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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Joanny Ewy Strzelczyk
»Characteristics of Aeromonas salmonicida, a rainbow trout pathogen, and early
signatures of host immune response"

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana przez Doktorantke
na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Eodzkiego, w Katedrze
Immunologii 1 Biologii Infekcyjnej. Promotorem rozprawy jest Pan dr hab. Marek Fol, prof.
UL, za$ opiekunem naukowym z Instytutu Immunologii Friedrich-Loeffler-Institute,
Greifswald, byt dr Bernd Koellner. Tematyka pracy dotyczy istotnego z punktu widzenia
mikrobiologii 1 ekonomii bakterii patogennych, a mianowicie Aeromonas salmonicida.
Bakteria ta stanowi coraz powazniejsze zagrozenie dla hodowli ryb w akwakulturach,
wplywajac na stan zdrowia zwierzat co przektada si¢ na wymierne straty gospodarcze.
Typowym gospodarzem tej bakterii jest pstrag teczowy, ryba o duzym znaczeniu
ekonomicznym w hodowlach. Podjecie tematu scharakteryzowania czynnikow wirulencji 1
roznic mi¢dzy szczepami tego patogenu, oraz mechanizmow infekcji wraz z odpowiedzig
gospodarza jest istotne, zard6wno dla przysztych badan nad zapobieganiem zakazeniom przez
A. salmonicida, jak 1 dla szerzej pojetej wiedzy mikrobiologicznej, szczeg6lnie na poziomie
interakcji patogen-gospodarz, z uwagi na réznorodne mechanizmy zjadliwosci tej bakterii. W
swojej pracy Doktorantka korzystala z doswiadczenia 1 =zaplecza badawczego i1

metodologicznego Promotora rozprawy, zwtaszcza w zakresie odpowiedzi immunologicznej

1



podczas infekcji, oraz wiedzy w zakresie patogendéw ryb w laboratorium opiekuna naukowego
w Greifswaldzie.

Rozprawa ma forme¢ klasycznej monografii, gdzie wyniki pracy Doktorantki zostaty
przedstawione i przedyskutowane. Rozprawa zostata przygotowana w jezyku angielskim, ze
streszczeniem w jezyku polskim. Na 121 stronach pracy informacje umieszczono w uktadzie
typowym dla prac eksperymentalnych, z podzialem na odpowiednie sekcje poprzedzone spisem
tre$ci i stosowanych skrétow. Pierwszy, 14 stronicowy rozdziat to wstep, opisujacy dosé
doktadnie hodowle pstraga tgczowego 1 zagrozenia ze strony patogennych bakterii wraz z
mozliwymi sposobami leczenia 1 zapobiegania. Tylko niecate 3 strony sg poswigcone w tym
rozdziale badanemu patogenowi, A. salmonicida i powodowanej przez niego chorobie. Co
wydaje si¢ zbyt skapym wprowadzeniem w cel pracy, okre§lony w kolejnym rozdziale.
Szczegolnie, ze trudno jest na tej podstawie wnioskowac, co z podanych zadan pracy dostarczy
nowe informacje, a co bedzie uzupetnieniem juz cz¢Sciowo znanych. Sam cel powinien by¢
sformutowany bardziej jednoznacznie, gdyz w obecnej postaci rozmywa si¢ nieco w pierwszym
paragrafie tego rozdziatu i kolejno opisanych zadaniach, zwlaszcza gdy sa one przedstawione
niekonsekwentnie - cze¢$¢ zadan jako plany badawcze — ,,analysis”, ,,comparison” a inne jako
juz wynik badan —,,Signatures of bacteremia are visualized by exptracellular protein impact...”.
Podczas obrony, oczekiwalabym przedstawienia przez Doktorantke jasno okreslonego
celu (celéw) oraz sprecyzowania zadan dla wszystkich czesci badan. Dalsza cz¢$¢ rozprawy
ma zdecydowanie nietypowy uklad. Kolejne trzy rozdziaty sa skonstruowane jako oddzielne
historie, zawierajace swoj krotki wstep (2-3 stronicowy), materiaty 1 metody, wyniki oraz
dyskusje. Ten zabieg, aczkolwiek w zamierzeniu podkreslajacy odrebnos¢ trzech watkow,
zdaniem recenzenta wprowadza zbyt duzy chaos w przedstawienie danych i nie pomaga w
podazaniu za nurtem badan i wnioskow Autorki. Przedstawione na koniec rozprawy krotkie
konkluzje podsumowuja wyniki w punktach, ale nie zast¢puja odpowiednio przedstawionego
toku pracy naukowej. Dobrym podej$ciem jest natomiast przedstawienie w postaci schematu
ogolnego wniosku wynikajacego z rozprawy. W pracy wykorzystano 336 publikacji
zroédlowych zawierajacych informacje i1 aktualng wiedz¢ pomocng w tematyce rozprawy.
Podkresli¢ nalezy, ze poza nietypowym i nie ulatwiajacym odbioru pracy podziatem na tematy
1 podrozdziaty, metody i materialy zastosowane w rozprawie opisane s3 doktadnie 1 jasno,
pozwalajac na zrozumienie zastosowanej techniki 1 uzyskanych przy jej uzyciu wynikow. Same
rezultaty badan sg takze przedstawione i1 opisane zrozumiale 1 zilustrowane rycinami,
schematami 1 tabelami. Rozprawg¢ uzupetniono o materialty dodatkowe (Supplements),

dostarczone w wersji elektronicznej, zawierajace m.in. zestawy danych z mapowania i

2



sktadania genomu, danych transkryptomicznych, analizy receptoréw TLR. Rozprawa jest
napisana starannym, poprawnym i zrozumiatym j¢zykiem, zwraca uwage niewielka liczba
wyrazen zargonowych czy btedow literowych.

Glownym celem rozprawy byta analiza wirulencji 4. salmonicida 1 odpowiedzi
gospodarza tej bakterii, pstraga teczowego, na infekcje. Punktem wyjsciowym do tych badan
byly obserwacje zr6znicowanej wirulencji pomiedzy szczepami 4. salmonicida oraz szerzej,
migdzy réznymi przedstawicielami rodzaju Aeromonas, co jest jedng z przyczyn trudnosci we
wprowadzeniu skutecznej szczepionki. Pierwsza cz¢s$¢ badan eksperymentalnych rozprawy jest
skierowana wlasnie na poznanie genomu A. salmonicida. Krotki wstep wprowadza w
zagadnienie pan-genomu Aeromonas oraz zmienno$ci w poziomie wirulencji réznych izolatow.
Szczegodlnie interesujgca jest hipoteza o zmianach genetycznych pomigdzy szczepami,
skutkujacych bardzo szybkim wzrostem wirulencji, co prowokuje do postawienia pytania, co
jest przyczyng tych zmian i jaki jest ich mechanizm. Tu miatabym dwa pytania do Doktorantki:
1. Jaka jest rola A. salmonicida w mikroflorze ryb? Czy ewentualne wyeliminowanie tej
bakterii na drodze zapobiegania zakazeniu wplynie negatywnie na funkcjonowanie
mikrobiomu? 2. U wielu bakterii patogennych zmiana trybu zycia z komensalnego na
pasozytniczy jest osiggana przez zmiany w ekspresji genOw, a nie rearanzacje materialu
genetycznego. Dlaczego zatem zakladano, iz w tym przypadku podstawa zmian w
wirulencji bedzie zmiana w sekwencji genomu?

W tej czgsci rozprawy zostalo przeprowadzone sekwencjonowanie genomow 3
szczepOw A. salmonicida, o ré6znym poziomie wirulencji. Chciatam zapyta¢, jak zostal
uzyskany szczep JF3239, jako izogeniczny do JF2267 i okreslony jako niewirulentny. Czy
zostal on pozbawiony genow kodujacych czynniki wirulencji, oraz czy tez jego brak wirulencji
okreslono eksperymentalnie?

Wnhioski, przedstawione w rozprawie, odnos$nie do trzech badanych szczepow,
pochodzg zaro6wno z danych uzyskanych z sekwencjonowania nowej generacji, jak 1
biochemicznej charakterystyki z uzyciem testow API. Opracowanie danych NGS metodami
bioinformatycznymi pozwolito na poréwnanie struktury genomow (chromosomu i plazmidéw)
1 okreslenia gendow obecnych wylacznie w okre§lonym szczepie. Szczegélnie istotne byly
informacje dotyczace gendéw wirulencji. A takze identyfikacja potencjalnych, jeszcze nie
zadnotowanych ORF. Badania pozwolily na zidentyfikowanie tak zwanego rdzenia genomu,
identycznego dla 3 szczepow oraz wyodrebnienie gendéw obecnych jedynie u wirulentnego
szczepu, prawdopodobnie zwigzanych z jego patogenno$ciag. Duza cze$¢ tych genow

znajdowata si¢ na plazmidach, co wyjasniatoby zmiennos¢ szczepéw w zakresie wirulencji. Co
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ciekawe, utrata okreslonych genow byta takze wazna dla determinacji patogennosci. Wyniki w
tej czesSci rozprawy zostaly zaprezentowane jasno i przejrzyscie, a dyskusja wskazuje na
odpowiednie i1 uzasadnione wiadomos$ciami z literatury interpretacje. Nowym aspektem
przedstawionym w tej czesci pracy jest m.in. kompleksowe porownanie genomow szczepow A.
salmonicida o obserwowanych wczesniej roznicach w wirulencji 1 przedstawienie danych
identyfikujacych przynajmniej czgsciowo genetyczne podtoze tych réznic. Ponadto, wyniki te
potwierdzaja wczesniejsze hipotezy i informacje o duzej plastyczno$ci genomu Aeromonas.

Druga cze$¢ wynikow rozprawy przedstawia rezultaty badan ekspresji gendéw trzech
szczepdw A. salmonicida w réznych warunkach wzrostu, w tym takich odpowiadajacych
zmianom w srodowisku naturalnym. Zastosowane warunki sg w zatozeniu stresem dla bakterii,
uruchamiajgc jej mechanizmy adaptacyjne. Celem badan byla miedzy innymi weryfikacja
hipotezy, iz rowniez specyficzna ekspresja czynnikow wirulencji bedzie w tych warunkach
zmieniona, oraz ze mozliwe bedzie zidentyfikowanie nowych dla Aeromonas salmonicida
genéw zwigzanych z patogenezag. Mam tutaj dwa pytania dotyczace metodologii
doswiadczenia: 1. Jaki byl pow6d wybrania mikromacierzy zamiast RNAseq? 2. Jesli przy
zastosowaniu roéznych warunkéw wzrostu, w tym limitujacych, obserwowano znaczne
wydluzenie czasu generacji, to czy arbitralny wybor 24 i 48 godz. do pobrania prob
odzwierciedlal porownywalng sytuacje w komorce bakteryjnej?

Wiasciwie zastosowane narzedzia bioinformatyczne pozwolily na analiz¢ genéw o
zmienione] ekspresji, a zastosowanie hierarchicznego uporzadkowania w postaci diagramow
Voronoi umozliwito wizualizacj¢ zmian. Warunki wzrostu wplywaty istotnie na ekspresje
genow, za$ poszukiwanie nowych gendw wirulencji na podstawie kryteriéw potencjalnego
uczestnictwa w patogenezie dato podstawy do dalszych badan. Jednakze nie do konca
zgodzitabym si¢ z wnioskiem zaprezentowanym w konkluzjach, iz warunki wzrostu wplywaja
na kompozycje genomu — wplywaja raczej na regulacj¢ ekspresji regulonéw 1 pojedynczych
genow. Z uwagi na to, ze badane warunki wprowadzajg bakterie w stan niedoboru (sktadnikow
pokarmowych czy kofaktorow) albo stresu (temperatura, ograniczony dostep do tlenu)
chciatam zapyta¢, jaki udzial w zmianach ekspresji genéw ma tu globalny system
regulacyjny, odpowiedz Scisla wraz z jej alarmonem, czterofosforanem guanozyny.

W trzeciej czg$ci rozprawy, Doktorantka przeprowadzita badania odpowiedzi
immunologicznej gospodarza, pstraga teczowego, podczas wczesnej fazy infekcji. Na tym
etapie zostaje uruchomiony wzorzec ekspresji genow bakteryjnych umozliwiajacych
kolonizacje, za$ uktad odpornosciowy gospodarza wiacza adekwatne mechanizmy obronne.

Badania tych skomplikowanych korelacji sa bardzo istotne dla poznania warunkoéw
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sprzyjajacych zakazeniu ryb i utrzymaniu si¢ infekcji. W tym celu zastosowano model
hodowlanych linii pstraga w celu uzyskania komoérek do dalszych badan. Wykazano, ze
bakteryjne biatka wydzielane zewnatrzkomorkowo (ECP) powodowaty zmiany w morfologii i
w rezultacie $mier¢ erytrocytow, za$ surowica z krwi pstragga hamowata wzrost bakterii.
Najciekawsze eksperymenty przeprowadzono z komodrkami izolowanymi z nerki przednie;j,
gléwnego organu krwiotwdrczego u ryb. Leukocyty pochodzace z nerki przedniej hamowaty
wzrost bakterii, a co ciekawe, zaobserwowano wyraznie rdznice pomig¢dzy leukocytami
pochodzagcymi z dwoch linii ryb. Interesujaco, fagocytoza bakterii przez leukocyty i
towarzyszacy jej wybuch tlenowy zalezne byty od poziomu wirulencji bakterii. Badania
leukocytow pochodzacych z réznych organdéw odpowiedzi immunologicznej ryb po stymulacji
bakteryjnym patogenem, wykazaty roznice miedzy poziomem wzrostu ekspresji oraz typami
receptorow TLR, peliacych wazna role w rozpoznawaniu wzorcoOw molekularnych
patogendw. Badania nad odpowiedzig immunologiczng pstraga podczas infekcji A. salmonicida
wnoszg istotne informacje o podstawach odpornosci ryb na zakazenie tg bakteriag a dobor
metodologii zwigzanej z komdrkami odporno$ciowymi jest wlasciwy i interesujacy, z uwagi na
wykorzystanie ztozonych technik np. rozdziatu poszczeg6lnych komorek.

Zaprezentowane w rozprawie wyniki zostaly uzyskane z zastosowaniem dobrze
dobranych, nowoczesnych metod biologii molekularnej, immunologii i mikrobiologii.
Przedstawione rezultaty pracy oraz dyskusja nad ich znaczeniem w $wietle dotychczasowe;j
wiedzy o patogennej bakterii 4. salmonicida wskazuje, ze Doktorantka posiada szeroka wiedzg
w tematyce pracy. A takze, na jej umiej¢tnosci prowadzenia samodzielnej pracy,

interpretowania wynikow 1 konsekwentne podazanie za linig badawczg.

Whiosek koncowy

Podsumowujac ocen¢ rozprawy, chciatabym stwierdzi¢, iz praca stanowi bardzo
ciekawy zestaw wynikow badan nad genetycznymi 1 funkcjonalnymi mechanizmami
patogenezy A. salmonicida. Rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Wnosi ona wiele istotnych informacji i stawia kolejne pytania, wskazujac nowe kierunki badan.
Wyniki rozprawy moga stanowi¢ podstawe dla dalszych badan o charakterze aplikacyjnym, w
kierunku zaprojektowania szczepionki przeciwko zakazeniom w akwakulturach oraz
profilaktyce zakazen dzigki poznaniu mechanizmdéw patogenezy. Z tego wzgledu nalezy
wyrazi¢ nadziej¢, ze wyniki przedstawione w rozprawie zostang wkrotce zaprezentowane

szerszemu gronu naukowemu w postaci publikacji.



We wniosku koncowym, stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Joanny
Strzelczyk stanowi znaczace osiagni¢cie naukowe i istotny wklad w wiedz¢ na temat
patogennej bakterii Aeromonas salmonicida. Przedstawiona do recenzji rozprawa speinia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce, tekst jednolity: Dz.U. z 2021 r. poz. 478. W zwiazku z tym zwracam si¢ do Komisji
Uniwersytetu Lodzkiego do spraw Stopni Naukowych w dziedzinie nauk S$cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pani mgr Joanny Strzelczyk

do dalszych etapow postgpowania doktorskiego.
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