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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Dominika Matusiaka pt. ,,Poréwnanie lipopolisacharydow
(LPS) z form planktonicznych i tworzgcych biofilm wybranych szczepdw Proteus spp.”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Antoniego Rozalskiego

Jednym z czynnikdéw chorobotworczosci bakterii patogennych jest tworzenie biofilmu,
czyli - osiadlych, przylegajagcych do podioza mikrokolonii, otoczonych  substancjg
zewnatrzkomorkowa.  Waznym  skladnikiem  biofilmu  bakterii  Gram-ujemnych jest
lipopolisacharyd (LPS). czasteczka o silnych wiasciwosciach indukowania stanu zapalnego.
Przedstawiona do oceny praca dotyczy proby odpowiedzi na pytanie o rolg LPS w tworzeniu
biofilmu przez bakterie z rodzaju Profeus spp. a $cislej jak zmienia si¢ struktura LPS przy
wzajemnym przejSciu  formy planktonicznej do biofilmowej tego samego szczepu, oraz
odwrotnego procesu, waznego w rozsiewaniu zakazenia. Postawiony problem jest zasadny i
wazny, gdyz z jednej strony podnosi kwesti¢ biofilmu i jego sktadnika lipopolisacharydowego, a z
drugiej strony antybiotykoodpornosci i problemow istotnych dla poznania mechanizmow
patogennosci. Zagadnienia te maja duze znaczenie biomedyczne, szczegbdinie w odniesieniu do
Proteus spp., przedmiotu badan w tej pracy. Tematyka tych badan jest zgodna z wieloletnim
programem realizowanym w Pracowni Mikrobiologii Ogolnej Zaktadu Biologii Bakterii na
Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego. Zaréwno przedmiot badan,
schemat doswiadczen jak i wybdr parametrow do oceny, dokonane przez doktoranta stanowia
wilasciwe i uzasadnione podejscie dla uzyskania jednoznacznych wynikoéw i odpowiedzi na zadane
pytania.

Przedstawiona do recenzji praca ma typowy uklad dla rozprawy doktorskiej, powszechnie
stosowany w pracach doswiadczalnych i zawiera 123 strony maszynopisu, w tym 20 rycin i 21
tabel, 184 pozycji pismiennictwa, ponad potowa (57%) z ostatniej dekady, dalej wykaz
stosowanych skrotéw, wnioski oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

We wstepie pracy autor podaje ogélng charakterystyke rodzaju Profeus, opisuje najpierw

gtéwne czynniki patogennosci tych drobnoustrojow, przy czym zwraca szczegdlng uwage na



lipopolisacharyd (LPS). czyli endotoksyne, jako unikalny skiadnik $ciany komdrkowej i zarazem
czynnik wywotujacy stan zapalny u gospodarza. Nastgpnie autor omawia poszczegdlne czgsci
endotoksyny, -czg$¢ O-swoistg, rdzeniowa i tzw. lipid A, by przejs¢ dalej do przedstawienia
wiasciwosci  biologicznych LPS i klinicznych objawow indukcji stanu zapalnego przez
endotoksyng, prowadzacego czgsto do sepsy. Na koncu autor omawia szerzej biofilm bedgcy
przedmiotem pracy doktorskiej, jego ogélng charakterystyke i powstawanie, czynniki
warunkujgcy tworzenie biofilmu, jedno z uwarunkowan jakim jest zjawisko porozumiewania sig¢
drobnoustrojow. Wreszcie omawia zakazenia ukladu moczowego z udziatem Proteus. Wstep
pracy jest napisany zwigzle, czytelnie, jest dobrze skonstruowany, swiadczy o duzej wiedzy
doktoranta, gdyz autor wiasciwie dobral tematyke i pismiennictwo, uzasadnit przedmiot badan,
przedstawit go w jasny sposob.

Celem badan jaki zalozono w pracy bylo poréwnanie budowy lipopolisacharydow
wyizolowanych z wybranych szczepow Proteus spp. z hodowli plynnych i biofilmowych, a takze
pordwnanie antybiotykoopornosci tych szczepow i zdolnosci ich lipopolisacharydow do
stymulacji TNF-a przez komorki THP-1.

Dobor metod jest trafny dla realizacji zadan. Autor pokonat trudng pod wzgledem
metodycznym przeszkode jaka bylo uzyskanie biofilmu w ilosciach pozwalajgcych otrzymanie
LPS do calosci badan, zwlaszcza strukturalnych, stad nalezy doceni¢ sposob podejscia do tego
tematu, ktore uwazam za wtasciwe. Skonstruowany bioreaktor do hodowli biofilmu okazat sie
bardzo dobrym, wydajnym urzgdzeniem. Metody biochemiczne oznaczania wybranych
parametrow sa poprawne, podane w sposdéb wyczerpujgcy. Autor zastosowal metody
immunochemiczne, takie jak immunobloting, ELISA, adsorbcje surowic, ponadto oznaczanie
antybiotykowrazliwosci, hodowle komoérkowe i oznaczanie cytokiny TNF-a. Analize strukturalng
wykonano przy pomocy spektroskopii NMR i spektrometrii MALDI-TOF.

Uzyskane wyniki przedstawiono i opisano jasno i rzeczowo, zostaly dobrze
udokumentowane na rycinach i w tabelach. W pierwszych doswiadczeniach wyselekcjonowano
trzy szczepy Proteus spp. intensywnie tworzace biofilm, po czym opracowano warunki tworzenia
biofilmu. Wykazano, ze lekooporno$¢ szczepow P. mirabilis byta w biofilmie 2-64 razy wyzsza
niz u form planktonicznych tych samych szczepow. Interesujaca byta tez obserwacja, ze
subinhibicyjne stgzenia niektorych antybiotykow stymulowaly wzrost biofilmu niektérych
szczepow. Lipopolisacharydy wyizolowane z biomasy z hodowli biofilmowych wykazywaty
pewne roznice strukturalne w poréwnaniu z lipopolisacharydami otrzymanymi z biomasy hodowli
planktonicznych tych samych szczepow. Swoiste surowice krolicze pozwolily na wykrycie
rozpoznawanych przez odrgbne populacje przeciwcial dwdch populacji LPS z hodowli osiadtej.
Wyniki analiz elektroforetycznych wskazujace na krétszy LPS w formach biofilmowych zostaty
potwierdzone badaniem zawartosci Kdo, gdyz LPS taki posiadat wiecej Kdo. Autor wykorzystat
umiejetnie dorobek i potencjat badawcezy Zaktadu Biologii Bakterii.



W dyskusji poszczegdlne etapy pracy sa rzeczowo uzasadniane, a konsekwentnie i
logicznie wyciagane wnioski z kolejnych do$wiadczen stuzg catosciowej realizacji zamierzonego
celu, wyniki -sa omawiane krytycznie, poréwnane do danych z pismiennictwa. Interesujaca
obserwacja jest opisanie wyzszego poziomu O-acetylacji rybitolu w LPS z hodowl plaktonicznej z
podioza rozcienczonego w pordwnaniu do LPS z podloza nierozcienczonego, co autor stusznie
uznat za wazng zmiang, gdyz taka réznica zazwyczaj pociaga za sobg konsekwencje biologiczne.
Forma LPS z hodowli biofilmowej zawierata dodatkowy oligosacharyd rdzeniowy z wariantem
bez 4-aminoarabinozy i wariantem z grupg acetylowa. Jezeli rozcienczenie podloza uznaé za
warunki stresowe dla bakterii, rowniez ograniczony dostep do podioza w biofilmie, to réznice w
budowie LPS odzwierciedlaja reakcje na te zmiany. Z takg sytuacja reagowaniana bakterii na
zmiang otoczenia jest tez glicylacja rdzenia celem buforowania wplywu srodowiska. Pojawia
zatem pytanie, czy autor zauwazyl na widmach masowych jakis wariant z glicyna, na przyktad
fragment réznigcy si¢ masa czasteczkowg 57 Da. W pracy nie zaobserwowano zmian w lipidzie
A, ani zmian poziomu TNF-u indukowanego w komorkach THP-1 przez LPS otrzymany z
hodowli planktonowych i biofilmowych badanych szczepow.

Kilka uwag natury redakcyjnej zaznaczono na marginesie pracy, jednak nie majg one
znaczenia merytorycznego i nie wplywajg na ogolng bardzo dobrg ocene pracy. Natomiast przed
wystaniem manuskryptu do druku nalezy uwzgledni¢ ponizsze uwagi, mianowicie w spisie
pismiennictwa nie podano rocznika (4). W tekscie nalezy uzywac terminu spektrometria masowa
zamiast spektroskopia masowa. Western blotting lub po spolszczeniu Western bloting to metoda,
natomiast Western blot to membrana, wynik. Na stronie 15 odnosnie wartosci 1Dsg nalezy uscislié
lub poprawi¢ wartosci 100 czy 1000 krotnej roznicy dla szezepu dzikiego i mutanta. Na stronie 17
podano, ze otoczka (CPS) u Proteus jest najprawdopodobniej identyczna z OPS, czy jest znana
struktura CPS i do jakiego OPS jest podobna lub identyczna. Nie jest jasne zdanie na str. 20,
... Wigkszos¢ cukrow stanowia piranozy (poza rybozg — furanoza)... zdanie jest zbyt skrotowe,
nalezy je rozwingc. Na str. 48 w metodzie 111.2.6 wydaje sig, ze pominigto wzér do oznaczania
kwasow nukleinowych i biatka. W podpisie pod rys. 6 lepiej: ...zaleznos¢ wartosci absorbancji od
stezenia Kdo. W jakiej temperaturze ogrzewano LPS przed naniesieniem na zel do SDS-PAGE w
met [11.2.8. Rozdziat 111.2.9 jest 2 razy numerowany. Warto umiesci¢ marker mas czasteczkowych
na rysunkach z SDS-PAGE i immunoblotingiem. Uwagi te wynikajg z obowigzku recenzenta, ale
nie wplywajg na wartos¢ merytoryczng ocenianej pracy.

W podsumowaniu chce podkresli¢, ze praca jest wartosciowa, zostala prawidtowo
zaplanowana i zrealizowana, wnosi nowe elementy do wiedzy o biofilmie bakteryjnym, zmianach
budowy endotoksyny przy przejsciach form biofilmowych/planktonowych, mechanizmach
patogennosci Proteus spp. Praca wytycza kierunek dalszych badan odnosnie biofilmu,
antybiotykoodpornosci, zakazen bakteryjnych, a takze potencjalnych biomerdycznych zastosowan

uzyskanych wynikéw. Doktorant wykazal sie znajomoscia piSmiennictwa, ktore jest wiasciwie



wykorzystane, co dowodzi swobodnego poruszania si¢ w omawianym zagadnieniu. Uzyskane
wyniki maja znaczenie podstawowe.

Uwazam, ze rozprawa mgr Dominika Matusiaka zawiera oryginalny materiat
doswiadczalny i spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65,
poz. 595, z pozn. zm.). Dlatego wnioskuje do Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Lodzkiego o przyjgcie tej pracy doktorskiej i dopuszczenie mgr Dominika
Matusiaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. W mojej opinii praca zastuguje na

wyréznienie, ze wzgledu na nowatorskie podejscie do badan biofilmu bakteryjnego.

KIEROWNIK
Zaldadu Immiunologii Chordd Zakaznyeh
- ,'2 t'?f/f/;'f ' ‘{; (;

Prof. dr hab. Andrzej Gamian



