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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani magister Klaudyny Krause zatytutowanej ,, Wpiyw

naturalnie wystepujacych izotiocyjanianéw na wirulencje Vibrio cholerae”

Przedstawiona do oceny dysertacja zostata wykonana pod kierunkiem pani promotor prof. dr
hab. Agnieszki Szalewskiej-Patasz oraz pana promotora pomocniczego dr Dariusza
Nowickiego w Katedrze Genetyki Molekularnej Bakterii, Wydziatu Biologii, Uniwersytetu

Gdanskiego.

Celem przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej byta analiza wptywu wybranych
izotiocyjaniandw, bedacymi pochodnymi siarkowych glikozydéw, glukozynolanéw na
wirulencje bakterii gatunku Vibrio cholerae. Doktorantka podazata zatem w swoich
badaniach atrakcyjnym nurtem poszukiwania nowych zwigzkébw o charakterze
antybakteryjnym, ktére byilyby alternatywg Ilub wspomagatyby dostepne metody
terapeutyczne. Uzasadnieniem podjecia takich badan sg doniesienia epidemiologiczne,
wskazujgce na wzrastajaca liczbe antybiotykoopornych szczepdw bakteryjnych, w tym Vibrio
cholerae, ktorych eliminacja u zakazonych pacjentéw stanowi wyzwanie dla wspétczesnej
medycyny. Wsréd zwigzkéw analizowanych pod kagtem powyzszych zastosowan popularnosé
zdobywajg metabolity roslin, ktére byly przedmiotem badan naukowych prowadzonych
przez Doktorantke. Nalezy pamieta¢, ze istotnym elementem poszukiwania nowych
zwigzkéow o charakterze antybakteryjnym w Swietle ich pdZniejszego terapeutycznego
zastosowania jest rzetelne poznanie molekularnego mechanizmu ich dziatania, czego podjeta

sie pani Krauze w swojej pracy badawczej. W zwigzku z powyiszym, wybdér tematu
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przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej uwazam za bardzo cenny naukowo i

wpasowujacy sie w aktualne $ciezki badawcze.

Rozprawa doktorska pani Krause zostata napisana w klasycznym ukfadzie bedac
podzielona na rozdziaty. Liczy 172 strony i zawiera wszystkie elementy wymagane dla tego
typu prac, czyli streszczenia, wstep, opis metod, wyniki przeprowadzonych badan, dyskusje,
podsumowanie, spis rysunkéw i tabel oraz spis literatury, ktory obejmuje 325 pozycji. Prace
wiericzy opis dorobku naukowego Doktorantki, w tym lista publikacji i informacje o

uzyskanych nagrodach.

Obszerny wstep szczegbtowo wprowadza czytelnika w tematyke pracy badawczej.
Doktorantka opisata w nim wszystkie zagadnienia kluczowe w dalszej lekturze pracy.
Znajdziemy tam szczegétowy opis patogenezy Vibrio cholerae, czynnikéw zjadliwosci tego
drobnoustroju i mechanizméw regulacji jego wirulencji. Doktorantka nie pomineta takze we
wprowadzeniu oméwienia uzywanych zwigzkédw i ich dotychczasowo opisanej
antybakteryjnej roli czy mechanizmu dziatania. Na uwage zastuguje bardzo dobra konstrukcja
tego rozdziatu oraz przystepna forma, okraszona dobrze zaprojektowanymi rysunkami i
tabelami, ktére utatwiajg zrozumienie tekstu i systematyzujg przyswajane informacje. Praca
ta wskazuje na doskonate przygotowanie merytoryczne pani Krause do realizacji badan
eksperymentalnych w wiodacej dla niej tematyce badawczej. Cel pracy zostat przedstawiony
bardzo czytelnie i zaktadat analize antybakteryjnych wtasciwosci badanych izotiocyjanianéw
wraz z poznaniem molekularnego mechanizmu ich dziatania. Doktorantka, zatozyta takie
ocene wptywu badanych zwigzkdw na regulacje ekspresji genow zjadliwosci V. cholerae,
probujagc tym samym poszerzyé nasza wiedze o biologicznych skutkach ekspozycji tego
chorobotwdrczego mikroorganizmu na stosowane zwiagzki. Doktorantka rzetelnie opisata
metody stosowane w swoich badaniach, dzieki czemu mozliwym jest samodzielne
odtworzenie eksperymentéw. Wyniki przedstawiono w formie 4 Tabel i 34 rycin. Kolejnos¢
przedstawiania wynikdw przeprowadzanych doswiadczen w ocenianej rozprawie jest
logiczna. Czytelnik swobodnie podaza tokiem realizacji prac badawczych. Uzyskane wyniki
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zostaly bardzo dobrze opisane i wtaéciwie zinterpretowane. Tam, gdzie to byto moiliwe
przeprowadzono analize statystyczng. Dyskusja wynikow zostata napisana poprawnie, w
oparciu o dostepne, w tym najnowsze dane literaturowe. ZnaleZé w niej wprawdzie mozna
sporo powtorzen z opisu czesci wynikdw, ale oceniam jg wysoko, bowiem znalaztam w niej
odpowiedzi na wiekszo$¢ nurtujgcych mnie pytan, jakie nasuwaly sie podczas lektury
wczesniejszych czedci pracy. Bardzo cennym rozdziatem ocenianej rozprawy jest
»Podsumowanie”, w ktéorym Doktorantka przedstawita syntetycznie najistotniejsze

osiggniecia swojej rozprawy doktorskiej.

Podsumowujac, recenzowana praca doktorska rzetelnie udokumentowata
antybakteryjne wtasciwosci badanych izotiocyjanianédw. Do najwazniejszych odkryé tej pracy
nalezy zaliczy¢ wyjasnienie molekularnego mechanizmu ich dziatania, w tym procesu indukcji
odpowiedzi Scistej zwigzanej z wirulencjg badanego gatunku. Wykazane przez Doktorantke
systemowe dziatanie izotiocyjanianéw na zjadliwos¢ V. cholerae wraz z udokumentowanym
brakiem toksycznosci tych zwigzkéw na komorki ludzkie zacheca do kontynuaciji badan na
modelach in vivo, ktére jednoznacznie odpowiedzg na pytanie o mozliwo$é ich
terapeutycznego wykorzystania. Zatem, zaprezentowane w pracy wyniki oceniam wysoko i

uwazam, ze sg cennym przyczynkiem do dalszych badan.
Lektura niniejszej pracy nasuwa kilka pytan i uwag do autorki:
1. Na podstawie jakiego klucza dokonano wyboru izotiocyjanianéw do badan?

2. W dyskusji mozna znalez¢ poréwnanie stezen innych izotiocyjanianéw aktywnych
biologicznie. Cennym byloby zastosowanie w trakcie prowadzonych badan
wybranego sposrdd nich, najszerzej opisanego zwigzku jako kontroli pozytywnej. W

ktorych badaniach Doktorantka wprowadzita takg kontrole?

3. Strona 82 — Ryc.13 C — czy podany procent zahamowania syntezy RNA 57, 80 i 91%

jest przedstawiony na wykresie?

4. Strona 85 - Czy Doktorantka mogtaby zaproponowac inne metody poza stosowanymi
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w pracy, ktére mozna by wykorzysta¢ do potwierdzenia braku uszkodzenia
bakteryjnych bton komérkowych? Jaki jest mechanizm przenikania badanych

izotiocyjanianéw do wnetrza komorek bakteryjnych?

. Czy analiza statystyczna na Rycinie 19 byta wykonywana wzgledem kontroli (K), czy

tez wzgledem prébek traktowanych hydroksyamatem seryny (SHX) ?

. Czy Doktorantka analizowata potencjalnie synergistyczny wplyw badanych zwiazkow,

lub ich kombinacje z antybiotykami?

. Biorac pod uwage proponowane sastosowanie terapeutyczne badanych zwigzkow
cennym bytoby okreslenie specyficznosci ich dziatania wzgledem gatunkow
patogennych w odréznieniu od niepatogennych, co jest istotne w $wietle zachowania

réwnowagi mikrobiomu jelit.

. Badane zwiazki nie s toksyczne wzgledem badanych linii komérkowych, jednakze
cytowane prace wskazuja, ze mogg one regulowaé proces $mierci komorkowej, w
tym indukowa¢ apoptozg (strona 37). Czy potencjalna regulacja innych rodzajow
émierci komérkowej, w tym autofagii przez badane zwiazki mogtaby odgrywac role w

zjadliwosci V. cholerae, szczegblnie zwigzanej z dziataniem toksyn tego patogenu?

. W pracy mozna doszukac sig drobnych niedociagnigt, w tym pojedyncze btedy
jezykowe, gramatyczne i interpunkcyjne. Brak informacji o producentach wybranych
odczynnikéw, materiatow (3.4.14. oraz 3.4.15.). Podziat rozdziatu Materiaty na szereg
podrozdziatéw jest dos¢ osobliwy i wydaje sie zbedny. Nalezy jednak podkresli¢, ze

cata rozprawa zostata przygotowana z duig starannoscig.

Podsumowanie

Chciatabym w swojej recenzji zaznaczyé, ze praca pani Krause ma wysoka wartos¢

naukowa, a rozprawa jest przemyslang, solidnie przygotowana i spojng tematycznie

dysertacjg. Zatozone cele, mozliwe do osiagnigcia dzieki wszechstronnemu warsztatowi

metodycznemu, bogatej metodyce mikrobiologicznej, zastosowaniu technik genetyki
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molekularnej, biochemii i biologii komérki zostaty w petni zrealizowane. Uzyskane wyniki
stanowia cenny wkfad w poznanie roli naturalnie wystepujacych zwigzkow pochodzenia
roélinnego o charakterze antybakteryjnym. Pragne ponadto podkredli¢c, ze zataczona
dokumentacja dowodzi, ze Doktorantka jest osoba bardzo aktywng naukowo a lista
publikacji z jej udziatem éwiadczy o jej zaangazowaniu w liczne projekty badawcze nie za$
ograniczenie do swojej pracy doktorskiej. Z wykazu przedstawionych publikacii wynika
bowiem, ze jest ona wspétautorka osmiu innych publikacji naukowych, co jest znaczacym
dorobkiem naukowym. Swiadczy to o pasji Doktorantki do pracy naukowej. Poniewaz
przedstawiona rozprawa doktorska spefnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim okreélone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, zatem wnosze do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie mgr Klaudyny Krause do dalszych etapow przewodu

doktorskiego. Uwazam réwniez, ze praca doktorska kwalifikuje si¢ do wyrdznienia.

Cz 6/’- )

Dr hab. Joanna Koziet, prof. UJ
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