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prof. dr hab. Gabriela Bugla-Ptoskoriska
Zaktad Mikrobiologii
Uniwersytet Wroctawski

Reéenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Marcjanny Wimoné
Praca pt. “Rola genu yidR w adhezji i inwazji pateczek Salmonella Enteritidis do komoérek
nabtonkowych pochodzenia jelitowego”
wykonana w Katedrze Biochemii i Biologii Molekularnej
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu
Promotor: prof. dr hab, Maciej Ugorski
Promotor pomocniczy: dr Rafat Kolenda

Przedstawiona do recenzji praca wpisuje sie w bardzo aktualny obszar badan nad
zoonozami, ktére stanowig obecnie globalne wyzwanie dla zdrowia publicznego. Pateczki
Salmonella naleza do grupy najwazniejszych patogendéw o potencjale zoonotycznym.
Pateczki z rodzaju Salmonella mogg by¢ izolowane od niektorych zwierzat, bedac
sktadnikiem ich mikrobioty, a jednoczeénie sg czynnikiem etiologicznym choréb takich jak
salmonellozy czy dur brzuszny, mogg takze prowadzi¢ do stanu bakteriemii i sepsy. W tym
ujeciu badania, ktérych podjeta sie Doktorantka, uznad nalezy za aktualne i wazne dla
rozwoju wspdtczesnych nauk biologicznych, weterynaryjnych oraz wspotczesnej
mikrobiologii. Tematyke i zakres bada# ujetych w niniejszej rozprawie uznaje jako bardzo
istotne z punktu widzenia problemdw zdrowia publicznego. Istotnym dla tematyki pracy
jest takze fakt iz, aktualnie nie ma dostepnych danych na temat hialogicznej funkeji genu
yidR u Salmonella Enteritidis. Réwniez nasza wiedza na temat biologicznej funkcji innych
biatek, np. biatek biony zewngtrznej (Outer Membrane Protein, OMP) wchodzacych w sktad
btony zewnetrznej, jako czynnikéw wirulencji Salmonelia jest ciggle niepetna.

Praca prowadzona byta pod opiekg prof. dr hab. Macieja Ugorskiego (promotor pomocniczy
dr Rafat Kolenda), ktéry od wielu lat, z sukcesami pracuje nad zagadnieniami zwigzanymi
z patogeneza pateczek Salmonella ze szczegblnym uwzglednieniem w tym zjawisku m.in.
fimbrii. Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie sq kolejnym dopetnieniem tych
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wieloletnich badan prowadzonych w Katedrze Biochemii i Biologii Molekularnej i wnosza
nowe obserwacje oraz sg podstawg do prowadzenia dalszych badan.

W rozprawie doktorskiej wyrézniono rozdziaty w jezyku polskim: wstep, cel pracy,
materiaty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, piémiennictwo, wykaz stosowanych
skrotow, wykaz tabel oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim,

Wstep jest zwigztym, teoretycznym wprowadzeniem do wynikowej czesci pracy.
Autorka przedstawita w nim krétka charakterystyke pateczek z rodzaju Salmonella w
kontekscie ich chorobotwdrczosci, oméwione zostaly takze gtéwne czynniki wirulencji
majace wptyw na kolonizacje uktadu pokarmowego przez te pateczki. Osobny rozdziat
poswigcono biologicznej roli biatka YidR. Nieliczne informacje przedstawione w tym
rozdziale, bazujace na dostepnej literaturze, potwierdzajg zasadnos$c¢ podjetej tematyki
rozprawy doktorskiej.

Uwagi i pytania do tej czesci pracy:

* Przygotowujac zestawienia tabelaryczne czy ryciny powinno sie zaznaczaé
zrédta, z jakich korzystano przy ich przygotowaniu, w tabeli nr 1, na rycinach
nr 1i 2 nie odnajduje sie takich informacji;

= Autorka, przygotowujac rozdziaty wstepu pracy nie unikneta niezrecznodci
Jezykowych, np. w okre$leniach: “enterocyty wykazujace ekspresje chemokiny
CCL20" (strona 21), czy ,naskérek lisci sataty” (strona 26);

* W pracy wielokrotnie, w odniesieniu do struktury rzeski Salmonella uzywane
jest okreslenie ,wi¢”. W opinii recenzenta, uzywanie nazwy ,wi¢” w kontekécie
budowy komérki bakterii, jest nieprawidtowe, réwniez nie powinno sie
zamiennie uzywac okreslenia btona komérkowa/btona zewnetrzna ( str.24);

= Jak Autorka uzasadnia uzywanie w pracy stowa ,ekspresja” zaréwno w
odniesieniu do gendw jak i biatek, a takze enterocytéw?

= Omawiajac we wstepie, zagadnienie wrodzonej odpowiedzi immunologicznej,
nie wymieniono, jakze waznej dla procesu ochrony organizmu przed
zakazeniami powodowanymi przez pateczki Salmonella, ochronnej roli uktadu
dopetniacza. Poprosze zatem Doktorantke o krétkie oméwienie tego zagadnienia
w kontekécie mozliwej bakteriemii i sepsy powodowanej przez pateczki
Salmonella :

* Omawiajac czynniki wirulencji majace wplyw na kolonizacje uktadu
pokarmowego przez pateczki Salmonella, Autorka nie wspomina o endotoksynie
(lipopolisacharyd, LPS), waznym czynniku wirulencji tej bakterii, dlaczego?
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Celem pracy byto wyjasnienie biologicznej roli w adhezji i inwazji genu yidR pateczek
S. Enteritidis. Cel postawiony w pracy byt realizowany poprzez realizacje celow
szczegbtowych, tj. otrzymanie mutanta S. Enteritidis z delecjg genu yidR, poréwnanie
wiasciwosci adhezyjnych i inwazyjnych szczepu wyjéciowego i mutanta delecyjnego, wplyw
delecji genu yidR na ekspresje gendw fimA i sicA oraz analize udziatu biatka YidR w
procesie zakazenia, a takze analize wptywu delecji genu yidR na metabolom Salmonella.
Zasadnicze cele pracy zostaly osiggniete, zostaty takze nakreslone i zaproponowane, na
podstawie uzyskanych wynikéw, dalsze perspektywy badan, co uwazam za cenny element
pracy doktorskiej.

Materiaty i metody przedstawione sg bardzo czytelnie. Przygotowane zestawienia
tabelaryczne (spis odczynnikéw chemicznych, enzyméw, antybiotykdw, przeciwciat,
buforéw i roztworéw, standardéw, starteréw, wektoréw plazmidowych, szczepéw, podtdz
mikrobiologicznych czy linii komérkowych, a takze wykorzystanej aparatury) utatwiajg
analize. Te forme opracowania oceniam bardzo wysoko. Nalezy podkresli¢, iz w zakresie
metodyki, Autorka opanowata wiele zaawansowanych technik badawczych z obszaru
mikrobiologii, biologii molekularnej, genetyki i immunologii.

Pytania do tej czesci pracy:
* Dlaczego w metodyce wykorzystywanej w pracy z bakteriami, wyznaczajgc krzywg
wzrostu dla hodowli bakterii pobierano jedna kolonie bakterii? Na podstawie jakiego
zrodta zastosowano taka metodyke?

Otrzymane wyniki potwierdzajq nabycie przez Doktorantke cennych umiejetnoéci
zastosowania nowoczesnych metod molekularnych w badaniach mikrobiologicznych.
Autorce rozprawy udato sie otrzyma¢ mutanta S. Enteritidis z delecja genu yidR. Dokonano
takze charakterystyki otrzymanego mutanta pod wzgledem morfologii i wzrostu. Te czeéé
otrzymanych wynikéw uwazam za bardzo istotng dla wyciagania kolejnych wnioskéw i
planowania nastepnych krokéw w eksperymentach. Za ciekawy wynik uwazam takze
wykazanie, iz delecja genu yidR powoduje statystycznie istotne obnizenie inwazyjnosci
pateczek S. Enteritidis wobec testowanych linii komérkowych (Caco-2, Ipec-J2 czy Chic-
8E11l). Sposdb zaprezentowania otrzymanych wynikéw jest dobry. Ryciny sa zasadniczo
czytelne, a legendy umieszczone pod rycinami pozwalaja na ich analize.

Pytania do tej czesci pracy:
= Co Doktorantka rozumie pod pojeciem ,agregacji” w odniesieniu do morfologii
pateczek Salmonella, jeédli zasadniczo pateczki te nie tworza zadnych
charakterystycznych skupisk, czy uktaddw, jak tancuszki, grona, pakiety?
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= Rycina 20 przedstawia wyniki elektroforezy w 1% Zzelu agarozowym fragmentu
DNA odpowiadajacego genowi yidR bedacego produktem reakcji PCR w
gradiencie temperatury. Na jakiej podstawie Doktorantka stwierdza, iz najlepszy

wynik uzyskano w temperaturze 60°C?

Dyskusija -p0prowadzor1a jest prawidtowo i opiera sie na aktualnej i dobrze dobranej
literaturze. W podsumowaniu dyskusji nakreslone zostaty wskazéwki do dalszych badan
w zakresie tematyki podejmowanej w pracy doktorskiej.

We wnioskach koricowych Autorka stwierdza, iz biatko YidR moze by¢ zaangazowane
w regulacje ekspresji genu sicA na poziomie transkrypcji, delecja genu yidR prowadzi
natomiast do obnizenia zdolnosci adhezyjnych i inwazyjnych pateczek S. Enteritidis
wzgledem testowanych komérek nabtonkowych jelit. Pozostaje do wyjasnienia rola genu
yidR w metabolizmie komdrek S. Enteritidis.

Podsumowujac stwierdzam, iz rozprawa doktorska pt. “Rola genu yidR w adhezji i
inwazji pateczek Salmonella Enteritidis do komérek nabtonkowych pochodzenia jelitowego”
zostata dobrze zaplanowana i wykonana. Uzyskano w niej interesujace i wazne naukowo
wyniki. Mgr Marcjanna Wimoné wykazata sie umiejetnosciami w zakresie planowania
koncepcji pracy, wykonania szeregu eksperymentéw z zakresu biologii molekularnej,
mikrobiologii i immunologii, prawidlowego wnioskowania oraz przygotowania rozprawy
doktorskiej.

Biorac pod uwage powyzsze, stwierdzam, iz rozprawa doktorska mgr Marcjanny
Wimon¢ spetnia warunki okrelone w art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2022, poz.574).

Zwracam sig do Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu z prosba o dopuszczenie mgr Marcjanny Wimoné do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

prof. dr hab. Gabriela Bugla-Ptoskoriska
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