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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt. ,Badania reaktywnosci przeciwciat surowicy ludzkiej z bakteryjnym biatkiem

OmpC jako markerem humoralnych niedoboréw odpornosci”
Mgr Piotr Naporowski

Praca doktorska wykonana w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk

Promotor: dr hab. Danuta Witkowska

Biatka btony zewnetrznej (ang. Outer Membrane Protein, OMP) bakterii Gram-
ujemnych sg intensywnie badane ze wzgledu na swojq funkcje adhezyn, receptorow dla
bakteriofagdw, zaangazowania w procesy transportu, czy udzialtu w reakcjach
enzymatycznych. Niezwykle aktualnym nurtem badawczym, w kontekscie patogenezy
bakterii Gram-ujemnych, sg badania nad OMP uczestniczacymi w interakcjach z uktadem
immunologicznym i ich zaangazowaniem w aktywacje np. kaskady biatek uktadu
dopetniacza, czy funkcje ochronng. Nalezy takze wspomniec o innym, jakze waznym nurcie
badawczym dotyczacym OMP, tj. badan nad markerami diagnostycznymi czy
szczepionkami. Wybdr tematyki rozprawy doktorskiej uwazam zatem ze aktualny,
interesujacy i wazny naukowo.

Przedstawiona do recenzji rozprawa liczy 156 stron i ma ukfad typowy dla
eksperymentalnych prac doktorskich. W uktadzie i tresci pracy wyréznione zostaty: Wstep,
Cele pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Bibliografia, Wykaz tabel i rycin,
Wykaz skrétéw oraz Streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Doktorant umiescit w
pracy takze spis swoich osiggnie¢ i dziatalnosci naukowej. Mgr Piotr Naporowski ma w
swoim dorobku 2 prace przegladowe, 5 prac oryginalnych, 5 streszczen zjazdowych oraz
udziat w 3 projektach badawczych. Nalezy podkresli¢, iz Doktorant angazowat sie takze w
dziatalnoé¢ popularyzujacq nauke oraz dziatalnos¢ organizacyjng na rzecz IITD PAN, a za

swoje zaangazowanie otrzymat nagrody Dyrektora IITD PAN, w tym nagrode zespotowgq za
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opublikowanie pracy oryginalnej o najwyzszym wspédtczynniku IF w kategorii ,wiodgca rola
IITD PAN".

Wstep jest dobrze przygotowanym opracowaniem potwierdzajgcym wiedze i
przygotowanie Doktoranta do tematyki realizowanej pracy doktorskiej. We Wstepie Autor
omawia podstawowe wiadomosci dotyczace uktadu odpornosciowego, a takze dokonuje
charakterystyki odpornosci wrodzonej (nieswoistej) oraz nabytej (swoistej). Interesujacym
rozdziatem jest ten dotyczacy pierwotnych niedoboréw odpornosci, w ktérym Autor
dokonuje ich klasyfikacji w oparciu o dane Miedzynarodowej Unii Towarzystw
Immunologicznych. W rozdziale pt. ,Zakazenia bakteryjne towarzyszace niedoborom
immunologicznym”, omowione zostaty patogeny bedace czynnikami etiologicznymi
zakazen wystepujacych u pacjentéw z pierwotnymi niedoborami odpornosci. W kolejnych
rozdziatach pracy przedstawiono budowe oston komdrkowych bakterii Gram-ujemnych ze
szczegdlnym uwzglednieniem OMP, w tym informacje dotyczace reaktywnosci OMP
pateczek Shigella flexneri. W czesci teoretycznej rozprawy Autor podnosi takze problem
suplementacji immunoglobulin u pacjentéw z niedoborami odpornosci. Zakres tematyczny
Wstepu wskazuje, iz praca jest nie tylko osadzona w obszarze badan podstawowych z
zakresu immunologii i bakteriologii, ale ma takze wymiar aplikacyjny, zaréwno w
kontekscie opracowywania odpowiedniego testu diagnostycznego do oznaczania
humoralnych niedoboréw odpornosci jak i preparatu immunoglobulinowego, mogacego
mie¢ zastosowanie w suplementacji przeciwciat u pacjentéw z niedoborami odpornoéci. Na
wyréznienie tej czesci pracy zastuguja czytelnie przygotowane tabele. Nalezy takze
zaznaczy¢, iz Wstep czyta sie bardzo dobrze, Autor w czytelny i interesujacy sposéb
przedstawit zagadnienia teoretyczne zwigzane z tematyka swojej pracy doktorskiej.
Pytania i uwagi do tej czesci rozprawy doktorskiej:

= Piszac o czynnikach zjadliwosci bakterii, Autor wymienia tylko proteazy, toksyny
oraz czastki sygnalizacyjne. Poprosze o rozwiniecie i poszerzenie tego zagadnienia

w odniesieniu do S.flexneri. Jakie inne istotne czynniki wirulencji Doktorant moze

jeszcze dodac do przygotowanego opisu?

= Jakie kryterium przyjat Autor wybierajac rodzaje bakterii umieszczone w tabeli nr

5, zatytutowanej: ,Najwazniejsze bakterie z rodziny Enterobacteriaceae”? Warto w

tym punkcie doda¢, iz obecnie do rzedu Enterobacterales ord. nov wprowadzono

nowe rodziny, zatem czes¢ wymienionych rodzajow bakterii zostato wytaczonych z



4
Q
s
0
Q
=

e
=)

Wroctawski’

%
) 3

WYDZIAL NAUK BIOLOGICZNYCH

ZAKEAD MIKROBIOLOGII

ul. S. Przybyszewskiego 63

51-148 Wroctaw

tel. +48 71375 63 23
zmik@uwr.edu.pl | www.uni.wroc.pl

rodziny Enterobacteriaceae (na podstawie Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 66, 5575~
5599 (2016);

= W rozdziale Wstep zabrakto mi bardziej szczegdtowego przegladu literatury
dotyczacego biatka OmpC u Enterobacterales, szczegdlnie w odniesieniu do jego
réznych funkcji w komorce bakterii, co powigzane jest z zagadnieniami
wskazywania na OMP jako potencjalne biomarkery;

» Obecnie, raczej bardziej poprawnym okresleniem jest ,mikrobiota” niz ,mikroflora”.

Przedstawiona do recenzji praca, jest kontynuacja wieloletnich badan nad biatkami
powierzchniowymi bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, prowadzonych w IITD PAN we
Wroctawiu przez Panig dr hab. Danute Witkowska, Promotorke pracy doktorskiej oraz
wspotpracujacych badaczy. Zespdt badawczy z IITD PAN we Wroctawiu opublikowat wiele
cennych prac oryginalnych oraz przegladowych, w tematyce ktdérej dotyczy rozprawa
doktorska mgr Piotra Naporowskiego, zatem praca Doktoranta w tak doswiadczonej grupie
badawczej z pewnoscig byta niezwykle cenna dla samego Doktoranta, z punktu widzenia
Jego rozwoju naukowego, jak i kontynuacji juz wczesniej prowadzonych badan w tej
jednostce. W dysertacji Autor czesto odwotuje sie do wczesniejszych wynikéw Zespotu i na
tej podstawie formutuje cele swoich badan. Takie przedstawianie badah wiasnych w
odniesieniu do badah Zespotu, uwazam jako bardzo dojrzate i godne podkreslenia i
wyroznienia.

Celem pracy doktorskiej byto zbadanie reaktywnosci i oznaczenie poziomu swoistych
przeciwciat anty - OmpC Shigella flexneri 3a w surowicach krwi os6b zdrowych i pacjentéow
z niedoborami immunologicznymi. Badania prowadzone byly z uzyciem natywnego biatka
OmpC pozyskanego z S. flexneri 3a, biatka OmpC rekombinowanego w systemie
ekspresyjnym E. coli, koniugatu peptydu cyklicznego i liniowego z BSA ( albumina surowicy
wotowej). Doktorant pracowat takze nad optymalnymi warunkami izolacji swoistych
przeciwciat anty - OmpC z ludzkiej krwi obwodowej zdrowych dawcoéw oraz postawit sobie
za cel charakterystyke immunochemiczng przeciwciat, a takze sprawdzenie ich wtasciwosci
ochronnych na modelu zwierzecym. Wszystkie cele postawione w pracy doktorskiej zostaty
zrealizowane.

Materiaty i metody opracowane zostaty z duzq starannoscia. Autor szczegdtowo opisuje
materiaty wykorzystywane w pracy doktorskiej, w tym szczep bakterii i warunki jego
hodowli, syntetyczne peptydy zawierajgce epitop wigzacy biatka OmpC oraz zwierzeta

wykorzystane w badaniach modelowych. Analizujac wyniki, jakie powstaty w oparciu o
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przedstawiong w pracy metodyke nalezy stwierdzi¢, iz Doktorant opanowat zaawansowane
techniki z obszaru mikrobiologii, immunologii, proteomiki oraz biologii molekularnej.
W pracy zastosowano takze metody statystyczne. Na uwage zastugujg czytelne tabele,
ktore dopetniajg opisy metodyczne i utatwiajg ich analize.
Pytania do tej czesci rozprawy doktorskiej:
= W oparciu o zaproponowang metodologie ekstrakcji biatek btony zewnetrznej, jak
Autor ocenia skutecznos$¢ stosowania opisywanych w literaturze i stosowanych
przez innych badaczy, réznych detergentéw, w tym zwitterjonowych do ekstrakcji
biatek OMP?
= Jak Autor uwaza, czy zastosowang w pracy metode ekstrakcji biatek biony
zewnetrznej wg Arcidiacono i wsp. mozna zastosowac takze dla izolacji innych niz
OmpC biatek btony zewnetrznej, w celu ich pézniejszego wykorzystania do badan

immunologicznych?

Przedstawienie i oméwienie wynikéw otrzymanych w pracy doktorskiej chciatabym
wyrdznié. Autor bardzo precyzyjnie, opisujac kolejne etapy pracy eksperymentalnej,
wizualizuje wyniki na czytelnych rycinach i zestawia w tabelach i na wykresach, dokonuje
obszernych opiséw, ktére momentami majg charakter dyskusji. Zapoznajac sie z tg czescig
dysertacji, nasuwa sie mysl, iz powinny owe fragmenty znalez¢ sie w rozdziale pt.
Dyskusja, ale po zapoznaniu z catosciq tego rozdziatu, stwierdzam, iz wydajq sie by¢
stusznie umieszczone wiasnie w tym miejscu pracy, w bezposrednim odniesieniu do
wynikéw.

Autor rozprawy wykonat ekstrakcje biatek btony zewnetrznej pateczek Shigella flexneri 3a,
dokonat oczyszczenia biatka OmpC stosujgc filtracje zelowg oraz chromatografie
jonowymienng. Efekt tych prac w postaci homogennego preparatu biatka OmpC
potwierdzono stosujac technike elektroforezy oraz wykonujgc Western Blot. Biorgc pod
uwage trudnosci metodyczne jakie wystepuja w pracy z biatkami OMP, otrzymany wynik
uznac¢ nalezy za satysfakcjonujacy. Czytelnie zostat opracowany rozdziat dokumentujacy
wyniki dotyczgce koniugacji peptydéw z biatkiem nosnikowym. Analizujgc wyniki uzyskane
przez Doktoranta chciatabym szczegdlnie podkreslic wkitad witozony w prace nad
otrzymaniem i oczyszczeniem rekombinowanego biatka OmpC. Ten rozdziat pracy ma
cenne walory metodyczne. Obserwacje jakie poczynit Doktorant mogq zostac
wykorzystane w odniesieniu do badan prowadzonych na biatkach OMP innych bakterii
Gram-ujemnych. Wyniki pokazujgce reaktywnos$¢ i miana przeciwciat anty-OmpC surowicy

ludzkiej z wybranymi antygenami przedstawiono na czytelnych wykresach oraz w réwnie
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czytelnych tabelach. Dopetnieniem badan zaproponowanych przez Doktoranta sg badania
przeprowadzone na modelach zwierzecych. Uzyskane w tej czesci pracy doktorskiej wyniki
uwazam za bardzo interesujace.

Pytania do rozdziatu Wyniki:

= Jaki zostat zastosowany klucz do nadania numeracji frakcjom preparatu biatkowego,
przedstawionym na rycinie 8? Czym rdznig sie miedzy sobg frakcje: 9-17 oraz 22-
23?

*= W czesci badan dokumentujacych uzyskanie swoistych przeciwciat anty - OmpC z
uzyciem chromatografii powinowactwa do immobilizowanego biatka OmpC na
kolumnie ze ztozem Sepharose Cl-4B Autor pisze, iz z jednokrotnej izolacji
przeciwciat przy uzyciu 500 pl surowicy uzyskano 600 pl przeciwciat anty-OmpC,
natomiast w tabeli nr 11 wskazane jest, iz byta to objetos¢ 250 pl surowicy. Prosze
o doprecyzowanie tej informacji. Dodatkowo prosze o komentarz, jak Doktorant

rozumie okreslenie: ,objetos¢ wyizolowanych przeciwciat”?

Dyskusja jest zwieztym przeanalizowaniem wiasnych wynikéw badan w odniesieniu do
prac innych badaczy, szczegdlnie wczesniejszych prac Zespotu z IITD PAN. Dyskusja
kofczy sie zestawieniem tabelarycznym podsumowujacym wyniki badania reaktywnosci
wybranych antygendw z przeciwciatami surowicy ludzkiej/mysiej. Bibliografia zawiera 136
pozycji aktualnej, dobrze dobranej literatury.

Whnioski pracy doktorskiej zostaty zebrane w pigciu syntetycznych punktach. Efektem
pracy doktorskiej sg nie tylko cenne obserwacje metodyczne, ale rowniez wyniki dajace
podstawy do opracowania komercyjnego testu serologicznego do oznaczania niedoboréw
swoistych przeciwciat. Dodatkowo wykazano, iz w surowicach dzieci z pierwotnymi
niedoborami immunologicznymi oraz z nawracajacymi zapaleniami drég oddechowych
wystepuijq nizsze srednie miana przeciwciat klasy IgA w porownaniu do grupy kontrolnej.
Daje to podstawe do mozliwosci opracowania terapeutyku do suplementacji niedoboréw
przeciwciat. Autor rozprawy stwierdzit takze, iz reaktywnos¢ bakteryjnego natywnego
biatka OmpC, otrzymanego na drodze ekstrakcji z btony zewnetrznej S. flexneri 3a w
poréwnaniu do innych testowanych antygenow data najlepsze wyniki. Autor wnioskuje
mozliwo$¢ wykorzystania biatka OmpC do testow immunoenzymatycznych, dodatkowo
potwierdzit wtasciwosci immunostymulacyjne i ochronne OmpC na modelu mysim.

» Poprosze zatem Doktoranta o wskazanie, jakie widzi perspektywy w opracowaniu

komercyjnego testu serologicznego do oznaczania swoistych przeciwciat anty-
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OmpC oraz terapeutyku do suplementacji w przypadku humoralnych niedobordw

odpornosci?

Podsumowujac stwierdzam, iz praca doktorska mgr Piotra Naporowskiego spetnia
wszystkie wymagania jakie stawia sie eksperymentalnym pracom doktorskim. Mgr Piotr
Naporowski zrealizowat postawione w pracy doktorskiej cele, przeprowadzit szereg cennych
i pracochtonnych eksperymentéw uzyskujac wazne naukowo wyniki. Wykazat sie
znajomoscig wielu technik z zakresu mikrobiologii, immunologii oraz biologii
eksperymentalnej, opracowat, zinterpretowat i przedyskutowat prawidtowo wyniki, ktére
stanowig podstawe do mozliwych zastosowan praktycznych.

Rozprawa doktorska mgr Piotra Naporowskiego pt. ,Badania reaktywnosci
przeciwcial surowicy ludzkiej z bakteryjnym biatkiem OmpC jako markerem
humoralnych niedoboréw odpornosci” spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 14
marca 2003 r., o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (tj. Dz.U. 2017, poz.1789). Zwracam sie takze do Rady Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu o
wyréznienie rozprawy, ze wzgledu na wazny wktad naukowy do dyscypliny nauki

biologiczne oraz istotne wyniki, mogace mie¢ zastosowanie aplikacyjne.
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