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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Darii Leszczynskiej pt.
»Wplyw czynnikéw hamujacych lub indukujacych wewnatrzkomorkowa
agregacje bialek na powstawanie bakterii tolerujacych antybiotyki*

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zostala wykonana przez mgr Darig
Leszczynskg w Katedrze Biochemii UG pod kierunkiem dr hab. Ewy Laskowskiej, prof. UG
przy wspolpracy z prof. dr hab. Anng Kedzia. Dotyczy bardzo istotnego, zaréwno z punktu
poznawczego jak 1 praktycznego, zagadnienia powstawania komorek bakterii tolerujacych
antybiotyki.

Obecnie jednym z wazniejszych probleméw zdrowia publicznego jest zwalczanie
lekoopornych infekcji, powodowanych przez bakterie oporne na antybiotyki. Duzym
zagrozeniem jest takze powstawanie komorek tolerujacych antybiotyki. Komorki przetrwale,
stanowigce nieliczng grupe komoérek tolerujacych antybiotyki, moga pojawia¢ si¢ w réznych
populacjach bakteryjnych m.in w biofilmie. Komérki te moga byé¢ przyczyna nawracajacych
infekcji bakteryjnych, szczegdlnie w tych przypadkach, ktorym towarzyszy powstawanie
biofilmu. Celem badan podjetvch w pracy bylo zbadanie czynnikéw, ktdre hamuja, badz
stymulujg powstawanie bakterii tolerujacych antybiotyki. Poznanie mechanizméw
warunkujgcych tolerancje bakterii na antybiotyki, a w szczegélnosei czynnikow, ktdre
powoduja ponowng ich wrazliwo$¢, moze ulatwi¢ opracowanie skutecznych terapii zwalczania

lekoopornych infekeji. Biorae pod uwage fakt, ze lekooporne infekcje czgsto zwiazane



z tworzeniem biofilmu stanowig rosnacy problem medycziy i ekonomiczny, podjete przez

Doktorantke badania sa w petni uzasadnione.

Dysertacja Pani mgr Darii Leszezynskiej obejmuje 90 stron, z podzialem tekstu na
rozdzialy, o ukladzie typowym dla prac do$wiadczalnych. W tym miejscu cheialabym zwrdcié
uwage, ze mogltby zosta¢ wyodrebniony rozdziat wnioski koncowe, ktére w moim przekonaniu
sa waznym elementem pracy. Wskazuja bowiem na umiejetnosci Doktoranta do formulowania
wnioskow  z przedstawionych badan, nie stanowig jedynie syntetycznego podsumowania
uzyskanych wynikow. Praca ilustrowana jest 36 rycinami, 2 tabelami, zawiera cytaty ze 124

pozycji literaturowych. Tytul pracy odpowiada przedstawionemu zakresowi badan.

Prace doktorska mgr Darii Leszczynskiej otwiera Streszezenie w jezyku polskim i
angielskim, ktére jest dobrym podsumowaniem przeprowadzonych wielokierunkowych badan
oraz uzyskanych, najwazniejszych rezultatow.

W napisanym w zwarty, syntetyczny sposéb Wstepie pracy Doktorantka
scharakteryzowata komorki przetrwale, kladac szczegdélny nacisk na mechanizmy tworzenia
tych komoérek. Zwrdcita uwage na istnienie réznego rodzaju komorek przetrwalych,
posiadajacych odrebne fenotypy 1 wynikajace ztego rozne mechanizmy tolerancji na
antybiotyki. Nastepnie dokonala przegladu aktualnej literatury, w ktdrej opisano czynniki
stymulujgce przeksztalcanie si¢ komérek przetrwatych ponownie w komorki wrazliwe na leki.
Opisata takze zalezno$¢ pomigdzy obecnoscia zwiazkdw osmotycznie czynnych, a procesem
agregacji bialek. Cecha charakterystyczna bowiem starzejacych sie hodowli bakteryjnych,
oprocz obecnosci komorek przetrwalych jest agregacja endogennych bialek w komérkach
bakteryjnych. Na szczegdlne podkreslenie zasluguje cytowanie przez mgr Leszczynska
najnowszej literatury w tym zakresie. Moim zdaniem Doktorantka wykazala si¢ odpowiednig
wiedzg w zakresie przedstawionej problematyki badawczej. Zagadnienia przedstawione we

wstepie stanowiag dobry podklad teoretyczny do przeprowadzonych badan.

Cel pracy zostal przez Doktorantke sformulowany w formie opisowej, zaklada
sprawdzenie zwigzku pomiedzy poziomem powstawania komdrek tolerujacych antybiotyki, a
agregacja bialek w stacjonarnych hodowlach E. coli. Doktorantka zalozyla, ze czynniki
indukujace agregacje biatek beda stymulowaly powstawanie bakterii przetrwalych, a
hamowanie agregacji bialek przez zwiazki osmotycznie czynne bedzie powodowalo obnizenie
poziomu tych komérek. Ponadto Autorka zaplanowala sprawdzenie wptywu innych czynnikow
na proces powstawania komorek przetrwatych, takich jak poziom utlenionych bialek, komorek

VBNC czy stgzenie ATP.



W rozdziale Materialy i Metody zwiczle pfz"eds‘fawﬁono warunki hodowli
drobnoustrojow i metody oznaczania poziomu komorek przetrwatych, a takze rﬁétody izolacji
agregatéw biatkowych. W wyczerpujacy, aczkolwiek bardzo syntetyczny sposob opisano takze
stosowane metody analityczne. Procedury zastosowane przez Autorke wskazuja na dobry

warsztat biochemiczny i znajomo$¢ nowoczesnych metod analitycznych.

Zasadniczy rozdzial pracy, Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono w sposob
czytelny 1 jasny. Prezentacja ich zajmuje 32 strony wydruku. Dane eksperymentale zostaly
udokumentowane wykresami przedstawiajacymi krzywe wzrostu, poziom agregatow
biatkowych i komorek przetrwalych czy zdjeciami elektroforegraméw. Dodatkowo przy
nicktérych wykresach Autorka zamiescita schemat do$wiadczenia, co znacznie ulatwia
czytelnikowi analiz¢ danych. Zwrdce tutaj uwage na kilka najwazniejszych osiggnigé¢ Autorki:

1. Wykazanie, ze tworzenie komorek przetrwalych jest zwigzane z agregacjg biatek w
hodowlach E. coli.

2. Stwierdzenie, ze indukcja bagdz hamowanie agregacji bialek w komorkach E. coli
przez zwiazki osmdtycznje czynne (trehaloza, betaina, glukoza, glicerol) jest
zalezne od ich stezenia.

3. Wykazanie, ze liczba komorek tolerujacych antybiotyki w stacjonarnych hodowlach

E. coli nie jest zalezna od poziomu utlenionych biatek, st¢zenia ATP oraz poziomu

baktern VBNC.

4. Stwierdzenie, ze zwiazki osmotycznie czynne, a w szczegolnosei trehaloza moga
uwrazliwia¢ wyizolowane komorki przetrwale E. coli na wybrane antybiotyki
(kanamycyne 1 ampiciling). Takze endogenna trehaloza E. coli hamuje tworzenie
komorek przetrwalych w trakcie stacjonarnej fazy wzrostu.

5. Wykazanie, ze badane zwigzki osmotycznie czynne powoduja obnizenie poziomu
komorek przetrwatych w hodowlach Pseudomonas aeruginosa.

6. Opracowanie nowej metody izolacji bakterii przetrwalych z wykorzystaniem
wirowania komorek E. coli poddanych szokowi cieplnemu w gradiencie gestosci

Percollu.
W tym miejscu z obowiazku recenzenta przedstawiam uwagi 1 zapytania do tej czesci pracy:
1. Doktorantka stwierdza, ze wyzsze stgzenia osmolitdw indukuja agregacje bialek 1
wzrost poziomu komorek przetrwalych. W przypadku zastosowania wysokich stezen
trehalozy nie zawsze obserwowano wzrost poziomu komorek przetrwatych (hodowle

P. aeruginosa 1 uropatogennych szczepow E. coli oraz szczepu E. coli MC4100).



2. W przypadku betainy, nie tylko wysokie stezenia ale réwniez niskie stezenia (0,05-0,1)
powodowaly wzrost poziomu agregacji bialek i komorek przetrwabfcfi’j Poproszg o
komentarz w tej kwestil.

Chcialabym podkreslic, ze powyzsze uwagi maja charakter dyskusyjny i1 nie wplywaja na
ogdlng wysokg oceng tej czesel pracy.

Dyskusja to kolejny dobrze napisany rozdziat pracy. Dyskusja zostata poprowadzona w
sposdb bardzo systematyczny, poprzez analize kazdej grupy wynikéw i skonfrontowanie ich z
jak najbardziej aktualnymi doniesieniami literaturowymi. Rozdzial ten $wiadczy o bardzo
dobrej znajomosci tematyki badawezej, formulowania i weryfikacji hipotez oraz umiejg¢tnosci
krytycznego spojrzenia na wlasne wyniki.

Literatura, w liczbie 124 pozycji, zostala bardzo dobrze wyselekcjonowana ze
$wiatowego pisSmiennictwa, zawiera zardwno prace oryginalne, jak 1 przegladowe, pochodzace
w ponad 70% z ostatnich dziesigciu lat.

Podsumowanie

Przedstawiona do oceny praca doktorska wpisuje si¢ w nurt badan zwigzanych
z poszukiwaniem nowych rozwigzan w terapii lekoopomych infekcji. Uzyskane przez
Doktorantke wyniki bez watpienia wzbogacaja wiedze na temat czynnikéw wplywajacych na
powstawanie komorek przetrwatych. Pracg wyrdznia nowatorska koncepcja, a w przyszlosci
zapewne uzytecznos¢ praktyczna otrzymanych wynikéw badan. Doktorantka wykazata sig
dobrym przygotowaniem teoretycznym w zakresie badanych zagadnienh oraz wysokim
stopniem samodzielnosci naukowej i eksperymentalne;.

Podsumowujac moja oceng, uwazam, Ze praca jest bardzo wartosciowa. Zostala
napisana poprawnym jezykiem naukowym. W tekscie wystepuja nieliczne niescistosci czy bledy
zwigzane z edycja tekstu, ktore zdarzaja si¢ nawet w najlepiej przygotowanej pracy np. Ryc. 3.
brak odniesienia w legendzie dla numeru 5 i 6. Wszystkie te drobne usterki majg charakter
formalny i nie umniejszaja wartosci merytorycznej pracy, ktora oceniam wysoko. O wysokim
poziomie merytorycznym $wiadezy fakt, iz czg$¢ uzyskanych przez Doktorantke wynikow
zostala opublikowana w dwodch czasopismach z listy JCR (PloS One 1 Microbiology), w
jednym znich (PloS One IF=3,23) Doktorantka jest pierwsza Autorka. Stwierdzam, ze
opiniowana rozprawa doktorska mgr Darii Leszczynskiej zawiera istotne elementy nowosci

naukowej.



Whiosek koncowy

Pod wzgledem celowosci podjecia tematu, a takze wykorzystaﬁ?ch metod 1
interpretacji uzyskanych wynikow praca w pelni spetnia wymogi stawiane rozprawom na
stopien naukowy doktora. Biorac powyisze pod uwage wnosz¢ do Wysokiej Rady
Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Darii Leszczynskiej do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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