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Gram-ujemne bakterie z rodzaju Proteus sa wszechobecne w srodowisku naturalnym. Bakterie

te sg skladnikiem fizjologicznego mikrobiomu jelitowego cztowieka i zwierzat. W przypadku
ostabienia organizmu gospodarza moga stac si¢ przyczyna jego infekcji. Szczegolnie czesto izoluje sig
paleczki Proteus z ran, szczegolnie ran pooparzeniowych i odlezynowych oraz z zainfekowanych drog
moczowych. Zakazeniom ukladu moczowego sprzyjaja interwencje chirurgiczne i dhugotrwate
cewnikowanie pacjentow. Szereg doniesien wskazuje na znaczenie infekcji bakteriami z rodzaju
Proteus w powstaniu i rozwoju reumatoidalnego zapalenia stawow. W oparciu o reakcje serologiczne
Kaufmann i Perch opracowali klasyfikacj¢ szczepow Proteus wyr6zniajac 49 serogrup. Obecnie liczba
serogrup si¢ga osiemdziesigciu. Sposrad tej liczby jedynie kilkanascie to serotypy zwykle izolowane
od pacjentéw. Wsrod nich jest szezep 1959 Proteus mirabilis serotyp O3, ktorego lipopolisacharyd
byt obiektem badan prowadzonych w ramach przygotowywania rozprawy doktorskiej przez Panig mgr
Joann¢ Glenska-Olender. Praca doktorska mgr J. Glenskiej-Olender zatytulowana ,Okreslenie
swoistosci serologicznej przeciwciat ludzkich wigzacych si¢ z lipopolisacharydami form S i R szczepu
Proteus mirabilis O3” w calej rozcigglosci wpisuje si¢ w tematyke badan prowadzonych w Zakladzie
Mikrobiologii (UJK), ktérym kieruje profesor Wiestaw Kaca. Badania te miedzy innymi dotycza
udzialu bakterii w powstawaniu i rozwoju choréb reumatycznych oraz znaczenia mimikry
molekularnej w tym procesie. W swoich badaniach pracownicy Zakladu Mikrobiologii
z powodzeniem stosuja réznorodne, technologicznie zaawansowane metody analiz fizyko-
chemicznych.
Uwagi o charakterze formalnym

Przedstawiona do oceny praca doktorska jest napisana w jezyku polskim, ma uktad typowy dla
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ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin, www.umcs.pl
tel: +48 81 537 52 16, fax: +48 81 537 54 14
e-mail: biolbiot@poczta.umcs Jublin.pl

NIP: 712-010-36-92 g | "] ]
REGON: 000001353 o |



ﬁ‘y’

&' uMCs

A

&

(jest ich wg numeracji 25). Rozprawa zostala przygotowana starannie pod wzgledem edytorskim.
Autorka umiejgtnie postuzyta si¢ kolorem aby uwypukli¢ wazne dane w tabelach, sprawi¢ by wykresy
byly bardziej przejrzyste, a rysunki bardziej czytelne. Podkreslajac zalety strony graficznej rozprawy,
przy blizszej lekturze nie sposob jednak nie zauwazy¢ licznych uchybien. Wiele tabel, niezaleznie od
ich wielkosci, Doktorantka dzieli migdzy strony. Taki stan rzeczy utrudnia analiz¢ danych. To samo
zastrzezenie dotyczy wykresow wraz z ich podpisami. Dodatkowo, cze$¢ rycin zawierajgca wyniki,
zarowno w formie numerycznej (tabele) jak i w formie graficznej (wykresy), jest opisana blednie jako
wykresy (np. Wykres 7). Proponowatbym uzycie wyltacznie bardzo ogélnego okrelenia ,rycina”.
Mozna go stosowac zaréwno do opisu wykresow jak i fotografii czy tez rysunkow. W rozprawie
zauwazylem blgdy w numeracji rycin. I tak, rycina (a wlasciwie ryciny) nr 17 sa na stronie 68 i na
stronie 88, ryciny o numerze 18 — zamieszczono na stronach 77 i 89, zas kolejne dwie ryciny oznaczone
numerem 19 spotykamy na stronach 80 i 90. Bledna numeracja dotyczy takze dwoch tabel, gdzie
numer 10 ma tabela na stronie 72 i tabela na stronie 76. Niezbyt szczgsliwym rozwigzaniem wydaje
si¢ umieszczenie w tek$cie wszystkich tabel z wynikami oznaczen kolorymetrycznych testow
immunoenzymatycznych. Takie postgpowanie powigksza objetosciowo prace doktorska i utrudnia jej
czytanie gdyz tekst jest pofragmentowany. Réwnolegle wiele z tych wynikéw powtorzono w formie
wykresow. Rozwigzanie tego problemu widzialbym w umieszczeniu tych tabel w zalaczniku
koficzagcym doktorat, a pozostawieniu w rozdziale ,,Wyniki” jedynie wykresow, ktore wydaja sig¢
bardziej informatywne niz tabelaryczne zestawienia liczb. Szczegolnie jest to widoczne w przypadku
rycin, w ktorych obok siebie zestawiono tabelg i obrazujacy ja wykres (np. wykres 9(AiB), str. 65).
Uzycie terminu ,dane liczbowe - wyniki w formie oryginalnej” do opisu danych
wyjsciowych/pierwotnych z pomiaréw kolorymetrycznych nie jest wlasciwe, poniewaz wszystkie
uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki sa wynikami oryginalnymi, a czes¢ z nich jest jedynie
skorygowana (np. o wartos¢ tla). Kolejna moja uwaga dotyczy zastosowanego przez Doktorantke
sposobu cytowania artykulow opierajacego si¢ na podaniu tylko nazwiska pierwszego autora i roku
publikacji. Jest to bardzo nietypowy i nader rzadko stosowany system. Pozwala on na cytowania w
zwigzle] formie, ale nie odréznia on publikacji jedno- od wieloautorskich, aw wyjatkowych
przypadkach jest niejednoznaczny. Pani mgr Joanna Glenska-Olender stosuje go z prawie 100%
konsekwencja (na stronie 23 znalazlem jeden wyjatek od tej reguly). Spis cytowanych pozycji
literaturowych (,,Pi$miennictwo”) jest w zasadzie zredagowany jednolicie, jednak mimo to znalaztem
co najmniej 8 (na 144 pozycji) odstepstw od przyjetej regulty w sposobie cytowania. Cytowane

artykuly sg to na ogé1 publikacje biezace. Cytowania sa dobrane starannie i poprawnie.
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Merytoryczna ocena rozprawy

Tytut pracy ,,Okreslenie swoistosci serologicznej przeciwcial ludzkich wigzacych sie
z lipopolisacharydami form S i R szczepu Proteus mirabilis O3” odzwierciedla jedynie czgsé
zagadnien poruszanych w dysertacji. Oméwienie badan $cisle okreslonych tytulem pracy zajmuje
rozdzial nr. I,,Badania immunoenzymatyzcne” (z wylaczeniem rozdzialu 4.7). Druga czesé doktoratu
dotyczy charakterystyki fizyko-chemicznej LPS (S), LPS (Ra) i LPS (Re) z P. mirabilis O3, a takze
kompleksu LPSO3 (S) z IgG(anty-LPSO3) oraz kompleksu Lys-GalA-PAA z surowicg krolicza anty-
LPSO3 osadzonych na powierzchni pokrytej warstewka zlota. Badania te prowadzono przy uzyciu
elipsometru  spektroskopowego i mikroskopu sil atomowych. Powyzsze zadanie badawcze
obejmowalo takze badanie warstwy osadzonych na podiozu statym (mika) przeciwciat (frakcja IgG z
surowicy kroliczej anty-LPSO3) za pomoca mikroskopii si atomowych przy zastosowaniu sondy ze
zwigzanymi czasteczkami LPSO3. Zdaniem recenzenta druga czgs¢ doktoratu mimo duzych walorow
poznawczych jedynie w nieznacznym stopniu jest zwiazana z tematem pracy zawartym w jej tytule.
Zadanie to takze nie jest precyzyjnie ujete w rozdziale »Hipoteza i cele badawcze pracy”, gdzie
Doktorantka stwierdza, ze celem szczegélowym jest ,. Tworzenie komplekséw immunologicznych
antygen-przeciwcialo z antygenami cukrowymi z wykorzystaniem techniki elipsometrii oraz
mikroskopii sit atomowych”. Cato$¢ opisanych i dyskutowanych wynikéw powinna by¢ objeta innym
— zmodyfikowanym tytulem. Uwazam, ze wystarczyloby nieco skorygowac tytut rozprawy, dodajac
np. fraz¢: ,oraz charakterystyka fizyko-chemiczna wybranych antygenéw, przeciwcial i ich
komplekséw”, aby uchroni¢ si¢ przed zarzutem braku zgodnosci migdzy tytulem pracy, a jej
zawartoscig.

Rozprawg poprzedza trzystronicowy spis naukowych osiagnie¢ Doktorantki, znakomicie
ulatwiajgcy zapoznanie si¢ z aktywnoscig naukowa Kandydatki. Zaprezentowany dorobek jest bogaty
1 liczy osiem artykuléw opublikowanych oraz Jeden wystany do czasopisma Methods in Molecular
Biology. Pani mgr Joanna Glenska-Olender zamiescila w tym wykazie 24 tytuly doniesien zjazdowych
1 sympozyjnych. Jednak jedynie szesnascie z tych doniesien Jest firmowane nazwiskiem Doktorantki.
Pozostale osiem pozycji to prace innych autorow, wéréd ktorych wyrdznione (przez podkreslenie) jest
nazwisko Wawszezyk. Czyj zatem jest to wykaz publikacji? Ta kwestia wymaga wyjasnienia.
Pomijajac tg niejasnos¢, zamieszezony spis osiagni¢¢ jednoznacznie dowodzi, ze Pani mgr Joanna
Glenska-Olender spetnia z nadwyzka wymogi ustawowo stawiane doktorantom.

Kolejno w rozprawie pojawia si¢ ,,Wykaz skrotow”, Zwyczajowo jest to staly element tego
typu opracowan. Uwazam, ze ma on sens wtedy, gdy autor czesto stosuje dany skrot nie wyjasniajac
go za kazdym razem w tekécie. W przedlozonej pracy Autorka wielokrotnie uzywa réwnoczesnie

1 skrot i pelng nazwe, a czasem dopelnia ja przytaczajac jej brzmienie angielskie. Sam wykaz zawiera
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skroty, ktérych jedynym rozwinigciem jest petna nazwa w jezyku angielskim. Sg tam takze bledy, jak
np. skrot PEG tlumaczony jako ,,Elastyczny tacznik polietylenu glikolu (ang. Polyethylene Glycol)”
zamiast powszechnie uzywanego i poprawnego okreslenia ,.glikol polietylenowy™.

W tematykg rozprawy wprowadza 30 stronicowy ,,Wstep”, w ktorym mozna wyrdznic cztery
bloki tematyczne. Pierwszy z nich wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z reumatoidalnym
zapaleniem staw6w oraz znaczeniem czynnikow srodowiskowych w powstawaniu i rozwoju tej
choroby. W¢réd czynnikéw pozagenetycznych mikrobiom jelita zajmuje poczesne miejsce.
Doktorantka skupia swojg uwage na bakteriach z rodzaju Proteus, ktore, bgdac naturalnym
sktadnikiem mikroflory ukladu pokarmowego czlowieka, mogg w niesprzyjajacych warunkach staé
si¢ przyczyng szeregu infekcji. Szczegélnie czgsto bakterie Proteus kolonizuja drogi moczowe.
Postuluje si¢, ze dzialanie ludzkiego ukladu immunologicznego skierowane przeciw obecnosci tych
bakterii (a takze niektorych innych) poza ukladem pokarmowym czlowieka przyczynia si¢ do rozwoju
reumatoidalnego zapalenia stawéw. Nic wiec dziwnego, ze Pani mgr Joanna Glenska-Olender
koncentruje si¢ na opisie wybranych czynnikéow wirulencji tych bakterii. Sa nimi: lipopolisacharyd,
wspélny enterobakteryjny antygen oraz ureaza. Doktorantka duzo miejsca poswigca ureazie oraz
opisowi segmentowej struktury lipopolisacharydu izolowanego ze szczepu P. mirabilis O3 gdyz wigze
si¢ on $cisle z tematyka Jej doktoratu. Wprowadzenie czytelnika doktoratu w arkana mikroskopii sit
atomowych i elipsometrii calkowitego wewnetrznego odbicia wypelnia ostatni rozdzial ,,Wstepu”.
Podsumowujgc, ta czgs¢ rozprawy jest dobrze napisana, a jej objgtos¢ pozostaje w dobrej proporcji
z objetoscig pozostalych rozdzialow. Oprécz kilku niezrecznosci Jezykowych (ktorych tutaj nie bede
przytaczal) i oczywistych pomylek (jak np. hemoglobina P. mirabilis, str. 16) najbardziej rzucajg si¢
w oczy bledy, ktore zawiera Rycina nr. 4. Na tym schemacie przedstawiono miedzy innymi
nieregularny ksztalt obwiedziony linig tamang podpisujac go ,.powtarzajgca si¢ podjednostka”.
Konsekwencja tego postgpowania powinno byé narysowanie co najmniej kilku takich elementéw w
strukturach obrazujacych ECArps, ECAcyc i ECApg. Tego nie zrobiono, wige z Ryciny 4 mozna
blednie odczytac, ze przedstawione polimery zawierajg po jednej powtarzajgcej sie podjednostce.
Kolejna pomytka to przypisanie elipsie zabarwionej wewnatrz kolorem niebieskim nazwy ,,L-
fosfatydyloglicerol” podczas gdy powinno by¢é »L-fosfoglicerol”. Rownoczesnie kwasy tluszczowe
wchodzgee w sktad ECApg nigdy w zaprezentowany sposob nie polgcza sie. Kumulacji bledow
dopetnia fakt, ze artykut (Duda i wsp. 2009) za ktérym Doktorantka cytuje schemat (Ryc. 4) nie
zawiera go. Jest on opublikowany z podobnymi blgdami w artykule napisanym przez
K. Kasperkiewicz i wsp. i opublikowanym na lamach Postepow Mikrobiologii w 2015 roku.
Doktorantka nie zwrocita uwagi, Ze przygotowana przez Nig rycina 7 przedstawia wzor

oligosacharydu, w ktérym elementy wzoru sa poprzesuwane wzgledem siebie i trudno z niego

4

D) UM

5



) umcs
odczyta¢ poprawng ,strukture rdzenia lipopolisacharydu Proteus mirabilis R110/S1959”.
Réwnoczesnie opis powtarzajacej si¢ podjednostki P. mirabilis O3 zamieszczony u dotu strony 29
(cztery ostatnie wersy) rozmija si¢ ze strukturg przedstawiong na rycinie nr 8.

W moim przekonaniu, w opisie elipsometrii, metody uzywanej przez Doktorantke prawie
wylacznie do okreslania grubosci mikrowarstw antygenéw, przeciwcial czy tez ich kompleksow na
podtozu stalym (zloto, mika), zabraklo wzoru albo blizszego przedstawienia sposobu wyliczania tejze
grubosci z danych doswiadczalnych (z wartosci Delta, Psi). W opisie techniki PicoTREC zaskoczylo
mnie zdanie napisane tak hermetycznym jezykiem, ze musiatem go kilka razy przeczyta¢ aby
domysle¢ si¢ co Autorka chciata powiedzie¢. Brzmi ono nastepujaco: .»|mapowanie rozpoznawcze
pojedynczych molekut - dopisek ACh] Pozwala na molekularne rozpoznanie w czasie
dwuwymiarowego skanowania poprzez procesowanie asymetrycznej redukcji amplitudy oscylacji”.

Czgs¢ doswiadczalng rozprawy rozpoezyna rozdziat ,Hipoteza i cele badawcze pracy”,
w ktorym Doktorantka formuluje ogolny cel pracy oraz podaje prowadzace do niego trzy podtematy.
Cel badan przedstawiony przez Doktorantke staje si¢ jasny i przekonywujacy po usunieciu zdania
trzeciego i czwartego z krotkiego wprowadzenia do tego Jjednostronicowego rozdziatu. Dwa pierwsze
sposrod trzech celow szczegélowych wydajg si¢ zasadnie postawione, chociaz drugi wychodzi poza
zakres tematyki okre$lony w tytule rozprawy. Ostatni cel szczegolowy:  Tworzenie kompleksow
immunologicznych antygen-przeciwcialo z antygenami cukrowymi z wykorzystaniem techniki
elipsometrii oraz mikroskopii sit atomowych” zostal zle sformulowany gdyz Doktorantka
wykorzystujac AFM i TIRE badata warstwy tworzone przez antygeny, przeciwciata i ich kompleksy
(Jjak to bylo wezesniej powiedziane w niniejszej recenzji) a nie tworzyla kompleksy z wykorzystaniem
wymienionych analitycznych technik badawczych.

W kolejnym rozdziale rozprawy zostaly szczegétowo opisane uzyte materialy oraz stosowane
metody. Do badan wykorzystano lipopolisacharydy szczepu rodzicielskiego S1959 P. mirabilis O3
oraz jego dwoch szorstkich mutantéw R110/S1959 (mutant Re) i R45/51959 (mutant Ra). Uzywano
rowniez surowicy kroliczej (ant-O3LPS), surowic pozyskanych od pacjentdw z rozpoznanym
reumatycznym zapaleniem staw6w oraz surowic od 0sob zdrowych (honorowych krwiodawcow). W
pracy wykorzystano takze, przygotowane w IChO Wydzialu Chemii Politechniki Lodzkiej,
syntetyczne peptydy zwigzane linkerem triazynowym z no$nikiem celulozowym. Bibliotekg 361
peptydow skonstruowano w oparciu o 19-aminokwasowg sekwencj¢ regionu ruchomego ureazy H.
pylori. W calej pracy doktorskiej nie znalazlem wyjasnienia, dlaczego Doktorantka badajgc
przeciwciala skierowane przeciw czynnikom wirulencji P. mirabilis O3 wykorzystata sekwencje
oligopeptydowa z ureazy H pylori. Takie wyjasnienie wydaje si¢ konieczne. Na zakonczenie analizy

tej czgsci pracy doktorskiej nalezy podkreslié, ze zastosowany panel metod badawczych byl
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adekwatny do podjetych zadan badawczych, zas zaplanowana metodyka wymagata od Doktorantki
nie tylko znajomosci technik stosowanych immunologii, ale takze opanowania fizyko-chemicznych
metod analizy makromolekul, do ktérych zaliczy¢ nalezy mikroskopig sit atomowych i elipsometrie
calkowitego wewngtrznego odbicia.

Wykonujgc zaplanowane harmonogramem zadania badawcze Doktorantka skoncentrowala sie
poczgtkowo na optymalizacji warunkéw reakcji immunoenzymatycznych wykorzystujac do tego celu
krélicza surowice anty-O3LPS. Za wartosci tta Doktorantka przyjela najwyzsze odczyty absorbancji
zroznych serii testow kontrolnych. Kolejne doswiadczenia wykazaly, ze surowica krélicza anty-
O3LPS zawiera przeciwciala rozpoznajace poszczegolne czesci LPS S1959 tj.: O-PS, oligosacharyd
rdzeniowy oraz fragment (Kdo)»-lipid A. Nastepna seri¢ doswiadczen Doktorantka przeprowadzita
wykorzystujac syntetyczny antygen Lys-GalA polaczony z nosnikiem poliakrylamidowym (PAA)
dowodzac, ze przeciwciala krdliczej surowicy anty-LPSO3 rozpoznajg epitop Lys-GalA bedacy
fragmentem wielocukru O-swoistego lipopolisacharydu P. mirabilis (serotyp O3 szczep 1959). Po
wyzej opisanych badaniach wstgpnych Doktorantka przystapila do okreslania poziomu przeciwciat
ant-O3LPS (oddzielnie dla LPS-S i dwoch form LPS-R oraz syntetycznego epitopu Lys-GalA-PAA)
w surowicy 0séb zdrowych (krwiodawcow) oraz 0sob z rozpoznanym reumatoidalnym zapaleniem
stawow. Celem uzyskania bardziej precyzyjnych wynikéw Doktorantka z wybranych surm;vic
wyizolowala frakcje biatek IgG i z ich wykorzystaniem przeprowadzila ponownie szereg oznaczen
immunoenzymatycznych. Powyzsze doswiadczenia zostaly uzupeinione oznaczeniem metoda dot-blot
poziomu przeciwcial, w wybranej surowicy osoby zdrowej i osoby z RZS, reagujacych z peptydami
biblioteki skonstruowanej na bazie 19-aminokwasowej sekwencji fragmentu ruchomego ureazy H.
pylori. Ani w rozdziale ,,Materialy i metody” ani w ,,Wynikach™ nie znalaztem odpowiedzi na pytanie,
ktore surowice Doktorantka wybrata do wyzej opisanych doswiadczen. Wyizolowane frakcje biatek
IgG z surowic nr 5 1 8 (surowice pacjentow z RZS) byly dodatkowo badane przy uzyciu testow ELISA
z wykorzystaniem kolagenu typu I, LPS-u S1959 isyntetycznego antygenu Lys-GalA-PAA.
Doktorantka sprawdzala reaktywnos¢ frakcji IgG z wyzej wymienionych surowic w stosunku do
LPSS1959 i Lys-GalA-PAA po procesie adsorpcji przeciweial z surowicy anty-O3LPS na kolagenie
typu L.

Dopeinieniem badan immunoenzymatycznych byly analizy TIRE i AFM wybranych
antygenow, przeciwcial i ich komplekséw, ktore przed badaniem osadzono na podlozu stalym (na
powierzchni zlota lub na mice). Doktorantka oceniata grubos¢ tworzonym warstw, ich chropowatosé
oraz sposob rozmieszczenia 1 ulozenia biomakromolekul na powierzchni nosnika. Doktorantka
wykazala, ze grubosci warstw makromolekul okreslone obiema metodami (TIRE i AFM) wzajemnie

si¢ potwierdzajg i ze TIRE moze stuzy¢ jako prosta w wykonaniu metoda do pomiaru wielkosci miceli
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tworzacych si¢ z réznych lipopolisacharydéw w srodowisku wodnym. Mikroskop sit atomowych
zaopatrzony w sond¢ ze zwigzanymi do niej antygenami z powodzeniem poshuzyt Doktorantce do
topograficznego okreslenia potozenia aktywnych w stosunku do sondy przeciwcial. Przydatno$¢ obu
technik do badaf struktur supramolekularnych tworzonych na powierzchniach statych zostala
potwierdzona przez Doktorantke. Jak wynika ze statystyk bibliograficznych nie sa to techniki
instrumentalne, ktére dominuja w badaniach biologicznych lub badaniach molekularnych. Zwykle
stuzg one do analiz uzupetniajacych w konkretnych cyklach badawczych. Dobrym tego przyktadem
jest ich zastosowanie przez Doktorantke.

Reasumujgc, badania wykonane przez Doktorantke i opisane w pfzedtoionej rozprawie (mimo,
ze przeprowadzone na niewielkiej grupie 0sob) w przekonywujacy sposob potwierdzaja powszechna
obecnos¢ przeciweial anty-LPS Proteus mirabilis O3 w spolecznosci regionu kieleckiego. Wykonane
badania przyblizajg nas do poznania skomplikowanych mechanizmow prowadzacych do zachorowan
na reumatoidalne zapalenie stawow. Przedstawione rezultaty badan immunoenzymatycznych
(opartych glownie na technice ELISA) w zupelnosci wypelniaja cel przedlozonej rozprawy zawarty
wjej tytule. Badania nad kompleksami przeciwcialo-antygen prowadzone metodami fizyko-
chemicznymi oraz badania immunologiczne z wykorzystaniem biblioteki peptydoéw otrzymanych na
bazie elementu ruchomego ureazy H. pylori nalezy uznaé¢ za dodatkowe i uzupelniajgce w kontekscie
tytulu rozprawy.

Trzeba podkresli¢, ze recenzowana rozprawa doktorska wnosi nowe dane do nauki i w ten
sposob poglebia wiedzg z zakresu immunologii i mikrobiologii.

Uwazam, ze oceniana rozprawa spetnia warunki stawiane pracom doktorskim okreslonym
wartykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Wnosze wiec do Rady Naukowej Wydzialu Matematyczno-
Przyrodniczego Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach o dopuszczenie Pani mgr Joanny

Glenskiej-Olender do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

D uMCc

S



