INSTYTUT IMMUNOLOGII I TERAPII DOSWIADCZALNE]
IM. LUDWIKA HIRSZFELDA
POLSKIE] AKADEMII NAUK
Centrum Doskonalosci : IMMUNE
Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroclaw, POLSKA
Telefon: (+48-71) 337 11 72, (+48-71) 3709930 Fax: (+48-71) 337 21 71
www.iitd. pan.wroc.pl

dr. hab Anna Pawlik Wroctaw, 12.08.2020
tel. 071-3709949
e-mail: anna.pawlik@hirszfeld.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pawta Krzyzka pt.:
,Wptyw antybiotykéw i innych zwigzkéw na szczepy Helicobacter pylori”

Rozprawa doktorska mgr Pawta Krzyzka przedstawia wyniki badan zmierzajacych do
identyfikacji zwigzkéw, ktére moga by¢ wykorzystane w leczeniu zakazen H. pylori. Rozprawa
zostata wykonana pod opieka Pani Profesor Grazyny Gosciniak, w zespole posiadajgcym duze
doswiadczenie w badaniu i monitorowaniu opornosci szczepéw H. pylori na antybiotyki.

Opornos$¢ bakterii na antybiotyki jest zjawiskiem znanym od momentu ich pierwszego
zastosowania na poczatku lat 40 ubiegtego wieku. Natomiast problem szybko narastajacej
opornosci bakterii, w szczegdlnosci opornosci wielolekowej,  pojawit sie stosunkowo
niedawno, i jest spowodowany m.in. przez naduzywanie antybiotykéw w medycynie
i rolnictwie, a potegowany przez niewystraczajgcy postep prac zmierzajacych do odkrywania
nowych antybiotykdw. W tym sSwietle badania podjete przez Doktoranta wpisuja sie w nurt
aktualnie prowadzonych, oryginalnych prac naukowych dotyczacych szeroko pojetego
problemu antybiotykoodpornosci bakterii.

Rozprawa doktorska w formie spdjnego tematycznie zbioru prac obejmuje 3 artykuty,
w tym dwie prace oryginalne i jedng przegladowa. Prace majg charakter zespotowy, przy
czym, zgodnie z dokumentami przedstawionymi w pracy, wktad Doktoranta w ich powstanie
byt bardzo duzy, zaréwno na poziomie koncepcyjnym, wykonawczym i publikacyjnym. Wartym
podkreslenia jest fakt, ze Doktorant jest autorem korespondencyjnym we wszystkich
publikacjach. Prace zostaty opublikowane w jezyku angielskim w czasopismach naukowych
posiadajacych wspdtczynnik wptywu IF (tgcznie 12,162 wedtug Journal Citation Reports za rok
2019), znajdujgcych sie w ,Wykazie czasopism naukowych i recenzowanych materiatow
z konferencji miedzynarodowych wraz z przypisang liczba punktéw” (zatacznik o komunikatu
MNiSW z dnia 31.7.2019r) (tgcznie 340 pkt). Rozprawa jest uzupetniona o wymagane
streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz oswiadczenia wspétautoréw pracy o udziale w
powstatych publikacjach. Ponadto rozprawa zawiera 7 rozdziatéw w jezyku polskim, w ktorych
doktorant zawart kolejno: krétki rys teoretyczny, cel pracy, opis metod, wyniki, dyskusje,
podsumowanie i piSmiennictwo. Zastanawiam sie nad celowoscig zamieszczenia tak
rozbudowanej, niewymaganej ustawg czesci rozprawy. O ile pewien rodzaj wprowadzenia do
rozprawy w formie spdjnego tematycznie zbioru prac jest wskazany, gtéwnie aby wykazac cel



pracy i spojnos¢ tematyczng publikacji, to w tym wypadku uwazam, ze ten rozdziat,
stanowiacy co$ w rodzaju ,mini-rozprawy”, jest zbyt dtugi, powtarza w znaczacej czesci to,
co jest zwarte w artykutach i mogtby by¢ zdecydowanie skrécony. W rozprawie brakuje
natomiast danych dodatkowych uzupetniajgcych opublikowane prace (ang. Supplementary
information). Obie prace oryginalne zawierajg takie suplementy, natomiast nie zostaty one
wydrukowane i dotaczone do rozprawy. S3 one publicznie dostepne i mozliwe do oceny,
ale powinny by¢ dofaczone do rozprawy aby stanowity jednolitg catos¢ z gtéwna czescia pracy.

Celem wyraznie sprecyzowanym i realizowanym w pracy podjetej przez Doktoranta byto
zbadanie czy 3-bromopirogronian oraz sertralina wykazuja dziatanie hamujace wzrost lub
biobdjcze w stosunku do H. pylori. Doktorant w wyborze zwigzkéw kierowat sie danymi
literaturowymi oraz danymi uzyskanymi od wspétpracownikéw, wykazujgcymi aktywnosé
bakteriobdjczg badanych zwigzkéw w stosunku do rdinych gatunkéw bakterii, oraz
dotychczasowym wykorzystaniem wybranych do badan zwigzkéw jako lekéw, co potencjalnie,
zgodnie ze strategia repozycjonowania, moze przyspieszy¢ zastosowanie substancji w leczeniu
zakazen H. pylori. Doktorant, wykorzystujac standardowe metody mikrobiologiczne (hodowle
ptynne, testy krazkowo-dyfuzyjne), analizowat opornos$é¢ szczepéw H. pylori na badane
substancje w zaleznosci od opornosci na antybiotyki, wyznaczat wartosci najnizszych stezen
hamujacych wzrost bakterii (MIC), najnizszych stezen wykazujacych dziatanie biobdjcze (MBC),
okreslat zywotnos¢ H. pylori w zaleznosci od czasu dziatania badanych zwigzkdéw oraz
analizowat wptyw kazdej z substancji na dziatanie znanych antybiotykéw stosowanych

w terapii  przeciwko H. pylori. Wykorzystujgc metody mikroskopowe . (mikroskopia

fluorescencyjna Live/Dead, mikroskopia elektronowa SEM) Doktorant badat indukowanie

zmian morfologicznych komodrek bakteryjnych (formy spiralnej i kokoidalnej) oraz
przezywalnos¢ bakterii w zaleznosci od czasu dziatania badanych zwigzkéw. Zagadnieniu
zaleznosci opornosci H. pylori na antybiotyki od formy morfologicznej poswiecona jest praca
przeglagdowa wchodzgca w skfad rozprawy. Zaznaczy¢ nalezy, ze duia wiedza teoretyczna,
kompleksowe podejscie do problemu i zastosowanie wielu dobrze dobranych metod do oceny
aktywnosci bakteriobdjczej kazdego ze zwigzkdédw pozwolito Doktorantowi na doktadne
opisanie aktywnosci badanych zwigzkdw i ich potencjalne zastosowanie w leczeniu zakazen
H. pylori.
Do najwazniejszych osiggniec rozprawy naleza: ,

e Wykazanie, ze 3-bromopirogrnian dziata hamujgco na wzrost H. pylori w stezeniu 32-128
ug/ml, a biobdjczo w stezeniu 128 pg/ml.

e Wykazanie, ze 3-bromopirogrnian w przypadku szczepu Tx30a wykazuje synergistyczng
aktywnos¢ hamowania wzrostu H. pylori w parze z klarytromycyng (w przypadku szczepu
7143 aktywnos$¢ addytywng); natomiast w parze z amoksycyling lub tetracykling 3-
bromopirogrnian wykazuje aktywnos¢ addytywna hamowania wzrostu obu badanych
szczepow H. pylori.

e Wykazanie, ze sertralina dziata hamujgco na wzrost H. pylori w stezeniu
2-8 pug/ml, a biobdjczo w stezeniu 4-8 pg/ml.

e Wykazanie, ze zachodzi synergistyczna zaleznos¢ aktywnosci hamowania wzrostu H. pylori
w parze sertralina- tetracyklina w przypadku obu badanych szczepéw (Tx30a i 7143) i
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w ukfadzie sertralina-metronidazol w przypadku szczepu 7143; aktywnos¢ addytywna
zostata wykazana dla obu badanych szczepdw w parach sertraliny z klarytromycyna,
amoksycyling, a dla szczepu Tx30a z metronidazolem.

e Wykonanie analizy mozliwosci zastosowania 3-bromopirigronianu i sertraliny w leczeniu
zakazen H. pylori na podstawie dotychczasowych danych farmakologicznych.

e Wykonanie analizy danych literaturowych dotyczacych wptywu réznych klas substancji i ich
mieszanin na morfologie H. pylori oraz opornosci réznych form H. pylori na substancje
chemiczne. Krytyczna dyskusja danych literaturowych pod katem stosowania metod
badania aktywnosci antybiotycznej zwigzkdéw/substancji wobec H. pylori w zaleznosci od
morfologii bakterii (spiralnej lub kokoidalnej) jest rowniez istotna dla badan nad bakteriami
tworzacymi formy niehodowlane VBNC.

Wyniki zaprezentowane w pracy sg przekonujace, dobrze udokumentowane, wyczerpujgco
opisane i $wiadcza o rzetelnym i doktadnym przeprowadzeniu zaplanowanych badan, ktére
umozliwity osiggniecie postawionego w pracy celu. Nie znalaztam jednak informacji
dotyczacych kilku istotnych kwestii i prosze Doktoranta o uzupetnienie informacji:

1. W jaki sposéb obserwowat Pan zahamowanie wzrostu w testach zmierzajacych do
okreslenia wartosci MIC? O ile wiadomo jak okreslana byta wartos¢ MBC, to nie jest
jednoznacznie podane jak mierzony byt wzrost bakterii w celu okreslenia wartosci MIC.

2. Dlaczego na rysunkach 1 i 2 w publikacji Cancers 2019, 11, 229 oraz 2 i 3 w publikacji
Pathogens 2019, 8, 228 nie zaznaczono odchylei standardowych dla wartosci CFU/ml
i procentu form spiralnych. W opisie metod napisano, ze analizy wykonane dwukrotnie
(w powtdrzeniu dwukrotnym), wiec prezentowane dane sg zapewne usrednione i powinny
zawiera¢ wartosci odchylenn standardowych. Czy byly to powtdrzenia biologiczne czy
techniczne?

3. Prosze podaé ktdre szczepy przedstawiaja zdjecia na rysunkach 3 i 5 w publikacji Cancers
2019, 11, 229 i na rysunku 4 w publikacji Pathogens 20189, 8, 228.

4. W opisie metody ,Light microscopy” w publikacji Cancers 2019, 11, 229 podano, ze gdy
procent form spiralnych byt mniejszy niz 15 lub wiekszy niz 90 to nie liczono dokfadnej
liczby bakterii spiralnych. W jaki sposob w takim razie szacowano ten procent?

5. W publikacji Cancers 2019, 11, 229, w opisie metody , Disk-Diffusion Method” opisuje Pan
sposob rozcienczen wysiewanych bakterii. Napisat Pan, ze bakterie rozciericzano do
stezenia ok. 108 CFU/ml, a potem wysiewano na ptytki osiggajac stezenie ok. 5x108CFU/ml.
Tylko jak mozna okresli¢ stezenie (liczbe bakterii w objetosci), podczas wysiewania bakterii
na ptytki?

6. Jakie ptytki stosowat Pan w testach MIC/MBC i testach szachownicy? Nie jest to podane
w opisie metody, a cechy ptytki, sposdb wentylacji czy izolacji ciepinej (np. ptaszcz wodny)
moga byc¢ istotne dla wzrostu bakterii i wynikdw testu.

7. Czy podczas wykonywania testu szachownicy z wykorzystaniem 3-bromopirogronianu
hodowle byly wytrzagsane? W opisie metody nie jest to zaznaczone, a jest to wazne dla
wynikow testu.



Chciatabym poprosi¢ Doktoranta o komentarz do nastepujacych pytan o bardziej ogélnym
charakterze, ktére nasunety mi sie w trakcie czytania pracy:

1. 3-bromopirogronian i sertralina wykazujg aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec innych
gatunkdw bakterii. Czy mozna wskaza¢ gatunki, na ktére zwigzki te dziatajg lepiej/wydajniej
(generalnie przy nizszym stezeniu) i jak na tym tle wyglada aktywnos¢ przeciwko H. pylori.
Czy ktorys z tych zwigzkdw znalazt juz zastosowanie poza swoim pierwotnym przeznaczeniem?

2. Czy biorgc pod uwage fakt, ze oba zwigzki sg lub mogg by¢ w przysztosci stosowane
w terapiach nieobojetnych dla zdrowia cztowieka (leczenie depresji, chemioterapia), mozna
jednoznacznie powiedzie¢, ze ich zastosowanie w leczeniu H. pylori przyniesie rzeczywiscie
korzysci przewyiszajgce ryzyko wynikajace ze stosowania tych lekow? Pytanie jest o tyle
istotne, ze aby mozna byto osiggna¢ wartosci zblizone do stezern hamujacych wzrost H. pylori,
przewiduje Pan konieczno$¢ zastosowania tych zwigzkéw w stezeniach bliskich dziennym
maksymalnym dawkom (sertraliny 200 mg/dobe), lub bliskich efektowi cytotoksycznosci
(1,75 mM 3-bromopirogronianu).

3. Cytuje Pan w pracy dokumenty/publikacje zawierajace zalecenia eradykacji H. pylori
nawet wtedy kiedy pacjent nie ma objawéw choroby. Z drugiej strony, powodem
lekoopornosci bakterii, w tym H. pylori, jest naduzywanie antybiotykow. Wiadomo,
ze wiekszosc¢ zakazen H. pylori jest bezobjawowa, objawy rozwijajg sie u okoto 10-15%, a rak
zotadka u okoto 1-2% zakazonych. Czy w takim razie, bioragc pod uwage duig liczbe
zakazonych, leczenie pacjentow bezobjawowych nie przyczyni sie¢ do zwigkszenia
lekoopornosci bakterii? ,

Podsumowujac recenzje merytoryczng rozprawy doktorskiej Pana mgr Pawta Krzyzka
moge stwierdzi¢, ze cel pracy doktorskiej zostat osiggniety a moje uwagi nie umniejszaja jej
wartosci. Praca zawiera nowatorskie wyniki, dotyczace aktualnie istotnego problemu
naukowego (prace opublikowane w 2019 roku cytowane s3 7 razy, w tym 3 razy
autocytowane), o mozliwym zastosowaniu aplikacyjnym. Rozprawa zostata przygotowana
starannie, nieliczne btedy jezykowe/stylistyczne nie utrudniajg czytania i zrozumienia pracy.
Podkreslic nalezy wktad pracy Doktoranta w wykonanie analiz z wykorzystaniem wielu
szczepOw H. pylori i jego wiodacy udziat w przygotowaniu opublikowanych prac na kazdym
etapie ich powstawania.

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Pawta Krzyzka spetnia
warunki okreslone w art. 13 ust 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595. z pdin.
zm.). Wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu
o dopuszczenie Pana mgr Pawfa Krzyzka do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
Ze wzgledu na uzyskane wyniki oraz ponadprzecietny wktad Doktoranta w caty proces pracy
naukowej, sSwiadczacy o jego duzej inwencji i samodzielnosci naukowej, wnosze do Rady
Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o wyrdznienie rozprawy
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stosowng nagroda.





