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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Bartlomieja Dudka
pt. ,,Udziat lipopolisacharydu 1 biatek blony zewnetrznej w ksztalttowaniu
wrazliwos$ci pateczek z rodzaju Salmonella na bakteriobojcze dziatanie

surowicy”

Rozprawa doktorska mgr B. Dudka stanowi kontynuacj¢ badan podj¢tych
WcZeémej w Zakladzie Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Sa to
badania wieloaspektowe bojczego dziatania surowicy na bakterie Gram-ujemne.
W ostatnich latach zespét naukowy kierowany przez Promotora dr hab. Gabrielg
Bugle-Ploskonska, prof. UWr., we wspdlpracy z innymi osrodkami badawczymi
w Polsce, w tym z Instytutem Immunologii 1 Terapii Doswiadczalne; PAN we
Wroctawiu, skad pochodzi promotor pomocniczy dr hab. Jacek Rybka, prof.
PAN, zajal si¢ ustalaniem roli skladnikéw blony zewnetrznej tych bakterii,
w tym przede wszystkim lipopolisacharydu (LPS) 1 biatek w opornosci bakteri
na dzialamie dopeliacza (komplementu). Jest to wazna cecha
chorobotwdrczosci umozliwiajaca im unikanie dziatania MAC (membrane
attack complex) tj. kompleksu biatek dopeliacza powodujacego liz¢ komorki
bakteryjnej. Wspomniany zespél badawczy analizuje wzajemne relacje
pomiedzy skladnikami blony zewnetrznej bakterii, a ich wrazliwoscia lub
opornos$cig na dzialanie surowicy m.in. znaczenia kwasu sjalowego (N-acetylo-
neuraminowego), dhugosci tancuchéw O-swoistych LPS, czy tez wystepowania

okreslonych biatek. Wyniki tych badan stanowia wazny wktad w zrozumienie
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wzajemnych interakcji pomiedzy skladowymi systemu immunologicznego
cztowieka, w tym uktadu dopeliacza oraz elementami blony zewnetrznej (OM)
Sciany komdrkowej bakterii Gram-ujemnych. Praca doktorska mgr B. Dudka
miescl si¢ w tym nurcie badawczym, a jej wyniki znaczaco wzbogacajq nasza
wiedz¢ na temat bakteriobdjczego dzialania dopeliacza na paleczki Salmonella.

Rozprawa mgr B. Dudka ma uklad typowy dla eksperymentalnych prac
doktorskich. W obszernym Wstepie Autor przedstawit charakterystyke rodzaju
Salmonella, ich wspoélczesna klasyfikacje, rodzaje choréb ktére wywoluja,
a takze dane epidemiologiczne dotyczace salmonelloz na $wicie
z wyodrebnieniem informacji odnoszacych sie do sytuacji, jaka ma miejsce pod
tym wzgledem w Polsce. Szczegdtowo przedstawil mechanizmy patogenezy
pateczek Salmonella oraz udziat uktadu dopelniacza w obronie makroorganizmu
przed zakazeniem. W oddzialywaniu dopelniacza z bakteriami szczegblng role
odgrywaja struktury wyst¢pujace na ich powierzchni. W tym kontekScie
Doktorant przedstawil budowe tych skladnikéw blony zewnetrznej, ktore majq
szczegllne znaczenie w interakcji z komplementem. Opisat budowe 1 funkcje
LPS 1 scharakteryzowal bialka OM. Duzo miejsca we Wstepie poswiecit
kwasom sjalowym, przede wszystkim ich roli w zjawisku mimikry antygenowej,
t). upodobnianiu si¢ antygendéw bakterii do skladnikéw komérek gospodarza
oraz znaczeniu tych kwaséw w patogenezie bakterii.

Dane przedstawione we Wstepie jak 1 ich analiza $wiadcza o dobrym
przygotowaniu  teoretycznym  Doktoranta do podjetych  badan
eksperymentalnych. Wykazat si¢ dobra znajomos$cia literatury, omodwil
najwazniejsze kwestie wigzace si¢ z zdaniami badawczymi przewidzianymi do
realizacji w doktoracie. Moja uwaga krytyczne odnoszaca sie do Wstepu
dotyczy dwoch rozdziatow, ktore nie maja zwiazku z badaniami podjetymi
w pracy doktorskiej, tj. opisu biosyntezy LPS oraz biosyntezy biatlek OM. Autor
nie badal tych proceséw i moim zdaniem nie bylo potrzeby je szczegétowo

omawiaé. Doktorant wydaje si¢ byé $wiadom tego, gdyz na str. 147
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usprawiedliwia si¢ dlaczego we Wstepie ,autor pozwolil sobie zawrzeé
podrozdzialy 1 opisy potencjalnie niebedace $ciSle tematem badan
eksperymentalnych prowadzonych w ramach tej rozprawy doktorskiej”.

Cel pracy sformutowano klarownie, przedstawiajac cel ogo6lny
1 przewidywane etapy badan konieczne do jego realizacji. Gléwnym celem
badan bylo ustalenie znaczenia LPS 1 bialeck OM szczepow Salmonella
w bakteriobdjczym dziataniu surowicy. Cel ten postanowiono zrealizowa¢ m.in.
poprzez badania bakteriobdjczej aktywnosci surowicy wobec bakterii,
poszukiwania kwasu sjalowego w LPS, analize proteomiczng bialeck OM
1 zréznicowania dhugo$ci tancucha polisacharydowego czesci O-swoistej LPS.
Badania uzupeliono o okre$lenie filogenetycznego pokrewienstwa badanych
szczepdw Salmonella oraz wykrywanie genéw kodujacych wybrane cechy
wirulencji tych bakterii. Intryguje mnie uzyte w Celu pracy, a takze w tytule
okreslenie ,ksztaltowanie wrazliwosci”, za§ w Tabeli 10  ksztaltowanie
poziomu wrazliwosci” bakterii na dzialanie surowicy. Czy Autor moglby
wyjasni¢ jak to sformulowanie nalezy rozumie¢ w kontek$cie badan
wrazliwos$ci/opornos$ci bakterii na jej dzialania.

Material do badan stanowily 82 kliniczne szczepy Salmonella enterica
subsp. enterica Enteritidis wyizolowane z kalu pacjentow, 11 sposréd nich
Doktorant uzyt w badaniach wrazliwosci na dzialanie normalnej surowicy
ludzkiej (NSL). Ich identyfikacje przy uzyciu Bruker Daltonik MALDI Biotyper
opisano w pierwszym podrozdziale rozdzialu Material 1 Metody. Analizie, na
obecnos¢ kwasu sjalowego, poddano wszystkie 82 izolaty paleczek Salmonella.
Zastosowano w tym celu metod¢ - tendemowa spektrometri¢ mas sprzezong
z chromatografia gazowo-cieczowa, opisang wczesniej przez Promotora
pomocniczego 1 wspotpracownikéw. W badaniach glownych wykorzystano test
bakteriobdjczego dzialania surowicy na szczepy Salmonella Enteritidis wg
metody opracowanej przez Promotora pracy, w modyfikacji doktoranta, ktorej

zakres odnotowat na str. 64 rozprawy. W pracy wyizolowano LPS z badanych
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bakterii oraz sprawdzono, jaki rodzaj tancuchéw O-swoistych (dlugie, bardzo
dlugie) wytwarzaja. Zastosowano w tych badaniach standardowe metody
w modyfikacji Doktoranta. Szczegdélowo opisano takze metody izolacji i analizy
bialek OM badanych szczepoéw bakterii, w tym elektroforezy jednokierunkowe;j
oraz dwuwymiarowej, a takze zastosowanej metody barwienia zeli. Wybrane
biatka identyfikowano poshigujac si¢ technika MALDI TOF. Filogenetyczne
pokrewienstwo szczepow Salmonella ustalono postugujac si¢ metoda PFGE wg
protokolu molekularnego subtypowania serotypéw tych bakterii. Okreslono tez
obecno$¢ wybranych, 17 genéw wirulencji w badanych szczepach Salmonella
Enteritidis. Zastosowano metode multiplex PCR, wykorzystujac okreslone
startery do amplifikacji genow.

Nie jest dla mnie w pelni jasne, dlaczego w badaniach uzywano rdzne;
liczby szczepéw np. wystgpowania kwasu sjalowego poszukiwano w 82
szczepach bakterii, 11 szczepéw poddano szczegdélowym analizom w celu
ustalenia ich wrazliwo$ci na bakteriobdjcze dziatanie surowicy, z kolei
analizami filogenetycznego pokrewienstwa czy wykrywaniu genéw, kodujacych
cechy wirulencji objeto 42 izolaty. W szczegdlnosci prosze podczas obrony
rozprawy o wyjasnienie na jakiej podstawie wyselekcjonowano 11 szczepow,
ktére zostaly wykorzystane w badaniach podstawowych w doktoracie tj.
bakteriob6jczym dziataniu NSL. Niezaleznie od przedstawionych wyzej uwagi
stwierdzam, iz zastosowano metody 1 testy adekwatne do postawionych celow
pfacy 1 zadan badawczych. Zostaly one dobrze dobrane, niektore z nich byly
wypracowane, sprawdzone 1 stosowane we wczesniejszych badaniach
naukowych macierzystego zakladu Doktoranta. Materialy i Metody zostaty
szczegdtowo opisano w oddzielnym rozdziale doktoratu. Rozdzial ten wskazuje
na dobre przygotowanie praktyczne Doktoranta do podjecia badan
doswiadczalnych, znajomo$¢ whasciwych do realizacji pracy metod badawczych

1 umiejetnos¢ ich wykorzystania.




Wyniki badan zostaly starannie opracowane 1 zaprezentowane.
Podkreslam bogata dokumentacj¢ pracy, w formie rycin, zdjeé i tabel zawartych
w rozdziale Wyniki. Mgr B. Duda nie wykryl w badanych szczepach obecnosci
kwasu sjalowego. Wyniki badan przezywalnosci 11 szczepow Salmonella
Enteritidis w 75% surowicy pozwolily wyrézni¢ 3 szczepy (27, 851, 918) jako
oporne, 3 szczepy (670, 888, 1120) jako wrazliwe 1 5 (351, 920, 1227, 3686,
4574) jako $rednio oporne na dzialanie bakteriobojcze NSL. Analiza
elektroforetyczna LPS przeprowadzona w celu stwierdzenie ewentualnej
korelacji pomigdzy dlugoscia O-swoistego tancucha polisacharydowego (OPS),
a efektem bojczym surowicy wykazata, iz badane szczepy wytwarzaja dlugi lub
bardzo dhugi tancuch antygenu O. 10 szczep6éw bakterii zaréwno opornych jak
1 Srednio opornych na dziatanie bojcze NSL syntetyzuje bardzo dhugi tancuch
polisacharydu O-swoistego LPS, tylko 1 wytwarza dlugi OPS, ten ostatni okazal
si¢ by¢ wrazliwym na dzialanie dopeliacza. Szczegdtowej analizie poddano
elektroforegramy dwuwymiarowej elektroforezy biatek OM 11 badanych
szczepOw bakteril. Analiza poréwnawcza proteinograméw pozwolita wybraé 8
grup biatlek oznaczonych przez Autora literami A-H do dalszych badan
z wykorzystaniem techniki MALDI TOF. Bialka te izolowano ze szczepdw
o rozne] wrazliwosci na dziatanie dopeliacza. Zidentyfikowano 5 biatek
przedstawionych w Tabeli 10. Analiza filogenetyczna wykazala, iz szczepy
oporne charakteryzuja si¢ identycznym profilem genetycznym, za$ szczepy
sredniooporne 1 wrazliwe innym. Badania gendéw wirulencji Salmonella
w badanej w pracy kolekcji szczepow wykazaly obecnosci tych gendow
u wigkszosci szczepdw zaréwno opornych jak i wrazliwych na dziatanie
dopelniacza.

Podsumowujac Mgr B. Dudek uzyskal ciekawe wyniki, ktorych wnikliwa
ocen¢ przedstawit w rozdziale Dyskusja. Jest to dobrze opracowana czes$é
rozprawy doktorskiej. Doktorant odnosi rezultaty swoich badan do danych

otrzymanych wcze$niej w macierzystej jednostce. Konfrontuje tez uzyskane
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dane z wynikami badan innych autoréw wymienionych w bibliografii.
Zestawienie literatury w liczbie 195 pozycji obejmuje najnowsze publikacje
1 dane =ze zrédel internetowych. Wnioski znajduja potwierdzenie
w zgromadzonych danych. Autor formuluje je ostroznie, wskazujagc na
konieczno$¢ dalszych badan w celu potwierdzenie uzyskanych danych. Warto
tez odnotowac, 1z w koncowej czgsci Dyskusji mgr B. Dudek przedstawia plan
badan wlasnych jakie cheialby podja¢ w przyszio$ci, aby zweryfikowaé niektore
z otrzymanych wynikéw 1 ich interpretacje.
Praca byla finansowana z grantu NCN w ramach konkursu Preludium oraz
z funduszy otrzymanych przez Wydzial Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroclawskiego, przeznaczonych na finansowanie badan miodych naukowcow.
Doktorant uzyskal stypendium wspoétfinansowane z Europejskiego Funduszu
Spotecznego. Mgr B. Dudek jest wspolautorem 3 opublikowanych prac
11 przeslanéj do publikacji oraz 13 komunikatach na konferencjach naukowych.
Oprécz uwag przedstawionych wyzej prosz¢ Doktoranta o odniesienie sie
podczas obrony doktoratu do nastepujacych kwestii:
1. Autor w kilku miejscach naduzywa okreslonych sformutowan; np. na str.
22 stowo ,,posiadajq” uzyl 4 razy, inne jego znaczenia znalazlem na str.
37, natomiast na str. 49 napisal, iz formy SR posiadaja jedng jednostke
polisacharydowa”. Mysle, ze chodzito Doktorantowi o jedng jednostke
powtarzajaca si¢ (ang. repeating unit). Jest ich wiele w polisacharydzie
O-swoistym form gladkich (S) bakterii.
2. Co Doktorant rozumie pod poj¢ciem ,.flageliny” jako czynniki wirulencji
(Str. 31).
3. Czy kwas sjalowy oznaczano w LPS (patrz Cel pracy p.1.) czy tez
w ,,0sadzie komérek bakteryjnych” jak to podano na stronie 61.
4. Str. 90 tabela 5. Czy geny pelnig funkcj¢ zwigzane z wirulencja ? Czy nie

nalezalo napisa¢, iz kodujq biatka stanowiace czynniki wirulencji ?.




5. Podobnie nieprecyzyjne jest sformulowanie na str. 141 , bardzo dlugie
tancuchy O swoiste uniemozliwiajg trwale polaczenie si¢ MAC z blong
zewnetrzng ,,. Przeciez OPS jest czeScig LPS, a ten jest elementem OM.
Oczywiscie ochrona OM przed dzialaniem MAC ma miejsce i w niej
wazna rol¢ odgrywa OPS, ale nalezalo to inaczej ujaé.

6. Autor zwrdcil uwage na str. 142 na obecno$¢ w szczepach opornych na
dziatanie NSL bialka PgtE, proteazy o zdolnosciach do hydrolizy
sktadowych dopehiacza. Ciekawi mnie, czy moze sprawdzono aktywno$¢
tego bialka wobec komplementu, podczas inkubacji bakterii z NSL.
Podobne pytanie nasuwa si¢ w konteksScie aktywnos$ci innego
zidentyfikowanego biatka Rck. Je$li nie podjeto takich analiz, to moze
warto rozwazy¢ podjecie takiego zadania badawczego w przyszlosci.
Podsumowujac, pragne  stwierdzi¢é, 1z rozprawa  doktorska

mgr Bartlomieja Dudka zostala dobrze przygotowana i wykonana, uzyskano
cickawe, nowe dane dotyczace znaczenia skladnikow S$ciany komorkowe]
bakterii Gram-ujemnych w opornosci na bakteriobojcze dzialanie surowicy.
Doktorant zrealizowal postawione zadania, a uwagi przedstawione wyzej nie
pomniejszaja mojej wysokiej oceny pracy.

Stwierdzam, i1z przedstawiona mi do recenzji praca mgr Bartlomieja
Dudka pt. ,,Udziat lipopolisacharydu i bialek blony zewnetrznej w ksztaltowaniu
wrazliwosci paleczek z rodzaju Salmonella na bakteriobdjcze dziatanie
surowicy” spetnia wymogi stawiane rozprawom na stopien naukowy doktora
1 zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroclawskiego z uprzejma prosba o dopuszczenie Doktoranta do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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