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Tytut rozprawy: ,Pecherzyki zewnatrzkomorkowe i lipidomy
Cutibacterium spp. o potencjale terapeutycznym i
diagnostycznym”

promotor: dr hab. Mariola Pasciak, prof. IITD PAN

Rozprawa doktorska wykonana w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii
Nauk.

Podstawa prawna:

niniejszg recenzje sporzadzono w oparciu o uchwate Rady Naukowej Instytutu,

z dnia 13 czerwca 2024 r. dotyczgcq powotania na recenzenta rozprawy doktorskiej
w postepowaniu o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne mgr Anny Chudzik.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska opiera si¢ na zbiorze trzech
publikacji wieloautorskich, w ktérych Doktorantka jest pierwszg Autorka.
Publikacje stanowig spdjng tematyczng catos¢. Wyniki, ktore sg podstawg oceny w
rozprawie doktorskiej zostaty opublikowane w czasopismach indeksowanych w
ministerialnym wykazie czasopism naukowych i recenzowanych materiatow z
konferencji miedzynarodowych tj. Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej
(IF=0,2); International Journal of Molecular Sciences (IF=4,9) oraz mSphere
(IF=3,7). Prace zostaty opublikowane w latach: 2020-2024. W sktad dokumentacji
rozprawy doktorskiej wtaczone sa: Streszczenie, Abstract, Omdwienie, Lista
publikacji wchodzacych w skiad rozprawy, Oswiadczenia wspdfautorow, Publikacje
wchodzace w skitad rozprawy, Wnioski oraz Osiggniecia. Podkresli¢ nalezy bardzo
czytelne opracowanie dokumentacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej. W
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opinii Recenzentki, rozdziat pt. Cele pracy powinien w dokumentacji rozprawy
doktorskiej by¢ wyszczegdiniony jako osobny rozdziat.

W swoich osiggnieciach naukowych mgr Anna Chudzik wskazata na
wspotautorstwo w 7 publikacjach naukowych, uczestnictwo w dwoch projektach
naukowych, a takze uczestnictwo w 5 krajowych konferencjach naukowych.

Autorka rozprawy dotaczyta do dokumentacji rozprawy doktorskiej
o$wiadczenia wspotautorow prac. Ich analiza wskazuje, iz Pani mgr Anna Chudzik
w pierwszej pracy (przegladowej, opublikowanej w jezyku polskim w Postepach
Higieny i Medycyny Doswiadczalnej) dokonata przegladu literatury, wykonata
ryciny, przygotowata pierwszg wersje manuskryptu, brata takze udziat w
odpowiedzi na recenzje. W drugiej pracy, opublikowanej w International Journal of
Molecular Sciences, opublikowano juz wyniki badan eksperymentalnych. Autorka
rozprawy o$wiadcza, iz brata udziat w opracowaniu koncepcji badan,
przeprowadzaniu znaczacej czesci eksperymentdw, opracowywaniu wynikow,
przygotowywaniu rycin, pisaniu manuskryptu oraz dokonata przegladu literatury i
wspottworzyta odpowiedzi na recenzje. Zatem wktad Pani mgr Anny Chudzik w
opublikowang prace uznac nalezy za wiodacy i znaczacy. Oswiadczenie dotyczace
trzeciej pracy opublikowanej w czasopismie mSphere wskazuje, iz Doktorantka
byta odpowiedzialna m.in. za planowanie badan, prowadzenie hodowli
bakteryjnych, metodyke analizy kwasow ttuszczowych, opracowywanie wynikéw,
przeglad literatury, przygotowanie manuskryptu, jego korekty oraz odpowiedzi na
recenzje. Zatem takze i w tej publikacji udziat Doktorantki nalezy oceni¢ jako
znaczacy.

Tematyka podjeta w rozprawie doktorskiej jest niezwykle interesujgca, nie
tylko ze wzgledu na wybdr obiektu biologicznego do badan, tj. bakterii z rodzaju
Cutibacterium, ale takze ze wzgledu na postawienie sobie ambitnego celu
badawczego: kompleksowej analizy lipidomu tych bakterii. Istotnym celem pracy
doktorskiej byto poszukiwanie specyficznych markeréw lipidowych o potencjale
diagnostycznym mogacych mieé zastosowanie w identyfikacji bakterii z rodzaju
Cutibacterium i filotypow C. acnes.

W pierwszym etapie badan Doktorantka postawita sobie za cel wyizolowanie
i okreélenie skiadu pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych wydzielanych przez
komorki réznych filotypéw C. acnes, nastepnie zaplanowata analize porownawczg
kwasdw tluszczowych i lipidéw bakterii z rodzaju Cutibacterium, aby finalnie
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poréwnaé¢ ich lipidomy celem  wskazania potencjalnych  markeréw
charakterystycznych dla rodzaju Cutibacterium, ale takze dla filotypow C. acnes.
Cele, jakie postawita sobie Doktorantka zostaty przez Nig w petni zrealizowane.

Wybér bakterii z rodzaju Cutibacterium (dawniej Propionibacterium)
postrzegam jako interesujacy, gdyz bakterie te z jednej strony wchodzg w sktad
mikrobiomu skéry czy bton $luzowych, a z drugiej moga wywotywaé zakazenia
oportunistyczne. Co istotne, bakterie C. acnes moga by¢ przyczyng bakteriemii czy
bakteryjnego zapalenia wsierdzia. Biorgc pod uwage powyzsze uwazam, ze
tematyka podjetej rozprawy jest aktualna i ma aspekty wazne dla diagnostyki
mikrobiologicznej, mikrobiologii lekarskiej, ale takze dla szeroko rozumianych
badan podstawowych w dyscyplinie nauki biologiczne. Analizujac dostepne dane
nalezy zaznaczy¢, iz prac naukowych z zakresu lipidomiki bakterii jest obecnie
stosunkowo niewiele, natomiast zauwazalny wzrost zainteresowania badaczy tg
tematyka widoczny jest po roku 2015. Praca doktorska wpisuje sie zatem w bardzo
aktualne swiatowe nurty badawcze.

W rozdziale umieszczonym na poczatku rozprawy  doktorskiej,
zatytutowanym: ,Omdwienie”, Doktorantka przedstawia informacje o klinicznym
znaczeniu bakterii z rodzaju Cutibacterium, omawia takze role biologiczng i
potencjat terapeutyczny bakteryjnych pecherzykéw zewnatrzkomorkowych oraz
role i potencjat diagnostyczny lipidow bakteryjnych.

Pytania do tej czesci pracy doktorskiej:
e Jakie czynniki wirulencji bakterii z rodzaju Cutibacterium sa zaangazowane

w przebieg reakcji zapalnej powodowanej przez te bakterie?

e Biorac pod uwage wzrost opornosci na antybiotyki C. acnes, jakie inne

mozliwoséci terapeutyczne widzi Doktorantka, mozliwe do zastosowania w

leczeniu schorzen powodowanych przez te bakterie?

W pierwszej publikacji, bedacej praca przegladowq, Autorka rozprawy
doktorskiej przedstawia zagadnienia dotyczace charakterystyki pecherzykéw
zewnatrzkomédrkowych jako mediatorow komunikacji miedzykomorkowej. Warto
podkresdli¢, iz prace poswiecono pamieci Pani prof. Haliny Mordarskiej, wybitnej
ekspertce w zakresie biologii, klasyfikacji i diagnostyki promieniowcéw. Stwierdzic
nalezy, iz praca przegladowa przygotowana jest bardzo starannie i szczegétowo,
oparta jest na analizie 117 pozycji literatury. Na szczeg6ine wyrdznienie zastugujg
wykonane przez Doktorantke ryciny, ktore bardzo wzbogacaja prace. W publikacji
oméwiono historie odkrycia bakteryjnych pecherzykow zewnatrzkomorkowych,
biogeneze ich tworzenia zaréwno przez bakterie Gram-ujemne jak i Gram-
dodatnie. W pracy opisano takze chemiczne sktady pecherzykéw ze szczegbinym
uwzglednieniem lipidéw, biatek oraz kwaséw nukleinowych. Za szczegodlnie
interesujacy rozdziat w publikacji uwazam ten omawiajacy udziat pecherzykdéw
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zewnatrzkomérkowych w oddziatywaniach miedzy komoérkami bakterii oraz miedzy
komérkami eukariotycznymi.
Pytanie do publikacji:

e Czy znane sa Doktorantce przyktady oddziatywania pecherzykow

zewnatrzkomédrkowych bakterii z biatkami kaskady uktadu dopetniacza?

Drobna uwaga dotyczy nomenklatury ujetej w rozdziale pt. ,Biogeneza
bakteryjnych pecherzykéw zewnatrzkomérkowych”, gdzie powinno sie uzywac
okreslenia ,rzeska”, a nie ,wi¢ komorkowa” u bakterii.
Opracowanie pracy przegladowej, ale takze czesci teoretycznych w pracach
oryginalnych, ujetych w rozprawie doktorskiej, Swiadczg o bardzo dobrej
znajomosci tematyki pracy doktorskiej. Takze rozdziaty poswiecone na dyskusje
wynikéw, w opublikowanych pracach oryginalnych sg interesujace i poprowadzone
prawidiowo.

W drugiej publikacji, bedacej pracg oryginalng, opublikowano wyniki prac
eksperymentainych dotyczacych charakterystyki pecherzykdéw
zewnatrzkomoérkowych C. acnes poréwnujac ich profile biatkowe oraz lipidowe. W
pracy dokonano obserwacji pecherzykow badanych szczepéw C. acnes z
wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Na podkreslenie
zastuguje szczegdtowo omodwione zagadnienie prowadzenia hodowli bakterii oraz
procedura izolacji pecherzykow zewngtrzkomdrkowych. Doktorantka wskazuje, iz
dokonata optymalizacji warunkéw hodowli bakterii. Do publikacji dotgczono
obszerny Supplementary material.

Pytanie do publikacji:

e Jak Doktorantka ttumaczy uzyskane roznice pomiedzy szczepami C.
acnes w profilach biatkowych, zwizualizowane na Fig.3 w publikacji?

W trzeciej pracy Doktorantka wykonata analize poréwnawczg lipidoméw
C.acnes, C.granulosum, C.avidum oraz C.namnetense. Podkreslic nalezy, iz
uzyskane wyniki pozwolity na wytypowanie zwigzkéw o charakterze markeréw
charakterystycznych dla poszczegdlnych filotypow C. acnes.

Pytanie do publikacji:

e Jakie cechy, w opinii Doktorantki powinien wykazywac potencjalny
marker mogacy mieé zastosowanie do celdw  diagnostyki
mikrobiologicznej?

Wykonujac prace eksperymentalne Doktorantka wykazata sie znajomoscig
technik mikrobiologicznych ze szczegdlnym uwzglednieniem technik hodowlanych,
technik elektroforetycznych, chromatografii cienkowarstwowej, chromatografii
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gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas, chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometrig mas oraz MALDI-TOF.

Finalnie, Doktorantka sformutowata 5 wnioskow z pracy, ktére oceniam jako
zasadniczo trafne. Za cenny wynik pracy doktorskiej uwazam opisanie po raz
pierwszy dla rodzaju Cutibacterium lipidow nalezacych do amidow kwaséw
tluszczowych - N-acyloetanoloamin i kardiolipin, oraz wskazanie na nowe markery
lipidowe Cutibacterium o potencjale diagnostycznym. Moja drobna uwaga dotyczy
wniosku nr 3, ktéry jest zbyt ogodliny.

W podsumowaniu chciatabym zapytac¢ Doktorantke:

e Jak ocenia mozliwy wptyw zmiennych warunkdéw srodowiska, w jakim zyjq

bakterie na ich lipidomy?

e Czy w ocenie Doktorantki, lipidomika jest obecnie tylko uzupetnieniem
innych metod diagnostycznych w bakteriologii, w tym proteomiki, czy
jednak biorgc pod uwage jej potencjat diagnostyczny dla identyfikacji
niektérych rodzajow/gatunkow bakterii, moze sta¢ sie wiodacq technikq
diagnostyczng?

Podsumowujac recenzje stwierdzam, iz praca doktorska mgr Anny Chudzik jest
interesujqca, bardzo dobrze przygotowana, a mgr Anna Chudzik wykazata sie
znajomosciqg ~ nowoczesnych technik badawczych, wykonata szereg
zaawansowanych eksperymentow, przeprowadzita poprawne wnioskowanie oraz w
dojrzaty sposob przedyskutowata wtasne wyniki z innymi badaczami. Doktorantka
wykazata sie takze cenng umiejetnosciaq pisania prac naukowych i publikowania
wiasnych wynikow.

W konkluzji koncowej stwierdzam, iz rozprawa doktorska pt. ,Pecherzyki
zewnatrzkomorkowe i lipidomy Cutibacterium spp. o potencjalne terapeutycznym
i diagnostycznym” mgr Anny Chudzik, spetnia warunki okreslone w art.187 ust.1-
4 Ustawy Prawo szkolnictwie wyzszym i nauce ( t.j. Dz.U.2023 poz. 742 z pozn.
zm.).

Biorgc pod uwage bardzo aktualng tematyke badawcza, wysoki poziom
merytoryczny prowadzonych badan, a takze cenne wyniki uzyskane w pracy
doktorskiej wnosze do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu o wyrdznienie rozprawy.
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