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Poznan, dnia 27.07.2018 roku
Dr hab. Sylwia Krzyminska

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Corinny Koniecznej pt. ,,Czynniki warunkujace adhezje

bakterii Lactobacillus z grupy Casei do nablonka”

Przedstawiona do recenzji dysertacja doktorska zostala napisana pod kierunkiem Pana dr hab.
Marcina Schmidta w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Wydziatu Nauk o Zywnosci i
Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Jest to spojny tematycznie zestaw pieciu

angielskojezycznych oryginalnych prac opublikowanych w latach 2014-2018.

Praca doktorska mgr Corinny Koniecznej dotyczy waznych zagadnien zwia[zan‘ych z
mechanizmami adhezji Lactobacillus spp. do ludzkich komérek nablonkowych i $luzu w przewodzie
pokarmowym. Podjecie tego tematu przez Doktorantke uwazam za celowe, szczegéh}ie w przypadku
pozyskiwania nowych szczepéw bakterii probiotycznych, ktére moga byé wykorzystane w bostaci
fermentowanych produktéw spozywczych lub suplementéw diety do celéw terapeutycznych. W
rozprawie doktorskiej Autorka przedstawila cztery hipotezy badawcze, ktére byly weryfikowane w

badaniach z wykorzystaniem linii komérkowych i technik molekularnych

Celem pracy doktorskiej przedstawionej do recenzji bylo okreslenie czynnikéw warunkujgcych
adhezje Lactobacillus z grupy casei do nablonka i $luzu. Do analiz wykorzystano linie pochodzace z
gruczolakoraka okrg¢znicy (Caco-2) i raka szyjki macicy (HeLa) oraz $luz zotadkowo-jelitowy. Badania
przeprowadzono na dwudziestu szczepach pozyskanych z preparatow probiotycznych oraz
wyhodowanych z prébek ludzkiego katu. W pierwszej pracy zatytutowanej ,,SpaCPBA sequence and its
relationship to the adhesion of Lactobacillus casei group isolates to Caco-2 cells”, opublikowanej W Acta
Biochimica Polonica autorzy wykazali obecnos¢ genéw spaCBA kodujacych podjednostki biatek
fimbrialnych. W badaniach wykorzystano szczepy L. rhamnosus, L. casei i L. paracasei. Analiza
sekwencji gendéw spaCBA technika PCR-RLFP wykazala ich wysoki polimorfizm. Ponadto

zaobserwowano zroznicowang zdolnos¢ adhezji wsrdd szczepéw, u ktérych odnotowano ekspresje genow

ul. Umultowska 89, Collegium Biologicum, 61-614 Poznan
tel. +48 61829 59 35
e-mail: sylkrzym@amu.edu.pl

www.biologia.amu.edu.pl




UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydzial Biologii
Zaklad Mikrobiologii

spaABC na poziomie mRNA. Wkiad Doktorantki w powstanie tej publikacji polegal na wykonaniu
testow adhezji Lactobacillus spp. do komorek Caco-2, okresleniu wystgpowania polimorfizmu gendow

spaABC metodg RLFP. Praca byla finansowana z funduszy Narodowego Centrum Nauki.

Druga publikacja mgr Cofinny Konjecznej Markowicz pt. ,,Lactobacillus strains belonging to casei
group display various adherence to enterocytes and mucus” opublikowana W Acta Scientiarum
Polonorum Technologia Alimentaria dotyczy poréwnania efektywnosci adhezji bakterii probiotycznych
do $luzu zotadkowo-jelitowego. W pracy stwierdzono, ze szczepy Lactobacillus spp. wykazaty
zroznicowana aktywno$é adhezyjng. Autorzy stwierdzili, ze potencjalnymi czynnikami warunkujgcymi
proces przylegania s zewnatrzkomorkowe egzopolisacharydy wytwarzane przez te bakterie. Ponadto
zanotowano wysoki stopien podobienstwa filogenetycznego migdzy szczepami L. casei, L. rhamnosus i
L. paracasei. Natomiast nie stwierdzono zaleznosci pomigdzy podobienstwem filogenetycznym a
wydajnoscia adhezji tych izolatéw do nabtonka i $luzu. W tej publikacji Doktorantka byta jednym z
dwoéch wspétautoréw. Udziat mgr Corinny Koniecznej w realizacji tej pracy byt dominujacy i polegat na
wykonaniu testéw adhezji bakterii do $luzu, izolacji egzopolischarydéw, technik elekroforetycznych i
rep-PCR oraz analizie wynikow.

\

Trzeci artykut mgr Corinn.y Koniecznej Markowicz pt. ,.Inactivation of Lactobacillus rhamnosus GG
by fixation modifies its probiotic properties”, zostal opublikowany w Canadian Joulznal of Microbiology
w 2016 roku. W pracy badano wplyw roznych metod utrwalania L. rhamnosus na aktywno$é
enzymatyczng oraz czynniki warunkujgce zdolnos¢ adhezyjna. Analizowano dzialanie etanolu, 2-
propanolu, aldehydu glutarowego, paraformaldehydu oraz temperatury 80°C. Zaobserwowano obnizenie
aktywnosci alkalicznej fosfatazy, peroksydazy i B-galaktozydazy L. rhammnosus oraz hydrofobowosci
komoérek w porOwnaniu z bakteriami nie traktowanymi tymi czynnikami. Ponadto zanotowano
zwiekszenie wydajnosci adhezji wigkszosci inaktywowanych szczepow do komorek nabtonkowych.

Praca byla finansowana z funduszy Narodowego Centrum Nauki.
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Kolejny artykut pt. .,Lactobacillus spp. belonging to the casei group display a ‘variety of adhesins”
opublikowany zostal w Acta Scientiarum Polonorum Technologia Alimentaria w 2018 r.oku. Autorzy
wyizolowali biatka zewnatrzkomérkowe Lactobacillus spp 1 dokonali analizy proteomicznej z
wykorzystaniem metod Western blot, elektroforezy dwukierunkowej i spektrometrii ‘mas. Wykryto i
wyodrgbniono potencjalne adhezyny, do ktérych m.in. naleza: dehydrogenaza aldehydu 3-
fosfoglcerynowego, czynnik Tu elongacji translacji, antygen powierzchniowy, mate biatko szoku

cieplnego, biatka szoku zimna, biatka rybosomalne podjednostki 30 i 50S.

Piaty artykul ,,Exopolyssacharides produced by Lactobacillus rhamnosus KL 53A and Lactobacillus
casei Fyos affect their adhesion to enterocytes”, zostal przyjety do druku w Polish Journal of
Microbiology. Badania dotyczyly okreslenia wptywu egzopolisacharydow wytwarzanych przez
Lactobacillus spp. na adhezje. tych bakterii do nablonka okrgznicy. Wydajno$¢ adhezji analizowano po
deglikozylacji komorek bakteryjnych, zdhamowaniu aktywnosci gli‘kotransferaz, jak réwniez po inkubacji
izolatow ze szczepem probiotycznym metabolizujacym polisacharydy. Autorzy stv;fierdzil_i, ze w sklad
warstwy egzoplisacharydowej L. rhamnosus i L. casei wehodzg kwasne heteropolisacharydy Zlc;Zone Z
arabinozy, galaktozy, glukozy, maltozy i rybozy. Zaobserwowano réwniez, ze w wyniku deglikozylacji
powierzchni komérek nastepowato zmniejszenie wydajnosci adhezji lub nie notowan(; wplywu na ten
proces w zalezno$ci od gatunku bakterii. Natomiast na skutek zahamowania aktywnosci glikotransferaz
notowano zwiekszenie wydajnosci adhezji zmodyfikowanych bakterii w poréwnaniu ze szczepami nie
traktowanymi inhibitorami. Waznym osiggnigciem w tej pracy bylo wykazanie, ze L. rhamnosus i casei
hodowane w obecnosci Faecalibacterium prausnitzii metabolizujacych polisacharydy charakteryzowaty
sie zwickszong wydajnoscig adhezji w poréwnaniu z prébami k(;ntrolnymi. Uzyskane wyniki moga
$wiadezy¢ o oddziatywaniu mikrobioty jelita na aktywnos¢ stosowanych probiotykow. Badania bytly

finansowane z funduszy Narodowego Centrum Nauki

Wszystkie prace stanowiace rozprawe doktorska zostaly opublikowane w czasopismach
recenzowanych, co oczywiscie ulatwia prace recenzentowi. Niemniej, jednak pragng zwroci¢ uwage na

niewielkie uchybienia. Badane przez Doktorantke¢ szczepy Lactobacillus spp. pochodzity
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wielobakteryjnych mieszanin suplementéw diety, preparatow ginekologicznych i probek katu ludzkiego.
Izolaty te nalezg do kolekcji bakterii Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu
Przyrodniczego. Brak jest jednak informacji dotyczacych metod izolacji szczepéw Lactobacillus z grupy
casei z mieszanin oraz identyfikacji do gatunku na podstawie cech fenotypowych. Nie wiem, czy
konieczne bylo umieszczenie w dwdch pierwszych artykutach metody adhezji bakterii do komédrek Caco-
2 oraz tabelarycznego zestawienia badanych szczepéw. W pierwszej publikacii wedlug oswiadczenia o
udziale wspoétautoréw Doktorantka wylgonala analizé polimorfizmu konformacji pojedynczej nici DNA
technikg PCR-SSCP, ktérej nie przedstawiono w pracy. W publikacji 11 dendrogfam przedstawiajacy
filogenetyczne pokrewienstwa Lactobacillus spp. zamieszczono na Ryc. 3, a nie 2 jak przedstawiono w
tekscie (str. 250). Ponadto w oméwieniu wynikéw i wnioskach koficowych zamieszczonych w pracy
biatka Spa pisane sa malg literg. Powyzsze uwagi nie umniejszajg jednak wysokiej-oceny rozprawy

doktorskiej.

Rozprawe doktorska mgr Corinny Koniecznej oceniam wysoko. Do realizacji celu pracy i weryfikacji
postawionych hipotez prawidlowo dobrano liczne metody badan, uwzgledniajac zaréwno analizy z
wykorzystaniem linii komérkowych jak i najnowsze techniki molekularne. W pracy uzyskano oryginalne
rezultaty, znacznie poszerzajqcé wiedz¢ 0 zréznicowaniu genetycznym i biologicznym ekologicznym,
fenotypowym i biochemicznym Lactobacillus spp. Wyniki zostaty umiejetnie przedyskutowane na tle

odpowiedniego pisSmiennictwa.

Przedstawiona do oceny rozprawa pt. ,,Czynniki warunkujace adhezje bakterii Lactobacillus z grupy
Casei do nablonka™ spetnia wymagania stawiane dysertacjom doktorskim, okreslone w art. 13 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 22003 r., nr 65, poz. 595, Dz. U. z 2005 r., nr 164, poz. 1365, Dz. U. z 2011 r., nr 84, poz: 455 z
pozniejszymi zmianami) i dlatego przedstawiam Radzie Wydzialu Nauk o Zywnosci i Zywieniu
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu wniosek o dopuszczenie mgr Corinny Koniecznej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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Mgr Corinna Konieczna przeprowadzita badania wielokierunkowe, kompleksowe i w realizacje
zadan wlozyla ogrom pracgf. Trzy z pieciu artykulow zostaly opublikowane w czasopismach
zamieszczonych w bazie Journal Citation Reports oraz wykazie A czasopism l\/iinisterstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego. Sumaryczny impact factor tych prac wyniost 3,343. Dwie pdzostalé prace
znajdujg si¢ na liscie B czasopism naukowych MNiSW. Laczna suma punktow MNiSW dla tych pigciu
publikacji jest réwna 80. Ze zlozonych o$wiadczen mgr Corinny Koniecznej Markowicz i wspotautorow
wynika, ze we wszystkich pracach Doktorantka miata znaczacy wudzial w realizacji czgsci
doswiadczalnych, opracowaniu oraz interpretacji wynikow, jak rdwniez napisaniu manuskryptow. Wkitad
pracy Doktorantki w powstanie pieciu publikacji wyniost od 75 do 90%. We wszystkich artykutach mgr
Corinna Konieczna jest pierwszym autorem, a zarazem korespondencyjnym. Przedstawione publikacje,‘
cho¢ niedawno sie ukazatly juz byly cytowane. Wazne i oryginalne wyniki otrzymane przez Doktorantke
wnoszg istotne elementy poznawcze do poszerzenia wiedzy dotyczacej polisacharydowych i biatkowych
czynnikow warunkujacych adhezje Lactobacillus z grupy casei do ludzkiego nabtonka i §luzu. Uwazam,
ze ze wzgledu na wysokg warto$¢ merytoryczng dysertacja mgr Corinny Koniecznej zashuguje na
wyrdznienie, o co wnosze do Rady Wydzialu Nauk o Zywnosci i Zywieniu UniwerS}.ftetu Przyrodniczego

w Poznaniu.
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