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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pana mgr. Bartosza Roszniowskiego

pt.: ,,Charakterystyka genetyczna fagow tagodnych i litycznych, specyficznych dla Burkholderia

cenocepacia i Klebsiella pneumoniae”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Bartosza Roszniowskiego zostata
wykonana w Zakladzie Biologii Patogenéw i Immunologii, Instytutu Genetyki i Mikrobiologii,
Wydziatu Nauk Biologicznych, Uniwersytetu Wroctawskiego, pod kierunkiem i opiekg naukowa
promotora prof. dr hab. Zuzanny Drulis-Kawy. Tematyka rozprawy doktorskiej Pana mgr. Bartosza
Roszniowskiego jest kontynuacja badan realizowanych przez zesp6t Pani Profesor, ktore dostarczaja
wiele oryginalnych i warto$ciowych danych dotyczacych biologii i genetyki bakteriofagéw. Biorage
pod uwage zaréwno niezmiernie wazng role ekologiczna odgrywang przez bakteriofagi, jak rowniez
ogromne zainteresowanie tymi wirusami ze wzgledu na mozliwo$¢ zastosowania w biotechnologii
oraz medycynie, poznanie nieopisanych dotad fagéw jest bardzo istotnym celem naukowym.

Pan mgr Bartosz Roszniowski podjal si¢ w pracy genetyczne] charakterystyki fagow
namnazajacych si¢ w szczepach Burkholderia cenocepacia oraz Klebsiella pneumoniae, ktore
Doktorant zaklasyfikowat odpowiednio jako szczepy srodowiskowe (B. cenocepacia) oraz kliniczne
(K. pneumoniae). Praca doktorska ma klasyczny, typowy uktad dla rozpraw z dziedziny biologii.
Rozpoczyna si¢ obszernych Wstepem, w ktorym Doktorant przedstawit klasyfikacje taksonomiczng
bakteriofagéw oraz szczegélowo opisal cykle zyciowe bakteriofagéw i mechanizmy opornosci
bakterii na infekcje fagowe. Omowil takze wyczerpujaco rolg bakteriofagow w horyzontalnym

transferze genow, uwzgledniajac réwniez ich wplyw na $rodowisko i ewolucje mikroorganizmow.
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Wstep Autor konczy charakterystyka bakterii Burkholderia cenocepacia i Klebsiella pneumoniae,
ktorych bakteriofagi byty obiektem badan. Wstep jest napisany bardzo dobrze w oparciu o doglgbnie
przeanalizowane Zrédta literaturowe. Pojawiajace si¢ bledy literowe czy stylistyczne nie umniejszaja
wartosci naukowej rozprawy. Nalezy tez podkresli¢, ze wszystkie przedstawione w tej czesci pracy
informacje przydaty si¢ podczas analizy oméwionych w rozprawie wynikéw Doktoranta.

Celem rozprawy doktorskiej Pana mgr. Bartosz Roszniowski byto: (i) poréwnanie (ilosciowe
i jakosciowe) genoméw réznych szczepdéw obu analizowanych gatunkéw bakterii, pod katem
obecnosci profagow, (ii) weryfikacja hipotezy o tendencji do agregacji wiruséw tagodnych lub ich
elementéw, w zaleznosci od ich $rodowiska bytowania, (iii) poznanie organizacji genomow
profagowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem genow koduja,cyph potencjalne czynniki zjadliwosci,
jak réwniez biatka sprzyjajgce adaptacji gospodarza do warunkéw bytowania oraz posiadajace
potencjat terapeutyczny. Kolejnym waznym zadaniem jakie postawit przed sobg Pan mgr Bartosz
Roszniowski byla bioinformatyczna charakterystyka sekwencji genomowych bakteriofagow AP3,
KP15 oraz KP27, znajdujacych si¢ w kolekcji grupy badawczej prof. Z. Drulis-Kawy. Autor wskazat
rowniez dodatkowy cel pracy, ktérym bylo opracowanie optymalnej metodologii, ktora zwiekszytaby
efektywnos¢ analiz in silico podejmowanych w tego typu projektach badawczych.

W rozdziale Materialy i Metody Autor skrupulatnie opisal przebieg badan i narzedzi
bioinformatycznych, ktére postuzyty do ich przeprowadzenia. Bardzo szczegblowa lista
zastosowanych programéw i precyzyjne omdwienie ich mozliwosci pozwalajg na odtworzenie
przebiegu analiz i réwnocze$nie stanowig cenne kompendium wiedzy na temat prowadzania
efektywnych analiz in silico w celu identyfikacji i charakterystyki genoméw wirusowych.

Najobszerniejsza czeg$¢ ocenianej pracy stanowig wyniki wiasne Doktoranta, z ktorych
przewazajgca cze$é zostata juz opublikowana w renomowanych anglojezycznych czasopismach. W
dwoch publikacjach Pan mgr Bartosz Roszniowski jest pierwszym autorem [Roszniowski, B., Latka,
A., Maciejewska, B., Vandenheuvel, D., Olszak, T., Briers Y., Holt GS., Valvano MA., Lavigne, R.,
Smith, DL., Drulis-Kawa Z. 2017. The temperate Burkholderia phage AP3 of the Peduovirinae shows
efficient antimicrobial activity against B. cenocepacia of the IlIA lineage. Applied Microbiology and
Biotechnology, 101(3), 1203-1216; Roszniowski B., McClean S., Drulis-Kawa Z. 2018.
Burkholderia cenocepacia prophages - prevalence, chromosome location and major genes involved.
Viruses, 10(6), 297], w trzeciej za$ drugim autorem [Maciejewska B., Roszniowski B., Espaillat A.,
Kesik-Szeloch A., Majkowska-Skrobek G., Kropinski A.M., Briers Y., Cava F.,Lavigne R., Drulis-

Kawa Z. 2017. Klebsiella phages representing a novel clade of viruses with an unknown DNA
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modification and biotechnologically interesting enzymes. Applied Microbiology and Biotechnology,
101(2), 673].

Autor w swojej dysertacji przeprowadzil szczegotows charakterystyke genomu bakteriofaga
AP3 Burkholderia cenocepacia, jak réwniez bakteriofagéw KP15 i KP27 Klebsiella pneumoniae.
Przeprowadzona analiza umozliwila stworzenie precyzyjnych map genomowych wraz z
odpowiednimi tabelami anotacji sekwencji -kodujacych i niekodujgcych. Dodatkowo wykonat
poréwnanie organizacji genomow tych bakteriofagéw z genomami innych fagéw pokrewnych.

Kolejne badania Doktoranta mialy na celu okreslenie wystgpowania, lokalizacji i
charakterystyki profagow specyficznych wobec dwoch analizowanych bakteryjnych gospodarzy. We
wszystkich 16 analizowanych genomach B. cenocepacia wykryto 63 potencjalne sekwencje
profagowe. Natomiast w 139 analizowanych genomach ‘K. pneumoniae brak sekwencji
charakterystycznej dla bakteriofagéw stwierdzono w 12 szczepach, zas w pozostatych 127 wykryto
79 potencjalnych sekwencji profagowych. Autor wskazat tez te sekwencje profagowe, ktére moga
sktada¢ sie na kompletny genom potencjalnych czastek wirusowych. Zidentyfikowane liczne,
niekompletne sekwencje profagowe moga natomiast $wiadczy¢ wedtug Autora o zdolnosci szezepow
B. cenocepacia do udomowienia profagdw, co zapewnia dodatkowg pulg gendéw potencjalnie
przydatnych dla tej bakterii. Przeprowadzona przez Doktoranta analiza sekwencji profagowych pod
katem wystepowania potencjalnych genéw wirulencji, wykazata obecno$¢ m.in. genéw systemu
sekrecji typu VI (T6SS), toksyna-antytoksyna, autotransporteréw, lekoopornosci czy systemow
pobierania zelaza. W przypadku fagéw tagodnych K. penumoniae najwigksza grupe czynnikow
zjadliwosci stanowily systemy sekrecji (T6SS), natomiast najczgstszymi, wykrywanymi obcymi
genami w sekwencji profagow B. cenocepacia byty te kodujace transportery nalezace do rodziny
MFS, warunkujace lekoopornos¢ bakterii.

Pomimo wysilku jaki niewatpliwie Doktorant wlozyt w opracowanie wynikéw, to wyraznie
odczuwam brak danych pochodzacych z klasycznych prac eksperymentalnych, ktére niewatpliwie
wzbogacilyby tres¢ pracy i przyniosty duzo interesujacych informacji. My$le chociazby o zbadaniu
wlasciwosci biologicznych charakteryzowanych fagow AP2, KP15 i KP27, tj. okreslenie zakresu ich
gospodarzy, efektywnosci adsorpeji do komérek gospodarza, czy tez stabilno$ci wobec réznych
czynnikéw fizycznochemicznych. Ciekawym byloby réwniez podjecie proby indukeji profagow,
wizualizacji czastek fagowych z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej czy tez analiza
funkcjonalna w gospodarzu heterologicznym wybranych modutéw genetycznych zidentyfikowanych

w fagach. Czy tego typy badania sg planowane?
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Czytajac wyniki napotkatam kilka niefortunnych sformutowan. Opisujgc zidentyfikowane
czynniki zjadliwosci Autor stwierdza, cytuje: ,,System sekrecji typu VI (T6SS) sktada si¢ z utozonych
obok siebie biatek (do 21) i posredniczy w antagonistycznych interakcjach pomigdzy réznymi
gatunkami bakterii Gram-ujemnych” oraz, cytuje: ,, ... konserwatywny gtrB, ktory bierze udziat w
unikaniu odpowiedzi immunologicznej”. Przypuszczam, ze sg to swego rodzaju skroty myslowe,
ktérych jednakze nalezaloby sie wystrzega¢ w pracach naukowych. Kolejna uwaga dotyczy
zidentyfikowanego genu iroE, ktéry wedlug Autora koduje salmocheling. Autor pisze, cytuje:
.Podobnie jak w przypadku enterobaktyny, salmochelina uwazana jest za biatko o najwiekszym
znanym powinowactwie do jonéw zelaza”. Zaréwno enterobaktyna, jak i salmochelina to siderofory
katecholowe, natomiast gen iroE wchodzi w sktad obszernego lokus iroBCDEN, kodujacego bialtka
odpowiedzialne za glikozylacje enterobaktyny do salmocheiiny, jak rowniez pobieranie tego
sideroforu w kompleksie z zelazem. Chciatabym jednak podkresli¢, ze obecnos¢ tych blgdow w pracy
pozostaje bez wptywu na mojg pozytywna oceng catej rozprawy doktorskie;.
Przedstawione w rozprawie wyniki zostaly szczegélowo skonfrontowane z danymi
literaturowymi w Dyskusji. Dobrym pomystem bylo rozdzielenie tego rozdziatu pracy na dwie
niezalezne dyskusje dotyczace wynikéw uzyskanych dla poszczeg6lnych bakteryjnych gospodarzy,
jak rowniez przedstawienie ostatecznego podsumowania. Chcialabym zaznaczy¢, ze kazdy aspekt
wynikéw zostat w Dyskusji doglgbnie omoéwiony. Autor poréwnal omawiane patogeny pod
wzgledem ilosciowej i jakosciowej obecnosei profagéw. Z duzym zainteresowaniem czytalam tg
cze$¢ rozprawy i cheiatabym podkre$li¢ dojrzato$¢ naukowg Doktoranta i znajomosc¢ problematyki
zwigzanej z biologig bakteriofagdw.
Nalezy réwniez podkresli¢, ze duza cze$¢ rozprawy doktorskiej stanowig materialy
uzupelniajgce zawierajace liczne tabele i figury, ktére dopetniajg informacje zawarte w pracy.
Stanowig one obszerne zrodlo danych dla szczegdtowej charakterystyki genoméw opisanych
bakteriofagow.
Czytajac prace nasunelo mi sie kilka pytan, prosze o ustosunkowanie si¢ do nich Doktoranta:
1. Jak skomentowalby Pan brak sekwencji profagowych w 12 analizowanych genomach K.
pneumoniae? Czy nie wynika to przypadkiem z zastosowanego narzedzia bioinformatycznego?
A moze te szczepy posiadajg jakies szczegdlne mechanizmy opornosci na infekcje fagowe?

2. Ktory sposrod zidentyfikowanych profagéw bylby najciekawszym obiektem dalszych badan
wedlug Doktoranta?

3. Jakie zastosowanie praktyczne mogg mie¢ wyniki uzyskane w ramach tej rozprawy doktorskiej?
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Podsumowujgc, pomimo uwag wyrazam duze uznanie dla osiaggni¢¢ Pana mgr. Bartosza
Roszniowskiego. Przedstawione w rozprawie analizy in silico z pewnoscig byly czasochtonne, a
obszerna pula otrzymanych danych wymagata od Doktoranta duzych umiejgtnosci analitycznych w
celu ich wiasciwej interpretacji. Dlatego uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
wnosi oryginalny wktad do bardzo waznego obszaru wiedzy jakim jest wirusologia. Autorowi udato
sie bowiem w pracy przedstawi¢ nowe, wazne tresci, ktore potwierdzajg koewolucje bakteriofagow i
ich gospodarzy, a takze wskazuja na istotng rol¢ profagéw w nabywaniu wirulencji bakterii.

Na zakoficzenie uwazam, ze oceniana praca spelnia wszystkie wymogi formalne stawiane
rozprawom doktorskim okre§lonym w art. 13 Ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. z 2003 r., nr 65, poz.595 z poz. zm.) 1
uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk medycznyvch w dyscyplinie biologia. Zatem,
wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o

dopuszczenie Pana mgr. Bartosza Roszniowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

dr hab. Adrianna Raczkowska

ul. llji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
tel.: 22 55 41 310, faks: 22 55 41 402
e-mail: ad.raczkowska@uw.edu.pl
http://www.biol.uw.edu.pl



