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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Barbary Maciejewskiej pt. ,.Przygotowanie
rekombinowanych endolizyn fagow Klebsiella-specyficznych i okreslenie ich aktywnosci
bakteriobojczej oraz wplhywu na komorki ludzkie™

Skutecznos¢ antybiotykoterapii w $wietle narastajacej liczby szczepow lekoopornych
oraz nieprawidlowosciach w stosowaniu antybiotykow w warunkach klinicznych jest obecnie
powaznym problemem o zasiegu miedzynarodowym. Wskazujg na to nie tylko dane kliniczne
lecz réwniez ilos¢ projektow naukowych, ktérych celem bezposrednim lub posrednim jest
poszukiwanie skutecznych, nowych metod walki z patogenami. Istotng obserwacja
wynikajaca z tych poszukiwan jest fakt, ze obok rozwigzan majacych za zadanie polepszenie
wlasciwosci farmakokinetycznych i/lub farmakodynamicznych ,.klasycznych” antybiotykow
(no$niki lekéw, modyfikacje chemiczne), na pierwszy plan wysuwaja si¢ szeroko rozumiane
terapie alternatywne. Badania nad nowymi zwigzkami o wlasciwosciach bakteriobojczych
(np. peptydy, kompleksy metali, nanozwigzki) czy tez wykorzystanie specyficznego efektu
bojczego bakteriofagbw wobec bakterii wymagaja podejscia interdyscyplinarnego, co
warunkuje optymalizacj¢ terapii do warunkéw klinicznych tj. maksymalna skutecznos¢ i
specyficznosci eradykacji bakterii przy mozliwie minimalnym efekcie ubocznym na komorki
eukariotyczne.

W s$wietle powyzszych rozwazan przedstawiona mi do recenzji praca to bardzo
ciekawy przyktad interdyscyplinarnego podejscia do aktualnego problemu naukowego,
ktérego konkretne rozwigzanie praktyczne ma potencjalne zastosowanie w lecznictwie. Mgr
Barbara Maciejewska w wykonanej przez siebie pracy doktorskiej podjeta udang probe
charakterystyki genoméw pieciu fagéw Klebsiella-specyficznych w kierunku identyfikacji i
analizy genow endolizyn oraz holin fagowych. W wyniku ekspresji genéw kodujacych
endolizyny, w tym zmodyfikowanego genu endolizyny faga KP34 oraz dwoch holin fagow
KP32 oraz KP34 uzyskala wysokooczyszczone biatka rekombinowane endolizyn o
aktywnosci amidazy, endopeptydazy oraz lizozymu z sygnalem peptydowym. Ponadto.
potwierdzita aktywnos$¢ przeciwbakteryjna powyzszych bialek rekombinowanych oraz brak
wlasciwosci cytotoksycznych wobec komoérek linii A549 z zastosowaniem testu MTT.
Uzyskane wyniki, opis metodyki pracy oraz wstep teoretyczne przedstawila w formie
rozprawie doktorskiej o budowie tradycyjnej dla prac doswiadczalnych. Praca liczy 183
strony i zawiera 59 rycin, 68 wykreséw (btad w numeracji wykresow w ich spisie; str. 177)
oraz 16 tabel. W ponizej recenzji odniostem si¢ do poszczegolnych czesci (rozdziatow) pracy
doktorskie;j:




Wprowadzenie

We wstepie pracy Autorka w sposob interesujacy i uporzadkowany przedstawia
strategie uwalniania bakteriofagéw z bakterii, koncentrujac si¢ na enzymach fagowych tj.
holinach, spaninach oraz w szczegdlnosci endolizynach. W przypadku endolizyn, Autorka
przedstawia ich klasyfikacje, wlasciwosci fizyko-chemiczne, specyficznos¢ oraz zastosowanie
praktyczne. Ta 28 stronicowa czg$¢ pracy napisana w sposob syntetyczny w pelni przybliza
tematyke czesci doswiadczalnej pracy, jej cel oraz doboér metod badawczych. Kolejnos¢
poszczegdlnych podrozdziatow jest logiczna. Na uwage zashuguje fakt, iz Autorka opisujgc
specyfike substratowg enzymow fagowych, ich termostabilno$¢ czy tez potencjat
antybakteryjny odnosi sie nie tylko do aspektu poznawczego powyzszych zagadnien lecz
rowniez aplikacyjnego. Wymiar praktyczny przeprowadzonych badan naukowych to
niewatpliwie zaleta rozprawy doktorskiej Pani mgr Barbary Maciejewskiej. Istotne
dopelnienie opisywanych zjawisk stanowig ryciny i wykresy, ktérych opisy powinny byc¢
jednak przettumaczone na jezyk polski, dotyczy to wykresu 1, str. 9; ryciny 1, str. 12 oraz
ryciny 8, str. 36. W tej czesci pracy wystepuja nieliczne btedy edytorskie jak ,,N-terminalny™,
str. 20; opis na rycinie 6, str. 21; ,,spectrum” str. 28. Ogdlnie praca jest dobrze zredagowana a
nieliczne btedy dotyczgce poprawnosci pisowni (biorac pod uwage jej objetos¢) nie wptywaja
na jej meritum, wiec nie bede ich cytowaé.

Cel pracy i hipotezy badawcze

Cel pracy jak rowniez hipotezy badawcze sformutowane jasno, w przemyslanym ciagu
logicznym zostaty w pelni zrealizowane. Autorka bardzo precyzyjnie okresla zakres pigciu
zadan przewidzianych do realizacji w czesci badawczej rozprawy skladajacych si¢ na
przygotowanie i przebadanie aktywnosci antybakteryjnej. a takze wplywu na komorki
ludzkie, endolizyn fagéw litycznych, specyficznych wobec Klebsiella: K11, KP15, KP27, KP32
oraz KP 36”. Dodatkowym celem byta charakterystyka i przebadanie aktywnosci
antybakteryjnej holin fagéw KP32 oraz KP34. Jedyne moje zastrzezenie do tej czesci
rozprawy budzi uogolnienie zwigzane z oceng ,,wptywu endolizyn fagowych na komorki
ludzkie”. Sadze, ze Autorka powinna opisywac¢ efekt badanych biatek rekombinowanych w
odniesieniu do linii komorkowej AS549 a nie uogolnia¢ wnioski z uzyskanych danych
eksperymentalnych w stosunku do szerokiego pojgcia jakim sa komorki ludzkie.

Materialy i Metody

Niewatpliwa zaleta pracy doktorskiej jest szeroki wachlarz metod jaki zastosowata w
niej Autorka. Obok narzedzi bioinformatycznych (18 aplikacji) i technik biologii
molekularnej Autorka opisal i zastosowata w czgéci doswiadczalnej metody preparatywne
oraz mikrobiologiczne techniki hodowlane. Bardzo szczegétowy i uporzadkowany ich opis
wraz z charakterystyka pozwala w pelni na odtworzenie czesci doswiadczalnej pracy. Autorka
w sposob sumienny przedstawita Czytelnikowi nie tylko procedurg zastosowanych metod lecz
rowniez algorytm postepowania, ktory w ujeciu calosciowym rozprawy pozwolit jej na
realizacje zamierzonego celu badawczego: od analizy in silico genow bakteriofagow.
uzyskania wysokooczyszczonych fagowych biatek rekombinowanych przy uzyciu m in.
bakteryjnego systemu ekspresyjnego do oceny ich wlasciwesci przeciwbakteryjnych wobec




wybranych szczepow bakteryjnych: Burholderia cepacia, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella enterica serowar Enteritidis, Staphylococcus aureus i epidermidis
oraz wlasciwosci cytotoksycznych z zastosowaniem testu MTT wobec komérek linii AS549.
Moje zastrzezenie budzi pod katem edytorskim brak kropek po skrotach jednostek np. min.
oraz uzycie okreslenia ,,paleta komorek™, jak sadze, w odniesieniu do ich osadu.

Wyniki

Na szczegOlng uwage zastuguje ilo$¢ danych doswiadczalnych. Uzyskane wyniki
eksperymentalne Autorka przedstawita na 82 stronach rozprawy. Na wyrdznienie zastuguje
bogaty warsztat badawczy w postaci uzyskanych konstrukcji genetycznych na podstawie
bogatej i skrupulatnej analizy bioinformatycznej genow kodujacych endolizyny fagowe.
Swiadczy to o pracowitosci oraz umiejgtnosci organizacji pracy laboratoryjnej. Autorka w
usystematyzowany sposob zinterpretowata wyniki prac doswiadczalnych odnoszac si¢ do
kolejnych etapéw badan tj. analizy in silico genow kodujgcych biatka fagowe, preparatyki
wektorow ekspresyjnych zawierajacych powyzsze geny, efektow ekspresji i oczyszczania
bialek rekombinowanych oraz ich wlasciwosci biologicznych  tj.  aktywnosci
przeciwbakteryjnej oraz cytotoksycznosci. Wnioski, rozwaznie wysnute na podstawie
uzyskanych wynikéw, uwiarygodniaja pod katem merytorycznym liczne ryciny, schematy
oraz zestawienia tabelaryczne. Z obowigzku recenzenta chciatbym jednak przekazaé pewne
uwagi formalne do tej czgsci pracy. Na rycinach obrazujacych wyniki badan zamieszczone w
rozdziatach 4.1.10 oraz 4.1.12 powinny znalez¢é si¢ odchylenia standardowe dla
poszczegolnych stezen. Ponadto wykresy te powinny by¢ raczej w formie punktowej z
naniesnienem krzywej regresji liniowej z podaniem jej wspotczynnika R’ Sadze, ze tytuty
wykresow w jego strukturze (gorny panel) oraz wzory funkcji krzywych mozna byto
poming¢. Istotnym elementem pracy do$wiadczalnej w zakresie nauk eksperymentalnych jest
m in. analiza statystyczna uzyskanych wynikéw. Autorka podaje informacje dotyczace
jedynie ilosci powtdrzen, co jest cenng informacjg (str. 63), jednak prezentacji wynikow w
zaproponowanej przez mnie formie umozliwita by ich analize statystyczna, co dodatkowo
wzmacnia wysnute wnioski np. roznice statystyczne aktywnosci endolizyn w zaleznosci od
ich stezenia w stosunku do kontroli.

Dyskusja i Wnioski

Tresci merytoryczne zawarte w rozdziale Dyskusja jednoznacznie wskazuja na
glgbokie zrozumienie tematyki badan przez Autorke, zrealizowanych z wykorzystaniem
bardzo szerokiego spektrum metod badawczych. Odnoszac si¢ do najnowszych danych
literaturowych trafnie wskazuje na innowacyjny charakter pracy, ktéry wigze sie z
optymalizacjq procedur przygotowania rekombinowanych, wysokooczyszczonych endolizyn
kodowanych przez fagi Klebsiella-specyficzne. Bardzo istotnym wnioskiem nasuwajacym sie
po przeczytaniu powyzszego rozdziatu jest jego wymiar metodyczny. Autorka w sposob
sumienny przedstawia problemy badawcze jakie towarzyszyly jej podczas realizacji czesci
doswiadczalnej rozprawy i w zdecydowanej wigkszosci przypadkéw doskonale je rozwigzata
m in. analiza genoméw bakteriofagéw. Na podstawie rzeczowo zinterpretowanych wynikow
wlasnych, danych literaturowych oraz wiedzy praktycznej Autorka podijeta trafnie oraz




profesjonalnie probe ekspresji biatek toksycznych tj. endolizyn. Bardzo ciekawg obserwacja i
jej konsekwencja o znaczeniu poznawczym, co Autorka szczegotowo opisuje, jest pozytywny
wynik amplifikacji sekwencji kodujacej lizyng faga KP27 z zastosowaniem polimerazy
wykazujacej tolerancje¢ wzgledem reszt uracylu. Ponadto o znajomosci tematyki badawczej
zrealizowanej w rozprawie $wiadczy wybor obecnie stosowanych technik pozwalajacych na
okreslenie aktywnosci enzymow litycznych z zastosowaniem permeabilizowanej hodowli
bakteryjnej. Pod wzgledem formalnym mam jedynie zastrzezenia do niektorych okreslen jak:
Zazwyczaj ekspresja podstawowa jest na tak niskim poziomie, ze powstajgcego biatka
toksycznego jest zbyt malo, by wyrzqdzi¢ krzywde komorkom; str. 153 oraz zdolnosé
atakowania konserwatywnego miejsca; str. 156. Autorka przedstawia osiem wnioskow,
bedacych pochodng szeroko zakrojonych badan. W przypadku wniosku nr. 5 interpretacja
powinna by¢ ograniczona do zastosowanej linii komorkowe;.

Whiosek koncowy

W wyniku analizy merytorycznej oraz formalnej rozprawy doktorskiej Pani mgr
Barbary Maciejewskiej z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze spelnia ona wymogi stawiane
wspoétczesnym pracom doktorskim, zwlaszcza jej aspekt aplikacyjny i interdyscyplinarny.
Autorka wykazat si¢ zrozumieniem tematyki badan, opanowata szeroki wachlarz metod z
dziedziny bioinformatyki, biologii molekularnej, biochemii oraz mikrobiologii. Kompetencje
Autorki w $wietle znaczacych z punktu widzenia praktycznego oraz poznawczego wynikow
oceniam bardzo wysoko. Na podstawie pozytywnej oceny przedstawionej mi do recenzji
pracy doktorskiej, spelniajgcej wymogi Ustawy o tytulach i stopniach naukowych, wnosze do
Rady Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie Pani mgr Barbary Maciejewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwagg ilos¢ wykonanej pracy badawczej z wykorzystaniem szeregu
technik nadajacym jej wymiar praktyczny, pragne rowniez zglosi¢ rozprawe Pani mgr
Barbary Maciejewskiej do wyrdznienia przez Rad¢ Wydzialu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego.
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