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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Barbary Pawlowskiej
pt. ,, Wplyw cytokin prozapalnych na cytotoksycznosé amyloidu Escherichia coli dla

komorek nablonka jelit*

Biatka amyloidowe kojarzg nam sie gléwnie z réznymi chorobami w tym
neurodegeneracyjnymi. Jednakze amyloidy pelniag réwniez wazne biologiczne role.
Przykladowo, u wielu Gram-ujemnych bakterii, spiralne fimbrie zbudowane sg z bialek
amyloidowych. Spiralne fimbrie sg najlepiej poznane na przykiadzie Escherichia coli, gdzie
podobnie jak u innych bakterii odpowiedzialne sg za tworzenie biofilmu oraz przyleganie do
komoérek gospodarza. Poznanie roli amyloidowych fimbrii w procesie adhezji
chorobotworczych szczepow E. coli do komorek gospodarza wydaje sie istotne zwlaszcza
w aspekcie mechanizméw patogenezy tej bakterii. Ponadto badania nad funkcjonalnymi
(dla bakterii oczywiscie!) amyloidami mogg przyczynié sie do lepszego zrozumienia natury
patogennych amyloidow wystepujacych u czlowieka.

W tym S$wietle podjete przez Doktorantke badania zmierzajace do poznania
wplywu bialek amyloidowych fimbrii spiralnych na zmieniony zapalnie nablonek
jelita wydaja sie uzasadnione.

Oceniana rozprawa ma tradycyjny uktad z podziatem na: Wstep, Cel, Materiaty i
Metody, Wyniki i Oméwienie oraz Dyskusje. Rozprawe konczg wnioski i streszczenie w
jezyku polskim i angielskim.

»Wstep” sklada si¢ z trzech podrozdziatow. W pierwszym scharakteryzowano
chorobotworcze szczepy E. coli. W drugim, najobszerniejszym podrozdziale opisano bialka
amyloidowe, ich strukture, wstgpowanie i funkcje jakie pelnig. W tej czesci najwiecej
miejsca, co jest logiczne, poswiecono amyloidowym fimbriom spiralnym. Do fragmentu
opisujacego biogeneze fimbrii spiralnych z tego podrozdziatu mam dwie uwagi: (i) nie ma

informacji o tym, ze biatko CsgA na N-koncu ma sygnalowa sekwencje kierujgca, co jest




wynikow, a rozdziat ten powinien by¢ napisany w sposob syntetyczny. Zdaje sobie sprawe z
tego, ze trudno jest dyskutowaé na temat sprzecznych wynikow, jezeli analizujemy dane w
ukladzie o duzym stopniu ztozonosci. Mysle w zwigzku z tym, ze podzielenie ,,Dyskusji” na
kilka podrozdziatéw, z ktérych kazdy moglby byé zatytulowany w formie wniosku,

znaczgco uporzadkowaloby ten rozdziat a w konsekwencji utatwitoby jego czytanie.

Uwagi:

. Niekompletne podpisy rycin. Uniemozliwia to zrozumienie rycin zwlaszcza tych zawartych
w rozdziale ,,Wyniki i Omowienie“ (np. ryc. 13). Czesto w rycinach zaczerpnigtych z
innych artykutéw brakuje petnych opiséw 1 symboli (np. ryc. 2).

Str. 15, btednie podano dlugosci genéw csgd 1 csgD oraz masy czasteczkowe biatek CsgA i
CsgB i liczby reszt aminokwasowych wchodzacych w sktad tych bialek; str. 33, 295 pz, to
nie caly gen csg4 lecz jego fragment.

. Nie przedstawiono dokumentacji z izolacji biatek amyloidowych fimbrii spiralnych, a
przede wszystkim nie podano stopnia oczyszczenia bialek amyloidowych fimbrii spiralnych.
Jest to istotne, poniewaz preparatéw tych uzyto do dalszych badan, w tym do immunizacji
krolikow. Ponadto Doktorantka powinna zbadaé czysto$¢ preparatéw pod katem obecnosci
LPS. Na rycinie 29 przedstawiajgcej oczyszczone biatka fimbrii spiralnych nie podano ile
biatka naniesiono na zel. Nie wiadomo réwniez, czy w preparacie oprocz CsgA bylo
obecne réwniez biatko CsgB. W celu izolacji bialka CsgA mozna zastosowa¢ nowsze
metody np. izolacja rekombinowego biatka CsgA w fuzji z His¢ (J Biol Chem. 2008
283(31): 21530-21539; Methods Mol Biol. 2013; 966: 53-75).

. Analiza mutantéw delecyjnych powinna by¢ schematycznie przedstawiona (mapa
genetyczna z zaznaczonymi starterami uzywanymi do PCR). Zwykle mutanty delecyjne
sprawdza si¢ nie tylko za pomoca PCR, ale réwniez za pomoca analizy Southern blotting.
Brak jest rowniez informacji dotyczacych plazmidow (pKD4, pKD78) uzytych do
konstrukcji mutantéw delecyjnych.

. Ryec. 2, ipodrozdziat 3.2.9., jezeli st¢zenie barwnika fluorescencyjnego podaje si¢ w uM to
stezenie bialka CsgA powinno by¢ réwniez podane w uM (a nie w mg/ml). Proszg

porownaé uzyskane wyniki z wynikami prezentowanymi w pracy Wanga i wsp. (J Biol



w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn.
zm.). Doktorantka wykonala szereg wartosciowych doswiadczen uzywajac wielu
zréznicowanych metod. Mam nadziej¢, ze Doktorantka opracowujac wyniki (zawarte
w tym doktoracie) do publikacji uwzgledni zawarte w recenzji uwagi. Wnosz¢ zatem
do Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slqskich o dopuszczenie mgr Barbary Pawlowskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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