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Escherichia coli NA FAGOCYTOZE 1 APOPTOZE MAKROFAGOW

Przedmiotem badan mgr Michata Turniaka byly enteroagregacyjne szczepy
Escherichia coli (EAEC) izolowane z probek kalu od dorostych oséb z zespotem jelita
nadwrazliwego (IBS). Jak wiadomo szczepy EAEC sg przyczyng przewleklych biegunek,
czgsto o charakterze epidemii, na catym $wiecie. O ich znaczeniu dla medycyny $wiadczy
fakt, ze w wielu regionach swiata plasujg si¢ one na drugim miejscu, po ETEC, jezeli chodzi o
czegstosé zakazen wywolujacych biegunki. Pomimo tego, ciagle wiele aspektow dotyczacych
ich epidemiologii, czy patogennosci, zwlaszcza jezeli chodzi o tzw. atypowe EAEC, jest stabo
poznanych. Stad wybér tematu pracy doktoranta uwazam za aktualny i wazny zaré6wno pod

wzgledem poznawczym jak i praktycznym.

Recenzowana praca posiada ukiad wiasciwy dla tego typu opracowan. Rozpoczyna si¢
wstepem dobrze $wiadczacym o znajomo$ci pismiennictwa 1 zagadnien dotyczacych
realizowanego tematu dysertacji. Czgs$¢ pierwsza tego rozdzialu poswigcona jest ogdlnym
informacjom, ktdre dotycza patogenow jelitowych oraz szczepow E. coli wywolujacych
zakazenia przewodu pokarmowego czlowieka. Po nich nastgpujg podrozdzialy poswigcone
zagadnieniom zwigzanym z procesem fagocytozy, zarowno od strony komorki-gospodarza,
jak 1 fagocytowanych pateczek E. coli. Ostatnia, w moim odczuciu zbyt obszerna czgs¢
wstepu poswigcona zostata apoptozie. Omoéwiono w niej nie tylko zmiany zachodzace w
komorkach apoptotycznych i mechanizmy apoptozy oraz udziat bakterii, w tym E. coli, w tym
procesie, ale réwniez, juz niepotrzebnie, metody stosowane do wykrywania komorek
apoptotycznych. Natomiast ich kosztem mozna bylo z powodzeniem poswigci¢ wigcej
miejsca np. genom, ktorych dotycza wyniki badan. Dla przykladu, o grupach
filogenetycznych i warunkujacych je genach dowiadujemy si¢ dopiero na stronie 42, gdzie
poswiecono im zaledwie kilka zdan. Z kolei, w rozdziale ,,1.2.2. Inwazja E. coli do komorek
gospodarza” mowa jest tylko o czesci inwazyn, dla ktorych geny sa analizowane w czgsci
eksperymentalnej pracy. Inne uwagi dotyczace tego rozdziatu. Dla ryciny 1 brak jest
wlasciwego opisu., a co wiecej jest on w jezyku angielskim, co kléci si¢ z podstawowym
jezykiem opracowania, jakim jest jezyk polski. Co oznaczaja wystepujace na niej cyfry i
skroty? Bez tych objasnien rycina jest niezrozumiata dla czytelnika. Brak odniesienia w

tek$cie do ryciny 3. Str. 9: Co autor rozumie przez ,,prozapalny szlak apoptozy makrofagéw”



1 ,,apoptozg komoérek zernych w wyniku aktywacji kaspazy-1”? Tym niemniej, mimo tych
uwag, generalnie ta cz¢s¢ dysertacji napisana zostala jasno i przystepnie, dobrg polszczyzna.
Chcialbym tylko zwroci¢ uwage na dwa zargonowe terminy stosowane przez Autora, ktorych
powinien unika¢ w przysziosci. Pierwszy z nich to ,ligacja”, ktéra co prawda w biologii
molekularnej odnosi si¢ do reakeji katalizowanej przez ligazg, ale w kontekscie uzywanym
przez Autora powinna byé zastgpiona slowem ,,oddzialywanie” lub ,laczenie si¢”. Drugi z
tych termindw to ,detoksykacja”. Nie mozna mowi¢ o ,detoksykacji NO”, bo w tym
konkretnym kontekscie chodzi o rozktad tego zwigzku, a detoksykacja oznacza sposob
leczenia od uzaleznien, polegajacy na naglym odstawieniu substancji psychoaktywnej, lub w
znaczeniu bardziej potocznym, oczyszczenie organizmu ze szkodliwych lub niepozadanych

substancji.

O dobrym przygotowaniu Doktoranta do pracy badawczej $wiadczy rozdzial
»Materialy i metody”. Jak z niego wynika, w czasie wykonywania swojej pracy doktorskiej
mgr Michal Turniak zapoznat si¢ z podstawowymi technikami mikrobiologicznymi, hodowla
komorek eukariotycznych, a takze niektérymi metodami biologii molekularnej
wykorzystywanymi w analizie genéw oraz stosowanymi w biologii komorki, jak testy na
apoptoze. Ten rozdzial, pozornie najtatwiejszy do napisania, kryje w sobie niebezpieczenstwo
zarOwno uzywania wyrazen zargonowych, jak i zbyt skrétowych, i tym samym malo
zrozumiatych, opisow stosowanych metod, czego nie unikngt momentami i Autor dysertacji.
Typowym zargonem laboratoryjnym sa na przyklad takie wyrazenia jak ,trypsynizacja”,
,monolayer”, czy ,,worteksowac¢”. Pozostale uwagi tego typu zamiescilem na marginesach
pracy. Prosz¢ réwniez pamigtaé, ze przy podawaniu parametréw wirowania powinnismy
uzywaé wartosci ,,g”. Jezeli chcemy postugiwaé si¢ obr/min (rpm), to musimy, obok typu
wiréwki, podaé¢ rowniez szczegoly dotyczace stosowanego rotora i ewentualnie probowki
wirdwkowej. Podobnie, w przypadku wytrzasarki rotacyjnej podajac liczb¢ obrotéw/min
nalezalo uwzgledni¢ model tego urzadzenia i firmg, ktéra je produkuje, bowiem bez tych
danych ta informacja jest bezuzyteczna. Chcialem réowniez zwréci¢ uwage na brak nazwy
firmy przy wielu odczynnikach. I wreszcie pytanie do Doktoranta dotyczace wykonania testu
na inwazyjnos$¢ pateczek E. coli. Standardowo, w tego typu testach, komdrki po inkubacji z
bakteriami ptucze sie, a nastepnie w celu pozbycia si¢ resztek nieodplukanych, zwigzanych z
powierzchniag komorek, drobnoustrojéw traktuje gentamycyna,. I dopiero po inkubacji
komorek eukariotycznych z antybiotykiem poddaje si¢ je lizie. Tymczasem w opisanym

tescie brakuje tego etapu. Dlaczego?



Oczywidcie najwazniejszym rozdzialem kazdej pracy doktorskiej, zwlaszcza
eksperymentalnej, sa ,,Wyniki”. W przypadku dysertacji mgr Michata Turniaka,

najwazniejsze dokonania Doktoranta daja si¢ stresci¢ w nastgpujacych sposadb:

1. Wszystkich 5 szczepow izolowanych z przypadkow IBS wykazywato agregacyjny
typ adhezji do komdrek nablonkowych w tescie in vitro. Stad zaliczono je do
enteroagregacyjnych szczepow E. coli (EAEC). Pomimo tego, ze reprezentujg one patotyp
EAEC, to dwa z nich nie posiadaja genu aggr i aap, ktore sa genami charakterystycznymi dla

tego patotypu. Stad okreslone je jako atypowe EAEC.

2. Powyzszych 5 szczepow, ze wzgledu na ekspresj¢ genéw determinujacych
przynaleznosé do okreslonej grupy filogenetycznej, zaliczono do filogrupy B2 lub D, a wiec

do grup, do ktorych naleza pozajelitowe wirulentne szczepy E. coli.

3. W zgodzie z powyzsza charakterystyka, wszystkie analizowane szczepy izolowane
od chorych z IBS wykazywaly wysoki poziom inwazji do komérek wywodzacych si¢ z
nablonkéw. Co si¢ z tym laczy, wszystkie posiadaly przynajmniej jeden gen kodujacy
inwazyny, bialka warunkujace inwazyjno$¢ w przypadku E. coli. Tym niemniej nie
stwierdzono korelacji pomiedzy obecnoscia genu kodujacego okreslona inwazyne, a
poziomem inwazji. Tak samo liczba gendéw kodujacych te biatka, obecnych w genomie

danego szczepu, nie korelowata z poziomem inwazji.

4. Na patogenny charakter izolatow E. coli pochodzacych od pacjentow z IBS i
nalezacych do patotypu EAEC, wskazuja réwniez badania nad ich fagocytoza przez
makrofagi. Po ich sfagocytowaniu, wszystkich 5 szczepéw bylo zdolnych do przezycia
wewnatrz makrofagdéw przez caly okres trwania eksperymentu (5 dni), a co wigcej, dla czgsci

z nich obserwowano intensywne namnazanie bakterii w komorkach gospodarzach.

5. Nie znaleziono korelacji pomiedzy indeksem fagocytarnym a indeksem
przezywalnosci, a takze pomigdzy zdolnoscia paleczek E. coli do przezywania w
makrofagach, a obecnoscia genéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne i genu kodujacego
yersiniobaktyne, ktére w ogromnej mierze odpowiadaja za ten proces. Ten brak korelacji
dotyczyl réwniez genu chud, ktérego biatkowy produkt takze bierze udzial w przezywalnosci
E. coli w makrofagach. Jakkolwiek dla tych dwdch ostatnich genéw, ich brak w szczepach
referencyjnych mial generalnie zwiazek z gorsza lub brakiem przezywalnosci bakterii w tych
komoérkach. A wiec geny kodujace yersiniobaktyne i biatko wiazace hem ChuA wydaja sig
by¢ cechg charakterystyczna dla patotypu EAEC.



6. Stwierdzono, ze wigkszo$¢ analizowanych szczepow E. coli, ktére przezywajg
wewnatrz makrofagéw, hamuje zaréwno spontaniczng jak i indukowang staurosporyng
apoptoze komorek-gospodarzy po 48 godzinach po internalizacji bakterii w wyniku

fagocytozy.

Eksperymenty, na podstawie ktérych uzyskano omowione powyzej wyniki, zostaty
zaplanowane w sposob prawidlowy, z wykorzystaniem odpowiednio dobranych metod.
Merytorycznie, w wigkszosci nie budza one wigkszych zastrzezen. Pewne uwagi i pytania ich

dotyczace znajduja si¢ ponize;j.

Wedlug Autora, brak korelacji pomiedzy zdolnoscia pateczek E. coli do przezywania
w makrofagach, a obecnoscig gendow kodujacych enzymy antyoksydacyjne wskazuje, ,,ze
najprawdopodobniej inne czynniki bakteryjne mialy wplyw na ich dtuzsze utrzymywanie si¢
w komorkach zernych”. W zwiazku z tym stwierdzeniem, chciatbym zwréci¢ uwage, ze nie
tyle obecnosé danego genu, ale poziom jego ekspresji decyduje o danej cesze fenotypowej. A
wiec, obserwowane roznice w przezywalnosci pomig¢dzy szczepami moga by¢ wynikiem
réznic w ekspresji/aktywnosci enzymow odpowiedzialnych za przezywanie pateczek E. coli
w makrofagach, co najprosciej mozna by bylo wykazaé¢ juz na poziomie mRNA, np. metoda
PCR w czasie rzeczywistym. Ta sama uwaga dotyczy réwniez braku korelacji pomigdzy
przezywalnoscig a obecnos$cig genow dla yersiniobaktyny oraz genu chuA, chociaz w tym
przypadku brak tych genow w szczepach referencyjnych mial generalnie zwiazek z gorsza lub
brakiem przezywalnosci bakterii w makrofagach. W mojej opinii nie mozna méwi¢ o zwiazku
pomigdzy ekspresja fimbrii typu 1-go na powierzchni pateczek FE. coli a indeksem
fagocytarnym, jak to sugeruje autor. Nie pozwala na to zbyt mala liczba izolatéw
uniemozliwiajgca jakakolwiek analize statystyczng. Roéwniez nie mogg¢ zgodzi¢ sie z
twierdzeniem, ze szczepy EAEC izolowane z przypadkéow IBS indukowaly apoptoze
makrofagéw w ciagu pierwszych 24 godzin od ich internalizacji, poniewaz obserwowane
réznice w stosunku do kontroli sa niewielkie i na pewno nie sg istotne statystycznie. A jezeli
tak jest, to brak mi wytlumaczenia dlaczego raz indukujq one apoptozg, a w drugim
przypadku tzn. po 48 godzinach lub w obecnosci staurosporyny, ja hamuja. Bardzo prosze
Doktoranta o ustosunkowanie si¢ do tych moich uwag i watpliwosci. Inne, bardziej

szczegOtowe uwagi dotyczace tego rozdziatu zamieszczam ponizej.

Brak odniesienia w tekécie do ryciny 14 powoduje, ze nie wiadomo jaki byl cel
zamieszczenia dwoch fotografii (A i B) obrazujacych to samo zjawisko. Natomiast, co

mialoby znacznie wigkszy sens, mozna bylo zilustrowac rycing pozostate typy adhezji. Brak



odniesienia w tekscie dotyczy zreszta i niektorych innych rycin/wykresow, np. Wykresu 1.
Brakuje mi réwniez obrazoéw zeli agarozowych z rozdzielonymi produktami reakcji PCR.
Tego typu ryciny w obecnych czasach sg zbyteczne, jezeli chodzi o publikacje, jednakze w
takich opracowaniach jak praca doktorska sa dowodem na opanowanie przez kandydata do
stopnia doktora technik badawczych prezentowanych w rozdziale ,,Materialy 1 Metody”.
Prosz¢ pamigtaé, ze w opracowaniach typu praca magisterska lub doktorska, czy tez
publikacje, nie ma czegos$ takiego jak ,,Wykresy”. Sa albo ,Ryciny”, albo ,Rysunki”.
Wreszcie, czemu miaty stuzyé eksperymenty, w ktorych apoptoz¢ makrofagéw indukowano,
poza staurosporyna, réwniez bufaling i kamptocyna, ktére nie byly wykorzystywane w
zadnym innym eksperymencie. Rowniez, nie bardzo wiem czemu ma stuzy¢ rycina 20, ze

wzgledu na brak opiséw czego dotyczg poszczegolne wykresy!

Rozdzial ,,Dyskusja”, podobnie jak wstgp pracy, napisany jasno i przystepnie,
$wiadczy o dobrej znajomosci problematyki przez Doktoranta. Krok po kroku, doswiadczenie
po do$wiadczeniu, Autor uzasadnia potrzebg ich wykonania, konfrontujac wyniki wiasne, tam
gdzie mozna, z danymi literaturowymi, dowodzac umiejgtnosci w zakresie doboru i
postugiwania si¢ pismiennictwem naukowym. Jedyna uwaga, jaka nasungla mi si¢ podczas
czytania tego rozdziatu, to jego zbytnia dtugos¢, poniewaz niektore zawarte w nim informacje

sg powtdrzeniem tego, co zostalo juz opisane we wcze$niejszych rozdziatach.

Mniej natomiast podobaja mi si¢ przedstawione przez Autora dysertacji wnioski, Jest
ich zbyt wiele i bardziej przypominajg streszczenie wynikow niz wlasciwe wnioski. Na
przyklad, wniosek 1 i 7 mozna bylo z powodzeniem potaczyé w jeden, jako ze dotyczy tego
samego zjawiska. Poza tym, nie bardzo rozumiem, czym kierowal si¢ Autor przy ustalaniu

kolejnosci wnioskow. Jest ona dla mnie nieco przypadkowa i chaotyczna.

Na zakonczenie chcialbym zaznaczy¢, ze wiele z zamieszczonych w recenzji uwag
dotyczy strony redakcyjnej pracy. Mam nadziej¢, ze przydadzg si¢ one Doktorantowi w
pisaniu kolejnych prac i beda mu pomocne w przyszlych dokonaniach. Réwnocze$nie
cheiatbym podkreslié, ze cel pracy zostal osiagnigty. Doktorant wykazat si¢ zarowno dobrym
przygotowaniem praktycznym, o czym $wiadczy bogaty warsztat badawczy oraz uzyskane
wyniki badan eksperymentalnych, jak i teoretycznym, czego dowodzi cata dysertacja. W
zwiazku z powyzszym, przedstawiona mi do recenzji praca, tak ze wzgledu na prezentowana
problematyka, uzyskane wyniki, jak i warsztat badawczy spetnia warunki okreslone w art.13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i

tytule naukowym w zakresie sztuki. Dlatego wnoszg¢ do wysokiej Rady Wydziatu



Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu o dopuszczenie

magistra Michala Turniaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Wroctaw, dnia 8 wrzesnia 2015 roku »
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