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»Charakterystyka pecherzykow blony zewnetrznej Yersinia enterocolitica O:3

i ich oddzialywanie 7 ludzkim ukladem dopelniacza”

Praca  doktorska wykonana w  Laboratorium Immunochemii  Drobnoustrojow

i Szczepionek Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej

Akademii Nauk we Wroctawiu, pod kierunkiem Pani prof. dr hab. inz. Jolanty Lukasiewicz.

Przeprowadzone badania byly czg¢scia tematu badawczego finansowanego przez Narodowe

Centrum Nauki, realizowanego w ramach projektu OPUS 16 (2018/31/B/NZ6/03514)

1 zatytulowanego: ”Oddziatywanie gospodarz-patogen: bakteryjne pecherzyki bltony zewnetrznej jako

tarcza dla uktadu dopetiacza”.

Zakazenia bakteryjne to rosnacy problem wspolczesnych spoleczenstw. Z uwagi na tempo

podziatéw, elastyczno$¢ cech i adaptacji genomu, mikroorganizmy te niesamowicie szybko

przystosowuja si¢ do zmiennosci $rodowiska, a tym samym znacznie utrudniajg kontrole nad

rozprzestrzeniajagcymi si¢ zakazeniami. Do tego dochodzi rosnaca wsréd wielu gatunkéw bakterii

gram ujemnych antybiotykoodpornos¢, zawe¢zajaca spektrum mozliwosci przeciwstawiania sie

infekcjom.

Bedaca przedmiotem badahh w recenzowanej pracy doktorskiej Yersinia enterocolitica jest

niezwykle ciekawym przykladem patogenu. Wspomniana wyzej elastyczno$¢ i zdolnos$¢ do

przystosowywania si¢ do zmiennych warunkdéw jest jej cechg charakterystyczng. Zdolno$¢ wzrostu

w warunkach tlenowych jak i beztlenowych, a takze w bardzo szerokim zakresie pH i temperatur,

czyni jg z jednej strony trudnym do przeciwdziatania patogenem (moze namnaza¢ si¢ w warunkach

chtodniczych), a z punktu widzenia naukowca ciekawym i wdzigcznym modelem badawczym. Jako

ze kwintesencjg dzialania patogenu jest jego interakcja z zakazanym gospodarzem, bardzo cickawym
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aspektem jest analiza odpowiedzi odpornosciowej zakazanego organizmu na atak patogenu,
a w szezegblnosci poznanie szczegblowych mechanizméw molekularnych tego procesu.

Biorge to pod uwage, przedstawiona mi do recenzji praca doskonale wpisuje si¢ w szeroki
aspekt poznawezy dotyczacy z jednej strony czynnikéw wirulencji Yersinia enterocolitica,
z drugiej za$ interakcje z systemem odpornosciowym gospodarza, tutaj z ukladem dopetniacza.
W mojej opinii podjeta tematyka jest ciekawa, a zarazem uzasadniona nie tylko naukowa ciekawoscia
badaczy, ale tez w dluzszej perspektywie potencjalnym pozytywnym wplywem na klinicznym.

Liczaca 227 stron praca ma uklad typowy dla tego typu opracowan. W tresci pracy wyrdznione
zostaty: Wstep, Cel pracy, Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusja, Bibliografia, spisy rycin i tabel.
Doktorantka zamiescita rowniez rozdziat podsumowujgey jej dotychczasowy dorobek naukowy.
Mgr Paula Czyszczoni ma w swoim dorobku jedng pracg oryginalng oraz trzy doniesienia zjazdowe.
Uczestniczyla tez w licznych projektach i zadaniach badawczych, kierowanych gléwnie przez Panig
promotor, prof. Jolant¢ Lukasiewicz. Doktorantka brala réwniez udziat w wydarzeniach
popularyzujacych nauke, prowadzac wyklad w ramach Dolnoslaskiego Festiwalu Nauki, oraz
warsztaty dla uczniéw szkot ponadgimnazjalnych. Wg. Recenzenta aktywnos¢ taka zastuguje na

szczegllne podkreslenie.

Merytoryczng cze$¢ pracy poprzedzaja bardzo szczegbtowe streszczenia W jezyku polskim
1 angielskim. Z jednej strony zawarte w nich informacje dostarczajg duzo informacji o calej pracy.

Z drugie, w mojej opinii streszczenie mogloby byé odrobing bardziej zwarte i kompaktowe.

W rozbudowanym wstgpie doktorantka po kolei prezentuje zagadnienia zwigzane
z realizowang praca, co wskazuje na bieglo$¢ i dogtebne rozeznanie w temacie. Wstep zbudowany jest
prawidtowo, rozpoczyna sig od ogélnych informacji dotyczacych Yersinia enterocolitica, przedstawia
gtowne czynniki wirulencji, takie jak LPS, ECA, czy plazmid pYV, omawiajge szczegblowo
te najbardziej istotne tak z punktu widzenia procesu patogenezy, jak réwniez z punktu widzenia
realizacji pracy doktorskiej i poruszanych w niej zagadnien.

Nie jestem pewny, czy w tym miejscu, zaraz po omowieniu ogélnych zagadnien dotyczacych
Yersinia, nie powinien znalez¢ sie rozdziat dotyczacy patogenezy i epidemiologii zakazen. Rozdziat
ten znajduje sig znacznie p6Zniej, w mojej opinii zmniejszajgc ptynno$¢ narracji we wstepie. Czy

doktorantka moze wyjasni¢, dlaczego zdecydowata si¢ na taki uktad?
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Po ogdlnym przedstawieniu bakterii i czynnikéw wirulencji, nastepuje bardzo szczegbélowe
opisy struktury czasteczek bedgeych czynnikami wirulencji oraz ich sktadowych uzupetnione sg
wyraznymi i przejrzystymi rycinami, co pozwala doktadnie §ledzi¢ tok narracji w tym rozdziale.

W dalszej czescei wstgpu doktorantka przechodzi do omawiania pecherzykow bakteryjnych,
ktore to stanowig najistotniejszg merytorycznie cze$¢ pracy. Tutaj rdwniez narracja przeprowadzona
jest we wilasciwy i rzetelny sposob, od ogélnego wprowadzenia w tematyke pecherzykéw, do bardziej
szczegdlowego omdwienia pecherzykow dla bakterii Yersinia. Z racji istnienia nielicznych doniesient
dotyczacych pecherzykdw Yersinia enterocolitica, powstanie niniejszej pracy jest tym bardziej godne
pochwaty.

Ostatnim z elementdw wstepu jest spojrzenie na kwesti¢ zakazenia od strony gospodarza i jego
ukfadu odpornosciowego. Autorka w ciekawy i usystematyzowany sposob przedstawia aktywacje
uktadu odpornosciowego, ptynnie przechodzac do drugiego z kluczowych elementéw pracy — czyli
uktadu dopetniacza. Tutaj rowniez tekst uzupetniony jest czytelnymi i pomocnymi schematami, za co
ponownie wyrazam uznanie. W ostatnim podrozdziale autorka wyraznie podkresla potencjalnie istotng
role pecherzykow zewnatrzkomorkowych w przebiegu zakazenia i rozwoju sepsy, co we wlasciwy
sposob pozwala czytelnikowi przejs¢ do celéw realizowanej pracy doktorskiej. _

Podsumowujgc, doktorantka przedstawita rozbudowany, wielowatkowy wstgp, ktory pozwala
stwierdzi¢ doglebng znajomosé tematu od strony teoretycznej. Momentami rozdzial jest odrobing
chaotyczny, sprawie wrazenia Zze doktorantka tak bardzo chce si¢ podzieli¢ obszerng wiedza
z prezentowanego zakresu, ze nie zawsze informacje te podane sa w odpowiedniej kolejnosci. Zdarzaja
si¢ przeskoki miedzy szczegdtowym omoéwieniem zagadnienia, a ogolng informacja o np. nowym
elemencie wprowadzanym do pracy. Konsekwentne budowanie poszczegélnych rozdzialow zgodnie
z zasada ,,0d og6tu do szczegdtu” znacznie utatwiloby czytanie pracy i przyswajanie przedstawionych
w niej informacji. Ponadto, mnogo$¢ zmiennych stosowanych i analizowanych w pracy sprawia, ze
bardzo docenitbym tabele podsumowujgce niektére aspekty. Np. tabela poréwnujaca analizowane
serotypy i uwypuklajaca rdznice pomigdzy nimi, czy tabela uwzgledniajaca zmiany zachodzace pod
wplywem wzrostu bakterii w réznych temperaturach, skoro réznice temperaturowe stanowia istotny

element niniejszego opracowania.

W rozdziale Cel Pracy, doktorantka wyjasnia znaczenie i potrzebe realizacji tematu, w oparciu

o informacje przedstawione we wstepie przedstawia trzy gléwne cele prezentowanego opracowania:
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1) Charakterystyke pecherzykow blony zewngtrznej Y. enterocolitica O:3 i ich oddziatywania
z ludzkim uktadem dopetniacza
2) Ocena roli pecherzykdéw w interakcjach z uktadem dopehiacza
3) Ocena wplywu chemotypu LPS/LOS na biodystrybucje znakowanych fluorescencyjnie
pecherzykow w badaniach in vivo z wykorzystaniem modelu mysiego.
Glowne cele realizowane byly poprzez cele posrednie, skupiajgce sie na izolacji
1 weryfikacji struktur LPS wybranych chemotypow YeO3, optymalizacji metody izolacji
pecherzykow, charakterystyki tychze oraz ustalenia struktury egzopolisacharydu jako potencjalnego
liganda dla ludzkiej lektyny MBL.
W rozdziale brakuje mi celéw szczegélowych odnoszacych sie do czgsci zwigzanej
z eksperymentami na zwierzgtach. Skoro doktorantka zdecydowata si¢ na uszczegdtowienie zatozen

i celow, warto by¢ konsekwentnym i wyjasni¢ szczegétowo kazdy z planowanych aspektow.

Rozdziat Materiaty i Metody zostal przygotowany starannie i przejrzyscie. Czytelnik moze
zapozna¢ si¢ ze szczegdtowymi opisami metod stosowanych w pracy, a sposob ich przedstawienia
1 wyjasnienia pozwala sadzi¢, ze eksperymenty moglyby zostaé powtdrzone na bazie
zaprezentowanych w pracy protokotdw. A to w zasadzie gléwne zadanie tego rozdziatu. Opisy
uzupelnione zostaty tabelami i schematami, co po raz kolejny upewnia mnie w przekonaniu o duzej
samodzielnodci 1 $wiadomosci dotyczacej wykonywanych eksperymentéw u  doktorantki.

Zastosowana metodologia w mojej ocenia pozwala w petni zrealizowaé zalozone w pracy cele.

Przechodzac do najistotniejszych z punktu widzenia pracy naukowej rozdziatow, czyli
wynikow oraz dyskusji, chcialbym jeszcze raz podkresli¢ szeroki zakres badan jakich podjela sie
doktorantka. W pracy znalazly si¢ bowiem zaréwno procedury optymalizacji protokotdéw izolacji
pecherzykéw  zewnatrzkomorkowych, dokladna analiza budowy chemicznej elementow
zewnatrzkomdrkowych w/w pecherzykow jak i catych bakterii (LPS czy EPS), jak réwniez
eksperymenty blizsze zagadnieniem stricte mikrobiologicznym. Warto podkreslic roéwniez
prezentowanie przez doktorantke wynikow w cigglej korespondencji z informacjami podawanymi we
wstgpie, a takze krotkie podsumowania po kazdym z etapdéw pracy — oba elementy zdecydowanie

ulatwiajg nawigowanie po prezentowanych rezultatach pracy.
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Cickawym aspektem pracy jest przedstawienie procedur optymalizacji izolacji pecherzykéw.
Zazwyczaj optymalizacje protokotéw pozostajg czgscig niepublikowanych nigdzie opracowan, bedac
jedynie informacja wewnetrzng w protokotach danego laboratorium. Z racji faktu ze wybrany sposob
publikacji pracy doktorskiej nie ograniczat autorki co do jej objetosci, bardzo sie¢ ciesze ze
poszczegdlne protokoty zostaty zaprezentowane i szczegdlowo opisane, wraz z procedurg oceny
skutecznosci. Stanowi to integralng i wazng czg$¢ pracy doktorskiej, zwlaszcza biorac wspomniany
we wstepie fakt méwiacy o bardzo niewielkiej ilosci doniesien dotyczacych izolacji pecherzykow
z Yersinia enterocolitica. Ponadto, w moim odczuciu juz ten element pracy pokazuje kwintesencije¢
pracy naukowej i rozwoju naukowego — przeprowadzenie eksperymentoéw, wyciaganie wnioskéw na
ich podstawie, ulepszenie, rozwdj i kolejne eksperymenty. Na uwagg i docenienie zastuguje rowniez
krytycznie przeprowadzona analiza poréwnawcza zastosowanych metod, dodatkowo, jak wynika
z tresci pracy wsparta intensywna nauka przez doktorantke zagadnien zwigzanych z technikami analiz,
jak np. DLS. Tutaj pozwolg sobie zwrdci¢ si¢ z drobng uwaga: przy podawaniu okreslonych wartosci
i wyciaganiu wnioskow o jakosci probki na podstawie tychze , warto bytoby podawaé wartosci
referencyjne mowiagce o jakosci i homogennos$ci probek. Doceniam przedstawione podsumowanie
wynikow zamykajgca rozdzial dotyczacy procedur izolacji i analizy OMV oraz bardzo czytelne

poréwnanie w formie tabeli.

Przechodzac do czgdci wynikow skupiajacych si¢ na oddziatywaniu wyizolowanych pecherzykow
z ukfadem dopelniacza, w oczy rzuca si¢ informacja podana w rozdziale 6.6.1, gdzie wspomniano
o analizie ekspresji mRNA dla cytokin IL-8, IL10, IL18 i TNFa; Natomiast na rycinie 32,
przedstawiajacej wyniki tego eksperymentu, otrzymujemy I1-6, I1-8, IL-10 i TNFa,; Stad dwa pytania:
1) jaki byt klucz doboru akurat tych cytokin, zwlaszcza ze w pdZniejszej dyskusji poruszane sg réwniez
inne cytokiny; 2) ktore ostatecznie cytokiny byly badane, te podane w tresci rozdziatu, czy tez te
przedstawione na rycinie? Trzymajac si¢ w dalszym ciggu eksperymentu skupionego na analizie
ekspresji genow: rozumiem ze w zadnym przypadku nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic
w ekspresji (opierajgc si¢ na rycinie)? Jesli tak, na jakiej podstawie pada stwierdzenie ze stymulowaty
»silniej” (strona 141), jesli izolowane byly w nizszych temperaturach? Dalsze zdanie ,, uznano, ze
wzrost ..o wartoS¢ co najmniej 1,5 ...jest istotny” Na jakiej podstawie uznano? Istniejg metody
statystyczne, ktére pozwalajg okreslaé istotno$é wynikow z okreslonym prawdopodobiefistwem i takie

testy powinny zosta¢ wykonane.
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Odnoscie eksperymentéw skupiajacych sie na badaniu ochrony przed bdjeczym dzialaniem
surowicy: czy wyniki dotyczace inkubacji bakterii z surowicg byly powtarzane? Dlaczego doktorantka
nie zdecydowata si¢ na policzenie CFU i ilo$ciowe oznaczenie ilosci przezywajacych bakterii?
We wspomnianym rozdziale 5.25 pada informacja o % przezywajacych bakterii, natomiast w rozdziale
wyniki pojawiaja si¢ jedynie zdjgcia kolonii i informacja przy ktérym rozcienczeniu wida¢ zmiany we
wzroScie. Wyniki liczbowe znacznie utatwily by analize poréwnawczg. Warto poda¢ wyniki w postaci
wykresu, lub chociaz w tabeli, w sposéb analogiczny do analizy aktywnosci bdjczej z tabeli 20. Sama
Tabela 20 zas, w mojej opinii przemawiata by mocniej do odbiorcy, gdyby autorka zdecydowata sie

poda¢ wyniki w formie wykresu. Oczywiscie jestem otwarty na dyskusje w tym i innych aspektach.

Na kolejnych stronach pracy ukazuje sie bardzo ciekawa seria eksperymentow analizujgca
potencjalne ligandy dla MBL. Doktorantka przedstawia potencjalnie cukrowego partnera dla MBL,
tym samym plynnie wigzac wczedniejsze eksperymenty z aktywacjg uktadu dopetniacza. Tutaj
pytanie, czy poziom biatka w preparatach byt zestawiany z biatkiem catkowitym bakterii (np. przy

tym samym OD bakterii hodowanych w réznych temperaturach)?

Rozdziat Wyniki wieficzg eksperymenty z wykorzystaniem modelu zwierzgcego. Etap ten jest
cickawie zaplanowany i pozwolil uzyskaé interesujace wyniki dotyczace wnikania i kumulacji

pecherzykdw w narzadach. Do samej czesci technicznej eksperymentu mam natomiast pytania:

1) Czy doktorantka nie rozwazata, , aby ustawié¢ punkt graniczny odczytu fluorescencji powyzej
sygnatu grupy kontrolnej? Taki zabieg powinien pozwoli¢ skuteczniej oceni¢ miejsce
i intensywnos¢ whasciwych sygnatéw pochodzacych z OMV.

2) Jak normalizowany byl sygnat z OMV w fluorescencji. Czy rozwazano kontrolne zdjecia serii
rozciericzet preparatu, tak by mie¢ przynajmniej zblizone poréwnanie ilosciowe?

3) Rozumiem oczywiscie ograniczenia czasowe oraz te narzucone przez zasade 3R oraz LKE, ale
moze W przysztosci warto mocniej oprze¢ sig i zaufaé wrasnym eksperymentom in vitro, i na

tych wynikach oprze¢ cze$é in vivo? Jestem bardzo ciekawy komentarza doktorantki.

Odrobing zabrakto krétkiego podsumowania tego fragmentu wynikéw. Autorka przyzwyczaita

w poprzednich podrozdziatach to prezentowania mini-wnioskéw po kazdej z czgsci.

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU
ul. C. K. Norwida 25

50-375 Wroclaw

* www.upwr.edu.pl




LLENCE IN RESEARCH

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
WE WROCEAWIU

Podsumowujgc rozdziat wyniki, cheg podkresli¢ ze napisany jest on w ciekawy sposdb, kolejne
eksperymenty wynikajg z poprzednich, w logiczny spos6b budujac histori¢ prezentowang w pracy.

Podobajg mi si¢ podsumowanie najwazniejszych informacji kazdego z etapéw pracy (mimo ze to

“odrobine zahacza o dyskusje,).

Na koniec tej czesci drobny komentarz edytorski: W rozdziale tym, prawdopodobnie réwniez
z powodu duzej ilosci informacji w nim zawartych, pojawiajg si¢ pewne niescistosci. Np. na stronie
145 autorka odwotuje sie do materialéw i metod, rozdziat 5.21 w kwestii posiew6éw i ochronnego
dziatania pecherzykow. Rozdziat 5.21 w pracy opisuje symulacje struktury EPS przy uzyciu
oprogramowania CASPER. Powinien by¢ to rozdziat 5.25. Tego typu drobne btedy utrudniajg troche

nawigowanie po pracy i wynikach.

W rozdziale Dyskusja autorka zaczyna od wyjasnienia zasadnosci podjecia tematu opisanego
tytutem pracy (czyli OMV w interakcji z ukfadem dopetniacza) i roli OMV w procesie patogenezy
bakterit. W tym kontekscie, recenzujac prace odniostem wrazenie, ze wigkszy nacisk polgczony jest
jednak na oczyszczanie i analizg struktur, niz na finalny efekt interakcji z ukladem dopetniacza i na

oddzialywania gospodarz-patogen.

W cafej dyskusji, autorka krytycznie podchodzi do otrzymanych wynikéw, zestawiajgc
je z doniesieniami literaturowymi (najczedciej dotyczacymi pecherzykéw innych gatunkéw, gdy jak
wielokrotnie wspomniano doniesient o izolacji OMV z Yersinii jest mato — co czyni prace doktorska
cickawg i nowatorskg). Autorka przedstawia wczesniejsze pojedyncze doniesienie dotykajgce
problematyki izolowania i analizy pgcherzykéw blony zewnetrznej z Y. enterocolitica, cickawie
punktujac ograniczenia poprzednich eksperymentéw i przedstawiajgc argumentacje przemawiajgcg za
koniecznoscig rozwinigcia poprzednich badan. Dyskusja jest w ciekawy sposéb usystematyzowana,
przedstawiajgc kolejne wnioski i osiggnigcia przedstawiane w pracy, a nastepnie po kolei konfrontujgc
je z aktualng wiedza i doniesieniami literaturowymi. Warto docenié krytyczne podejscie do wlasnych

wynikow i sukcesywne eliminowanie Zrédet potencjalnych wynikow fatszywie pozytywnych.
Na koniec drobne uwagi edytorskie, na ktére zwrdcitem uwage czytajgc i recenzujgc prace.

1) Cytowania w tekscie: w calej pracy informacje dotyczace Zrodta podawane sg po kropce zdania,

w ktérym nastgpuje cytowanie. Zgodnie z moimi do§wiadczeniami, cytowanie powinno zamieszczaé
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si¢ po ostatnim wyrazie zdania, ale przed kropkg. Dodatkowo pozwoli to ominaé rozpoczynania

kolejnego zdania z wielkiej litery po znajdujacym si¢ w nawiasie cytowaniu, a nie po kropce;

2) W zwlaszcza tak rozbudowanej pracy, nie jest niczym dziwnym pojawianie si¢ literowek.

W niniejszym opracowaniu jest ich zauwazalna ilo$¢, a zaczynajg si¢ juz od samego streszczenia;

3) Skréty: sytuacje w ktdrych skrét pojawia si¢ w rozdziale, a dopiero przy kolejnym jego uzyciu jest
rozwijany. Taka sytuacja ma miejsce juz w streszczeniu, a potem co najmniej kilkukrotnie pojawia si¢
w pracy. W tej sytuacji warto by¢ konsekwentnym, albo kompletnie odpusci¢ rozwijanie skrotéw
w pracy, zwazywszy na fakt ze autorka zawarta w pracy wykaz skrétéw. (warto dodaé ze

przygotowane bardzo starannie),
Uwagi te nie obnizaja jednak ogdlnej bardzo dobrej oceny recenzowanej pracy.

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji praca to ciekawe i rozbudowane opracowanie
poruszajace stabo do tej pory zbadany obszar tworzenia i roli pecherzykéow zewngtrzkomérkowych
Yersinia enterocolitica. Praca doktorska w bardzo dobry sposéb prezentuje szerokg wiedze teoretyczng
doktorantki, wskazuje na umiej¢tnos$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz stanowi
interesujagce i oryginalne rozwigzanie postawionego problemu naukowego, wnoszgc do ogdlnej

wiedzy co najmniej kilka nowych elementéw i odkryé.

Whiosek koncowy:

Przedstawiona  do  recenzji  rozprawa  doktorska mgr  Pauli = Czyszczoh
pt ,, Charakterystyka pecherzykow blony zewngtrznej Yersinia enterocolitica O:3 i ich oddziabywanie
z ludzkim uktadem dopelniacza” spetnia warunki okre§lone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. 2023 poz. 742 z p6ézn. Zm.). Wnioskuje zatem do Rady
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii
Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Pauli Czyszczon do dalszych etapow postepowania o nadanie
stopnia doktora. Biorgc pod uwage catos¢ pracy, uzyskane wyniki i rozbudowany warsztat doktorantki,
zglaszam réwniez wniosek o wyréznienie pracy.

Dr hab. Krzysztof Grzymajto
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