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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Cieminskiej pt.
~Molekularny mechanizm stabilnosci termicznej endolizyny Ts2631
bakteriofaga vB_Tsc2631 infekujacego Thermus scotoductus ”

Praca doktorska Pani mgr Karoliny Cieminskiej zostata wykonana w Katedrze Mikrobiologii
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem dr hab. Magdaleny Ptotki, prof.
UG. W ramach rozprawy przedstawiono badania nad determinantami termostabilnosci
endolizyny Ts2631. Juz na poczatku warto zaznaczy¢, ze duza czes¢ wynikéw zostata juz
opublikowana w czasopismie Scientific Reports, a Doktorantka jest pierwszym autorem tej
publikacji.

Biatka enzymatyczne sg nie tylko podstawg wszelkich przemian metabolicznych
pozwalajgcych na funkcjonowanie organizméw zywych, ale rowniez uczestniczg w szeregu
procesow zwigzanych z interakcjami miedzy nimi, oraz miedzy organizmami i Srodowiskiem
w ktorym bytujg. Owe warunki w ktérych dziatajg enzymy mogg by¢ ekstremalne, np. w
kontekscie temperatury, pH czy zasolenia. Wymusza to miedzy innymi optymalizacje ich
struktury aby wydajne spetniac¢ swojg biologiczng role. Tego typu wiasciwosci biatek
(enzymatycznych) sg réwniez przedmiotem zainteresowania naukowcow, nie tylko z czystej
»Ciekawosci $wiata”, ale réwniez mozliwosci praktycznego zastosowania. Badania
przestawione w recenzowanej rozprawie skupiajg sie nad molekularnymi mechanizmami
termostabilnosci enzymow na przyktadzie endolizyny bakteriofaga infekujacego bakterie
termofilne Thermus scotoductus. Ponadto wyniki uzyskane w pierwszej czesci badan
postuzyly jako podstawa to badan nad podniesieniem stabilnosci termicznej biatek z
organizmow mezofilnych.

Praca doktorska mgr K. Cieminskiej jest monografig liczacg 208 stron. Sktada sie z wykazu
skrotow, streszczen w jezyku polskim i angielskim, wstepu teoretycznego, celu pracy,
rozdziatéw dotyczacych materiatéw i metod, potgczonych wynikéw i dyskusji, oraz wnioskéw
wraz z konczgcym dysertacje spisem literatury i suplementem.

We wstepie Doktorantka sygnalizuje problem rosnacej antybiotykoopornosci bakterii oraz
przedstawia skrétowo mechanizmy lekooponosci. Nastepnie dos¢ systematycznie opisuje
alternatywne dla antybiotykdw strategie zwalczania patogendw bakteryjnych. Wsréd nich

ul. Gronostajowa 7

30-387 Krakow

tel. +48 (12) 664 6511

email: benedykt.wladyka@uj.edu.pl



znajduja sie enzybiotyki, ze szczegdlnym uwzglednieniem endolizyn. W kolejnych czesciach
wstepu opisuje m.in. znaczenie stabilnosci termicznej biatek, w tym w kontekscie
zastosowan praktycznych. Na koricu wstepu Doktorantka przedstawia , bohatera” rozprawy,
endolizyne Ts2631. Wprowadzenie teoretyczne jest informatywne i oparte o ponad 100
pozycji literaturowych. Zostato ono zilustrowane 8 rycinami z ktérych ostatnie trzy sg
szczegOlnie wartosciowe i mocno merytorycznie zwigzane z czescig eksperymentalng pracy.
W mojej ocenie zbyt duzy nacisk potozono na opis alternatywnych strategii eliminacji
bakterii (w tym antybiotykoopornych). Ma to dos¢ luzny zwigzek z przedmiotem pracy
doktorskiej. Zabrakto z drugiej strony bardziej pogtebionego przedstawienia mechanizméw
zwigzanych ze stabilnoscia strukturalng biatek, pokazania motywoéw uporzadkowanych i
wewnetrznie nieustrukturyzowanych wraz podaniem ich roli. Réwniez brakuje szerszego
przedstawienia wptywu srodowiska na parametry reakcji enzymatycznych, przede wszystkim
temperatury, ale takze pH czy zasolenia. Elementy te byty brane pod uwage w badaniach
eksperymentalnych, wiec ich szersze zaprezentowanie ufatwitoby przedstawienie nie tylko
zasadnosci poszczegdlnych badan ale réwniez dyskusje. Oceniajac catosciowo t3 czes¢ pracy
bez watpienia stwierdzam, ze Doktorantka posiada nalezytg wiedze teoretyczng w
dyscyplinie nauki biologiczne.

Cele pracy przedstawione sg krétko w postaci celu gtéwnego i pieciu szczegdtowych zadan
badawczych, ktérych realizacja znajduje pdzniejsze odzwierciedlenie w prezentowanych
wynikach. Cho¢ krotka i rzeczowa prezentacja celéw jest czesto stosowana i wystarczajgca,
to mozna tu byfo pokusié sie o szerszg argumentacje, gdyz mozna sie tylko domyslac ze
identyfikacja determinant stabilnosci termicznej miata postuzy¢ do dalszych bardziej
aplikacyjnych prac polegajacych na inzynierii biatek z organizméw mezofilnych w celu
poprawy ich stabilnosci termicznej.

Materiaty wykorzystane w pracy zostaty przedstawione na blisko 20 stronach rozprawy.
Oprocz tabel szczepodw, konstruktow plazmidowych i oligonukleotydéw do mutagenezy
rozdziat ten zawiera ponadto zestawienie i sktady podtozy hodowlanych i buforéw, oraz
programy komputerowe i narzedzia bioinformatyczne. Na kolejnych 10 stronach opisano
metody badawcze stosowane do otrzymania prezentowanych pézniej wynikow. Oba
rozdziaty (Materiaty i Metody) przygotowane sg starannie i szczegdtowo. Metody dobrane sg
adekwatnie do zatozen badawczych i posrednio wskazujg na biegtos¢ Doktorantki zaréwno w
analizach in silico jak i w pracy laboratoryjne;.

Do tej czesci pracy mam prosbe o przedstawienie podczas obrony bardziej szczegotowo
zatozen dziatania réznicowej fluorymetrii skaninigowej (nanoDSF), w tym analizy i
interpretacji otrzymanych wynikow. Dlaczego tylko dla biatek K11gp3.5 oraz LytA_27
wartosci pochodzace z pierwszej pochodnej zostaty pomnozone przez -1? Jest to kluczowa
metoda na podstawie ktdrej otrzymywane sg najistotniejsze wyniki i wyciggane kluczowe
whioski. Prosze tez o zaproponowanie alternatywnych lub komplementarnych metod analizy
stabilnosci strukturalnej biatek, zwtaszcza w potaczeniu z ich aktywnoscig (enzymatyczng).



Whyniki i ich dyskusja przedstawione w pracy w jednym rozdziale. Juz na poczatku zaznacze,
zZe nie jest to najtrafniejszy sposéb prezentacji i omowienia wynikow. W wielu miejscach
wprowadza to niepotrzebny chaos i niekonsekwencje (np. informacje o roli tryptofanu w
podrozdziale 0 5.5.4 o wariantach argininowych, s.96). Ponadto trudno czasami oddzieli¢ co
jest oryginalnym wynikiem, co wynikiem cytowanym jako element wczesniejszych badan.
Podobnie z komentarzami bedgcymi elementami dyskusji; nie zawsze wiadomo co jest
autorskim komentarzem Doktorantki a co argumentem podawanym w oparciu o cytowang
literature.

W pierwszej czesci rozdziatu ,,Wyniki i dyskusja” Doktorantka opisuje poréwnanie
wiasciwosci strukturalnych i sktadu aminokwasowego endolizyny Ts2631, gtéwnie z
lizozymem T7. Skupia sie na poréwnaniu czestosci wystepowania reszt aminokwasowych,
konkludujac, ze w endolizynie z wiekszg czestosciag wystepuje tryptofan, arginina, tyrozyna i
prolina, natomiast rzadziej kwas asparaginowy i seryna. Choc ta stosunkowo prosta analiza
przeprowadzona jest poprawnie to juz bardziej ogdlne wnioski, cho¢ by¢é moze prawdziwe,
sg oparte jednak o jednostkowe poréwnanie dwdéch biatek. Duzo lepszym rozwigzaniem
bytoby uzycie wiekszego zbioru sekwencji aminokwasowych oraz podanie nie tylko procenta
wystepowania poszczegdlnych aminokwasow ale tez zakresu tych wartosci (np., tzw. wykres
pudetkowy; box-and-whisker plot) i tam gdzie to mozliwe zastosowanie analizy statystycznej
weryfikujace]j istotnos¢ obserwowanych roznic. Nie mozna bowiem wykluczy¢ ze co najmniej
jedno z poréwnywanych biatek jest nietypowe pod wzgledem sktadu aminokwasowego.
Namiastka tak poszerzonej analizy sg wyniki prezentowane w dalszej czesci rozprawy, m.in.
w tabeli 7. Na tym etapie zabrakto réwniez uliniowienia sekwencji, ktére prezentowane jest
dopiero w odlegtej czesci pracy na rycinie 24 (s. 103). W niektorych miejscach pojawia sie tez
porownanie (cyt.) ,ilosci” poszczegélnych aminokwasow (s. 76 i 79). Powinna to by¢ zawsze
frakcja (%), bo jest to miara niezalezna od dtugosci biatka.

W kolejnej czesci opisane jest przygotowanie wariantéw endolizyny z zamienionymi
aminokwasami w szeregu miejsc tego enzymu. tacznie otrzymano i przetestowano 55
wariantéw substytucyjnych, co odpowiada blisko jednej trzeciej catkowitej liczby
aminokwasow budujacych Ts2631. Juz samo zaplanowanie, a nastepnie przygotowanie
konstruktéw plazmidowych oraz pdzniejsze oczyszczenie tylu biatek rekombinowanych
pokazuje ogromny naktad pracy i jednoczesnie dokumentuje biegto$¢ Doktorantki w pracy
laboratoryjnej. Nastepnie Doktorantka sukcesywnie testuje otrzymane warianty endolizyny
pod katem ich stabilnosci termicznej i aktywnos$ci enzymatycznej. W wyniku tych badan
udato sie zidentyfikowac reszty odpowiedzialne za termostabilny charakter biatka. S3 to w
szczegolnosci W102, W109, P140 i W145. Ponadto wykazano znaczacg utrate
termostabilnosci dla wariantow substytucyjnych w centrum aktywnym (wigzacym jon
cynku). Wigzato sie z oczywistg i oczekiwang utratg aktywnosci enzymatycznej. Wynik ten
jednak jest wartosciowy, gdyz pokazuje ze zaburzenie centrum aktywnego moze skutkowac
utratg stabilnosci termicznej. Zatem, centrum aktywne oprocz wiodgcej roli w katalizie ma
tez istotny wktad w utrzymanie struktury catego biatka. W wiekszosci wariantéw stosowano



substytucje alaning, co jest ogdlnie przyjeta strategig. Jednak dla reszt w centrum aktywnym
zastosowano niezrozumiate dla mnie podstawienia oparte o sekwencje lizozymu T7 (rozdziat
5.5.1). Reszty te w lizozymie T7 sg jednak identyczne jak w Ts2631, wbhrew temu co pisze
Doktorantka. Prositbym o wyjasénienie tej rozbieznosci w trakcie obrony oraz przedstawienie
na jakiej podstawie zostaly wytypowane reszty konserwowane w endolizynie Ts2631, w
szczegolnosci role T137 jako reszty wchodzacej w sktad centrum aktywnego
(zaprezentowane na rycinie 12 D).

Ciekawym wynikiem, niestety zbyt pobieznie przedyskutowanym i niewykorzystanym w
dalszych analizach i badaniach, jest wykazanie zwiekszonej stabilnosci termicznej dla kilku
wariantow substytucyjnych (179, C80, N85, G95 i V135). Sa to reszty wskazywane przez
Doktorantke jako konserwowane, zatem w domysle istotne przynajmniej dla aktywnosci
enzymatycznej. Jak zatem owe substytucje wptynety na aktywnos¢? Czy reszty te (jako
konserwatywne) wystepuja w odpowiednikach biatek z organizméw mezofilnych? | w koricu
czy mozna tego typu substytucje wykorzysta¢ do zwiekszenia stabilnosci termicznych tych
biatek? Pytania te wigzg sie z trzecig czescig pracy, w ktorej Doktorantka opisuje préby
wykorzystania uzyskanych wczesniej wynikéw do przygotowania biatek strukturalnie i
czesciowo funkcjonalnie podobnych do endolizyny, lecz pochodzgcych z organizmoéw
mezofilnych. Doktorantka chciata zweryfikowac hipoteze, czy zamiana reszt
odpowiedzialnych za stabilnos¢ termiczng endolizyny Ts2631 zwigkszy stabilnos¢ biatek o
nizszej termostabilnosci. Do badan zostato wybranych 5 biatek. Nie wszystkie prace
zakonczyty sie powodzeniem, co wynikato w duzej mierze z trudnosci w otrzymaniu biatek
rekombinowanych lub analiz ich aktywnosci enzymatycznej. Nasuwa to pytanie, dlaczego do
badan nie uzyto lizozymu T7, ktéry w poczgtkowych analizach stanowit biatko odniesienia?
Badajgc nowe biatka zmodyfikowano podejscie eksperymentalne, gdyz nie testowano
pojedynczych substytucji aminokwasowych, a od razu zmieniano trzy lub dwa aminokwasy.
W przypadku endolizyny K11gp3.5 substytucje te skutkowaty odpowiednio utratg aktywnosci
enzymatycznej (wariant K11gp3.5_N91W_M101W_Q137W) lub utratg stabilnosci termiczne;j
przy jednoczesnym zachowaniu aktywnosci enzymatycznej (wariant
K11lgp3.5_N91W_Q137W). Natomiast w przypadku domeny amidazowej autolizyny LytO
udato sie zwiekszy¢ stabilnos¢ termiczng wariantu Q115W_F179W o blisko 10°C. Ponadto
wariant ten charakteryzowat sie wiekszg aktywnoscig enzymatyczng w temperaturze 60°C
niz biatko typu dzikiego. Pokazuje to ze nie ma prostej recepty na inzynierie biatek
prowadzacej do zwigkszenia ich stabilnosci termiczne;j.

Mimo pewnych kiopotéw technicznych i metodologicznych oraz nie zawsze trafnych zatozen
koncepcyjnych Doktorantka uzyskata szereg oryginalnych i wartosciowych wynikow.
Wskazata reszty aminokwasowe zaréwno w kontekscie ich wtasciwosci chemicznych jak i
lokalizacji strukturalnej wptywajace na zmiany stabilnosci termicznej endolizyny Ts2631 oraz
innych biatek. Uwazam to za najwazniejsze osiggniecie niniejszej pracy, o istotnym znaczeniu
poznawczym. Doktorantka trafnie réwniez interpretuje wyniki konkludujac, ze nie ma
uniwersalnych determinant stabilno$ci termicznej. Wazne jest réwniez oddziatywanie



poszczegolnych reszt ze sobg, a praktyczna poprawa wtasciwosci termicznych biatek przy
zachowaniu ich aktywnoéci enzymatycznej i stabilnosci strukturalnej wymaga niekiedy
bardzo kompleksowego podejscia i zmudnego screeningu. Warto tez podkresli¢, ze
Doktorantka ma swiadomos¢ rosnacej roli analiz bioinformatycznych do predykeji skutkéw
substytucji aminokwasowych w biatkach i wykorzystata te mozliwosci podczas pracy.

Po lekturze pracy mam dodatkowe pytania, ktére taczg sie z aspektami aplikacyjnymi i
terapeutycznymi prezentowanymi we wstepie teoretycznym:

1. Czy stabilnos¢ termiczna biatek terapeutycznych jest rzeczywiscie istotna w
kontekscie ich praktycznego dziatania w temperaturze 37°C?

2. Czy oznaczana byta stabilnoéé strukturalna badanych biatek, mierzona np. zdolnoscia
do agregacji lub utrata wtasciwosci biologicznych (enzymatycznych) przy dtuzszym
przechowywaniu w temperaturze pokojowej lub 37°C?

Pod wzgledem redakcyjnym praca przygotowana jest bardzo starannie. Rysunki i tabele s3
czytelne oraz majg odniesienia w tekécie. W pracy nie ma tez praktycznie tzw. literéwek. Jesli
chodzi o uwagi krytyczne to panel B na rycinie 32 jest identyczny z rycing 28. Kolory w opisie
ryciny 22 B i 45 nie zgadzaja sie z prezentowanymi (sa zamienione).

Pod wzgledem jezykowym praca napisana jest dos¢ nietypowo, w pierwszej osobie liczby
pojedynczej. Jest to ciekawa forma, nawigzujaca do narracji stosowanych w niektérych
publikacjach naukowych, ktéra generalnie sprawdzita sie w niniejszej rozprawie. Personalna
a nie bezosobowa prezentacja wynikéw i ich komentarz pokazuje zaangazowanie
Doktorantki w prowadzone badania. Opis pokazuje nielukrowany obraz pracy analitycznej i
doswiadczalnej, gdzie nie zawsze otrzymujemy oczekiwane wyniki, czasami popetniamy
btedy lub umyka naszej uwadze, jak sie potem okazuje, istotny szczegét techniczny czy
merytoryczny. Doktorantka nie bata sie prezentowa¢ zaréwno swojego toku myslenia jak
rowniez pozornie negatywnych czy niekompletnych wynikéw. W tym kontekscie rozprawa w
niektérych miejscach przypomina ciekawg ksiazke przygodowa z duzym potencjatem na
kontynuacje. Z drugiej strony, ta luzniejsza forma opisu wynikéw skutkuje niestety niekiedy
zauwazalng iloscia skrétéw myslowych czy uproszczen stylistycznych, ktére jeéli czytane
literalnie sg nieprecyzyjne lub niepoprawne. Dla przyktadu: biatka mezofilne (s. 13), mutacje
w biatkach (s. 16), zakodowane w biatkach... (s. 18), réznice w zachowaniu myszy po
antybiotykach (s. 21), biatka termofilne (s. 35 i 37), sekwencje nukleotydowe biatek (s. 39 i
40), elektroforeze prowadzono do rozciggnigcia sie Sciezek w zelu (s. 63), elektroforeza
poliakrylamidowa (s. 65), po tym czasie temperature wytgczono (...) temperatura zostata
ponownie wigczona na 2 godziny (s. 68), maksymalna temperatura urzadzenia (s. 88).
Trafiajg sig tez niefortunne spolszczenia, np. inwazja immunologiczna czy dewastacja
komérek (s. 22), egzaminowata dziatanie endolizyny (s. 107 i 146).

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani mgr
Karoliny Cieminskiej jest ciekawym opracowaniem prezentujacym nowe wyniki o znaczacej



wartoéci merytorycznej. W pracy zaprezentowata oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego a przeprowadzone badania, analiza ich wynikéw oraz dyskusja pozwala
stwierdzi¢, ze Doktorantka posiada umiejgtnosc samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. Zamieszone uwagi krytyczne nie zmieniaja mojej pozytywnej oceny rozprawy.
Uwazam, ze osiagniecia naukowe Pani mgr Karoliny Cieminskej odpowiadaja wymaganiom
zwyczajowym oraz formalnym stawianym w stosownych przepisach prawa (artykut 187 ust. 1
i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce; Dz.U. 2018 poz.
1668 z pézn. zm.), dlatego z petnym przekonaniem wnosze do Rady Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Gdariskiego o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Ciemirskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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