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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Klaudyny Krause

pt. ,Wptyw naturalnie wystepujacych izotiocyjanianéw na wirulencje Vibrio cholerae”

Cholera nalezy do tych zakaznych chordb jelitowych, ktére ze wzgledu na czestos¢ wystepowania
i liczbe ofiar odegraty najwieksza role w historii ludzkosci. Generalnie, choroby szerzace sie droga
pokarmowa, infekcje uktadu pokarmowego oraz zatrucia pokarmowe, to drugi po zakazeniach gérnych
drég oddechowych najczestszy problem zdrowotny ludzi na catym $wiecie. Czynnikiem etiologicznym
cholery jest Vibrio cholerae, przecinkowiec cholery, Gram-ujemna, posiadajgca zdolnos¢ ruchu
bakteria, ktora jest naturalnym skfadnikiem ekosystemoéw morskich. U ludzi, po zakazeniu najczesciej
droga fekalno-oralng, moze powodowaé biegunke prowadzacg w ciezkiej postaci do odwodnienia,
wstrzasu hipowolemicznego i zgonu w ciggu zaledwie kilkunastu godzin. Dzigki zmianom klimatu,
wywotujgca nieustanne pandemie cholera, caly czas poszerza swdj zasieg wystepowania,
a powszechna mobilnos$¢ ludzi i mozliwo$¢ zachorowania po spoiyciu zanieczyszczonej zywnosci
sprawia, ze Vibrio cholerae jest realnym zagrozeniem nie tylko dla ludnoéci endemicznych rejondw jego
wystepowania w Afryce, Azji i Ameryce Potudniowe]j, ale takze i dla mieszkancow reszty Swiata.

Leczenie objawowe zakazen Vibrio cholerae jest stosunkowo proste i polega na nawadnianiu oraz
uzupetnianiu elektrolitdw. Natomiast w leczeniu farmakologicznym stosuje sie antybiotyki, przede
wszystkim z grupy tetracyklin. Ostatnimi czasy obserwuje sie lawinowy wzrost izolatow przecinkowca
cholery opornych na te zwigzki, co jest gtdéwna przyczyng niepowodzenia leczenia. Z uwagi na
gwattownie postepujacy proces rozwoju lekoopornoéci mikroorganizméw poszukuje sie nowych
sposob6w walki z bakteriami patogennymi odpornymi na znane chemioterapeutyki. Jednym z takich
podejsé jest poszukiwanie zwigzkdw, ktdre umozliwityby choremu organizmowi zwiekszenie szans na
uporanie sie z infekcjg. Miatoby to nastgpi¢ poprzez wylgczenie albo przynajmniej znaczne

ograniczenie syntezy czynnikéw wirulencji bakterii bedgcych zrédtem zakazenia. W ten nurt badan



idealnie wpisuje sie przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Klaudyny Krause pt.
L,Wplyw naturalnie wystepujacych izotiocyjaniandw na wirulencje Vibrio cholerae”. Znaczenie
naukowe i praktyczne tej tematyki nie pozostawia zadnych watpliwosci i jej podjecie jest jak najbardzie]
uzasadnione.

Prezentowana do oceny rozprawa zostata wykonana w Katedrze Genetyki Molekularnej Bakterii
Whydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem promotora, Pani prof. dr hab. Agnieszki
Szalewskiej-Patasz oraz dra Dariusza Nowickiego jako promotora pomocniczego. Giéwnym celem
rozprawy bylo zbadanie wybranych izotiocyjanianéw na rozwo6j i wirulencje przecinkowca cholery.
Szczegdtowo cel ten byt realizowany poprzez okresdlenie oddziatywania tych zwigzkow na rozwdj Vibrio
cholerae, a takie opisanie ich antybakteryjnego mechanizmu dziatania oraz wplywu na ekspresje
gendw wirulencji i toksycznoéé wobec komorek eukariotycznych. Tak postawiony cel naukowy nalezy
uzna¢ za istotny, a jego realizacja odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim.
Niewatpliwg korzyscig dla Doktorantki byt tez fakt, iz kierowana przez Panig prof. Agnieszke Szalewska-
Patasz jednostka ma ugruntowany dorobek naukowy takze w zakresie tematyki ocenianej rozprawy
doktarskiej. Doktorantka zatem mogla skorzystac i, co postaram sie wykazac ponizej, z powodzeniem
skorzystata z solidnej wiedzy i warsztatu badawczego Zespotu.

Oceniana rozprawa ma klasyczny ukiad dia tego typu prac eksperymentalnych, liczy 172 strony
i podzielona jest na wiasciwe rozdzialy. Tytuf dysertacji w peini odpowiada zawartej w niej tresci
i postawionym do rozwigzania problemom badawczym. informacje zawarte we ,Wstepie” $wiadcza
o dobrym przygotowaniu teoretycznym Doktorantki, ktdra wykazata sie znajomosdcig literatury
przedmiotu i potrafifa przedstawic ztoZzone zagadnienia w przejrzysty sposéb, ilustrujac je odpowiednio
przygotowanymi rycinami. Rozdziat ,Materiaty” opisuje wyczerpujgco zastosowane odczynniki
i aparature oraz uzyty w doswiadczeniach szczep bakterii. Opis metod jest jasny i na tyle precyzyjny,
aby mozliwe byto ewentuaine powtdrzenie przeprowadzonych w pracy eksperymentow. Na
podkreslenie zastuguje fakt wykorzystania nowoczesnych technik badawczych biclogii molekularnej
i obrazowania mikroskopowego, obok kiasycznych analiz mikrobiclogicznych czy biochemicznych.
Zastosowanie tak szerokiej gamy réznorodnych metod niewatpliwie wymagato od Doktorantki duzego
zaangazowania i pracowitosci, a ich wfasciwe wykorzystanie pozwolilo uzyska¢ cenne i znaczace
wyniki, ktore zostaly starannie opracowane | przedstawione w kolejnym rozdziale dysertacji,
stanowigcym zasadnicza cze$t rozprawy. Rozdziat ,Wyniki” cdzwierciedla realizacje poszczegéinych
zadan badawczych postawionych przez Doktorantke na poczatku pracy. Jest on napisany w sposéb
czytelny i uporzgdkowany, a zaprezentowana dokumentacja w formie rycin, zdjec i tabel nie budzi
wiekszych zastrzezen. Na uwage zastuguje fakt, iz wszystkie kluczowe wartosci eksperymentalne
wyznaczono na podstawie co najmniej trzech niezaleznych pomiaréw i wszedzie tam, gdzie byle to

uzasadnione, przeprowadzono odpowiednia analize statystyczng, ktdra istotnie potwierdza



zaobserwowane réznice, cc pozwala na ich prawidlowsg interpretacje. ,Dyskusja” podsumowuje
uzyskane wyniki w Swietle najnowszych danych literaturowych oraz zakladanego celu pracy. Lektura
tego rozdziatu przekonuje mnie, Ze Dokiorantka jest w petni dojrzafym badaczem zdolnym do
przeprowadzenia serii doswiadczen, a takze wlasciwej ich interpretacji oraz przedstawienia na tle
aktualnej wiedzy. Ostroznie wyciaga tez wnioski z wynikéw eksperymentdw, unikajac tym samym ich
nadinterpretacji. PiSmiennictwo, na ktére powotuje sie Autorka liczy 324 pozycje, gldwnie
anglojezyczne i z ostatnich lat, co potwierdza aktuainosc tematu bedacego przedmiotem dysertacji.
Prace koriczy ,Podsumowanie”, ktdre stanowi zwiezfg prezentacje wnioskow w kontekscie
postawionego celu rozprawy. Nalezy w tym miejscu podkresiic, iz cel ten zostat bez watpienia
osiggniety, a uzyskane wyniki oprécz aspektu poznawczego maja tez potencjainy charakter aplikacyjny
- analizowane w tej pracy izotiocyjaniany sg obiecujgcymi zwigzkami, ktére mogtyby w przysztosci
znaleZ¢ zastosowanie w leczeniu zakazen Vibrio cholerae.

Niezaleznie od mojej pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej, z obowigzku recenzenta nie moge
pomingé pewnych uwag krytycznych. Ponadto, przy tak ohszernej rozprawie i duzej ilosci wynikéw
dosdwiadczen, muszg sie takze pojawié pytania i watpliwosci, ktore przedstawiam ponizej.

1. Mimo iz jezyk pracy jest ogdlnie poprawny, to Autorce nie udato sie uniknaé pewnych
niefortunnych sformutowar, wyrazen zargonowych oraz btedow literowych czy stylistycznych,
ktorych w manuskrypcie jest stosunkowo duzo.

2. We ,Wstepie” zabraklo bardziej szczegdtowych informacji o chromosomie bakteryjnym, ktéry
w przypadku Vibrio cholerae jest dosy¢ nietypowy.

3. We ,Wstepie” (str. 16) autorka pisze, Zze hiegunka wystepujaca u zakazonych przecinkowcem
cholery prowadzi do wstrzasu hipotensyjnego, podczas gdy chodzi o wstrzags hipowolemiczny.

4. W rozdziale ,Materialy” brakuje charakterystyki wykorzystanych w pracy linii komérkowych
Hela i Vero.

5. Tytuf rozdziatu 1.2. (str. 17) brzmigcy ,Patogeneza Vibrio cholerae” jest niepoprawny. Stowo
»patogeneza” odnosi sie do mechanizmu powstawania i rozwoju choroby, a nie czynnika jg
wywolujacego. Poprawnie byloby ,Patogeneza cholery” albo ,Patogeneza zakaien Vibrio
cholerae”.

6. W rozdziale o odpowiedzi $cistej u Escherichia coli (str. 27) Doktorantka pisze ,Odpowiedz
{cisty opisano dla bakterii modelowych, jednakze zostata ona stwierdzona u wszystkich wolno
zyjacych bakterii” (podkreélenie moje), co nie moze by¢ prawda, bo nawet nie znamy utamka
wszystkich wolno zyjgcych bakterii, a co dopiero wyrokowac o ich fizjologii.

7. Tabela nr 3 (str. 60) obrazujgca schemat badania biofilmu jest w tym miejscu mato czytelna.

Lepiej bytoby ja umiesci¢ w odpowiedniej pozycji rozdziatu , Wyniki”.
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Tytut podrozdziatu 4.9.2. (str. 64) sugeruje, ze linia Vero jest pochodzenia ludzkiego, podczas
gdy jest to linia komdérkowa wywodzgca sie z nerki jednego z gatunkow maitp afrykaniskich.
Wartodci  minimalnego  stefenia  bakteriobdjczego oraz  minimalnego  steienia
bakteriostatycznego podaje sie z reguly w mg/l, a nie mg/ml, co tez pdiniej stwarza problemy,
kiedy Doktorantka pordwnuje uzyskane przez siebie wyniki z danymi literaturowymi (str. 122
i 123).

Powyisze wartosci wyznaczono nie na podstawie podwdjnych rozcienczen, jak pisze
Doktorantka {str. 72), tylko seryjnych.

Na rycinie 10 (str. 75), obrazujgcej zywotnosc komérek Vibrio cholerae po traktowaniu hodowli
badanymi zwigzkami, brak danych dla sulferafanu o stezeniu 10 x MIC.

Na rycinach 12 i 13 {str. 79 81} obrazujgcych synteze kwasow nukleinowych brak danych dla
niektdrych stezen uzytych izotiocyjaniandw.

Na str. 82 Doktorantka analizuje wyniki hamowania syntezy RNA w komdrkach Vibrio cholerae
po traktowaniu hodowli badanymi izotiocyjanianami i stwierdza, ze jego poziom byt taki sam
dla badanych steien, oczywiscie odpowiednio rozny dla poszczegdinych zwiazkéw. Natomiast
zryciny 13, obrazujacej ten eksperyment, wynika, ze byt podobny, ale nie identyczny. Réwniez
tutaj brak danych dla niektérych stezen uzytych izotiocyjaniandw.

Na rycinie 19 (str. 90) Doktorantka pokazuje poziom alarmonu ppGpp w komérkach Vibrio
cholerae po inkubacji z badanymi zwigzkami. W przypadku izotiocyjanianu fenetylu spada on
ze wzrostem jego stgZenia, natomiast rosnie w przypadku sulforafanu. Czy ma Pani jakis
pomyst na mozliwe wyjasnienie tej, moim zdaniem, ciekawe] obserwacji?

Dlaczego nie zbadano wptywu izotiocyjanianu benzylu na ekspresje gendéw wirulencji oraz
ekspresje gendow bakteriofaga CTX¢d a takie na poziom komérkowy toksyny cholery
i Zywotnos¢ eukariotycznych linii komérkowych?

Stwierdzenie Doktorantki (str. 114) - , uzyskane wyniki wskazuja, ze zwigzki nie wptywaja na
zywotnos¢ linii komorkowych, a co za tym idzie, s bezpieczne jako potencjalne zwigzki
terapeutyczne” (podkresienie moje) jest zbyt daleko idacg spekulacja.

Warto byloby zbadaC wplyw izotiocyjaniandw i, co wainiejsze, lizatéw bakteryjnych
hodowanych w ich obecnodci, na komérki uktadu odpornosciowego {np. wyizolowane
jednojadrzaste komorki krwi obwodowej). Bytoby to ciekawe chocby z uwagi na fakt, iz
zakazenie Vibrio cholerge nie powoduje klinicznie jawnego stanu zapalnego a takze dosy¢
nietypowo stymuluje uktad odpornosciowy, indukujgc Sciezki odpowiedzi wrodzonej
charakterystyczne dla infekcji wirusowych, a nie bakteryjnych. To oczywiscie wybiega poza

tematyke tej pracy, ale jako immunolog nie mogiem sig tutaj oprzeé tej sugestii.



Lista powyzszych uwag, watpliwosci i pytar moze sie wydawac dtuga, ale absolutnie nie umniejszajg
one wartosci merytorycznej dysertacji. Powtérze, przedtozong mi do recenzji prace doktorska Pani
Klaudyny Krause zaliczam do interesujgcego i wartosciowego opracowania, w ktérym przedstawiono
i przekonywujgco uzasadniono tezy badawcze i ktéra ewidentnie wnosi istotne elementy nowosci
naukowej.

Zasadniczym zadaniem recenzenta jest ocena rozprawy doktorskiej. W przypadku Pani Klaudyny
Krause nie mozna jednak poming¢ jej catego dorobku naukowego, ktéry obejmuje wspétautorstwo
9 wysoko punktowanych prac. Co bardzo istotne dla ocenianej dysertacji, wiekszo$¢ zawartych w niej
wynikow zostata opublikowana w uznanym czasopiémie naukowym (International Journal of Molecular
Sciences; IF = 6.208) co $wiadczy o nowosci i wysokim poziomie przeprowadzonych badar. Trzeba tez
podkredli¢, iz Pani Klaudyna Krause jest pierwsza autorka tej publikacji. Podsumowujac, zaréwno
wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej i juz czesciowo opublikowane, jak i pozostaty dorobek
doktorantki, niezwigzany z tematykg dysertacji, oceniam bardzo wysoko.

W zwigzku z powyiszym stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spetnia wszelkie
wymogi dotyczace rozpraw doktorskich okre$lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595
z pdin. zm.), w zw. z art. 179. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669 z pdin. zm.). Dlatego tez zwracam sie do
Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdarniskiego o dopuszczenie Pani Klaudyny
Krause do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, biorgc pod uwage warto$¢ naukowa oraz

potencjat aplikacyjny uzyskanych wynikéw wnioskuje o stosowne wyrézinienie dysertacji.
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