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Ocena pracy doktorskiej mgr Klaudii Polakowskiej ,,Badania genetycznych i
fenotypowych determinant specyficznej wobec gospodarza wirulencji szczepow
Staphylococcus aureus z wykorzystaniem modeli in vivo.”

Rozprawa doktorska Pani mgr Klaudii Polakowskiej zostala zrealizowana w
Zakladzie Mikrobiologii Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ pod
kierunkiem Pana dr. hab. Jacka Mig¢dzobrodzkiego, prof. UJ oraz promotora
pomocniczego, Pana dr. Benedykta Wladyke. W Zakladzie Mikrobiologii UJ pod
kierunkiem Pana Profesora od lat prowadzone sa badania nad molekularnymi
podstawami  patogenezy 1 patomechanizmem zakazeni  oportunistycznych
wywolywanych przez bakterie z rodzaju Staphylococcus. Zespdt badawczy pod
kierunkiem prof. Mig¢dzobrodzkiego zajmuje si¢ przede wszystkim zagadnieniami
dotyczacymi kolonizowania wyzszych zwierzat przez bakterie, gldwnie rézne gatunki
gronkowcow, a takze mechanizmami ftransmisji bakterii pomig¢dzy rdéznymi
gospodarzami. Zespdt izoluje i identyfikuje bakterie pochodzace od zwierzat
domowych, hodowlanych i dzikich, w tym od zwierzat zdrowych i chorych, ocenia
ich cechy fenotypowe — enzymy i toksyny oraz cechy genetyczne (charakterystyka
profilu chromosomowego DNA 1 okreslenie specyficznych genéw). Poddana ocenie
rozprawa doktorska jest wigc $cisle zwigzana z badaniami realizowanymi w Zespole
badawczym 1 dotyczy mechanizmaméw molekularnych proceséw patogenezy
wywolywanych przez szczepy gronkowca zlocistego. Rozprawa doktorska Pani mgr
Polakowskiej stanowi obszerne studium dotyczace praktycznie molekularne;
charakterystyki czynnikéw patogenezy. Najwazniejszym jednak celem badawczym
rozprawy doktorskiej byla ocena wirulencji bakterii in vivo przy uzyciu zarodka
kurzego jako nowego modelu badawczego, a po pomyslnym sprawdzeniu,

wykorzystanie zarodka kurzego do oceny wirulencji gronkowca wydzielajacego



stafopaing C i ocena udzialu tego czynnika w patogenezie wywolywanej przez
szczepy gronkowca. Doktorantka jednoznacznie wykazata, ze zastosowanie w
badaniach patogenezy modelu zarodka kurzego G. gallus pozwolito na podzial
analizowanych szczepéw pochodzenia drobiowego na grupy wirulentne,
niewirulentne i o po$rednim poziomie zjadliwosci, co w poréwnaniu z wynikami
osiggnig¢trymi przy zastosowaniu jako uniwersalnego modelu badawczego nicienia
C. elegans pozwolito na uprawniony wniosek doktorantki, iz odpowiedni wybor
modelu do$wiadczalnego moze znaczgco wplywaé na wyniki doswiadczenia, W
przypadku tej rozprawy wybdr nowego modelu badawczego pozwolil na oceng
znaczenia specyficznego dzialania stafopainy C wzglgdem tkanek zarodka kurzego.
Rozprawa doktorska ma uklad typowy dla prac eksperymentalnych, tj. w sktad
jej wehodzg kolejno: streszczenie, wstep, cel pracy, materialy, metody, wyniki, dyskusja
1 spis cytowanej literatury. Czgéé eksperymentalna pracy jest poprzedzona obszernym
wstepem, ktory zostal opracowany na podstawie bogatego pi$miennictwa. Bardzo
obszerne w pracy sg tez czgsci: metodyczna oraz wynikowa, co wynika migdzy innymi
z faktu, iz dla rozwigzania probleméw z Kkoniecznodci zastosowano szereg
wyprébowanych 1 znanych metod z zakresu biologii molekularnej. Dane
eksperymentalne udokumentowane sg za pomoca 20 rycin i 15 tabel. Otrzymane wyniki
wnikliwie oméwiono w dyskusji. Spis literatury jest takze obszerny, obejmuje 262
pozycje. Oceniana rozprawa doktorska nie zawiera bledéw merytorycznych. Jej ocena
wydaje si¢ nie by¢ sprawa trudna, skoro czg$¢ wezesniej uzyskanych przez doktorantke
wynikow weszlo w skltad prac oryginalnych opublikowanych wczesniej w
renomowanych czasopismach z listy filadelfijskiej, takich jak Microbes and Infection i
FEMS Immunology and Infection. Doktorantka w rozprawie cytuje tez kilka prac
Zespotu, w ktorych brata czynny udziat i jest takze wspdtautorem. Mozna wige z calg
pewnoscig uznaé, ze wykorzystanie zarodka kurzego do oceny determinantéw
patogenezy gronkowca zlocistego bylo zalozeniem pomystowym i pozwolilo na
wykazanie znaczenia dotychczas niezdefiniowanych czynnikéw patogenezy. Uzycie
modelu kurzego w poréwnaniu do modelu jakim dotychczas byly nicienie pozwolito na
opisanie istotnych cech determinantéw patogenezy specyficznych dla kregowcow. Z
uzyskanych wynikéw Doktorantka wycigga dos¢ ciekawe wnioski. Okazalo si¢, ze do
wydajnego stopnia kolonizacji 1 wirulencji bakterii w zarodku kurzym przyczynia si¢
proces koewolucji w ukladzie bakteria-zywiciel. Doktorantka dyskutuje fakt, iz
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zwigzek z posiadaniem specyficznych czynnikow patogenezy. Dlatego tez szczepy
izolowane od ludzi wykazujg nizszg aktywno$é w zarodkach kurzych, mogg tez w innym
stopniu zakaza¢ komorki nicieni. Zabraklo mi w tych eksperymentach genomicznego
podejécia do procesu zakazania tkanek i analizy oraz wyjasnienia, ktére z gendw
bakteryjnych sg zaangazowane w procesy inwazji na konkretnych modelach
zwierzecych. Nie ma tez odpowiedzi na pytanie, czy szczepy izolowane od réznych
gospodarzy posiadajg inny sklad genowy, albo czy zjawisko to przy ewentualnie
stabilnym zestawie genetycznym jest uzaleznioene by¢ moze od proceséw regulacji
genetycznej. U wielu patogendw w rdznych etapach zycia i w réznych warunkach
uwalniane sg skomplikowane procesy regulacyjne, pozwalajgce na eksprymacj¢
niezbednych determinantéw patogenezy. Na tak postawione pytanie chcialbym ustysze¢
opini¢ doktorantki podczas obrony rozprawy doktorskiej. Jest oczywiste, ze mozna
mnozy¢ takie pytania, a przeciez pojemno$¢ rozprawy doktorskiej ze zrozumiatych
wzgleddw jest mocno ograniczona. Nalezy wigc uznaé, ze praca doktorska Pani Klaudii
Polakowskiej stanowi kompleksowe podejscie badawcze wobec skomplikowanego
uktadu bakteryjnych czynnikéw patogenezy. Poréwnanie réznych modeli badawczych
do poréwnania wirulencji szczepow gronkowca pozwolito na uzyskanie nowych
informacji o czynnikach patogenezy Staphylococcus w  aspekcie ewolucyjnym.
Wprawdzie niektore wnioski sa przedwczesne i muszg by¢ potwierdzone kolejnymi
cksperymentami z czego Doktorantka doskonale zdaje sobie sprawe, czemu wyraz data
w dobrze przeprowadzonej dyskusji wynikéw. Nalezy mocno podkresli¢, iz uzyskanie
pozytywnych wynikéw w przedstawionej rozprawie doktorskiej bylo mozliwe dzigki
prostemu, ale bardzo skutecznemu jak si¢ okazalo pomystowi. Niezwykle atrakcyjna
pod wzgledem poznawczym jest obserwacja, Ze istnieja specyficzne dla procesu infekeji
gronkowcowej proteazy, takie jak stafopaina, ktorych specyficzne dzialanie w
patogenezie dotychczas nie bylo podkreslane. Aczkolwiek petna dokumentacja w tym
zakresie wymagalaby uzyskania mutacji i potwierdzenia uzyskanych wynikow poprzez
spetnienie molekularne postulatu Kocha.

Zaprojektowanie eksperymentdw i uzyskanie w wyniku ich realizacji tak wielu
warto$ciowych wynikow na pewno $wiadczy o dojrzatosci badawczej doktorantki.
Wykonanie wigkszosci cksperymentéw wymagalo stworzenia wielu ukfadow
badawczych oraz dobrego przygotowania w zakresie biochemii bialek.

Cze¢s¢  eksperymentalna rozprawy pozwolila na weryfikacje wczesnigj

zaktadanych hipotez badawczych. Do najwigkszych osiagnig¢é pracy, o duzym znaczeniu



aplikacyjnym w zakresie testowania patogennych szczepow gronkowca nalezy zaliczy¢
udana probe zastosowania zarodka kurzego do badari nad patogennoscia Staphylococcus.
Wykrycie metody, ktéra pozwala na zréznicowanie groznych szczepow patogennych
otwiera nowe mozliwosci badawcze i wyznacza nowe kierunki badan. Mocng strong
ocenianej rozprawy jest wigc $wietnie przeprowadzona dyskusja wynikow, podczas
ktorej autorka na podstawie uzyskanych wynikéw sugeruje dobrze podparte pozycjami
literatury wnioski prowadzace do wyjasnienia nowych danych dotyczacych
patogennosci gronkowcdw. regulacji syntezy RNA i zwigzanego z tym procesem stanu
fizjologicznego komorki bakteryjnej. Czytanie pracy, mimo wysokiego poziomu
trudnosci ze wzgledu na specjalistyczne zagadnienia i duzg zawarto$¢ informacji, a takze
czesto stosowane skroty, staje si¢ przyjemnoscig szczegdlnie wtedy, gdy przedstawiane
sa bardzo prawdopodobne propozycje mozliwosci zastosowania modelu kurzego w
badanich dotyczacych wirulencji gronkowcow. Umiejgtny opis wielu skomplikowanych
procedur, a takze proste i logiczne wyjasnienia, oczywidcie w miar¢ mozliwosci
stosowanych skrétow i procedur, takze przyczyniaja si¢ do pozytywnej  oceny
przedstawionej pracy doktorskie;.

Biorge powyzsze pod uwage, uwazam ze rozprawa doktorska Pani mgr Klaudii
Polakowskiej spetnia wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim i wnoszg do
Wysokiej Rady Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagielloniskiego o przyjecie tej rozprawy i dopuszezenie doktorantki do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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