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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Bartosza Roszniowskiego
pt. ,Charakterystyka genetyczna fagéw tagodnych i litycznych, specyficznych dla

Burkholderia cenocepacia i Klebsiella pneumoniae”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Bartosza Roszniowskiego zostata
wykonana pod kierunkiem Pani Profesor Zuzanny Drulis-Kawy, w Zaktadzie Biologii
Patogen6w i Immunologii, na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego.
Praca dotyczy bakteriofagéw zwigzanych z istotnymi z punktu widzenia problemoéw
medycznych patogenami bakteryjnymi: Burkholderia cenocepacia i Klebsiella pneumoniae.

Praca ma charakter tradycyjnej monografii, obejmujacej takie typowe rozdziaty jak
Wstep, Cel pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Bibliografia. Nietypowe jest
umieszczenie dwdch podrozdziatéw o charakterze dyskusji wewnatrz rozdziatu Wyniki.
Ponadto uwzgledniono elementy pomocnicze jak Spis tresci, Streszczenie, anglojezyczny
Abstract, a takze bardzo obszerne Materiafy uzupetniajqce, zawierajgce kilkadziesiat tabel
i rysunkdw prezentujacych dane uzyskane w toku realizacji projektu doktorskiego. Struktura
pracy jest wigc w wigkszosci typowa i poprawna, ewentualnie mogtaby zostaé poszerzona

o brakujacy spis skrétéw oraz wyodrebnione wnioski.
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Przystgpujac do analizy tresci przedstawionej do oceny pracy, chciatabym zaczaé
od przejrzystego i dobrze napisanego wstepu. Znajdujemy w nim aktualne informacje na
temat klasyfikacji taksonomicznej bakteriofagdw, dos¢ szczegétowa prezentacje tzw. cykli
zyciowych bakteriofagéw, opis mechanizméw opornosci bakterii na bakteriofagi, opis roli
bakteriofagbw w horyzontalnym transferze genéw i dywersyfikacji Prokaryota, a takie
charakterystyke gatunkéw bakterii, ktérych fagi byly przedmiotem badan. Wstep nie jest
szczegolnie obszerny, ale daje dobrg podstawe teoretyczng dla zrozumienia pozostatych
czesci rozprawy. W zakresie merytorycznym mam do tej czesci pracy nastepujace uwagi:

1. Uwageg dotyczacy informacji znajdujacej sig¢ na stronie siédmej, wg. ktorej fagi
zawierajace jednoniciowe RNA obejmujg zaréwno takie o polarnosci dodatniej
jak i polarnosci ujemnej. Wedtug mojej najlepszej wiedzy do tej pory nie zostaty
zidentyfikowane zadne fagi RNA z nicig o polarnosci ujemnej. Jedli znalazly sie wéréd
najnowszych odkry¢, to powinny zostaé wymienione w pracy, szczegdlnie w tabeli
nr 1, w ktdrej znajdujemy jedynie Leviviridea (ssSRNA(+)).

2. Uwage dotyczg opisu powstawania kapsydu fagowego (str. 14)- warto bytoby go
uzupetni¢ o faze¢ dojrzewania, ktéra nie zostata wspomniana, a ktéra jest kluczowa
u niektorych fagébw, w tym u wspomnianego faga T4. Obejmuje ona
tzw. dojrzewanie proteolityczne oraz inkorporacje biatek dekoratywnych,
modulujgcych interakcje bakteriofaga z otaczajgcym go srodowiskiem.

3. Nie jest jasne, dlaczego w opisie mechanizméw opornoséci bakterii na fagi typu
~restrykcja-modyfikacja” modyfikacia DNA przez metylazy znalazta sie jako
alternatywa dla trawienia DNA fagowego przez enzymy restrykcyjne. W dalszej
czgsci opisano zgodnie z prawdg, ze metylacja ma role ochronng dla fagowego DNA
(zatem odwrotng niz restrykcja). Zatem trudno bytoby uznaé metylacje

za mechanizm przyczyniajacy sie do ochrony bakterii przed fagami.

Pod wzgledem edytorskim rozdziat Wstep jest przygotowany na akceptowalnym
poziomie, ale zawiera dos¢ liczne biedy literowe, jezykowe (na przyktad ,potwierdza

twierdzenie” na str. 25, ,polegajacego na poprzez niszczeniu” na str. 18), a nawet
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ortograficzny (,,nie mniej” na stronie 26 powinno mie¢ pisownie faczna). Poza tym wszystkie
rysunki sg opisane jako ,figury” i tak cytowane w tekscie rozprawy. Wydaje sie, ze wiasciwe
bytoby jednak uzycie polskiego stowa ,rysunek” lub tradycyjnie ,rycina”, natomiast uzyta
forma ,figura” zostata przeniesiona wprost z jezyka angielskiego i nie jest poprawna
w wypadku pracy pisanej w jezyku polskim. Ta uwaga dotyczy catego tekstu rozprawy,
poniewaz ,figura” jako okreslenie rysunku pojawia sie takie w innych rozdziatach. Same
rysunki sg bardzo starannie przygotowane, sg tez estetyczne i dobrze wspierajg zrozumienie

omawianych we wstepie tresci.

Rozdziat Cel pracy obejmuje okoto jednej strony opisu i przedstawia uzasadnienie dla
przeprowadzonych badan, odwotujac sie do wielolekoopornoéci bakterii jako narastajacego
w skali globalnej problemu oraz do bakteriofagéw i biatek fagowych jako potencjalnego
zrédta terapii alternatywnych dla antybiotykoterapii. Zawiera tez krétkie uzasadnienie
wybranego przedmiotu badan, jakim sg fagi atakujace Burkholderia cepacia i Klebsiella
pneumoniae. Niestety sam cel pracy zostat przedstawiony raczej jako lista wykonanych
zadan i zatozen. Ukiadajg sie one w pewng cato$é, wskazujgc na poréwnanie obecnosci
profagéw w badanych szczepach bakteryjnych, ocene zaleznosci od $rodowiska bytowania,
analizg organizacji wybranych genomdw fagowych. Podano te:z pewng liczbe celéw
okreslonych jako cele dodatkowe. Jednak bardzo brakuje mi sformutowanego wprost
gtéwnego celu badawczego i hipotezy badawczej, ktére moim zdaniem powinny by¢

w pracy doktorskiej jasno okreglone.

Rozdziat Materialy i metody moze w pracy o charakterze bioinformatycznym stanowi¢
spore wyzwanie. Klasyczne protokoly laboratoryjne majg bowiem niezupetnie przystajacy
do tego typu pracy format i role. Pan mgr Roszniowski zmierzyt sie z tym wyzwaniem
umieszczajac obszerne opisy poszczegblnych metod i narzedzi, ktadgc nacisk na wyjasnienie
w jaki sposéb dziatajg i do jakich zastosowan moga byé wykorzystywane. Jest to cenny
element pracy. Zastosowane metody sg adekwatne i sg aktualne, co réwniez stanowi
wyzwanie w przypadku btyskawicznie sie rozwijajacego i zmieniajacego obszaru, jakim jest

analiza bioinformatyczna. Uwazam, ze na docenienie zastuguje dbatosé o wiarygodnos¢
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uzyskiwanych wynikéw, ktéra skionita Doktoranta aby poza prostymi metodami anotac;ji
automatycznej dokonat jej tzw. recznej weryfikacji, co znacznie podniosto jakos¢
przeprowadzonej analizy. Ponadto nalezy docenié¢ fakt, ze przeprowadzone analizy zostaty
czgéciowo wykorzystane do uaktualnienia danych udostepnionych w bazie GenBank.

Do tego rozdziatu mam nastepujace uwagi:

1. W tresci pracy znalaztam odwotania do narzedzi, ktérych nie znajduje w rozdziale
Materialy i metody, sq to CoreGenes 3.5, CRISPRfinder, ARAGORN, oraz
ClustalOmega (w ostatnim przypadku podano odniesienie do innej wersji narzedzia
z tej rodziny czyli Clustalw)

2. Na stronie 40. znalazta sig informacja, ze ,do sekwencji kodujacych zalicza sie geny
(...), sekwencje regulatorowe oraz inne elementy (...)"”. Jest to stwierdzenie btedne,
poniewaz typowe sekwencje regulatorowe jak promotory czy enhancery nie s3
sekwencjami kodujacymi.

3. Na podstawie przedstawionego opisu nie jest jasne jak prowadzono eliminacje
niekompletnych lub watpliwych ORF (str. 43), wartosciowe byloby rozwiniecie tego
punktu.

4. Na stronie 52. znajdujemy informacje, ze terminator powinien zawiera¢ minimum
4 nukleotydy tworzace petle, natomiast na rysunku 8. drugi przyktad terminatora
zawiera 3 takie nukleotydy. Skad ta rozbiezno$é?

5. Miejsce startu transkrypcji to ,transcription start site” czyli TSS, a nie jak podano w
pracy kilkukrotnie na stronie 45. ,TTS”. TTS jest skrotem wiasciwym dla miejsca
terminacji transkrypcji: , transcription termination site”.

6. Tytut podrozdziatu nr 4.2.6.2 ma zupetnie inng forme niz wszystkie pozostate tytuty
zastosowane w tej czesci, niepasujgcg do przyjetej konwengiji.

7. Odsytacze zawarte w rozdziale Materialy i metody zawierajg bfedy lub niescistosci.
Na stronie 52 znajdujemy odsytacz do ,Ryciny X”. Na stronie 54 jest informacja
o danych zatgczonych w formie zatacznikéw 1 i 2 — nie znajduje takich zatacznikéw
w pracy.

8. Rozdziat Materiafy i metody zawiera niestety bardzo liczne omytki literowe,

interpunkcyjne i jezykowe, a takie niedokoriczone linijki tekstu przeniesione do
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nastepne;j linii (str. 33 i 44). Niektére z nich powodujg trudnosci ze zrozumieniem
tekstu, a nawet niezgodnosci merytoryczne, jak nazwa miejsca wigzania rybosomow,
ktéra poprawnie powinna brzmie¢ Shine-Dalgarno (str. 42). Uwazam tez, ze w pracy
naukowej powinna by¢ stosowana jednolita nomenklatura i sposéb zapisu,
tymczasem w tej pracy wystepuja na zmiane rézne wersje. Skrét dla powyzszej
nazwy to albo SD albo S-D, nazwy narzedzi to BLASTn lub blastn,
Pfam/pfam/Pfam/pfam. Zupetnie losowo jest tez stosowane okreslenie anotacja

i adnotacja.

Wyniki przedstawione w pracy dotyczag zaréwno unikalnego bakteriofaga AP3,
wyizolowanego w ramach prac zespotu Zaktadu Biologii Patogenéw i Immunologii,
jak i sekwencji o charakterze profagéw lub potencjalnych profagéw, ktére zidentyfikowano w
bazach danych. Na docenienie zastuguje fakt, ze wyniki prac dotyczacych bakteriofaga AP3
zostaty opublikowane w pismie Applied Microbiology and Biotechnology (2017) a Doktorant
petni w tej publikacji role pierwszego autora. Charakterystyka genomu faga pozwolita
na identyfikacjg elementéw genetycznych (szczegétowe dane zawarto w tabeli nr 7).

Bardzo interesujgca jest identyfikacja i charakterystyka profagéw zidentyfikowanych
w genomach bakteryjnych. Zaskoczyta mnie spora liczba sekwencji fagowego pochodzenia, ktére
udato sig zidentyfikowa€. Ich analiza wskazuje za$ na aktywne ,udomawianie” bakteriofagéw
przez ich gospodarzy. Sugeruje takie, ze fagi te mogq sie przyczynia¢ do przenoszenia do
genomu gospodarza gendw opornosci na zwigzki przeciwbakteryjne.

W czeéci poswieconej fagom Klebsiella znajdujemy obserwacje wskazujgce na réinice
w liczbie promotoréw i terminatoréw, wystepujace pomiedzy dwoma badanymi blisko
spokrewnionymi fagami. Zaproponowano ciekawe wyjasnienia mozliwego mechanizmu
powstania tych réznic. Mam nadzieje, ze zostang w przyszlych badaniach zweryfikowane. W tej
czgsci znajdujemy takze bardzo dobrze opracowane graficzne prezentacje genoméw fagowych.
Przeprowadzono tez analize wystepowania, przynaleznosci taksonomicznej i czynnikéw
wirulencji u profagdw. Przyporzadkowano taksonomicznie imponujacy liczbe regiondéw, ktére

poprzednio pozostawaty nieckreslone. Wykryto tez wystgpowanie pieciu typédw potencjalnych
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czynnikéw wirulencji. Jest to bardzo porzadnie wykonana analiza, obejmujaca pokrewieristwa
sekwencji, stanowiaca bardzo ciekawg czes¢ pracy.

Do rozdziatu Wyniki mam nastepujgce pytania i uwagi:

1. Na stronie 66 znajdujemy informacje o zlokalizowaniu czterech promotoréw
gospodarza. Ze wzgledu na ich specyficzne potozenie zdaniem Doktoranta jest
prawdopodobne, ze obejmujg one transkrypcje genéw wczesnych, $rodkowych
i poinych. Niestety nie wyjasniono o jakie konkretnie potozenie chodzi. Jest tez
zastanawiajgce, dlaczego promotory gospodarza miatyby by¢ efektywne w wypadku
gendéw pdéinych,

2. Skoro profagi wydajq sie najczestsze w chromosomie nr 1, interesujaca dla czytelnika
bytaby informacja na jakiej zasadzie chromosomy badanych szczepéw bakteryjnych s
numerowane. Czy jest to wylgcznie kwestia historyczna/tradycyjna, oparta
na homologii do pierwszych sekwencjonowanych izolatéw?

3. Zidentyfikowano sekwencje CRISPR. Ciekawa bytaby informacja o ewentualnych
homologiach pomiedzy sekwencjami protospaceréw a sekwencjami zidentyfikowanych
w tych genomach profagéw. Czy byty badane?

4. Na stronie 66 znajdujemy informacje, ze sekwencje uzyte do poréwnania obejmowaty
wirusy wykazujgce co najmniej 85% podobieristwa, wraz z odsytaczem do tabeli nr 9.
Jednak w tabeli wszystkie poziomy podobiefistw sg znacznie niisze: najwieksze
to 61,9% (przewazaja takie ponizej 50%).

5. Metoda ,WGS” to ,whole genome sequencing” a nie “whole genome shotgun” (str. 68)

6. Na stronie 73 znajdujemy informacje, ze ,BCC reprezentuje grupe bakterii, ktérych
genom podzielony jest na dwa lub trzy chromosomy”, podczas kiedy tabela nr 5
wymienia rowniez taki szczep, ktéry ma jeden chromosom.

7. Wyjasnienia, a moze korekty, wymaga opis mechanizmu integracji faga AP3.
Rekombinacje nie zachodzgq bowiem pomigedzy attP oraz attl, a pomiedzy attP a attB,
natomiast sekwencja attL jest produktem tej rekombinacji. Zastanawiajgce jest tez,
ze miejsce rekombinacji (czyli fragment DNA) jest nazywana ,integrazg”, co jest
zwyczajowq nazwg enzymu poéredniczacego w catym procesie. Czy nalezy rozumied,

ze zachodzgca rekombinacja dzieli (jak opisano w pracy) gen kodujgcy enzym integraze?
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8. Niestety réwniez w tym rozdziale wystepujg liczne omytki o charakterze literéwek,
powtdrzen i drobnych btedéw jezykowych, w tym powtdrzen, btednej odmiany lub
nieodpowiednich przyimkéw. Warto pamieta¢ o tym, ze stowo ,il0$¢” powinno byé
stosowane w wypadku rzeczownikéw niepoliczalnych, natomiast do policzalnych
(jak fagi, geny, promotory itp.) powinno sie stosowaé ,liczba”. Znajdujemy tez
powtdrnie btad polegajacy na roztgcznej pisowni ,nie mniej” (str. 94) oraz przestrzeni
»miedzy genowej”, a takze pewng liczbe btedéw interpunkcyjnych. Odsytacze nie majg
jednolitego formatu: stowa ,tabela” i ,figura” s pisane wielkg lub maty literg, zdarzyt
sig takze skrot ,Fig.”. Nazwy anglojezyczne sg pisane w réznym formacie: kursywg lub
pismem zwyklym, wielkimi literami lub matymi literami. Niektore skréty, jak ,BCC” sg
rozszyfrowywane po raz drugi pomimo, ze byly juz zidentyfikowane w poprzednich
rozdziatach. Tabele nr 9 wystepujga dwie: na stronie 67 i na stronie 69. Na stronie 73
znajduje sie odsytacz do tabeli nr 2, podczas kiedy tekst wskazuje, ze chodzi o tabele
nr 10. Cze$¢ rysunkéw nie ma w legendzie informacji co do znaczenia poszczegéinych
koloréw, jakie zastosowano w grafice. W kilku miejscach wystepuja niedokoriczone

i przeniesione linijki tekstu.

Dyskusja ma w tej pracy nietypowa forme, poniewaz na koricu kazdej z tematycznych czedci
Wynikéw znajdujemy dotyczacy ich dyskusje, a nastepnie odrebny rozdziat Dyskusja. Sam
rozdziat Dyskusja jest bardzo okrojony (4 strony), ale tacznie z poprzedzajagcymi go
podrozdziatami Wynikéw stanowi do$¢ kompletne podsumowanie i pozwala ulokowaé
przedstawione w pracy obserwacje na ,mapie” wspétczesnego stanu wiedzy o bakteriofagach.
Zastosowano wiasciwe odniesienia literaturowe, a takze poréwnano obserwacje dotyczace
réinych gospodarzy bakteryjnych. Zaproponowano przekonujgce wyjasnienia potencjalnych
mechanizmow zaobserwowanych prawidtowosci, odnoszac sie do ekologii i biologii gospodarzy
badanych fagéw. Szczegélnie ciekawa jest w mojej opinii czeéé poswiecona systemowi sekrecji
typu VI (T6SS) jako czynnikowi wirulencji- przedstawiono krytyczng analize jego znaczenia

biologicznego i pochodzenia. Do tego rozdziatu nie mam istotnych uwag, poza tym, ze:
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1. jest to rozdziat, w ktérym nalezatoby jasno wskaza¢ ograniczenia zastosowanych metod i
wynikajgce z nich ograniczenia co do moiliwego wnioskowania i interpretacii
otrzymanych wynikéw

2. wystepujg w nim rowniez omytki literowe i jezykowe, podobnie jak w poprzednich

czesciach pracy

Podsumowanie

Po doktadnym zapoznaniu sie z przedstawiong do oceny pracg stwierdzam, ze mimo
wskazanych niedociggnie¢ wystepujgcych gtéwnie w warstwie edycyjnej i jezykowej, zakres
wykonanych badan i uzyskanych wynikéw spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim.
Przeprowadzone badania dowodzg umiejetnosci w zakresie analiz bioinformatycznych, a
jednoczesnie wskazujg na zdolnosé do wyszukiwania powigzarn pomiedzy prawidtowosciami
identyfikowanymi przez narzedzia bioinformatyczne, a bardziej ogdlnymi prawami
biologicznymi mogacymi miec znaczenie praktyczne.

Stwierdzam, 2e Doktorant wykonat ciekawg i nowatorsky prace badawcza, wnoszacq
oryginalny wktad w zrozumienie wystepowania i biologicznej roli profagéw w szczepach
bakterii 0 znaczeniu klinicznym. Rozprawa zostata napisana zrozumiale, a zauwazone btedy
nie przekreslaja jej naukowej wartoéci. Przedstawiona do oceny rozprawa spetnia w mojej
ocenie wymagania stawiane ustawowo rozprawom doktorskim, dlatego przedstawiam
Wysokiej Radzie Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego wniosek o

dopuszczenie mgr Bartosza Roszniowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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