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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Piotra Naporowskiego pt.
~Badania reaktywnosci przeciwciat surowicy ludzkiej z bakteryjnym biatkiem OmpC jako
markerem humoralnych niedoboréw odpornosci”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Danuty Witkowskiej z Instytutu Immunologii
i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroclawiu

Ocena wyboru tematu

Gléwnym celem badan recenzowanej pracy byto ustalenie reaktywnosci i oznaczenie
poziomu swoistych przeciwciat anty-OmpC w surowicy krwi dzieci z niedoborami odpornosci,
z nawracajacymi zapaleniami drog oddechowych, u dzieci bez niedoboréw odpornosci oraz u
0s6b dorostych — honorowych dawcéw krwi. Analiza poréwnawcza mian swoistych
przeciwcial anty-OmpC w grupach chorych i zdrowych dzieci jest przyczynkiem do
mozliwosci opracowania testu diagnostycznego pozwalajgcego oceni¢ humoralne niedobory
odpornosci w grupach 0s6b z pierwotnymi niedoborami immunologicznymi. Doktorant
wykonatl réwniez izolacje swoistych przeciwcial anty-OmpC z ludzkiej krwi obwodowej
zdrowych dawcow krwi przy uzyciu natywnego biatka OmpC, koniugatow biatkowych BSA-
peptyd cykliczny lub liniowy zawierajacych sekwencje wigzaca biatka Omp oraz
rekombinowanego biatka OmpC. Mgr Piotr Naporowski przeprowadzit charakterystyke
immunochemiczng przeciwcial anty-OmpC oraz sprawdzit ich wiasciwosci ochronne na
modelu mysim, co w przysztosci mogloby umozliwi¢ uzycie izolowanych przeciwcial jako

terapeutyku do suplementacji pacjentéw z humoralnymi niedoborami odpornosci.

Charakterystyka formalna rozprawy
Rozprawa doktorska mgr Piotra Naporowskiego liczy 156 stron, zawiera 30 tabel, 33 ryciny

1 136 pozycji piSmiennictwa. Praca spelnia wymagania formalne, zostata podzielona wediug



klasycznego wzorca obowigzujacego przy rozprawach doktorskich na nastepujgce rozdziaty:
Wykaz skrotéw, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep, Cele pracy, Materiaty i
metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Bibliografia oraz Osiagnig¢cia i dziatalno$¢ naukowa

Doktoranta.

Ocena merytoryczna

Tytul rozprawy doktorskiej jest zgodny ze zrealizowanym przez mgr Piotra
Naporowskiego badaniem, czego potwierdzeniem jest tres¢ rozprawy doktorskie;j.

We Wstepie Doktorant omdwil zagadnienia zwigzane z budowg ukladu
immunologicznego, zamiescit definicje i charakterystyke pierwotnych niedoboréw odpornosci,
opisat suplementacj¢ immunoglobulin u pacjentéw z niedoborami odpornosci. Na zakonczenie
tej czesci pracy mgr P. Naporowski opisal budowe, funkcje i reaktywnos$é biatek blony
zewngtrznej paleczek Shigella flexneri, nalezacych do bakterii z rodziny Enterobacteriaceae.
W ostatniej czgsci Wstepu (str. 43-45) Doktorant zwrdcit uwage, ze badania dotyczace biatka
OmpC byly prowadzone wczesniej w macierzystym laboratorium, a wyniki dotyczace
pozyskania homogennego preparatu biatka OmpC przy pomocy zmodyfikowanej metody
Arcidiakono, zsekwencjonowanie genu odpowiedzialnego za kodowanie biatka OmpC,
wyznaczenie epitopu wigzacego przeciwciata anty-OmpC surowicy ludzkiej oraz pilotazowe
badania dotyczace opracowania testu serologicznego do oznaczania humoralnych niedoboréw
odpornosci zostaly opublikowane w recenzowanych czasopismach naukowych. Autor pracy w
swoim badaniu powtorzyl procedury zwigzane z pozyskaniem odpowiednich antygenéw i
przeciwcial anty-OmpC do badan wilasnych, a nastepnie skupil si¢ na takich aspektach
tematycznych jak opracowanie wynikéw potrzebnych do skonstruowania szybkiego testu do
oznaczania humoralnych niedoboréw odpornosci, oraz opracowanie terapeutyku do
suplementacji przeciwciat anty-OmpC u pacjentéw z niedoborami humoralnymi.

Rozdzial Materiat i metody zostat zredagowany bardzo szczegdétowo, jednak Doktorant
w tej czesci pracy nie ustrzegt si¢ bledow. Podstawowym celem badania byla analiza
poréwnawcza mian przeciwcial anty-OmpC w 3 grupach badanych: u dzieci z niedoborami
odpornosci (n=127), u dzieci z nawracajgcymi zapaleniami drég oddechowych (n=83) oraz u
dzieci bez obcigzen immunologicznych — grupa kontrolna (n=40), jednak grupy te nie zostaty
dokladnie scharakteryzowane. W pracy brak opisu grup badanych dotyczacego wieku i
rozktadu pici. Niekompletne dane dotyczace tych dwoch zmiennych demograficznych znajduja

si¢ dopiero na stronach 93 (Wyniki, Tabela 15) i str. 98 (Wyniki, Tabela 16). Wiedza dotyczaca



tych danych pozwolitaby na przeprowadzenie prawidlowej analizy statystycznej] w
prezentowanym badaniu.

Dlaczego do analiz poréwnawczych dotyczacych trzech grup badanych, w sktad ktérych
wchodzity dzieci o $redniej wieku od 5.7 lat do 10.6 lat dotaczono dodatkowa grupe os6b
dorostych, honorowych dawcow krwi, ktorych srednia wieku wynosita 30.2 lata?

Do fragmentu rozdziatu Materiaty i metody, w ktorej mgr Piotr Naporowski doktadnie
opisal procedury pozyskania homogennego biatka OmpC ze szczepu Shigella flexneri 3a,
metody syntezy koniugatow bialkowych BSA-peptyd cyklicznego lub liniowego,
zawierajacych sekwencje wigzaca biatka Omp oraz pozyskanie rekombinowanego biatka
OmpC oraz opisal izolacjg¢ swoistych przeciwcial anty-OmpC z ludzkiej krwi obwodowej
zdrowych dawcodw krwi przy uzyciu pozyskanych antygendw — nie mam uwag.

Natomiast opis analizy statystycznej danych wskazuje, ze analizy poréwnawcze
pomiedzy 3 grupami badanymi zostaly przeprowadzone nieprawidlowo, przy pomocy Zle
dobranych testow statystycznych. Roznice w rozkladzie pici i wieku w grupach badanych (biore
pod uwage wytacznie grupy dzieci, grupa osob dorostych powinna by¢ wylaczona z analiz
poréwnawczych) wskazujg, ze do testowania statystycznego powinna by¢ wlaczona analiza
ANOVA lub ANCOVA z uwzglednieniem zmiennych zakltocajacych jakimi sg wiek 1 pteé
badanych oraz powinny by¢ zastosowane odpowiednie testy post-hoc. Tymczasem wszystkie
analizy poréwnawcze przeprowadzono przy pomocy testow t-Studenta i Manna-Whitney’a,
ktdére sg stosowane do porownan danych w dwoch niezaleznych grupach badanych. Testy te
mogly by¢ uzyte jedynie w analizach poréwnawczych dotyczacych plci w kazdej z grup
badanych.

Zbedne byto takze zamieszczenie w podrozdziale ,,Metody statystyczne” ryciny 6, ktora
przedstawia schemat wykresu box-plot, szczegdlnie, ze schemat jest btedny. Odpowiednim
miarom potozenia powinny odpowiada¢ adekwatne miary zmienno$ci wilasciwe albo dia
rozktadu typu normalnego, albo dla rozktadu, ktéry nie jest typu normalnego. Na schemacie
zamieszczono potozenie $redniej arytmetycznej, a odpowiadajacg jej miarg zmiennosci byty
kwartyle! Ponadto wszystkie opisy metod statystycznych powinny znalez¢ si¢ w podrozdziale
»~Metody statystyczne”, a nie — w licznych fragmentach rozdziatu Wyniki.

Rozdzial Wyniki powinien by¢ skorygowany, poniewaz jest kompilacja wynikow
powielonych z wczesniej] wykonanych badan, powtérzeniem opisow metod badawczych,
opisow metod statystycznych oraz komentarzy, ktére powinny znalez¢ si¢ w rozdziale

Dyskusja. Przypominam, Ze rozdzial Wyniki powinien zawieraé wylgcznie wyniki badan



wilasnych Autora pracy, nie powinno si¢ w nim cytowaé danych pozyskanych przez innych
badaczy (np. opis na str. §9).

Na rycinie 19 brak widocznych prazkoéw po rozdziale elektroforetycznym.

Dane dotyczace badania reaktywnosci i miana przeciwciat anty-OmpC klasy IgA i [gG
nalezy ponownie zanalizowaé przy pomocy wiasciwie dobranych testow statystycznych a
uzyskane wyniki zaprezentowa¢ w tabelach, ktore zawieraja tacznie dane opisowe oraz wyniki
testow (wartosci p) dla 3 grup badanych. Nie byto potrzeby prezentowania tych samych
wynikéw w postaci wykresow box-plot i histogramow, wystarczytby wybor jednej formy
prezentacji (Ryciny 24, 25, 26, 27, 29, 30, 31, 32). Tabele 12, 13 ,14 ,17, 19, 20, 21, 24 nie
pokazuja, jak to opisat Autor ,,Wartosci p $wiadczace o istotnosci statystycznej Srednich mian
przeciwcial...”, a wskazuja na wystepowanie istotnych réznic pomigdzy mianami przeciwciat
w grupach badanych. Wymienione tabele oprocz wartosci p powinny zawiera¢ rowniez dane
opisowe dotyczace usrednionych mian przeciwciat uzyskanych dla kazdej z grup badanych.
Poniewaz gléwnym celem badania bylo okre§lenie mozliwosci opracowania testu
diagnostycznego pozwalajacego oceni¢ humoralne niedobory odpornosci w grupach oséb z
pierwotnymi niedoborami immunologicznymi sugeruje, aby uzyskane wyniki badan dotyczace
oznaczenia mian przeciwciat anty-OmpC poddaé¢ dodatkowo statystycznej analizie ROC z

ustaleniem czulosci i specyficznosci opracowanej metody badawcze;.

Nie mam uwag do kolejnego rozdziatu pracy Dyskusji, ktorego tres¢ umocnita moja
pozytywna ocen¢ dotyczacg przeprowadzonych przez Doktoranta badan.

W rozdziale Wnioski Autor zamiescil opis uzyskanych wynikéw badan i 5 wnioskow,
bedacych odzwierciedleniem szerokiego zakresu przeprowadzonych badan. Doktorant
prawidtowo sformutowal wnioski dotyczace badania, ale rozdzial ten powinien zajmowac
maksymalnie 1 strong tekstu.

W rozprawie doktorskiej mgr Piotr Naporowski zacytowal 136 publikacji, doniesien
naukowych 1 podrecznikow, stosujac harvardzki system cytowania prac. Jedynie 33%
artykulow zostato opublikowanych w ciggu ostatnich 10 lat, a tylko 13.2% prac to publikacje z
ostatnich 5 lat, co $wiadczy o niezbyt dobrym przygotowaniu przez Doktoranta aktualnego
pismiennictwa naukowego.

Streszczenia w jezyku polskim i angielskim zostaly napisane prawidtowo.

Jako Recenzent uwazam, ze ocenianag rozprawe doktorskg charakteryzuje prawidlowe i
nowatorskie ujgcie tematu badania przy wykorzystaniu nowoczesnych metod i technik

badawczych z zakresu mikrobiologii, biochemii, spektroskopii i bioinformatyki oraz



akceptowalne opracowanie naukowe tematyki badawczej. Stwierdzam, ze zatozony cel
rozprawy doktorskiej zostalt w pelni osiagni¢ty, a uzyskane wyniki badan stanowig istotny

wktad w aktualny stan wiedzy obejmujacy dyscypling nauki medyczne.

Podsumowanie

Pan mgr Piotr Naporowski zrealizowal zamierzony cel badania, wykorzystujac
prawidtowo dobrane metody i techniki badawcze. Wykazal si¢ umiejetnoscia naukowego
rozwigzywania problemu oraz wystarczajgcym stanem wiedzy na opracowany temat. Pomijajac
wykazane przeze mnie btedy i uchybienia, oceniam rozprawe doktorskg pozytywnie, a
przeprowadzone badania zawieraja bezsprzecznie elementy nowosci.

Stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Piotra
Naporowskiego spetnia warunki okreslone w art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszymi i nauce (tj. Dz.U. z 2021r., poz.478 ze zm.). Przedktadam wi¢c Radzie
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroclawiu pozytywng
ocen¢ rozprawy doktorskiej oraz wnioskuje o dopuszczenie mgr Piotra Naporowskiego do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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