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pt. ,Bakterie przetrwate Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae
powstate w warunkach stresowych”

Formalna podstawa przygotowania recenzji

Przedstawiong ponizej recenzje sporzadzitam w oparciu o powotanie przez Rade Dyscypliny
Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdariskiego z dnia 5 lipca 2024r., zgodnie z wymaganiami okreslonymi
w art. 187 ust.1i 2, Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 roku.

Znaczenie podjetych badan

Rozprawa doktorska mgr Adrianny tupkowskiej dotyczy komérek przetrwalych, ktére ze
wzgledu na znacznie zredukowany metabolizm, nie reaguja na dziatanie antybiotykdéw. Wedtug wielu
autoréw, uznawane s3 za gléwna przyczyng niepowodzeri w antybiotykoterapii. Komérki przetrwate
pojawiaja sig spontanicznie lub pod wptywem dziatania czynnikéw stresowych, a przyktadem ich
wystepowania u ludzi jest biofilm bakteryjny. Silne zréznicowanie warunkéw tlenowych i odzywezych
panujacych w jego strukturze, sprzyja powstaniu tego typu komdrek. Zdolnoéé do tworzenia biofilmu
jest waznym czynnikiem wirulencji wielu mikroorganizméw. Szacuje sig, ze zakazenia z jego udziatem
stanowig ok. 65% - 80% wszystkich zakazen bakteryjnych u ludzi. Spoéréd pateczek Gram — ujemnych,
gatunki takie jak: Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli najczgsciej wytwarzajq biofilm. Biofilmy
pokrywajg gtéwnie cewniki, wszczepione urzadzenia, przez co mogg byé przyczyng uporczywych,
nawracajacych infekcji. Walka z zakazeniami przebiegajacymi z formowaniem biofilmu jestszczegdlnie
trudna, ze wzglgdu na obecnos$¢ komérek przetrwalych. Sytuacje pogarsza fakt, ze niektére kliniczne
szczepy K. pneumoniae czy E. coli wykazujq wielolekoopornosé, stad znalazty si¢ na licie ,alert
patogendw”. Oznacza to, ze wyizolowanie ich od pacjenta wigze sie z wigczeniem i przestrzeganiem



zaostrzonych procedur sanitarnych. Walka z zakazeniami przebiegajacymi z wytworzeniem biofilmu
wymaga dokfadnego poznania zmian zachodzgcych u bakterii w czasie tworzenia biofilmu, a wigc
réwniez komdrek przetrwatych oraz testowania zwiazkdéw, ktére by inaktywowaty komarki przetrwate.
Prace badawcze w tym obszarze sq intensywnie prowadzone, niektdre aspekty nie do korica zostaty
jednak wyjasnione, dlatego podjecie przez Doktorantke badan, ktérych gtéwnym przedmiotem byta
populacja komérek przetrwatych u E. coli i Klebsiella pneumoniae oraz zmiany zachodzgce u bakterii,
w czasie ich tworzenia sa wysoce uzasadnione, bardzo aktualne i stug pogtebieniu wiedzy w obszarze
nauk biologicznych.

Mgr. Adrianna tupkowska w swojej rozprawie doktorskiej zajela sig gtéwnie:

e sprawdzeniem, czy agregaty biatek powstajace podczas wysuszenia i rehydratacji bakterii
Escherichia coli zawierajq glikolowane biatka

e sprawdzeniem, czy istnieje korelacja migdzy agregacjq biatek a pojawieniem si¢ komdrek
przetrwatych w hodowli Klebsiella pneumoniae, podobnie jak u E.coli oraz

e scharakteryzowaniem subpopulacji obecnych w makrokoloniach K. pneumoniae oraz

e sprawdzeniem, czy wybrane zwigzki o potencjalnym dziataniu antybakteryjnym (sulforafan i
eutetyk Reline) zapobiegajg powstaniu lub catkowicie eliminujg bakterie przetrwate K.

pneumoniae.

Ocena merytoryczna

Przedstawiona do recenzji rozprawa cechuje sig starannos$cig edytorskq, transparentnosciq i
poprawnoscia jezykowa. Posiada klasyczng konstrukcje, liczy ogétem 129 stron, 41 rycin i 12 tabel,
ktore wiaéciwie ilustrujg omawiane zagadnienia. Praca zostata podzielona na 9 rozdziatéw z ponad 25
podrozdziatami. Cel badarn oraz Metodyka zostaly szczegétowo i wyczerpujaco opisane. Obszerne
analizy wynikéw przeprowadzone przy uzyciu rycin i tabel pozwalajq stwierdzi¢ przygotowanie mgr
Adrianny tupkowskiej do prowadzenia badar, projektéw badawczych. Dyskusja zostata szczegétowo
przeprowadzona, a wnioski zostaty przedstawione w postaci szeéciu stwierdzen, ktére powinny by¢
odpowiedzig na cele zawarte w temacie rozprawy. Pismiennictwo zawiera 254 pozycje literaturowe.
W przewazajacej wigkszosci sq to artykuly anglojezyczne, cytowane prawidtowo. Streszczenie napisane
w jezyku polskim i angielskim stanowi kompendium pracy i zostato poprawnie napisane. Umieszczenie
przez Doktorantke wykazu skrétéw stosowanych w pracy, znacznie utatwia odbiér prezentowanych
treéci. Do rozprawy doktorskiej zostata dofaczona publikacja:

— Adrianna tupkowska, Soroosh Monem, Janusz Debski, Karolina Stojowska-Swedrzyriska, Dorota
Kuczyriska-Wiénik, Ewa Laskowska. Protein aggregation and glycation in Escherichia coli exposed to
desiccation-rehydration stress. Microbiological Research, 270 (2023): 127335 (IF = 6,7; 100 punktéw
MNiSW), w ktérej Doktorantka umiescita czg$¢ wynikéw rozprawy doktorskiej, ktére dotyczyly
agregacji i glikacji biatek u szczepéw E. coli, a wigc zostaly poddane recenzji i zakwalifikowane do

publikacji.

We wstepie, Doktorantka naswietlifa aktualny stan wiedzy w zakresie bakterii przetrwatych,
warunkéw i mechanizméw odpowiedzialnych za ich powstanie oraz w zakresie metod zwalczania tego
typu komérek bakteryjnych. Ponadto, przedstawita istotne dane dotyczace bakterii z gatunku Klebsiella
pneumoniae, a w szczegdlnoéci czynniki wirulencji, mechanizmy opornosci na antybiotyki i problemy
w leczeniu zakazen wywotanych wielolekoopornymi szczepami tego gatunku. Szerokie i szczegétowe

2



opisanie przez Doktorantke dotychczasowych doniesiers w tym temacie dowodzi, 7e posiada naleiyta
ogolng wiedzg teoretyczng, adekwatna do dyscypliny jaka sq nauki biologiczne.

Aby zrealizowac cel mgr Adrianna tupkowska przeprowadzita badania wedtug zaplanowanej
metodyki, z uzyciem dobrze sprawdzonych metod badawczych (spektrofluorymetria, densytometria,
immunoblotting, spektrometria mas). W tym miejscu nalezy zaznaczyé, ze komorki przetrwate sg
szczegdlnie trudnym obiektem badari in vitro, gdyz uzyskanie tej populacji komérek o powtarzalnych i
trwatych wiasciwosciach, wymaga duzej wprawy i do$wiadczenia. Doktorantka doktadnie opisata etapy
przeprowadzanych doswiadczer, jednak pewnym niedociggnieciem pracy jest fakt, ze w rozdziale
Materialy i metody nie zostaly umieszczone odnosniki literaturowe.

Wyniki badan zostaly szczegétowo opracowane i opisane. Umieszczenie czytelnych wykreséw
oraz zdjec¢ obrazujacych rezultaty uzyskane w przebiegu do$wiadczen, pomagajg w ich zrozumieniu.
Doktorantka, wykazata, e w czasie stresu spowodowanego wysuszeniem i rehydratacja szczepéw E.
coli, biatka ulegajq agregacji, ktérym towarzyszyt wzrost poziomu komérek przetrwatych. Ponadto,
powstate w tym procesie produkty glikacji pozostaly we frakcji rozpuszczalnej i nie ulegaly agregacji.
Doktadna analiza poziomu agregatéw i glikolowanych biatek w réznych subpopulacjach E.coli pozwolita
na stwierdzenie, Ze agregaty biatkowe moga petni¢ funkcjg ochronng w komdrce bakteryjnej podczas
stresu. Ponadto, agregacji biatek towarzyszyt wzrost poziomu bakterii przetrwatych.

W przypadku szczepéw klinicznych K. pneumoniae, Doktorantka wyréznita w makrokoloniach
dwie subpopulacje komérek, z ktérych ta mukoidalna, z centrum zawierata wyiszy poziom bakterii
przetrwatych, VBNC i heteroopornych na kolistyne oraz wigkszg zawartosé¢ produktéw glikacji niz
subpopulacja pierécienia (niemukoidalna). Doktadne badania proteomiczne przeprowadzone przez
Doktorantke wykazaly wiecej czynnikéw promujacych hibernacje rybosomdéw w centrum
makrokolonii, co moze ttumaczy¢ zwigkszong tolerancjg tej subpopulacji na antybiotyki.

W zwigzku z tym, ze komdrki przetrwate sq przyczyng niepowodzenia w terapii zakazen i
brakuje danych w literaturze o dziataniu zwigzkéw z grupy izotiocyjaniandw czy eutektykéw na komarki
przetrwate, istotnym elementem do$wiadczen jakie prowadzita Doktorantka, byly badania wpiywu
izotiocyjanianu o nazwie sulforafan oraz eutektyku Reline, na powstanie oraz eliminacje bakterii
przetrwatych u K. pneumoniae. Wykazata ona, ze oba te zwigzki byly skuteczne w zabijaniu komérek
przetrwatych izolowanych z makrokolonii, po zadziataniu antybiotyku meropenemu, ale znosity jego
dziatanie powodujgc wzrost bakterii przetrwalych, po ich dodaniu do hodowli wraz z meropenemem.

W rozdziale Dyskusja, mgr Adrianna tupkowska szczegétowo omdwita w odrebnych sekcjach
rezultaty swoich badan. Dotyczyly one: agregacji i glikacji biatek u E. coli, powstania i zwalczania
bakterii przetrwalych K. pneumoniae, heteroopornosci szczepéw tego gatunku oraz zréinicowania
struktury makrokolonii wraz z analiza danych proteomicznych subpopulacji makrokolonii i hodowli
plynnej K. pneumoniae. Doktorantka odniosta wyniki swoich badari do wynikéw innych autoréw.
Ponadto, w kilku miejscach tego rozdziatu zaproponowata dalsze kierunki badan, zmierzajace m. in.
do doktadniejszego stwierdzenia oddzialywan na bakterie przetrwate réznych stezen zwigzkéw z grup:
izocyjanianéw lub eutektykéw z antybiotykami (synergizm, antagonizm czy addycji). Jest to bardzo
dobre rozwigzanie, stuzace pogtebieniu wiedzy w tym obszarze. Ta czg$¢ pracy z pewnoscia potwierdza
duzg wiedze, umiejetnosc logicznej interpretacji wynikdw oraz dojrzato$¢ naukowg Doktorantki.



Whioski sformutowane przez Kandydatke maja charakter stwierdzen, ktére podsumowujq
gléwne wyniki badan. Powinny odnosi¢ si¢ do stawianych na wstepie rozprawy celéw badan. W
rozdziale tym, nie dopatrzytam sig odpowiedzi na pytanie zawarte w celach pracy tj. czy podobnie jak
u E. coli, istnieje korelacja pomiedzy poziomem zagregowanych biatek a liczba bakterii przetrwatych w
hodowlach K. pneumoniae poddawanych wysuszaniu i rehydratacji? — proszg o ustosunkowanie sig do

tej uwagi.

Bibliografia zamieszczona w pracy zawiera 254 pozycje literaturowe. W wiekszosci sg to

artykuly anglojezyczne, cytowane prawidtowo i pochodzace gtéwnie z ostatnich 15 lat.

Staranne przygotowanie rozprawy wplyneto na edycjg catego tekstu, ktéry jest napisany

poprawnym jezykiem naukowym. Zauwazytam jednak kilka biedow:

e w tab. 10 (Dyskusja, str. 96) brakuje pod tabelg opisu oznaczenia ,+?"

e tytut podrozdziatu 7.2.1. (Wyniki, str. 46) powinien by¢ dopasowany formg do tytutdéw
pozostatych podrozdziatéw (7.2.), chociazby ze wzgledéw stylistycznych i precyzji objasnien.
Tytut ,lzolacja bakterii przetrwalych K. pneumoniae”, moina wigc zastapié¢ ,Srodowisko
makrokolonii sprzyja powstaniu bakterii przetrwatych K. pneumoniae i umotliwia ich izolacje”

e w kilku miejscach pracy pojawily sig drobne btedy techniczne (tzw., literéwki”) powstate przy
pisaniu pracy (str.52 — powinno by¢ kolistyng, str. 54 — powinno by¢ heteroopornych itp.)

Niezaleznie od wskazanych btedéw, ktére nie umniejszaja wartosci pracy, przedstawiona do
recenzji rozprawa doktorska charakteryzuje sig odpowiednim poziomem merytorycznym i zawiera

elementy stuzgce pogtebieniu wiedzy z zakresu biologii drobnoustrojéw..

Podsumowanie

Na podstawie analizy przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej mgr Adrianny
tupkowskiej pt. ,Bakterie przetrwate Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae powstate w warunkach
stresowych” stwierdzam, ze rozprawa ma charakter oryginalnej pracy naukowej, ktora dostarcza nowe
informacje istotnie poszerzajace wiedzg z zakresu biologii komdrek przetrwatych oraz ich zwalczania u
szczepéw bakterii z gatunkéw E. coli oraz K. pneumoniae. Doktorantka, podejmujac sig badan,
wykazata sie wiedza teoretyczng z zakresu podjetej tematyki badawczej, uzasadnita celowos$é
przeprowadzonych badar, odpowiednio je zaplanowata i zrealizowata. Stwierdzam, Ze przedstawiona
do oceny rozprawa doktorska spetnia wymagania Ustawy Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce
art.187 ust.1 i 2 z dnia 20 lipca 2018 roku i wnioskuje do Rady Nauk Biologicznych Gdarskiego
Uniwersytetu o dopuszczenie mgr Adrianny tupkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie, z uwagi na opublikowanie przez Doktorantke czgsci wynikéw rozprawy doktorskiej

w 2023 roku:

— w ramach czasopisma Microbiological Research o wspétczynniku IF =6.7; 100 punktow MNiSW

— jako pierwszy autor artykutu naukowego i duzy udziat w realizacji pracy.

whnioskuje o jej wyréinienie.
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