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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Sosnowskiej
zatytulowanej ,Charakterystyka mutantow Klebsiella pneumoniae izolowanych z
populacji traktowanej fagami litycznymi”
wykonanej w Zakladzie Biologii Patogenow i Immunologii pod kierunkiem
promotora prof. dr hab. Zuzanny Drulis-Kawa oraz promotora pomocniczego

dr Grazyny Majkowskiej-Skrobek

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja jest monografia naukowg
charakteryzujacg mutanty szczepdw Klebsiella pneumoniae wyselekcjonowane po
zakazeniu bakteriofagami. Podstawg podjecia przez Doktorantke badan mutacji
genetycznych indukowanych przez bakteriofagi wérod pateczek Klebsiella jest szybko
narastajgca opornos$¢ tych bakterii na antybiotyki, co wymusza poszukiwanie nowych
Srodkéw przeciwbakteryjnych, aktywnych wobec wieloopornych drobnoustrojow.
Jednym z czynnikéw antybakteryjnych wykorzystywanych z powodzeniem w przesztosci
do zwalczania zakazen bakteryjnych sg bakteriofagi, swoiste pasozyty bakteryjne, ktore
w przeciwienistwie do antybiotykéw cechuje znaczna swoisto§¢ w stosunku do
patogendw, a tym samym brak wptywu na fizjologiczng mikroflore organizmu cztowieka,
aktywno$¢ ograniczona do miejsca zakazenia oraz brak efektow ubocznych, np.
toksyczno$ci dla cztowieka. Cechy te sugeruja, Ze terapia fagami jest niemal idealna.
Niestety, sq to pozory, weryfikowane podczas faktycznego stosowania bakteriofagbw w
lecznictwie. Drobnoustroje patogenne dos$¢ szybko bowiem nabywaja oporno$¢ na
stosowane bakteriofagi, ktére dodatkowo sg inaktywowane w organizmie czlowieka
przez przeciwciata, nierzadko zanim dotrag do miejsca zakazenia. Wszechobecnos$¢
bakteriofagéw w $rodowiskach okupowanych przez bakterie, bedace gospodarzem dla
fagéw, m.in. w wodzie pitnej, sprawia, ze wiekszo$¢ ludzi posiada przeciwciata dla tych
wirusOw powszechnie obecnych w wodzie i zywnos$ci. Dodatkowo, kontakt bakterii
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z fagami indukuje zmiany genetyczne w genomie drobnoustrojéw, ktére nie tylko
uodparniaja sig¢ przeciw fagom, ale takze nabywajg nowe cechy genetyczne, zwiekszajgce
ich wirulencje. Stad, szczegbélowa znajomo$¢ interakcji na linii bakteria-swoisty
bakteriofag i konsekwencji tych interakcji ma zasadnicze znaczenie dla opracowania
skutecznej terapii fagowej, ktéra w przyszto$ci umozliwi niemozliwe, a wiec leczenie
zakazen wywolywanych przez szczepy bakterii oporne na wszystkie znane antybiotyki.

Ocena merytoryczna dysertacji

Celem badan Doktorantki byta ocena zmian genetycznych w obrebie genomu oraz
plazmidu pieciu Klinicznych szczepéw Klebsiella pneumoniae poddanych interakcji
z fagami oraz charakterystyka zmian fenotypowych, towarzyszacych zmianom
genetycznym.

Opis wykonanych badan zostat przedstawiony w monografii liczacej lgcznie 185
stron o typowym dla tego typu prac naukowych ukladzie, tj. spisie treici, wstepie, celu
badan, materiatach i metodach, wynikach, dyskusji, wnioskach, streszczeniach
i bibliografii.

Wstep

Wstep rozprawy doktorskiej w sposéb interesujacy i wyczerpujacy wprowadza
czytelnika w temat podjetych badan. Kanwg tej cze$ci pracy jest bogata i aktualna
literatura specjalistyczna z zakresu genetyki, badan na bakteriofagami, lekoopornosci
wsréd drobnoustrojéw oraz pateczek Klebsiella. Na uwage zastuguja cytowane przez
Doktorantke publikacje promotora rozprawy, prof. dr hab. Zuzanny Drulis-Kawa
dotyczace badan bakteriofagéw, a opublikowane w czasopismach o miedzynarodowym
zasiegu, podkreslajace kompetencje opiekuna naukowego dysertacji. Tre$¢ wstepu
urozmaicajg liczne ryciny ulatwiajace lepsze zrozumienie opisywanych zagadnieti. Wstep
jest wyczerpujacy, ale nie nuzacy i opisuje wszystkie wazne antygeny pateczek Klebsiella,
ktére Doktorantka oznaczata w czeéci doswiadczalnej.

Cele i zaloZenia rozprawy doktorskiej

Doktorantka postawita sobie ambitny cel weryfikacji hipotezy zaktadajgcej spadek
wirulencji bakterii zakazonych swoistymi fagami. Cele pracy zostaly opisane zwieZle
i jasno.

Metody

Rozdziat Materialy i Metody jest opisany starannie i tresciwie, zawiera liczne
tabele oraz ryciny prezentujace niezbgdne dane, np. charakterystyke badanych szczepéw
bakterii i fagow, sekwencje starteréw, sktad mieszaniny reakcji PCR, markery mas do
odczytu wynikéw elektroforezy, jakie nalezy podaé opisujac czesé do$wiadczalng.
Rozdzial ten doskonale prezentuje rozlegly warsztat badawczy Doktorantki, co zastuguje
na uznanie. Aby osiggna¢ postawione cele pracy, mgr Ewelina Sosnowska wykorzystata
liczne techniki badawcze, od hodowli bakteryjnych i namnazania fagéw, poprzez

str. 2



mianowanie i typowanie fagéw, izolacje bakteryjnej endotoksyny, oznaczenia
wrazliwosci bakterii na antybiotyki, po testy in vivo na modelu larw mola woskowego
(Galleria melonella), ekspresje depolimeraz fagowych, sekwencjonowanie genoméw
bakteryjnych, reakcje PCR.

Wyniki

Wyniki badan zostaty przedstawione w sposéb klarowny i zobrazowane licznymi
tabelami i rysunkami. Rozdzial Wyniki rozpoczyna rysunek przedstawiajacy schemat
przeprowadzonych doswiadczen, zacznie utatwiajacy $ledzenie kolejnych etapéw badan.
Na poczatku Doktorantka wybrata pie¢ badanych izolatéw K. pneumoniae pochodzgcych
z kolekcji szczepéw Zakladu Biologii Patogenéw i Immunologii Uniwersytetu
Wroctawskiego (ZBPI) oraz szczep referencyjny wytwarzajacy B-laktamaze SHV-18,
a takze pie¢ fagéw swoistych dla K. pneumoniae, réwniez z kolekcji ZBPI z rodzin
podowiruséw Autographiviridae, sifowiruséw Drexlerviridae oraz miowiruséow
Myoviridae, reagujace z receptorem otoczkowym CPS bakterii lub rozpoznajacych inne
typy receptoréw bakteryjnych. Doktorantka scharakteryzowata te fagi pod katem ich
zdolnoSci rozpoznawania konkretnych receptoréw bakteryjnych oraz produkcji
depolimeraz.

Z zakazonych szczepéw Doktorantka wyizolowata 704 izolaty bakterii, ktére co
warto podkresli¢, pochodzity zaréwno z planktonicznej fazy wzrostuy, jak i struktury
biofilmu, a nastepnie ocenita ich profile fagowe i potwierdzita przynalezno$¢ wybranych
izolatéw do konkretnych szczep6éw K. pneumoniae na podstawie amplifikacji unikalnych
genéw. W dalszej cze$ci rozdzialu Wyniki, Doktorantka szczeg6lowo charakteryzuje
populacje badanych izolatéw bakteryjnych i ich wrazliwosci na zastosowane pojedyncze
fagi oraz ich mieszaniny. Efektem tych badan jest udokumentowane przez Doktorantke
zjawisko opornosci krzyZowej na inne fagi wykorzystujace ten sam receptor bakteryjny u
bakterii poddanych fagowej presji selekcyjnej. Doktorantka dokonata réwniez waznej
obserwacji uwrazliwienia mutantéw bakterii na miowirusy po selekcji fagami
rozpoznajacymi i degradujgcymi otoczki bakteryjne. W dalszej cze$ci Doktorantka
przedstawita wyniki badan, bedgcych konsekwencjg poczynionych wczeéniej obserwacji
profili fagowych, zaktadajac iz zmiany strukturalne w postaci braku otoczki wptywaja na
ekspozycje receptoréw dla miowiruséw takich jak LPS lub biatka powierzchniowe.
Wykonane do$wiadczenia wykluczyty LPS jak receptor, ale wskazaty potencjalng role
biatek jako receptoréw dla miowiruséw. Generalnie, biatkowe bakteryjne receptory
fagowe s3 stabo scharakteryzowane i mato poznane o czym $wiadczg pojedyncze
publikacje na ten temat dostgpne w Internecie. Stad, badania Pani mgr Eweliny
Sosnowskiej maja duzg warto$¢ naukowa, nawet jesli receptory te nie zostaly jeszcze
szczegb6towo zbadane.

Kolejne wyniki omawiajg zmiany fenotypowe i genotypowe u szczepéw
K. pneumoniae zakazonych wybranymi fagami. Doktorantka celowo wybrata do badan
antygeny bakteryjne, nalezace do PRR i pelnigce wazng role w zakazeniach u ludzi m. in.
strukture LPS odpowiedzialng za indukowanie odczynu zapalnego, produkcje
egzopolisacharydu, hamujacego fagocytoze oraz utrudniajgcego dostep antybiotykéw,
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wrazliwo$¢ na uktad dopelniacza, i w konicu patogennoéé dla larw mola woskowego, jako
organizmu modelowego wrodzonych mechanizméw obronnych ssakéw. Doktorantka
wykazala zmiany struktury LPS typu konwersja do formy gladkiej lub szorstkiej
u nielicznych izolatéw zakazonych miowirusami, co Jej zdaniem niekoniecznie zwigzane
jest z zakazeniem fagowym. W przeciwienstwie do LPS, Doktorantka udokumentowata
wplyw selekcyjnej presji sifowirusem i podowirusami na zdolno$é pateczek Klebsiella do
produkcji egzopolisacharydu (fenotypu mukoidalnego), co Jej zdaniem stanowi
mechanizm obronny przeciw zakazeniu fagami. Jej dalsze badania wykazaly, ze
mukoidalne szczepy Klebsiella nie zawsze wykazywaly zwiekszong patogenno$é na
modelu in vivo lub wrazliwo$é¢ na przeciwbakteryjne dziatanie dopelniacza. Majac na
uwadze istotng role egzopolisacharydu przewleklych zakazeniach bakteryjnych u ludzi,
pragne zauwazy¢, ze odkrycie to moze mie¢ istotne znaczenie w medycynie i badaniach
patomechanizmoéw chronicznych zakazen Klebsiella. Supresja wirulencji ma kluczowe
znaczenie dla przetrwania bakterii w organizmie czlowieka i efektywnego pozyskiwania
sktadnikéw odzywczych oraz namnazania.

Dalej Doktorantka wykazata role selektywnej presji miowirusa i podowirusa na
wzrost wrazliwosci pateczek Klebsiella na bakteriobdjcza aktywno$é dopelniacza
z towarzyszacg zmniejszong wrazliwoscig larw mola woskowego na zakazenie Klebsiella.
Przeciwstawne wyniki badan Doktorantka uzyskala dla sifowirusa, ktéry nadawat
szczepom Klebsiella zwigkszona zjadliwo$é. Wyniki te uwypuklity zréznicowany wplyw
konkretnych fagéw na wirulencje pateczek Klebsiella, a prawdopodobnie takze inne
gatunki bakterii. Analiza genotypowa, ktéra wykonata Doktorantka dotyczyta zmian
czynnikéw transkrypcyjnych oraz mutacji wybranych genow, kodujgcych m. in. otoczke
i LPS, ktére zwiekszaty u Klebsiella produkcje egzopolisacharydu oraz uwalnianie
profagéw z genomu bakterii. Na koniec, Doktorantka wykonata oznaczenia wrazliwo$ci
na antybiotyki badanych szczepéw Klebsiella, ktére wykazaly, ze sifowirusy moga
indukowa¢ delecje sekwencji plazmidowych, zmieniajgc wrazliwo$¢ Klebsiella na
antybiotyki, potwierdzajgc ich udzial nie tylko w nadawaniu opornoéci wséréd
drobnoustrojéw, ale takze w jej ograniczaniu. Wedtug Doktorantki wplyw ten réwniez
zalezy od typu faga zakazajacego bakterie i moze by¢ zwigzany ze wzrostem opornos$ci na
antybiotyki.

DysKkusja

Rozdziat Dyskusja zostal podzielony na sekcje omawiajgce najwazniejsze wyniki
pracy na gruncie dotychczasowej wiedzy. Bardzo dobrze napisany rozdziat puentujacy
najwazniejsze odkrycia Doktorantki, cho¢ zaskoczyta mnie niekonsekwencja omawiania
wynikow od zjadliwo$ci badanych szczepow Klebsiella, a nie jak to mialo miejsce
w wynikach, receptoréw fagowych. Usprawiedliwiam jednak tg niekonsekwencje
tworczym umystem Pani mgr Eweliny Sosnowskiej, ktérego dowodem jest niniejsza
dysertacja naukowa.
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Whioski

Prace wieniczy 12 wnioskéw plynacych z wykonanych badan. Wnioski 10 - 12
dotyczace mutacji genowych zwigzanych z otoczka, a wptywajacych réwniez na biofilmu
i strukture LPS, w moim odczuciu powinny zostaé polaczone w jeden wniosek. Tym nie
mniej, przedstawione wnioski rekapituluja gtéwne odkrycia Doktorantki.

Streszczenia i piSmiennictwo

Dysertacje konczg dobrze napisane streszczenia w j. polskim i j. angielskim oraz
144 pozycje piSmiennictwa, 5 cytowanych ksiazek oraz adresy stron Internetowych,
z ktorych Doktorantka korzystata m.in. w analizie sekwencjonowania. Ponadto praca
zawiera na koficu spis 102 rysunkéw i 45 Tabel zaprezentowanych w dysertacji.

Uwagi krytyczne i pytania do Doktorantki

1) Pomimo bardzo starannego opracowania pracy, pojawiajg sie w niej nieliczne
literéwki.

2) W czeéci dysertacji Wyniki ~ Analiza profili fagowych (str. 67) w nawiasach
podano bledne oznaczenia tabel prezentujacych profile fagowe - powinno byé
Tabela 14 - 18.

Moje powyisze uwagi wynikaja przede wszystkim z obowigzku recenzenta, nie maja
natomiast na celu umniejszenia jakosci dysertacji, a szczegélnie jej wartosci
merytorycznej.

Pytania do Doktorantki

1. Analizujgc wyniki badaf dotyczacych zmian fenotypu LPS u zakazonych fagami
szczepow Klebsiella, stwierdza Pani, ze obserwowane u nielicznych izolatéw
zmiany formy endotoksyny niekoniecznie indukowane sg fagami, a moga wynika¢
z wplywu warunkéw hodowli. W moim rozumieniu eksperymentu naukowego
kontrola jest wyznacznikiem zmian struktury badanego antygenu. Jakie Pani
zdaniem niesprzyjajace warunki, o ktérych Pani wspomina mogly wplynaé na
zamiany struktury LPS u badanych izolatéw? Co wiecej, wykazany przez Pania
wzrost wrazliwosci pateczek Klebsiella zakazonych fagami na dopetniacz, wg Pani
wniosku z do$wiadczen (str. 89) moze wynikaé ze zmian struktury LPS.

2. Czy Pani zdaniem jest mozliwe w przyszloéci kontrolowane stosowanie
wyselekcjonowanych fagéw do zwalczania zakazen szpitalnych? Jakie warunki
musiatby spetnia¢ fagi, aby mozna byto stosowaé je w lecznictwie?

Podsumowanie

Rozprawa doktorska speinia wymogi stawiane rozprawie na stopieni naukowy
doktora zgodnie z ustawg ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce" z dnia 14 marca
2023 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki, w zwigzku z art. 179 ust 3 ustawy z dnia 2. lipca 2018 r., a ponadto zawiera
obszerny materiat o duzej warto$ci naukowej. Doktorantka bardzo dobrze opanowata
warsztat badawczy a tematyka przedtozonej mi do oceny Jej dysertacji doktorskiej
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stanowi istotny wkiad w rozw6j nauki, ktéra niewatpliwie moze zosta¢ wykorzystana na
szerszg skalg, m.in. w zmaganiach leczenia zakazen wieloopornymi szczepami
bakteryjnymi. Ponadto Pani mgr Ewelina Sosnowska wykazata sie umiejetnoécia
planowania doswiadczeri i wszechstronno$cia ujecia podjetego tematu, co $wiadczy o Jej
dojrzatos$ci naukowe;j.

W zwigzku z tym zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Eweliny Sosnowskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na duzy wkiad pracy Doktorantki oraz istotne znaczenie naukowe
tematu i spos6b przedstawienia wynikéw, wnioskuje réwniez do Przewodniczacej oraz
Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego
o wyrdznienie pracy doktorskiej stosowng nagroda.
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