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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Darii Leszczyniskiej pt.: ” Wptyw czynnikéw hamujacych
lub indukujacych wewngtrzkomérkowgq agregacjg biatek na powstawanie bakterii tolerujgcych

antybiotyki”

Rozprawa doktorska mgr Darii Leszczynskiej dotyczy problemu bakterii Lprzetrwatych”
(ang. persisters), czyli bakterii zdolnych przetrwa¢ dziatanie antybiotykow na zasadzie innej niz
klasyczna lekoopornos¢ uwarunkowana genetycznie. Bakterie ,przetrwate” zwykle stanowig
nieliczng cze$¢ populacji. Ich powstawanie, trwanie i wybudzanie ze stanu warunkujgcego
antybiotykoopornos¢ stanowi nie tylko ciekawy temat badawczy, ale przede wszystkim powazny
problem medyczny, poniewaz bakterie te mogg by¢ zrédtem nawrotu infekcji po zakonczeniu
antybiotykoterapii. Rozwoj nowoczesnych technik badawczych, w szczegolnosci  tych
umozliwiajgcych analizowanie pojedynczych komérek w populacii, spowodowat w ostatnich latach
zintensyfikowanie prac badawczych nad komorkami , przetrwatymi”. W tym $wietle badania Pani
mgr Leszczynskiej wpisujg sig w nurt aktualnie prowadzonych prac naukowych.

Rozprawa mgr Darii Leszczynskiej ma forme klasyczna. Jest napisana poprawnym jezykiem
naukowym, rzeczowo przedstawione sg zagadnienia teoretyczne jak i wyniki badan. We Wstgpie
Doktorantka zwiezle ale wyczerpujaco wprowadza w zagadnienia zwigzane zarOwno z komorkami
,przetrwatymi” jak i zwigzkami opiekuriczymi. W rozdziale ,Cel Pracy” jasno precyzuje zatozenia
badawcze. Rozdziat ,Materiaty i Metody” jest krotki, ale opisy w nim zawarte sg dos¢ precyzyjne
(uwagi na str. 4 Recenzji). Rozdziat ,Wyniki” a nastgpnie ,Dyskusja” stanowig gtéwng czes¢ pracy
oméwiona ponizej. Catos¢ dopetniajg streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim, wykaz
skrotéw oraz spis literatury. Brakowato mi jednak rozdziatu JWhnioski”, ktéry zwykle zwiencza
dzielo. Podsumowujac ocene formalng pracy — rozprawa jest przygotowana starannie i rzetelnie,

umozliwia zapoznanie sie z dorobkiem Doktorantki.

Celem pracy podjetej przez Doktorantke byto okreélenie zaleznosci miedzy powstawaniem
bakterii ,przetrwatych” a agregacjg biatek w komérkach bakteryjnych w hodowli Escherichia coli
w fazie stacjonarnej i starzeniem sig komorek. Geneza podjetych badan byta zaobserwowana
korelacja wynikow prac badawczych wskazujacych na zwigkszong agregacje biatek oraz wiekszg



liczbe komorek ,przetrwatych” w hodowlach w fazie stacjonarnej w stosunku do hoabwli w fazie
logarytmicznej. Doktorantka w swoich badaniach modulowata agregacje biatek w komarkach
bakterii dodajac do pozywek zwiazki wptywajgce na agregacje biatek (4 zwigzki osmolityczne,
MOPS i octan sodu), a nastepnie badata powstawanie komorek »przetrwatych” w zaleznosci od
poziomu agregacji biatek w komérkach hodowli. W badaniach nad dzikim szczepem E. coli MC4100
doktorantka wykazata, ze w hodowlach, w ktérych zwigkszano agregacje biatek dziatajgc octanem
sodu oraz osmolitami w stosunkowo wysokich stezeniach, zwigkszony byt udziat bakterii
przetrwatych” w stosunku do hodowli kontrolnej, w ktérej zachowano naturalny poziom agregacji
biatek w danej fazie wzrostu. Natomiast w hodowlach, w ktorych agregacja biatek byta
zmniejszona w stosunku do hodowli kontrolnej (np. przez dziatanie MOPS lub osmolitow
w stosunkowo niskich stezeniach) obserwowano mniejsza liczbg komorek Lprzetrwatych”. Tym
samym doktorantka potwierdzifa zaleznoé¢ zwiekszonej czestosci tworzenia komorek
,przetrwatych” ze wzrostem poziomu agregacji biatek w hodowlach E. coli MC4100. Jak wykazata
Doktorantka efekt ten nie byt bezposrednio zwigzany ze starzeniem sig komorek, poniewai nie
znaleziono korelacji z takimi markerami starzenia jak zmiana poziomu utlenienia biatek, stezenia
ATP i liczby komérek VBNC. Doktorantka wykazata ponadto, ze zwiazki zmniejszajgce agregacje
biatek nie tylko zmniejszaja liczbe komorek przetrwatych” w danej populacji, ale rowniez
uwrazliwiaja komorki w stanie ,przetrwatym” na antybiotyki. Do potwierdzenia zwigzku miedzy
indukowanym hamowaniem agregacji biatek a zmniejszeniem powstawania komorek
przetrwatych” wybrano trehalozg, ktéra byta osmolitem najwydajniej zmniejszajacym zdolnosc
komoérek do osiggania stanu ,przetrwatego” oraz dostepny byt zmutowany szczep E. coli
nieprodukujacy endogennej trehalozy (E. coli AotsA). Doktorantka wykazata, ze w hodowli E. coli
AotsA liczba komorek ,przetrwatych” byta wyizsza niz w szczepie dzikim, zaréwno w warunkach
optymalnych dla wzrostu jak i w warunkach stresu temperaturowego, czym potwierdzita swoiste,
niekoniecznie bezposrednie, dziatanie trehalozy na powstawanie komarek Lprzetrwatych”
badanego szczepu E. coli. Dalsze badania Doktorantki wykazaly, ze dziatanie badanych zwigzkow
na inne szczepy E.coli (dwa uropatogenne izolaty kliniczne) lub inny gatunek bakterii
(P. geruginosa PAO1-L) nie jest uniwersalne w kontekécie powstawania komorek ,przetrwatych”.
Dziatanie trehalozy na dwa izolaty kliniczne byto przeciwstawne (w hodowli jednego szczepu
poziom komorek przetrwatych ulegat zwigkszeniu, a w hodowli drugiego zmniejszeniu). Natomiast
dziatanie zwiazkéw na hodowle P. aeruginosa PAO1-L nie byto identyczne jak dziatanie na hodowle
E. coli; szczegdlng rozbieznos¢ obserwowano w dziataniu octanu sodu, ktorego dodatek do
podtoza zwiekszat agregacje biatek i liczbe komérek ,przetrwatych” E. coli, natomiast zmniejszat
liczhe komérek ,przetrwatych” w hodowlach P. aeruginosa. Wyniki te $wiadcza o ztozonosci
problematyki komdrek przetrwatych” i zaleznoéci ich powstawania rowniez od kontekstu
genetycznego (roznic miedzyszczepowych i miedzygatunkowych). Odrebnym zagadnieniem nad
ktérym pracowata Doktorantka byto opracowanie metody izolacji komodrek Lprzetrwatych” z catej
populacji komdrek w hodowli. Doktorantka spodziewajac sig, ze agregacja biatek bedzie nadawata
komorkom unikatowe cechy, wybrata metode ultrawirowania w gradiencie Percollu jako podejscie



do rozdzielenia komérek przetrwatych od reszty komoérek hodowli. Chociaz udato jej sie uzyskac
frakcje komorek o roznej gestosci pozornej w przypadku dwdch szczepow E. coli (dzikiego i AotsA),
to doktadna analiza tych frakcji wykazata, ze komorki ,przetrwate” dwoéch szczepéw réinig sie
gestoscig pozorng i metoda obrana przez Doktorantke nie moze by¢ uznana za uniwersalng stuzaca

do izolacji frakcji komorek ,przetrwatych”.

Wyniki zaprezentowane w pracy s3 przekonujgce, wyczerpujgco opisane i swiadcza o rzetelnym
i doktadnym przeprowadzeniu zaplanowanych badan, ktére umozliwity osiggniecie postawionego
w pracy celu. Nasunegty mi sig jednak nastepujace spostrzezenia i pytania:

1. Doktorantka wykorzystata stosunkowo niewiele technik do przeprowadzenia badan i nie byly
one zaawansowane technologicznie; metody te pozwalaty na badanie bakterii przetrwatych w
obecnosci komérek catej populacji (przypomne, ze komaorki przetrwate stanowig zaledwie ~1%
komérek w starzejacej sie hodowli). Chociaz zastosowane metody umozliwity dokonanie
obserwacji zaleznoéci miedzy dziataniem zwigzkéw stosowanych w pracy (MOPS, osmolity,
octan sodu), agregacja biatek i powstawaniem komorek ,przetrwatych”, to nie pozwolity na
wyjasnienie mechanizméw tych zaleznoéci, a tym bardziej zjawiska powstawania komoérek
Jprzetrwatych”. W wielu eksperymentach swoiste efekty w badanych zjawiskach byty
prawdopodobnie w znacz3cej czeéci maskowane przez populacje komorek nie znajdujgcych sie
w stanie ,przetrwatym” (np. obserwowano zwiekszong agregacje Dps w ogolne] puli komérek,
natomiast pézniejsze badania nie wskazaty na udziat Dps w tworzeniu komérek przetrwatych”).
Zastosowanie takiego podejscia utrudnito jednoznaczng interpretacje wynikow i sprawito, ze ich
dyskusja jest w wielu miejscach spekulacyjna.

2. W doéwiadczeniu dotyczacym badania wptywu trehalozy na wrazliwos¢ bakterii na antybiotyk
aminoglikozydowy kanamycyne (rozdz. 6.6) Doktorantka wykazata, ze trehaloza obniza czestosé
powstawania komarek przetrwatych” opornych na kanamycyng i zwieksza wrazliwos$¢ komorek
,przetrwatych” na kanamycyng. Efekt ten jest znoszony przez dziatanie zwigzku rozpraszajgcego
site  protonomotoryczng PMF (sita PMF jest potrzebna do transportu antybiotykow
aminoglikozydowych do wnetrza komorki bakteryjnej). Na tej podstawie Doktorantka wysnuta
whiosek (str. 52), ktéry nastepnie dyskutowata (str. 75), ze prawdopodobnie trehaloza poprzez
zmiany metaboliczne stymuluje site PMF badanych komérek i w ten sposéb wptywa na ich
wrazliwoéé na kanamycyne. Czy wniosek ten jest uprawniony w sytuacji gdy Doktorantka nie
prowadzita badan dotyczacych sity protonomotorycznej PMF ani w obecnosci ani przy braku
trehalozy?

3. Nie jest napisane w pracy na jakie] podstawie Doktorantka podpisuje okreélone prazki biatkowe
nazwami biatek (EF-Tu i Dps na Rys. 14A, str. 40). W jaki sposoéb zostaty one zidentyfikowane?
Domyslam sie, ze metoda spektrometrii mas (Materiaty i Metody, rozdz. 5.6), ale nie wiadomo
czy analizowano pojedyncze biatkowe prazki, ile tych prazkow zbadano, itp.

4. MOPS w przypadku szczepu E. coli MC4100 wykazywat najwigkszy efekt hamowania agregacji
biatek i tworzenia komorek ,przetrwatych”. Dlaczego w badaniu tworzenia komorek
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,przetrwatych” w hodowlach szczepoéw klinicznych E. coli oraz P. aeruginosa ‘Doktorantka
zrezygnowata ze stosowania MOPS?

5. Dlaczego w doséwiadczeniach i/lub w Dyskusji Doktorantka nie podjefa proby powigzania
wptywu zwigzkéw opiekuiczych na odpowiedz scista indukowang w komérkach bakteryjnych.
Obecnie uwaza sie, ze powstawanie komoérek ,przetrwatych” zalezy gtoéwnie od zachwiania
réwnowagi systemoéw toksyna-antytoksyna (TA) i indukowania odpowiedzi Scistej. Systemy TA
s dyskutowane w pracy oraz wykazano ich udzial w tworzeniu komorek ,przetrwatych”
P. geruginosa, natomiast odpowied? Scista opisana jest w pracy w bardzo szczgtkowej formie.
Czy istniaty przestanki wykluczajgce zaleznosc obserwowanych zjawisk od odpowiedzi scistej?

6. Czy whaiciwie podano sktad buforu TBS (rozdz. 5.4, str. 34), ktéry zgodnie z informacja zawierat
0,5M NaCl na wszystkich etapach inkubacji z przeciwciatem?

7. Nie podano sktadu buforu do lizy (rozdz. 5.4, str. 35).

8. Uwazam, ze powinno sie podawac numery katalogowe waznych odczynnikow jak
np. przeciwciat, poniewaz sam opis ,kozie przeciwciata skierowane przeciwko kroliczym 1gG
sprzezone z peroksydaza chrzanowg (Sigma)” (rozdz. 5.4, str. 34) nie pozwala na jednoznaczng
identyfikacje waznego materiatu.

9. Praca zawiera nieliczne btedy literowe, jezykowe lub skréty myslowe, ktore nie utrudniaty
czytania rozprawy. Warto jednak zwrécié uwage na precyzyjnos¢ pewnych okreslen
i sformutowan. Np. zamiast , z rodzaju Mycobacteria i Corynebacteria” (str. 27) powinno
byé ,z rodzaju Mycobacterium i Corynebacterium”; w innym miejscu ,brak lub niski poziom Dps
uszkadzajac DNA prowadzi do aktywacji odpowiedzi SOS, a nastepnie syntezy toksyny TisB [}’
(str. 72) jest skrétem myslowym, poniewaz nieobecnoé¢ biatka Dps nie uszkadza DNA, DNA jest
uszkadzane przez inne czynniki w sytuacji braku lub obnizonego poziomu Dps.

Podsumowujgc recenzjg merytoryczng rozprawy doktorskiej Pani mgr Darii Leszczyriskiej moge
stwierdzi¢, ze pomimo przedstawionych uwag, zawiera wazne wyniki naukowe. Swiadczy o tym
fakt opublikowania znaczacej czgsci z nich w recenzowanych artykutach naukowych. Jeden,
w ktérym Pani Leszczynska jest wiodacym autorem (pierwsze autorstwo dzielone z Panig
Matuszewska) ukazat sie w czasopismie PlosOne; drugi, w ktérym Pani Leszczyriska jest jednym ze
wspotautoréw pracy, ukazat sie w czasopismie Microbiology. Tematyka badawcza zwigzana z
komédrkami ,przetrwatymi”, z wptywaniem na ich tworzenie i uwrazliwianiem tych komdrek na
dziatanie antybiotykéw jest wciaz aktualna i mysle, ze wyniki badan Pani Leszczyriskie] bedg
wykorzystane w planowaniu nastgpnych praciw dyskusjach naukowych.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Darii Leszczyniskiej spetnia
wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Darii Leszczyriskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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