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Legioneloza jest chorobg stanowiacg istotny problem zdrowotny w Polsce. Uwazana
czgsto za chorobg zwigzang z podrézami do krajow $rodziemnomorskich i przebywaniem w
klimatyzowanych pomieszczeniach pozostaje nierozpoznana i pomijana w trakcie leczenia
atypowych zapalen ptuc w Polsce. W 2023 r. w Rzeszowie zanotowano najwieksze ognisko
legionelozy w Polsce. Obejmowato ono 164 przypadki potwierdzone oraz 1 prawdopodobny.
Retrospektywne epidemiologiczne badania prowadzone przez Panstwowg Inspekcje Sanitarng
w Rzeszowie wykazaly dodatkowo 129 przypadkow zapalenia ptuc, ktore jednak nie zostaty
zdiagnozowane poniewaz placowki opieki medycznej nie dysponowaly odpowiednimi testami
diagnostycznymi. Wystgpienie duzego ogniska legionelozowego zapalenia phuc nabytego w
srodowisku zycia (tzw. Community-acquired Legionnaires disease, CALD) w Polsce
spowodowalo wigksze zainteresowanie pateczkami Legionella sp. i prawdopodobnie wieksza
dostgpnos¢ testow — w pierwszych 4 miesigcach 2024 r. zgloszono 3-krotnie wiecej
przepadkoéw choroby legionistow niz w 2023 r. Bakterie Legionella pneumophila stanowia
naturalny sktadnik biofilmu wystepujacego w warunkach naturalnych oraz w $rodowisku
sztucznym np. w instalacji wody cieplej. Legionelozowe zapalenie pluc stanowi stan
zagrazajacy zdrowiu i zyciu chorego, szczegélnie wsrod osdb z grup ryzyka, natomiast w
przebiegu pozaplucnej postaci legionelozy, jaka jest gorgczka Pontiac, obserwuje sie
samowyleczenie i krotki okres choroby. Roznice w przebiegu legionelozy sa spowodowane
stanem ukladu immunologicznego osoby narazonej na zakazenie, czasem ekspozycji oraz
wlasciwosciami zjadliwosci drobnoustroju.

Rozprawa doktorska Pani mgr Bozeny Kowalczyk wpisuje sie¢ w ten wazny i aktualny
temat badawczy, jakim jest poszukiwanie czynnikéw odpowiedzialnych za zwickszong
zjadliwo$¢ bakterii Legionella pneumophila sg 1.

W badaniach Doktorantka skupila si¢ na strukturze czynnikow powierzchniowych
bakterii L.pneumophila sg 1 i ich wplywie na wybrane wiasciwosci wirulentne takie jak
adhezja, wnikanie i namnazanie si¢ bakterii wewnatrz komorek czlowieka i ameb. Wybrata 2
dzikie szczepy bakterii L.pneumophila sg 1. Badania prowadzita z wykorzystaniem szczepow
dzikich oraz udost¢pnionych/otrzymanych mutantéw w obszarach zwigzanych z procesem
tworzenia LPS i jego strukturg, a takze z wykorzystaniem tzw. szczepéw komplementacyjnych.

Rozprawa doktorska przedstawiona jest w formie tradycyjnej — wszystkie materialy
zebrano w pisemnym opracowaniu. Rozprawa doktorska liczy 161 stron druku, a jej uklad jest
typowy. Napisana jest w przystepny sposob, a jej logiczny uktad utatwia czytelnikowi §ledzenie
realizacji celow postawionych w pracy oraz analize¢ uzyskanych wynikow. Do rozprawy
dotgczono takze Aneks sktadajgcy sie z wymaganych zgdd do prowadzenia badan z genetycznie
modyfikowanymi drobnoustrojami, opublikowane wyniki w postaci publikacji (Doktorantka
jest pierwszym autorem), naukowe curriculum vitae Doktorantki itp. Pomocny jest takze
zalaczony na poczatku rozprawy wykaz Skrotow stosowanych w pracy.
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W obszernym, 33-stronnicowym Wstepie do rozprawy Doktorantka przedstawia
aktualna wiedze dotyczaca zagadnien Scisle zwigzanych z tematyka pracy: (I) przedstawia
struktury powierzchniowe L.pneumophila, ze szczegétowym omowieniem budowy 1
wlasciwosci lipopolisacharydu (LPS) i fosfolipidow; (II) przedstawia genetyczne podstawy
biosyntezy poszczegolnych czesci sktadowych LPS L.pneumophila; (11I) prezentuje schemat
klasyfikacji serologicznej L.pneumophila i porusza znaczenie LPS i fosfolipidow w procesach
interakcji L.pneumophila z komoérkami ameb i czlowieka; (IV) krotko omawia
chorobotwoérczosé bakterii Legionella sp. Ponadto omawia proces biosyntezy LPS na
przyktadzie Escherichia coli, zapewne jako najlepiej opisanego procesu biosyntezy LPS
pateczek Gram-ujemnych. Jest to jednak domniemanie Recenzenta i bardzo prosz¢ o komentarz
Doktorantki w tej sprawie. W opisie klasyfikacji serologicznej nalezy rozr6zni¢ Panel Dresden
czyli panel monoprzeciwcial stuzacy do klasyfikacji bakterii L.pneumophila na podstawie
wlasciwoscei antygenowych od metody, ktéra jest wykonywane to badanie. Metodg tg jest np.
test mikroaglutynacji (MAT).

Wstep stanowi dobre teoretyczne wprowadzenie do struktury i biosyntezy LPS bakterii
L.pneumophila sg 1 i uzasadnienie wyboru zakresu badan w ramach rozprawy doktorskiej.
Zdaniem Recenzenta, zabraklo szerszego oméwienia w jaki sposob pateczki Legionella sp.
moduluja wrodzong odpowiedZz immunologiczng czlowieka, tak aby uzasadni¢ wybdr
badanych cytokin. Bardzo prosz¢ Doktorantke o uzasadnienie wyboru badanych cytokin.

Doktorantka postawila hipoteze robocza, zakladajaca, ze specyficzne determinanty
struktur powierzchniowych L.pneumophila sg 1, warunkuja zdolnos¢ do adhezji i
wewnatrzkomorkowego namnazania si¢ w komorkach eukariotycznego gospodarza i modulujg
wrodzong odpowiedZ immunologiczng.

Doktorantka postawila 5 gléwnych celow badawczych (zdaniem Recenzenta 4) w
prezentowanej rozprawie doktorskiej:

(/1) Analize strukturalng LPS i lipidow L.pneumophila sg 1 — wybranych do badan

szczepdw dzikich 1 mutantow;

(1) Badanie biofizycznych oddziatlywan migdzy komoérkami badanych szczepdw i

mutantéw a komérkami gospodarza (badania z wykorzystaniem linii THP-1 oraz ameb

A.castellanii)

(IV) Badanie zdolnosci do adhezji i wewngtrzkomoérkowego namnazania si¢ badanych

szczepow i mutantéw w komorkach A.castellanii, makrofagach linii THP-1 i

komérkach nablonkowych linii A549 i BEAS-2B

(V) okreslenie zdolnosci komorek szczepoéw dzikich i mutantow oraz wyizolowanych z

nich LPS — do indukcji wybranych cytokin (IL-6, TNF-a, INF-y) w makrofagach linii

THP-1.

Postawione cele odpowiadaja zakresowi tytulu rozprawy doktorskiej tj. “Rola sktadnikow
powierzchniowych w zwigkszonej wirulencji szczepow Legionella pneumophila serogrupa 1”.

Cze$¢ eksperymentalna rozprawy doktorskiej zostala wykonana prawidtowo.
Eksperymenty zostaly zaplanowane logicznie z jasno postawionym celem. Doktorantka
prowadzita badania na dwoch szczepach dzikich L.pneumophila sg 1 (Heysham-1 i szczep
130b,), dwoch mutantach defektywnych w syntezie LPS ( odpowiednio T6-K13 i 16D12) oraz
2 szczepoéw komplementacyjnych (T24-K6-1 i pJBBORFS).

W rozdziale nr 3. Materialy i Metody, przedstawiono pochodzenie mutantow
defektywnych oraz szczepéw komplementacyjnych natomiast zabrakto danych lub sa niejasne
nt. pochodzenia szczepoéw dzikich i ameb A.castellanii. Bardzo proszg¢ Doktorantke o
uzupelnienie tych danych.



W rozdziale nr 3 Materiaty i Metody Doktorantka przedstawia szczegétowo stosowane podtoza,
metodyke wykorzystang w badaniach, zastosowane techniki. Ze wzgledu na wielo$é
zastosowanych technik i metod biologicznych, biofizycznych, chemicznych rozdziat ten miesci
sie na 21 stronach.

W recenzowanej pracy doktorskiej zastosowano caly szereg metod zaréwno

dotyczacych:

(1) hodowli bakterii, ameb, komérek linii komérkowych

(2) metod uzyskania 1 charakterystyki poszczegdlnych sktadowych struktur
powierzchniowych (delipidacja masy bakteryjnej, izolacja LPS, izolacja kwasow
thuszczowych lub  weglowodanow z preparatow LPS, wysokosprawna
chromatografia cieczowa sprzgzona ze spektrometrig mas, elektroforeza SDS-Page,
barwienia azotanem srebra, elektrodializa LPS, chromatografia gazowo-cieczowa
sprzgzona ze spektrometrig mas, rozdziat LPS na kolumnie G50)

(3) metod biologicznych: test adhezji, infekcji L.pneumophila do komérek ameb i
makrofagéw, komorek nablonkowych; test inwazji L.pneumophila do komorek
ameb 1 makrofagébw; badanie poziomu cytokin prozapalnym w plynie
pohodowlanym linii makrofagéw THP-1 stymulowanych badanymi szczepami
L.pneumophila i indukowanych LPS wyizolowanym z tych szczepdw; oznaczanie
TNF-a, IL-6, IFN-y.

(4) statystycznych (szereg testow, w tym test ANOV A, test post hoc Tukey’a, test
t- Studenta).

Wszystkie stosowane metody i techniki zostaly wyczerpujace opisane, z wyjatkiem
zastosowanych kontroli, szczegdlnie ujemnych. Wyniki kontroli prezentowane sg w rozdziale
IV Wyniki na wielu rycinach czy w tabelach (np. tab.6, Ryc.47), ale brak jest opisu ich
przygotowania, sktadu itp. Bardzo prosz¢ Doktorantke o uzupetnienie tych danych w trakcie
prezentacji lub w odpowiedzi na uwagi.

Mimo tych niedociagnig¢, nalezy stwierdzi¢, ze stosowanie bardzo rozmaitych, poprawnie
dobranych metod $wiadczy o dobrym opanowaniu warsztatu badawczego i umiejetnosci jego
wykorzystania przez Doktorantke. Bardzo prosz¢ Doktorantke o potwierdzenie, ze wszystkie
przedstawione badania np. metodami biofizycznymi np. FLIM, prowadzone byly przez Nia
osobiscie lub przy Jej udziale.

Rozdzial IV Wyniki Badan - uzyskane w pracy wyniki Doktorantka przedstawila w 4 tabelach
(jedna w aneksie) i na 41 rycinach. Generalnie wszystkie tabele, ryciny zawarte w pracy sa
czytelne oraz pomocne w interpretacji uzyskanych przez Doktorantke wynikow, jednak zawsze
warto wyréznia¢ opisywane elementy np. zaznaczy¢ prazek stanowiacy o réznicach pomiedzy
badanymi szczepami na rycinie prezentujacej rozdziat elektroforetyczny SDS-PAGE LPS lub
widma '"H NMR (warto o tym pomysleé¢ przygotowujac prezentacje). Warto takze zwracaé
uwage na rozng skale w prezentowanych wynikach (np. Ryc.37).

Kolejna uwaga to przygotowanie tabeli (lub prezentacja w inny sposob)
podsumowujacej uzyskane gléwne wyniki w danej czgsci np. gléwne wyniki analizy
chemicznej wskazujace na réznice w profilach sktadu LPS, lipidéw czy glicerydéw badanych
szczepow dzikich i mutantow defektywnych; czy tez stwierdzone gtéwne réznice w badaniach
biofizycznych i biologicznych. Takie tabele lub jedno podsumowanie wszystkich gtéwnych
wynikéw byltoby bardzo przydatne, takze przy formutowaniu wnioskow.

Analiza uzyskanych wynikéw oraz ich dyskusja na 13 stronach rozprawy doktorskiej
(rozdziat V Dyskusja), polgczona ze wskazaniem uzyskanych przez innych badaczy rezultatow,
zostata przeprowadzona w sposéb poprawny, z analiza dostepnego pismiennictwa przedmiotu.
Zacytowane pismiennictwo jest aktualne, obszerne i obejmuje 233 pozycie.



W rozdziale nr VI. Podsumowanie i Wnioski, Doktorantka w bardzo skrétowy sposob
dokonata podsumowania pracy i sformutowata 6 wnioskow. W moj ej ocenie sg one niepelne i
w czesci stanowig raczej gléwne wyniki (wniosek nr 1, 2, 5). Brakujgce elementy wnioskow
mozna znalezé w rozdziale V. Dyskusja. Bardzo prosz¢ Doktorantke aby uzupelnita i
przedstawila na obronie pracy doktorskiej pelne wnioski, szczegblnie w nawigzaniu do tytutu
rozprawy doktorskie;j.

W rozprawie doktorskiej, Pani mgr Bozena Kowalczyk, w wyniku wykonanych
cksperymentéw i przeprowadzonej analizy, uzyskata szereg interesujacych wynikow.
7a najcenniejsze elementy rozprawy doktorskiej uwazam:

1. opracowanie modelu badawczego umozliwiajacego analizg wplywu poszczegdlnych
modyfikacji struktur powierzchniowych L.pneumophila sg 1 na proces interakcji
miedzy bakteriami a komorkami gospodarza;

2. identyfikacje obszaréw genomu odpowiedzialnych za modyfikacje struktury LPS
L.pneumophila sg 1;

3. powiagzanie okreslonych modyfikacji w strukturze LPS L.pneumophila sg 1 ze
zmianami biofizycznych interakcji migdzy bakterig a komorka gospodarza;

4. potwierdzenie wynikéw innego zespotu badawczego, wskazujgcych na istnienie
roznych mechanizméw przylaczania si¢ L.pneumophila sg 1 do réznych komorek
eukariotycznych - co moze mie¢ istotne znaczenie W leczeniu/zapobieganiu
zakazeniom;

5. bardzo waznym aspektem pracy byto badanie wptywu modyfikacji w strukturze LPS na
wlasciwosei biologiczne badanych szczepdw, szczegllnie na indukcje/stymulacje
wytwarzania wybranych cytokin.

W moijei opinii, uzyskane wyniki stanowia wstep do kolejnych, bardzo interesujacych

badan nad mechanizmami zjadliwosci Legionella sp., procesami modulacji odpowiedzi

immunologicznei w wyniku zakazenia a takze by¢ moze — opracowania lekéw skutecznych

w leczeniu/zapobieganiu legionelozie (o czym wspominata Doktorantka).

Bardzo prosze Doktorantke o komentarze i odpowiedzi na wczeséniej zadane pytania w tej
recenzji rozprawy doktorskiej.

Ponadto rozprawa doktorska zawiera liczne drobne uchybienia, literowki, okreslenia
Zargonowe.

Przedstawione powyzej uwagi dotyczace wszystkich rozdzialow nie umniejszajg
zasadniczej zawartosci merytorycznej pracy, ktorg oceniam bardzo pozytywnie.

Whiosek:

W oparciu 0 powyzsza recenzj¢, stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska Pani mgr
Bozeny Kowalczyk pt. “Rola skladnikéw powierzchniowych w zwigkszonej wirulencji
szezepow Legionella pneumophila serogrupa 17 spetnia wymogi stawiane rozprawie na stopief
doktora zgodnie z Ustawa z dnia 3 lipca 2018 r. oraz wnoszg do Rady Naukowej Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr
Bozeny Kowalczyk do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie
nauk nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.

7 uwagi na wysoka warto$é prezentowanej rozprawy wnosze o jej wyrdznienie.

Warszawa, dnia 11.06.2024 r.




