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Ocena pracy doktorskiej mgr Tomasza Wolkowicza zatytulowanej
»Charakterystyka struktury wyspy patogennosci szczepu
Yersinia enterocolitica 1B/08, wystepujacego na terenie Polski,
ze szczegélnym uwzglednieniem genéw regulatorowych ysrR-ysrS

1. Temat i cele pracy

Praca doktorska mgr Tomasza Wolkowicza zostala zrealizowana w Narodowym
Instytucie Zdrowia Publicznego - w Pafistwowym Zakladzie Higieny pod kierunkiem
dr hab. Rafata Gierczynskiego. Praca ma postaé starannie opracowanej monografii w ukladzie
typowym dla prac doswiadczalnych w dziedzinie nauk biologicznych; obejmuje bowiem
szes¢ logicznie uporzadkowanych rozdziatéw, to jest Wstep., Zalozenia i Cel pracy,
Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, zwarte 4-stronicowe Streszczenie,
opracowane zaréwno w jezyku polskim, jak i angielskim oraz Pismiennictwo, zawierajace
spis 228 pozycji cytowanej literatury.

Obicktem badan mgr Tomasza Wolkowicza staly sie paleczki Yersinia entrocolitca
1B/08, ktére (jak pisze w zalozeniach swojej pracy doktorskiej) stanowia od kilku lat istotny
czynnik etiologiczny jersiniozy w Polsce. Co bardzo ciekawe, izolowane w Polsce szczepy
nalezg, co prawda, do biserotypu 1B/08, ale prawdopodobnie jako odmienny genetyczny klon
- charakteryzujg si¢, po pierwsze bardzo wysokim pokrewiefistwem filogenetycznym, i po
drugie, defektem w systemie T3SS Ysa, odpowiedzialnym za sekrecje¢ patogennych biatek
Ysp, ktére sg znanymi czynnikami wirulencji dla wysoce chorobotwérczych pateczek
Yersinia . entercolitica. zaliczanych do bioserotypu 1B/08.

Stad, sformulowany cel pracy doktorskiej mgr Tomasza Woltkowicza, to jest poznanie
roznic w organizacji i funkcji wyspy patogennosci Ysa epidemicznego szczepu/ klonu Y.
enterocolitica 1B/08, krazacego w Polsce, oraz homologicznych loci Ysa w genomach
odmiennych szczepéw tego bioserotypu - nalezy uznaé za bardzo interesujacy z racji
poznawczych i wazny z racji dochodzen epidemiologicznych zakazen pateczkami Yersinia
enterocolitica. Nalezy podkreslic, ze w literaturze $wiatowej brak Jest danych na temat




organizacji i funkcji systemu T38S YSA w genomach szczepéw Y. enerocolitica bioserotypu
1B/08 wspdtezesnie izolowanych od ludzi z objawami jersiniozy.

Zasadniczym obiektem badan byt szczep Y. enetocolitica 1B/08 o numerze DMO110,
ktoéry zostat wyizolowany w Polsce od dwuletniego dziecka z biegunka w 2005 roku.
Genotypowanie tego szczepu ujawnito jego wysokie genetyczne podobiefistwo do innych
izolatéw Y. enterocoloitica 1B/08 wyodrebnionych w Pelsce w latach 2004-2009, opisanych
w pracach Gierczynskiego i wsp. (/. Clin. Microbial. 2009) i Zacharczuka (Praca doktorska,
2013). Zgromadzona w Zaktadzie Bakteriologii NIZP-PZH kolekcja 148 szczepOw Yersinia
enetrocolitica 1B/08, wyizolowanych w Polsce w latach 2004-2013, byta dla Doktoranta
znakomitym materiatem dla szerszych badan poréwnawezych i populacyjnych. Za$ szczep
referencyjny Y. enetocolitica WA-314 i 10 innych szezepéw bioserotypu 1B/08 tego gatunku,
nie powigzanych ze sobg epidemiologicznie, stanowity bardzo dobrze zaplanowang grupe
kontrolng. Z duzym zainteresowaniem przeczytalem przedstawione w Wstepie pracy
doktorskiej dane na temat historii rozproszonych ognisk zakazef ¥, enetrocolitica 1B/08 w
Polsce od 2004 roku, kiedy to po raz pierwszy wyizolowano pateczki nalezace do tego
bioserotypu. W tym kontekécie moge stwierdzié, ze temat i cele pracy doktorskiej Pana mgr
Tomasza Wotkowicza mieszczg si¢ w jednym z giéwnych kierunkdw owocnych badan
poznawczych Zespotu dr hab. Fafata Gerczynskiego.

Kierunkowym celem pracy doktorskiej mgr Tomasza Wolkowicza byto poznanie
przyczyny inaktywacji systemu sekrecji T3SS Ysa w epidemicznym szczepie Yersinia
enterocolitica 1B/08 DMO0110, a w konsekwencji opracowanie molekularnego testu, ktéry
pozwolitby na selekcje mozliwic duzej liczby takich szczepow/klondow z  kolekcji
zgromadzonej w NIZP-PZH, a nastgpnie ustalenie na poziomie sekwencji nukleotydowej ich
genoméw molekulamnej przyczyny dysfunkcji systemu sekrecji T3SS Ysa.

Nie mam watpliwosci, ze w tym ujeciu sformulowany cel pracy doktorskiej mgr Tomasza
Wolkowicza stal si¢ oryginalnym projektem badawczym, bowiem podobnego zjawiska nie
opisano dotychczas dla szczepow Y. enterocolitica 1B/08 izolowanych wspélczesnie od ludzi,
a jedynie dla laboratoryjnych szczepdw poddanych mutagenezie.

Odpowiedzi na postawione pytanie poszukiwano poprzez realizacje¢ bardzo dobrze
zaplanowanych celow czastkowych, to jest:

- sklonowanie w wektorze plazmidowym i zsekwencjonowanie zamplifikowanego
regionu genomowego DNA, pokrywajgcego caly locus Ysa-PI epidemicznego szczepu
Yersinia enetocolitica 1B/08, o numerze DM0110

- bioinformatycznq analizg sekwencji nukleotydowej tego regionu DNA, poprzez
poréwnanie jef z sekwenciq szczepu referencyjnego Y. enterocolitica 1B/08 WA-314

- analizg transkryptomu (RT- PCR) w celu zbadania poziomu transkrypcji genow,
regulatorowych oraz gendéw kodujqeych bialka systemu Ysa,

- zbadanie poziom ekspresji i ustalenie wielkosci biatka regulatorowego YsaR.

W praktyczna realizacje tych ambitnych etapowych badan wprzegnieto wiasciwie, bardzo
dobrane, nowoczesne metody i techniki molekularne, genetyczne oraz bioinformatyczne,
ktore dokladnie, powiedziatbym bardzo skrupulatnie, opisano na 32 stronach w rozdziale
Materialy | Metody. Stad, przedstawione w pracy doktorskiej wyniki, uzyskane przy
zastosowaniu opisanych metod, technik i procedur analitycznych - nalezy uzna¢ za w pelni
wiarygodne,

2. Cze¢s¢ teoretyczna pracy (Wstep)

W obszernym Wstgpie, opracowanym w postaci 6 logicznie uporzadkowanych
podrozdzialéw mgr Tomasz Wotkowicz przedstawit z duzym znawstwem dane, obficie
cytowanej literatury $wiatowej (228 pozycji), na temat charakterystyki paleczek Yersinia




enterocolitica, to jest filogenezy, diagnostyki, epidemiologii zakazeh w $wiecie i w Polsce,
obrazu klinicznego jersiniozy oraz patogenezy. Najobszerniejszy rozdzial, §cisle zwigzany =z
tematem i celami pracy doktorskiej, poswiecono czynnikom wirulencji Yersinia enerocolitica,
w tym organizacji i funkcji systemdw transportu typu III Ysc, IIT Ysa, T2SS Ysti i Yst2, a
takze roli innych czynnikéw wirulencji tych bakterii, takich jak: adhezyny, enterotoksyny,
fimbrie Myf, jersiniabaktyna (Ybt), fosfolipaza A (YplA).

Chcialbym podkresli¢, ze Wstep, podobnie jak cala praca doktorska, zostaly napisane
poprawnym jezykiem naukowym i tadng polszczyzng. Mam jedynie pewne uwagi do
niektérych stwierdzeft zawartych w pierwszej cze$ci Wstgpu, nazwanej przez Doktoranta
Wprowadzeniem. 1 tak, zgodnie z moja wiedza organizm cztowicka zbudowany jest z okolo
10" somatycznych i rozrodczych komérek , a zasiedla go 10 razy wigksza populacja
komérek mikroorganizméw (10'"), nalezacych do ponad 500 gatunkéw zwanych
mikrobiomem (ang. microbiota). Szacuje sie, ze liczba genéw mikroorganizméw ludzkiego
mikrobiomu w organizmie czlowicka jest 50-100 razy wieksza niz liczba jego wlasnych
genow (okolo 23 tysigce). Doktorant pisze natomiast, ze organizm czlowieka sklada Si¢ Z
miljonéw komoérek tworzacych tkanki i organy, a zasiedlaja go_miliardy bakterii . Ponadto,
Doktorant pisze o bardzo duzej zmiennoéci czasowej mikrobiomu czfowieka, zwigzanej, jak
pisze, ,,z faktem ciaglego dostarczania z pozywieniem koleinych porcii mikrooreanizméw”.
W swietle znanych mi bardzo wielu pozycji $wiatowej literatury, w tym znakomitych prac z
ostatnich lat, wyzej cytowane stwierdzenia, jako bledne lub zbyt lakoniczne, winny zostaé
usuniete albo skorygowane.

Wyniki

W pierwszej czeéci tego rozdzial Doktorant przedstawit w petni udokumentowane wyniki
na temat bioinformatycznej analizy sklonowanej sekwencji nukleotydowej(30.379 par zasad)
wyspy patogennosci Ysa epidemicznego szczepu Y. enetrecolitica DM01110, w poréwnaniu
z wyspg patogennos¢ Ysa referencyjnego szczepu WA-314 i dwéch innych szczepéw
kontrolnych nalezacych do bioseroptypu 1B/08. Okazalo si¢, ze wyspa patogennoéci
epidemicznego szczepu Y. enetrocolotica bioserotypu 1B/08 krazacego w Polsce, jest
kompletna i charakteryzuje si¢ bardzo wysokim stopniem podobieAstwa zaréwno na poziomie
sekwencji nukleotydowej, jak i aminokwasowej kodowanych biatek, do wyspy patogennosci
Ysa zaréwno szczepu referencyjnego, jak tez  dwéch innych, nie powiazanych
epidemiologicznie szczepdw Y. enmerocolitica bioserotypu 1B/08. Najistotnicjsza wykrytg
zmiang, charakterystyczng wytacznie dla epidemicznego szczepu Y. enetrocolitica DMO1 10,
byta substytucja cytozyny w pozycji 269 na adening w genie kodujacym synteze biatka
regulatorowego YsrR. Mutacja ta skutkuje zmiana kodonu TCA, kodujacego seryne na
kodon ochre (TAA), bedacy sygnatlem STOP dla procesu translacji. W efekcie odkrycia tej
mutacji postawiono hipoteze, ze syntetyzowane biatko regulatorowe YsrR w epidemicznym w
Polsce szczepie DM 0110 zostaje skrocone z 237 do 89 aminokwaséw. Analiza
bioinformatyczna funkcji skréconego biatka wykazata, ze ekspresjonowana cze$¢ biatka YsrR
obejmuje zaledwie potowe waznej, funkcjonalnej domeny REC, w obrebie ktorej znajduje sie
wazne miejsce fosforylacji, ale nie ma w niej wielu innych aminokwasow, tworzacych
aktywne miejsce domeny REC. Ponadto, biatko to nie ma zdolnosci wigzania sie do DNA,

z powodu braku domeny z motywem HTH, znajdujacej si¢ na karboksylowym koncu biatka,
ktora jest charakterystyczna dla bialek regulatorowych rodziny LuxR. Przedwczesny kodon
STOP sprawia, ze zaréwno $rodkowy, jaki i koficowy fragment biatka YstR, nie jest
syntetyzowany w komorkach epidemicznego w Polsce szczepu Y. enterocolitica 1B/08. Co
wigcej, wykryta mutacja w genie ysrR, kodujacym nadrzedny regulator transkrypcji




operondw systemu T38S Ysa, jest charakterystyczna dla wszystkich zbadanych 148 szczepow
Y. enterocolitica bioserotypu 1B/08, izolowanych w Polsce w ostatnich dziesieciu latach.
Mozna wigc powiedzie¢, ze w Polsce od 10 lat krazy jeden epidemiczny klon tego
bioserotypu. Za bardzo dobry pomyst i wazny wynik pracy doktorskiej uznaje opracowanie
przez Doktoranta szybkiego, czulego testu PCR-FFLP, z wykorzyslaniem endonukleazy Btsl,
jako bardzo przydatnego narzedzia zaréwno dla szybkiej i pewnej identyfikacji tego
epidemicznego w Polsce klonu, jak tez dla ustalania zZrodet i drég jego horyzontalnej
transmisji.

Przyznam, ze do najmniej przekonywujacych, a nawet kontrowersyjnych wynikéw
ocenianej pracy doktorskiej zaliczam rezultaty opisane w rozdziale 4.2 pt. Analiza
transkryptomu. Przedstawione na rycinach 4.2.1, 4.3.2 i 4.4.3 wyniki analizy transkryptéw
dla 14 wybranych gendw, lezacych wewnatrz wyspy patogennosci YSA-PI oraz 3 innych
powiazanych z nig genow, lezacych w innych miejscach chromosomu - praktycznie niczego
nie wyjasniajg. Nic mozna dostrzec zadnych istotnych rézni¢ ani w profilu ani w
intensywnosci prazkéw, uzyskanych przy zastosowaniu jako$ciowej metody RT-PCR,
pomiedzy szczepem DMO110 (niezdolnym do syntezy funkcjonalnego regulatorowego biatka
YstR) i referencyjnym \szczepem WA- 314. Stoi to w sprzecznosci z wynikami pracy
opublikowanej w 2013 roku przez Rokosz-Chudziak i wsp. oraz z wynikami doniesienia
prezentowanego w 2013 roku przez Rastawickiego i wsp. na specjalistycznym Sympozjum w
Chinach, wskazujacych, ze szczepy Y. enterocolitica biserotypu 1B/08 izolowane w Polsce
charakteryzujg si¢ catkowitym brakiem biatek wydzielanych przez system T3SS Ysa. Stad,
ptynie logiczny wniosek, ze opisana mutacja w genie regulatorowym ysrR  winna byé
odpowiedzialna za blokade transkrypcji wszystkich operondéw badanego systemu. Jak
wyjasni¢, pogodzi¢ te sprzeczne rezultaty? Przedstawione w bardzo dobrze napisane;
Dyskusji sugestie Doktoranta, poparte takze danymi literatury, o mozliwosci istnienia
~ciekngeych” promotoréw réznych genéw bakterii, a stad mozliwosci syntezy $ladowych
ilosci transkryptéw badanych w pracy operonéw, ale ilosci niewystarczajacych  do
efektywnej syntezy 20 réznych biatek tworzacych aparat T3SS Ysa - sa teoretycznie
uzasadnione, ale tylko jako prawdopodobne. Wyrazam w tym miegjscu przekonanie, ze
wyjasnienie tej kwestii na drodze dobrze zaplanowanych dalszych badan do$wiadczalnych
jest warunkiem, by bardzo wartosciowe wyniki, niezwykle interesujacej pracy doktorskie]
mgr Tomasza Wolkowicza - mogly by¢ opublikowane w jednym z ,rankingowych”
specjalistycznych czasopism naukowych.

Chcialbym zatem poprosi¢ Doktoranta o podjecie w czasie publicznej obrony pracy
dyskusji z recenzentem na temat strategii dalszych badaf, ktore pozwolityby na jednoznaczne
wyjasnienie dyskutowanej kwestii. Osobiscie uwazam, ze zastosowanie chociazby iloéciowej
metody RT-PCR lub PCR w czasie ‘rzeczywistym, mogloby potwierdzi¢ Jego sugestie o
.ciekngeych” promotorach badanych operonéw i syntezie §ladowych ilo$ci poszezegdinych
transkryptow. Pytam, czy inne strategie, np. konstrukcja modelowych ukladéw/ szczepéw
noszacych wybrane geny systemu Ysa, sklonowane pod kontrolg regulatorowego genu ysrR,
nie bytyby wlasciwe dla lepszego zrozumienia mechanizmu indukcji badanych operonéw i
ich nadrzednej regulacji przez regulatorowe biatko YsrR. Wreszcie, czy sklonowanie
funkcjonalnej kopii genu ysrR do szczepu Y. enterocolitica DMO110 i przywrocenie dzikiego
fenotypu Y. enerocolitica bioserotypu 1B/08 (to jest zdolnoéci syntezy wszystkich biatek
systemu T3SS Ysa) byloby zdaniem Doktorant sposobem na uzyskanie bezposredniego
dowodu, potwierdzajacego najwazniejszy wniosek plynacy z Hlego pracy doktorskiej,
dotyczacy ,genetycznej unikatowosci” epidemicznego szczepu Yersinia eterocolitica
bioserotypu 1B/08 krazgcego od 10 lat w Polsce.



Whnioski koicowe

W swietle wyiej przedstawionej, bardzo pozytywnej oceny calej pracy doktorskiej
mgr Tomasza Wotkowicza, w tym szezegolnie mojego uznania dla warto$ci uzyskanych,
oryginalnych wynikéw o charakterze poznawciym oraz aplikacyjnym stwierdzam, ie
oceniana praca doktorska spelnia wszystkie wymagania Ustawy o Stopniach i T viulach
Naukowych, ktére sq stawiane kandydatom ubiegajgcym si¢ o stopiet: naukowy doktora
nauk medycgnych w zakresie biologii medycznej. Styd, 7 pelnym, naukowym przekonaniem
wnoszg do Wysokiej Rady Naukowej Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego -
Patistwowego Zaktadu Higieny - o dopuszczenie mgr Tomasza Wolkowicza do dalszych
etapow prrewodu doktorskiego.

Wnosze takie o wyréinienie tej bardzo dobrze zaplanowanej pracy doktorskiej,
zrealizowanej prry zastosowaniu nowoczesnego warsztatu badawczego z dwich powodow.
Po pierwsze, tematyke badawczg i uzyskane rezultaty uznaje za oryginalne w skali
Swiatowej. Po drugie, cze$¢ wynikéw ocenianej pracy doktorskiej zostanie whkrotce
opublikowana w pracy w czasopi$mie Polish Journal of Microbiology, a inne, po
dodatkowych badaniach, majg, moim zdaniem, realng szanse na upowszechnione w
migdzynarodowym obiegu naukowym - w postaci publikacji w Jednym z ,rankingowych”
czasopism z listy JCR.




