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Recenzja

Rozprawy doktorskiej Pani mgr Weroniki Jaroszewicz pt. ,,Konstrukcja nowego systemu
prezentowania bialek/peptydow na powierzchni termofilnego bakteriofaga TP-84”.
(,,Construction of a novel phage display system based on a thermophilic bacteriophage TP-84")

Ponizsza recenzja zostata wykonana w odpowiedzi na decyzj¢ Rady Dyscypliny Nauk
biologicznych Uniwersytetu Gdanskiego w Gdansku, powotujacej mnie do komisji doktorskiej w
roli recenzenta, na podstawie nastepujacych dokumentow (w formie elektronicznej):

1) streszczenie w jezyku polskim;

2) streszczenie w jezyku angielskim;

3) rozprawa doktorska - autoreferat;

4) oswiadczenia wspotautoréw dotyczace ich wktadu w przygotowanie artykutu przegladowego.

Jednoznacznie stwierdzam, ze udostgpnione mi dokumenty sg kompletne, zarowno pod
wzgledem formalnym, jak i merytorycznym. Zapoznanie si¢ z ww. materiatami pozwolito mi na
przygotowanie przedktadanej recenzji.

Tematyka badan podjetych przez Doktorantke dotyczyla opracowania funkcjonalnego
systemu prezentacji biatek/peptydéw na powierzchni termofilnego bakteriofaga TP-84. Dlatego
stanowi¢ moze nowatorski nurt dziatan badawczych nad innymi systemami ekspozycji, poza
dobrze nam znanymi platformami mezofilnymi.

Przedstawiona do oceny dysertacja zostala wykonana pod promotorstwem Pana
Prof. dr. hab. Grzegorza Wegrzyna, z Katedry Biologii Molekularnej, Wydziatu Biologii,
Uniwersytetu Gdanskiego. Zgodnie z informacja zawarta w Komunikacie RDN nr 19/2020
w sprawie sktadania rozpraw doktorskich, sktada si¢ ona z publikacji przegladowe;j, jak rowniez
wynikéw jeszcze nieopublikowanych (z wyltaczeniem doniesienia konferencyjnego z dnia
18-22.07.22, Viruses of Microbes, 2022). Poza dotaczona kopia artykutu przegladowego wraz z
oswiadczeniami wspotautorow (Wstep teoretyczny), powyzsza rozprawa (liczaca 155 stron)
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zawiera autoreferat obejmujacy streszczenie w jezyku polskim i angielskim, cel pracy, materiaty
i metody, wyniki i dyskusje, podsumowanie, bibliografi¢ (50 pozycji literaturowych z
wylgczeniem referencji w publikacji przegladowej), wykaz rycin i tabel (w liczbie odpowiednio
47 i 24) oraz dorobek naukowy Doktorantki obejmujacy list¢ publikacji (6), doniesienia
konferencyjne (9) oraz udziat w projekcie grantowym NCBR jako wykonawca.

Z oswiadczen dotaczonych przez wspotautorow artykulu przegladowego pt. ,,Phage
display and other peptide display technologies” opublikowanego w FEMS Microbiology Reviews
(IF2021 = 15,177, 200 pkt wedtug listy MNiSW) jasno wynika, ze Pani mgr Weronika Jaroszewicz
wniosta bezspornie indywidualny wktad w przygotowanie tekstu manuskryptu (zamieszczonego
w rozdziale nr. 3 przedtozonego autoreferatu). W zwigzku z tym udzial Doktorantki w powstanie
ww. publikacji nie budzi zadnej watpliwosci, a jej dotgczenie w ramach czgsci teoretycznej do
recenzowanej dysertacji jest w pelni uzasadnione. Poza tg publikacjg, Doktorantka jest takze
wspotautorem 5 artykutow z listy Journal Citation Report [tj. Antibiotics (Basel). 2021; Acta
Biochim Pol. 2021; Med Sci Forum. 2022; Microorganisms. 2022; Methods Mol Biol. 2022]. W
dwoch pracach wymienionych powyzej Pani Weronika Jaroszewicz jest pierwszym i zarazem
korespondencyjnym autorem. Tematyka tych publikacji dotyczy poszukiwania alternatywnych
form terapii, opartych na nowych zwigzkach biologicznie czynnych o aktywnosci
przeciwbakteryjnej,  przeciwwirusowej, przeciwgrzybiczej lub  przeciwnowotworowej,
pozyskiwanych z nietypowych i ekstremalnych siedlisk (takich jak np. jaskinie). Srodowiska tego
typu wykazuja olbrzymia biordznorodno$¢ bakterii, glonéw i grzybow, co stwarza olbrzymie
mozliwo$ci pozyskiwania antybiotykdéw 1 molekul o potencjalnych wlasciwosciach leczniczych.
Szczegoblnie interesujacy jest artykut z roku 2021 [pt. ,,Antibacterial, Antifungal and Anticancer
Activities of Compounds Produced by Newly Isolated Streptomyces Strains from the Szczelina
Chochotowska Cave (Tatra Mountains, Poland”)] opisujacy nowo wyizolowane szczepy
Acinetobacter, pochodzace z jaskin w Tatrach i wykazujace zdolno$¢ do produkcji antybiotykow
oraz innych zwigzkow bioaktywnych, ktora jest nasilana przez ich infekcj¢ bakteriofagami. Ta
poboczna tematyka wskazuje na bardzo szeroki zakres dzialalnosci naukowej prowadzonej przez
Doktorantke. Potwierdza to rowniez udziat Doktorantki (jako wykonawcy) w grancie NCBR o
podobnej tematyce badawczej (pt. ,,Systemy nowej generacji dostarczania molekut bioaktywnych
w syntetyzowanych chemicznie i poddanych inZzynierii genetycznej nanobiomateriatach) oraz
konferencjach naukowych zaréwno krajowych (6), jak i zagranicznych (3).

Ocena merytoryczna i wartos¢ naukowa dysertacji doktorskiej

Technologia ,,phage display” zwigzana z prezentacja biatek, peptydoéw lub innych molekut
na powierzchni bakteriofagéw zostata opracowana w 1985 r. W 2018 r. zostala przyznana Nagroda
Nobla w dziedzinie chemii za ekspozycj¢ fagowa i jej wykorzystanie do projektowania
przeciwcial. W ostatnich latach zaobserwowac¢ mozna bardzo duzy rozwdj tego typu platformy
ekspozycyjnej. Brakuje jednak termofilnych systemow prezentacji biatek 1 peptydow
z wykorzystaniem fagow. Dlatego badania zrealizowane przez Doktorantk¢ zmierzajace do
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otrzymania termofilnej platformy ekspozycyjnej, w oparciu o termofilnego bakteriofaga
litycznego TP-84 z rodziny Siphoviridae, infekujacego termofilnego gospodarza Geobacillus
stearothermophilus, doskonale wpisujg si¢ w ten nurt i rownoczesSnic sg pierwsza proba
otrzymania takiego systemu.

Wstep teoretyczny powyzszej dysertacji zostat przedstawiony w artykule przegladowym.
Na szczegdlng uwage zastuguje bardzo wysoki IF2021 (15,177) i liczba punktow wedlug listy
MNISW (200) ww. publikacji (FEMS Microbiology Reviews). Doktorantka opisata bardzo
szczegotowo wszystkie dotychczas skonstruowane systemy prezentacji biatek, peptydéw lub
innych molekul na powierzchni bakteriofagdw filamentujacych, innych bakteriofagéw oraz na
powierzchni innych czastek biologicznych. Przedstawita takze metody generowania bibliotek,
wady, zalety i przyklady zastosowan wszystkich systemow w réznych dziedzinach nauki,
medycyny i szeroko pojetej biotechnologii. Tak obszerny wstgp wprowadza doskonale czytelnika
w tematyke realizowanych zadan badawczych.

Celem pracy, ktory =zostal bardzo jasno nakreslony przez Doktorantke, bylo
skonstruowanie systemu prezentowania biatek i/lub peptydow na powierzchni termofilnego
bakteriofaga TP-84. Etapy prowadzace do uzyskania tego systemu Pani Weronika Jaroszewicz
rozdzielita na trzy cele posrednie. Pierwszym z nich byla konstrukcja biblioteki gendow
bakteriofaga TP-84 przy uzyciu plazmidu pUC19. Kolejnym byto klonowanie genomu
bakteriofaga TP-84 do wektora plazmidowego pBAC-lacZ, w tym optymalizacja metody
klonowania Gibsona oraz Golden Gate. Ostatni etap badan obejmowat wprowadzanie in vitro
modyfikowanego genomu do wirionu bakteriofaga TP-84, celem uzyskania funkcjonalnego
systemu prezentowania biatek/peptydow na jego powierzchni.

Metodyka badawcza zostata bardzo obszernie i doktadnie opisana przez Doktorantke. To
umozliwia odtworzenie poszczegélnych eksperymentow. Wyniki zostaly zaprezentowane w
postaci 42 rysunkéw i1 5 tabel. Podejscie eksperymentalne, wykorzystane do realizacji
zamierzonych celow pracy, podjete przez Doktorantke, bylo przemys$lane 1 jak najbardziej
zasadne. Tok prowadzonych eksperymentow jest uporzadkowany. Wnioskowanie zostato
skrupulatnie opisane. Interpretacja uzyskanych wynikow jest logiczna. Pani Weronika
Jaroszewicz uzyskala szereg istotnych wynikéw, ktore przedstawiam ponizej:

e skonstruowala biblioteke natywng oraz biblioteki genow fuzyjnych kodujacych wybrane
biatka strukturalne bakteriofaga TP-84 z dotaczonymi fragmentami DNA kodujacymi
znaczniki molekularne (tj. 3xFLAG oraz 6xHis);

e opracowala metod¢ tandemowego wstawienia fagowego genu 8 (prawdopodobnie
istotnego w procesie prezentowania bialek/peptydow), kodujacego dodatkowe biatko
kapsydu, do wektora plazmidowego;

e wstawita fragment genomu fagowego o wielkosci 6600 par zasad do wektora typu BAC
(sztucznego chromosomu bakteryjnego) opartego na systemie indywidualnego
zwigkszania kopii;

e cfektywnie transfekowala protoplasty G. stearothermophilus materialem genetycznym
bakteriofaga TP-84, zarowno w formie natywnej jak i rekombinowanej (umieszczonym W
wektorze plazmidowym pBAC-lac2);
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otrzymata aktywne czastki fagowe posiadajace fuzyjny gen 12 kodujacy gtowne biatko
kapsydu potaczone ze znacznikiem molekularnym 3xFLAG eksponowanym na zewnatrz
wirionu.

Dyskusja wynikow (zamieszczona w jednym rozdziale wraz z Wynikami) zostata wykonana
jak najbardziej prawidlowo i poparta dostepnymi danymi literaturowymi. Bardzo cenny jest

rowniez rozdzial ,Podsumowanie”, w ktérym Doktorantka w skondensowany sposob
zaprezentowata swoje najwazniejsze wyniki i osiggnigcia badawcze.

Lektura tej pracy nasune¢ta mi kilka pytan i bardzo drobnych uwag:

1)

2)

3)

4)

W procedurze opisujacej namnazanie bakteriofaga TP-84 (str. 54) Doktorantka uzywata
chloroformu ,,aby usung¢ ewentualne zywe komorki bakteryjne”. Czy Doktorantka
probowata zastgpi¢ chloroform innym zwigzkiem/metoda z uwagi na mozliwos¢
denaturacji niektorych fagéw i mozliwy wzrost ilosci resztek komorek bakteryjnych po
jego zastosowaniu?

Co mogto by¢ przyczyng trudnosci w procedurze klonowaniu genu 8, jak tez catego
genomu faga TP-84 poza wspomniang toksycznoscig produktow fagowych na komorki
bakteryjne E. coli i jakie s3 mozliwo$ci rozwigzania tego problemu?

Czy Doktorantka zamierza dalej kontynuowaé badania dotyczace optymalizacji
otrzymanego systemu prezentacji fagowej?

W pracy mozna doszuka¢ si¢ drobnych bledow ,literowych”, gramatycznych i
interpunkcyjnych (np. Chlorek wampnia str. 38, glycerol tabela 7, str. 48) W podrozdziale
5.1.8. Pozywki i podtoza, str. 49-50 brak informacji o producentach niektorych sktadnikow
pozywek np. pepton, ekstrakt drozdzowy. Podobnie w podrozdziale 5.1.11, str. 51 (Kolby
szklane o pojemnos$ci 50 ml, 100 ml, 200 ml i 1000 ml, szklane probowki). Podpis Tabeli
10, str. 65 (,llosci DNA oraz dlugosci megastartera i konstruktow uzywanych do
klonowania metoda RF, obliczone za pomoca programu ze strony https://www.rf-
cloning.org/”) powinien zosta¢ zmodyfikowany. Pomimo tych drobnych uwag,
podkreslam, ze cala rozprawa doktorska zostata opracowana bardzo starannie.

Podsumowujac, wyniki uzyskanych badan sktadajace si¢ na rozprawe doktorska Pani

mgr Weroniki Jaroszewicz oceniam bardzo wysoko. Podkreslam roéwniez ich oryginalnosé
i nowatorskie podej$cie do wielu aspektow realizowanych zadan badawczych. Uzyskane przez
Doktorantke rezultaty badan znaczaco wzbogacajg naszg wiedz¢ na temat termofilnej platformy
do prezentacji biatek/peptydéw na powierzchni faga TP-84, rownoczesnie omijajac ograniczenia

jakie stawiajg przed nami systemy prezentacji oparte na bakteriofagach infekujacych bakterie
mezofilne. Sa to rowniez dane cenne ze wzgledu na mozliwe wykorzystanie praktyczne.

POLITECHNIKA GDANSKA tel. +48 58 347 18 62

fax: +48 58 347 18 22
ul. G. Narutowicza 11/12 e-mail: beazalew@pg.edu.pl
80-233 Gdansk www.pg.edu.pl


https://www.rf-cloning.org/
https://www.rf-cloning.org/

Podsumowanie i wniosek koncowy

Zdecydowanie stwierdzam, ze praca doktorska Pani Weroniki Jaroszewicz jest nowatorska
i ma duza warto$¢ naukowg. Dysertacja jest bardzo dobrze opracowana i gruntownie przemyslana.
Cele pracy zalozone na poczatku przez Doktorantkg tj. klonowanie szesciu genéw termofilnego
Geobacillus  stearothermophilus bakteriofaga TP-84, opracowanie metody wstawiania
rekombinowanego genomu do komorek gospodarza, za pomoca transfekcji, oraz wprowadzenie
in vitro modyfikowanego genomu ww. faga otrzymujac system prezentowania biatek/peptydow
na jego powierzchni, zostaly osiagnigte. Byto to mozliwe dzigki opanowaniu szerokiego wachlarza
metodyki do$wiadczalnej przez Doktorantke, jej wytrwatosci i1 pracowito$ci pomimo
niepowodzen doswiadczanych podczas prowadzonych eksperymentow.

Z zalaczonej dokumentacji wynika, Ze Pani Weronika Jaroszewicz jest osobg bardzo
zaangazowang naukowo. Jest wspoOlautorkg w sumie 6 prac naukowych, z czego jednej
przegladowej opublikowanej w renomowanym czasopi$mie naukowym, stanowigcej czgS$¢
teoretyczng powyzszej dysertacji. Brata udziat w 9 konferencjach i jednym projekcie NCBR jako
wykonawca. Swiadczy to o dojrzatosci naukowej Doktorantki, fascynacji nauka i realizowanymi
badaniami. Na podstawie przedstawionego dorobku naukowego wida¢ wyraznie, ze doktorantka
nie jest ograniczona tylko do tematyki badawczej zrealizowanej w ramach pracy doktorskie;j.

W zwigzku z powyzszym o$wiadczam, ze przediozona dysertacja doktorska spetnia
wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 190 ust. 3 oraz art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Badania wykonane przez
Doktorantke mogg mie¢ istotne znaczenie o szeroko pojetym charakterze poznawczym
i praktycznym. Réwnoczes$nie wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Weroniki Jaroszewicz do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Gdansk, 07.02.2023 r. dr hab. Beata Zalewska-Piatek, prof. uczelni

Recte. Zloesile Pt
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