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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej Pani mgr Barbary Pawtowskiej pt. "Wptyw cytokin prozapalnych
na cytotoksycznoéé amyloidu Escherichia coli dla komérek nabtonka jelit” wykonanej

pod kierunkiem prof. dr hab. Beaty Sobieszczanskiej.

Przedstawiona do oceny praca dotyczy oceny in vitro wplywu fimbrii spiralnych,
funkcjonalnych biatek amyloidowych, chorobotwérczych i niepatogennych pateczek E.
coli na niestymulowany cytokinami prozapalnymi i zmieniony zapalnie nabtonek jelita.
Obejmuje m. in. charakterystyke mikrobiologiczng i genetyczng dwéch wybranych
szczepéw — potencjalnie patogennego szczepu E32/2 (patotyp DEAC) oraz
niepatogennego, laboratoryjnego szczepu K12y oraz ich mutantéw izogenicznych
pozbawionych zdolnosci syntezy fimbrii spiralnych, pod katem obecnosci tych struktur, a
nastepnie wykorzystanie ww. szczepéw w testach in vitro, w celu charakterystyki
proceséw adhezji, inwazji oraz ich cytotoksycznosci wzgledem linii ludzkich komérek
nablonka jelita Caco-2 niestymulowanych i stymulowanych cytokinami prozapalnymi.
Dodatkowym atutem pracy, umozliwiajacym prawidlowa interpretacje wynikéw w
odniesieniu do roli fimbrii spiralnych, jest izolacja, charakterystyka i wykorzystanie w
testach in vitro oczyszczonych preparatéw tych antygendw.

Podjeta przez Panig mgr Barbar¢ Pawlowska tematyka jest wazna i aktualna, gdyz
dotyczy zrozumienia ztozonych proceséw zachodzacych na styku paleczek E. coli z
organizmem gospodarza. Badania nad fimbriami spiralnymi rozpoczeto stosunkowo
niedawno, zwazywszy, ze doniesienia o ich biosyntezie u bakterii pochodza z 1989 r., a

procedure ich oczyszczania opracowano w 1991 r. i stosowana jest do dzisiaj bez
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wiekszych zmian przez grupy zajmujace si¢ problematyka tych biatek amyloidowych. Co
wiecej, waznym przyczynkiem dla prowadzenia tego typu badan jest nie tylko znaczenie
fimbrii spiralnych dla funkcji zyciowych bakterii i ich rola w patogenezie zakazen
jelitowych wywoltywanych przez E. coli czy Salmonella spp. oraz nieswoistych zapalen
jelit, ale réwniez podobienstwo strukturalne tych czasteczek do ludzkich amyloidow
powstajacych w przebiegu réznych choréb, m. in. choroby Alzheimera. Rzuca to nowe
$wiatlo na problematyke interakcji migdzy gospodarzem a prawidtowym lub zmienionym
chorobowo mikrobiomem.

Przedstawiona do recenzji praca, obejmujaca 140 stron, charakteryzuje sig
prawidtowym uktadem dla rozprawy doktorskiej i obejmuje nastgpujace rozdziaty: Wstep,
Cele Pracy, Materialy i Metody, Wyniki wraz z ich oméwieniem, Dyskusje i Wnioski.
Dopelnieniem opracowania sg streszczenia w j. polskim i angielskim, spisy rycin, tabel,
skr6téw i pismiennictwa oraz odczynnikéw i aparatury wykorzystanej w badaniach. Praca
zostala przygotowana bardzo starannie i jak na tak obszerne opracowanie, zawiera nieliczne
bledy jezykowe. Liczbe rycin (w liczbie 55) i tabel (w liczbie 19) oraz ich tematyke dobrano w
sposéb optymalny. W przejrzysty sposéb ilustrujg one informacje dotyczace podstaw
merytorycznych zglebianego zagadnienia oraz wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych
badan.

Wstep jest bardzo dobrze skonstruowany i napisany jasno i czytelnie. Doktorantka
trafnie dobrata zakres przedstawionych informacji do zaplanowanych celéw badawczych. W
oparciu o aktualng literaturg, Autorka przedstawia w nim charakterystyke patogennych i
niepatogennych szczepéw E. coli wraz z podstawowymi informacjami dla giéwnych
patomechanizméw zakazefi przewodu pokarmowego wywolywanych przez ten gatunek
bakterii. Warto nadmienié, ze cze$é tej tematyki zostala przez Autorke oraz Promotora
oméwiona i rozwinieta w opublikowanej w 2016 r. pracy przegladowej w Postepach
Mikrobiologii, pokazujgc, ze Pani mgr Barbara Pawlowska bardzo dobrze porusza si¢ w

zagadnieniach patomechanizméw zakazern wywotywanych przez E. coli. W kolejnych
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fragmentach wstepu Autorka omawia bardzo szczegélowo toksyczne i funkcjonalne biatka
amyloidowe mikroorganizméw, w tym interesujace ja bakteryjne fimbrie spiralne. Ta czes¢
wstepu, zwierajgca réwniez podstawy biogenezy fimbrii spiralnych, w petni wyczerpuje zakres
informacji niezbedny dla zrozumienia celéw i wynikéw przedlozonej rozprawy doktorskiej.
Waznym zagadnieniem, ktére koficzy ta czg$¢ pracy doktorskiej, jest charakterystyka nabtonka
jelita jako $rodowiska proceséw Dbiologicznych bedacych w zakresie zainteresowan
badawczych Doktorantki — rozwdj stanu zapalnego wraz z opisem wptywajgcego na ten stan
repertuaru cytokin, Autorka opisuje pokrétce pozytywne i negatywne aspekty stanu zapalnego
w jelicie w odpowiedzi na obecno$¢ patogenéw, przywolujac jako jedne ze sztandarowych
przykladéw zachwiania homeostaty odpowiedzi zapalnej - nieswoiste zapalenia jelit. Ten
fragment wstgpu poczatkowo budzi pewien niedosyt recenzenta, gdyz pozbawiony jest
informacji, na temat wptywu stanu zapalnego na zmienno$¢ receptoréw odpowiedzialnych za
interakcje nablonka jelita oraz innych komérek ukladu odpornosciowego z patogenami.
Czytelnik przekonuje si¢ jednak szybko, ze duzg ilo$¢ tej wiedzy Doktorantka przywotuje w
Dyskusji, gdzie konfrontuje swoje wyniki badan z doniesieniami literaturowymi. Autorka
piszac Wstep popehnita niewiele biedéw jezykowych lub merytorycznych, ktore
wyszczegblniono ponizej. W okresleniu ,,toksyna Shiga” prawidtowa pisownia wymaga uzycia
duzej litery w stowie ,,Shiga”, kt6re nawiazuje do prof. Kiyoshi Shiga, ktéry w latach 20-tych
XX w. odkryl bakterie wywotujace czerwonke, nazywajac je Bacillus dysenterie (obecnie
Shigella) oraz wskazat na istnienie toksycznych czynnikéw wytwarzanych przez ten gatunek,
m. in. toksyne Shiga. W odniesieniu do nomenklatury stosowanej w mikrobiologii, skréty takie
jak sp. czy spp. powinny by¢ pisane czcionkg normalng (nie kursywa). W opinii recenzenta,
trafniejszym wydaje sie uzycie symbolu B w okresleniu ,,beta-amyloid”. W Tabeli 1 brak jest
wyjasnienia dla skrétu CNS. Na str. 10 Autorka blednie nazywa monomery PSM biatkami,
gdyz zgodnie z danymi literaturowymi sa to peptydy (Patrz: PNAS, 2012, 109:1281). Z tym
fragmentem tekstu wigze si¢ tez uzycie btgdnego skrétu dla tych peptydéw — PMS zamiast
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PSM. Ostatnim z nielicznych btedéw jest nazwanie produktéw dziatania trombiny na
fibrynogen fibrynopeptydazami A i B (poprawnie: fibrynopeptydy A i B) (str. 20).

Szczegélowe cele pracy zostaly jasno i precyzyjnie sformulowane, a nastgpnie
konsekwentnie realizowane. Opis stosowanych materiatéw i metod zostal poprawnie i
wyczerpujaco opisany. Drobne uchybienia, w zaden sposéb niewptywajace na wartos¢
ocenianej pracy doktorskiej to: brak opisu sktadu buforu HF (Tabela 3, spis odczynnik6w) oraz
niepoprawna pisownia ,,metyl-a-D-mannopiranozyd” (str. 31, poprawna forma to: , metylo-o-
D-mannopiranozyd”). Dodatkowo w odczuciu recenzenta, odpowiedniejszym miejscem dla
uzasadnienia wyboru linii komérkowej Caco-2 (str. 38-39) jest Dyskusja.

W kolejnym rozdziale pracy przedstawiono wyniki. Podobnie jak reszta pracy, sg
one jasno opisane i w petni udokumentowane rycinami i tabelami. Autorka scharakteryzowata
oba wybrane do badaf szczepy E. coli (E32/2 i K12¢600) pod katem ich zdolnosci do syntezy
fimbrii spiralnych. Badaniom szczepéw dzikich towarzyszyty do$wiadczenia na mutantach
izogenicznych pozbawionych zdolnosci syntezy biatek amyloidowych. Mutanty te otrzymano i
scharakteryzowano w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej, co pokazuje pewien
stopien interdyscyplinarnosci ocenianej pracy doktorskiej. Wyniki otrzymane przez mgr
Barbare Pawlowska potwierdzity zatozenie wskazane w celach pracy, gdzie patogenny szczep
E32/2 izolowany z blony $luzowe;j jelita dziecka z nieokreslonym zapaleniem jelita grubego
(patotyp DAEC) wytwarza wysoki poziom tych biatek amyloidowych, w przeciwienstwie do
ich nizszego poziomu na powierzchni komérek laboratoryjnego szczepu Kl12. Autorka
oceniata poziom ekspresji fimbrii spiralnych stosujac kilka metod: barwienie czerwienig
Kongo i kurkuming, ocene dwdjlomnosci wybarwionych preparatéw w  swietle
spolaryzowanym, w teécie immunofluorescencji posredniej z wykorzystaniem kréliczych
surowic skierowanych przeciwko fimbriom spiralnym E. coli. Na uznanie zastuguje fakt, ze
analize fenotypu bakterii Autorka uzupelnita o analiz¢ genetyczng obecnosci genow
kodujacych fimbrie spiralne. Obserwacje zwigzane z fenotypem i genotypem badanych

szczep6w trafnie uzupeinita o wyniki dotyczace izolacji i charakterystyki biatek
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amyloidowych z obu szczepéw dzikich. Otrzymane biatka wykorzystano w niektorych
do$wiadczeniach, jako alternatywe dla bakterii, co pozwolilo na bezposrednig oceng ich
wptywu na badane zjawiska, tj. zywotno$¢ komérek Caco-2, integralnos¢ monowarstwy
nabtonka oraz indukcje wytwarzania IL-8 przez niestymulowane i stymulowane cytokinami
komorki.

Najwazniejszym wyzwaniem badawczym recenzowanej pracy jest opisanie roli
fimbrii spiralnych w patogenezie szczepéw E. coli w odniesieniu do modelu in vitro nabtonka
jelita niestymulowanego i objetego stanem zapalnym (stymulowanego zestawem prozapalnych
cytokin). Docenié¢ nalezy fakt objgcia badaniami zaréwno peinych komoérek bakteryjnych, jak 1
izolowanych amyloidéw. Obserwujac wptyw badanych szczepéw, Autorka wykazata, Ze stan
zapalny znaczaco zmienia reakcj¢ nablonka (monowarstwy komorek Caco-2) na obecno$é¢
patogenu - wyraznie zwigkszal adhezj¢ i inwazje szczepu patogennego E32/2 do komérek
nabtonka w poréwnaniu ze szczepem laboratoryjnym ekspresjonujgcym nizszy poziom fimbrii
spiralnych. Poziom adhezji obserwowany dla obu dzikich szczepéw byt zdecydowanie
wiekszy niz dla mutantéw izogenicznych, co wskazywalo na role fimbrii spiralnych w tym
procesie. Dalej, stan zapalny zwigkszat inwazj¢ szczepu patogennego E32/2, przy czym jego
mutant izogeniczny pozbawiony fimbrii spiralnych wykazywat o wiele wyzsza zdolnos¢ do
inwazji zaréwno stymulowanych jak i niestymulowanych cytokinami komorek Caco-2.
Pokazato to, ze obecno$é badanych biatek amyloidowych nie wptywa bezposrednio na proces
inwazji, co obszernie wyjasniono w Dyskusji. Jesli chodzi o integralnos¢ monowarstwy
nablonka komérek Caco-2 niestymulowanego i stymulowanego cytokinami, efekt dziatania
szczepéw dzikich i mutantéw izogenicznych po 3 godz. inkubacji byl podobny. Autorka
obserwuje istotne statystycznie réznice dopiero po 24 godz. inkubacji, kiedy to wyraznie
widaé, ze czynnikiem wplywajacym na zmiany integralnosci monowarstwy komorek jest czas
inkubacji w obecnosci bakterii. W dalszym etapie Pani mgr Barbara Pawtowska stosujac
oczyszczone preparaty wykazuje, ze wzrost czasu inkubacji komorek Caco-2 zar6wno

niestymulowanych, jak i znajdujacych si¢ w stanie zapalnym, poglebia zaburzenia
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integralno$ci monowarstwy komdrek. Mierzac poziom uwalnianego do podtoza enzymu
cytozolowego LDH, Autorka wykazata, ze dla komérek niestymulowanych poziom i obecnosé
fimbrii spiralnych nie ma wplywu na cytotoksyczno$§¢ wybranych szczepéw. Natomiast stan
zapalny wyraznie wzmaga cytotoksyczno$¢ szczepu patogennego E32/2, przy czym jego
mutant izogeniczny wykazywat podobne wiasciwosci, co wskazuje na brak znaczenie fimbrii
spiralnych dla tego procesu. Ostatnia czg$¢ wynikéw prezentuje wplyw stanu zapalnego na
stymulacje odczynu zapalnego poprzez indukcje wytwarzania IL-8. Poréwnawcze badania
szczepu dzikiego i mutanta wyraznie pokazuja, ze obecno$¢ fimbrii spiralnych ostabia
wytwarzanie odczynu zapalnego zaréwno w ukladzie z komérkami niestymulowanymi, jak i
stymulowanymi cytokinami. Zjawisko to, obserwowane dla pelnych komérek, potwierdzity
badania przeprowadzone na preparatach oczyszczonych, przy czym zjawisko wyraznej
atenuacji obserwowano jedynie dla monowarstwy nabtonka jelita niestymulowanej cytokinami
prozapalnymi. Jak wida¢ same amyloidy nie bylty toksyczne dla komérek nabtonka jelita,
natomiast hamowatly uwalnianie IL-8 przez komérki niestymulowane cytokinami, co Autorka
przytacza jako potwierdzenie wczeéniejszych doniesien na temat roli fimbrii spiralnych jako
antygenu umozliwiajgcego skuteczng kolonizacjg¢ nabtonka jelita przez pateczki E. coli.

Ponizej przedstawiono uwagi, dotyczace rozdzialu Wyniki. Ryc. 19 przedstawia wigzanie
kurkuminy przez szczep K12 hodowany w temperaturze 37 °C. Wynik interpretowany jest
jako brak ekspresji fimbrii spiralnych u tego szczepu w zastosowanych warunkach (37 °C).
Jednak w opinii recenzenta wyglad kolonii przypomina ten z Ryc. 17 i powinien by¢
zinterpretowany jako pozytywny, co potwierdzaja dalsze wyniki badafi. Jesli nie jest to tylko
btad, to w przypadku watpliwosci wynik ten nalezalo potwierdzi¢ innymi metodami, np. z
wykorzystaniem immunofluorescencji posredniej dla szczepu K12 hodowanego w
temperaturze 37 °C. Czy w przypadku testu immunofluorescencji posredniej z
wykorzystaniem kréliczych przeciwciat anty-fimbrie amyloidowe, czgsé testéw kontrolnych
nie powinna polega¢ na inkubacji bakterii z surowicg krélika nieimmunizowanego lub jedynie

z przeciwciatem II-rzgdowym (kozie przeciwciala anty-IgG krélicze znakowane FITC). Proszg
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wytlumaczy¢ rozbiezno$ci wysokosci prazkéw obserwowanych na Ryc. 29 (rozdziat
elektroforetyczny monomeréw CsgA) i Ryc. 30 (immunobloting) wzgledem markerow
wielkoéci bialek w odniesieniu do oczekiwanych mas czasteczkowych: 17 kDa dla
monomeréw i 32 kDa dla dimeréw. Prazek biatka wskazany dla dimeru znajduje si¢ na
wysokosci markera, ktéry wskazywataby raczej na obecno$¢ trimeru. Niektére wartosci
przedstawione w Tabeli 16 zostaty bigdnie zacytowane w opisiec wynikéw znajdujgcym si¢
powyzej tabeli. W czesci tabel (np. Tabela 6, 7, 10 i inne), Autorka stosuje zamiast wartosci
dla badanego parametru skrét ,,no” — nie oznaczono. Prosz¢ o wyjasnienie znaczenia tego
skrétu, tj. czy odnosi sie on do niewykonania pomiaru, czy tez pomiar nie byt mozliwy ze
wzgledu na poziom mierzonych parametréw. Czytelnik oczekiwataby wyjasnienia braku tych
wynikéw, w tekscie lub w legendzie do tabel.

W opinii recenzenta Autorka osiagneta zatozone cele badawcze prawidiowo
dobierajac metodyke badaf. Majgc jednak na uwadze ztozono$¢ proceséw zachodzacych na
styku  patogen/monowarstwa komdrek nablonka Caco-2, istotnym wydaje sig
przedyskutowanie kilku aspektéw zwigzanych z zaloZeniami przyjetymi podczas
wykonywania do§wiadczen.

Interesuje mnie opinia Doktorantki na temat stopnia czysto$ci otrzymanych preparatéw fimbrii
spiralnych. Do izolacji biatek amyloidowych Doktorantka uzyta metody Collinsona i wsp.
opublikowanej w 1991 r. Jest to metoda, ktéra bez wigkszych modyfikacji do dzis jest
wykorzystywana w tym celu przez inne grupy badawcze zajmujace si¢ tematyka tych biatek,
ktéra obejmuje etap dezintegracji i lizy komérek bakteryjnych. Czysto$¢ preparatu
potwierdzono pod katem obecnosci biatek i kwaséw nukleinowych. Czy Autorka posiada
wiedze na temat innych potencjalnych zanieczyszczen tego preparatu, np. lipopolisacharydu
(LPS), ktére to moglyby wplynaé na wyniki testéw in vitro. O jakie metody preparatywne i
analityczne mozna by uzupelni¢ lg cze$é badan, aby wykluczy¢ ewentualne zanieczyszczenia?
Czy nie byloby uzasadnione przygotowaé kontrolnie preparat izolowany z mutanta

izogenicznego, aby oceni¢ lub wykluczyé obecnosé takich potencjalnych zanieczyszczen?
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Nalezy doceni¢ fakt, ze Autorka byta §wiadoma roli antygenéw, takich jak LPS w badanych
oddziatywaniach. W Dyskusji Doktorantka pisze, ze aby wykluczy¢ rolg LPS, czgs¢ badan
prowadzono wlasnie na oczyszczonych preparatach fimbrii spiralnych.

Kolejne pytanie zwigzane z wynikami pracy doktorskiej, dotyczy zastosowania w badaniach
narzedzia, jakim byty poliklonalne surowice krélicze skierowane przeciwko oczyszczonym
fimbriom spiralnym E. coli. Jak pokazaly wstepne testy fluorescencji posredniej i
zahamowania polimeryzacji monomeréw CsgA, przeciwciala te rozpoznawaty epitopy CsgA
zaréwno na monomerach, jak i na powierzchni ztozonych struktur tych biatek amyloidowych.
Autorka zakladala, ze przeciwciala takie moga by¢é dobrym inhibitorem dla proceséw
indukowanych przez biatka amyloidowe, tym samym stanowi¢ pewien rodzaj kontroli
ulatwiajgcy interpretacje badanych proceséw. Nieoczekiwanie, jak sama pisze, preinkubacja
bakterii badz preparatéw bialek z surowicami albo wzmagata pewne procesy, jak np. adhezja,
albo nie miafa na nie wplywu (np. badanie integralnosci monowarstwy komdrek Caco-2).
Wartosci TEER dla hodowli komérek Caco-2 niestymulowanych i stymulowanych
cytokinami, nie wykazywaty réznic statystycznych, gdy poréwnywano hodowle w obecnosci
jedynie biatek amyloidowych lub biatek amyloidowych traktowanych wczesniej swoistymi
przeciwciatami anty-CsgA. Ciekawe bytoby przeprowadzenie doswiadczenia na polimeryzacje
CsgA w warunkach zblizonych do warunkéw hodowli (bufory, obecnos¢ surowicy, czas
inkubacji). Czy w opinii Autorki tego typu doswiadczenie byloby zasadne i jest mozliwe do
wykonania? Gdyby mimo preinkubacji z przeciwciatami anty-CsgA dochodzito z jakiegos
powodu do polimeryzacji monomeréw do biatek amyloidowych, w opinii recenzenta, przy tak
duzych agregatach, jakimi sg fimbrie spiralne, by¢ moze trudno oczekiwa¢ znacznego wptywu
sterycznego swoistych przeciwciat na aktywnosci biologiczne amyloidu. Kolejne pytanie ma
charakter dyskusji i nawigzuje do wynikéw obserwowanych dla mutantéw izogenicznych. Czy
mozliwe jest, ze usuniecie genu odpowiedzialnego za wytwarzanie fimbrii spiralnych mogt

spowodowaé dodatnie lub ujemne zmiany w ekspresji innych czynnikéw wirulencji tych
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szczepéw? W przypadku wynikéw przedstawionych w Tabeli 6, ciekawym uzupetnieniem
kontroli mogto byé uzycie surowicy krélika nieimmunizowanego.

Pani mgr Barbara Pawlowska, zdajac sobie sprawe ze zlozonosci mechanizméw
lezacych u podstaw badanych przez nig proceséw, ostroznie formutuje wnioski, ktore sa
prawidtowe i w pelni poparte uzyskanymi przez nig wynikami. W obszernej Dyskusji, Autorka
wnikliwie i rzeczowo ustosunkowala sie do wyniké6w badafn wtasnych, odnoszac je do
przekroju prac opublikowanych od czasu zidentyfikowania fimbrii spiralnych u E. coli 1
Salmonella sp. Sposéb prowadzenia dyskusji $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci tematu i
prawidlowej ocenie wtasnych osiggnigé. Doktorantka wykazata si¢ dobrg znajomoscig
piémiennictwa i problematyki zwigzanej ze zlozono$cig patomechanizméw zakazen
wywotywanych przez E. coli. Wykaz cytowanych publikacji obejmuje 214 pozycje
pi$miennictwa, w tym najnowsze doniesienia z ostatnich 3 lat skrupulatnie oméwione w
Dyskusji. W Dyskusji Autorka zestawia, jak sama to okresla ,sprzeczne/kontrowersyjne”
wyniki réznych grup badawczych, gdzie w uktadach z komérkami typu makrofagi/monocyty
fimbrie spiralne wykazuja wlasciwosci stymulujace wytwarzanie IL-8, a w liniach
komérkowych wyprowadzonych z nablonka jelita sa czynnikiem atenuujacym. W opinii
recenzenta w zadnej mierze nie sg to wyniki sprzeczne czy kontrowersyjne, ale wyraznie
wskazujg one na to jak wazny jest rodzaj uzytej linii komérkowej (tkanki, z ktorej ta linia sig
wywodzi) i repertuar oraz zmienno$¢ Srodowiskowa receptoréw ekspresjonowanych przez
dana lini¢ komérkowa. Dyskusja bardzo dobrze prezentuje ztozono$¢ proceséw stanowiacych
przedmiot badaf prowadzonych przez mgr Barbar¢ Pawlowska. Cho¢ opisane wyniki badan
dostarczyly wielu nowych wskazéwek dla dalszego zglebiania roli fimbrii spiralnych w
patogenezie zakazen jelitowych, wydaje sig, ze w przyszlosci warto rozwazy¢ kontynuacje
badan polegajacych na ocenie ekspresji receptoréw dla tych biatek amyloidowych, takich jak
m. in. TLR1/TLR2 na powierzchni stymulowanych cytokinami i niestymulowanych komérek
Caco-2. Utatwitoby to Doktoranice wyjasnienie otrzymanych wynikéw na poziomie

molekularnym oraz skorelowanie swoich obserwacji z danymi literaturowymi.
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Podsumowujgc stwierdzam, ze cel pracy zostal osiagniety. Realizujgc swojg prace
doktorskg Pani mgr Barbara Pawtowska dostarczyta kolejnych cennych wynikéw na temat
hamujacej roli fimbrii spiralnych w odniesieniu do nablonka jelita, szczegllnie tych
pionierskich zwigzanych z obserwacja pewnych mechanizméw patogenezy w Srodowisku
stanu zapalnego nablonka jelita. Nieliczne uwagi merytoryczne przedstawione w niniejszej
recenzji, ktére majg raczej charakter dyskusji niz wskazywania uchybien, w zaden sposéb nie
umniejszajg jakosci przedtozonej do oceny rozprawy doktorskiej. Wyniki przedstawiaja cenne
dane, ktére wyznaczajg przynajmniej kilka kierunkéw dla dalszych badan, ktére z
powodzeniem realizowane sg w zespole Promotora pracy doktorskiej Pani mgr Barbary
Pawlowskiej — prof. dr hab. Beaty Sobieszczanskiej. Za najciekawsze z nich uwazam korelacje
badanych proceséw z typem linii komérkowych (tkanek przewodu pokarmowego) i rodzajem
ekspresjonowanych przez nie receptoréw istotnych z punktu widzenia pateomechanizméw E.
coli. W podsumowaniu chce podkresli¢, ze mimo nielicznych uwag krytycznych, praca jest
bardzo warto$ciowa, zostala prawidtowo zrealizowana i wnosi oryginalny i istotny wktad do
wiedzy o roli fimbrii spiralnych dla zywotnosci i strategii inwazyjnosci patogennych szczepow
E. coli oraz wptywu stanu zapalnego na badane procesy. Cz¢s¢ zagadniefi poruszanych we
wstepie zostalo opublikowanych w postaci wspominanej wczesniej pracy przegladowe;j
(Pawlowska BK i Sobieszczarfiska MB. Postepy Mikrobiologii, 2016, 55, 119-131), w ktérej
Pani mgr Barbara Pawtowska wraz z Promotorem sg autorkami.

Podsumowujgc, rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art. 13 ust. 1
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.). Tym samym wnosz¢ z petnym

przekonaniem o jej przyjecie i dopuszczenie mgr Beaty Pawlowskiej do dalszych etapow

Aotz

Dr inz/ hab. Jolanta Lukasiewicz

przewodu doktorskiego.
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