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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Nakoniecznej pt. ,,Izolacja i analiza nowych
bakteriofagdéw Bacillus anthracis oraz charakterystyka funkcjonalna kodowanych przez nie endolizyn”
wykonanej pod kierunkiem Promotora — Pani Prof. dr hab. Malgorzaty Lobockiej oraz Promotora
pomocniczego — Pani dr Lidii Mizak w Oérodku Diagnostyki i Zwalczania Zagrozen Biologicznych

Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii im. gen. Karola Kaczkowskiego

Poszukiwanie nowych lub alternatywnych metod terapii zakazen o etiologii bakteryjnej
stanowi jeden z waznych i aktualnych trendow badawczych, zwlaszcza w aspekcie globalnego
problemu narastajacej opornosci bakterii na antybiotyki. Bacillus anthracis — tlenowa laseczka Gram-
dodatnia wytwarzajaca przetrwalniki (endospory, spory) — jest czynnikiem etiologicznym choroby
odzwierzgcej zwanej waglikiem. Choroba ta nie wystepuje czesto, jednak w przypadku postaci
oddechowej (inhalacyjnej) $miertelnos¢ u ludzi moze siggaé powyzej 80%. Najwazniejszym
zagrozeniem w aspekcie zdrowia publicznego zwiazanym z tym drobnoustrojem jest mozliwo$é
wykorzystania jego przetrwainikow, jako broni biologicznej, w szczegdlnosci otrzymanych ze
szczepow wykazujacych antybiotykoopornosé, co rodzi nowe wyzwania i implikacje zaréwno
kliniczne jak i epidemiologiczne. Pani mgr Aleksandra Nakonieczna, realizujac badania z zakresu
izolacji i analizy nowych bakteriofagéw B. anthracis oraz charakterystyki funkcjonalnej kodowanych
przez nie endolizyn, wlaczyla si¢ we wspominany powyzej nurt badawczy.

Przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia wymagania formalne. Jest przygotowana w
formie monografii, skladajacej si¢ z rozdziatlow typowych dla prac eksperymentalnych takich, jak:
Streszczenie, Summary, Wstep, Cele pracy, Zadania badawcze, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusja,
Podsumowanie i wnioski, Bibiografia. Ponadto, w dysertacji zatagczono: Wykaz skrétéw, Zataczniki,
Spis rysunkéw, Spis tabel i Spis zalgcznikéw oraz informacje dotyczace upowszechniania wynikéw i
finansowania badan. Bibliografia zawiera 201 pozycji piSmiennictwa, gtéwnie prace oryginalne, w
tym wigkszos¢ z ostatnich 10 lat.

Doktorantka sformutowata dwa cele rozprawy doktorskie;:

() izolacja i charakterystyka nowych bakteriofagéw specyficznych wobec laseczki waglika
(B. anthracis) wraz z ich charakterystyka biologiczng i genomowa,

(ii) otrzymanie bialek o aktywnosci litycznej (endolizyn) kodowanych przez geny nowych
bakteriofagéw na drodze ich ekspresji w komérkach Escherichia coli wraz z ocena in vitro

aktywnosci lityczne;j.



Zatozono, ze nowe fagi i ich endolizyny beda mogly by¢ wykorzystane w praktyce w aspekcie
mozliwosci opracowania nowych preparatow aktywnych wobec B. anthracis.

Cele dysertacji Doktorantka realizowata w toku nastepujacych zadan badawczych: (i) izolacja
i charakterystyka nowych bakteriofagdw, (ii) sekwencjonowanie genomoéw wybranych fagdéw oraz
identyfikacja gendéw kodujacych endolizyny, (iii) analiza poréwnawcza genomow nowych fagéw i
sekwencji zidentyfikowanych endolizyn z genomami znanych podobnych fagéw i ich enzymow
litycznych, (iv) klonowanie genéw kodujacych endolizyny i ich ekspresja w komoérkach E. coli celem
otrzymania oczyszczonych biatek, (v) badanie aktywnosci biologicznej otrzymanych endolizyn.

We Wstepie Doktorantka przedstawita aspekty kliniczne i epidemiologiczne zwigzane z B.
anthracis z uwzglednieniem mozliwosci wykorzystania jego przetrwalnikow, jako broni biologicznej
oraz problemu kontaminacji $rodowiska przez spory laseczki waglika i aktualnych mozliwosci jego-
dekontaminacji. Ponadto, szczegétowo scharakteryzowala bakteriofagi oraz endolizyny fagowe, jak
réwniez mozliwosci wykorzystania tych enzyméw w praktyce, omawiajac ich wady i zalety. Wstep
zawiera aktualne i istotne tresci, stanowiace szczegétowe uzasadnienie podjetego tematu badawczego
oraz $wiadczy o rozleglej i ugruntowanej wiedzy Doktorantki w tej tematyce.

W rozdziale Materiaty Doktorantka opisala szczegotowo 41 szczepéw bakteryjnych z grupy
Bacillus cereus stosowanych w badaniach wraz z ich pochodzeniem, w tym szczepy B. anthracis. Do
badaf wigczono réwniez szczep referencyjny z kolekcji ATCC - Bacillus subtilis ATCC 6633.
Ponadto, rozdzial ten zawiera wykaz pozywek mikrobiologicznych, buforéw i innych roztworéw
wykorzystywanych w eksperymentach wraz z ich sktadem chemicznym.

W rozdziale Metody Doktorantka opisala szczegdtowo metodyke badan w zakresie: (i)
poszukiwania nowych bakteriofagéw specyficznych wobec B. anthracis oraz ich charakterystyki, (ii)
analizy genomoéw nowych bakteriofagdbw wraz z analiza poréwnawcza z genomami podobnych
bakteriofagéw, (iii) otrzymywanie fagowych bialek o aktywnosci litycznej na drodze klonowania
odpowiednich genéw i ich ekspresji w komoérkach E. coli BL21, (iv) badanie aktywnosci litycznej
otrzymanych endolizyn in vitro. Ten rozdziat §wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki
w zakresie stosowanego w eksperymentach warsztatu badawczego.

Nalezy podkresli¢, ze zakres badan zrealizowany przez Pania mgr Aleksandr¢ Nakonieczna
jest bardzo szeroki. Wyniki badan zostaly przedstawione w sposéb skondensowany w postaci 27 rycin
oraz 6 tabel. Ponadto, w Zatgcznikach przedstawiono materiaty uzupetniajace — 4 tabele i 2 ryciny.

W toku pracy Doktorantka wyizolowala i opisata trzy nowe bakteriofagi (J1a, F16Ba, zla)
specyficzne wobec B. anthracis. Genomy tych fagéw zostaly zsekwencjonowane, a kompletne
sekwencje tych genomow zostaty zdeponowane w bazie GenBank. Analiza poréwnawcza z genomami
podobnych bakteriofagébw wykazata, ze nowe fagi reprezentuja nowe gatunki w obrgbie rodzaju
Whetavirus. Ponadto, okreslono typ i sekwencje nukleotydowa koncoéw czasteczek DNA wirionow
oraz mechanizm pakowania DNA do kapsydow. Istotnym efektem wspomnianej analizy

poréwnawczej bylo wyodrebnienie w grupie badanych bakteriofagéw dwéch kladéw — J5a oraz
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Whbeta, skupiajacych fagi o podobnych proteomach. Nowe fagi zostaty réwniez scharakteryzowane
pod wzgledem ich podstawowych wilasciwosci biologicznych takich, jak morfologia, zakres
gospodarza, szybkos¢ adsorpcji, cykl replikacji oraz stabilno$¢ w zaleznosci od pH i temperatury.
Wykazano, ze nowe fagi sa producentami nowych, nieopisanych dotad endolizyn LysJ (fag J5a) i LysF
(fag F16Ba), réznigcych sie wyraznie od enzyméw litycznych kodowanych przez najbardziej znane
fagi B. anthracis. Otrzymano obydwie endolizyny w postaci oczyszczonych biatek, co umozliwito
oceng ich aktywnosci litycznej in vitro. Zakres dzialania LysJ i LysF obejmowat szczepy B. anthracis
oraz szczepy nalezace do innych gatunkéw Bacillus spp.

W Dyskusji Doktorantka przedstawita analize wynikow badan wlasnych w odniesieniu do
danych literaturowych w zakresie nastepujacych zagadnien: (i) analiza genomowa trzech nowych
bakteriofagéw specyficznych wobec B. anthracis, (ii) charakterystyka wlasciwosci biologicznych
nowych fagéw, z uwzglednieniem zakresu gospodarza, stabilnosci w réznych warunkach $rodowiska i
plonu wirionéw potomnych, (iii) analiza struktury biatka ogonkéw nowych fagéw i jego udziatlu w
rozpoznawaniu gospodarza i adsorpcji do jego komorek, (iv) analiza poréwnawcza genoméw nowych
bakteriofagéw z genomami podobnych fagéw, z uwzglednieniem poréwnania endolizyn i holin,(v)
ocena aktywnosci in vitro dwoch nowych endolizyn LysJ) i Lys F otrzymanych w postaci
oczyszczonych biatek w zaleznosci od zastosowanej metody. Dyskusje koficzy fragment odnoszacy sie
do mozliwosci wykorzystania fagéw B. anthracis oraz ich endolizyn w praktyce, zwlaszcza w
kontekscie opracowania preparatéw aktywnych wobec wieloopornych szczepéw laseczki waglika.
Rozdzial ten potwierdza ugruntowang wiedze Doktorantki w obszarze tej tematyki.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan Doktorantka sformutowata 9 wnioskéw. W mojej
opinii wnioski nie powinny zawiera¢ szczegétowych informacji, ale przedstawiaé te najwazniejsze z
poznawczego lub aplikacyjnego punktu widzenia, jak réwniez bedace réwniez podstawg do dalszych
badan. Zdaj¢ sobie jednak sprawe, ze przy tak rozleglym zakresie eksperymentéw oraz ogromnej
liczbie wynikéw o réznym cigzarze gatunkowym, nie jest fatwo wybraé te reprezentatywne. Czy
Doktorantka mogtaby przedstawi¢ 3 wnioski, podsumowujace najwazniejsze osiggnigcia rozprawy
doktorskiej?

Nalezy podkresli¢, ze wyniki badan przedstawionych w niniejszej rozprawie byly
opublikowane w pracy oryginalnej, ktéra ukazata si¢ w 2022 r. w czasopi$mie Viruses indeksowanym
przez Web of Science (w tej publikacji Doktorantka jest pierwszym autorem) oraz prezentowane na 1
krajowej konferencji naukowej oraz 3 migdzynarodowych. Ponadto, druga praca w oparciu o uzyskane
wyniki badaf zamieszczone w rozprawie doktorskiej jest w trakcie przygotowania do druku.

Nalezy réwniez podkresli¢, ze badania wiaczone do niniejszej rozprawy doktorskiej byly
finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu PRELUDIUM ,,Analiza poréwnawcza
endolizyn ~ kodowanych  przez  bakteriofagi lityczne wobec laseczek  waglika  (nr
2016/23/N/NZ7/01992). Doktorantka byta kierownikiem i wykonawcg tego projektu. Ponadto, udziat

Doktorantki jako wykonawcy w projekcie Komisji Europejskiej ,,Anthrax Environmental
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Decontamination Network” — AEDNet — International Research Staff Exchange Scheme (IRSES) —
Maria Curie Actions (PIRSES-GA-2013-612309) umozliwil Jej pozyskanie czgsci probek
$rodowiskowych do badan w kierunku poszukiwanych bakteriofagow.

Podsumowujgc, recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Nakoniecznej pt.
Jzolacja i analiza nowych bakteriofagéw Bacillus anthracis oraz charakterystyka funkcjonalna
kodowanych przez nie endolizyn” spetnia wymagania formalne i merytoryczne. Stanowi oryginalng i
bardzo cenna monografie naukowa, wnoszacg istotne informacje w zakresie nowych bakteriofagéw B.
anthracis oraz nowych, fagowych endolizyn. Na uwage zastuguje réwniez aspekt aplikacyjny
uzyskanych wynikéw badafi. Cele rozprawy doktorskiej zostaly zrealizowane. Doktorantka
zaprezentowata si¢ jako do$wiadczony badacz, posiadajacy ugruntowang wiedze¢ oraz wysokie
kompetencje w zakresie nowoczesnego warsztatu badawczego, przygotowany do podejmowania
nowych wyzwan i rozwigzywania nowych probleméw.

W zwiazku z powyzszym, zwracam si¢ do Rady Naukowej Wojskowego Instytutu Higieny i
Epidemiologii im. gen. Karola Kaczkowskiego o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Nakoniecznej do
dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora. Zwracam sig¢ réwniez z
wnioskiem o wyrdznienie przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej, co uzasadniam wysoka
wartoscig naukowa przeprowadzonych badan i ich oryginalnoscia, opublikowaniem czesci uzyskanych
wynikoéw w czasopi$mie indeksowanym przez Web of Science oraz realizacjg tych badan w ramach

projektu zewngtrznego uzyskanego w postepowaniu konkursowym.

. KIEROWNIK
Katedry i Zakladu Mikrobiologii Farmaceutycznej

prof. dr hab. n. farm. Anna Malm



