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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Justyny Roszkowiak

pt. ,,Pecherzyki blony zewnetrznej Moraxella catarrhalis jako czynniki wirulencji i
immunomodulacji”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Justyny Roszkowiak zostata
wykonana pod kierunkiem dr hab. Darii Augustyniak w Zakladzie Biologii Patogenow i
Immunologii na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego.

Podjete przez doktorantke badania dotycza wyjasnienia znaczenia pecherzykow btony
zewnetrznej (OMVs) bakterii Moraxella catarrhalis w patogenezie zakazen uktadu
oddechowego. Gtownym przedmiotem pracy byla charakterystyka pecherzykow pod
wzgledem ich budowy i oddziatywania z bakteriami wspoéltowarzyszacymi oraz poznanie
wptywu na odpowiedz ze strony uktadu odpormosciowego gospodarza na struktury, bedace

zrodtem istotnych czynnikéw wirulencji.
Ocena formalna

Rozprawa doktorska Pani Justyny Roszkowiak ma typowy dla prac eksperymentalnych uktad.
Zorganizowana jest na poszczegolne rozdziaty, ktore zawierajg odpowiednio umieszczone
tresci. Praca jest obszerna i obejmuje 199 stron z czego 1/3 stanowi opis uzyskanych
wynikéw, wskazujac na szeroki zakres wykonanych prac eksperymentalnych. We wstepie
opisano kontekst problemu badawczego, w klarowny sposdb wyjasniajac istotne elementy
przeciwbakteryjnej odpowiedzi immunologicznej w drogach oddechowych, witasciwosci
bakterii Moraxella catarrhalis, role patogenu w zakazeniach drég oddechowych oraz udziat
czynnikbw wirulencji w patogenezie tych zakazen. Nastepnie przedstawiono typowe

mechanizmy odpowiedzi przeciwbakteryjnej gospodarza, szczegdlnie podczas zakazenia M.
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catarrhalis. W koncu opisano pochodzenie i budowe pecherzykéw btony zewnetrznej, jako
struktur bakteryjnych bioracych udziat w sekrecji czynnikéw wirulencji oraz oddziatujacych z
mikroflorg srodowiska, ktére zasiedlajg. Bardzo ciekawym rozdziatem jest zbiér informacji na
temat udziatu pecherzykéw OMVs w wydzielaniu réznorodnych substancji bakteryjnych oraz
immunomodulacji odpowiedzi ze strony ukfadu odpornosciowego gospodarza. Tresé zawarta
we wstepie w sposéb wyczerpujacy pozwala na zapoznanie sie z kontekstem badan i
swiadczy o znajomosci tematyki przez doktorantke.

W kolejnym rozdziale przedstawiony jest cel podejmowanych badan i zatoZzone hipotezy,
ktorych stusznos¢ jest ustalana w dalszej czesci pracy na drodze eksperymentalnej. Celem
pracy jest charakterystyka pecherzykow OMV bakterii M. catarrhalis, poznanie ich roli w
dystrybucji w organizmie gospodarza czynnikéw wirulencji, wpltywu na odpowiedz ze strony
ukfadu odpornosciowego, w tym podczas infekcji wielobakteryjnej.

W rozdziale Materiaty i metody szczegdtowo opisano uzywane techniki, podajac badane
szczepy bakteryjne, komorki eukariotyczne, metody ich hodowli oraz wykonane
eksperymenty, wskazujac zrédia materialdw, stezenia i sposéb przygotowania
wykorzystanych roztwordw, a takze inne istotne do powtérzenia eksperymentow szczegoty.
Dodatkowo, sposob wykonania wielu eksperymentow zilustrowany jest w formie schematow,
znacznie utatwiajgcych zrozumienie ukiadu eksperymentalnego. Tak elegancko
przygotowany opis eksperymentéw zaburzajg mate ,potkniecia” jak podawanie predkosci
obrotéw wirowania w mato-informatywnych jednostkach - ilosci obrotéw na minute (rpm)
zamiast przyspieszenia g, czy niefortunnie zastosowany skrot ,pF" oznaczajacy plyn
fizjologiczny, ktéry btednie mozna odczytac jako nieokreslony parametr przypominajgcy ,.pH".
Dodatkowo w tekscie pojawia sie w kilku miejscach (str. 103, 105) skrét pisany ,PF”, co
réowniez komplikuje zrozumienie.

Rozdziat IV zawiera wyniki prac badawczych doktorantki, ktére ilustrowane sg czytelnymi i
bardzo rzetelnie opisanymi rycinami w formie zdjeé, wykreséw, chromatograméw oraz
schematéw i tabel, ponumerowanych zgodnie z kolejnoscia rozdziatow. Uzyskane wyniki sg
poprawnie interpretowane. Na niektérych wykresach zabrakio opisu osi, jak np. 0§ Y na
Rycinie IV-29 zawiera jedynie jednostke (cfu/ml), bez wskazania badanego parametru,
ktérym w tym przypadku powinna by¢ np. gesto$¢ hodowli bakteryjnej wyrazona jako cfu/ml.
Zastanawiajgce jest takze zastosowanie skrétu ,FACs" zamiast powszechnie stosowanego

.FACS, (ang. Fluorescence-activated Cell Sorting), oznaczajacego wykorzystang technike
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cytometrii przeptywowej. Czes¢ wynikow zawartych w przedstawionej rozprawie doktorskiej
zostata wczesniej opublikowana, co autorka wskazata na poczatku kazdego podrozdziatu

zawierajgcego takie tresci.

Dyskusja wynikow poprowadzona jest w logiczny i ciekawy sposéb z odniesieniem do
wynikoéw innych badan oraz z uwzglednieniem aktualnej literatury. Podsumowanie wnioskéw
jednego z badanych obszaréw przedstawiono takze w formie schematu ilustrujgcego
potencjalne sposoby modulacji internalizacji bakterii przez modelowe monocyty. Zgodnie z
oczekiwaniem ten rozdziat zawiera odpowiedzi na stawiane na poczatku rozprawy pytania i
hipotezy, odnoszace sie do budowy i znaczenia pecherzykéw OMVs bakterii M. catarrhalis w
modulowaniu odpowiedzi immunologicznej podczas zakazen ukiadu oddechowego.
Najwazniejsze wnioski autorka podsumowata w osobnym rozdziale na str. 170-171.

W pracy zawarto takze wykaz skrétéw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
bibliografie obejmujaca 465 pozycji, glownie najbardziej aktualnego pismiennictwa, spis tabel
i rycin. Podsumowujgc, praca jest spdéjna tematycznie z wyraznie przedstawionym celem,
hipotezami, a takze wyczerpujacym opisem przebiegu prac doswiadczalnych, interpretaciji
wynikow i wyptywajacych z nich wnioskéw. Dopetnieniem rozprawy s3 informacje koncowe
na temat dorobku naukowego doktorantki, w tym publikacje i doniesienia konferencyjne,
udziat w projektach badawczych, odbyte staze naukowe oraz uzyskane wyrdznienia, ktére
pokazujg zaangazowanie, aktywnos¢ i osiagniecia naukowe doktorantki.

Ocena merytoryczna

Podjeta w pracy tematyka obejmuje szczegdlowe poznanie roli czynnikéw wirulencji
zawartych w pecherzykach blony zewnetrznej bakterii M. catarrhalis, istotnych w patogenezie
zakazen drég oddechowych u dzieci i dorostych. Badania miaty na celu: 1) ustalenie budowy i
sktadu OMVs, giownie w kontekscie antygenow biatkowych, 2) wyjasnienie zmiany
wrazliwosci wybranych bakterii Gram-ujemnych, wywotujacych infekcje uktadu oddechowego,
na dziatanie dopetniacza oraz peptydéw kationowych w obecnosci OMVs, 3) okreslenie
wplywu OMVs na nieswoistg i swoista odpowiedZ immunologiczng gospodarza podczas

zakazenia.

Zakazenia M. catarrhalis dotycza czesto pacjentéw dorostych z przewlekta obturacyjng
chorobg ptuc (POChP), dzieci z zapaleniem ucha srodkowego i zatok, a takze zwigzane s3 z

zaostrzeniem objawéw astmy oskrzelowej. Zrozumienie proceséw patofizjologicznych w
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zakazeniach M. catarrhalis wymagaja dokfadniejszego poznania biologii tych patogendw,
obejmujace role OMVs w oddziatywaniu z uktadem odpornosciowym oraz z innymi

mikroorganizmami zasiedlajgcymi ukiad oddechowy.

W tym celu doktorantka na poczatku okreslita budowe i sktad OMVs wydzielanych przez
bakterie M. catarrhalis, potwierdzajac typowa dla tych struktur wielkosc, tadunek oraz
obecnos¢ kluczowych biatek blony zewnetrznej i lipooligosacharydéw.

W dalszych etapach prac zbadano wrazliwos¢ wewnatrz- i zewnatrzgatunkowa panelu
wspotwystepujacych patogenéw drég oddechowych na dziatanie ukiadu dopetniacza
wykazujgc, ze OMVs ulatwiajg przetrwanie bakterii zwykle wrazliwych na dziatanie surowicy.
Podobna obserwacje wykazano w przypadku substancji permeabilizujgcych bione, jak
peptydy kationowe, np. polimyksyna B. Ustalono, ze ochronny efekt wynikat z asocjacji tych
substancji na powierzchni pecherzykéw, chociaz nie zapewniato to petnej ochrony bakteriom.
Interesujgcym wynikiem byt zaobserwowany wzrost wirulencji innych bakterii w obecnosci
pecherzykow wyizolowanych z M. catarrhalis M6. Efekt dotyczyt nie tylko bakterii tego
samego, ale takze innych gatunkdw, jakie badano na modelu przezywalnosci larw barciaka

wiekszego.

Regulacje swoistej odpowiedzi uktadu odpornosciowego prowadzono na modelu mysim, po
immunizacji wyizolowanymi OMVs oraz calymi bakteriami. Pecherzyki M. catarrhalis M6
okazaty sie immunogenne i powodowaty produkcje duzej liczby specyficznych przeciwciat
IgG, cho¢ o nizszej avidnosci w poréwnaniu do przeciwciat powstatych w odpowiedzi na cate
bakterie. Uzyskane surowice staly sie takze cennym narzedziem do identyfikacji znanych
oraz nowo wykazanych antygenéw znajdujacych sie¢ w pecherzykach, w tym kluczowych
czynnikéw wirulencji zaangazowanych w hamowanie dziatania dopetniacza, adhezjg¢ bakterii

oraz pozyskiwanie zelaza z biatek gospodarza.

OdpowiedZ nieswoista organizmu na OMVs, potwierdzono poprzez okreslenie wplywu
pecherzykéw na dziatanie uktadu dopetniacza, wydzielania czynnikéw zapalnych, aktywacji
neutrofili oraz wiasciwosci komoérek Zzernych. Zaobserwowano, ze OMVs w rozny sposob
modulujg odpowiedZz ukfadu odpornosciowego gospodarza. Wyniki wskazujg na to, ze w
zaleznosci od poziomu pecherzykéw wzmaga sie efekt ochronny surowicy na zakazenie i
powoduje uwrazliwienie bakterii na dziatanie surowicy poprzez aktywacje dopetniacza i
tworzenie kompleksu MAC, ale w przypadku nadmiaru pecherzykow moze dojs¢ do
przetamania bariery gospodarza i zapewnienia bakteriom ochrony przed atakiem ze strony
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uktadu dopetniacza. Dodatkowo OMVs uruchamiaty silng odpowiedZz prozapalng w
wykorzystanych modelowych komérkach monocytarnych oraz nabtonkowych, cho¢ z réznym
natezeniem. Obecno$¢ w $rodowisku OMVs moze réwniez hamowaé fagocytoze
drobnoustrojow przez makrofagi, ostabiajgc odpowiedz gospodarza na zakazenie, co
czesciowo tlumaczy sie blokowaniem receptoréw typu PRR i FcR. Wyniki wykazaty réwniez
stymulacje degranulacji neutrofili w zakresie uwalniania silnie zapalnych mediatorow, jak
lipokalina zwigzana z Zelatynaza czy elastazg neutrofilowg (NE). Ten ostatni czynnik
powodowat proteolize biatek btony zewnetrznej zwigzanych z wirulencjg M. catarrhalis, jak
biatka zaangazowane w adhezje, o aktywnosci lipolitycznej oraz wychwyt Zzelaza z
transferryny, co jednak nie warunkowato $mierci drobnoustrojow, cho¢ uwrazliwiatlo oporne

szczepy na dziatanie ukfadu dopetniacza z surowicy.

Podsumowujagc, w pracy przedstawiono szereg nowych i istotnych informacji na temat
budowy i roli OMVs w patogenezie oraz odpowiedzi gospodarza na zakazenie bakteriami M.
catarrhalis, poszerzajgc wiedze na temat biologii tego gatunku. Wykazano, ze OMVs
stanowig rezerwuar znanych oraz nowych biatek immunogennych, podkreslajgc znaczenie
tych struktur w dalszych badaniach nad wirulencja i immunogennos$cia bakterii. Pecherzyki
btony zewnetrznej jako nosniki antygendéw bakteryjnych okazaty sie wptywac¢ na odpowiedz
ze strony gospodarza. W szerokim panelu doswiadczen dotyczgcych nieswoistej i swoistej
odpowiedzi ukiadu odpornosciowego, wykorzystujac kompleksowe podejscie badawcze
obejmujgce szeroki wachlarz metod i modeli badawczych (in vitro oraz in vivo), pokazano
modulujgce wiasciwosci OMVs. Wyniki potwierdzaja role pecherzykédw w wydzielaniu cytokin
prozapalnych przez komorki nabtonka i monocyty, aktywacji uktadu dopetniacza, stymulacji
neutrofili oraz hamowaniu fagocytozy, a takze uwrazliwianiu bakterii na dziatanie dopetniacza
na skutek proteolizy przez uwalniane enzymy. Zagadnienia nabieraja jeszcze wigkszego
znaczenia w przypadku infekcji drég oddechowych, szczegblnie w sytuacji obnizonej
odpornosci. Do dalszej weryfikacji pozostaje wyjasnienie znaczenia klinicznego uzyskanych

wynikow.

Umieszczone w rozprawie wyniki badan, ktére przedstawione sg w elegancki i przejrzysty
sposob na licznych rysunkach, potwierdzajg wyciggniete wnioski na temat budowy i sktadu
oraz roli pecherzykow btony zewnetrznej bakterii M. catarrhalis w modulowaniu odpowiedzi
ze strony organizmu na zakazenie. Nalezy podkresli¢, ze czes¢ eksperymentaina zostata
starannie zaplanowana, obejmujgc najwazniejsze aspekty odpowiedzi ukfadu

odpornosciowego, z uwzglednieniem réznorodnych, adekwatnych i nowoczesnych technik
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badawczych oraz niezbednych kontroli eksperymentalnych, a uzyskane wyniki zostaty
doktadnie przedyskutowane w kontekscie najnowszych doniesienn literaturowych,

potwierdzajac dobrg znajomosc¢ tematyki. Istotnym jest, Ze doktorantka wskazata takze nowe

kierunki badan wynikajace z uzyskanych wynikéw, co $wiadczy o potencjale na dalszy rozwdj

naukowy.

W trakcie oceny niniejszej rozprawy doktorskiej nasunety sie nastepujace pytania i
komentarze, ktére nalezy rozwazy¢ w przypadku kontynuacji badan.

1)

3)

W badaniach wykorzystano jako model badawczy linie komorkowe Iludzkiego
nabtonka (A549) i monocyty (THP1), ktére sg liniami nowotworowymi. Wycigganie
wnioskow na podstawie pojedynczej linii komorek, nie pozwala na stwierdzenie, ze
obserwowany efekt jest uniwersalny, a na taki wskazuje wniosek ze str. 134:
+...OMVs M. catarrhalis uruchamiajg silng odpowiedz prozapalng zaréwno z udziatem
leukocytow jak i komorek zaangazowanych w odpornos¢ bton sluzowych......
Pozadane jest wiec rozszerzenie badan z wykorzystaniem co najmniej 2 linii kazdego
rodzaju, najlepiej nienowotworowych lub w modelu in vivo. Krew obwodowa
ochotnikéw, z ktoérej izolowano neutrofile, jest takze stosowanym modelem i zrédiem
prawidtowych monocytéw oraz innych komérek.

Czy potwierdzono eksperymentalnie, ze wyizolowane z krwi ochotnikow PMNs to
populacja neutrofili? Dodatkowa charakterystyka, np. barwienie specyficznymi
markerami pozwolitaby rozwia¢ watpliwosci dotyczace rodzaju i homogennosci
uzyskanej frakcji komorek.

Na Ryc. IV-3a mozna zaobserwowac wiecej prazkow niz te zaznaczone, np. prazek
znajdujacy sie tuz nad prazkiem C i ponizej prazka F. Podobnie, na panelu ¢ mozna
zaobserwowac prgzek na wysokosci ~ 160 kDa, ktory takze zostat pominiety w opisie
wynikéw. Czy wiadomo, ze reprezentujg one artefakty, czy mozna przypuszczaé, ze
sg to nowe, biatka nieopisane w literaturze (panel a, barwienie Coomassie) oraz
wielkoczasteczkowe oligosacharydy (panel ¢, barwienie srebrem)? Podobne pytanie
nasuwa sie w przypadku Ryc. IV-17, gdzie na panelu a na membranie wybarwionej z
przeciwciatami anty-Mc6 mozna zaobserwowaé dodatkowe delikatne prazki na
wysokosci ~80 kDa i ~130 kDa, pominigte w opisie wynikow. Jaka jest
przypuszczalna natura obserwowanych prazkow, jesli w zelu poliakrylamidowym
wybarwionym na biatka nie sg one widoczne? Obecno$¢ dodatkowych antygenéw w
preparatach OMVs sugerowana jest takze przy opisie wynikow nt miana i avidnosci
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4)

5)

6)

7)

8)

przeciwciat anty-OMVs na Ryc. IV-14, str. 119, gdzie autorka stwierdza, ze
.poliwalentna antysurowica nakierowana wylgcznie na biatka btony zewnetrznej M.
catarrhalis zawiera przeciwciata o wiekszym powinowactwie w poréwnaniu do tych
rozpoznajacych oprocz  biatkowych réwniez inne  niebiatkowe antygeny

powierzchniowe”, w domysle obecne w preparacie wyizolowanych OMVs.

Do oceny specyficznosci reakcji przeciwciat anty-Mc6 w eksperymencie na Ryc. IV-
15b oraz IV-17a przydatne bylyby obrazy membran wybarwionych z pominieciem
pierwszorzedowych przeciwciat, czyli kontrola negatywna z przeciwciatami
drugorzedowymi.

Bezposrednie potwierdzenie zidentyfikowanego biatka na Ryc. IV-17b jako UspA2
mozna uzyska¢ w WB ze specyficznymi przeciwciatami anty-UspA2, czego w pracy
zabrakio.

Ochronna rola OMVs przed permeabilizacjg btony bakterii opisana w rozdziale 2.3.1
na str. 106 jedynie posrednio wskazuje na efekt wywotany kompleksem MAC.
Bezposrednie wykazanie udziatu biatek dopetniacza mozliwe byioby przez uzycie
inhibitoréw czynnikéw dopeiniacza lub przeciwciat neutralizujgcych.

Na Ryc. IV-9 przedstawiono wyniki asocjacji OMVs Mc6 z roznymi bakteriami. Jak
wyttumaczy¢ swoisto$¢ pecherzykow do adhezji jedynie z bakteriami tego samego
rodzaju?

Jaki jest powod obnizenia tempa wzrostu bakterii w obecnosci OMVs zaréwno
zasocjowanych jak i wolnych przedstawiony na Ryc. IV-10ci d?

Praca napisana jest poprawnym stylem i jezykiem typowym dla dyscypliny, chociaz pojawity
si¢ nieliczne pomytki lingwistyczne, dlatego mozna sie zastanowi¢ nad ich uwzglednieniem w

przysztych opracowaniach wynikéw. Warto takze rozwazy¢ stosowanie terminologii, ktéra

istnieje w jezyku polskim, zamiast stosowac spolszczenia nazw angielskich lub sloganow

jezykowych, np. prewalencja, klirens, dyskryminacja zapalenia (rozréznienie), al., komorki

epitelialne, spoty (plamki), pula (mieszanina). Przedstawione uwagi nie wplywajg jednak na

bardzo wysoka koricowa ocene merytoryczng rozprawy.

Podsumowanie

W mojej ocenie, przedstawiona rozprawa doktorska Pani mgr Justyny Roszkowiak

zawierajgca wyniki przeprowadzonych badan stanowi wazny wkiad w poszerzenie wiedzy na
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temat biologii bakterii z gatunku M. catarrhalis. Dostarcza ona nowych informacji na temat
antygenowego sktadu wydzielanych pecherzykéw blony zewnetrznej (OMVs) oraz ich roli w
oddziatywaniu z mikroorganizmami wspétzasiedlajacymi drogi oddechowe. W pracy opisano
takze role pecherzykéow w kontekscie odpowiedzi gospodarza na zakazenia bakteriami M.
catarralis, czesto towarzyszace pacjentom z POChP, zapaleniem ucha $rodkowego i zatok
oraz astma oskrzelowa. Wyniki stanowig podstawe do dalszych badan nad uniwersalnym
znaczeniem obserwacji oraz ich wykorzystaniem w praktyce.

Poza tym, na uwage zastuguje bieglos¢ doktorantki w wykorzystaniu roznorodnych i
zaawansowanych metod oraz modeli badawczych z zakresu mikrobiologii, immunochemii i
proteomiki, co pozwoli w przysztosci na kompleksowe prowadzenie samodzielnych badan w
obszarze biologii bakterii czy immunologii. Podkreslenia wymaga fakt, ze cze$¢ badan
zostata przeprowadzona w ramach wspétpracy z prof. Miguelem Valvano, Queen's Belfast
University, podczas odbytego stazu naukowego, co réwniez s$wiadczy o otwartosci na
poszukiwanie mozliwosci rozwiazywania probleméw badawczych poza jednostka
macierzystg. Czesciowo, wyniki zawarte w rozprawie doktorskiej zostaty juz opublikowane w
prestizowych, recenzowanych czasopismach (Mediators of Inflammation, International
Journal of Molecular Sciences, Scientific Reports), w ktérych doktorantka jest wspétautorem,
potwierdzajac ich warto$¢ merytoryczna.

Majac na uwadze rzetelno$¢ przeprowadzonych badan oraz ich prezentacje, oceniam
przedstawiong rozprawe doktorska Pani mgr Justyny Roszkowiak bardzo wysoko. Praca
spetnia wszystkie kryteria okreslane w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U.
Nr 65, p0z.595, z pdzn. zm.). Przedkiadam niniejszym Wysokiej Radzie Dyscypliny Naukowej
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego wniosek o dopuszczenie Pani_mar Justvny

Roszkowiak do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz rekomendacie do podijecia

uchwaty o réznienie stosowna nagroda rozpra doktorskiei pt. .Pecherzyki bfon

zewnetrznej Moraxella catarrhalis jako czynniki wirulenciji i immunomodulaciji”.

M:SW L .M»invaum

dr hab. Magdalena Staniszewska prof. KUL

ul.Konstantyndw 1F | 20-708 Lublin | tel. +48 81 445 46 01 | inoz@kul.pl | www.kul.pL



