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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Nakoniecznej

pt.: ,lzolacja i analiza nowych bakteriofagow Bacillus anthracis oraz charakterystyka funkcjonalna
kodowanych przez nie endolizyn”

wykonana w Wojskowym Instytucie Higieny i Epidemiologii (WIHE) im. Gen. Karola Kaczkowskiego w
Osrodku Diagnostyki i Zwalczania Zagrozen Biologicznych pod kierunkiem prof. Matgorzaty tobockiej z
Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN i promotorki pomocniczej dr Lidii Mizak z WIHE.

B. anthracis, jest tlenowg Gram-dodatnig laseczky, wywotujacg waglik, czyli chorobe, ktdra moze zostaé
przeniesiona na ludzi i, gdy nieleczona powoduje powazne konsekwencje dla zdrowia, a nawet moze by¢
Smiertelna. Bakteria ta, jak inni przedstawiciele rodzaju Bacillus, ma zdolno$¢ wytwarzania spor i przez to jest
potencjalnym czynnikiem broni biologicznej. W 2001 roku w Stanach Zjednoczonych w wyniku atakow
bioterrorystycznych zostato zakazonych waglikiem 11 osdéb, a finalnie zmartfo 5 osdb. Istotnym jest zatem
znalezienie sposobu szybkiej i skutecznej interwencji w wypadku rozprzestrzeniania sie spor B. anthracis oraz
skutecznej metody leczenia zakazenia tym gatunkiem bakterii. W ostatnich kilkudziesieciu latach, wobec
narastajgcego w Swiecie problemu opornosci bakterii, w tym takze bakterii patogennych, na dostepne srodki
przeciwbakteryjne, poszukuje sie alternatywnych metod terapii zakazen. Wséréd nich w jest powrodt
zainteresowania terapiami opartymi o wirusy bakterii czyli bakteriofagi. Przedstawiona rozprawa doktorska
Pani mgr Aleksandry Nakoniecznej wpisuje sie doskonale w ten nurt. Zatem biorgc pod uwage istotnos¢
zagadnien dotyczacych mozliwosci terapeutycznych infekcji bakteriami patogennymi oraz potencjalng
mozliwos¢ wykorzystania wynikéw tego typu badan w praktyce, nie ulega dla mnie watpliwosci, ze wybér,
zarowno tematyki badan jak i obiektu badawczego, byt trafny i w petni uzasadniony.

Rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Nakoniecznej zostata przygotowana w jezyku polskim w formie
spdjnego tematycznie opracowania. Liczy ona 156 stron i zostata opatrzona 37 rycinami, 10 tabelami i zawiera
6 zatacznikdw. Rozprawa ma klasyczny uktad, typowy dla prac o charakterze eksperymentalnym, zawiera wiec
charakterystyczne dla takich opracowan rozdziaty, tj. Streszczenie (réwniez w jezyku angielskim), Wstep, Cel
pracy, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusje i Bibliografie. W osobnych rozdziatach zostaty wyrdznione
Zadania badawcze. W konicowej czesci sformutowano Podsumowanie i Whnioski wynikajgce z
przeprowadzonych badan, a takze zawarto informacje o Upowszechnianiu wynikéw i finansowaniu badan. Z
recenzenckiego obowigzku zauwazam, ze Autorka nie ustrzegta sie wyrazen Zzargonowych opisujac
stosowane metody i otrzymane wyniki. Moje uwagi dotyczace tych niewielkich uchybien chetnie przekaze
Doktorantce po obronie rozprawy. Zauwazytam tez nieprawidtowe odwotanie do pracy opisujgcej sekwencje
markerowg Ba813 (powinna by¢: Patra G, Sylvestre P, Ramisse V, Thérasse J, Guesdon JL. Isolation of a
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specific chromosomic DNA sequence of Bacillus anthracis and its possible use in diagnosis. FEMS Immunol
Med Microbiol. 1996;15:223-231. doi: 10.1111/j.1574-695X.1996.tb00088.x.). Zwrdcitam réwniez uwage na
nietypowy sposéb przedstawienia cytowan literatury. Zazwyczaj pozycje literatury oznaczone numerami sg
przywotywane w tekscie po kolei. Natomiast, jesli utozone sg alfabetycznie, w tekscie przywotywane sg
nazwiska pierwszych autordw i daty edycji. Autorka wybrata wersje hybrydowa, ktéra utrudnia odnoszenie
sie do pozycji literatury cytowanych w rozprawie. Chce jednak zdecydowanie podkresli¢, ze te uwagi, nie
wptywajg na mojg bardzo pozytywng ocene wartosci pracy Pani mgr Nakoniecznej.

Rozprawe rozpoczyna przejrzyscie napisany Wstep, w ktdorym przedstawiono obecny stan wiedzy dotyczacy
zakresu tematyki pracy. Autorka scharakteryzowata bakterie Bacillus anthracis, wytwarzane przez nig
czynniki wirulencji i problemy dekontaminacji powierzchni nig skazonych oraz opisata drogi prowadzgce do
powstania réznych form waglika. Nastepnie skupita sie na bakteriofagach, ich cyklach zyciowych i mozliwosci
stosowania terapii fagowych. Autorka opisata tez enzymy lityczne bakteriofagdw — endolizyny fagowe, wady
i zalety ich stosowania, a catos¢ poruszanych zagadnien zamkneta klamrg piszac o fagach B. anthracis i ich
endolizynach. Rozdziat ten opatrzony zostat 5 rycinami utatwiajgcymi lekture. Chociaz Wstep nie jest spéjny
tematycznie, jest dobrze skomponowany, bowiem prowadzi czytelnika prosto do Celédw pracy, przy tym
zawiera informacje potrzebne i zasadniczo wystarczajagce do interpretacji wynikéw, zaprezentowanych
w dalszych czesdciach rozprawy. Elementami, ktére mogtyby sie znalez¢é we wstepie jest informacja dotyczaca;
po pierwsze budowy ogonka znanych bakteriofagéw B. anthracis (faga Gamma), a po drugie holin,
obejmujaca tez opis ich klas, ktére potem Autorka przywotuje w czesci wynikowej.

Cele pracy sformutowane przez Autorke sg nastepnie precyzyjnie ujete w Zadania badawcze, ktére jasno
pokazujg obraz badan opisanych w rozprawie.

Cze$¢ metodyczna pracy jest bardzo obszerna, opisana zostata w dwdéch oddzielnych rozdziatach Materiaty
i Metody; zawiera opis bogatego warsztatu metodycznego Autorki — od technik mikrobiologicznych, poprzez
techniki biologii molekularnej, mikroskopie elektronowga do metod bioinformatycznych. Mam w kwestii opisu
drobng uwage, dotyczacg Materiatow: Autorka zbyt szczegdétowo opisuje przygotowywanie roztworow
o konkretnym stezeniu. Zazwyczaj podanie stezenia substancji oraz rodzaju rozpuszczalnika i ew. pH s3
wystarczajace.

Wyniki rozprawy przestawione sg na 45 stronach. W rozdziale wyrdznionych zostato 5 czesci, ktore
zasadniczo odpowiadajg przedstawionym wczesniej Zadaniom badawczym. Pierwsze zadanie, jakie postawita
przed sobg Autorka dotyczyto wyizolowania z préobek srodowiskowych fagdéw B. anthracis i ich
charakterystyki. Pani mgr Aleksandra Nakonieczna wyizolowata 3 nowe fagi B. anthracis, J5a, F16Ba i z1a,
ktdre opisata jako specyficzne dla tego gatunku bakterii i okreslita ich cechy takie jak okres latencji i plon faga
oraz wrazliwo$s¢ na zmiany pH itemperatury. Nastepnie przeprowadzita sekwencjonowanie DNA ich
genomoéw oraz analize tych sekwencji uzywajgc zardwno powszechnie stosowanych narzadzi
bioinformatycznych, jak i tych, ktére specyficznie dotyczg analiz bakteriofagdw. Ponadto okreslita morfologie
badanych bakteriofagdw, korzystajgc z mikroskopii elektronowe;.

W drugim zadaniu na podstawie wynikéw analiz Autorka okreslita pozycje taksonomiczng badanych fagéw,
zaklasyfikowata je do rodzaju Whetavirus, przy tym kazdy z fagdw okazat sie na tyle rézny od pozostatych, ze
zaklasyfikowata je do odrebnych, nowych gatunkéw. Jednoczesnie zaproponowata wydzielenie dwdch
kladéw w rodzaju Whetavirus: pierwszego, J5a, grupujacego fagi wyizolowane przez siebie i fagi Negev_SA,
Carmel_SA i Tavor_SA, wyizolowane w lzraelu oraz drugiego, ktdrego reprezentantem jest Wbeta,
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grupujgcego znane wczesniej fagi. Poza bioinformatyczng analizg sekwencji Pani mgr Nakonieczna
zidentyfikowata sekwencje cos na koncu czgsteczek genomow fagow.

W trzecim zadaniu, Doktorantka sklonowata geny kodujgce endolizyny z badanych fagéw komodrkach
Escherichia coli. Nastepnie doprowadzita do nadekspresji genéw endolizyn z fagéw J5a i F16Ba (LysJ i LysF).
W kolejnym zadaniu oczyscita biatka fuzyjne endolizyn ze znacznikiem histydynowym w chromatografii
powinowactwa na ztozu z niklem i zbadata ich aktywnos¢ lityczng na réznych szczepach z rodzaju Bacillus,
w tym na zjadliwych szczepach B. anthracis. Autorka okreslita, ze endolizyna Lys), podobnie jak jej
macierzysty fag J5a, hamuje wzrost szczepdw B. anthracis. Taki wynik zostat zaobserwowany w obu uzytych
metodach badania aktywnosci przeciwbakteryjnej tej endolizyny: w hodowli ptynnej i hodowli statej.
Natomiast dziatanie lityczne drugiej z endolizyn, LysF z faga F16Ba wobec szczepdw B. anthracis
obserwowane byto tylko w hodowli ptynnej. W hodowli na podtozu statym Autorka zaobserwowata niewielka
aktywnos¢ lityczng w stosunku do jednego ze szczepdw zjadliwych (szczep PZH).

Wyniki przedstawione w rozprawie mgr Aleksandry Nakoniecznej zostaty rzeczcowo omdéwione w rozdziale
Dyskusja. Po lekturze tego rozdziatu jestem przekonana, ze Doktorantka jest w petni dojrzata naukowczynig,
ktora nie tylko konsekwentnie prowadzi eksperymenty i ztozone analizy bioinformatyczne, ale takze jest
w stanie odpowiednio interpretowac uzyskane wyniki na tle aktualnej wiedzy z omawiane] dziedziny
(przytoczona Bibliografia obejmuje tgcznie 201 pozyc;ji literaturowych).

Uwazam, ze rozprawa Pani mgr Aleksandry Nakoniecznej przedstawia znaczng warto$¢ jako opracowanie
naukowe i w petni spetnia wymogi merytoryczne i redakcyjne stawiane rozprawom doktorskim. Dzieki
logicznie zaprojektowanym eksperymentom i odpowiednio przeprowadzonym analizom bioinformatycznym,
ktorych wyniki uwzgledniono w czesci eksperymentalnej, Doktorantka odkryta co najmniej jednego faga, J5a
wytwarzajacego endolizyne Lys), ktory jest dobrym kandydatem do prowadzenia dalszych badan nad
fagoterapia zakazen szczepami B. anthracis.

W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze czes¢ wynikdw opisanych w rozprawie jest efektem realizowanego przez
Doktorantke grantu Preludium przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki, a zostata zawarta
w opublikowanej w zesztym roku pracy w czasopismie ,Viruses” (Nakonieczna et al. Three Novel
Bacteriophages, J5a, F16Ba, and z1a, Specific for Bacillus anthracis, Define a New Clade of Historical Wbeta
Phage Relatives. Viruses. 2022 Jan 21;14(2):213. doi: 10.3390/v140202130), w ktérej Doktorantka jest
pierwszg autorka. Jej kluczowa rola w powstaniu tej pracy zostata zostat szczegétowo opisana
(“Conceptualization, A.N. and M.t.; methodology, A.N., M.t. and P.R.; formal analysis, A.N., M.t. and P.R;;
investigation, A.N. and M.F.; resources, A.N.; writing—original draft preparation, A.N., M.F., M.K. and M.L,;
writing—review and editing, A.N., M.K., L.LM. and M.t.; visualization, A.N., P.R., M.F. and M.L.; supervision,
A.N., L.M. and M.t.; project administration, A.N.; funding acquisition, A.N.and M.t.”).

Lektura przedstawione]j rozprawy doktorskiej nasuneta mi kilka pytan i komentarzy, o ustosunkowanie sie do
ktorych prosze Doktorantke w czasie obrony:

1/ Na jakiej podstawie wyciggniety zostat wniosek, ze bakteriofagi sg, jak pisze Autorka ,najbardziej
rozpowszechnionymi organizmami w przyrodzie, juz od pewnego czasu uwazane za formy zywe”. To czy
uznaje sie je za jednostki zywe zalezy przede wszystkim od przyjetej definicji zycia, ktéra ma znaczenia
filozoficzne. Zatem, czy za podstawe uzna sie zdolnos¢ do replikacji swojego materiatu genetycznego i do
ewolucji prowadzacej do adaptacji do zajmowanej niszy ekologicznej, czy zdolnos¢ do przeprowadzania
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swojego wtasnego metabolizmu, w tym niezaleznej replikacji materiatu genetycznego. Przy tym okreslenie
,organizm” w stosunku do wirusa, traktuje jako mocno na wyrost. Interesujgcg dyskusje na temat ,Are
viruses alive?” przeprowadezili dwaj profesorowie mikrobiologii Nigel Brown i David Bhella w Towarzystwie
Mikrobiologicznym w Londynie, ktdra zostata opublikowana w 2016 w Microbiology Today. Niezaleznie od
tego po ktdrej stronie Autorka sie opowiada, powinna co najmniej odnies¢ sie do przyjetych przez siebie
kryteridw.

2/ Dlaczego Autorka tak pobieznie opisata w rozdz. 6.1.1. poczatki pracy? Zabrakto mi informacji, konkretnie
ile fagdw Autorka zbadata na poczatku swojej pracy (,,5 nowych i kilkanascie z kolekcji”), z jakich probek
srodowiskowych pochodzity, jakie byty wyniki badan, oraz z jakiego powodu pozostate fagi zostaty wytgczone
z dalszych badani? Nie znalaztam takze informac;ji dlaczego Autorka porzucita prace nad endolizyng z faga z1a.
Podobnie lakonicznie opisany jest rozdziat 6.4.4, w ktérym Autorka przedstawita badanie wrazliwosci
szczepow Bacillus na Lys) i LysF. Przypuszczam, ze dla ufatwienia czytania tekstu przydataby sie tabela
podsumowujgca wrazliwos¢ kazdego z badanych szczepdw rodzaju Bacillus na danego faga i na jego
endolizyne, te ostatnig — w obu wersjach eksperymentalnych, w hodowli ptynnej i na podtozu statym, jesli
takie badanie byto wykonane.

3/ Zabrakto zaprezentowania wynikow dotyczacych ustalenia optymalnego wspdtczynnika infekcji (MOI),
opisanych w Metodach w rozdziale 5.1.5 oraz informacji, dlaczego w eksperymencie badania krzywej
jednostopniowego wzrostu zmieniana byfa pozywka z TSB na LB.

4/ Wektory z serii pET sg pochodnymi plazmidu pBR322 (oriVpme1) i majg $rednio w komaérce 15-20 kopii. Nie
sg to zatem wektory o niskiej, lecz sredniej liczbie kopii. Cho¢ oczywiscie mozna powiedzie¢, ze poziom
ekspresji podstawowej sklonowanego genu (a nie sama ekspresja) jest w komarkach niosgcych plazmid z serii
PET znacznie nizszy (ale nie zmniejszony) niz poziom ekspresji tego genu sklonowanego w wektorze
ulegajacym replikacji dzieki replikonowi pozbawionymi genu rop/rom.

5/ Przy interpretacji wynikdw dotyczacych stabilnosci termicznej fagoéw, zaprezentowanych na rycinie 15,
bytoby lepiej przeprowadzi¢ analize istotnosci statystycznej otrzymanych wynikdw, zeby nie musie¢ pisac
o znacznych czy nieznacznych spadkach miana fagéw. Podobnie przedstawiony wptyw fagéw, czy tez
oczyszczonych endolizyn fagowych przedstawiony jako spadek wartosci gestosci optycznej hodowli bakterii
stanowi dopiero wstepng charakterystyke obiektow badawczych, ktéra z pewnoscig zostanie w kolejnych
latach pogtebiona. Opisane w rozdziale 6.4.4 wyniki sg do$¢ arbitralnie okre$lone jako ,znaczny spadek
gestosci optycznej”. Czy efektu spadku gestosci optycznej hodowli nie bytoby wygodniej przetozy¢ na spadek
liczby Zzywych komdérek? Poprosze, o zaproponowanie kierunkéw, w ktérych nalezatoby rozwijac
zapoczatkowane przez Panig analizy.

6/ Do jakiego kladu zostat zaklasyfikowany fag AP631, ktory w zaleznosci od biatka, ktére jest uzyte do analizy
podobienstwa lokuje sie blizej faga Negev_SA czy Trevor_SA lub blizej kladu Wbeta?

7/ Do jakich elementéw struktury TrwB jest podobne np. biatko F16Ba_20? TrwB to biatko sprzegajace
(coupling protein) z plazmidu R388, zaangazowane w jego transfer koniugacyjny. TrwB jest ATPazg o dtugosci
507 aa, natomiast F16Ba_20 jest od niego ponaddwukrotnie mniejsze (197 aa). Analiza struktury
krystalograficznej biatka TrwB pokazuje domenowg budowe tego biatka z domeng transmembranowg na
koricu aminowym (dwie transmembranowe alfa-helisy z krotkg petlg periplazmiatyczng) oraz na koncu
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karboksylowym — z konserwowang domeng wigzgcg nukleotydy i matg domeng All-Alpha wystajgcymi do
cytoplazmy.

Nalezy wspomnie¢, ze Doktorantka jest wspdtautorkg trzech innych prac naukowych, dwdch
eksperymentalnych i jednej przeglagdowej opublikowanych w Journal of Applied Microbiology w 2015, 2019
(praca przeglagdowa) i w Annals of Agricultural and Environmental Medicine w 2019. W pracy chronologicznie
najstarszej, z 2015, Doktorantka jest pierwszg autorka.

W konkluzji stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry
Nakoniecznej stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje wiedze Doktorantki
w zakresie prowadzonej tematyki badawczej oraz dowodzi umiejetnosci samodzielnego prowadzenia
przez nig badan naukowych czyli spetnia kryteria zawarte w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pdzn. zm). Wnosze zatem do Rady Naukowej
Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Pani
mgr Aleksandry Nakoniecznej do publicznej obrony.

dr hab. Izabela Kern-Zdanowicz
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