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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Marcjanny Wimon¢ pt. ,,Rola genu yidR w adhezji i inwazji paleczek
Salmonella Enteritidis do komdrek nabtonkowych pochodzenia jelitowego” wykonanej pod

kierunkiem prof. dr hab. Macieja Ugorskiego

Praca dotyczy badan nad patogeneza zakazen pateczkami Salmonella, szczeg6lnie udziatu genu
vidR w adhezji i inwazji komorek bakterii do nabtonka. Zadanie postawione do rozwigzania jest
wazne z kilku powodéw, mianowicie funkcja tego genu jak i szeregu innych w wirulencji
Salmonella jest stabo poznana, pateczki Salmonella sa jedng z najczestszych przyczyn zatrué
pokarmowych, pochodzenia z zywnosci, takze zakazen ogélnoustrojowych, cztowieka i zwierzat,
zoonoz jako choréb odzwierzecych. Ponadto, Salmonella jest patogenem wewngtrzkomoérkowym
1 czgsto sg spotykane przypadki bezobjawowego nosicielstwa Salmonella, stad niezwykle istotne
sa badania ktére przyblizylyby takze ten aspekt, poznania procesoéw w komdrce gospodarza.
Tematyka ta jest kontynuacja badan prowadzonych w Katedrze Biochemii i Biologii
Molekularnej juz od wielu lat, zespotu ekspertéw prowadzonego przez Prof. Macieja Ugorskiego
z duzym dorobkiem w tej problematyce i wypracowanym warsztatem badawczym. Dlatego
podjety problem jest aktualny, badania majg istotne znaczenie biologiczne. Praca ma uklad
typowy dla rozpraw doktorskich, jest podzielona na rozdzialy, na poczatku umieszczono wykaz
skrotow, spisy rycin i tabel, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, nastepnie cel
pracy, spis materialéw i metod, wyniki i dyskusjg, wnioski oraz spis piSmiennictwa. Praca
zawiera 112 stron maszynopisu wraz z 25 rysunkami i 1 tabelg oraz cytowanych 100 pozycji
piSmiennictwa. We wstepie do rozprawy autorka wprowadza do tematyki, uzasadnia logicznie cel
badan, omawia patogeneze zakazen pateczkami Salmonella, przedstawia gléwne czynniki
wirulencji majgce wplyw na zasiedlanie ukladu pokarmowego przez te bakterie, akcentuje ich
lekoopornosé. Podkresla specyficzno$é zakazania réznych gospodarzy, od wytgcznie jednego do
kilku lub wiecej gatunkéw zwierzat i cztowieka. Nastepnie opisuje biatko YidR, wskazujgc na

niemniej istotng rolg genu YidR w wewnatrzkomdrkowych procesach w tym metabolizmu. Cel



badan autorka przedstawia w formie 5 zadan, mianowicie planuje otrzymanie mutanta .S.
Enteritidis z delecjg genu yidR, poréwnanie wilasciwosci adhezyjnych i inwazyjnych szczepu
wyjsciowego i mutanta wobec komoérek nabtonkowych, wptyw delecji yidR na ekspresje gendw
fimA 1 sicA odpowiedzialnych za adhezje i inwazyjnos¢ S. Enteritidis, oraz analizy ekspresji
biatka YidR w warunkach zakazenia i wptywu delecji genu yidR na metabolom S. Enteritidis.

W czgsci metodycznej autorka wykonata zestawienie uzywanych materiatéw:
odczynniki, enzymy, antybiotyki, przeciwciata, bufory, standardy, plazmidy, szczepy
bakteryjne, podtoza, linie komdrkowe, aparatura. Nastgpnie opisuje metody biologii
molekularnej, kilka odmian reakcji PCR, sekwencjonowanie DNA, elektroporacje, mikroskopie
fluorescencyjng, metody pracy z liniami komérkowymi, omawia test adhezyjny i inwazyjny,
metody badan biatek, oznaczanie kwasem bicynchoninowym, elektroforez¢ SDS-PAGE,
metody barwienia biatka, w zelu, immunobloting, otrzymywanie biatka rekombinowanego
YidR, otrzymywanie oczyszczonych przeciwcial i na koficu jest przeprowadzona analiza
statystyczna. Metody sg dobrze opisane, bardzo czytelnie przedstawiono opisy materiatlow i
metod, przez co rozdzial i cata praca, jest logicznym, jednolitym wywodem.

Badania prowadzono z uzyciem komorek nabtonkowych jelit cztowieka (linii Caco-2),
$wini (IpecJ2) i kury (Chic-8E11). Najpierw otrzymano mutant szczepu S. Enteritidis z delecja
genu yidR, po czym przeprowadzono jego charakterystyke pod katem morfologii, zdolnosci
agregacyjnych i wzrostu, i wykazano, ze mutant ma obnizong zdolno$¢ adhezyjng i inwazyjng
wzgledem komoérek nablonka jelitowego cziowieka, swini i kury. Mutant ro$nie najlepiej na
pozywce z kwasem jabtkowym sposrdd 192 zwigzkéw jako zrodto wegla, co wskazuje na
zaangazowanie biatka YidR w szlakach metabolicznych. Wyniki sugerujg, ze gen yidR jest
pozytywnym regulatorem ekspresji genu sicA, wplywajac w ten sposob na adhezj¢ i inwazj¢
komorek nabtonka jelitowego przez pateczki S. Enteritidis. Wykazany dwiema metodami
regulatorowy wptyw biatka YidR na gen sicA oznacza udzial w inwazyjnosci poprzez biatko
SicA, ktére z kolei wplywa na system sekrecyjny. Autorka wskazuje na udziat YidR w
regulacji ekspresji genu sic4 na poziomie transkrypcji. Jest to takze zgodne z zatozeniem o
cytoplazmatycznej lokalizacji biatka YidR. Natomiast wykluczono bezposredni wplyw biatka
YidR na gen fimA i jego funkcje w adhezyjnosci. Wyniki majg warto$¢ podstawowa,
referencyjng w zakresie poznawania mechanizméw patogenezy zakazen Salmonella.

W dyskusji autorka odnosi si¢ do danych z pi§miennictwa, wlasciwie wykorzystanego,
podsumowuje uzyskane wyniki, podejmuje wyjasnienia wynikdw nieraz trudnych do

jednoznacznej oceny. Autorka interpretuje wyniki obnizonej adhezji mutanta z delecjg genu



yidR poprzez wplyw na gen sicA4 i defekt w funkcjonowaniu systemu sekrecyjnego T3SS-1. To
takze wyjasnia funkcje genu yidR w inwazyjnosci jak i adhezyjnosci gdyz T3SS-1 bierze udziat
w tych procesach. Interesujgce wyniki odnoszg si¢ do wykazania kwasu jablkowego jako
zrodla wegla, stad nasuwa si¢ pytanie jakie chciatlbym zada¢ doktorantce, czy istnieje lub
mozna zasugerowaé zwigzek metabolizmu jabtczanu ze zdolno$cig pateczek Salmomnella do
wewngtrzkomorkowego przezycia i namnazania, czego nie obserwujemy u pateczki E. coli
wykorzystujgcej glukonian lub glukuronian. Odpowiedz pozwolitaby na zaproponowanie celu
terapeutycznego lub ukierunkowanie badan w szczego6lnosci lekoopornosci Salmonella. Nalezy
podkresli¢, ze autorka wykorzystala umiejetnie dostgpne narzedzia i bogate wyposazenie
laboratoryjne, metodologiczne w swoich badaniach, opierajac si¢ na wynikach wtasnych badan
zadaje pytania i proponuje dalsze kierunki poszukiwan.

Uwagi krytyczne sg nieliczne, dotyczg strony redakcyjnej i to zaledwie w kilku
punktach. Sprawdzenia wymagajg podane stezenia antybiotykow, zwlaszcza, w odniesieniu do
stosowanych ich ilosci na str. 63, takze stezenia FBS na str. 57, dalej, rozcienczenie
jednokrotnie, str. 65, gwiazdki w podpisie pod rys. 11 i 12 nie odpowiadajg oznaczeniom na
rysunku. Podsumowujac, nalezy podkresli¢ ze praca jest wartosciowa, dobrze zaplanowana i
wykonana. Wyniki przedstawiajg cenne dane, ktore stanowig podstawe do dalszych badan.
Praca jest oryginalnym wkiadem w zakresie nauki podstawowej o potencjalnym znaczeniu
praktycznym na polu biomedycznym, przyczynia si¢ do poszerzenia wiedzy o molekularnych
mechanizmach odpowiedzialnych za procesy adhezji i inwazji nabtonka jelitowego przez
pateczki Salmonella i ich lekoopornosci. Osiggniete przez doktorantke wyniki zastuguja na
uznanie, gdyz stwarzajg podstawy do badan takze nad nosicielstwem Salmonella, bgda
podstawg do badan ekspresji bialek w tej fazie, wewnatrz komérki gospodarza.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Marcjanny Wimon¢ zawiera oryginalny materiat
doswiadczalny i spelnia warunki okres§lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2022 poz. 574). Wnioskuje do Rady Dyscypliny
Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu o przyjecie tej pracy doktorskiej i
dopuszczenie mgr Marcjanny Wimon¢ do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Pozwalam
sobie réwniez ztozy¢ Wysokiej Radzie wniosek o wyrdznienie tej pracy ze wzgledu na duza
warto$¢ merytoryczng i bardzo dobre wykonanie czesci doswiadczalnej oraz napisanie catej
rozprawy.
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