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promotorem pomocniczym rozprawy byta dr inz. Karolina Stojowska-Swedrzynska

Problem rosngcej antybiotykoodpornosci jest obecnie najpowazniejszym zagrozeniem zdrowia
publicznego. Wysoka opornosé komadrek bakterii na antybiotyki zwigzana jest z licznymi mechanizmami,
ktére sg one w stanie wytworzy¢ aby przetrwac presje antybiotyku. Wiele badan wskazuje, na istotng role w
tej opornosci, zwtaszcza w przypadku biofilméw bakteryjnych, bakterii przetrwatych. Komérki przetrwate ze
wzgledu na swdj znacznie spowolniony metabolizm, nie dzielg sie w obecnosci antybiotyku i nie sg na niego
wrazliwe. Po ustaniu presji antybiotykowej sg one zdolne do odtworzenia populacji. Poznanie mechanizmu
powstawania komadrek przetrwatych moze przyblizy¢ nas do zaprojektowania nowych narzedzi do walki z
bakteriami chorobotwérczymi. Celem przedstawionej do recenzji pracy byta ocena czy proces wysuszenia i
rehydratacji w komdrkach E. coli i K. pneumonieae doprowadza do powstania silnie glikowanych agregatéow
biatkowych, ktére majg wptyw na powstawanie komodrek przetrwatych. Kolejnym zagadnieniem byta
charakterystyka subpopulacji bakterii tworzgcych makrokolonie K. pneumonieae, poprzez wykonanie analizy
proteomu oraz okreslenie profilu ich wrazliwosci na antybiotyki. Ostatnim celem pracy byto wykazanie czy
wybrane zwigzki o potencjalnym dziataniu antybakteryjnym sulforafan i eutektyk Reline sg w stanie
zapobiegad i eliminowac¢ komoérki przetrwate wytworzone przez K. pneumonieae.

Przedstawiona do oceny rozprawa zostata przygotowana w jezyku polskim w formie spdjnego tematycznie
opracowania. Liczy ona 129 strony i zostata opatrzona licznymi rysunkami, w liczbie 41 oraz 12 tabelami.
Uktad rozprawy jest prawidtowy — typowy dla prac o charakterze eksperymentalnym, zawiera wiec
charakterystyczne dla takich opracowan rozdziaty, tj. Streszczenie (réwniez w jezyku angielskim), Wstep, Cel
pracy, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie oraz spis cytowanej literatury. Rozprawa jest
napisana poprawnym specjalistycznym jezykiem polskim. W kilku miejscach pojawity sie drobne btedy
stylistyczne, jezykowe i edytorskie, ktdre nie wptywajg na wysoki walor merytoryczny pracy. Rysunki w formie
drukowanej sg mato czytelne np. Rys 29. i czasami zbyt mate co utrudnia ich interpretacje Rys 13 czy 27.
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Ocena poszczegdblnych rozdziatéw rozprawy

Rozdziat Wstep obejmuje zaledwie 20 stron rozprawy ale omawia wszystkie niezbedne zagadnienia.
Pierwszg czes¢ wstepu poswiecono komdrkom przetrwatym, omdwiono znane czynniki i warunki, ktére
odpowiadajg za ich powstawanie. Kolejna czes¢ wstepu poswiecona zostata strukturze biofilmu w ktérym
komorki przetrwate odgrywajg olbrzymie znaczenie, wptywajgc na antybiotykoopornos¢ catej struktury. W
tej czesci szczegétowo omowiono mechanizmy odpowiedzialne za tworzenie komérek przetrwatych w
biofilmie uwzgledniajgc odpowiedz Scistg, odpowiedz SOS, systemy toksyna-antytoksyna oraz agregacje i
glikacje biatek. W kolejnej cze$ci wstepu autorka skupita sie na przeanalizowaniu aktualnej wiedzy dotyczacej
metod eliminacji komérek przetrwatych. Oddzielna cze$¢ wstepu poswiecona zostata nowoodkrytym
zwigzkom o witasciwosciach "“anty-persisters”, ktére mogtyby wspomdc antybiotyki w dziataniu lub je
zastgpi¢. Szczegétowo omdwiono zwigzki: sulfurafan nalezacy do izotiocyjanianéw oraz eutektyk Reline.
Izotiocyjaniany to grupa zwigzkéw powstajacych w wyniku hydrolizy enzymatycznej glukozynolanéw, ktére
nalezg do metabolitéw wtérnych obecnych w roslinach krzyzowych. Eutektyki to natomiast zwigzki powstate
poprzez zmieszanie kilku sktadnikéw, co skutkuje obnizeniem ich temperatury topnienia. Ostatnia czes¢
wstepu poswiecona zostata K. pneumonieae jako bakterii o wysokim potencjale chorobotwérczym.

Kolejny rozdziat pracy zawiera opis wykorzystywanych w badaniach materiatéw i metod. Zawarte w nim
informacje, w mojej ocenie, pozwalajg na odtworzenie najwazniejszych eksperymentéw. W czesci
metodologicznej pojawito sie kilka niescistosci, ktére przytocze w dalszej czesci. Przy izolacji agregatow
biatkowych zabrakto informacji o gestosci hodowli z jakiej izolowano agregaty (znajduje sie jedynie
informacja o objetosci hodowli wykorzystywanej do izolacji), standaryzacja jest tu kluczowa aby poréwnywac
ilosciowo uzyskane wyniki. Czy byta ona wykonywana? W metodzie opisujgcej oznaczanie poziomu komadrek
przetrwatych zabrakto informac;ji jakg liczbe komaérek (czy wszystkie) poddawane byty dodatkowej analizie w
celu sprawdzenia czy nie sg to komadrki oporne.

Rozdziat Wyniki zawiera opis eksperymentalnej czesci rozprawy doktorskiej. Sktada sie z 46 stron tekstu
wraz z 29 rysunkami i 6 tabelami. Pierwsza czes$¢ pracy poswiecona zostata badaniom przeprowadzonym na
E. coli. Wyniki uzyskane w tej czesci pracy zostaty opublikowane w czasopismie Microbial Research (2023). W
pracy zbadano wptyw wysuszenia i ponownej rehydratacji na agregacje biatek w komdrkach E. coli oraz
powstawanie komdrek przetrwatych. Wykazano, ze podczas wysuszenia i rehydratacji wewnatrzkomérkowe
biatka ulegajg agregacji, biatka te w komadrkach E. coli petnig role ochronng, wptywajg rowniez na wzrost
poziomu bakterii przetrwatych. Podczas stresu zwianego z wysuszeniem/rehydratacjg poziom produktéw
glikacji w komaérkach E. coli réwniez wzrastat, jednak znajdowaty sie one gtéwnie we frakcji rozpuszczalnej i
nie ulegaty agregacji, co nie potwierdzito wczesniejszych zatozen. Co wedtug doktorantki mogto by¢ tego
przyczyng? Jedng z analiz przedstawiong na Rys. 14 jest poziom glikacji biatek wyznaczany na podstawie
réznic w ilosci gtéwnych produktéow glikacji w tym karboksymetylolizyny (CML). W pod punkcie (C)
przedstawiono wyniki analiz dla wszystkich subpopulacji komdrek poddanych wysuszeniu (4h) W1-W3 oraz
rehydratacji (40 min) R1-R3, czy analiza glikacji biatek przeprowadzana byta dla hodowli kontrolnej i jakie
ewentualnie byty jej wyniki? Kolejnym zadaniem badawczym, ktére doktorantka postawita przed sobg byto
sprawdzenie czy w komédrkach K. pneumonieae istnieje korelacja pomiedzy agregacjg biatek a powstawaniem
komérek przetrwatych podobna do obserwowanej u E. coli. Poniewaz duza cze$¢ analiz przeprowadzana byta
na makrokoloniach poprosze w tym miejscu doktorantke o doprecyzowanie terminu makrokolonia. Zgodnie
z tym co sama opisuje na str 14 oraz Rys.3, makrokolonia to etap powstawania biofilmu, moze by¢ to rowniez
jedna z form biofilmu. Z definicji biofilm to struktura powstajgca na granicy faz, ciektej oraz statej. Klasyczne
metody badania biofilmu in vitro wykorzystujg osadzanie komdrek z fazy ciektej podczas wielogodzinnej
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hodowli w warunkach stacjonarnych pod ciggta presja cieczy lub w jej przeptywie. Makrokolonie badane
przez doktorantke pozyskiwano nakrapiajgc 10ul hodowli ptynnej na pozywke statg, ktdrg nastepnie
hodowano przez 72h, (taka objetos¢ zapewne wsigkata w podtoze). Pozyskane w ten sposéb kolonie nie
odpowiadajg koloniom biofilmowym i termin ten wedtug mnie nie powinien by¢ stosowany zamiennie. Czy
analizom poddawane byty kolonie bakterii pozyskane klasycznymi metodami w celu wykazania réznic
pomiedzy nimi a pozyskanymi w pracy makrokoloniami? Na Rys. 20 zaprezentowano makrokolonie E. coli dla
uwidocznienia réznic pomiedzy klasycznie uzyskanymi koloniami a badanymi makrokoloniami warto by
zaprezentowac stosowne zdjecie, poda¢ wymiary pozyskanych w ten sposéb kolonii. W tym miejscu pozwole
sobie na dwa dodatkowe pytania techniczne. Jaki byt czas inkubacji w 40°C hodowli poddanych stresowi
cieplnemu przy eksperymentach zaprezentowanych na Rys. 17-19? Wyniki zaprezentowane na Rys. 22 w pod
punkcie (A) prezentujg bakterie, ktére przetrwaty inkubacje z kolistyng w makrokoloniach (B) po stresie
cieplnym. Czy hodowle poddane stresowi byty hodowlami ptynnymi prowadzonymi w obecnosci kolistyny?
W ktéorym momencie i na jak dtugo stosowane byty warunki stresowe w tym wariancie eksperymentu?
Izolacja bakterii przetrwatych z K. pneumonieae wymagata optymalizacji wielu warunkdéw, szczepy kolekcyjne
wytwarzaty komoérki przetrwate na bardzo niskim poziomie. W dalszej czesci badarn komodrki przetrwate
izolowano ze szczepdéw klinicznych, ktére charakteryzowaty sie wyzszym poziomem komadrek przetrwatych
oraz komérek zywych, ktére nie wykazujg wzrostu na podtozach mikrobiologicznych (komérki VBNC). Ta czes¢
wynikéw pozwolita potwierdzi¢, ze s$rodowiskiem sprzyjajgcym powstawaniu komodrek przetrwatych
podobnie jak u E. coli s3 makrokolonie. Bardzo interesujgcym odkryciem tej czesci pracy jest szczep
K. pneumonieae 577-BA, ktdry wytwarzat znacznie wiekszg liczbe komodrek przetrwatych w obecnosci
antybiotykdéw oraz po stresie termicznym oraz dodatkowo wykazywat wysoki poziom opornosci na amikacyne
oraz meropenem. Wyniki uzyskane w tej czesci pracy zostaty wnikliwie przedyskutowane z uwzglednieniem
wszystkich trudnosci w ich interprtacji. Jak sama autorka sugeruje dla jasnosci wynikéw nalezatoby
przedstawi¢ dane dotyczgce wszystkich grup komaérek (dzielgcych sie, zywych ale nie zdolnych do wzrostuna
podtozach mikrobiologicznych oraz martwych) przed i po dodaniu antybiotku, uwzgledniajac jako komorki,
ktore przetrwaty dziatanie antybiotyku obok komdrek przetrwatych réwniez komérki zywe nie zdolne do
wzrostu na podfozach mikrobiologicznych. Interesujgcym wynikiem bylo wykazanie zjawiska
heteroopornosci wsréd badanych szczepdw K. pneumonieae. Zjawisko heteroopornosci na kolistyne u
K. pneumonieae jest zjawiskiem coraz czes$ciej opisywanym w literaturze. Szczepy heterooporne wytwarzaja
subpopulacje o réznym stopniu wrazliwosci/opornosi na antybiotyki i rosng w obecnosci antybiotyku.
Pomimo, ze analiza ilosci agregatow biatkowych w komérkach K. pneumonieae nie powiodta sie, podczas
hodowli makrokolonii wyrézniono w nich dwie subpopulacje komérek, forme mukoidalng zlokalizowang w
centrum kolonii oraz forme niemukoidalng zlokalizowang w pierscieniu okalajgcym, kolonie te poddano
dalszym analizom. Analizowano obecnos$¢ celulozy oraz fimbrii typu curli, w tym celu zastosowano rdzne
techniki barwienia z czerwienig Kongo, Coomasie brillant blue oraz kalkofluorem, wyniki sprawiaty trudnosci
interpertacyjne i nie udato sie przyporzagdkowac jednoznacznie okres$lonych morfotypéw do makrokolonii
wybranych izolatow K. pneumonieae. Wykazano, ze izolaty kliniczne K. pneumonieae mogg tworzyc
zréznicowane subpopulacje o réznej wrazliwosci na antybiotyki, réznym poziomie bakterii przetrwatych oraz
heteroopornych co moze bezposrednio przyczyniaé sie do niepowodzenia klasycznych antybiotykoterapii i
zmusza nas do poszukiwania skuteczniejszych alternatyw. Najwieksze réznice pomiedzy subpopulacjami
centrum i pierscienia zaobserwowano w szczepie K. pneumonieae 577-BA. W szczepie tym zbadano réwniez
poziom glikacji biatek, ze wzgledu na generowanie najwiekszej liczby komérek przetrwatych. W subpopulacji
pierscienia w badanym szczepie, znajdowato sie znacznie wiecej zywych, dzielgcych sie bakterii niz w
centrum, wykazano ze poziom glikacji biatek mierzony CML oraz obecnoscia produktédw AGS byt odpowiednio
5-krotnie i 3-krotnie wyzszy w centrum makrokolonii w poréwnaniu z jej pierécieniem. Srodowisko
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makrokolonii K. pneumonieae 577-BA sprzyjato powstawaniu bakterii przetrwatych i heteroopornych lepiej
niz faza stacjonarna. Aby przyblizy¢ mechanizmy molekularne obserwowanych réznic poréwnano proteomy
bakterii pochodzgcych z subpopulacji makrokolonii oraz hodowli ptynnej. Przeprowadzone analizy
proteomiczne stanowig bardzo wartosciowg czes¢ pracy. Z literatury wiadomo, ze powstawaniu bakterii
przetrwatych towarzyszy zmniejszenie liczby rybosomdéw, co skutkuje zmniejszong liczbg biatek
rybosomalnych. W komdrkach przetrwatych u E. coli zaobserwowano réwniez spowolnienie translacji z
powodu braku rybosoméw oraz degradacji rRNA i tRNA. W pracy zaobserwowano podobne rezultaty,
subpopulacja centrum charakteryzowata sie najnizszym poziomem biatek rybosomalnych i jednoczesnie
najwyzszg liczba bakterii tolerujgcych antybiotyki. Przeprowadzone analizy proteomiczne pozwolity wysungc
kilka bardzo istotnych wnioskédw. Wyzszy poziom bakterii przetrwatych oraz VBNC w makrokoloniach w
poréwnaniu z hodowlg ptynng oraz w subpopulacji centrum w porédwnaniu z subpopulacjg pierscienia moze
by¢ zwigzany posrednio lub bezposrednio z mniejszg liczbg rybosoméw i nadprodukcjg czynnika hibernacji
rybosomow Hpf. Zidentyfikowano szereg biatek, ktére mogg byc istotne dla powstawania komdrek
przetrwatych, nalezg do nich: IhfA, HutH/U, LamB, MscL. Biata zaangazowane w resuscytacje komorek
uspionych to natomiast SucC oraz ZapB. Makrokolonie nadprodukujg natomiast biatka, ktére mogg petnic
funkcje ochronne w réznych warunkach stresowych (np. w trakcie dziatania antybiotykéw) nalezg do nich:
GrcA, AacA4, GevP, Mscl, SpeA, ZapB. Pozostate zidentyfikowane biatka, ktérych poziom byt znaczaco rézny
zaangazowane sg w przebudowe peptydoglikanu nalezg tu biatka DapA, DadA oraz LpoB lub w formowaniu
biofilmu biatka AstD, MetK, MscL i WrbA. Dla sruktury biofilmu kluczowym procesem kontrolujgcym jego
funcjonowanie oraz ekspresje genéw odpowiedzialnych za wiele kluczowych dla istnienia struktury proceséow
jest system Quorum sensing (QS). System QS typu 2 jest obecny w komadrkach K. pneumonieae. Czy w
uzyskanych makrokoloniach nie zaobserwowano zwiekszonej ekspresji biatek zaangazowanych w
funcjonowanie tego systemu np. LuxS, ktéry jest kluczowy dla istnienia biofilmu i ma wptyw na jego
antybiotykoopornos$é, jakie mogg by¢ tego przyczyny? Ostatnia cze$¢ wynikowa poswiecona zostata
kluczowemu zagadnieniu jakim jest eliminacja bakterii przetrwatych, ktére przyczyniajg sie do niepowodzenia
antybiotykoterapii. W pracy zbadano dwa potencjalne terapeutyki sulforafan nalezgcy do izotiocyjaniandw,
ktory ma udokumentowane dziatanie antybakteryjne. Mechanizm jego dziatania polega na indukcji
odpowiedzi Scistej w komodrkach bakterii E. colii K. pneumonieae, a u P. aeruginosa hamuje QS i powstawanie
biofilmu. Badania jego skutecznosci wobec komoérek przetrwatych jak dotgd nie byty przeprowadzane.
Sulfurafan w zaleznosci od stezenia, szczepu i etapu doswiadczenia na ktérym go dodano (razem z
antybiotykiem lub po dziataniu antybiotyku) moze w rézny sposéb wptywaé na poziom bakterii przetrwatych
K. pneumoniae. Uzycie sulforafanu (4xMIC) po wstepnej inkubacji K. pneumoniae z antybiotykiem catkowicie
eliminowato bakterie przetrwate. Natomiast dodanie sulforafanu razem z antybiotykiem powodowato wzrost
poziomu bakterii przetrwatych i znosito efekt dziatania meropenemu. W tym przypadku prawdopodobnie
nastepowata indukcja odpowiedzi Scistej u K. pneumoniae przez sulforafan, co stymulowato pojawianie sie
bakterii przetrwatych. Kolejnym potencjalnym terapeutykiem, ktdory postanowiono przetestowac byt
eutektyk Reline (chlorek choliny + moczmik). Eutektyki ze wzgledu na wtasciwosci bakteriobdjcze, niski koszt
produkcji, biodegradowalnos$¢ oraz znikome wtasciwosci toksyczne wzgledem komadrek ludzkich majg
obiecujgce zastosowanie w preparatach farmaceutycznych. Szereg badan wykazato, ze rézne ciecze gteboko
eutektyczne mogg hamowaé powstawanie biofilmu. W pracy wykazano, ze dziatanie eutektyku w zaleznosci
od szczepu i obecnosci antybiotyku w rézny sposéb wptywa na poziom bakterii przetrwatych. Podobnie jak
sulforafan, Reline moze znosi¢ efekt dziatania meropenemu powodujgc wzrost poziomu bakterii
przetrwatych. Dodanie Reline po wstepnej inkubacji z antybiotykiem, powodowato catkowitg eliminacje
bakterii. Warto jednak zwréci¢ uwage, ze wymagato to ponad 30 godzinnej inkubacji hodowli z eutektykiem.
Potencjalne zastosowanie sulforafanu i Reline do eliminacji bakterii przetrwatych wymaga wiec dalszych
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W Dyskusji Doktorantka przeprowadzita dokladng analize wynikow uzyskanych w poszczegélnych
dosdwiadczeniach i krytycznie je omowita uwzgledniajgc rezultaty innych badaczy. Dyskusja jest wysoce
merytoryczna i stanowi bardzo wysoki walor recenzowanej pracy, swiadczy o gruntownej znajomosci
podjetej tematyki badawczej. Wnioski umieszczone w rozdziale Podsumowanie uwazam za merytorycznie
poprawne. Zacytowane w pracy pismiennictwo zebrane w rozdziale Literatura jest adekwatne do tresci pracy
zawiera odpowiednio dobrane i aktualne pozycje literaturowe.

Do realizacji zadarn badawczych Pani Adrianna tupkowska zastosowata szereg adekwatnych i
zréznicowanych metod, ktére w wielu aspektach wymagaty optymalizacji i standaryzacji np:
(1) izolacja i oznaczanie poziomu komdrek przetrwatych w obecnosci antybiotykéw po szoku cieplnym
wysuszeniu i ponownej rehydratacji, oznaczanie komoérek zywych oraz zywych nie zdolnych do wzrostu na
podtozach mikrobiologicznych,
(2) detekcja i immunodetekcja biatek, detekcja glikowanych biatek,
(3) izolacja i oczyszczanie agregatéw biatkowych, oznaczanie pochodnych karbonylowych w biatkach,
wirowanie w gradiencie Percollu
(4) metody statystyczne, konieczne do analizy uzyskanych danych.
Stosowanie tak rozmaitych metod $wiadczy o dobrym opanowaniu warsztatu badawczego i umiejetnosci jego
wykorzystania przez Doktorantke.

Na koniec chciatam podkredli¢, ze przedstawione w recenzji uwagi, nie umniejszajg wartosci
merytorycznej rozprawy i nie wplywajgq na mojg wysoka oceng cafosci rozprawy przedtozonej mi do recenzji.
Cel naukowy zostat osiggniety. Dodatkowo nalezy podkresli¢, ze praca z komérkami przetrwatymi nie nalezy
do tatwych a techniki umozliwiajgce ich badanie nie sg jeszcze dopracowane i ustandaryzowane, tym bardziej
uzyskane wyniki uwazam za bardzo istotnenaukowo. W mojej opinii, przedstawiona praca stanowi
wartosciowe opracowanie, a jej wyniki wnosza nowe tresci do ogdlnej wiedzy na temat komorek
przetrwatych. Eliminacja komdrek przetrwatych jest istotna w aspekcie skutecznosci antybiotykoterapii i
walki ze zjawiskiem antybiotykoodpornosci.

W mojej ocenie recenzowana rozprawa doktorska mgr Adrianny tupkowskiej spetnia wszystkie wymogi
okredlone ustawowo zgodnie z artykutem art. 187 ust. 1 i 2, Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pdZn. zm.). Wnioskuje wiec do Rady Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Adrianny tupkowskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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