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Rozprawa doktorska mgr A.Z. Chudzik powstala w Laboratorium Mikrobiologii
Lekarskiej w Instytucie Immunologii i Terapii Dos$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, pod kierunkiem Promotor dr hab. Marioli Pasciak,
prof. IliTD PAN we Wroctawiu.

W recenzowane] rozprawie doktorskiej sformutowano dwa cele badawcze. Pierwszy
to zbadanie wydzielanych przez komoérki C. acnes pgcherzykéw zewnatrzkomdrkowych, ich
charakterystyka morfologiczna oraz analiza poréwnawcza biatek i lipidow. Drugi to analiza
lipidomu bakterii nalezacych do rodzaju Cutibacterium i poszukiwanie specyficznych
markerow lipidowych mozliwych do wykorzystania w rozréznianiu poszczegdlnych
gatunkow 1 filotypéw tych bakterii. Skoncentrowano sie na izolacji i ustaleniu skladu
pecherzykow zewnatrzkomoérkowych trzech filotypéw C. acmes: 1A1, 1B i 1I oraz
kompleksowe]j analizie poréwnawczej kwaséw tluszczowych i lipidow komoérkowych
przedstawicieli rodzaju Cutibacterium. Kolejnym zadaniem bylo pordwnanie lipidomow
Cutibacterium spp. w celu ustalenia markerow typowych zaréwno dla rodzaju Cutibacterium
jak 1 dla filotypow C. acnes.

Rozprawa doktorska mgr A.Z. Chudzik sktada si¢ z trzech publikacji:

Chudzik A., Pasciak M. (2020). Bakteryjne pecherzyki zewnatrzkomorkowe jako
mediatory komunikacji miedzykomérkowej, Postepy Hig Med Dosw, 74, 572-588. 1F2020=
0.27; MEiN= 40 pkt.



Chudzik A., Migdat P., Pasciak M. (2022). Different Cutibacterium acnes Phylotypes
Release Distinct Extracellular Vesicles, IIMS, 23(10), 5797. 1F2022= 5.6; MEiN= 140 pkt.

Chudzik A., Bromke M.A., Gamian A., Pasciak M. (2024). Comprehensive lipidomic
analysis of the genus  Cutibacterium, mSphere, May 7:¢0005424. doi:
10.1128/msphere.00054-24. 1F2022= 4.8 MEiN= 100 pkt.

Uzupelnieniem tych publikacji jest omowienie pracy, na ktore sklada si¢ rozdzial
poswiecony Kklinicznym aspektom rodzaju Cutibacterium, prezentacja pecherzykow
zewngtrzkomérkowych 1 ich znaczenia z uwzglednieniem pecherzykéw C. acmes oraz
rozdzial poswigcony lipidom bakteryjnym i mozliwosciom ich wykorzystania w identyfikacji
drobnoustrojéw. W oméwieniu pracy znalazlo si¢ tez szczegoélowe przedstawienie celu
rozprawy, podsumowanie danych zawartych w trzech ww. publikacjach, literatura oraz
streszczenie w jezyku polskim i angielskim. W rozprawie znalazly si¢ tez o$wiadczenia
Doktorantki i wspotautorow ww. publikacji o ich udziale w ich powstawaniu. Z o$wiadczen
tych wynika, iz doktorantka ma w nich znaczacy udzial. Dotyczy to tak pracy przegladowej,
jak i prac doswiadczalnych. W przypadku tych ostatnich z wymienionych wykonala
wiekszo$¢ doswiadczen, ale tez brata udzialt w formutowaniu koncepcji pracy, opracowaniu
wynikow 1 ich dokumentacji, przegladzie literatury, przygotowania manuskryptow i
odpowiedzi na recenzje. Wspotautorzy publikacji to potwierdzaja.

Doktorantka w Omowieniu pracy doktorskiej przedstawita rodzaj Cutibacterium, w
szezegblnosei C. acnmes, Kkliniczne znaczenie tych bakterii w wywolywaniu tradzika
pospolitego, ale nie tylko, bo takze zakazen protez stawu barkowego, wsierdzia czy
implantow piersi. Wskazala tez na inne chorobotwoércze gatunki rodzaju Cutibacterium i
rodzaje infekcji przez nie wywolywane. Bioragc pod uwage zwigkszajacg si¢ liczbe
przypadkow zakazen wywolywanych przez te bakterie i ich etiologi¢ waznym zagadnieniem
jest poznanie zrdznicowanie strukturalnego ich lipidow i biatek, takze w kontekscie
poszukiwania molekularnych markeréw diagnostycznych dla nich specyficznych.
Doktorantka w Omowieniu przybliza mozliwosci wykorzystania lipidow bakteryjnych jako
takich markeréw oraz podkresla znaczenie metod lipidomicznych w identyfikacji i
roznicowaniu drobnoustrojow, przedstawia tez znaczenie lipidow w oddzialywaniach z
komorkami gospodarza. W Omoéwieniu mgr A.Z. Chudzik przedstawia tez krétko
problematyke zwigzang z pecherzykami zewnatrzkomorkowymi, zwracajgc uwage na
potrzebe poglebionych badan tych struktur u C. acnmes. Pracom wchodzgcych w sklad

rozprawy w Omoéwieniu poswiecono rézng ilo§¢ miejsca. Krotko, co zrozumiate wspomniano




o artykule przegladowym, szerzej podsumowano prace druga, pracg trzecig tez przedstawiono
krotko, cho¢ moim zdaniem zastugiwata na dtuzszy komentarz.

Praca przegladowa na temat pgcherzykow zewnatrzkomoérkowych, ktora Doktorantka
opublikowata wspdlnic z Promotorkg rozprawy doktorskiej, znakomicie teoretycznie
wprowadza w problematyke badan w ramach jednego z dwoch tematéw doktoratu. Jest to
bardzo dobre, kompleksowe opracowanie o tych fragmentach komorek zaréwno bakterii, jak i
archeonow, a takze komorek eukariotycznych. W artykule dokonano przegladu nazewnictwa
tych nanoczastek na tle historii ich badan. Duzg czgs$¢ publikacji poswiecono biogenezie
bakteryjnych pecherzykow zewnatrzkomérkowych bakterii  Gram-ujemnych 1 Gram-
dodatnich. U bakterii Gram-ujemnych wyrdzniamy dwa typy pecherzykow — pierwszy
wczesniej poznany, z blong zewnetrzng jako zwréconym do $rodowiska elementem
strukturalnym i drugi, w ktorym sg obecne obie btony — zewngtrzna i membrana komoérkowa.
Przedstawiono mozliwe sposoby uwalniania pgcherzykow zewnagtrzkomérkowych z komorek.
U bakterii Gram-ujemnych to rodzaj paczkowania. U bakterii Gram-dodatnich, ze wzgledu na
odmienng budoweg $ciany komoérkowej, mechanizm tworzenia pecherzykow jest inny,
wymaga ,,poluzowania” czesci sztywnej sciany komorkowe, zbudowanej w wielu warstw
peptydoglikanu. Mozliwe sposoby ich uwalniania u tych bakterii scharakteryzowano.
Szczegbdtowo przedstawiono tez sktad pecherzykow zewnatrzkomorkowych i udzial w tym
sktadzie biatek, lipidow i kwaséw nukleinowych. Opisano takze mozliwe znaczenie
pecherzykow w oddziatywaniach miedzy komérkami bakterii, ich rolg ochronng dla komérek
przed dziataniem szkodliwych czynnikéw s$rodowiskowych (reaktywne formy tlenu,
antybiotyki, bakteriofagi), pozyskiwaniu substancji odzywczych przez wytwarzanie i
umiejscawianie w tych strukturach bialek, umozliwiajgcych hydroliz¢ 1 wigzanie
weglowodanéw obecnych w przewodzie komérkowym makroorganizmu, zamykanie w
pecherzykach czynnikéw wirulencji patogendéw, a takze ich rol¢ w oddzialywaniach
antagonistycznych wobec innych bakterii, przez wydzielanie bakteriocyn, wytwarzanie
enzymoéw zdolnych do hydrolizy peptydoglikanu, czy tez rozprzestrzenieniu si¢
bakteriofagdw. Moga tez zawieraé czastki sygnatlowe typowe dla quorum sensing, co
umozliwia komunikacje miedzy bakteriami i ma udzial w formowaniu biofilmu. Wazna
czescig  pracy  przegladowej sg  rozdzialy = poswiecone  roli  pecherzykdéw
zewnatrzkomoérkowych w patogenezie zakazen. Omodwiono ten problem na przykladzie
bakterii Porphyromonas gingivalis, Campylobacter jejuni i Escheriachia coli — ETEC.
Podano tez przykiady oddziatywan pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych na uklad

immunologiczny: negatywnych (m.in. nasilenia wytwarzania cytokin prozapalnych) i
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pozytywnych, co przedstawiono na przyktadzie probiotycznych bakterii E. coli Nissle i
Bifidobacterium  bifidum. Przeglad konczy fragment poswiecony biomedycznym
zastosowaniom bakteryjnych pecherzykéw zewnatrzkomérkowych tj. mozliwosei  ich
wykorzystania jako adiuwantéw szczepionkowych, a takze nosnikow lekow.

Udzial Doktorantki w powstaniu przedstawionej wyzej pracy przegladowej stanowi
wazny etap w jej przygotowaniu si¢ do prac doswiadczalnych, zapoznania sie z literaturg
przedmiotu, przesledzenia metod stosowanych w izolacji i badaniach zewnatrzkomérkowych
pecherzow bakteryjnych. Wykazata si¢ dobra znajomoscig literatury. Przeglad informacji
zaprezentowanych w tej pracy jak i w Omodwieniu rozprawy, $wiadczy o dobrym
przygotowaniu teoretycznym Doktorantki do podjetych badan eksperymentalnych. Praca
przegladowa opublikowana zostata w 2020 r., mija wigc 4 lata od jej ukazania sie. Chciatbym
wigc zapyta¢ czy z przedstawionych mechanizméw biogenezy pecherzykow
zewnatrzkomorkowych ktorys zostal w peini potwierdzony do$wiadczalnie i czy wskazane w
artykule mozliwosci zastosowania pgcherzykow potwierdzily sie, a pojawily sie nowe.

Dwie prace oryginalne stanowig cz¢$¢ eksperymentalng rozprawy mgr A.Z. Chudzik.
W pierwszej z wyzej wymienionych Doktorantka zajeta si¢ analizg pecherzykow
zewnatrzkomorkowych trzech filotypéw C. acnes typu 1A, IB i typu III. Szczepy zaliczane do
filotypu IA dominujg wsrdd izolatéw od pacjentdéw z tradzikiem pospolitym, szczepy filotypu
IB s3 izolowane tkanek migkkich, a szczepy zaliczane do filotypu I wywolujg infekcje
prowadzace do choréb prostaty. Celem szczegdtowym badan bylo poréwnanie profili
biatkowych i lipidowych charakterystyc211ych dla pecherzykow przedstawicieli tych
filotypéw oraz zbadania morfologii tych struktur. Charakterystyke morfologii pecherzykow
zewngtrzkomérkowych — przeprowadzono postugujgc  sie  transmisyjng  mikroskopig
elektronowg, a ich wielko$¢ (Srednica czgstek) mierzono przy pomocy analizatora
wykorzystujacego dynamiczne rozpraszanie $wiatta. Srednie wielkosci pecherzykow o
sferycznej strukturze miescity si¢ przedziale wartosci 80,15-93,8 nm. W analizie profili
biatlkowych badanych pecherzykéw zewnagtrzkomorkowych wykorzystano elektroforeze w
zelu poliakrylamidowym w s$rodowisku SDS w warunkach denaturujgcych — SDS-PAGE.
Profile biatkowe pgcherzykow zewnatrzkomoérkowych trzech filotypow C. acnes poréwnano
z biatkami powierzchniowymi, biatkami cytozolu oraz biatkami $ciany komorkowe;j i lizatow
komorek. Waznym osiggnieciem tych badan byto wykazanie, iz profile biatkowe
pecherzykdéw zewnatrzkomérkowych trzech filotypéw tych bakterii réznig sie. W profilu
biatek bakterii typu IB stwierdzono obecnos¢ niewielu biatek, podobnie jak w innych

badanych frakcjach biatkowych z tych bakterii. Inaczej, pecherzyki btonowe bakterii typu 1A
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byly bogate w bialka, a niektére sposréd nich stwierdzono tez lizatach komorkowych,
cytozolu i $cianie komoérkowej. Podobnie, biatka typowe dla pecherzykdéw bakterii typu I
odnaleziono  tez  ws$rod  biatek  cytozolu.  Ekstrakty lipidowe  pecherzykow
zewnatrzkomorkowych trzech filotypow C. acmes otrzymane po potraktowaniu bakterii
mieszaning metanol-chloroform 1 oczyszczeniu, poddano analizie z wykorzystaniem
dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowej na zelu krzemionkowym, a lipidy
ujawniano z wykorzystanie siarczanu miedzi. W badaniach lipidomicznych zastosowano tez
MALDI-TOF. Ujawniono fosfo- i glicerolipidy. Wykazano réznice w profilach lipidowych,
tak pomigdzy ekstraktami otrzymanymi z pecherzykow, jak i ekstraktami pochodzacymi z
lizatow komoérkowych odmiennych filotypdéw. Analiza lipidow z wykorzystaniem techniki
MALDI-TOF wykazata, iz ekstrakty lipidow z komoérek zawieraty ich wigkszg ilos¢, w
poréwnaniu do lipidéw z pecherzykdédw. Analiza wynikdw uzyskanych za pomocg MALDI-
TOF pozwolita tez na wskazanie lipidéw wspolnych oraz specyficznych dla pecherzykéw z
poszczegolnych filotypow C. acmes. Podsumowujgc, w pierwszej pracy na podkreslenie
zastuguje  porownanie  po  raz  pierwszy  wystepujagcych  w  pecherzykach
zewnatrzkomorkowych bialek i lipidow oraz wykazanie réznic w ich sktadzie w zaleznosei od
filotypu C. acnes. Autorzy w konkluzji napisali, iz wyniki badan zawarte w tej pracy stanowig
podstawe do dalszych analiz nanostruktur, w kontekscie wykorzystania ich jako nos$nikéw
lekéw i wytwarzania szczepionek. Nawigzujg do tego stwierdzenia, chciatbym zapytaé
Doktorantk¢ o dalszy plan badan w tym zakresie i moze wskazanie jakie konkretne leki
moglyby by¢ ,,zamykane” w pecherzykach zewnatrzkomorkowych i na ile pecherzyki te
moglyby stanowi¢ szczepionki chronigce przed infekcja, czy tez rozwojem infekeji C. acnes.
W drugiej pracy skoncentrowano si¢ na analizie lipidomicznej bakterii z rodzaju
Cutibacterium. Jej celem byta nie tylko porownawcza analiza lipidow przedstawicieli tego
rodzaju, ale tez analiza ich kwaséw thuszczowych. Badano pod tym wzgledem bakterie
filotypow C. acnes 1A1 1B, 11 i III, a takze dwoch szcezepdéw C. granulosum i po jednym
szczepie C. avidum i C nanmetense. Bakterie poddawano kwasne] metanolizie i dzialaniu
mieszaniny wody i heksanu (FEME analysis — fatty acid methyl ester analysis) i analizowano
z wykorzystaniem chromatografii gazowej sprzezonej z spektrometrig masowa (GC-MS). Do
poréwnania lipidomu bakteryjnego zastosowano chromatografic cieczowa ze spektrometrig
mas (LC-MS) w dodatnim i ujemnym trybie jonéw. Wykazano podobienstwo w profilu
kwasow tluszczowych o$miu badanych szczepdéw rodzaju Cutibacterium. Byly wsrdd nich
kwasy nasycone C15:0, C16:0 i C17:0. Najwigcej byto kwasu iso-C15:0 z resztg metylowg w

odgalezieniu. Wystepowat on w réznych ilosciach w badanych szczepach. Wykryto tez kwasy
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iso 1 anteiso - C17:0 i C16:0, wystepujace w mniejszej obfitosci. Pogrupowania szczepdw
Cutibacterium ze wzgledu na zawarto$¢ kwaséw thuszczowych pozwolito wyodrebnié trzy
klastry: T z dwoma szczepami C. acnes, szczepami C. granulosum i C. avidum, 11
reprezentowany przez dwa szczepy C. acmes i jeden szczep C. granulosum. Szczep C.
namnenense zaliczono do Kklastra trzeciego. Analiza lipidéow przy uzyciu chromatografii
cieczowe] sprzezonej ze spektrometria mas w dodatnim i ujemnym trybie jondéw
doprowadzita do wykrycia 90 lipidow w trybie dodatnim i 38 w trybie ujemnym. Analiza ta
tez pozwolita wyrézni¢ lipidy o charakterze markerow dla poszczegdlnych filotypow C.
acnes. Wykazano, iz fosfatydylocholina PC 30:0 jest obecna w duzej ilosci jedynie w
komérkach C. acnes filotypu 1B; sfinngomieling SM 33:1 zidentyfikowano w komérkach C.
acnes filotypu Il i w komorkach C. namnetense, a stingomieline SM 35:1 w komorkach C.
acnes filotypow I1 i1 III; fosfotydyloglicerol z podstawnikiem alkiloeterowym PG O-32:0
wykryto tylko w komérkach C. acnmes filotypu IB. Na szczegdlne wyrdznienie zastuguje
wykazanie po raz pierwszy obecnosci lipidow nalezacych do klasy amidéw kwaséw
ttuszczowych tj. N-acyloetanoloamin (NAE), podstawionych przez atom azotu etanoloaminy
grupg acylowg. Stwierdzono tez obecnosé¢ fosfolipidow z podklasy kardiolipin. Opierajac si¢
na wynikach analizy podobienstwa w profilach lipidow wyr6ézniono dwa klastry typowe dla
szczepdw rodzaju Cutibacterium. Pierwszy z dwoma szczepami C. granulosum i jednym C.
avidum. Drugi z 4 szczepami filotypéw C. acnes, z dwoma podklastrami po dwa szczepy tego
gatunku. C. namnetense wykazal odmiennosci w tym zakresie. Te wyniki uzyskano po
analizie w dodatnim trybie jonow. Inny obraz wylonit si¢ po analizie w ujemnym trybie
jonéw. Wyrézniono klaster szczepow ,,grupy acnes”. Drugi klaster utworzyty C. granulosum i
C. avidum oraz C namnetense. Ten ostatni z wymienionych gatunkow znalazl sie tez w
klastrze glownym razem z ,grupg acnes”. Wyniki badan lipidomicznych wskazaty na
mozliwos¢ roznicowania pomiedzy gatunkami rodzaju Cutibacterium i filotypami C. acnes.
Moze to byé wykorzystane w diagnostyce mikrobiologicznej. Badania opisane w tej
lipidomicznej pracy doprowadzity do identyfikacji lipiddéw wczesniej nie wykrywanych w
bakteriach rodzaju Cutibacterium.

Dwie przedstawiono przeze mnie wyzej prace oryginalne, podobnie jak i artykul
przegladowy juz opublikowano w czasopismach o szerokim zasiggu, byly one zapewne
zrecenzowane przez wymagajacych recenzentow. Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, iz
postawiono cele badan odpowiadajg zakresowi tematu rozprawy doktorskiej, zastosowano
wlasciwe metody, ktore pozwolily Doktorantce zrealizowaé przyjety zakres badan. Wyniki jej
badan majg duza warto§¢ poznawcza, znaczaco wzbogacajac naszg wiedz¢ o bakteriach z
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rodzaju Cutibacterium, ale tez moga by¢ w przysztosci wykorzystane w praktyce. Wnioski
znajdujg potwierdzenie w uzyskanych danych. Doktorantka otrzymata pecherzyki
zewngtrzkomorkowe trzech filotypow C. acmes i je scharakteryzowala pod wzgledem
morfologii i sktadu biatkowo-lipidowego. Réznice w sktadzie bialek i lipidow pegcherzykow
zewngtrzkomorkowych bakterii odmiennych filotypow C. acnes pozwolity Doktorantce na
sugestie¢, 1z mogg stanowi¢ antygeny selektywnie indukujgce odpowiedz immunologiczng, a
tym samym mogg by¢ wykorzystane jako sktadowe szczepionek. Zbadata tez lipidom rodzaju
Cutibacterium, wskazujac, iz wyniki tych badan mogg by¢ zastosowane w projektowaniu
nowych narzgdzi diagnostycznych. |
Stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Anny Zuzanny
Chudzik pt. ,,Pecherzyki zewnatrzkomorkowe i lipidomy Cutibacterium spp. o potencjale
terapeutycznym i diagnostycznym” spetnia warunki okreslne w art. 187 ust.1-4 Ustawy
»Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce” (Dz.U. 2018, poz 1668 z pozn. zm) i zwracam sie
do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu z uprzejmg prosba o dopuszczenie

Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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