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Recenzowana praca dotyczy oceny wpltywu bakteriofagow, a w
szczegllnosci wyizolowanych z nich biatek na wybrane kliniczne szczepy
Pseudomonas aeruginosa. Bakteriofagi sg wirusami bakterii; charakteryzujg sie
zdolnoscig do zakazania, moga namnazac si¢ w komorkach bakterii i niszczyé
swoiste dla nich szczepy bakterii. W $wietle narastajgcej opornosci
drobnoustrojow na leki, wystepowania szczepdw wielolekoopornych (MDR), a
takze w ostatnich latach - opornych na wszystkie dostepne leki (PDR), bardzo
wazne jest intensywne poszukiwanie nowych skutecznych zwigzkéw, w tym
preparatow biologicznych, pozwalajacych na eradykacje istotnych klinicznie,
niebezpiecznych bakterii. Aktualnie uwaza sie, ze terapia fagowa moze stanowié
realng alternatywe w leczeniu przewlektych zakazen. Jednak, prace nad
zastosowaniem fagoterapii w medycynie prowadzone sg w niewielu o$rodkach
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PAN we Wroctawiu; profesor Stefan Slopek byt inicjatorem tych badan w latach
80-tych XX wieku. Bardzo istotne dokonania w tym zakresie, pozwolity
profesorowi Andrzejowi Goérskiemu na utworzenie w 2005 roku Osrodka
Terapii Fagowej przy Instytucie Inmunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we
Wroctawiu. W ostatniej dekadzie lat w zwigzku z fagoterapia rozwinat sie nowy
kierunek badawczy, polegajacy na zastosowaniu w leczeniu zakazen enzymoéw
lityeznych wytwarzanych przez bakteriofagi. W kontekscie powyzszych danych,
temat pracy jest wiec catkowicie uzasadniony, podejmuje bowiem aktualne i
oryginalne zagadnienia. W kontek$cie powyzszych danych, temat pracy jest
wige catkowicie uzasadniony, podejmuje bowiem aktualne i oryginalne
zagadnienie.

Praca jest przedstawiona w jezyku angielskim; ma ukfad typowy dla
rozprawy doktorskiej. Liczy 125 stron wydruku komputerowego, jest podzielona
na wstep, z wydzielonymi zatoZeniami i celem pracy, cze$¢ metodyczna,
prezentacje wynikow oraz dyskusje z wnioskami. Autorka cytuje 173 pozycji
pismiennictwa, z czego okoto 70% stanowia pozycje z okresu ostatniej dekady.
Praca jest ilustrowana 35 rycinami i 12 tabelami.

We wstepie pracy przedstawiono aktualnie obowigzujgcg taksonomie
bakterii z rodzaju Pseudomonas, chorobotworczosé Pseudomonas aeruginosa i
jego mechanizmy lekoopornosci, czynniki wirulencji ze szczegdlnym
uwzglednieniem opisu wytwarzanych polimerdw egzopolisacharydu (EPS).
Jednoczesnie, Autorka bardzo obszernie scharakteryzowata bakteriofagi i ich
zastosowania kliniczne. Cze$¢ wstepna stanowi szerokie studium wiedzy w
zakresie oportunistycznego patogenu — Pseudomonas aeruginosa i mozliwosci
zastosowan bakteriofagéw w leczeniu zakazen.

Cel pracy 1 zadania badawcze zostaly jasno przedstawione, a nastepnie
konsekwentnie realizowane. Dla badan uzyto dwoch szczepow Pseudomonas
aeruginosa (PAR21 1 PARS0), pochodzacych od chorych z owrzodzeniem stopy

cukrzycowej. W pierwszym etapie pracy uzyskano ze sciekow dwa bakteriofagi,
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wykazujgce aktywno$¢ bojcza tylko wobec szczepu PARS50 oraz wyizolowano z
nich dwa biatka (PA-PP1 i PA-PP2), ktére oczyszczono z wykorzystaniem
techniki ~ chromatograficznej i zidentyfikowano za pomocg analizy
porownawczej mas pepdydow (NCBL, bazy danych UniProt). Jednak szkoda, ze
nie sklasyfikowano uzyskanych bakteriofagéw. Podstawowe dane w tym
zakresie sg konieczne nie tylko dla uzupelnienia opisu zastosowanych w pracy
bakteriofagow, ale takze w celu wlgczenia prezentowanych wynikéw do badan
porownawczych nad aktywnoscia ich enzymdéw wobec pateczek Gram —
ujemnych. Drugi etap pracy polegal na poszukiwaniu receptora dla
wyizolowanych biatek PA-PP1 i PA-PP2 oraz ocenie antybiotykowrazliwosci
szczepu PARS0 w obecnosci izolowanych biatek. Zanalizowano aktywnosé
enzymatyczng PA-PP1 i PA-PP2 wobec wytwarzanego przez badane szczepy
Pseudomonas aeruginosa egzopolisacharydu — EPS i jego oczyszczonych
frakcji oraz izolowano metoda elektroforezy w zelu poliakrylamidowym biatka
blony zewnetrznej (OMP) szczepu PARS0. Badania prowadzono =z
wykorzystaniem klasycznych analiz immunochemicznych, opracowanego w tej
pracy testu immunoenzymatycznego - FELISA dla oznaczen EPS,
produkowanego przez szczepy PAR21 i PARS0, a takze z uzyciem metody
spektrofotometrycznej, zymografii testu punktowego (spot assay) oraz
nowoczesnych metod analizy instrumentalnej: spektrometrii mas i spektroskopii
magnetycznego rezonansu jadrowego, a takze skaningowej mikroskopii
elektronowej. W ocenie lekowrazliwosci szczepu PARS0 uzyto testu dyfuzyjno-
krazkowego. Zastosowane w pracy techniki badawcze odpowiadajg
miedzynarodowym standardom, co jest niewatpliwa zastugg promotora tej pracy
— Prof. dr hab. Andrzeja Gamiana. Jednak, watpliwosci moga budzi¢ metody
otrzymywania egzopolisacharydu — EPS bezposrednio z uzyskanej biomasy
bakterii Pseudomonas aeruginosa, a takze z supernatantow ich hodowli. Dobrze
jest juz przeciez wiadomym, ze optymalne wytwarzanie in vitro polimerow EPS

przez rézne gatunki bakterii, w tym Pseudomonas aeruginosa zachodzi w
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nastepstwie ich adhezji do syntetycznych powierzchni w fazie akumulacji
tworzgcych sie mikrokolonii. Uzyskiwany zatem w pracy materiat z ptynnego
podtoza hodowlanego mogt nie by¢ adekwatny do oceny aktywnosci anty-EPS
izolowanych enzyméow PA-PP1 i PA-PP2.

Uzyskane rezultaty zostaty szczegdtowo udokumentowane na rycinach i
w tabelach. Autorka okreslita m. cz. otrzymanych biatek fagowych - PA-PP1 i
PA-PP2, wynoszacg w zakresie 45-66 kDa 1 wykazala ich przynaleznos¢ do
rodziny proteaz serynowych. Jednoczesnie, stwierdzono, ze receptorem dla tych
enzymow Jest jedno z bialek porynowych btony zewnetrznej (OMP) o m.cz. w
zakresie 31-45 kDa. Enzymy o aktywnosci proteaz serynowych sa takze
produkowane przez wiele gatunkow bakterii pateczek Gram-ujemnych, w tym z
rodzaju Pseudomonas. Wczesniej wykazywano juz, ze niektore biatka porynowe
OMP pateczek Gram-ujemnych mogg spetnia¢ funkcje receptora dla
bakteriofagéw. Jednak, w ocenianej pracy wskazuje si¢, ze substratem dla poryn
moga by¢ rowniez bialka fagowe — proteazy serynowe. Te nowe dane mogg
mie¢ istotne znaczenie dla praktyki medycznej. Jednak, wydajg sie pozostawaé
w kontrascie do dotychczasowej wiedzy o udziale proteaz serynowych w
rozwoju zakazen bakteryjnych i destrukeji tkanek gospodarza. Z kolei,
analizujgc wrazliwo$¢ badanych szczepéw na leki wykazano synergizm
oddziatywania bialek fagowych PA-PP1 i PA-PP2 z antybiotykiem -
laktamowym —piperacyling, prowadzacego do rewersji stwierdzanej wczesniej
opornosci szczepu PARS50 na ten lek. Podobne wyniki strefy zahamowania
wzrostu PARS50 uzyskano w obecnosci piperacyliny skojarzonej z inhibitorem
B-laktamaz (str. 64), co stanowi interesujace spostrzezenie.

W dyskusji omowiono otrzymane wyniki wilasne i w odniesieniu do
aktualnego pismiennictwa. Dyskusja jest szczegdtowa, dobrze przeprowadzona,
podejmuje szereg aspektéw zagadnienia. Swiadczy to o dobrym teoretycznym
przygotowaniu doktorantki, o jej dojrzatosci naukowe;j.

Whnioski pracy wynikajg z rezultatow przeprowadzonych badan.
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W podsumowaniu pragne podkresli¢, ze wymienione uwagi krytyczne nie
obnizajg istotnie wartosci merytorycznej pracy, a moga byé przydatne Autorce

w dalszych badaniach i przygotowaniu publikacii.

Oceniana rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm).

Dlatego mam zaszczyt wnies¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN
we Wroctawiu o przyjecie tej rozprawy doktorskiej i dopuszczenie jej do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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