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RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Cieminskiej
zatytutowanej ,,Molekularny mechanizm stabilnosci termicznej endolizyny Ts2631 bakteriofaga
vB_Tsc2631 infekujacego Thermus scotoductus”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Karoliny Cieminskiej zostata wykonana w
Zaktadzie Mikrobiologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdariskiego, pod kierunkiem dr hab.
Magdaleny Ptotki, prof. UG.

Praca w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne, poswiecona jest
badaniom nad potencjalnym zastosowaniem alternatywnych terapii przeciwbakteryjnych, ze
szczegolnym uwzglednieniem termostabilnych enzymdéw bakteriolitycznych.

Badania realizowane byty przy finansowaniu w ramach kilku projektéw badawezych:

1. OPUS 20 nr 2020/39/B/NZ6/00589 ,,Analiza molekularna stabilnosci termicznej endolizyn z
ekstremofilnych bakteriofagdw na drodze zwalczania bakterii Gram-ujemnych®, przyznany dr hab.
Magdalenie Ptotce, prof. UG

2. Mtody Naukowiec 2022 (539-D100-B957-22) ,Molekularny mechanizm wigzania substratu
endolizyny Ts2631”, przyznany mgr Karolinie Cieminskiej

3. Miody Naukowiec 2024 (539-D100-B168-24) , Tréjwymiarowe modele biatek bedacych
strukturalnymi homologami endolizyny Ts2631 oraz analiza funkcjonalna rekombinowanych
enzymoéw i ich wariantéw substytucyjnych” przyznany Karolinie Cieminskie;j

4. Wykorzystano réwniez urzadzenie Prometheus NT.48 AGOHTU sfinansowane z dotacji na sprzet
inwestycyjny przyznanej przez Ministerstwo Edukacji Narodowej i Nauki (A/SP/453344/2020) dr n.
med. Annie-Karinie Kaczorowskiej

Czes¢ wynikow uzyskanych w trakcie realizacji projektu doktorskiego zostata opublikowana w pracy:
Cieminska, K., Kaczorowska, A-K., Kozlowski, P. L., Gorniak, M., Fridjonsson, O., Hreggvidsson, G.,
Kaczorowski, T., Plotka, M. (2028). Residue-level determinants of thermal stability of the
extremophilic Ts2631 endolysin” Scientific Reports; https://doi.org/10.1038/841588-026-38786-z
Tematyka rozprawy doktorskiej wpisuje sig w aktualne trendy naukowe dotyczgce narastajacej
lekoopornoéci patogendw bakteryjnych, w tym raportéw WHO o patogenach krytycznych, dla ktérych
nie ma dostepnych opcji ferapeutycznych. Intensywnie prowadzone sa wielotorowe badania
poszukiwania po pierwsze nowych antybiotykéw, a po drugie alternatywnych lub wspierajacych opcji
leczenia infekcji wywotywanych przez wielooporne patogeny. Bakteriofagi sg obecnie szeroko badane
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pod katem nie tylko zastosowan terapeutycznych, ale réwniez w przemysle, rolnictwie, produkgcii
Zywnosci i biotechnologii.

Projekt doktorski Pani mgr Karoliny Ciemiriskiej dotyczacy rekombinowanych litycznych enzymdw
fagowych (endolizyn) wpisuje sie idealnie w nowe kierunki badari podstawowych, aplikacyinych,
przedklinicznych i klinicznych.

Omowienie merytorycznych elementéw rozprawy doktorskiej

Wstep pracy, zwarty na 25 stron, zostat przygotowany w logicznym porzgdku z omdwieniem
elementow aktualnej wiedzy na temat lekoopornosci bakterii i potencjalnych strategii
przeciwbakteryjnych. Zabrakto mi jednak oméwienia pozostatych obszaréw poza klinika, gdzie
bakteriofagi 1 ich enzymy maja coraz wigkszy potencjat zastosowan. Wydaje sie, ze szczegblnie
endolizyny, w tym termostabilne, coraz szerzej stosuje sie w produkeiji zywnosci, diagnostyce,
biotechnologii oraz w biologii molekularnej i syntetyczne].

Poniewaz projekt doktorski dotyczyt przygotowania rekombinowanych enzyméw i ich modyfikaciji,
sugerowatabym poswiecenie troche wigcej uwagi metodologii i inzynierii biatek oraz metodom fizyko-
chemicznym uzywanym w analizach enzymdw. Takie wprowadzenie pomogtoby czytelnikowi podazad
za tokiem myslowym przedstawionym w pozostatych rozdziatach.

Cel pracy zostat okreslony jako analiza mechanizmu stabilno$ci termicznej endolizyny Ts2631
bakteriofaga vB_Tsc2631 infekujgcego komérki Thermus scotoductus. Natomiast pieé celéw
szczegbtowych klarownie pokazato zaplanowane etapy rozwiazania problemu nadawczego.

Osobne 2 rozdziaty zostaty poswigcone bardzo szczegétowemu opisowi uzytych materiatéw i metod,
zawartemu w sumie na prawie 30 stronach rozprawy. Niestety zabrakto mi informacji o producentach
dla wigkszosci zakupywanych odczynnikéw (nazwa producenta, miasto, kraj). Rozdziat 3.2 Plazmidy
zawierat jedynie wpis pET-15b, pRARE. Rozdziat 3.11 powinien mie¢ inny tytut, czyli zamiast Metody
obliczeniowe to raczej Zastosowane programy do analiz. Po drugie, kazdy program powinien mieé
podang referencje oraz krétkg charakterystyke, a nie tylko nazwe. Nie znalaztam wyjasnienia,
diaczego do predykcji tréjwymiarowych modeli biatek uzyto aZ 12 réznych programéw. Wydaje sie, ze
zgrabniej bytoby scali¢ szczegbétowe materiaty z opisami w metodologii.

Doktorantka uzyta szerokiego panelu metod do realizacji projektu. Byty to zaréwno analizy in silico, jak
i eksperymentalne, obejmujace produkcje i oczyszczanie biatek rekombinowanych, tworzenie
mutantéw biatkowych, oznaczanie aktywnosci lityczne] na oczyszezonym peptydoglikanie oraz
metody biofizyczne (nanoDSF, spektroskopia dichroizmu kotowego).

Obszerny rozdziat Wyniki zostat przedstawiony na 87 stronach wraz z Dyskusjg, co byto dobrym
posunigciem w przypadku logicznego ciggu eksperymentéw, jakie doktorantka zaplanowata i
przeprowadzita. Pierwsza czgsé¢ dotyczyla analiz in silico, w tym filogenetycznych oraz dystrybucji
wybranych aminokwaséw potencjalnie odpowiedzialnych za termostabiino$é biatek. Druga czesé
byta eksperymentalng weryfikacjg cech termostabilnosci endolizyny Ts2631 poprzez stworzenie
kolekcji mutantdw biatkowych i oceng ich aktywnosci. Trzecia cze$é poswigcono analizie in silico i
modyfikacjom eksperymentalnym strukturalnych homologéw endolizyny Ts2631 o charakterze
mezofilnym, w celu uzyskania bardzie] termostabilnych wersji tych enzymdw.

Rozdziat Wnioski zostat bardzo dobrze opracowany na trzech stronach, podsumowujac w sposéb
klarowny catos¢ wieloetapowego i skomplikowanego wynikowo procesu badawczego. Krytyczne
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omdwienie zaréwno pozytywnych rezultatéw, jak i negatywnych eksperymentéw pokazuje ztozonos¢
biologii nawet tak prostych biatek, jakimi sg muramidazy. Realizacja projektu przez Doktorantke jasno
pokazuje, ze zatoZenia i analizy dokonane przy uzyciu programoéw bioinformatycznych nie do kofica
korelujg z wynikami eksperymentalnymi. Dodatkowo sam proces przygotowania biatka
rekombinowanego, nawet w formie dzikiej, moze sprawia¢ problemy, co sugeruje koniecznos¢
optymalizacji produkcji oraz zastosowania réZnych systemow ekspresji dla poszczegolnych
enzymow.

Biorac pod uwage aspekty naukowe, musze przyznac, ze caty projekt byt dia mnie niezwykle ciekawy,
poniewaz temat rekombinowanych enzymow fagowych jest réwnieZz prowadzony w moim zespole
badawczym. Doskonale rozumiem wszystkie trudnoéci zwigzane z produkcjg aktywnych enzymow,
zaréwno w wersji dzikiej, jak i przy tworzeniu mutantdéw, Dlatego tez podobata mi sie szczegélnie
harracja dwdch rozdziatéw: wyniki i dyskusja oraz wnioski.

Kwintesencjg podsumowujacg prace jest stwierdzenie Doktorantki: ,PowyZsze badania sg
rozwinieciem zrozumienia tego, jak moZna zaprogramowaé w biatkach stabilno$é termiczng,
zachowujac ich aktywno$é lityczna. Nie bez znaczenia jest tu analiza bioinformatyczna, ktéra pormaga
w szybszym | lepszym zrozumieniu uktadu biatek, a rozwéj technologii moze przyspieszy¢ realizacje
badan. Jednak do tego, by narzedzia pomogly nam w pracy, najpierw potrzebna jest duza ilos¢ danych
eksperymentalnych, takze tych negatywnych, ktdre sg jeszcze przed nami do uzyskania.”

Pytania merytoryczne do Doktorantki:

Prosze zaproponowa¢ mozliwe zmiany metodologiczne w celu uzyskania aktywnych
rekombinowanych enzymdw (optymalizacja produkcii).

Czy enzymy muralityczne zalezne od jondw metali bedg skutecznie dziata¢ w warunkach in vivo (w
surowicy, w ptynach ustrojowych)?

lakie cechy biatka rekombinowanego stosowanego jako lek bedg wptywaty na jego farmakokinetyke?

Formalna ocena dysertacji

Doktorantka przygotowata prace w jezyku polskim z uktadem i sposobem prezentacji powszechnie
przyjetym dia monograficznych prac doswiadczalnych w naukach biologicznych. Dysertacja napisana
na 208 stronach zawiera nastepujgce rozdziaty: informacje wstepne, spis tresci, wykaz stosowanych
skrotéw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy, materiaty, metody, wyniki i
dyskusja, wnioski, bibliografie zawierajgcg 226 anglojgzycznych pozycji literaturowych, suplement,
oraz spis tabelirycin.

Praca jest prawidtowo zorganizowana w rozdziaty i podrozdziaty adekwatnie do prezentowanych
tredci. Tekst pracy jest napisany starannie, jezykiem poprawnym, przejrzystym i zrozumiatym, oraz
przy wykorzystaniu odpowiednich Zrédet literatury migdzynarodowej z listy JCR.

Moje uwagi krytyczne dotyczg zakresu opisanego wstepu, ktéry wg mnie niepotrzebnie uwzglednia z
jednej strony szercki zakres dostepnych terapii alternatywnych, a z drugiej strony opisuje kazdy
podrozdziat pobieznie. Wydaje mi sig, ze lepszym pomystem bytoby skupienie sig na zastosowaniu
bakteriofagéw oraz ich enzyméw w szerszym aspekcie niz tylko terapia oraz dodanie metod
stosowanych w badaniach nad biatkami rekombinowanymi.

Zauwazytam brak informacji o producentach odczynnikéw w rozdziatach ,Materiaty” i ,Metody”.
Doktorantka nie unikneta réwniez niezrecznosci jezykowych, np. temperatura byla wigczana lub
wytgczana; okres péttrwania w ludzkiej krwi wynosi ..., w przeciwieristwie do matp, gdzie czas ten
wynosi ....; endolizyna Ts2631 odznacza sig N-koricowym dodatnio natadowanym wydtuzeniem.
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Zau:waione przeze mnie btedy edytorskie nie umniejszajg wartosci merytorycznej przygotowanej
rozprawy.

Podsumowanie rozprawy doktorskiej

Podsumowujgc przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorska Pani mgr Karoliny Cieminskie],
przyznaje, ze Doktorantka podjeta sie ciekawej i waznej tematyki, czego dowodem jest z sukcesem
opublikowany artykut w czasopismie Scientific Reporis z listy Journal Citation Reports, o
wspdtczynniku oddziatywania (IF 3,9; 140 punktéw MEIN).

Na uznanie zastuguje zaangazowanie Doktorantki w realizacie projektu badawczego w ramach
funduszy OPUS 20, dwukrotne uzyskanie finansowania dedykowanego mtodym naukowcom oraz
realizacja prac naukowych we wspdtpracy z réznymi grupami naukowymi Uniwersytetu Gdanskiego i
Warszawskiego.

Pani mgr Karoliny Cieminskiej jest tez wspodtautorkg czterech publikacji w anglojezycznych
czasopismach z listy JCR z tematyki zwigzanej gtdwnie z biologig i zastosowaniem bakteriofagow.

W przygotowanej dysertacji, Doktorantka wykazata sie wiedza teoretyczng z zakresu nowych strategii
i alternatywnych terapii przeciwbakteryjnych. jasno przestawita problem badawczy oraz etapy jego
rozwigzywania. Na podstawie prawidtowo zaplanowanych badan, doboru odpowiednich metod oraz
przedstawionych wynikdw, dyskusji i wyciagnietych wnioskéw, praca doktorska Pani mgr Karoliny
Cieminskiej stanowi oryginalne podejscie naukowe do analizy cech termostabilnoéci enzymow
muralitycznych oraz mozliwosci potencjalnej modyfikacji stabilnosci termicznej tych enzymow przy
zachowaniu aktywnosci litycznej. Na szczegdlne podkresienie zastuguje przedstawienie szeregu
podej$é oraz opis negatywnych wynikdw, ktore pozwalaja na krytyczng ocene rezultatéw, modyfikacje
$ciezek myélowych i wstepnych zatozen. Doktorantka udowodnita, Ze ma umiejetnosé dostrzegania,
formutowania i rozwigzywania postawionego problemu badawczego, a nastepnie go analizuje i
obiektywnie dyskutuje.

Podsumowujac powyzsze, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
odpowiada wymogom stawianym dysertacjom na stopien naukowy doktora okreslonym w art. 187
ust. 1i2, Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668
zpbin.zm.)

Dziennik Ustaw Poz. 1668, Art. 187.

1. Rozprawa doktorska prezentuje ogding wiedze teoretyczng kandydata w dyscyplinie atbo
dvscynlinach oraz umiejetnosé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej lub artystycznej.

2. Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, oryginalne
rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikéw wiasnych badarn naukowych w sferze gospodarczej
lub spotecznej albo oryginalne dokonanie artystyczne.

Rozprawe doktorska oceniam pozytywnie, dlatego przedktadam na rece Przewodniczacej Rady
Dyscypliny Nauki Biclogiczne Uniwersytetu Gdanskiego, wniosek o dopuszczenie mgr Karoliny
Cieminskiej do dalszych etapow procedury przewodu doktorskiego.

Z powazaniem
Prof. dr hab. Zuzanna Drulis-Kawa




