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Recenzja
osiagnigcia 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 podstawy wniosku

Dr Dorota Kuczynska-Wisnik otrzymata w 1992 r. tytut magistra biologii na Wydziale
Biologii Geografii i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego (dyplom z wyrdznieniem), a
nastepnie w 2001 roku, réwniez na tym samym Wydziale, stopien naukowy doktora nauk
biologicznych (dyplom z wyréznieniem) w zakresie biologii na podstawie rozprawy:
,Regulacja transkrypcji operonu ibpAibpB i rola biatek IbpAlbpB”. Promotorem rozprawy byta
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) osiggniecie naukowe (okreslone w art. 16 ust. 2 USTAWY z dnia
14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki), b) istotng aktywnosc
naukowa oraz dorobek dydaktyczny i popularyzatorski, a takze wspotprace miedzynarodows.
Ocena osiagniecia naukowego

Dr Dorota Kuczynska-Wisnik przedstawita do oceny osiagniecie naukowe sktadajgce
sie z 6 oryginalnych publikacji spojnych tematycznie pod tytutem ,Biatka IbpA i IbpB, jako
elementy mechanizmu chroniacego komorki Escherichia coli przed stresem oksydacyjnym".
Wszystkie artykuty 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 korespondujgcym. Udziat Habilitantki na




wszystkich etapach przygotowania tych prac wydaje sie dominujgcy, jednakié % udziat
Habilitantki podany dla kazdej publikacji jest moim zdaniem niepotrzebnie zawyzony (np.
praca nr 6 - 80% udziatu przy 7 autorach). Ponadto, o$wiadczenia wspdtautorow sg w
niektérych przypadkach niespdjne z opisem udziatu Habilitantki (np. pozycje 2, 5 i 6 —
Habilitantka podaje, ze Jej wkiad polegat na stworzeniu koncepcji pracy, a nie na
wspotautorstwie koncepcji, co mozna znalezé w oswiadczeniu prof. Laskowskiej).
Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF) tych prac wynosi 13,4, a liczba punktow
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego zamyka sie liczbg 145. Innym wyznacznikiem
wartosci naukowej komentowanych prac jest ranga czasopism, w ktorych zostaty
opublikowane i tu nalezy wyrézni¢ 3 prace opublikowane w Microbiology UK z 5-letnim IF
wynoszacym 3,173, czasopi$mie z drugiej éwiartki w kategorii Mikrobiologia (46 pozycja).

Tematyka prac dr Doroty Kuczynskiej-Wisnik zwigzana jest z badaniem udziatu
matych biatek szoku termicznego modelowej bakterii Escherichia coli - IbpA i lbpB w
ochronie komérki przed skutkami stresu oksydacyjnego. Biatka te wspotdziataja z innymi
biatkami Hsp w kontroli procesu fatdowania nowo syntetyzowanych biatek, denaturaciji
denaturowanych polipeptydéw w warunkach stresowych lub ich degradacji, gdy uszkodzenie
jest nieodwracalne. Zainteresowanie Habilitantki rolg biatek IbpA i IbpB stanowi kontynuacje
badan rozpoczetych w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej, ktora dotyczyta regulacji
ekspresji gendw ibpAibpB.

W pierwszej publikacji z wykazu, ktérej dr D. Kuczynska-Wisnik jest pierwszym
autorem (z siedmiu) uzyskano interesujace dane wskazujgce po raz pierwszy, ze biatka |IbpA
i IbpB réznig sie powinowactwem do substratow. Przy braku IbpA w komérce tylko niewielka
czes$¢ |bpB wigzata sie z agregatami biatek, natomiast wiekszo$¢ IbpB znajdowata sie we
frakcji biatek rozpuszczalnych. IbpB pojawiato sie we frakcji agregatow, gdy
nadprodukowane byty oba biatka Ibp. Natomiast IbpA, niezaleznie od obecnosci lub braku
IbpB, pozostawato zawsze zwiazane z agregatami. Praca ta po raz pierwszy opisuje
dziatanie biatek IbpAB in vivo. W przypadku tej pracy, Habilitantka wniosta istotny wkiad w
planowanie i wykonanie wiekszosci doswiadczen oraz w pisaniu manuskryptu, podany wkiad
75% uwazam za zgodny z o$wiadczeniami licznych wspétautoréw.

W kolejnej wieloautorskiej pracy (6 autoréw, pozycja 2) Habilitantka jest pierwszym
autorem i ocenia Jej wkiad na 80%, co w $wietle oSwiadczen wspétautorow wydaje sig
oceng przeszacowana. W pracy tej przedstawiono badania wptywu IbpAB na aktywnosc
enzymow tworzgcych ciata inkluzyjne i stwierdzono, ze IbpAB chroni enzymy przed utratg
aktywnosci. W zadnym z badanych uktadow brak biatek IbpAB nie wptywat ani na poziom
nadprodukcji rekombinowanych biatek ani tez tworzonych ciat inkluzyjnych. Uzyskane wyniki
wskazujg, ze IbpAB wiazac sie do swoich substratéw nie tylko chronig je przed

nieodwracalng agregacjg, ale réwniez pomagaja zachowa¢ tym biatkom natywng




konformacje w agregatach.

W trzeciej publikacji opublikowanej w Microbiology udziat Habilitantki zostat oceniony
przez nig na 40% (3 wspdtautor), co tez wydaje sig troche za duzo (udziat w wykonaniu tylko
niektérych doswiadczen). Praca ta jest kiluczowa w realizowanej tematyce i niewatpliwie
miata znaczenie dla pozniej realizowanych projektow. Pdjeto sie wyjasnienia roli IbpAB w
ochronie komorki bakteryjnej przed skutkami stresu oksydacyjnego. Zaobserwowano, ze
brak biatek IbpAB powoduje wzrost wrazliwoéci bakterii na jony Cu®, podwyzszony poziom
utlenionych biatek, wérod ktorych najsilniej agregujace zidentyfikowano jako dehydrogenaze
alkoholowa. Zaproponowano potencjalny mechanizm ochronny, zgodnie z ktérym udziat
IbpAB w ochronie biatek E. coli przed stresem oksydacyjnym polega zarowno na
bezposrednim oddziatywaniu z uszkodzonymi biatkami, jak i na zapobieganiu powstawaniu
reaktywnych form tlenu poprzez wigzanie jonéw miedzi.

Czwarta publikacja przedstawiona przez Habilitantke dotyczy badan nad rolg biatek
IbpAB w ochronie komérki przed skutkami stresu termicznego i oksydacyjnego stosujgc
dehydrogenaze alkoholowa. jako modelowy substrat. Podany 40% udziat w tej pracy
Habilitantki uwazam za przeszacowany (wykonanie czesci doswiadczen). W tej pracy
wykazano, ze w warunkach tlenowych IbpAB chronia dehydrogenaze alkoholowg przed
inaktywacjg podczas szoku termicznego. Zaskakujacym wynikiem byto jednak to, ze nasilona
inaktywacja i oksydacja dehydrogenazy alkoholowej po szoku termicznym w komorkach
mutanta AibpAibpB nie byta powigzana z podwyzszong agregacjg enzymu i opdznionym
usuwaniem powstatych po szoku agregatéw enzymu. Wysunieto hipoteze, ze IbpA i/lub IbpB
nie uczestnicza w usuwaniu z agregatéw nieodwracalnie utlenionych biatek przeznaczonych
do degradacji, a ich dziatanie sprowadza sie do ochrony dehydrogenazy alkoholowej przed
oksydacjg i inaktywacja, a tym samym utrzymania enzymu w postaci rozpuszczainej.

W publikacji nr 5 wykazu przedstawiono dowody na to, ze IbpAB przyspieszaj
powstawanie biofimu E. coli hamujac posrednio produkcje indolu - jednej z czasteczek
sygnatowych, ktdra zapobiega adhezji komérek do podioza. Brak IbpAB naraza komorki na
endogenny stres oksydacyjny, co prowadzi do nadprodukcji tryptofanazy i wzrostu poziomu
indolu. W pracy tej udziat Habilitantki jest niewatpliwie dominujgcy (oceniony na 75%), dr
Dorota Kuczynska-Wisnik wspottworzyta koncepcje pracy, zaplanowata i wykonata
praktycznie wszystkie eksperymenty i brata udziat w napisaniu pracy.

W ostatniej pracy cyklu (pozycja nr 6) Habilitantka wykazata, ze niektore antybiotyki w
stezeniach subletalnych hamujg tworzenie biofimu przez E. coli na powierzchni PCV.
Potwierdzono, ze w tych warunkach bakterie narazone sg na endogenny stres oksydacyjny,
co prowadzito do indukcji thaA, a w efekcie podwyzszonego wydzielania indolu. Ponadto,
brak tryptofanazy (szczep AtnaA) lub obecnos¢ przeciwutleniaczy takich jak DMSO
czesciowo przywracato tworzenie biofilmu w obecnosci badanych antybiotykow. Stad



udowodniono, ze hamowanie formowania biofilmu przez antybiotyki, ktére powo&uja wzrost
poziomu reaktywnych form tlenu w komorce bakteryjnej, jest procesem czesciowo zaleznym

od indolu. W tej pracy bez watpienia udziat Habilitantki jest dominujgcy.

Reasumujac, stwierdzam, ze otrzymane przez Habilitantke wyniki sg wartosciowe i
interesujgce, a czes¢ z tych badan jest pionierska w Polsce. Wkiad Habilitantki w
poszczegolne prace skiadajgce sie¢ na osiggniecie naukowe nie byt we wszystkich
przypadkach wiodacy, to jednak poziom naukowy tych prac i ranga czasopism, w ktorych
zostaty opublikowane jednoznacznie determinuja moja pozytywna ocene.

Osiagniecie naukowe ztozone z cyklu jednotematycznych publikacji dr Doroty
Kuczynskiej-Wisnik uzyskane po otrzymaniu stopnia doktora stanowi znaczny wktad autorki
w rozwdj biologii molekularnej drobnoustrojéw i spetnia zatem wymagania art.16 ust. 2
USTAWY.

Ocena istotnej aktywnosci naukowej

Na catkowity dorobek naukowy, facznie z pracami wskazanymi przez Habilitantke
jako osiagniecie naukowe, sktada sie tacznie 19 prac (w tym 4 przegladowe) o tacznej liczbie
cytowan 298 i indeksie Hirscha 10 oraz sumarycznym IF: 46,375.

Wszystkie publikacje oryginalne Habilitantki ukazaty sie w migedzynarodowych
czasopismach z listy filadelfijskiej o wysokiej randze.

Dwie z tych prac to prace eksperymentalne, ktdére zostaty opublikowane przed
doktoratem i dotyczyty badan nad powstawaniem i usuwaniem z komérki agregatéw
zdenaturowanych termicznie biatek - tzw. frakcji S oraz badan nad regulacjg ekspresji genéw
ibpA i ibpB. Najwazniejsze wyniki z tych prac to: stwierdzenie, ze zagregowane biatka frakcji
S sg substratami HtrA - proteazy szoku termicznego oraz wykazanie obecnosci czynnego
dodatkowego promotora operonu ibpA/ibpB rozpoznawanego przez podjednostke
polimerazy RNA — ¢> oraz charakterystycznych dla tego typu promotoréw miejsc
regulatorowych (wzmacniacza - enhancera i miejsca wigzania czynnika IHF). To ostatnie
odkrycie byto szczegdlnie cenne ze wzgledu na to, Zze gen ibpB stanowit drugi, po opisanym
w 1991 roku operonie psp (phage shock proteins), element regulonu szoku termicznego
kontrolowanego przez o>*. Wyniki tej pracy, w ktérej dr D. Kuczynska-Wisénik jest pierwszym
autorem, sa Scisle zwigzane z tematyka Jej pracy doktorskie;j.

Trzynascie oryginalnych prac, o tgcznym IF 33,613 zostato 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 reprezentujg bardzo spdjng
tematyke zwigzang z odpowiedzia komérki bakteryjnej na stres. W siedmiu pracach
oryginainych (1 z prac wykazanych przez Habilitantke w autoreferacie jest praca
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przegladowa), ktére nie witaczono do ,osiagniecia naukowego” Habilitantki, dr'lli), Kuczynska-
Wisnik nie petni dominujacej roli (nie jest pierwszym autorem). Jedynie do$¢ znaczgcy wkiad
Habilitantki widoczny jest w pracy w PLoS ONE (2012), w ktérej jest jednym z
pomystodawcow pracy i wykonawca czesci doswiadczen (30% udzial). Najwiekszym
osiggnieciem Habilitantki w tej pracy jest wykazanie, ze wzrost liczby komoérek persisters
(czyli subpopulacji obejmujacej bakterie o zwolnionym metabolizmie i podwyzszonej
tolerancji na antybiotyki) jest skorelowany z poziomem agregatow biatkowych pojawiajgcych
sie w starzejacych sie hodowlach bakteryjnych. Wyniki wskazuja, ze kluczowym etapem w
procesie powstawania persisters jest pojawianie sie nieprawidtowo sfatdowanych biatek i ich
agregacja.

Stosunkowo nieliczne doniesienia (12) na kongresach i zjazdach miedzynarodowych i
krajowych, swiadczg o stosunkowo niskiej aktywnosci Habilitantki w tym obszarze. Warto
tutaj wspomnie¢ jedynie o miedzynarodowych konferencjach na ktorych Habilitantka
prezentowata 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, WIk. Brytania oraz 2nd World Conference of Stress, Budapeszt,
Wegry.

Podsumowujac, dorobek naukowy (tacznie publikacjami z ,osiagniecia naukowego”)
dr Doroty Kuczynskiej-Wisnik stanowi istotny wkiad w rozwdj biologii molekularnej bakterii,
szczegdblnie w badaniach mechanizmow faldowania biatek, regulacji tego procesu i
mechanizmami odpowiedzi komorki na stres. Na podkreslenie zastuguje zastosowanie w tym
celu réznorodnych i nowoczesnych narzedzi biologii molekularnej.

QOcena dorobku dydaktycznego, organizacyjnego, popularyzacii nauki oraz wspotpracy

miedzynarodowej

Dr Dorota Kuczynska-Wisnik wypetniata obowigzki dydaktyczne w latach 1994- do
chwili obecnej i prowadzita éwiczenia z Biochemii dla kierunku studiéw Biologia (od 1994,
udziat w opracowaniu programu éwiczen), ¢wiczenia z Fizyki z elementami biofizyki dla
kierunku Biologia (od 2011, udziat w opracowaniu programu ¢éwiczen), Pracownia
dyplomowa dla studentéw Ill roku Biologii (od 1999), wyktad ,Metody znakowania czgsteczek
biologicznych” (przygotowanie i prowadzenie wyktadu), wyktad monograficzny ,Wspotczesne
metody biologii molekularnej” (przygotowanie i prowadzenie wyktadu). Habilitantka byta
promotorem 5 prac magisterskich oraz sprawowata opieke merytoryczng nad 2 pracami
licencjackimi. Byta koordynatorem w ramach Katedry Biochemii UG Battyckiego Festiwalu
Nauki, ,Nocy Biologéw”, Dni otwartych na Wydziale Biologii UG. Przygotowata realizowata
wyktady promujace wiedze biologiczng pt. ,Wspétczesne metody biologii molekularnej czyli
jak znalez¢ przestepce” w ramach projektu ,,Zapro$ naukowca do szkoty” — od 2010 roku.

Przedstawita 6 wyktadow dla uczniow szkét srednich - Przygotowanie i realizacja warsztatow



edukacyjnych dla uczniéw szkét licealnych pt. ,Co sie dzieje z biatkami wl;larzewodzie
pokarmowym” w ramach projektu ,Poznaj prace biologa” —od 2011 r.

Dr D. Kuczynska-Wisnik nie wspétpracuje z zadnym partnerem zagranicznym, a
takze trudno znalez¢ informacje o wspotpracy z krajowymi osrodkami naukowymi.

Biorgc pod uwage ocene osiggniecia naukowego, aktywnosci naukowej oraz oceng
dorobku dydaktycznego, popularyzatorskiego, organizacyjnego stwierdzam, ze osiggnigcia
dr Doroty Kuczynskiej-Wisnik spetniaja wymogi stawiane kandydatom do stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie biologia okreslone w art, 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 péz. zm.)

Whnosze wniosek do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o nadanie dr
Dorocie Kuczynskiej-Wisnik stopnia naukowego doktora habilitowanego nauk biologicznych
w dyscyplinie biologia.

prof. dr h: b. Jozef Kur



