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Recenzja

osiagniecia naukowego oraz aktywnosci naukowej, dydaktycznej i organizacyjnej

dr Doroty Kuczynskiej-Wisnik

w zwiazku z postepowaniem w sprawie nadania jej stopnia doktora

habilitowanego nauk biologicznych w zakresie biologii

Formalne podstawYwniosku

Dr Dorota Kuczynska-Wisnik otrzymala w 1992 r. tytul magistra biologii na Wydziale

Biologii Geografii i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego (dyplom z wyróznieniem), a

nastepnie w 2001 roku, równiez na tym samym Wydziale, stopien naukowy doktora nauk

biologicznych (dyplom z wyróznieniem) w zakresie biologii na podstawie rozprawy:

"Regulacja transkrypcji operonu ibpAibpB i rola bialek IbpAlbpB". Promotorem rozprawy byla

prof, Alina Taylor. Od roku 1993 do chwili obecnej dr D. Kuczynska-Wisnik pracuje na

Wydziale Biologii Geografii i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego w Katedrze Biochemii.

Ocena obejmuje a) osiagniecie naukowe (okreslone wart. 16 ust. 2 USTAWY z dnia

14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki), b) istotna aktywnosc

naukowa oraz dorobek dydaktyczny i popularyzatorski, a takze wspólprace miedzynarodowa.

Ocena osia!:miecianaukowego

Dr Dorota Kuczynska-Wisnik przedstawila do oceny osiagniecie naukowe skladajace

sie z 6 oryginalnych publikacji spójnych tematycznie pod tytulem "Bialka IbpA i IbpB, jako

elementy mechanizmu chroniacego komórki Escherichia coli przed stresem oksydacyjnym".

Wszystkie artykuly opublikowano w czasopismach z listy filadelfijskiej. W tych publikacjach dr

Dorota Kuczynska-Wisnik jest pierwszym autorem w 4, trzecim w 1 publikacji, czwartym w 1

publikacji oraz nie jest w zadnej publikacji autorem korespondujacym. Udzjal Habilitantki na
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wszystkich etapach przygotowania tych prac wydaje sie dominujacy, jednakze % udzial

Habilitantki podany dla kazdej publikacji jest moim zdaniem niepotrzebnie zawyzony (np.

praca nr 6 - 80% udzialu przy 7 autorach). Ponadto, oswiadczenia wspólautorów sa w

niektórych przypadkach niespójne z opisem udzialu Habilitantki (np. pozycje 2, 5 i 6 -

Habilitantka podaje, ze Jej wklad polegal na stworzeniu koncepcji pracy, a nie na

wspólautorstwie koncepcji, co mozna znalezc w oswiadczeniu prof. Laskowskiej).

Sumaryczny wspólczynnik oddzialywania (lF) tych prac wynosi 13,4, a liczba punktów

Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego zamyka sie liczba 145. Innym wyznacznikiem

wartosci naukowej komentowanych prac jest ranga czasopism, w których zostaly

opublikowane i tu nalezy wyróznic 3 prace opublikowane w Microbiology UK z 5-letnim IF

wynoszacym 3,173, czasopismie z drugiej cwiartki w kategorii Mikrobiologia (46 pozycja).

Tematyka prac dr Doroty Kuczynskiej-Wisnik zwiazana jest z badaniem udzialu

malych bialek szoku termicznego modelowej bakterii Escherichia coli - IbpA i IbpB w

ochronie komórki przed skutkami stresu oksydacyjnego. Bialka te wspóldzialaja z innymi

bialkami Hsp w kontroli procesu faldowania nowo syntetyzowanych bialek, denaturacji

denaturowanych polipeptydów w warunkach stresowych lub ich degradacji, gdy uszkodzenie

jest nieodwracalne. Zainteresowanie Habilitantki rola bialek IbpA i IbpB stanowi kontynuacje

badan rozpoczetych w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej, która dotyczyla regulacji

ekspresji genów ibpAibpB.

W pierwszej publikacji z wykazu, której dr D. Kuczynska-Wisnik jest pierwszym

autorem (z siedmiu) uzyskano interesujace dane wskazujace po raz pierwszy, ze bialka IbpA

i IbpB róznia sie powinowactwem do substratów. Przy braku IbpA w komórce tylko niewielka

czesc IbpB wiazala sie z agregatami bialek, natomiast wiekszosc IbpB znajdowala sie we

frakcji bialek rozpuszczalnych. IbpB pojawialo sie we frakcji agregatów, gdy

nadprodukowane byly oba bialka Ibp. Natomiast IbpA, niezaleznie od obecnosci lub braku

IbpB, pozostawalo zawsze zwiazane z agregatami. Praca ta po raz pierwszy opisuje

dzialanie bialek IbpAB in vivo. W przypadku tej pracy, Habilitantka wniosla istotny wklad w

planowanie i wykonanie wiekszosci doswiadczen oraz w pisaniu manuskryptu, podany wklad

75% uwazam za zgodny z oswiadczeniami licznych wspólautorów.

W kolejnej wieloautorskiej pracy (6 autorów, pozycja 2) Habilitantka jest pierwszym

autorem i ocenia Jej wklad na 80%, co w swietle oswiadczen wspólautorów wydaje sie

ocena przeszacowana. W pracy tej przedstawiono badania wplywu IbpAB na aktywnosc

enzymów tworzacych ciala inkluzyjne i stwierdzono, ze IbpAB chroni enzymy przed utrata

aktywnosci. W zadnym z badanych ukladów brak bialek IbpAB nie wplywal ani na poziom

nadprodukcji rekombinowanych bialek ani tez tworzonych cial inkluzyjnych. Uzyskane wyniki

wskazuja, ze IbpAB wiazac sie do swoich substratów nie tylko chronia je przed

nieodwracalna agregacja, ale równiez pomagaja zachowac tym bialkom natywna
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konformacje w agregatach.

W trzeciej publikacji opublikowanej w Microbiology udzial Habilitantki zostal oceniony

przez nia na 40% (3 wspólautor), co tez wydaje sie troche za duzo (udzial w wykonaniu tylko

niektórych doswiadczen). Praca ta jest kluczowa w realizowanej tematyce i niewatpliwie

miala znaczenie dla pózniej realizowanych projektów. Pdjeto sie wyjasnienia roli IbpAB w

ochronie komórki bakteryjnej przed skutkami stresu oksydacyjnego. Zaobserwowano, ze

brak bialek IbpAB powoduje wzrost wrazliwosci bakterii na jony Cu2+,podwyzszony poziom

utlenionych bialek, wsród których najsilniej agregujace zidentyfikowano jako dehydrogenaze

alkoholowa. Zaproponowano potencjalny mechanizm ochronny, zgodnie z którym udzial

IbpAB w ochronie bialek E. coli przed stresem oksydacyjnym polega zarówno na

bezposrednim oddzialywaniu z uszkodzonymi bialkami, jak i na zapobieganiu powstawaniu

reaktywnych form tlenu poprzez wiazanie jonów miedzi.

Czwarta publikacja przedstawiona przez Habilitantke dotyczy badan nad rola bialek

IbpAB w ochronie komórki przed skutkami stresu termicznego i oksydacyjnego stosujac

dehydrogenaze alkoholowa. jako modelowy substrat. Podany 40% udzial w tej pracy

Habilitantki uwazam za przeszacowany (wykonanie czesci doswiadczen). W tej pracy

wykazano, ze w warunkach tlenowych IbpAB chronia dehydrogenaze alkoholowa przed

inaktywacja podczas szoku termicznego. Zaskakujacym wynikiem bylo jednak to, ze nasilona

inaktywacja i oksydacja dehydrogenazy alkoholowej po szoku termicznym w komórkach

mutanta l1ibpAibpB nie byla powiazana z podwyzszona agregacja enzymu i opóznionym

usuwaniem powstalych po szoku agregatów enzymu. Wysunieto hipoteze, ze IbpA i/lub IbpB

nie uczestnicza w usuwaniu z agregatów nieodwracalnie utlenionych bialek przeznaczonych

do degradacji, a ich dzialanie sprowadza sie do ochrony dehydrogenazy alkoholowej przed

oksydacja i inaktywacja, a tym samym utrzymania enzymu w postaci rozpuszczalnej.

W publikacji nr 5 wykazu przedstawiono dowody na to, ze IbpAB przyspieszaj

powstawanie biofilmu E. coli hamujac posrednio produkcje indolu - jednej z czasteczek

sygnalowych, która zapobiega adhezji komórek do podloza. Brak IbpAB naraza komórki na

endogenny stres oksydacyjny, co prowadzi do nadprodukcji tryptofanazy i wzrostu poziomu

indolu. W pracy tej udzial Habilitantki jest niewatpliwie dominujacy (oceniony na 75%), dr

Dorota Kuczynska-Wisnik wspóltworzyla koncepcje pracy, zaplanowala i wykonala

praktycznie wszystkie eksperymenty i brala udzial w napisaniu pracy.

W ostatniej pracy cyklu (pozycja nr 6) Habilitantka wykazala, ze niektóre antybiotyki w

stezeniach subletalnych hamuja tworzenie biofilmu przez E. coli na powierzchni PCV.

Potwierdzono, ze w tych warunkach bakterie narazone sa na endogenny stres oksydacyjny,

co prowadzilo do indukcji tnaA, a w efekcie podwyzszonego wydzielania indolu. Ponadto,

brak tryptofanazy (szczep l1tnaA) lub obecnosc przeciwutleniaczy takich jak DMSO

czesciowo przywracalo tworzenie biofilmu w obecnosci badanych antybiotyków. Stad
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udowodniono, ze hamowanie formowania biofilmu przez antybiotyki, które powoduja wzrost

poziomu reaktywnych form tlenu w komórce bakteryjnej, jest procesem czesciowo zaleznym

od indolu. W tej pracy bez watpienia udzial Habilitantki jest dominujacy.

Reasumujac, stwierdzam, ze otrzymane przez Habilitantke wyniki sa wartosciowe i

interesujace, a czesc z tych badan jest pionierska w Polsce. Wklad Habilitantki w

poszczególne prace skladajace sie na osiagniecie naukowe nie byl we wszystkich

przypadkach wiodacy, to jednak poziom naukowy tych prac i ranga czasopism, w których

zostaly opublikowane jednoznacznie determinuja moja pozytywna ocene.

Osiagniecie naukowe zlozone z cyklu jednotematycznych publikacji dr Doroty

Kuczynskiej-Wisnik uzyskane po otrzymaniu stopnia doktora stanowi znaczny wklad autorki

w rozwój biologii molekularnej drobnoustrojów i spelnia zatem wymagania art.16 ust. 2

USTAWY.

Ocena istotnei aktywnosci naukowei

Na calkowity dorobek naukowy, lacznie z pracami wskazanymi przez Habilitantke

jako osiagniecie naukowe, sklada sie lacznie 19 prac (w tym 4 przegladowe) o lacznej liczbie

cytowan 298 i indeksie Hirscha 10 oraz sumarycznym IF: 46,375.

Wszystkie publikacje oryginalne Habilitantki ukazaly sie w miedzynarodowych

czasopismach z listy filadelfijskiej o wysokiej randze.

Dwie z tych prac to prace eksperymentalne, które zostaly opublikowane przed

doktoratem i dotyczyly badan nad powstawaniem i usuwaniem z komórki agregatów

zdenaturowanych termicznie bialek - tzw. frakcji S oraz badan nad regulacja ekspresji genów

ibpA i ibpB. Najwazniejsze wyniki z tych prac to: stwierdzenie, ze zagregowane bialka frakcji

S sa substratami HtrA - proteazy szoku termicznego oraz wykazanie obecnosci czynnego

dodatkowego promotora operonu ibpA/ibpB rozpoznawanego przez podjednostke

polimerazy RNA - cr54 oraz charakterystycznych dla tego typu promotorów miejsc

regulatorowych (wzmacniacza - enhancera i miejsca wiazania czynnika IHF). To ostatnie

odkrycie bylo szczególnie cenne ze wzgledu na to, ze gen ibpB stanowil drugi, po opisanym

w 1991 roku operonie psp (phage shock proteins), element regulonu szoku termicznego

kontrolowanego przez cr54.Wyniki tej pracy, w której dr D. Kuczynska-Wisnikjest pierwszym

autorem, sa scisle zwiazane z tematyka Jej pracy doktorskiej.

Trzynascie oryginalnych prac, o lacznym IF 33,613 zostalo opublikowanych po

obronie rozprawy doktorskiej: 5 prac w Microbiology, 2 prace w Acta Biochimica Polonica, 2

w Research in Microbiology i po 1 w Current Microbiology, Journal of Biological Chemistry,

FEBS Letters, PLoS ONE oraz Polish Polar Research. Prace te reprezentuja bardzo spójna

tematyke zwiazana z odpowiedzia komórki bakteryjnej na stres. W siedmiu pracach

oryginalnych (1 z prac wykazanych przez Habilitantke w autoreferacie jest praca
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przegladowa),któreniewlaczonodo "osiagniecianaukowego"Habilitantki,dr D. Kuczynska-

Wisnik nie pelni dominujacej roli(nie jest pierwszym autorem). Jedynie dosc znaczacy wklad

Habilitantki widoczny jest w pracy w PLoS ONE (2012), w której jest jednym z

pomyslodawców pracy i wykonawca czesci doswiadczen (30% udzial). Najwiekszym

osiagnieciem Habilitantki w tej pracy jest wykazanie, ze wzrost liczby komórek persisters

(czyli subpopulacji obejmujacej bakterie o zwolnionym metabolizmie i podwyzszonej

tolerancji na antybiotyki) jest skorelowany z poziomem agregatów bialkowych pojawiajacych

sie w starzejacych sie hodowlach bakteryjnych. Wyniki wskazuja, ze kluczowym etapem w

procesie powstawania persisters jest pojawianie sie nieprawidlowo sfaldowanych bialek i ich

agregacja.

Stosunkowo nieliczne doniesienia (12) na kongresach i zjazdach miedzynarodowych i

krajowych, swiadcza o stosunkowo niskiej aktywnosci Habilitantki w tym obszarze. Warto

tutaj wspomniec jedynie o miedzynarodowych konferencjach na których Habilitantka

prezentowala wyniki swoich prac: 26th Meeting of the Federation of Biochemical Societies,

Nicea, Francja; 18th International Congress of Biochemistry and Molecular Biology: Beyond

the Genome, Birmingham, Wlk. Brytania oraz 2nd World Conference of Stress, Budapeszt,

Wegry.

Podsumowujac, dorobek naukowy (lacznie publikacjami z "osiagniecia naukowego")

dr Doroty Kuczynskiej-Wisnik stanowi istotny wklad w rozwój biologii molekularnej bakterii,

szczególnie w badaniach mechanizmów faldowania bialek, regulacji tego procesu i

mechanizmami odpowiedzi komórki na stres. Na podkreslenie zasluguje zastosowanie w tym

celu róznorodnych i nowoczesnych narzedzi biologii molekularnej.

Ocena dorobku dvdaktvczneQo.orQanizacvineQo.popularvzacii nauki oraz wspólpracy

miedzvnarodowei

Dr Dorota Kuczynska-Wisnik wypelniala obowiazki dydaktyczne w latach 1994- do

chwili obecnej i prowadzila cwiczenia z Biochemii dla kierunku studiów Biologia (od 1994,

udzial w opracowaniu programu cwiczen), cwiczenia z Fizyki z elementami biofizyki dla

kierunku Biologia (od 2011, udzial w opracowaniu programu cwiczen), Pracownia

dyplomowa dla studentów III roku Biologii (od 1999),wyklad "Metody znakowania czasteczek

biologicznych" (przygotowanie i prowadzenie wykladu), wyklad monograficzny "Wspólczesne

metody biologii molekularnej" (przygotowanie i prowadzenie wykladu). Habilitantka byla

promotorem 5 prac magisterskich oraz sprawowala opieke merytoryczna nad 2 pracami

licencjackimi. Byla koordynatorem w ramach Katedry Biochemii UG Baltyckiego Festiwalu

Nauki, "Nocy Biologów", Dni otwartych na Wydziale Biologii UG. Przygotowala realizowala

wyklady promujace wiedze biologiczna pt. "Wspólczesne metody biologii molekularnej czyli

jak znalezc przestepce" w ramach projektu ""Zapros naukowca do szkoly" - od 2010 roku.

Przedstawila 6 wykladów dla uczniów szkól srednich - Przygotowanie i realizacja warsztatów
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edukacyjnych dla uczniów szkól licealnych pt. "Co sie dzieje z bialkami w przewodzie

pokarmowym" w ramach projektu "Poznaj prace biologa" - od 2011 r.

Dr D. Kuczynska-Wisnik nie wspólpracuje z zadnym partnerem zagranicznym, a

takze trudno znalezc informacje o wspólpracy z krajowymi osrodkami naukowymi.

Biorac pod uwage ocene osiagniecia naukowego, aktywnosci naukowej oraz ocene

dorobku dydaktycznego, popularyzatorskiego, organizacyjnego stwierdzam, ze osiagniecia

dr Doroty Kuczynskiej-Wisnik spelniaja wymogi stawiane kandydatom do stopnia doktora

habilitowanego w dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie biologia okreslone wart, 16

USTAWY z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i

tytule w zakresie sztuki (Dz.U.Nr.65, poz.595, z póz. zm.)

Wnosze wniosek do Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o nadanie dr

Dorocie Kuczynskiej-Wisnik stopnia naukowego doktora habilitowanego nauk biologicznych

w dyscyplinie biologia.
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