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Formalna podstawa przygotowania recenzji

Recenzja zostata przygotowana na podstawie pisma Rady Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego z dnia 10.03.2026 r, zgodnie z wymaganiami
okreslonymi w art. 187 ust. 1 i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pdzn. zm.). Promotorem pracy doktorskiej jest
dr hab. Magdalena Ptotka, prof. UG, kierownik Katedry Mikrobiologii Uniwersytetu
Gdanskiego.

Inaczenie podjetych badan i aktualnosé tematyki

W dobie narastajgcego, globalnego kryzysu  antybiotykoopornosci,
poszukiwanie nowych, alternatywnych strategii terapeutycznych stato sie jednym z
najwazniejszych wyzwan wspodtczesnej biomedycyny i mikrobiologii. Tradycyjne
antybiotyki, przez dziesieciolecia stanowigce fundament walki z infekcjami
bakteryjnymi, fracq swojqg skutecznos¢ wobec ewolucji mechanizmdw obronnych
patogendw, co prowadzi do pojawienia sie szczepdw wielolekoopornych (MDR, ang.
multidrug-resistant). W tym kontekécie endolizyny pochodzenia bakteriofagowego
wytaniajg sie jako niezwykle obiecujgca klasa enzybiotykdw. Sg one zdolne do
bezposredniej i szybkie] degradacji peptydoglikanu, co stanowi kluczowy element
Sciany komorkowej bakterii, a ich mechanizm dziatania utrudnia patogenom
wyksztatcenie opornosci.

Wybdr tematyki badawczej przez mgr Karoline Cieminskg zastuguje na
najwyzsze uznanie. Autorka skoncentrowata swojg uwage na endolizynie Ts2631,
enzymie pochodzqgcym z bakteriofaga VvB_Tsc2631, ktéry infekuje ekstremofilng
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bakterie Thermus scotoductus. Wykorzystanie organizméw ekstremofilnych jako zrédta
enzymow jest strategicznym posunieciem naukowym. Biatka te, wyewoluowane do
funkcjonowania w warunkach ekstremalnie wysokich temperatur, charakteryzujq sie
nie tylko niezwyktq stabilnoscig termiczng, ale czesto réwniez odpornosciq na skrajne
wartosci pH oraz obecnos¢ rozpuszczalnikdw organicznych i detergentow.
Inaczenie podjetych badan przejawia sie w dwodch gtownych ptaszczyznach:

e Plaszczyzna poznawcza: Rozprawa stanowi istotny wktad w zrozumienie
fundamentalnych zasad biologii strukturalnej i biofizyki biatek. Pytanie o to, jakie
specyficzne cechy molekularne pozwalajg enzymowi zachowac swojq
strukture i aktywnos¢ w temperaturach bliskich 100°C, pozostaje jednym z
centralnych zagadnieh nowoczesne] inzynieri biatka. Zrozumienie roli
poszczegolnych reszt aminokwasowych pozwala na sformutowanie ogdinych
regut termostabilizacji, ktére mogqg by¢ stosowane do projektowania biatek
mezofilnych o zwiekszonej wytrzymatosci.

e Plaszczyzna aplikacyjna: Endolizyny wykazujg wysokg specyficzno$¢ i niski
potencjat do wywotywania opornosci. Badana przez Autorke endolizyna
Ts2631 wykazuje naturalng aktywnos¢ wobec alarmowych patogendw, takich
jak Acinetobacter baumannii czy Pseudomonas aeruginosa. Wykazanie
mechanizmdéw jej stabilnosci oraz badanie synergii z nowoczesnymi
rozpuszczalnikami typu DES (ang. Deep Eutectic Solvents) otwiera droge do
opracowania stabilnych i skutecznych preparatéw przeciwbakteryjnych, co
ma krytyczne znaczenie dla wspdtczesnej medycyny.

Ocena formalna i merytoryczna rozprawy

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska ma forme monografii
naukowej, w ktérej Doktorantka wnikliwie omoéwita bardzo obszerng ilos¢ wynikow.
Sktada sie z 9 rozdziatéw i okoto 100 podrozdziatdw. Catos¢ pracy liczy 208 stron i
charakteryzuje sie przejrzystym uktadem: rozprawe otwiera zestawienie dorobku
naukowego Autorki, nastepnie streszczenia (w jezyku polskim i angielskim), wykaz
stosowanych skrétow oraz wprowadzenie. Doktorantka poswiecita 25 stron na
omowienie dotychczasowego stanu wiedzy w badanym obszarze. Merytoryczny trzon
pracy stanowi obszerna czes¢ doswiadczalna. Zawiera ona sformutowany cel pracy,
opis metodyki, prezentacje oraz dyskusje wynikdw, a takze podsumowanie i wnioski.
Catos¢ wienczy bibliografia, zawierajgca 226 pozycji oraz suplement. Autorka
wykazata sie  umiejetnosciq samodzielnego prowadzenia pracy naukowej,
planowania eksperymentdw, analizy danych oraz ich syntetycznego przedstawienia
w formie publikacyjnej. Praca charakteryzuje sie logicznym uktadem, a postawione
hipotezy badawcze znajdujg petne odzwierciedlenie w przeprowadzonych
doswiadczeniach.

Struktura merytoryczna rozprawy obejmuje szerokie spektrum
zaawansowanych metod badawczych, co $wiadczy o wysokich kompetencjach
warsztatowych Autorki. Do najwazniejszych zastosowanych technik nalezg:
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o Bioinfformatyczna analiza sekwencji i modelowanie strukturalne: Autorka
przeprowadzita szczegdtowe poréwnanie endolizyny Ts2631 z jej mezofilnymi
homologami, endolizyng K11gp3.5 pochodzgcq z bakteriofaga K11, ktdry
infekuje Klebsiella pneumoniae oraz domeng amidazowq biatka LytO, ktéra
pochodzi z Staphylococcus aureus subsp. aureus NCTC 8325, identyfikujgc
kluczowe réznice w sktadzie aminokwasowym i architekturze biatka, co
pozwolito na wytypowanie celdw do mutagenezy.

¢ Inzynieria genetyczna i mutageneza kierowana: Przygotowanie 55 wariantéow
punktowych biatka jest zadaniem o ogromnej skali trudnoscii pracochtonnosci,
co zastuguje na szczegdine wyrdznienie. Proces ten wymagat nie tylko precyzji
technicznej, ale i doskonatego zrozumienia struktury enzymu.

o Andliza biofizyczna i termodynamiczna: Wykorzystanie dichroizmu kotowego
(CD) oraz nanoréznicowej fluorymetrii skaningowej (nanoDSF) pozwolito na
precyzyjne wyznaczenie temperatur topnienia (Tm) oraz zmian entalpii (AH). Sg
to twarde dane fizykochemiczne, ktére stanowig fundament dowodowy dla
whioskow o stabilnosci badanych wariantow.

e Mikrobiologiczne testy aktywnosci: Ocena potencjatu litycznego wobec
szerokiego spektrum bakterii Gram-ujemnych, w tym szczepdw MDR, oraz
badanie synergii z rozpuszczalnikami typu DES, co pozwolito nha ocene
potencjatu terapeutycznego enzymu.

Praca jest napisana jezykiem poprawnym naukowo, zzachowaniem witasciwej
terminologii naukowej. Wstep teoretyczny w sposéb klarowny wprowadza czytelnika
w problematyke stabilnosci termicznej biatek, omawiajgc dotychczasowy stan wiedzy
oraz luki badawcze, ktére praca ta wypetnia. Autorka stusznie zwraca uwage, ze choc
wiele endolizyn zostato scharakteryzowanych biochemicznie, Ts2631 jest pierwszym
enzymem tego typu, pochodzgcym od faga termofinego, z eksperymentalnie
potwierdzonym centrum katalitycznym.

Gtownym  osiggnieciem mgr Karoliny Cieminskiej jest dekonstrukcja
mechanizmdw termostabilnosci endolizyny Ts2631 poprzez systematyczng analize 55
mutantow. Jest to podejscie rzadko spotykane w literaturze ze wzgledu na swojg
pracochtonno$¢, ale dajgce niezwykle bogaty i kompletny obraz krajobrazu
energetycznego biatka. Jednym z kluczowych wnioskdw ptyngcych z pracy jest rola
gteboko ukrytych reszt aromatycznych. Autorka wykazata, ze reszty w pozycjach
W102, W109, W145 oraz i P140 sq istotne dla stabilnosci termicznej endolizyny Ts2631.
Sugeruje to, ze te reszty petnig funkcje "molekularnych kotwic", stabilizujgcych rdzen
hydrofobowy poprzez siine oddziatywania typu van der Waalsa oraz kation-t. To
odkrycie ma fundamentalne znaczenie dla strategii termostabilizacji innych biatek —
sugeruje, ze wprowadzanie tryptofanu w specyficzne, dobrze ostoniete miejsca
rdzenia moze byc¢ skutecznym sposobem na zwiekszenie stabilnosci strukturalne;.
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Wartos¢ merytoryczna rozprawy przejawia sie rowniez w gtebi interpretacii
uzyskanych wynikdow dotyczgcych centrum katalitycznego. Autorka wykazata, ze
Ts2631 jest amidazg zalezng od jondw cynku, koordynowanych przez reszty His30,
His131 oraz Cys139. Mutacje w tych pozycjach nie tylko znoszg aktywnosc lityczng, ale
czesto prowadzg do drastycznego obnizenia stabilnosci, co objawia sie agregacjqg
biatka. Swiadczy to o tym, ze u ekstremofili struktura centrum katalitycznego jest
integralnie zwigzana z globalng architekturg biatka i jego stabilnosciq termiczng..

Interesujgcym aspektem pracy jest proba przeniesienia cech termostabilnych
na biatka mezofiine o homologii strukturalne] do Ts2631: endolizyne K11gp3.5 oraz
domene amidazowq biatka LytO. Wyniki badan jednoznacznie wskazujq, ze prosta
substytucja reszt aminokwasowych jest niewystarczajgca do zwiekszenia stabilnosci
termicznej. Sukces strategii projektowej jest scisle uzalezniony od szczegdtowej analizy
mikroSrodowiska modyfikowanych reszt. Tym samym Autorka stusznie zauwaza brak
uniwersalnego algorytmu postepowania, wskazujgc na koniecznos¢ indywidualnego
podejscia do kazdego obiektu biatkowego.

Mocng strong rozprawy jest wyjscie poza czystq analize strukturalng w strone
praktycznych zastosowan biomedycznych. Autorka wykazata, ze endolizyna Ts2631
posiada unikalny N-kohcowy fragment, bogaty w aminokwasy dodatnio
natadowane, ktéry warunkuje jej aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec bakterii Gram-
ujemnych. W przeciwienstwie do wielu mezofiinych endolizyn, ktére wymagajg

. pomocy holin lub zewnetrznych czynnikdw permeabilizujgcych, Ts2631 potrafi (choc z

ograniczong wydajnosciq) samodzielnie pokonywac bariere btony zewnetrznej.

Badania nad wzmocnieniem tej aktywnosci sg imponujgce i posiadajg duzg
wartos¢ wdrozeniowq. Zastosowanie chelatora jonéw metali (EDTA) pozwolito na
uzyskanie redukcji miana bakterii A. baumannii o ponad 4 logarytmy w ciggu 1.5
godziny. Nowatorskie jest wykorzystanie rozpuszczalnikdw gteboko eutektycznych
(DES). Mgr Karolina Cieminska wykazata, ze rozpuszczalniki te (reline) nie tylko nie
denaturujg endolizyny, ale wrecz wspomagajq jej dziatanie przeciwko biofilmom
bakteryjnym. Wykazanie, ze enzym ekstremofiiny zachowuje swojg funkcje w tak
specyficznym Srodowisku chemicznym, jest dowodem na jego ogromny potencjat w
przemysle chemicznym i farmaceutycznym. Autorka stusznie sugeruje, ze potgczenie
endolizyn z DES moze stanowi¢ nowq generacje srodkdw do eradykacji uporczywych
zakazen, ktére sg oporne na konwencjonalne antybiotyki.

Uwagi edytorskie i aspekty wymagajqce wyjasnienia

Praca charakteryzuje sie wysokim poziomem merytorycznym, cho¢ w warstwie
edytorskiej mozna dostrzec pewne niekonsekwencje w formatowaniu tekstu
gtdwnego oraz okreslone usterki techniczne. W tekscie pojawiajq sie tzw. , literowki”
(np. strona 12 = RMSD - powinno by¢ $rednie kwadratowe odchylenie; strona 30,
podpis pod rysunkiem 5 — powinno by¢ endopeptydaza, strona 75, rys. 10 powinno
by¢ natozone, itp.), btedy interpunkcyjne oraz pewne niescistosci terminologiczne,
wynikajgce prawdopodobnie z ttumaczenia z jezyka angielskiego (np. AMP jako
peptydy przeciwdrobnoustrojowe, czy "masa czgsteczkowa" zamiast "wielko$é
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prazkow"). Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na unikanie stownictwa potocznego (np.
wwariant oczyszczat sie bez problemu”). Wazne jest takze, aby w dokumentach tej
rangi zachowac jednolito$¢ stylu narracii; piszac w pierwszej osobie, nalezy robi¢ to
konsekwentnie w catej pracy, bgdz tez konsekwentnie stosowac strone bierng. Czesé
graficzna, w tym rysunki oraz zestawienia tabelaryczne sq czytelne i merytorycznie
poprawne, a bibliografia (zintegrowana w publikacjach) odzwierciedla najnowsze
trendy w literaturze przedmiotu. Spetnienie wymogdéw dotyczgcych streszczen w
jezyku polskim i angielskim dodatkowo potwierdza formalng poprawnosé pracy.
Niezaleznie od wskazanych bteddéw, ktdére nie umniejszajg wartosci pracy,
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Cieminskiej,
charakteryzuje sie wysokim poziomem merytorycznym i nowatorskim charakterem
badan.

Problemy do rozwiqzania i pytania do Doktorantki

W zwigzku z przedstawiong rozprawg, sformutowatem nastepujgce pytania,
ktére mogq by¢ przedmiotem dyskusji podczas obrony:

1. W pracy opisano, ze mutant C80A jest bardziej stabilny termodynamicznie niz
biatko typu dzikiego, ale jest nieaktywny. Czy przeprowadzono proby
reintfrodukciji aktywnosci w tym stabilniejszym szkielecie poprzez dodatkowe
mutacje w obrebie centrum aktywnego? Czy mozliwe jest oddzielenie
‘napiecia strukturalnego” niezbednego do katalizy od globalnej stabilnosci
biatka? '

2. Biorgc pod uwage role N-kohcowego fragmentu w przenikaniu przez btone
zewnetrzng, czy rozwazano stworzenie chimerycznych biatek, w ktdrych
wspomniany fragment Ts2631 jest dotgczany do endolizyn mezofilnych? Jak
taka modyfikacja wptynetaby na stabilnos¢ termiczng i lityczng biatka
mezofilnego?

3. Wiekszo$¢ badahn prowadzono w buforach o okre$lonym pH. Czy zakres
stabilnosci  termicznej Ts2631 zmienia sie znaczgco w  ekstremalnych
wartosciach pH (np. pH 4.0 lub pH 10.0)2 Czy istniejg specyficzne reszty
aminokwasowe, ktore chronig enzym przed denaturacjqg
kwasowqg/zasadowq?.

4. W jaki sposdb Doktorantka odniesie sie do potencjalnej immunogennosci
biatka? Jako enzym pochodzenia obcego (bakteriofagowego), Ts2631 moze
wywotywac odpowiedz immunologiczng u ludzi i zwierzgt. Czy ekstremalna
stabilno$¢ termiczna moze korelowa¢ z wiekszg odpornoscia na proteolize w
surowicy krwi.

S. Jakie sq perspektywy komercjalizaciji endolizyny Ts2631 w Polsce w kontekécie
obecnych regulacji dotyczgcych nowych lekéw przeciwbakteryjnych? Czy
wysoka stabilno$¢ enzymu utatwia proces certyfikacii2
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Ocena dorobku naukowego

Przed podsumowaniem recenzji rozprawy doktorskiej chce odnies¢ sie
pozytywnie do catoksztattu dorobku naukowego Doktorantki. Jest pierwszg autorkq i
wspotautorkg artykutdw, ktére ukazaty sie w interdyscyplinarnej bazie Journal Citation
Reports, w renomowanym czasopismach, takich jak: Scientofic Reports (2 publikacje,
pierwsza autorka i wspotautorka), ACS Applied Bio Materials, Frontiers in Cellular and
Infection  Microbiology czy International Journal of Molecular Sciences
(wspotautorka). Ponadto, Pani mgr Karolina Cieminska byta kierowniczkg i/lub
wykonawczynig w 3 projektach (OPUS 20 — NCN, wykonawczyni; Mtody Naukowienc
2022 i 2024 - kierownik). Udziat w patencie oraz wyrdznienie za najlepsze wystgpienie
ustne potwierdzajg wysoki potencjat naukowy Doktorantki.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Cieminskiej pt. ,,Molekularny mechanizm
stabilnosci termicznej endolizyny Ts2631 bakteriofaga vB_Tsc2631 infekujgcego
Thermus scotoductus” jest opracowaniem o bardzo wysokiej jakosci merytorycznej i
warto$ci naukowej. Autorka z powodzeniem potgczyta zaawansowane metody
bioinformatyczne, inzynierie biatka oraz biofizyke, aby rzucic nowe swiatto na
problematyke termostabilnosci enzymow litycznych.

Do najwazniejszych osiggniec pracy nalezy zaliczy¢ systematyczng analize 55
mutantow punktowych, odkrycie roli "lokalnej frustracji energetycznej' w szczelinie
wiqgzqcej peptydoglikan oraz wykazanie kluczowej roli ukrytych reszt w utrzymaniu
fatdu termofiinego. Wyniki uzyskane przez mgr Karoline Cieminskg majg realng szanse
przyczyni¢ sie do opracowania nowych narzedzi w walce z antybiotykoopornosciq,
co nadaje pracy dodatkowy wymiar etyczny i spoteczny.

Na podstawie powyzszej analizy stwierdzam, ze przedtozona rozprawad
doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, prezentuje wiedze
teoretyczng kandydatki w dyscyplinie nauki biologiczne oraz wykazuje jej umiejetnose
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Praca spetnia wszystkie wymogi
ustawowe stawiane rozprawom doktorskim.

L petnym przekonaniem wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Karoliny Cieminskiej do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego, w tym do publicznej obrony. Jednoczesnie, ze
wzgledu na wyjatkowg wartos§¢ merytoryczng oraz nowatorski charakter badan,
zwracam sie z formalnym wnioskiem o wyréznienie niniejszej rozprawy doktorskiej.

Recenzent

dr hab. Katarzyna Turecka
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