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Dr hab. Anna Brzostek
Pracownia Genetyki i Fizjologii Mycobacterium
Instytut Biologii Medycznej PAN, L6dz

Ocena pracy doktorskiej mgr Joanny Ewy Strzelezyk pt. ,,Charakterystyka Aeromonas
salmonicida, patogenu pstraga teczowego, i wczesne oznaki odpowiedzi immunologicznej
gospodarza”.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata wykonana pod kierownictwem naukowym dr Bernd
Koellner w Institute of Immunology, Friedrich-Loeffler-Institute, Federal Research Institute for
Animal Health Greifswald, Insel Riems w Niemczech, a promotorem w postgpowaniu doktorskim mgr
J. Strzelczyk jest Pan dr hab. Marek Fol, Prof. UL z Katedry Immunologii i Biologii Infekcyjnej,
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu Eodzkiego. Nalezy podkreslic, ze
Doktorantka, przystepujgc do realizacji celow pracy doktorskiej, miata do dyspozycji bardzo dobry
warsztat badawczy, niezbedna aparature naukowa oraz wiedze i doswiadczenie promotora i opiekuna
naukowego.

Prace doktorska Pani mgr Joanny Strzelczyk stanowi monografia w jezyku angielskim, a
zaproponowany tytut pracy zacheca do jej dogtebnego przestudiowania. W sktad monografii wchodzi
wstep z dwoma podrozdziatami. Nastgpnie Doktorantka przedstawia cel pracy badawczej. Wyniki
pracy doktorskiej zostaty oméwione w trzech osobnych rozdziatach, a kazdy z nich sktada sie z czesci
teoretycznej, zastosowanej metodyki, uzyskanych wynikéw oraz dyskusji. Chcialabym zapytaé
Doktorantke, jaki byl powod takiej formy przedstawienia wynikéw, czy sa to opracowane
materialy do trzech niezaleznych publikacji? Dalej Autorka w punktach przedstawia wnioski, ktore
stanowig raczej podsumowanie Jej badan i jednocze$nie proponuje schematyczne, graficzne ujecie
prowadzanych badan z wnioskiem koncowym. Kolejne rozdziaty monografii zawierajg streszczenia w
jezyku angielskim i polskim. Dodatkowo mgr J. Strzelczyk zamieszcza spis Rycin i Tabel
zacytowanych w pracy doktorskiej oraz liste materiatéw pomocniczych, do ktérych nie podano linku
(Rozdziat 14, opisany jako curriculum vitae, podobnie jak spis tabel). W przedstawionej monografii
zabrakto spisu publikacji oraz doniesien konferencyjnych Doktorantki.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska koncentruje si¢ na analizie mechanizméw wirulencji
bakterii Aeromonas salmonicida oraz jej interakcji z gospodarzem — pstragiem teczowym
(Oncorhynchus mykiss).

We wstepie pracy doktorskiej mgr J. Strzelczyk szczegdtowo zapoznaje czytelnika z modelem swoich
badan, opisujgc siedlisko bytowania pstraga teczowego na $wiecie, podkreslajac, ze wedtug
Europejskiego Urzedu Statystycznego pstrag teczowy byt jednym z najczgsciej produkowanych
gatunkow ryb w 2022 roku, przynoszacym wysokie dochody. Jednocze$nie Autorka podkresla, ze
wybuchy chordb zakaznych w akwakulturze mogg naktadaé znaczne koszty i przynosi¢ straty, a
glowng przyczyng sg parametry wody (takie jak czysto$¢, temperatura, napowietrzanie, pH czy
zasolenie) oraz stosowanie antybiotykow, a co za tym idzie pojawianie si¢ bakteryjnych szczepow
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lekoopornych. Bakterie z rodzaju Aeromonas, w tym A. salmonicida, s3 znanymi patogenami ryb,
odpowiedzialnymi za rozwdj furunkulozy — choroby stanowigcej powazny problem w akwakulturze
ryb tososiowatych. Znaczenie tego zagadnienia jest szczegdlnie widoczne w kontekécie hodowli
pstraga tgczowego, ktory jest jednym z najwazniejszych gatunkéw produkcyjnych w polskie;
akwakulturze, odpowiadajgcym za znaczng czg$¢ krajowej produkcji ryb.

Tematyka pracy doktorskiej mgr J. Strzelczyk wpisuje si¢ w aktualny nurt badah nad patogeneza
mikroorganizméw oraz analiza interakcji gospodarz—patogen. Z tego wzgledu badania nad
molekularnymi podstawami patogenezy tego drobnoustroju oraz nad mechanizmami odpowiedzi
immunologicznej gospodarza majg zaréwno istotne znaczenie poznawcze, jak i praktyczne.

Celem pracy doktorskiej mgr J. Strzelczyk jest szczegélowa charakterystyka repertuaru
czynnikéw wirulencji Aeromonas salmonicida oraz identyfikacja nowych elementéw uczestniczacych
w interakcji bakterii z organizmem gospodarza. Wszystkie zaplanowane zadania badawcze (cele
czastkowe) sa spOjne i obejmujg zaréwno analize¢ genomowg patogenu, jak i odpowiedz
immunologiczng gospodarza.

Autorka wykorzystuje nowoczesne metody biologii molekularnej, w tym analizy genomowe i
transkryptomiczne o wysokiej przepustowoséci (high-throughput), aby okreéli¢ geny bakteryjne
zaangazowane we wezesne etapy infekcji. Wéréd najwazniejszych metod zastosowanych w pracy sa:
sekwencjonowanie genoméw bakterii i analiza pan-genomu, identyfikacja ORF i anotacja gendw,
poréwnawcza analiza genomow szczepdw o réznej wirulencji, analiza mikromacierzy DNA w celu
okreslenia zmian w ekspresji gendéw, eksperymenty hodowlane symulujace rézne warunki
srodowiskowe, analizy odpowiedzi immunologicznej komérek ryb.

Metodyka pracy jest dobrze dobrana do postawionych celow badawczych i obejmuje zaréwno analizy
molekularne, jak i elementy badan funkcjonalnych. Na uwage zastuguje takze przynajmniej dwukrotne
powtarzanie eksperymentéw oraz zastosowanie odpowiednich analiz statystycznych.

Szczegllnie interesujagcym elementem pracy jest zastosowanie podej$cia pan-genomicznego, ktére
umozliwia  identyfikacje genéw  wspélnych oraz zmiennych w  obrebie badanego
gatunku bakterii. Badania obejmowaty trzy szczepy 4. salmonicida o réznym poziomie zjadliwosci.
Analiza genomowa wykazata duzg stabilno$¢ genomu chromosomalnego bakterii przy jednoczesnej
wysokiej zmiennosci genéw plazmidowych. Wyniki te wskazuja, ze czynniki wirulencji moga byé
zwigzane przede wszystkim z elementami mobilnymi genomu, takimi jak plazmidy czy transpozony.
Doglebne przyjrzenie si¢ zawartosci genomowej kazdego szczepu, ale takze zdefiniowanie tych
gendw, ktdre roznia si¢ we wszystkich trzech szczepach, mogg decydowaé o ich wirulencji..

W niniejszych badaniach zaobserwowano, ze wysoce wirulentny szczep JF2267 posiada wiecej genow
niz szczep atenuowany i typu dzikiego, co moze warunkowaé jego wysoka wirulencje. Wszystkie
geny wirulencji byly zlokalizowane na plazmidach, co sugeruje, ze geny chromosomalne A.
salmonicida mogg odgrywa¢ drugorzedna role w wirulencji.

Autorka przeprowadzita takze szczegétows analize transkryptomiczng bakterii w roéznych warunkach
srodowiskowych odpowiadajacych (symulujacych) warunkom wystepujacym w  organizmie
gospodarza. W badaniach tych wykazano, ze szczegélnie silny wplyw na regulacje genéw maja
niedobory zelaza i wapnia.
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Jednym z wazniejszych osiggnie¢ Doktorantki jest wykazanie zmian w ekspresji genéw w
odpowiedzi na warunki §rodowiskowe ze szczeg6lng indukcja ekspresji licznych genéw zwiazanych
z transportem zelaza, metabolizmem oraz potencjalnymi czynnikami wirulencji.
Przeprowadzone analizy pokazaly specyficzng rolg niedoboru zelaza i wapnia w regulacji gendow
zwigzanych z patogenezg. Kolejnym waznym osiagnieciem mgr J. Strzelczyk jest wskazanie
genéw kandydujacych do dalszych badan funkcjonalnych, ktéore moga odgrywaé role w
poczatkowych etapach infekcji oraz w rozpoznawaniu bakterii przez uktad odpornosciowy
gospodarza.
Doktorantka przeprowadzita szeroka dyskusje uzyskanych wynikoéw, odnoszac je do aktualnej
literatury naukowej (zacytowano 336 pozycji). Szczegélnie interesujaca jest analiza roli plazmidow
oraz elementéw mobilnych w ksztaltowaniu wirulencji bakterii. Wyniki sugeruja, ze zmiany w
sktadzie plazmidow moga prowadzi¢ do szybkiej adaptacji bakterii do nowych warunkow
srodowiskowych oraz do zwigkszenia ich patogennosci. Ciekawym elementem dyskusji jest rowniez
odniesienie do koncepcji quasi-gatunkoéw oraz do roli horyzontalnego transferu genéw w ewolucji
bakterii. Doktorantka wskazuje, ze zmienno§¢ wirulencji szczepéw moze wynika¢ zaréwno z
nabywania nowych gendw, jak i z utraty cze¢$ci materiatu genetycznego. Wyniki te stanowia cenny
wklad w poznanie mechanizméw patogenezy Aeromonas salmonicida. Praca dostarcza nowych
danych dotyczacych zmienno$ci genomowej tego patogenu oraz jego zdolnoséci adaptacyjnych.
Istotnym wnioskiem pracy doktorskiej jest rowniez podkreSlenie znaczenia wrodzonego
uktadu odpornos$ciowego ryb w poczatkowych etapach infekcji, co ma zwigzek z szybkim rozwojem
choroby.

Uwagi do Doktorantki:

Moim zdaniem przedstawiona do oceny praca doktorska posiada wiele zalet, mimo to mozna wskazac
kilka elementé6w wymagajacych dopracowania:

- w niektorych fragmentach tekstu pojawiaja si¢ drobne nieécisto$ci jezykowe oraz stylistyczne.
Dotyczy to zwlaszcza opisow tabel i niektorych fragmentdw wynikow (np. w teksie nie ma opisu do
Tabeli 15, brak zatacznikow do materiatow dodatkowych)

- w czescei dotyczacej analizy ORF oraz réznic w sekwencjach genéw pojawia si¢ sugestia, ze niektore
obserwowane roéznice mogg wynika¢ z problemow technicznych lub biologicznych. Warto bytoby
szerzej omowi¢ mozliwe przyczyny tych rozbieznosci.

- w kilku miejscach po szczegdtowym opisie wynikéw przydatne byloby bardziej syntetyczne ich
podsumowanie.

Nalezy jednak podkresli¢, ze uwagi te maja charakter raczej redakcyjny i nie podwazaja wartosci
naukowej przedstawionych badan.

Pytania do Doktorantki:

1. W jaki sposéb wyniki Pani badan poglebiaja obecny stan wiedzy na temat mechanizmoéw
wirulencji bakterii Aeromonas salmonicida oraz ich interakcji z uktadem odporno$ciowym
pstraga teczowego?
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2. Dlaczego w swoich badaniach skoncentrowata si¢ Pani na wczesnych etapach infekcji
bakteryjnej i jakie znaczenie ma ten etap dla rozwoju furunkulozy?
(w pracy podkre$lono, ze pierwsze dni infekcji sa kluczowe dla odpowiedzi immunologicznej
gospodarza)

3. Ktore z uzyskanych wynikéw uwaza Pani za najbardziej obiecujace w kontekscie opracowania
szczepionki przeciwko furunkulozie u ryb?

4. Dlaczego w Pani badaniach regulacja genéw zlokalizowanych w wyspach patogenicznoéci nie
byla wyrazna i jakie dodatkowe eksperymenty mogtyby to wyjasnié?

Podsumowanie i ocena koncowa:

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi warto§ciowe opracowanie naukowe
dotyczace molekularnych mechanizméw wirulencji bakterii Aeromonas salmonicida. Praca taczy
podejscia genomowe, transkryptomiczne oraz immunologiczne, co pozwala na kompleksowe
spojrzenie na problem interakcji gospodarz—patogen. Do najwazniejszych zalet pracy nalezy zaliczy¢:
aktualno$¢ podjetej tematyki, zastosowanie nowoczesnych metod badawczych, szeroki zakres
przeprowadzonych analiz, interesujgce i dobrze udokumentowane wyniki oraz poprawng interpretacje
rezultatdéw w kontekscie literatury naukowe;.

W mojej ocenie rozprawa spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych. Pani mgr J. Strzelczyk wykazala si¢ umiejetno$cia samodzielnego
prowadzenia badan naukowych, wlasciwego doboru metod badawczych oraz krytycznej analizy
uzyskanych wynikéw.

Po szczegélowym zapoznaniu si¢ z praca doktorska wnosz¢ do Komisji Uniwersytetu
Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr J.
Strzelezyk do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.

Whniosek o wyréznienie pracy doktorskiej mgr J. Strzelczyk

Z uwagi na fakt, ze uzyskane przez Doktorantke wyniki majg znaczenie zaréwno poznawcze,
jak i potencjalnie aplikacyjne oraz jako$¢ naukowsa ocenianej pracy, prosze Szanowng Komisje o
nagrodzenie pracy doktorskiej Pani mgr Joanny Strzelczyk przewidziana w regulaminie nagroda.

Uzasadnienie wniosku:

Przedstawiona rozprawa doktorska stanowi wielopoziomowe opracowanie dotyczace
mechanizméw  wirulencji  Aeromonas salmonicida oraz wczesnych etapéw  odpowiedzi
immunologicznej pstraga tgczowego. A najwigkszym atutem pracy jest kompleksowe polaczenie
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genomiki poréwnawczej, transkryptomiki oraz badan funkcjonalnych na poziomie komoérkowym.
Autorka na tej podstawie buduje spdjny model wspoétdziatania patogenu i gospodarza.
Przeprowadzone przez Doktorantke badania nad trzema szczepami A. salmonicida o réznej wirulencji
pozwolily po raz pierwszy szczegdlowo opisaé zwigzek miedzy zmiennosécig genomu plazmidowego a
zdolnoscig bakterii do infekcji. To znacznie poszerza wiedze o patogenie ryb, jakim jest Aeromonas
salmonicida, 1 stanowi punkt odniesienia dla dalszych badan. Zastosowana szeroka analiza
transkryptomiczna szczepu JF2267 pokazuje, jak pojedyncze czynniki srodowiskowe (wapn, zelazo,
tlen, temperatura) moduluja ekspresje szeregu gendow, w tym kluczowych determinant wirulencji.
Takie polaczenie danych genomowych i transkryptomicznych przeklada sie na mozliwosé
identyfikacji nowych wzorcéw molekularnych zwigzanych z patogenami (PAMP), co moze
przyczyni¢ si¢ do zaproponowania nowych, skuteczniejszych szczepionek, a tym samym do kontroli
nad rozwojem choréb w akwakulturze. Ponadto rozprawa doktorska wyrdznia si¢ szerokim zakresem
metod, gteboka analiza, naukowa dojrzatoscia oraz znaczng warto$ciag poznawczg oraz aplikacyjna.
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dr hab. Anna Brzostek



