okreslono dystrybucj¢ kwasow thuszczowych

w kardiolipinach.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw dowiedziono, Ze profilowanie lipidow przy
zastosowaniu techniki LC-MS jest uzytecznym narzedziem, stuzacym do rozrézniania
poszezegdlnych gatunkéw 1 filotypow, w obrebie grup szczepow bakterii  patogennych
i oportunistycznych. Analiza gtéwnych skladowych (PCA), w warunkach uzyskania duzej ilosci
dosyé zréznicowanych wynikow, jest narzedziem, przy pomocy ktorego jest mozliwe wskazanie,
ktore z opisanych lipidow mialy szczegélny wplyw na grupowanie szczepdw i moga by¢
potencjalnymi markerami diagnostycznymi. Jest to bardzo istotne w precyzyjnej identyfikacji

mikroorganizméw.
Podsumowanie
Najwazniejsze osiggniecia Doktorantki zawarte w przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej:

e Na podstawie badan opisanych w Publikacji nr 2 mozliwe bylo wykazanie, iz odmiennosc
genotypowa 1 fenotypowa filotypow C. acnes znajduje odzwierciedlenie w skladzie biatek
i lipidow budujgcych pecherzyki zewnatrzkomoérkowe. Natomiast réznice obserwowane
w profilach lipidowych komoérek C. acnes i pgcherzykow zewngtrzkomorkowych sa pochodng

selektywnego kierowania lipidow do pecherzykow.

e Na podstawie analiz lipidomu oémiu szczepéw nalezacych do rodzaju Cutibacterium,
przedstawionych w Publikacji nr 3, wykazano, ze profilowanie lipidomiczne umozliwia
precyzyjne roznicowanie bakterii na poziomie gatunkéw oraz filotypow. Po raz pierwszy

w rodzaju Cutibacterium opisano lipidy nalezace do podklas amidow kwasow ttuszczowych
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i kardiolipin. Ponadto, w lipidomach badanych bakterii wykryto markery lipidowe o potencjale
diagnostycznym, ktorymi byly: fosfatydylocholina (PC 30:0), sfingomieliny (SM 33:1 1 SM
35:1) oraz fosfatydyloglicerol z podstawnikiem alkiloeterowym (PG O-32:0).

Stwierdzam, ze badania przedstawione w rozprawie doktorskiej Pani mgr Anny Chudzik prezentujg
wysoki poziom naukowy i niewatpliwie wnosza cenny wklad w poznanie morfologii i skfadu
pecherzykow  zewnagtrzkomérkowych bakterii z rodzaju Cutibacterium oraz  ziozonosci ich
lipidoméw. Doktorantka wykazala, ze badania lipidomiczne pozwalaja na uzyskanie precyzyjnego
wodcisku palca” dla izolatéw nalezacych do rodzaju Cutibacterium oraz. na selekcje nowych
markerow lipidowych o potencjale diagnostycznym. Na szczegélne podkreslenie zastuguje fakt, iz
Pani mgr Anna Chudzik w swoich badaniach zastosowata zawansowane techniki instrumentalne
(GC-MS, MALDI-TOF, LC wraz z wysokorozdzielczg spektrometria mas) oraz metody
statystycznej obrobki i prezentacji danych (mapy cieplne, PCA).

Whioski koncowe:

Przedstawiona do oceny praca spelnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo
o szkolnictwie wyiszym i nauce (t.j. Dz.U. 2023 poz. 742 z pézn. zm.) i stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu badawczego. W zwiazku z powyzszym, wnosz¢ do Rady Naukowej
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroclawiu

wniosek o dopuszczenie Pani mgr Anny Chudzik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie, majac na uwadze wysoka warto§¢ naukowq uzyskanych wynikéw, jej wklad
w przeprowadzone badania oraz opublikowanie wynikéw badan zawartych w rozprawie
w formie dwéch oryginalnych prac badawczych, wnosz¢ o wyréznienie recenzowanej rozprawy

doktorskiej Pani mgr Anny Chudzik stosowng nagrodg.

dr hab. Iwona Komaniecka, prof. UMCS



