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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Bozeny Kowalczyk pt. ,,Rola sktadnikéw powierzchniowych w
zwiekszonej wirulencji szczepow Legionella pneumophila serogroupa 1” wykonanej pod
kierunkiem dr hab. Marty Palusinskiej-Szysz, prof. UMCS

Praca dotyczy badan nad wirulencjg szczepdw Legionella pneumophila, waznego
patogenu cztowieka, wywolujacego legionelloze. Przedmiotem badan w tej pracy jest obok
lipidow lipopolisacharyd (LPS), jedna z najwazniejszych struktur powierzchniowych tych
bakterii. Biorgc pod uwage wewnatrzkomorkowy charakter zakazen wywotywanych przez
szczepy Legionella i zrdédlo epidemii, takich jak na przyklad w Polsce w 2023 roku,
wywolywanych przez te bakterie, choroba legionistéw jest waznym problemem medycznym.
Dlatego badania nad tym patogenem majg istotne znaczenie biomedyczne, a wyniki moga
znalez¢ wykorzystanie praktyczne w opracowywaniu nowych podej$¢ terapeutycznych. Stad
podjety temat pracy doktorskiej jest wazny i wychodzi naprzeciw aktualnych potrzeb medycyny.
Tematyka tych badaf wywodzi sie z dorobku Instytutu Nauk Biologicznych na Uniwersytecie
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, jest efektem bogatego dorobku zespolu w tej dziedzinie.
Badania procesow zakazania komoérek gospodarza przez patogeny wewnatrzkomorkowe i
mechanizméw odporno$ciowych mieszczg si¢ w najwazniejszych trendach swiatowych w
biochemii i medycynie. Badaniami objeto dwa szczepy kliniczne i po dwie pary mutantow w
syntezie LPS, aby sprawdzi¢ wpltyw zmian w budowie LPS na proces infekcji komorkowe;.
Praca ma uklad typowy dla rozpraw doktorskich, jest podzielona na rozdziaty, na poczatku
umieszczono streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow, wstep, nastepnie cel
pracy, spis materialow, cze$é metodyczng, wyniki i dyskusje z podsumowaniem i wnioskami
oraz spis piSmiennictwa. Aneks zawiera zgody na uzycie mikroorganizméw genetycznie
zmodyfikowanych, dodatkowsg tabele¢ z wynikami analiz sktadu lipidowego dwoch mutantow
oraz pelny tekst publikacji z Int. J. Mol. Sci. i spis dorobku Kandydatki. Praca zawiera 199 stron

maszynopisu wraz z 50 rysunkami i 6 tabelami, cytowanymi 233 pozycjami piSmiennictwa. We



wstepie do rozprawy autorka podaje charakterystykc; bakterii z rodzaju Legionella, ich
chorobotwdrczodé, budowe struktur powierzchniowych, lipopolisacharydu z omdwieniem
poszczegolnych jego czesci, nastepnie biosynteze tych regiondw na przyktadzie dobrze poznanej
u E. coli, by przej$¢é do oméwienia genetycznych podstaw biosyntezy tych regionow LPS u
Legionella. Dalej opisuje fosfolipidy Legionella, biosyntezg fosfatydylocholiny i role lipidow L.
pneumophila w oddziatywaniach z komodrkg gospodarza. Osobny rozdziat poswigca klasyfikacji
serologicznej szczepow L. pneumophila sg 1. Wstgp podsumowuje opisem biologicznego
znaczenia LPS i fosfolipidéw L. pneumophila. Celem badan byla identyfikacja struktur $ciany
komoérkowej, ktore sg odpowiedzialne za zwiekszong wirulencje szczepow L. pneumophila sg 1,
poprzez analize strukturalng skladnikéw powierzchniowych $ciany komoérkowej, badania
oddziatywan z komdrkami gospodarza i wewngtrzkomoérkowego namnazania szczepow bakterii
dzikich i mutantow.

W czesci dotyczacej Materialow i Metod autorka opisuje uzyte szczepy bakteryjne, dwa
kliniczne wyjsciowe, po dwa mutanty z defektem w strukturze LPS i dwa szczepy
komplementacyjne odpowiednio wzgledem mutacji. Nastgpnie opisuje podtoza hodowlane i
warunki hodowli bakterii, ameb i komorek ludzkich, takze delipidacji masy bakteryjnej i
otrzymywania LPS. Dalej przybliza metody biochemiczne jak elektroforez¢ SDS-PAGE,
analizy instrumentalne UHPLC-MS/MS, GLC-MS, NMR, elektrodialize LPS, izolacj¢ i analizg
kwasoéw tluszczowych, cukréw, frakcjonowanie materiatu cukrowego. W dalszej czgsci
opisano metode mikroskopii FLIM do badania oddziatywan migdzyczastekowych, testy
adhezji, infekcji i inwazyjnosci komorek bakteryjnych do ameb, makrofagéw i nabtonka,
badania indukcji cytokin TNF-a, IL-6 i [FN-y. Na konficu podano metody analiz statystycznych.
Metody sg dobrze opisane, opatrzone fotografia morfologii kolonii, tabelami z podaniem
wydajnosci preparacji LPS i polisacharydu, przez co rozdziat jest klarownym wywodem.

Pierwsze doswiadczenia pozwolily wykaza¢ metodg elektroforezy w zelu, ze mutanty sg
defektywne w strukturze LPS, podczas gdy komplementanty sg podobne do dzikich szczepow,
co potwierdzily analizy skladow kwasow tluszczowych i widm NMR domen
polisacharydowych. Nastepnie autorka wykazata przez pomiar emisji fluorescencji barwnika
oddziatujgcego z powierzchnig komorki, ze mutanty majg bardziej hydrofilowg powierzchnig
niz ich szczepy dzikie, co jest zgodne z wynikami analiz NMR ze nastgpita u mutantéw utrata
grup O-acetylowych i N-metylowych. Analizy oddzialywan komorek L. pneumophila z
komorkami ameb i linii THP-1 wskazaly na silniejsze oddzialywania z bakteriami szczepdw

dzikich i komplementata niz mutantéw, chociaz szczepy 130b i 16D12 nie oddziatywatly z



komérkami THP-1. Obrazy adhezji do komoérek THP-1 i ameb szczepéw dzikich 1
komplementantéw byly podobne, podczas gdy komoérki mutantéw wykazywaly zroznicowanie
wiasciwosci adhezyjnych, stabsze do makrofagéw i podwyzszone do ameb, co sugerowato
znaczenie grup O-acetylowych w adhezji do makrofagéow. Interesujgca byla wysoka
adhezyjno$¢ mutantéw do komérek nabtonkowych. Badania infekcyjnosci wykazaly, ze jeden z
mutantéw wyraznie lepiej namnazat si¢ w komorkach ameb, makrofagéw i nabtonkowych niz
szczep dziki. Jednak inwazyjno$¢ mutantéw nie byta jednoznacznie wyzsza w warunkach testu.
Odnos$nie indukcji badanych cytokin, komorki szczepéw dzikich i mutantéw byly stabymi
induktorami, natomiast LPS indukowal w THP-1 w sposéb dawkozalezny TNF-a i znacznie
nizszy poziom IL-6. Mutant szczepu dzikiego 130b nie stymulowat wytwarzania cytokiny
TNF-a, co moze oznaczaé, ze obecno$é grup O-acetylowych czesci rdzeniowej wptywa na
produkcje TNF-o przez komorki makrofagowe linii THP-1. Wyniki maja warto$¢ podstawowa,
referencyjng w zakresie poznawania mechanizméw patogenezy zakazen Legionella
prneumophila, co moze mie¢ znaczenie przy konstruowaniu szczepionki przeciwko tym
patogenom.

Dyskusja jest przeprowadzona bardzo dobrze, poszczegélne doswiadczenia sg
omoéwione krytycznie, autorka umiejetnie podsumowuje uzyskane wyniki, w odniesieniu do
pi$miennictwa. Interesujgce dane uzyskano odno$nie zawartosci ceramidéw, gdyz mutant
syntezowat dwa razy wiecej ceramidow Cer(t34:0) i Cer(t38:0) niz szczep dziki. W odniesieniu
do problemu wewngtrzkomorkowego namnazania bakterii Legionella pneumophila chciatbym
zapyta¢ doktorantke na temat dostepnych danych o odmiennosci powierzchni komorki
bakteryjnej wewngtrz komorki gospodarza od jej powierzchni poza komérka gospodarza, gdyz
w przypadku Salmonella da si¢ zaobserwowal takie zjawisko. Wyniki zostaly czgsciowo
opublikowane, w rozprawie dodano blisko 70% rusunkéw, wkiad poszczegdlnych
wspdtautoréw w publikacji jest wyszczegdlniony, $wiadczacy o dominujacej roli doktorantki w
powstanie publikacji, w sumie rozprawa jest bezsprzecznie autorskim dokonaniem doktorantki,
interdyscyplinarnym podej$ciem do rozwigzania postawionego zadania.

Odnosnie uwag krytycznych dotyczg one strony redakcyjnej i to w niewielu punktach.
Na str. 55 jest 2 N KOH, potem 2M KOH, chodzi o ujednolicenie zapisu, tutaj 2M, podobnie
...Erlenmayera, a dalej Petriego, na str. 59 podano ze probki zawieszono w 1 ml mieszaniny B
zawierajace] 10% chloroformu... trudno znalezé sktad tej mieszaniny. Na str. 64 mowa o
estrach metylowych kwaséw tluszczowych przeksztatlcanych w pochodne trimetylosililowe, a

dalej jest informacja, ze kwasy tluszczowe analizowano w formie estréw metylowych, prosze o



wyjasnienie czy obie formy byty analizowane w GLC/MS (raczej nie GC/MS). U dotu tej str.
sa wymiary kolumny, czy chodzi o 30 mm czy 30 m jej dlugosci?. Punkt 3.13 dotyczy racze;
rozdziatu materialu weglowodanowego, a nie catego LPS na kolumnie Sephadex G-50, szkoda
ze nie pokazano obrazu rozdzialu na frakcj¢ wysoko i niskoczgsteczkowa. Na str. 84 powinno
byé odpowiednio ...tabel 14 i 15. Na Rycinie 46 nie sg jasne podpisy dla B) i C). Na str. 131 i
w tekscie lepiej nazywaé GAG jako glikozaminoglikany dla szerszej grupy zwigzkow.
Odnosnie terminologii uzyto okreslenia raczej zargonowego ...szczepéw legionell...(czy tez
salmonell?). Podsumowujac, nalezy podkresli¢ ze nie mam uwag krytycznych do pracy o duzej
wartos$ci, dobrze zaplanowanej i wykonanej. Wyniki przedstawiaja cenne dane, ktdre stanowig
podstawe do dalszych badan. Praca jest oryginalnym wkladem w zakresie nauki podstawowej o
potencjalnym znaczeniu praktycznym na polu biomedycznym, przyczynia si¢ do poszerzenia
wiedzy o udziale gléwnych struktur powierzchniowych Legionella w infekcyjnosci komorek
ludzkich. Autorka wykazata si¢ znajomoscig wiasciwie wykorzystanego pi§miennictwa.
Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Bozeny Kowalczyk zawiera oryginalny materiat
doswiadczalny i spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 roku poz. 742). Wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o przyjecie tej

pracy doktorskiej i dopuszczenie mgr Bozeny Kowalczyk do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.



