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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIE]
Mgr Dominiki Szczerbiec

pt. ,.Wplyw drobnoustrojow z rodzaju Lactobacillus izolowanych z moczu na patogennos¢
Proteus mirabilis i rozw0j infekcyjnej kamicy moczowej”

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Komisji Uniwersytetu L.odzkiego do spraw stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne

1. Ocena formalna rozprawy doktorskiej
Rozprawa doktorska Pani mgr Dominiki Szczerbiec pt. ,Wplyw drobnoustrojow z
rodzaju Lactobacillus izolowanych z moczu na patogenno$¢ Proteus mirabilis i rozwdj
infekcyjnej kamicy moczowej” zostata przygotowana w Katedrze Biologii Bakterii, Instytutu
Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Torzewskiej,
prof. uczelni Ut, jako Promotora.

Dysertacja to zbiér opublikowanych i powigzanych tematycznie trzech prac naukowych
eksperymentalnych, w renomowanych czasopismach z listy JCR (Molecules, wyd. MDP],
IF:4.6, Pkt MEIN: 140; Scientific Reports, wyd. Naure, [F:4.6; International Journal of
Molecular Science, wyd. MDPI, IF:5.5). Laczny IF prac wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej to 14,8. Wszystkie prace sg wysoko punktowane na liscie MEiN, tagczna punktacja
wynosi 630 (po 140 pkt. za publikacje). Prace zostaty opublikowane w latach 2022 i 2024.
We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem ze znacznym udziatem 60-
70%. Doktoranta do pracy dotaczyta réwniez nieopublikowane na ten czas wyniki badan,
ktére zostaty umieszczone w rozdziale pt. ,,Wyniki nieopublikowane”

Wykaz prac stanowiacych podstawe dysertacji naukowej:

Publikacja 1. Szczerbiec, D., Piechocka, |., Glowacki, R., & Torzewska, A. (2022). Isolated
from urine and their antimicrobial activity against uropathogenic Proteus mirabilis.
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Molecules (Basel, Switzerland), 27(17), 5557.
https://doi.org/10.3390/molecules27175557

Publikacja 2. Szczerbiec, D. Bednarska-Szczepaniak, K., & Torzewska, A. (2024).
Antibacterial properties and urease suppression ability of Lactobacillus inhibit the
development of infectious urinary stones caused by Proteus mirabilis. Scientific Reports,
14(1), 943. https://doi.org/10.1038/s41598-024-51323-0

Publikacja 3. Szczerbiec, D., Staba, M., & Torzewska, A. (2024). Substances secreted by
Lactobacillus spp. from the urinary tract microbiota play a protective role against Proteus
mirabilis infections and their complications. International Journal of Molecular Sciences,
25(1), 103 https://doi.org/10.3390/ijms25010103

2.  Ocena ukladu rozprawy doktorskiej

Uktad rozprawy doktorskiej jest wedtug mnie nietypowy. Uwazam, ze konstrukcja
pracy nie jest do konca przemyslana. Pierwsze strony rozprawy doktorskiej to wykaz
publikacji naukowych opublikowanych przez Doktorantke, tych wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej, jak i pozostatego dorobku publikacyjnego nie wchodzacego w sktad
dysertacji oraz wykaz aktywno$ci naukowej konferencyjnej. Pozostaty dorobek naukowy
najczesciej umieszcza sie na konicu dysertacji. Aby wprowadzi¢ czytelnika w temat rozprawy,
jako pierwszy rozdzial powinno umiesci¢ sie streszczenie (abstrakt w jezyka polskim i
angielskim) oraz cel pracy, nastepnie mozna przej$¢ do tta teoretycznego problemu i
przegladu literatury ze spisem referencji. W przedstawionej mi do oceny dysertacji, cel i
zadania badawcze zostaty zamieszczone tuz po wstepie, a po nich zataczono 3 wydruki
publikacji i opisano wyniki nieopublikowane. Bardziej przejrzyscie bytoby podac¢ przedmiot
i cel dysertacji oraz kazda publikacje traktowac¢ z osobna, dokonujgc skréconego opisu
publikacji, wskazujac na element nowosci pracy, istotny wktad w nauke oraz na koniec
wskaza¢ wyrazny udzial doktoranta w koncepcji, realizacji i koordynacji badan oraz
przygotowaniu manuskryptu. Tutaj tez mozna by dotgczy¢ oSwiadczenia wspoétautordw.
Tego typu dysertacje oparte na publikacjach nie zawsze oddaja zaangazowanie Doktoranta
w eksperymenty, dlatego poza oSwiadczeniami warto wyraznie podkresli¢ w tekscie co byto
jej udziatem. Nastepnymi rozdziatami s3: Posumowanie wynikéw i wnioski, Wnioski koricowe
oraz Dyskusja. Te rozdziaty oceniam pozytywnie. Jednakze rozdzial Posumowanie wynikéw i
wnioski mozna by umieSci¢ po kazdej publikacji a Whnioski koricowe potraktowac jako
konkluzje z tych 3 publikacji stanowigcych podstawe dysertacji i potaczy¢ z wynikami
nieopublikowanymi.
Na koncu zamieszczono streszczenie dysertacji w jezyku polskim i angielskim oraz
zamieszczono wykaz literatury oraz o$wiadczenia wspotautorow. Wydawatoby sie, ze
wszystko uwzgledniono w dysertacji, jednak w moim mniemaniu jest tutaj lekki chaos.
By¢ moze taki uktad zostat przyjety na Uczelni jako norma, stad moje uwagi nie traktuje jako
zarzutow.

2.1. Wstep rozprawy doktorskiej uwzglednia wszystkie niezbedne zagadnienia
zwigzane z patogennoscia Proteus mirabilis oraz naturalng mikrobiotg uktadu moczowego,
w tym bakteriami z rodzaju Lactobacillus, ktore sa przedmiotem badania w tej dysertacji. We
wstepie opisano budowe komdrki P. mirabilis oraz jej czynniki wirulencji. Zabrakto mi
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wskazania roznic jakie wystepuja podczas procesu inwazji P. mirabilis w stosunku do E. coli
(UPEC). Prosze o kilka stow wyjasnienia.

Bezposrednim skutkiem aktywno$ci ureazy produkowanej przez Proteus mirabilis
i generowania amoniaku jest wzrost lokalnego pH. W drogach moczowych zasadowe pH
prowadzi do wytrgcania jondw wapnia i magnezu oraz tworzenia kamieni moczowych
sktadajgcych sie z fosforanu amonowo-magnezowego (struwitu) i fosforanu wapnia
(apatytu). Poruszony zostat rowniez problem dysbiozy uktadu moczowego oraz podejscie
zwigzane z leczeniem Lactobacillus jako probiotykiem, ktére to z powodu produkcji r6znych
zewnatrz-czasteczkowych zwigzkéw np. kwasdéw organicznych, zakwaszajag na powrot
srodowisko moczu. Wstep jest napisany poprawnym, naukowym jezykiem i ogranicza sie
Scisle do tematyki doktoratu.

Warto$¢ dysertacji Pani mgr Dominiki Szczerbiec znacznie by zyskata na wartosci,
jezeli w pracy znalazla by sie publikacja o charakterze pracy przegladowej pokazujaca
obecny stanie wiedzy na temat probleméw kamicy nerkowej oraz prewencji np. z
zastosowaniem bakterii probiotycznych czy postbiotykéw.

2.2. Metodyka badawcza i stosowane techniki

Przy realizacji zadan badawczych Doktorantka zastosowata r6znorodng metodologie,
wymagajacq umiejetnosci i doSwiadczenia. Ogranicze sie tylko do tych do$wiadczen, ktére
wykonywata Doktorantka: mikrobiologia klasyczna (izolacja bakterii Lactobacillus i P.
mirabilis) oraz spektrometria mas MALDI/TOF do identyfikacji gatunkowej bakterii;
oznaczanie iloSciowe kwasu mlekowego metoda spektrofotometryczna; badanie wplywu
kwasow organicznych na wzrost P. mirabilis i zdolno$¢ do tworzenia biofilmu (test MTT);
metoda spektrofotometryczna z uzyciem jodku propidyny do oceny stanu btony
komoérkowej bakterii P. mirabilis jako narzedzie oceny przezywalno$ci; mikrosopia
kontrastowo-fazowa do oceny tworzenia sie krysztatow apatytu i struwitu przez P. mirabilis
w obecno$ci Lactobacillus; ocena aktywnoS$ci enzymatycznej ureazy w obecnoSci
Lactobacillus (kinetyka reakcji enzymatycznej) w produkcji amoniaku (metoda fenolowo-
podchlorynowa); praca na linii komdrek nabtonka pecherza moczowego (HCV-29) i ocena
cytotoksycznos$ci P. mirabilis (testy MTT i LDH). Udziat Doktorantki w planowaniu i
przeprowadzeniu badan eksperymentalnych oceniam jako wiodacy.
Prace eksperymentalne sa bardzo dobrze zaplanowane, co $wiadczy o doswiadczeniu
Promotora i wykorzystaniu wspélpracy z osobami o innych umiejetnosciach
(np., w przypadku publikacji nr 2, w ktérej opublikowano symulacje dokowania kwasu
mlekowego (ligand) do ureazy (matryca)(badania in silico).

Podsumowujac, wszystkie eksperymenty s3 dobrze zorganizowane. Techniki i metody
pomiarowe sg prawidlowo stosowane. Metody stosowane w pracy badawczej s3
odpowiednie do celow i hipotezy sformutowanej w rozprawie. Autorka bardzo dobrze
opanowat zastosowane techniki badawcze.

3. Ocena zastosowanego piSmiennictwa
Literatura to 172 pozycje. Cytowania pochodza z ostatnich 15 lat, sa tez pozycje bardzo
»Swieze” z lat 2020-2023.



4. Ocena celu badawczego

Dysertacja naukowa Pani mgr Dominiki Szczerbiec dotyczy zakazen uktadu
moczowego o etiologii Proteus mirabilis, udziatu tych bakterii w tworzeniu infekcyjnych
kamieni moczowych. Zaniedbane infekcje moga doprowadzi¢ do niebezpiecznych powiktan,
np. kamicy nerkowej a nawet sepsy. W ZUM wazne jest poznanie mechanizmoéw interakc;ji
patogen-gospodarz, ale rowniez jest istotne poznanie sposobow zapobiegania ZUM,
niwelowania ich skutkow oraz alternatywnych sposobéw wspomagania leczenie kamicy
nerkowej. Doktorantka odnosi sie do roli ochronnej jaka moze speiia¢ naturalna
mikrobiota uktadu moczowego, tj. bakterii z rodzaju Lactobacillus w ZUM.

4.1. Cel badawczy - tezy badawcze i cele pracy doktorskiej, ktore
postawiono przed Doktorantka sa sformulowane w sposéb zrozumialy i
konkretny. Celem pracy naukowej Doktorantki bylo zbadania wptywu bakterii z
rodzaju Lactobacillus na patogenno$¢ P. mirabilis i potwierdzenie znaczenia tych
bakterii w tworzeniu infekcyjnych kamieni nerkowych w uktadzie in vitro.
Zatozono, ze bakterie Lactobacillus posiadajg aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg
wobec uropatogennej bakterii P. mirabilis, stad celem pracy byto wskazanie, ktore
z substancji wydzielanych przez Lactobacillus s3 istotne dla zmniejszenia populacji
patogennych bakterii, zbadanie wptywu tych bakterii na adhezje i cytotoksycznosci
uropatogennej bakterii P. mirabilis w stosunku do komoérek nabtonka moczowego.
Podjeto réwniez probe wyjasnienia wstepnych etapow tworzenia sie infekcyjnych
kamieni moczowych - struwitu oraz badano proces agregacji Kkrysztatéw
prowadzacych do powstania kamieni moczowych.

4.2. Realizacja zadan badawczych. W rozdziale opisujacym realizacje
zadan badawczych Doktorantka jest bardzo oszczedna. Kazda publikacje analizuje
tylko w kilku zdaniach. Uwazam, Ze om6éwienie wynikéw powinno by¢ potraktowane
doktadniej. Tutaj Doktorantka zastosowata minimalizm. Brakuje mi réwniez
wyraznego pokreslenia swojego udziatu w badaniach i wiasnych przemyslen.

W przypadku wynikéw nieopublikowanych, powinien by¢ umieszczony w tym
rozdziale krotki wstep, a dopiero pézniej powinno sie przej$s¢ do materiatéw i metod
oraz omoOwienia wynikdw. Wskazane bytoby, aby potraktowa¢ nieopublikowane
jeszcze wyniki pracy jako wstep do nowego manuskryptu gotowego do opublikowania.

Niemniej, wszystkie zadania badawcze zostaly zrealizowane, tematyka
badawcza jest spdjna. Opublikowane badania zostaty dobrze zaplanowane a wyniki w
solidnie przedyskutowane.

Stwierdzono, zZe:
» Bakterie z rodzaju Lactobacillus wydzielaja kwasy organiczne specyficznie
gatunkowo np. L. crispatus i L. gasseri wydzielaja poza kwasem mlekowym
i bursztynowym réwniez kawas cytrynowy. Sita dziatania antybakteryjnego
na P. mirabilis zalezy nie tylko od gatunku Lactobacillus, ale rowniez od
szczepu. Wyjasniono réwniez mechanizm dziatania kwaséw organicznych na
P. mirabilis (zaburzenie funkcji btony komoérkowej u P. mirabils)



» Niektore szczepy Lactobacillus, a w szczego6lnosci L. gasseri wykazujg zdolno$¢
do hamowania Krystalizacji mineralnych sktadnikéw moczu i tym samym
powstawania krysztatéw struwitu i apatytu.

» Zasugerowano mechanizm hamowania tworzenia infekcyjnych kamieni
moczowych w obecnosci Lactobacillus. Udowodniono, Ze ma on zwigzek z
odziatywaniem izoformy L-kwasu mlekowego z ureazg P. mirabilis i
blokowaniem aktywno$ci tego enzymu.

» Pokazano, ze polisacharydy i biatka zewngtrzkomérkowo wydzielane przez
Lactobacillus maja wptyw na agregacje krysztatow struwitu. Proces ten jest
specyficzny gatunkowo (L. jensenii wptywa na zwiekszenie krysztatow; L.
gasseri hamuje powstawanie krysztatow).

» Pozakomoérkowe substancje wydzielane przez L. gasseri moga redukowac
adhezje uropatogennej P. mirabilis do komoérek nabtonka pecherza
moczowego (badania in vitro na linii komdérkowej HCV-29), a substancje
wydzielane przez L. gasseri obnizaja efekt cytotoksyczno$ci wobec komorek
pecherza moczowego spowodowany obecno$cia P. mirabilis.

Zastosowane metody, interpretacja i prezentacje wynikow opublikowanych
odpowiadaja miedzynarodowym standardom, co zostalo réwniez docenione
i zaakceptowane przez recenzentow artykutéw ujetych w dysertacji naukowe;j.

Tematyka badawcza Doktorantki nawigzuje do obecnego trendu badania mechanizméw
ZUM i powstawania kamieni nerkowych. Moim zdaniem zamierzony cel stanowigcy
podstawe Doktoratu zostat osiggniety.

5. Praktyczne zastosowanie uzyskanych wynikow
Uzyskane wyniki badan przedstawione w dysertacji naukowej moga by¢ przydatne w

cenie przydatno$ci wybranych gatunkéw/szczepéw Lactobacillus u pacjentow z
zidentyfikowang infekcja P. mirabilis jako probiotykéw lub postbiotykéw, ktoére beda
wspomagaly leczenie ZUM oraz zapobiegaty tworzeniu kamieni nerkowych.

6. Pozostale uwagi

Wyniki badan Doktorantki byly finansowane w ramach programu ,Inicjatywa
Doskonatosci-Uczelnia badawcza (IDUB) - Doktoranckie Granty Badawcze pt.
»Zewnatrzkomoérkowe substancje wydzielane przez Lactobacillus jako czynnik modulujacy
krystalizacje w infekcyjnej kamicy moczowej powodowanej przez Proteus mirabilis”.

Pani Dominika Szczerbiec jest réwniez wspotautorem 2 publikacji o tacznym IF
11,473 oraz 210 pkt wedtug listy MEIN. Prace opublikowano w roku 2021. W nich
Doktorantka nie jest wiodagcym wspétautorem. Dorobek ten nie wchodzi w sktad rozprawy
doktorskie;j.



Aktywno$¢ naukowa to rowniez udziat w 3 konferencjach naukowych zagranicznych w
latach 2021, 2022 i 2023 oraz w 4 konferencjach o zasiegu krajowym (wspoétautor 4
posteréw i 1 prezentacji ustnej).

7. Pytania do Doktorantki

1.  Jakie zmiany jakoSciowe i iloSciowe zachodzg na poziomie komensalnej mikrobiota
w przypadku ZUM ?

2. Jakie cechy powinien spetnia¢ szczep bakterii, aby mégt by¢ uznany za probiotyczny?

3.  Nawigzujac do przeciwdrobnoustrojowego dziatania kwaséw organicznych
wydzielanych przez Lactobacillus na P. mirabilis, doktorantka bada przezywalno$¢
uropatogennej bakterii poprzez barwienie jodkiem propidyny i stosowanie
spektrofluorymetru. W jaki inny spos6b mozna oznaczy¢ czy bakteria jest zywa czy
martwa, oczywiscie poza metodami klasycznej mikrobiologii?

4. W sktadzie sztucznego moczu Doktorantka nie zastosowata jonow zelaza, prosze
wyjasnic¢ dlaczego? Wiadomo, Ze Zelazo jest podstawa réznych proceséw zyciowych
bakterii, wobec tego jak radzi sobie z tym Lactobacillus ?

5. Jak odrézni¢ kamienie struwitowe od kamieni apatytowych?

8. Podsumowanie

Badania prowadzone przez Doktorantke oraz uzyskane wyniki sg waznymi etapami
zrozumienia interakcji jakie zachodza w uktadzie moczowymi miedzy mikrobiotg
komensalng a patogenami. Patogeneza ZUM o etiologii Proteus mirabilis jest co prawda
znana, podobnie jak przyczyna powstawania kamieni nerkowych, ale zwigzek wytwarzania
kamieni nerkowych w zaleznosci od sktadu mikrobioty w uktadzie moczowym jest tematem
caty czas aktualnym i wymagajacym wyjasnienia.

Prace sg wysokiej jakoSci i zostaly docenione przez recenzentow i edytora w
czasopismach naukowych. Kazda z przedstawionych prac wnosi nowosci naukowe,
metodologia badawcza jest rzetelne przedstawiona a wyniki udokumentowane. Udziat
Doktorantki w powstawaniu publikacji naukowych pod wzgledem koncepcyjny,
wykonawczy oraz edytorskim oceniam wysoko.

9. Whniosek koncowy
Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Dominiki Szczerbiec odpowiada
wymogom Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2018 r. poz. 1668) stawianym pracom doktorskim. W zwigzku z tym zwracam sie do Komisji
Uniwersytetu hLodzkiego ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o
dopuszczenie mgr Dominiki Szczerbiec do dalszych etapow postepowania doktorskiego.

Podpis
dr hab. Beata Krawczyk, prof. uczelni PG
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