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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Adrianny Lupkowskiej
»Bakterie przetrwale Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae powstale w warunkach
stresowych “

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zostala wykonana pod kierunkiem
promotora, prof. dr hab. Ewy Laskowskiej z Katedry Biochemii Ogolnej i Medycznej
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego. Promotorem pomocniczym jest dr inz. Karolina
Stojowska-Swedrzynska z tej samej jednostki.

Celem badan podjetych w pracy bylo ustalenie czy agregaty powstajace podczas
wysuszania i rehydratacji Lischerichia coli zawieraja glikowane bialka oraz czy w hodowlach
Klebsiella pneumoniae istnieje korelacja miedzy agregacjg bialek a pojawianiem sig¢ bakterii
przetrwatych. Antybiotykoopornos¢ jest jednym z najpowazniejszych zagrozen dla zdrowia
publicznego. Liczne badania wskazuja, ze poza opornoscia na antybiotyki, istotnym
problemem sa takze bakterie przetrwate, ktore toleruja wysokie stezenia antybiotykow.
Bakterie przetrwale stanowia niewielka subpopulacje i charakteryzuja si¢ zahamowanym lub
wyjatkowo powolnym metabolizmem. W przeciwienstwie do bakterii opornych, bakterie
przetrwale nie rozmnazaja si¢ w obecnosci antybiotyku, a ich material genetyczny jest
identyczny z materialem bakterii wrazliwych, z ktérych sie wywodza. Po zakonczeniu terapii
antybiotykowej, komorki znajdujace si¢ w tego typu subpopulacji moga ponownie rozpoczaé¢

podziaty, co prowadzi do nawrotu infekcji. Bakterie przetrwale sa trudne do wykrycia, gdyz
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ze wzgledu na zahamowany metabolizm i niezdolno$¢ do podzialow nie ma mozliwosci
namnazania ich na standardowych podtozach mikrobiologicznych. Szacuje si¢, ze bakterie
przetrwale moga powstawa¢ w nieoptymalnych warunkach srodowiskowych, w wyniku
dzialania czasteczek sygnatowych, w srodowisku biofilmu, wewnatrz makrofagow lub tez
spontanicznie. Molekularne mechanizmy indukujace stan przetrwaly bakterii obejmuja
odpowiedz $cista, odpowiedz SOS, systemy toksyna-antytoksyna, jednak to proces tworzenia
agregatow biatkowych zastuguje na szczegolng uwage. Tworzace sie agregaty zawieraja biatka
zaangazowane w kluczowe procesy metaboliczne, ktorych inaktywacja moze prowadzic¢ do
spowolnienia metabolizmu i wprowadzenia komorek w stan uspienia. Bakterie przetrwale
zawieraja wczesne stadium agregatow, ktorych powstawanie moze by¢ indukowane przez
glikacje. Biorac pod uwage narastajacy problem antybiotykoopornosci, podjete przez
Doktorantk¢ badania dotyczace poszukiwania nowych zwiazkow skierowanych przeciwko
bakteriom przetrwalym sa celowe i w pelni uzasadnione. Mgr Adrianna Lupkowska podjeta
si¢ realizacji tematu waznego nie tylko w aspekcie poznawczym, ale i praktycznym. Warto
podkresli¢, ze tematyka podjeta w Dysertacji wymagala zastosowania szerokiego warsztatu
metodycznego, z czym Doktorantka doskonale sobie poradzita.

Rozprawa doktorska mgr Adrianny Lupkowskiej jest napisana w jezyku polskim 1 liczy
129 stron. Dysertacja jest podzielona na rozdzialy zgodnie z typowym ukladem prac o
charakterze doswiadczalnym. Praca ilustrowana jest licznymi rycinami i tabelami i zawiera
cytaty z 294 pozycji literaturowych. Ponadto, Doktorantka przedstawita dorobek naukowy w
postaci artykutow naukowych i doniesien konferencyjnych, jak rowniez wskazala zrodio
finansowania badan dotyczacych K. pneumoniae.

Przedstawiona do oceny dysertacja rozpoczyna sie Streszczeniem w jezyku angielskim
i polskim, w ktorym Autorka w sposob zwiezly podsumowata najwazniejsze wyniki uzyskane
w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej, jak rowniez podkreslita ich znaczenie naukowe i
zasugerowata potencjalne kierunki badan.

Wstep pracy jest prawidtowo zaplanowany i oparty na dobrze dobranym, aktualnym
pismiennictwie naukowym obejmujgcym najnowsze doniesienia (takze te z biezacego roku),
na podstawie ktorych Autorka omowita aktualny stan wiedzy w obszarze realizowanych badan.
Warto podkresli¢, ze Doktorantka w sposob przekonujacy uzasadnita celowosc¢ prowadzenia
badan dotyczacych pojawiania si¢ bakterii przetrwatych w warunkach stresowych, precyzyjnie

zdefiniowata pojecie bakterie przetrwate, jak rowniez krotko opisata warunki sprzyjajace
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powstawaniu tego typu form bakteryjnych. Szczegdlny nacisk potozyta na przedstawienie
najwazniejszych molekularnych mechanizmow odpowiedzialnych za tworzenie bakterii
przetrwatych, jak rowniez przedstawila glowne strategie eliminacji tych drobnoustrojow.
Pragne zaznaczyc¢, ze Doktorantka wykazata sie szeroka wiedza w zakresie przedstawionej
problematyki badawczej, a zagadnienia przedstawione we wstepie sg bardzo dobra baza
teoretyczng uzasadniajaca konieczno$¢ przeprowadzenia badan w ramach pracy doktorskiej.

Cele pracy zostaly przez Doktorantke przedstawione bardzo przejrzyscie i
sformutowane w czterech punktach. Dwa pierwsze z nich maja charakter pytan badawczych,
koncentrujacych si¢ na ustaleniu (1) czy agregaty bialek, ktore powstaja podczas wysuszania i
rehydratacji /. coli zawieraja glikowane biatka? (2) czy podobnie jak u [ coli, istnieje
korelacja pomigdzy poziomem zagregowanych biatek a liczba bakterii przetrwatych w
hodowlach K. pneumoniae poddawanych wysuszaniu i rehydratacji? Dwa kolejne cele
zmierzaja do scharakteryzowania subpopulacji obecnych w makrokoloniach K. pneumoniae
(poprzez m. in. poréwnanie proteomu i wrazliwosci na antybiotyki), oraz zweryfikowania, czy
wybrane zwiazki o potencjalnym dziataniu antybakteryjnym (sulforafan i eutektyk Reline)
zapobiegaja powstawaniu lub catkowicie eliminujg bakterie przetrwale K. preumoniae.

Nastepny rozdziat Materialy i metody jest przedstawiony w bardzo czytelny sposéb i
zawiera peten wykaz badanych szczepow bakteryjnych, odczynnikow, podtoz i sprzetu oraz
opis stosowanych technik badawczych. Na szczegolng uwage zastuguje fakt, ze Doktorantka
zastosowala w swoich badaniach roznorodne techniki z zakresu analizy biochemicznej oraz
elektroforezy, co $wiadczy zaréwno o jej wszechstronnym podejsciu do badanego problemu,
jak 1 o wysokich umiejetnosciach.

Zasadniczy rozdzial pracy Wyniki zawiera liczne dane eksperymentalne, ktore zostaty
dobrze przedstawione graficznie lub tabelarycznie 1 wyczerpujaco omowione. W pierwszej
czesci badan Doktorantka wykazala, ze wysuszanie i rehydratacja I«. coli indukuja agregacje
bialek oraz powstawanie bakterii przetrwatych. Za istotny wynik uwazam wykazanie, ze
przyczyna utraty zywotnosci /v. coli byta w wiekszym stopniu glikacja niz agregacja bialek.
Ponadto, uzyskane przez mgr Lupkowska dane eksperymentalne dostarczyly niezwykle cennej
informacji wskazujacej na funkcje ochronng agregatow w warunkach stresowych.

W drugiej czgsci rozprawy Doktorantka skupita si¢ na zbadaniu zwiazku pomiedzy agregacja
bialek a powstawaniem bakterii przetrwalych u K. pneumoniae. W pierwszej czesci

eksperymentdw, mgr Lupkowska zoptymalizowata warunki indukujace powstawanie bakterii
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przetrwalych podczas zréznicowanych warunkéw stresowych. W przeprowadzonych
badaniach Doktorantka wykazata, ze izolaty kliniczne K. pneumoniae byly zdolne do
tworzenia wigkszej liczby bakterii przetrwalych w poréwnaniu do szczepu z kolekeji ATCC
13883. Niestety, w toku prowadzonych prac eksperymentalnych nie udato sie¢ wyizolowaé
agregatow biatkowych z K. preumoniae, co moze by¢ powiazane z budowa tych
drobnoustrojow. Badajac makrokolonie izolatow klinicznych K. preumoniae Doktorantka
zaobserwowala wystepowanie dwoch subpopulacji — mukoidalnej i niemukoidalnej.
Subpopulacja centrum charakteryzowata si¢ wyzszym poziomem bakterii przetrwalych,
bakterii niechodowalnych (ang. VBNC) i heteroopornych na kolistyne, oraz wiekszg
zawartoscia produktow glikacji w poréwnaniu z subpopulacja pierscienia. Dodatkowo
przeprowadzone badania proteomiczne za pomoca spektrometrii mass i analizy SWATH
dostarczyly nowych, cennych informacji wskazujacych, ze komorki bakterii pochodzace z
centrum kolonii zawierajag mniejsza ilo$¢ biatek rybosomalnych i znacznie wiecej czynnika
promujacego hibernacje rybosomow (YhbH/Hpf), co moze wplywaé na zwigkszona tolerancje
tej populacji na antybiotyki.

W ostatnim etapie pracy Doktorantka wykazata, ze wplyw dwoch substancii:
sulforafanu (jednego z najlepiej opisanych zwigzkéw, pod wzgledem klinicznym, nalezacych
do izotiocyjaniandw) oraz eutektyku Reline (mieszanina gleboko eutektyczna zlozona z
chlorku choliny i mocznika) na bakterie przetrwate K. prneumoniae jest zalezny od uzytego
stezenia, izolatu klinicznego i czasu inkubacji.

W mojej opinii, Dyskusja w ocenianej rozprawie doktorskiej jest kompleksowa,
wyczerpujaca 1 dobrze skonstruowana. Doktorantka wnikliwie analizuje uzyskane wyniki,
starannie odnosi si¢ do postawionych hipotez i poréwnuje swoje wyniki z aktualnym stanem
wiedzy przedstawionym w literaturze. W sposob logiczny i spojny interpretuje rezultaty,
podkreslajac ich znaczenie oraz potencjalne implikacje badawcze. Dyskusja ta $wiadczy o
glebokim zrozumieniu tematu i umozliwia szerokie spojrzenie na badany problem.

Literatura w rozprawie doktorskiej jest bogata, kompletna i starannie dobrana.
Doktorantka zgromadzita szeroki zakres zrodel, obeymujacych zarowno klasyczne prace, jak i
najnowsze publikacje, co swiadczy o gruntownej znajomosci tematu. Dobor literatury jest
dobrze przemyslany i odpowiednio zorganizowany, a zrodia sg precyzyjnie powiazane z
tematyka badania. Calo$¢ pismiennictwa stanowi solidng podstawe teoretyczna dla

przeprowadzonych badan i wzbogaca dyskusje na temat postawionych hipotez.
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Mgr Adrianna Lupkowska uzyskala w swoich badaniach wiele bardzo interesujacych

wynikow, w podsumowaniu zwroce uwage tylko na najwazniejsze osiagniecia Doktorantki:

I.

Wykazanie, ze w trakcie procesu wysuszania i rehydratacji . coli dochodzi do
agregacji wewnatrzkomorkowych biatek, co jest zwigzane ze zwigkszeniem liczby
bakterii przetrwatych.

Stwierdzenie, ze podczas stresu wywotanego procesem wysuszania i rehydratacji
wzrasta poziom produktéw glikacji w komorkach F. coli, jednak wigkszos¢ z tych
produktow pozostaje w frakcji rozpuszczalnej 1 nie tworzy agregatdw, co nie
potwierdza wczesniej stawianych hipotez.

Wskazanie na mozliwosc, ze agregaty biatkowe prawdopodobnie petnia role ochronna
w komorkach F. coli podczas warunkow stresowych;

Wykazanie, ze S$rodowiskiem szczegolnie sprzyjajacym powstawaniu bakterii
przetrwatych u F. coli 1 K. pneumoniae sa makrokolonie, a izolaty kliniczne K.
preumoniae moga tworzy¢ dwie odrebne subpopulacje w makrokoloniach, ktdre roznig
sig poziomem bakterii tolerujacych antybiotyki 1 heteroopornych, poziomem
produktow glikacji oraz profilem biatkowym.

Udowodnienie dzigki badaniom proteomicznym, ze wieksza ilos¢ bakterii przetrwatych
i bakterii niehodowalnych (VBNC) w makrokoloniach w poréwnaniu z hodowla
ptynna (oraz w subpopulacji centrum w poréwnaniu z subpopulacja pierécienia) moze
by¢ zwiagzana z mniejsza liczba rybosomow i nadprodukcja czynnika hibernacji
rybosomow Hpf.

Wykazanie, ze wptyw sulforafanu i Reline na bakterie przetrwale K. pneumoniae jest

zalezny od uzytego stezenia, izolatu klinicznego i czasu inkubacji.

Podczas lektury rozprawy doktorskiej nasuneto mi sig kilka pytan. uwag oraz komentarzy,

ktore cheialbym przedstawi¢ w_celu dalszego doprecvzowania i rozwiniecia omawianych
zagadnien.

W tabeli 1 (str. 33) podano wyniki lekowrazliwosci stosowanych w pracy szczepow K.
prneumoniae. Dlaczego tabela zostata zamieszczona w rozdziale , Materiaty 1 metody™

nie w czesci wynikowej?
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2. Na str. 31 (Cel pracy) Autorka pisze, ze ,,W przypadku K. pneumoniae w
makrokoloniach mozna w bylo wyrdznic¢ co najmniej dwie subpopulacje,...”. Czy w
hodowlach . coli nie zaobserwowano wystepowania subpopulacji?

3. W rozdziale 6.14 Doktorantka pisze, ze przeprowadzala , Oznaczenie poziomu
komorek przetrwatych”. Czy nie bardziej poprawne bytoby uzycie sformutowania
»Oznaczenie odsetka lub liczby komorek przetrwatych”?

4. Tytul rozdzialu ,,Warunki wzrostu bakterii; stres cieplny, wysuszanie i rehydratacja,
makrokolonie™ jest zbyt lakoniczny.

5. W pracy opisano tworzenie si¢ agregatow biatkowych podczas stresu suszenia i
rehydratacji [v. coli. Czy mozna odrozni¢ agregaty korzystne dla przetrwania bakterii
od tych, ktore moga dziata¢ w przeciwny sposéb? Jakie kryteria zastosowano do oceny
wplywu tych agregatow na zywotnos¢ komorek?

6. Jakie eksperymenty mozna wykona¢ w przysziosci, aby lepiej zrozumiec¢ role
agregatow biatkowych L. coli w komorkach przetrwatych?

7. W pracy Doktorantka opisuje pojawianie si¢ zjawiska heteroopornosci wzgledem
kolistyny w szczepach klinicznych K. pneumoniae. Prosze o zasugerowanie kierunkow
przyszlych badan, ktore mozna wykonaé¢ w celu poglebienia wiedzy dotyczacej tego
zjawiska.

8. Czy wyniki uzyskane przez Doktorantke w badaniach nad heteroopornoscia K.
preumoniae moga wplynac na stosowanie metod terapeutycznych?

9. Czy istnieje mozliwo$c¢ zastosowania uzyskanych w pracy wynikéw w dziedzinach

takich jak bezpieczenstwo zywnosci czy biotechnologia?

W tym miejscu pragng podkresli¢, ze wszystkie zamieszczone uwagi i komentarze do
dysertacji pani mgr Adrianny Lupkowskiej wskazuja wytacznie na potrzebe dodatkowego
wyjasnienia lub uzupelnienia pewnych zagadnien, ale przede wszystkim rozwiniecia dyskusji,
nad niektérymi w moim odczuciu bardzo interesujacymi watkami pracy, nie umniejszaja

natomiast wysokiego poziomu badan i wartosci uzyskanych wynikow.
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PODSUMOWANIE:

Na podstawie przedstawionej do recenzji dysertacji stwierdzam, ze tematyka pracy Pani
mgr Adrianny Lupkowskiej jest niezwykle istotna, gdyz dotyka problemu pojawiania sie
bakterii przetrwalych w warunkach stresowych. Stwierdzam ponadto, ze rozprawa doktorska
potwierdza bardzo dobra wiedze teoretyczna mgr Adrianny Lupkowskiej w dyscyplinie nauki
biologiczne. Uwazam rowniez, ze Doktorantka posiada umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej a rozprawa stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego.

Stwierdzam, ze przedlozona do recenzji rozprawa spelnia wymogi okreslone w art.
187 ust. 1 i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce i
wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie

Pani mgr Adrianny Lupkowskiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia

KA S0 q,Qg

doktora.
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