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Ocena osiggniecia naukowego ,,Analiza molekularna bakteriofagowych i bakteryjnych
enzymow litycznych wykazujacych podobienstwo do eukariotycznych biatek
rozpoznajgcych peptydoglikan”, aktywnosci naukowej, dydaktycznej i popularyzatorskiej
dr Magdaleny Ptotki w toku postepowania habilitacyjnego.

Dr. Magdalena Ptotka ukoriczyta studia na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego (UG) i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (GUM) uzyskujagc
stopien magistra biotechnologii w 1999 roku. Po studiach doktoranckim na tym samym
wydziale w roku 2007 uzyskata tytut doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii w
oparciu o wyniki uzyskane w badaniach biatkowych sktadnikéw mitochondrialnego nukleoidu
drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Dalsze doswiadczenia zawodowe dr Magdalena Ptotka
zdobywata w czasie stazu podoktorskiego na Uniwersytecie w Oksfordzie. Od roku 2012
zwigzana jest z Katedrg Mikrobiologii Wydziatu Biologii Uniwersytet Gdanskiego i wfasnie z
tego okresu pracy zawodowej dr Magdaleny Ptotki pochodzg publikacje stanowigce podstawe
osiggniecia naukowego przedstawionego do oceny w procedurze habilitacyjnej.

Ocena osiggniecia naukowego

Na przedstawione osiggniecie naukowe sktada sie pie¢ prac opublikowanych w latach
2014 — 2020 w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym znajdujgcych sie w bazie Journal
Citation Reports (JRC) ze wskaznikami cytowani pomiedzy 3,0 a 4,6 i punktacja MEiIN 40 w
poprzedniej kwalifikacji punktowej i 100-140 w obecnej. Wedtug Web of Science publikacje te
byty dotychczas cytowane 63 razy. Habilitantka jest pierwszym autorem wszystkich publikacji
wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego, a dodatkowo w trzech z nich autorem lub
wspoétautorem korespondencyjnym. Udziat habilitantki w przygotowaniu poszczegdinych
publikacji zostat szczegdétowo pisany i oceniony na 65-80%. Biorgc pod uwage znaczng liczbe
wspoétautorow niektdrych z tych publikacji wskazany udziat Habilitantki mégtby wydawac sie
zawyzony, ale analiza o$wiadczen wspodtautorow catkowicie uzasadnia zadeklarowany wktad
Habilitantki w przygotowanie wskazanych prac. Moina wiec z petnym przekonaniem
stwierdzié¢, ze habilitantka miata wiodacy wktad w uzyskanie wynikéw i przygotowanie
publikacji stanowigcych podstawe osiggniecia habilitacyjnego.
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Przedstawienie wynikdw stanowigcych osiggniecie naukowe poprzedzone jest
wyczerpujgcym wstepem, w ktérym zamieszczone zostato przekonywujgce uzasadnienie
celowosci podejmowanej przez habilitantke tematyki badawczej. Jej nadrzednym celem jest
poszukiwanie enzymoéw o aktywnosci antybakteryjnej i zastosowania ich jako alternatywnej
metody zwalczania bakterii patogennych, szczegélnie tych opornych na antybiotyki. Obecne
dane dotyczace problemu antybiotykoodpornosci sg bardzo niepokojace, a przewidywania
WHO dotyczgce skali problemu spowodowanego brakiem nowych antybiotykow i
alternatywnych metod leczenia zakazen bakteryjnych sg alarmujgce. Najtrudniejsza sytuacja
dotyczy antybiotykoopornych bakterii Gram ujemnych, ktdére obecnie stanowig grupe
patogendw wymagajacych natychmiastowej interwencji badaczy w celu opracowania
skutecznych metod ich zwalczania. Firmy farmaceutyczne drastycznie ograniczyty prace nad
nowymi antybiotykami i coraz czesciej powraca sie do wczesniej zarzuconych alternatywnych
metod, jak fagoterapia i intensywnie pracuje nas nieantybiotykowymi terapiami opartymi np.
o bakteriolityczne dziatanie niektérych enzymow, gtdwnie endolizyn pochodzenia fagowego. |
to wtasnie endolizyny sg gtdéwnym bohaterem prac badawczych Habilitantki. Do tej pory
scharakteryzowano wiele enzymow bakteriolitycznych, w szczegdlnosci tych, ktére niszczg
bakterie Gram dodatnie. Niektdre z nich sg juz na zaawansowanym etapie badan klinicznych,
ale prawdziwym wyzwaniem jest opracowanie skutecznych endolizyn przeciwko bakteriom
Gram ujemnym, gdyz obecnos¢ zewnetrznej btony komérkowej uniemozliwia bezposrednie
dotarcie tych enzyméw do peptydoglikanéw znajdujgcych sie przestrzeni w
peryplazmatycznej. Habilitantka podejmujgc to wyzwanie wyizolowata i scharakteryzowata
nowe endolizyny z fagéw bakterii termofilnych i bakterii wpisujgc sie tym samy w bardzo
aktualng i potrzebng tematyke badawcza.

Odkrycie pierwszego z enzyméw, Ph2119 z faga Thermus scotoductus MAT2119,
poprzedzone byto analizg bioinformatyczng genomu fagowego, dzieki ktérej zidentyfikowano
otwartg ramke odczytu kodujagcga nowa hydrolaze peptydoglikanowg wykazujgcg tylko
niewielkie podobienstwo do dotychczas scharakteryzowanych enzymoéw. Dalsze badania
wykazaty, ze jest to amidaza trawigca peptydoglikany Thermus scotoductus. Doktadna
charakterystyka wtasciwosci biochemicznych enzymu pozwolita nie tylko na okreslenie
optymalnych warunkéw jego dziatania, ale co niezmiernie istotne, wykazata zdolnosci enzymu
do lizowania mezofilnych bakterii Gram ujemnych, w tym takze waznych patogendw z rodzaju
Escherichia, Salmonella czy Pseudomonas. Mniej unikatowg ze wzgledu na pochodzenie, ale
takze niezmiernie wazng cechg enzymu jest jego termostabilnosé, ktora . Zawarte w publikacji
wyniki pokazujg caty przemyslany cykl badawczy, od analizy genomu w celu wskazania
potencjalnych nowych enzyméw litycznych, poprzez ich klonowanie, optymalizacje produkgcji
i charakterystyke biochemiczng. Jest to bardzo dobry przyktad scenariusza identyfikacji
catkowicie nowych enzyméw, takich jak opisana w publikacji pierwszej amidaza N-
acetylomuramylo-L-alaninowa typu 2 wyizolowanej z faga termofilnego.

Kolejne trzy publikacje poswiecone sg pogtebionej charakterystyce kolejnego enzymu
z bakteriofaga vB Tsc2631 infekujgcego komorki Thermus scotoductus i wykazujgcego
wysokie podobienistwo sekwencyjne do wczesdniej scharakteryzowanej amidazy Ph2119. Poza



charakterystykg zaleznosci aktywnosci enzymu Ts2631 od pH i soli, dotgczone zostaty analizy
wptywu jondw metali, w szczegdlnosci jondw cynku. Doktadniejszym badaniom zostata
poddana cecha termostabilnosci enzymu. W celu okreslenia temperatury topnienia biatka
habilitantka nawigzata wspotprace z innym zespotem, dzieki czemu miata okazje zapoznac sie
z nowymi metodami badawczymi, a jednoczesnie w sposdb petniejszy opisa¢ unikalne cechy
charakteryzowanego biatka i okresli¢ precyzyjnie wyjgtkowo wysokg Tm badanego enzymu.
Badania enzymu zostaty poszerzone analizg znaczenia wybranych reszt aminokwasowych
wokot katalitycznego wytypowanych na podstawie analizy poréwnawczej modelu struktury
enzymu. Uzyskane poprzez celowang mutageneze punktowg warianty enzymu z
zaprojektowanymi substytucjami zostaty poddane wszechstronnym analizom, ktére
potwierdzity kluczowe znaczenie wybranych aminokwaséw dla aktywnosci enzymu.

W kolejnej publikacji habilitantka daje odpowiedZ na szereg interesujgcych pytan
dotyczgcych mechanizmu dziatania endolizyny Ts2631: (i) w jaki sposdb enzym ten wigze sie
ze Scianami komodrkowymi bakterii nie posiadajgc oddzielnej domeny wigzgcej, czesto
spotykanej w hydrolazach peptydoglikanowych, (ii) ktére reszty aminokwasowe s3
zaangazowane w ten proces, (iii) w jakiej formie wystepuje enzym w roztworze wodnym.
Dzieki nawigzanej wspotpracy z krystalografami, Habilitantka mogta do swych analiz
wykorzysta¢ eksperymentalnie uzyskang strukture enzymu Ts2631, a byta to pierwsza
struktura endolizyny z faga termofilnego. Struktura Ts2631 zostata nastepnie wykorzystana do
wytypowania kolejnych reszt aminokwasowych i zbadania ich znaczenia dla specyficznosci i
aktywnosci endolizyny TS2631. Dzieki przeprowadzonym badaniom mozliwe byto m.in.
wskazanie reszt aminokwasowych waznych nie tylko dla aktywnos$ci katalitycznej enzymu, ale
takze tych, ktére odgrywajg zasadniczg role w wigzaniu peptydoglikanu. Umozliwito to
wyznaczenie obszardw biatka waznych dla tego procesu, co wazne takze poza samym rowkiem
substratowym. Wykorzystujgc uzyskane informacje i we wspotpracy z naukowcami z Polski i
USA przygotowana zostata bardzo interesujgcy ilustracja kompleksowych oddziatywan
pomiedzy endolizyng a modelem przestrzennym peptydoglikanu.

Wszystkie te badania pozwolity na dogtebng charakterystyke enzymu Ts2631, poznanie
jego wtasciwosci, warunkéw optymalnego dziatania, co stanowito doskonate przygotowanie
do kolejnych krokow podjetych przez Habilitantke, a mianowicie badan nad mozliwosciami
zastosowania endolizyny do eliminowania patogennych bakterii Gram ujemnych. Z wtasnego
doswiadczenia wiem, jak wazne jest bardzo dokfadne poznanie biatka dla jego wtasciwego
wykorzystania aplikacyjnego. Wykazanie aktywnosci endolizyny w stosunku do
antybiotykoopornych szczepéw wybranych gatunkéw bakterii Gram ujemnych potwierdzito
potencjat aplikacyjny enzymu, a zastosowanie dodatkowych czynnikéw oddziatywujacych na
zewnetrzng membrane rozszerzyto spektrum jego dziatania. Jednoczes$nie wigczenie do badan
zaawansowanych analiz mikroskopowych pozwolito na zaobserwowanie przebiegu procesu
lizy komorek pod wptywem endolizyny Ts2631 i potwierdzito wczes$niejsze wnioski dotyczgce
znaczenia wybranych elementéw biatka (peptydu N-terminalnego) w uzyskaniu efektu
litycznego. Przeprowadzone analizy mikroskopowe wykazaty podwdjng funkcje endolizyny
Ts2631, ktora nie tylko degraduje peptydoglikan, ale takze destabilizuje btone zewnetrzna.



Majgc doswiadczenie w izolacji i charakterystyce nowych enzymodw, Habilitantka
postanowita poszukaé gendéw kodujgcych podobne biatka w genomach bakteryjnych, a
konkretnie w Gram pozytywnym Clostridium i wybrat do dalszych badan enzym LytC. Cho¢
wstepne wyniki zymograficzne wypadty pozytywnie, aktywnosc¢ lityczna tego enzymu nie
zostata potwierdzona w testach redukcji gestosci zawiesin bakteryjnych. Co wiecej,
substytucje aminokwaséw w centrum i wokét centrum aktywnego miaty tylko niewielki wptyw
na aktywnos$¢ enzymu. Wyniki te podwazaty wczeéniej przyjete zatozenie o aktywnosci
bakteriolitycznej enzymu. Szukajagc  wyttumaczenia dla obserwowanych efektow
antybakteryjnych przy jednoczesnym braku aktywnosci bakteriolitycznej Habilitantka
wykorzystata ponownie nie tylko swoje dotychczasowe doswiadczenie, ale takze szereg
nowych metod. Podobnie jak w poprzednich pracach, wsparcie specjalistéw z réznych dziedzin
i zastosowanie réznorodnych metod pozwolito na poznanie mechanizmu dziatania
antybakteryjnego enzymu LysC. Okazato sie, ze podstawg aktywnosci antybakteryjnej biatka
LytC jest nie tyle enzymatyczna liza scian komérkowych, co interakcje pomiedzy N-
terminalnym peptydem biatka LysC a membrang bakteryjng prowadzace do jej dezintegracji.
Na podstawie tych wynikéw i w oparciu o sekwencje N-terminalnego fragmentu LysC powstat
syntetyczny peptyd Intestinalina o wiasciwosciach antybakteryjnych. Jest to doskonaty
przyktad na bardzo kreatywne podejscie Habilitantki do napotykanych w pracy badawczej
pytan, Jej naukowag dociekliwo$¢ i umiejetnos¢ dobierania odpowiednich metod w
poszukiwaniu mechanizméw obserwowanych zjawisk.

Podsumowujac, przedstawiony w gtéwnym osiggnieciu naukowym zestaw publikacji
jest spdjny tematycznie i $wiadczy o dojrzatosci naukowej Habilitantki. Osiggniecie naukowe
Habilitantki wnosi znaczacy wkfad do wiedzy na temat endolizyn fagowych i biatek
bakteryjnych o aktywnosci antybakteryjnej. Istotnym jest takze fakt, ze uzyskane wyniki mogg
stanowi¢ podstawy do praktycznego wykorzystania tej grupy biatek w walce z
antybiotykoopornosciag. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt wigczania do badan
roznorodnych metod, wspétpraca z krajowymi i zagranicznymi os$rodkami naukowymi i
tworcze, dojrzate podejscie do podejmowanego problemu. W mojej opinii przedstawione
osiggniecie naukowe daje podstawy do nadania stopnia doktora habilitowanego.

Ocena aktywnosci naukowej

Poza pracami przedstawionymi w osiggnieciu naukowym Habilitantka byta
zaangazowana w realizacje innych projektow, co zaowocowato wspoétautorstwem w
kilkunastu znaczgcych publikacjach. Ogdlna ocena parametryczna dorobku Habilitantki jest jak
najbardziej zadawalajgca; sumaryczny wspotczynnik IF 14 publikacji Habilitantki wynosi 48,5 a
ich punktacja ministerialna 1510. Publikacje te byty dotychczas cytowane 125 razy a wskaznik
Hirscha dorobku publikacyjnego Habilitantki wynosi 8.

Uzyskane wyniki byty prezentowane takze na wielu krajowych i miedzynarodowych
konferencjach naukowych. Nalezy doceni¢ fakt prezentacji ustnych na konferencjach
miedzynarodowych, prezentacji na zaproszenie organizatorow oraz zaangazowania w
komitetach organizacyjnych konferencji.



Habilitantka odbyta kilka stazy w osrodkach zagranicznych zdobywajgc doswiadczenie
w pracy w zespotach miedzynarodowych i nawigzujac utrzymywane do chwili obecnej cenne
kontakty, np. z prof. Yvesem Briersem. Uczestnictwo w duzych projektach miedzynarodowych
dato Habilitantce mozliwos¢ prowadzenia badan interdyscyplinarnych, dostep do unikatowej
wiedzy i zasobow innych uczestnikdéw, pozwolito na wymiane doswiadczen i byto doskonatym
poligonem do zdobycia umiejetnosci we wspotzarzadzaniu projektami i organizacjag
wielozespotowej wspotpracy.

Wsrod réznorodnych form aktywnosci zawodowej Habilitantki jest recenzowanie
artykutéw naukowych i wnioskéw grantowych, co swiadczy o rozpoznawalnosci Habilitantki
jako specjalisty w swojej dziedziny. Z mojego doswiadczenia wiem, ze recenzowanie publikacji
i wnioskéw grantowych jest bardzo cennym doswiadczeniem i doskonatg szkotg pisania
dobrych artykutow i aplikacji grantowych.

Nieco krytycznie mozna bytoby oceni¢ dotychczasowe doswiadczenie Habilitantki jako
lidera projektow. Do tej pory kierowata ona samodzielne tylko dziataniem naukowym
finansowanym w programie Miniatura finansowanym przez NCN. Jednoczesnie z opisu
dziatalnosci naukowej i udziatu w przygotowaniu poszczegdlnych publikacji wynika, ze chociaz
nie petnita ona funkcji kierownika projektu, to zakres jej aktywnosci przy planowaniu badan,
ich wykonaniu i analizie w duzej mierze obejmuje obowigzki kierownika projektu i Swiadczy o
duzej samodzielnosci Habilitantki. Przedstawione we wniosku informacje upowazniajg do
stwierdzenia, ze Habilitantka jest w petni przygotowana do takich wyzwan. Fakt przyznania
habilitantce finansowania projektu w konkursie OPUS20 (maj 2021) potwierdza stusznosc tego
whiosku. Z tytutu tego projektu wynika, ze bedzie on kontynuacjg badan nad endolizynami i
ich potencjalnymi zastosowaniami w zwalczaniu bakterii Gram ujemnych. Pierwsza pozycja na
liscie rankingowej tego konkursu swiadczy o docenieniu przez recenzentdw wniosku
grantowego, tematyki zaproponowanych badan, jak i dotychczasowego dorobku Habilitantki.

Ocena wspotpracy z otoczeniem spotecznym i gospodarczym

W swojej dotychczasowej pracy Habilitantka brata czynny udziat w edukowaniu
studentdw prowadzac ¢wiczenia z mikrobiologii, ale byta tez aktywna w kontaktach z uczniami
szkot podstawowych i ponadpodstawowych. Prowadzita wyktady w gimnazjach i liceach (cykle
wyktaddéw), byta opiekunka stazystow zdobywajgcych pierwsze naukowe doswiadczenia w
laboratorium i nadzorowata realizacje projektédw edukacyjnych gimnazjalistéw i licealistdw.

Waznym aspektem w pracy badawczej Habilitantki sg kontakty z firmami
biotechnologicznymi. Celem nadrzednym badann Habilitantki jest poszukiwanie nowych
enzymow o wiasciwosciach antybakteryjnych, ktdre mogtyby stanowié alternatywe w
stosunku do obecnie stosowanych metod eliminacji bakterii, w szczegblnosci Gram ujemnych.
Realizacja ostatnich projektédw, w ktére zaangazowana byta Habilitantka, wigzata sie ze
wspotpracy z kilkoma firmami biotechnologicznymi, zardwno polskimi jak i zagranicznymi. Jest
to bardzo waine doswiadczenie, szczegdlnie w przypadku projektéw o potencjale
aplikacyjnym.



Podsumowanie

Pozytywna ocena osiggniecia naukowego dr Magdaleny Ptotki oraz rownie pozytywna
opinia o pozostatej aktywnosci naukowej, dydaktycznej i popularyzatorskiej Habilitantki daje
mi podstawy do stwierdzenia, ze spetnia ona wymagania stawiane kandydatom do stopnia
naukowego doktora habilitowanego okreslone w Ustawie ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce” z dn. 30 sierpnia 2018 r. Dr. Magdalena Ptotka jest doswiadczonym pracownikiem
naukowym, wykazujgcym duzg samodzielnos$¢ i kreatywnos¢ w prowadzeniu badan, ktérych
wyniki w sposéb znaczacy poszerzajg wiedze w dziedzinie badain nad nowymi enzymami i ich
potencjalnym wykorzystaniem w zwalczaniu bakterii patogennych.

W zwigzku z powyzszym pozytywnie opiniuje wniosek o nadanie dr Magdalenie Ptotce
stopnia naukowego doktora habilitowanego w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w
dyscyplinie nauk biologicznych.

Dr hab. Izabela Sabata



