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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Barbary Maciejewskiej
zatytulowanej:
»Przygotowanie rekombinowanych endolizyn fagéw Klebsiella - specyficznych i okreslenie ich

aktywnosci bakteriobdjczej oraz wplywu na komorki ludzkie”

wykonanej w Zaktadzie Biologii Patogendéw i Immunologii

pod kierunkiem dr hab. Zuzanny Drulis-Kawy

W dobie narastajgcego problemu antybiotykoodpornosci trwaja poszukiwania alternatywnych
srodkow bakteriobdjczych. Uwaza sig, ze bakteriofagi, jako wirusy dostosowane ewolucyjnie do
niszczenia bakterii, mogg by¢ potencjalnie wykorzystane w terapii zakazen bakteryjnych. Rozwazanych
jest kilka strategii wykorzystania fagdw w medycynie, od klasycznej terapii z zastosowaniem fagow
litycznych, poprzez stosowanie zmodyfikowanych wiruséw, az po uzycie enzyméw pochodzenia
fagowego, takich jak endolizyny niszczace $ciang komoérkowa bakterii. Wiasnie tematem ednolizyn
zajela sie mgr Barbara Maciejewska w swojej pracy doktorskiej. Temat ten jest powiazany z
zainteresowaniami naukowymi dr hab. Zuzanny Drulis-Kawy 1 jak wspomniano, dotyczy bardzo
aktualnego zagadnienia zwigzanego z powaznym problemem infekcji szczepami antybiotykoopornymi.

Celem pracy doktorskiej byto poszukiwanie i analiza aktywnosci przeciwbakteryjnej endolizyn, a
takze holin fagéw litycznych, specyficznych wobec réznych szczepoéw bakterii rodzaju Klebsiella.
Badania te majg istotne znaczenie ze wzgledu na dotad napotykane duze trudnosci w odnalezieniu
enzymOw fagowych dzialajacych na $ciang komorkowa bakterii Gram ujemnych. W celu realizacji
projektu doktorskiego Doktorantka wykonata analizy komputerowe genomoéw szeregu bakteriofagdw i
zidentyfikowata geny kodujace potencjalne endolizyny oraz holiﬁy. Nastepnie podjeta proby ekspresji
gendow kodujacych wyzej wspomniane enzymy 1 oczyszczenia bialek rekombinowanych. To trudne, ze
wzgledu na oczywista toksyczno$¢ produkowanych biatek, zadanie badawcze zakonczylo sig
czgsciowym sukcesem. Enzymy, ktore udato si¢ Doktorantce oczysci¢ zostaly wykorzystane w

standardowych testach aktywnosci antybakteryjnej wzgledem kilku szczepéw bakterii Gram ujemnych




oraz Gram dodatnich. Ostatnim etapem projektu bylo zbadanie potencjalnych wilasnosci toksycznych
wobec komorek ludzkich, weryfikacja taka jest koniecznym etapem optymalizacji terapii
przeciwbakteryjnej z wykorzystaniem endolizyn.

Rozprawa doktorska mgr Barbary Maciejewskiej jest przygotowana w sposoéb typowy dla tego
typu opracowan. W obszernym Wstepie Doktorantka skupita si¢ na opisie przede wszystkim przebiegu
infekcji fagowej, z zaakcentowaniem réznic w cyklu rozwojowym fagéw i ze zwrdceniem szczegdlnej
uwagi na drogi uwalniania fagéw z komorki. Nastepnie przeszta do doktadnego omodwienia struktury 1
funkcji endolizn oraz opisu dotychczasowego stanu wiedzy na temat zastosowania endolizyn w
medycynie 1 przemysle. Uwazam, ze we Wstepie wskazane byloby nieco dokladniejsze omdwienie
budowy peptydoglikanu i pozostatych oston komdrkowych bakterii, ktére co prawda sa przedstawione
na rysunku na stronie 14, ale w tekscie sa tylko wspomniane. Bytoby to przydatne ze wzglgdu na fakt, ze
zardwno we Wstepie, jak i w dalszych czesciach pracy Doktorantka wymienia poszczegdlne wigzania w
czasteczce peptydoglikanu hydrolizowane przez rozmaite endolizyny. Zagadnienie to mogloby by¢
rozszerzone kosztem obszernej tabeli zbiorczej zestawiajacej wszystkie do tej pory opisane w literaturze
endolizyny, ktéra to tabela z powodzeniem mogtaby stanowi¢ zatacznik. Wstgp zawiera liczne rysunki
pomocne w zrozumieniu tekstu, niedopatrzeniem jednak sg btedne w wigkszosci przypadkow odnosniki
do rysunkéw w tekscie. Pomimo tych uwag, uwazam, ze Wstep spelnia zadanie wprowadzenia
czytelnika w zagadnienia poruszane w dalszej czgsci pracy.

Cele i hipotezy badawcze pracy zostaly jasno sprecyzowane. Materialy i metody zawieraja
zestawienie szczepow 1 konstruktdw, uzupelnione przydatnym rysunkiem przedstawiajacych ich mapy,
liste starterow i1 odczynnikdéw oraz opis stosowanych metod. Metody te, to standardowe metody
klonowania, ekspresji genow w ‘ukiadach ekspresyjnych E. coli, oraz oznaczania aktywnosci
przeciwbakteryjnej endolizyn, poprzez analize zmiany gegstosci optycznej hodowli bakterii.
Zastosowanie wybranej metodyki badawczej nie budzi zastrzezen, w przypadku jednak genéw trudnych
do ekspresji w systemach bakteryjnych mozna by rozwazy¢ zastosowanie innego systemu ekspresji.
Doktorantka porusza ten temat w rozdziale Dyskusja, jednak w ramach dalszej dyskusji chcialabym
poprosi¢ o szersze przedstawienie takich mozliwosci, na przyklad potencjalne zastosowanie systemow
bakulowirusowych.

Rozdziat Wyniki rozpoczyna si¢ od przedstawienia analiz.komputerowych sekwencji badanych
enzymow fagowych. Analizy te, wykonywane przy pomocy ogdlnie dostepnych narzedzi
bioinformatycznych, zasugerowaty istnienie domen odpowiedzialnych za aktywno$¢ enzymatyczne
takie jak peptydazowa lub amidazowa, poszukiwano takze domen wiazacych peptydoglikan i domen

transmembranowych. Wyniki tego typu analiz wymagaja weryfikacji biochemicznej i dlatego w dalsze;j




czesci Wynikow Doktorantka przedstawia klonowanie 1 préby oczyszczania kolejnych enzymow w
systemie ekspresyjnym E. coli. Wyniki te przedstawiono w postaci analiz elektroforetycznych. Niektore
z przedstawionych rysunkéw zawieraja bledy w opisie np. na stronie 90, w rysunku 47 1 podobnie na
stronie 92 w rysunku 50 brakuje opisu 2 $ciezek, natomiast na stronie 88, w legendzie do rysunku znalazt
si¢ opis 4 S$ciezek, podczas gdy na rysunku widoczne sa tylko 2. Przy przedstawianiu analiz
elektroforetycznych przydatne byloby podanie wielkos$ci oczekiwanych produktdw oraz opisanie
prazkow markera. W opisie izolacji bialek nie podano, jakie ilosci i stezenia biatek uzyskano, co w
przeliczeniu na objetos¢ hodowli datoby informacje o wydajnosci oczyszczania. Cze$¢ Wynikow
poswiecona oczyszczaniu bialek, podobnie jak pozostate czesci tego rozdzialu zakonczona jest krotkim
podsumowaniem, pomocnym w $ledzeniu przebiegu postepu realizacji projektu. Po uzyskaniu
preparatow czterech endolizyn wykorzystano je w analizach aktywnosci przeciwbakteryjnej. Biorac pod
uwage ilo$¢ przedstawionych testow nalezy tutaj doceni¢ pracowito$¢ Doktorantki. Pewne watpliwosci
budzi nieco zawity i trudny do zrozumienia opis przyjetej jednostki aktywnosci enzymatycznej endolizn.
Uzyskane wyniki zilustrowane sg licznymi wykresami, uchybieniem jest jednak brak odnos$nikéw do
nich w tekscie. Zasadniczym mankamentem tej czgsci Wynikdéw jest powtarzajacy si¢ podobny opisu
rezultatow kolejno przeprowadzanych eksperymentéw. Latwiejsie w odbiorze dla czytelnika byloby
opisanie uzyskanych aktywnosci w sposob bardziej zbiorczy, pozwalajacy na uniknigcie powtarzajacych
si¢ fragmentow. Zebrane informacje znajdujemy niemniej jednak w zwigzlym podsumowaniu tej czgsci
Wynikéw. W ostatniej, najkrotszej czgsci Wynikéw Doktorantka demonstruje brak wptywu badanych
bialek na komarki ludzkie.

W Dyskusji Doktorantka rozwaza przyczyny i sposoby rozwigzania problemow, ktére napotkane
zostaly podczas realizacji projektu doktorskiego. Poruszono tez kilka ciekawych zagadnien, na przyktad
modyfikacje genomow faga chronigce przed systemem restrykcji. W Dyskusji zabraklo mi jednak
szerszego odniesienia przewidywanych in silico aktywnosci enzymatycznych badanych biatek do
wynikoéw uzyskanych w testach aktywnosci przeciwbakteryjnej dla poszczegélnych gatunkéw bakterii.
A zatem dodatkowe pytania, ktore nasunely mi sie¢ podczas lektury rozprawy doktorskiej to: czy mozliwa
jest weryfikacja aktywnosci enzymatycznej wybranych enzymow w testach biochemicznych in vitro?
Badania takie stanowityby ciekawe uzupelienie informacji uzyskanych dzigki analizom in silico 1
testow aktywnosci przeciwbakteryjnej. A ponadto: co kierowato Dbktorantkq przy wyborze takich, a nie
innych enzyméw fagowych? Biorac pod uwage fakt, ze endolizyny K11 i KP32 maja podobna strukture
domenowa 1 znaczng homologie, czy mozna  bylo oczekiwaé odmiennych wlasciwosci

przeciwbakteryjnych?
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W pracy powotano si¢ na blisko 200 pozycji literaturowych, gtéwnie najnowszych publikacji, co

swiadczy o doskonatym zorientowaniu Doktorantki w temacie badan.

W rozprawie doktorskiej dostrzegtam kilka niefortunnych sformutowan czy skrétéw myslowych np.

- tytut rozprawy — sformutowanie ,,Klebsiella-specyficznych”,

- strona 66: ,,0odcina zatem peptyd od tancucha cukrowego w mureinie...” — mozna uzna¢ za zbyt
pochopny wniosek,

- strona 81 ,,sita peptydu sygnalnego” jest niepoprawnym sformulowaniem,

- strona 93 ,, nie otrzymano rezultatu nadekspresji biatka” - ekspresja dotyczy genu.

Jesli chodzi o formalng strong pracy, to poza wymienionymi problemami w podpisach do rysunkow, lub
braku odnos$nikdw, pojawiaja si¢ takze drobne btedy jezykowe i edytorskie, takie jak na przyktad:

- opis rysunku 1 w jezyku angielskim,

- brak st¢zen starteréw w tabelce na str. 55,

- mato czytelny rysunek na stronie 67.

Pomimo wspomnianych uchybien uwazam, ze rozprawa mgr Barbary Maciejewskiej spelnia
wymagania Ustawy o Stopniach i Tytulach Naukowych, ktére sa stawiane kandydatom
ubiegajacym sie o stopiei naukowy doktora. Wnosze zatem do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii
Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie mgr Barbary Maciejewskiej do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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