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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Bozeny Kowalczyk
pt. ,,Rola sktadnikéw powierzchniowych w zwiekszonej wirulencji szczepow

Legionella pneumophila serogrupa 1”

Mgr Bozena Kowalczyk jest doktorantkg Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i
Przyrodniczych na Wydziale Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej
w Lublinie. Rozprawe doktorska wykonata w Katedrze Genetyki i Mikrobiologii w Instytucie
Nauk Biologicznych pod opiekg dr hab. Marty Palusinskiej-Szysz, prof. UMCS. Praca byta
realizowana w ramach projektu pt. ,Bakteryjne determinanty wirulencji szczepéw Legionalla
pneumophila sg.1” kierowanego przez Promotor doktoratu na Wydziale Biologii i
Biotechnologii UMCS w Lublinie w Instytucie Nauk Biologicznych, finansowanego z funduszy

NCN.

Obiektem badan mgr B. Kowalczyk byty bakterie Legionella pneumophila serogrupy 1.
Pateczki te sg zdolne do namnazania sie w komodrkach wolnozyjacych pierwotniakéw,
nalezacych do gromady Ameobozoa. S tez zdolne do wzrostu w biofilmach, takie
wielogatunkowych oraz do przezycia w $rodowisku wodnym, z reguty o charakterze
oligotroficznym. Stanowig zagrozenie, gdyz mogg pojawiac sie w systemach wodociggowych,
skad w formie aerozolu mogg rozprzestrzeniac sie, powodujgc infekcje u ludzi, zwtaszcza u
0s6b starszych i u 0séb z obnizong odpornoscig immunologiczng. W Polsce w ubiegtym roku

przekonalismy sie o tym, jak te patogeny s3 grozne, spowodowaty bowiem zakazenia u ludzi



w kilku miejscowosciach, z Rzeszowem i okolicami, gdzie zanotowano najwiekszg liczbe
zakazen. Zakazenia L. pneumophila przybierajg dwie postacie kliniczne: chorobe legionistéw,
ktora pierwotnie zostata opisana w USA i data nazwe schorzeniu oraz samoograniczajacy sie
infekcje grypopodobng, zwanga goraczkg Pontiac. Pierwsza z wymienionych choréb stanowi
ciezkie zapalenie ptuc, szczegdlnie u 0sdb jak juz wspomniatem starszych, z ostabiong funkcjg
uktadu odpornosciowego, poddanych immunosupresji, czy z chorobami wspétistniejgcymi.
Gorgczka Pontiac to tagodniejsza postac infekcji, z wieloma objawami, ale bez zapalenia ptuci
koniecznosci specjalistycznego leczenia. Sposréd 72 zidentyfikowanych gatunkéw rodzaju
Legionella, L pneumophila jest najczestszg przyczyng choroby legionistéw (90 % zakazen), a
wsréd nich 80% wywotujg szczepy L. pneumophila zaliczane do serogrupy 1. Dlatego tez
zainteresowanie sie¢ przez Doktorantke powierzchniowymi sktadnikami tych bakterii nalezy
uzna¢ z w petni zasadne, tym bardziej, iz udziat lipidowych elementéw powierzchniowych
komorek L. pneumophila tj. lipopolisacharydu (LPS) i fosfolipiddw w patogenezie zakazer tymi

pateczkami nie jest dobrze poznany.

Mgr B. Kowalczyk zatozyta, iz sktadniki powierzchniowe L. pneumophila sgl moga
warunkowa¢ zdolno$¢ do adhezji i wewngtrzkomdrkowego namnazania sie bakterii w
komédrkach gospodarza oraz moga modulowaé¢ odpowiedZz immunologiczng w trakcie
zakazenia. Cele szczeg6towe pracy powigzane z tg hipoteza badawcza objety: analize struktury
chemicznej LPS 2 szczepdw dzikich L. pneumophila sgl oraz mutantéw; ustalenie struktury
lipidow wyizolowanych ze szczepdw dzikich i mutantéw; badania biofizyczne oddziatywan
pomiedzy bakteriami szczepéw dzikich i mutantow i makrofagami linii THP-1 oraz komdrkami
Acanthamoeba castellanii; badania zdolnosci do adhezji i wewnatrzkomérkowego
namnazania sie szczepdw dzikich i mutantéw w komérkach A. castellanii i w makrofagach linii
THP-1 oraz komodrkach nabtonkowych linii A549 (komérki nabtonka pecherzykéw ptuc
cztowieka, pochodzacych z gruczolaka ptuc) i BEAS-2B (linia komérek nabtonka oskrzeli
cztowieka); okreslenie zdolnosci komérek szczepéw dzikich i mutantéw, a takze
wyizolowanych z tych szczepéw lipopolisacharydéw, do indukcji cytokin w makrofagach linii
THP-1. Doktorantka wskazata, iz wyniki jej badan tj. ustalenie markeréw sciany komérkowej
majacych udziat w determinacji wirulencji bakterii, moga by¢é pomocne w zrozumieniu

mechanizmdéw pobierania bakterii, ich wewnatrzkomérkowg proliferacje oraz odpowiedz



gospodarza, a w konsekwencji przyczyni¢ sie do opracowania nowych lekéw i skutecznych

schematéw leczenia choroby legionistow.

Oceniana rozprawa doktorska mgr B. Kowalczyk ma uktad typowy dla
eksperymentalnych prac doktorskich i sktada sie z nastepujacych rozdziatéw Wstepu, Hipotezy
i Celu pracy, Materiatéw i Metod, Wynikéw Badan, Dyskusji, Podsumowania i Wnioskow,
Bibliografii i Aneksu. Rozdziaty te uzupetniajg Streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz

Wykaz skrétow stosowanych w pracy.

We Wstepie Doktorantka scharakteryzowata bakterie z rodzaju Legionella,
przedstawita schorzenia, ktére sg nastepstwem zakazenia tymi pateczkami oraz najwazniejsze
czynniki warunkujgce infekcje. Duzg czes¢ Wstepu poswiecita budowie sktadnikéw
powierzchniowych bakterii L. pneumophila. Omdwita trzy regiony LPS: cze$¢ O-swoistg, region
rdzeniowy oraz lipid A, z jego zréznicowanym profilem kwaséw ttuszczowych, stanowigcym
kryterium wykorzystywane w taksonomii bakterii z rodzaju Legionella. Kolejny rozdziat
Wstepu mgr B. Kowalczyk poswiecita biosyntezie LPS, co omowita na przyktadzie pateczek
Escherichia coli. To omoéwienie byto punktem wyjscia do przedstawienia zespotu gendéw L.
pneumphila kodujgcych enzymy zaangazowane w biosynteze LPS tych bakterii. W tym miejscu
chciatbym zapytaé¢ Doktorantke, czy biosynteza LPS L. pneumophila jest w takim samym
stopniu poznana jak u E. coli, tzn. czy wyizolowano i ustalono struktury chemiczne produktéw
posrednich tego procesu. Mgr B. Kowalczyk opisata takze zréznicowanie sktadu fosfolipidow
bton L. pneumophila oraz ich role w interakcjach z komaérkami gospodarza. We Wstepie znalazt

sie tez rozdziat poswiecony klasyfikacji serologicznej szczepow L. pneumophila sgl.

Przeglad informacji zaprezentowanych we Wstepie $wiadcza o bardzo dobrym
przygotowaniu teoretycznym Doktorantki do podjetych badan doswiadczalnych. Wykazata sie
dobrg znajomoscig literatury, przedstawiajagc kompleksowo obiekt badan - pateczki
Legionalla, w tym budowe ich LPS, a takie zrdinicowanie w zakresie wystepowania
fosfolipidéw u tych bakterii oraz biologiczne znaczenie obu tych komponentéw zewnetrznych

oston komorek.

Cel badan, ktéry przedstawitem wyzej, zostat precyzyjnie i wyczerpujgco

sformutowany.



W pracy wykorzystano bakterie L. pneumophila - dwa szczepy dzikie Heysham-1i 130b,
mutanty defektywne w syntezie LPS, odpowiednio T6-K13 i 16D12 oraz szczep
komplementacyjny T24-K6-1 wzgledem mutacji w szczepie T6-K13. Szczepy te otrzymano
dzieki wspotpracy z Instytutem Mikrobiologii Medycznej i Higieny Uniwersytetu Technicznego
w Dreznie w Niemczech. Szczepy L. pneumophila Heysham-1 i L. pneumophila 130 b zostaty
wyizolowane do pacjentdw z rozpoznang chorobg legionistéw. Otrzymano tez w trakcie
realizacji doktoratu konstrukt genetyczny szczepu komplementacyjnego pJBBORFS8, wzgledem
mutacji wystepujacej w szczepie 16D12. Opis hodowli bakterii i stosowanych podtéz
przedstawiono wyczerpujaco. Odnosi sie to takze do hodowli ameb A. castellanii, makrofagéw
linii THP-1 oraz komdrek nabtonkowych drég oddechowych linii A549 i BEAS-2B. W pracy
wykorzystano szereg metod analitycznych, chromatograficznych, elektroforetycznych oraz
stuzacych analizie struktury chemicznej poszczegélnych sktadnikéw LPS oraz fosfolipidéw, w
tym spektroskopie magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR). Doktorantka badata
lipopolisacharydy L. pneumophila otrzymane wg met. Apicella i wsp. oraz Westphala. Nie
przedstawita w Metodach informacji o pierwszej z wymienionych metod. Do zbadania
oddziatywania szczepéw L. pneumophila z A. castellaniii oraz z makrofagami linii THP-1
wykorzystano mikroskopie obrazowania czaséw zycia fluorescencji (FLIM — Fluorescence
Lifetime Imaging Microscopy) oraz metode transferu energii rezonansu Forstera (FRET —
Forster Resonance Energy Transfer). Testy adhezji, infekcji i inwazji pozwolity ocenic zdolnosci
L. pneumophila do kolonizacji makrofagéw linii THP-1, a testy adhezji i infekcji zdolnosci do
kolonizowania linii komorkowych AS549 i BEAS-2B. Sprawdzono tez zdolnos¢ LPS
wyizolowanego ze szczepdw dzikich i mutantéw oraz szczepéw komplementacyjnych do

stymulacji komorek linii THP-1 do wytwarzania cytokin TNF- a, IL-6 i IFN-y.

Zwraca uwage bogata paleta zastosowanych metod badawczych. Sg dobrze dobrane w
stosunku do postawionych celéw badawczych. Potwierdza to dobre przygotowanie

praktyczne Doktorantki do podjecia badan doswiadczalnych.

Wiasciwe wykorzystanie bogatego zestawu technik i metod badawczych pozwolito mgr
B. Kowalczyk uzyska¢ cenne i znaczace wyniki, ktére zostaly starannie opracowane i
przedstawione przejrzyscie w oddzielnym rozdziale dysertacji, a zaprezentowana ich

dokumentacja w formie rycin, zdje¢ i tabel nie budzi zastrzezen.



Poréwnanie obrazéw elektroforezy LPS szczepéw dzikich, mutantéw i
komplmentantéw wskazato na réznice w budowie tego heteropolimeru. Znalazto to wyraz w
wynikach analizy chemicznej i badaniach strukturalnych LPS z tych szczepéw. Wykazano
roznice ilosciowe w sktadzie kwasow ttuszczowych LPS pomiedzy szczepami dzikimi i
mutantami, natomiast profil kwasow ttuszczowych komplementantéw byt zblizony do profilu
kwaséw ttuszczowych szczepéw dzikich. Potwierdzono, iz polisacharyd O-swoisty mutanta
T6-K13 jest zbudowany jest z reszt kwasu legionaminowego potaczonych wigzaniami 2,4.
Ustalono strukture regionu rdzeniowego szczepu Heysham-1. Badania PS L. pneumophila
130b, jego mutanta 16D12 i szczepu komplementanta pjB180R78 pozwolity na stwierdzenie,
ze grup N-CHs brak w kwasie legionaminowym mutanta. Ponadto wykazano, iz w badanych
mutantach brak tez grup O-acetylowych w cukrach regionu rdzeniowego. Miato to wptyw na
sktad lipiddw. Bakterie nie wytwarzajgce rdzenia podstawionego grupami O-acetylowymi oraz
kwasu legionaminowego z podstawnikami acetimidowymi wytwarzajg lipidy obojetne,
sfingolipidy i ceramidy o zmienionym profilu w stosunku do szczepéw dzikich. Wykazane
zmiany znalazty odzwierciedlenie w wynikach badan oddziatywan bakterii z komdrkami
gospodarza. Wykazano, iz szczep dziki 130b charakteryzowat sie wyiszym stopniem
hydrofobowosci w poréwnaniu do szczepu dzikiego Heysham-1, podobnie mutant 16 D12 w
stosunku do mutanta T6-K13 . Stwierdzono rdznice w oddziatywaniu badanych szczepéw z
komérkami A. castellani i makrofagami linii THP-1. Szczep T6-wykazywat mniejsza zdolno$¢ do
adhezji do makrofagéw THP-1, niz szczep dziki Heyszham-1, ale wigkszg zdolno$é¢ do adhezji
do A. castellani. Szczep 16D12 bardzo stabo wigzat sie z makrofagami, w poréwnaniu ze
szczepem dzikim i komplementantem. Wiekszg zdolnos¢ do adhezji wykazywat w stosunku do
A. castellani. Mutant T6-K13 byt w wiekszym stopniu zdolny przylega¢ do komdrek
nabtonkowych A549 i BEAS-2B, niz szczep dziki. Podobng zaleznos¢ wykazano dla szczepu
16D12. Stwierdzono tez, ze mutant T6-K13 bardzo efektywnie namnazat sie tak w
makrofagach THP-1, jak i komdrkach A. castellani. Doktorantka napisata na str. 114 rozprawy,
iz mutant 16D-12 namnazaf sig stabiej w komdrkach THP-1 w poréwnaniu do szczepu dzikiego.
Moje pytanie — czy wyniki zamieszczone na ryc. 42 (tej ze str. 114, bo sg dwie ryciny 42, druga
na stronie 113), odnoszace sie do tych szczepdw sg istotne statystycznie. Stwierdzono tez, iz
mutant ten znacznie lepiej namnazat sie wewnatrz ameb, zwtaszcza w dtuzszym okresie
inkubacji. Test infekcji komdrek A549 i BEAS-2B przez L. pneumophila wykazat réznice w

zdolnosciach szczepéw dzikich i mutantéw do wewnatrzkomérkowego namnazania sie. W
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tych komédrkach mutant T6-K13 lepiej namnazat sie, w poréwnaniu do szczepu dzikiego
Heysham i odwrotnie szczep dziki 130b charakteryzowat sie wyzszymi zdolnosciami do
wewnatrzkomérkowego namnazania sie, w poréwnaniu do mutanta 16D12. Wykazano tez
duze réznice w stymulowaniu komorek linii THP-1 przez LPS badanych szczepéw do

wytwarzania TNF-a i IL-6. Poziom IL-6 po indukcji obyt nizszy, niz poziom TNF-a.

Mgr B. Kowalczyk zrealizowata zatozone cele pracy. Wnioski znajdujg potwierdzenie w
uzyskanych wynikach. Gtownym osiggnieciem rozprawy doktorskiej jest powigzanie grup O-
acetylowych przytagczonych do reszt ramnozowych rdzenia LPS i grup N-metylowyeh
przytaczonych do podstawnikdw acetimidoilowych kwasu legionaminowego czes$ci O-swoistej
LPS, ze zdolnosciami do adhezji, inwazji i wewnatrzkomdérkowego namnazania sie bakterii L.
pneumophila w komérkach A. castellani i makrofagach linii THP-1 oraz w komodrkach

nabtonkowych linii A549 i BEAS-2B.

Dyskusja wtasnych wynikéw badan Doktorantki na tle danych z literatury zastuguje na
wysoka ocene. Zestawienie literatury w liczbie 233 pozycji obejmuje najnowsze publikacje,

ktore zostaty zacytowane wtasciwie.

Na str. 124 Autorka zamiescita informacje, iz wyniki badan przeprowadzone na
szczepach Heysham-1, T6K-13 i T24-K6-1 zostaty opublikowane w pracy zamieszczonej w Int.
J. Mol. Sci., ktérej kopia znalazta sie w Aneksie. Wyniki te zostaty umieszczone w rozprawie
doktorskiej. Czy nie lepiej bytoby w rozprawie umiesci¢ wyniki dotyczace drugiego zestawu
badanych szczepdw L. pneumophila i odbitke tej publikacji. Duzg cze$¢ Wstepu mozna byto tez
zastgpi¢ bardzo dobrym artykutem przeglagdowym (Int. J. mol. Sci. 2021, 22, 1487). Rozprawy

w takiej formie sa, o ile wiem, akceptowane.

Doktorantka zamieScita swoj zyciorys naukowy. Legitymuje sie juz bogatym dorobkiem.
Jest wspoétautorkg 10 publikacji oryginalnych i 9 rozdziatébw w monografiach. Jest tez
wspotautorkg 17 komunikatéw na konferencjach krajowych i 10 miedzynarodowych. Byfa
wykonawcy grantu finansowanego przez NCN i kierowata 2 grantami finansowanymi przez
macierzystg uczelnie. Warta podkreslenie jest tez jej dziatalnos¢ popularyzatorska i w zakresie

promocji nauki.

Stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji praca mgr Bozeny Kowalczyk pt. ,Rola

sktadnikow powierzchniowych w zwiekszonej wirulencji szczepéw Legionella pneumophila



serogrupa 1” spetnia wymogi stawiane rozprawom na stopien naukowy doktora w dziedzinie
nauk scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne i zwracam sie do Wysokiej Rady
Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie z

uprzejma prosba o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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