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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Pauli Czyszczon
pt. Charakterystyka pecherzykéw btony zewnetrznej Yersinia enterocolitica O:3

i ich oddziatywanie z ludzkim uktadem dopetniacza

Praca doktorska zostata przygotowana pod opieka promotor prof. dr hab. inz. Jolanty
tukasiewicz w Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojéw i Szczepionek Instytutu Immunologii
i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

Yersinia enterocolitica jest gram-ujemng bakterig nalezacg do rodziny Enterobacteriaceae,
wywotujaca jersinioze — chorobe uktadu pokarmowego. Bakteria ta wystgpuje powszechnie
w érodowisku, a jej rezerwuarem sa zwierzgta, zwtaszcza $winie, gryzonie i ptaki. Do zakazenia
dochodzi najczesciej droga pokarmowag poprzez spozycie skazonej zywnosci lub wody albo kontakt
z zakazonymi zwierzetami. Szczepy VY. enterocolitica réinig sie patogennoscia, a jednymi
z najbardziej wirulentnych sa nalezace do serotypu O:3. Czynniki wirulencji obejmujg m.in. system
sekrecji typu lIl, biatka antyfagocytarne Yop, warunkujacy inwazyjno$¢ bakterii plazmid pYV, a takze
cukrowe antygeny powierzchniowe - lipopolisacharyd (LPS) i enterobakteryjny wspdlny antygen
(ECA).

Ponadto do czynnikéw wirulencji zalicza sig, stosunkowo mato poznane, pgcherzyki btony
zewnetrznej (OMV, ang. Outer Membrane Vesicles), uwalniane przez Gram-ujemne bakterie
w procesie naturalnej dynamiki btony komérkowej. Sa one zbudowane m.in. z fosfolipidéw i biatek
btonowych, ale réwniez ze wspomnianych powyzej LPS-6w. OMV-y odgrywaja kluczowa role
w interakcjach miedzy bakteriami a ich otoczeniem, uczestniczac w transporcie czgsteczek
sygnatowych, toksyn oraz enzymdw degradujacych. Petnig istotng funkcje w patogenezie i modulacji
odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Zjawisko ich powstawania jest regulowane przez réine
czynniki $rodowiskowe, takie jak stres oksydacyjny, antybiotyki czy zmiany temperatury.
W biotechnologii i medycynie OMV-y sg badane jako potencjalne nosniki szczepionek i systemy
dostarczania lekéw. Dzieki zdolnoéci do stymulacji uktadu odpornosciowego wykorzystywane
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s3 m.in. w opracowywaniu nowych strategii terapeutycznych przeciwko chorobom zakaznym.
Badania OMV-6w otwieraja nowe perspektywy w mikrobiologii, immunologii i nanomedycynie.

W opisang problematyke dobrze wpisuje sig praca doktorska mgr Pauli Czyszczon po$wigcona
charakterystyce pecherzykéw bfony zewngtrznej Yersinia enterocolitica 0:3 i ich oddziatywaniu
z ludzkim uktadem dopetniacza. Przeprowadzone badania byly czescig projektu finansowanego
przez Narodowe Centrum Nauki pt. “Oddziatywanie gospodarz-patogen: bakteryjne pecherzyki
btony zewnetrznej jako tarcza dla uktadu dopetniacza”.

Recenzowana praca, liczaca ponad 220 stron, zostata przygotowana w klasycznej formie
i napisana w jezyku polskim. Rozpoczyna sig od dosyé dobrze opisujacych zawartos¢ rozprawy
streszczerh w jezyku polskim i angielskim.

Na kolejnych stronach Doktorantka zestawia i wyjasnia stosowane skréty, zarébwno w jezyku
polskim jak i angielskim. Pomyst doskonaty, natomiast wykonanie pozostawia wiele do zyczenia.
Whbrew pozorom przygotowanie takiego zestawienia wcale nie jest tatwe, poniewaz trzeba sobie
odpowiedzie¢ na zasadnicze pytanie - dla kogo jest ono przeznaczone. Przyktadowo, COSY
to spektroskopia korelacyjna, HMBC to heterojadrowa korelacja przez kilka wigzan chemicznych,
HSQC to heterojadrowe jednokwantowe widmo korelacyjne, a TOCSY to spektroskopia catkowitej
korelacji. Nasuwajg sie pytania: na ile takie wyjasnienia sg pomocne dla oséb, ktére nie Znaja
zagadnienia? na ile takie wyjasnienia sg akceptowalne przez osoby znajgce zagadnienie?

Kolejnym rozdziatem pracy doktorskiej jest liczacy 31 stron Wstep. W pierwszej czesci
Doktorantka charakteryzuje bakterie gatunku Y. enterocolitica, poswiecajac sporo uwagi ich
morfologii i cechom metabolicznym, a takze chorobotwdrczoéci, patogenezie i epidemiologii.
Bardzo rozbudowanym elementem tej czesci rozprawy jest szczegbtowy opis czynnikéw wirulencii,
zwtaszcza lipopolisacharydéw (w tym ich struktur chemicznych), ale takze enterobakteryjnego
wspélnego  antygenu, egzopolisacharydow, biatkowych  antygenéw  powierzchniowych
i pecherzykéw btony zewnetrznej. W drugiej czeéci Wstepu mgr Paula Czyszczori duzo miejsca
po$wieca ogdlnoustrojowej odpowiedzi zapalnej, roli ludzkiego uktadu dopetniacza, a takze LPS-u
i OMV-u w rozwoju sepsy. Tematyka poruszona w tym rozdziale jest $ci$le zwigzana z badaniami
opisanymi w rozprawie doktorskiej i stanowi dobre do nich wprowadzenie. Wstep napisany jest
dobrze, przedstawione informacje poparte s licznymi odnoénikiami literaturowymi (w catej pracy
jest ich az ~350).

W rozdziale Cel pracy zdefiniowane zostaty trzy nadrzedne cele badawcze.
1. Charakterystyka OMV Y. enterocolitica O:3 i ich oddziatywania z ludzkim uktadem dopetniacza
oraz ich zdolnoéci do stymulacji wytwarzania cytokin przez komorki ludzkie posiadajgce na swojej
powierzchni receptory TLR oraz hamowania béjczej aktywnosci surowicy ludzkiej wzgledem bakterii
YeO3.




2. Ocena, czy OMV YeO3 mogg stuzy¢ jako ,tarcza” bakterii przed dziataniem uktadu dopetniacza
i aktywator reakcji zapalne;j.

3. Ocena wptywu chemotypu LPS/LOS YeO3 na biodystrybucje znakowanych fluorescencyjnie OMV
YeO3 in vivo na modelu mysim.

Zdefiniowano réwniez cztery cele posrednie.

1. lzolacja i weryfikacja struktur LPS (w tym lipidoéw A), ECA i EPS YeO3 w przypadku czterech
szczepdw o réinych chemotypach LPS/LOS [6471/76-c (S), YeO3-c-R1 (Ra), YeO3-R1-M205 (Re),
Ye03-R1-M196 (Rd1)].

2. Optymalizacja metod izolacji OMV z zastosowaniem trzech znanych w literaturze metod
oraz dobér optymalnej metody w celu przeprowadzenia badan strukturalnych i biologicznych OMV
YeO3.

3. Charakterystyka OMV YeO3 hodowanych w trzech temperaturach wzrostu: 37, 22 i 4°C
oraz charakterystyka OMV otrzymanych z mutantéw o czterech réinych chemotypach LPS/LOS
za pomocg metod: DLS, NTA, TEM, spektrometrii mas i spektroskopii NMR, w tym ilosciowa ocena
biatka za pomocg testu BCA oraz LPS za pomocg metody z wykorzystaniem odczynnika Purpald
na obecno$é Kdo i heptoz w oligocukrze rdzenia LPS/LOS.

4. Prbba izolacji oraz ustalenia struktury egzopolisacharydu (EPS) pochodzgcego
z Y. enterocolitica O:3 bedgcego prawdopodobnie ligandem dla ludzkiej lektyny MBL dopetniacza.
Trudno dyskutowaé z tak sformutowanymi celami pracy doktorskiej. Nasuwa sie jednak
spostrzezenie, Zze sg one (za) bardzo szczegétowe. Cele posrednie sprawiajg wrazenie jakby byty
zdefiniowane na podstawie uzyskanych wynikéw.

W rozdziale Materiaty i metody Doktorantka przedstawita czesé¢ doswiadczalng rozprawy
doktorskiej. Wydaje sie, ze powtdrzenie wiekszosci eksperymentdw i odtworzenie uzyskanych
wynikéw nie powinno stanowi¢ problemu. Nie zabrakto jednak dosy¢ enigmatycznych stwierdzen,
jak np. w podrozdziale 5.2.2 - ,LPS YeO3 szczepdw 6971/76-c, YeO3-c-R1, YeO3-R1-M205, YeO3-R1-
M196 oczyszczano przez trawienie enzymatyczne (DNAza, RNAza i proteinaza K) w celu usunigcia
kwaséw nukleinowych i biatek.” Nie bardzo wiadomo, ktérego etapu badan ten opis dotyczy.
Réwniez tytut rozdziatu 5.2 jest zagadkowy - ,Materiaty wykorzystywane w doswiadczeniach
i oprogramowanie”. W opisie nie ma jednak zadnych informacji na temat oprogramowania.
Na podkreslenie zastuguje ogromna liczba zastosowanych technik w przeprowadzonych badaniach.
W ok. 25 podrozdziatach (sposréd 28) rozdziatu Materiaty i metody opisano réine badania
eksperymentalne. Z opisu wynika, ze Doktorantka zdecydowanag wiekszo$¢ badani przeprowadzita
sama lub w nich uczestniczyta.

Wyniki badan przedstawiono w rozdziale 6 (Wyniki) na 84 stronach. Opis wzbogacony jest
licznymi rysunkami, wykresami i tabelami, ktére ilustrujg i zdecydowanie utatwiajg zrozumienie
catego procesu analitycznego. Ta obszerna czesé rozprawy doktorskiej potwierdza wielki naktad
pracy wlozonej przez doktorantke, ktéry przetozyt sie na ogromna liczbe otrzymanych wynikéw.




Naturalng kontynuacja przedstawionych wynikéw badar jest rozdziat Dyskusja (27 stron),
w ktorym Doktorantka wyniki swoich badar poréwnuje z aktualnymi doniesieniami literaturowymi.
Opis ten Swiadczy o dobrym rozeznaniu mgr Pauli Czyszczori w realizowanej tematyce naukowej.

Podsumowujac rozdzialy Wyniki i Dyskusja naleiy stwierdzi¢, ize zdefiniowane cele
badawcze zostaly przez Doktorantke zrealizowane.

Biorgc pod uwagg przeprowadzone badania, obszerng pracg z rozbudowang czescig wynikowa
i dyskusjg, brakuje rozdzialu Podsumowanie, w ktérym na paru stronach Doktorantka
podsumowataby uzyskane wyniki oraz sformutowata najwazniejsze osiggniecia naukowe bedace
efektem przeprowadzonych badar. Bardzo prosze mgr Paule Czyszczon o przedstawienie, podczas
obrony rozprawy doktorskiej, trzech najwazniejszych osiagnigé naukowych w odpowiedzi na uwagi
zawarte w recenzji.

Kolejne czgsci rozprawy doktorskiej zawieraja zestawienie literatury (wykorzystanie ok. 350
pozycji literaturowych jest nie od przecenianie) oraz zamieszczonych w pracy rysunkéw (41) i tabel
(20).

Rozprawa zakorczona jest informacjami o osiggnigciach naukowych Doktorantki. Mgr Paula
Czyszczon Artyszuk jest wspdtautorka 1 artykutu: Janik M., Brzozowska E., Czyszczon P., Celebariska
A., Koba M., Gamian A., Bock J. W., Smietana A., 2021, ,,Optical fiber aptasensor for label-free
bacteria detection in small volumes”, Sensors and Actuators B: Chemical, vol.330 (129316)
oraz 3 doniesied konferencyjnych zaprezentowanych na miedzynarodowych sympozjach
naukowych. Ponadto byfta stypendystka projektu OPUS finansowanego ze $rodkéw NCN
oraz wykonawczynig w 5 innych projektach naukowych.

Miatem mieszane odczucia podczas czytania rozprawy doktorskiej. Imponujaco wypada czes¢
eksperymentalna oraz wyniki badaf. Natomiast jezyk, styl i korekta edytorska pozostawiajg
miejscami sporo do zyczenia, co sprawia, ze niekt6re fragmenty pracy sg trudniejsze do zrozumienia.
Problem ten dobrze ilustrujg dwa pierwsze zdania rozprawy doktorskiej, zawarte w streszczeniu
w jezyku polskim. , Yersinia enterocolitica O:3 (YeO3) jest Gram-ujemng pateczkg zdolng do wzrostu
w szerokim zakresie temperatur (0 do 44°C) i jest czynnikiem etiologicznym zakazeri uktadu
pokarmowego u ludzi orazfakultatywnym patogenem wewnatrzkomérkowym oraz wywotuje
chorobg zwang jersinioza. Zakazania mogg réwniez wystepowaé po transfuzji krwi, ze wzgledu
na szerokie spektrum wzrostu tej bakterii.” Znaczenie tego drugiego zdania jest wyraZnie inne
w streszczeniu w jezyku angielskim, poniewaz odnosi sie do zdolnosci bakterii do wzrostu
w szerokim zakresie temperatur. | kolejne przykfadowe zdanie: ,Y. enterocolitica O:3 stanowita
ciekawy model do realizacji zaplanowanych badan, gdyz jej LPS, gtéwny czynnik wirulencji, posiada
unikatowe (w tym zalezne od temperatury) cechy strukturalne zwigzane z jego ogélnym schematem
budowy oraz dysponowano biblioteka mutantéw o réznych chemotypach LPS”.




Recenzowana praca to obszerne opracowanie naukowe (na szczescie wydrukowane
dwustronnie w wersji dla recenzentéw). W tak duzym dokumencie trudno catkowicie unikngé
btedéw jezykowych, wyrazeri zargonowych czy literéwek. Jednak staranna korekta mogtaby
znaczgco podnied¢ jakos¢ tekstu. Podczas jego lektury odnosi sie wrazenie, ze takiej korekty
wyrainie zabraklo. Nie jest obowigzkiem recenzenta petnienie funkcji korektora i wskazanie
wszystkich uchybien, dlatego ponizej przedstawiam kilka subiektywne wybranych uwag.

s.52 ,0Oligocukier”? zdecydowanie lepiej oligosacharyd.

s.53 ,W pracy doktorskiej wykorzystywano trzy szczepy Y. enterocolitica O:3 6471/76-c, YeO3-c-R1,
YeO3-R1-M205 i YeO3-R1-M196” — wymienione sq 4.

s.57 Co to sq ,stronty”?
5.64 Co to jest ,stezenie bezwzgledne”?
.66 Czy ,rozdzialy chromatograficzne” jest poprawnym okresleniem?

5.67 Dlaczego MALDI-TOF jest spektrometri masowq, natomiast ESI-MS spektrometrig mas?
Korzystajqc z okazji apeluje o uzywanie okresleri ,spektrometria mas” i ,widma mas”. Natomiast
zamienne uzywanie spektrometria mas i spektrometria masowa uwazam za niedopuszczalne.

5.82 , Tréjcukrowi”? zdecydowanie trisacharydowi.
5.86 Co to jest ,,atomu protonu”?
5.96 ,Identyczny lub podobny repertuar jonéw”- chemicznie to ,,brzmi” co najmniej dziwnie.

5.98 ,Dodatkowo wyznaczono wartosci statych sprzezenia JC1,H1 wynoszgcych odpowiednio dla
reszt A, B i C ok. 172 Hz, 174 Hz i 170 Hz, co w przypadku heksoz nalezgcych do szerequ D
wskazywatoby na obecnos¢ anomeréw «”. A jak byfoby w przypadku anomeréw nalezgcych do
szeregu L?

5.99 ,Reszt weglowodanowych” — zdecydowanie monosacharydéw.
5.102 O co chodzi w wyrazeniu ,zasymulowanych przesunie¢ chemicznych”?

5.103 ,Symbolami zaznaczono wartosci o najwiekszych odchyleniach” — na rysunkach (chyba) nie ma
zadnych symboli,

5.104 Zagadkowo brzmi ,,sygnafy obserwowane podczas pomiaréw NMR na widmie...”

5.130 Z czego wynika dominujgca intensywnos¢ sygnatu H4 na widmie ,,czerwonym” w poréwnaniu
z pozostatymi sygnatami protonéw?

s.138,,Chemotyp LPS nie wptywat na strukture lipidu A w LPS i OMV...” Czy stwierdzenie, ;e chemotyp
wpfywa na strukture jest poprawne?

5.143-144 Rozmieszczenie tabeli i tekstu powinno by¢ dopracowane.




s.162 Jak nalezy rozumiec¢ wyrazenie ,,posiada ciekawe cechy strukturalne zwigzane z jego ogélnym
schematem budowy”.

s.162 Na ile prawdziwe jest stwierdzenie (pomijajqc konstrukcje jezykowq) ,,u bakterii wystepujqcych
w naturze wystepujq szczepy gtadkie”.

W podsumowaniu pragne podkresli¢, ze praca pod wzgledem naukowym jest wartosciowa,
zostata dobrze zaplanowana i zrealizowana, wnosi oryginalny i istotny wkfad do wiedzy na temat
pecherzykdw btony zewnetrznej Yersinia enterocolitica O:3 i ich oddziatywaniach z ludzkim uktadem
dopetniacza. Doktorantka wykazata sie znajomoscig piSmiennictwa, ktére jest na ogét prawidtowo
wykorzystane. Bardzo sprawnie postuguje sie metodami biologicznymi i chemicznymi
oraz technikami separacyjnymi i spektroskopowymi.

Reasumujac, przedtozona do oceny praca doktorska spetnia ustawowe kryteria stawiane
pracom doktorskim (Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r.
z pozniejszymi zmianami). W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu
o dopuszczenie mgr Pauli Czyszczon do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia
naukowego doktora.
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