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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr OLESII WERBOWY pt. ,Molekularne mechanizmy
odpowiedzialne za stabilne dziedziczenie oraz rozprzestrzenianie plazmidow
niosacych systemy restrykcyjno-modyfikacyjne typu II"

Rozprawa doktorska Pani Olesii Werbowy wykonana pod kierunkiem prof. dr. hab. Tadeusza
Kaczorowskiego w Katedrze Mikrobiologii, Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego
zostata przygotowana zgodnie z wymogami ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, jak rowniez
rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa WyzZszego z dnia 26 wrzesnia 2016 r. w sprawie
szczegbtowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynno$ci w przewodzie doktorskim, w
postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytulu profesora. Rozprawa
doktorska Pani Werbowy sktada sie ze: (i) streszczenia w j. angielskim, (ii) streszczenia w j.
polskim, (iii) trzech oryginalnych publikacji naukowych oraz (iv) oswiadczen Autorki i
pozostalych wspétautoréw publikacji. Publikacje naukowe wchodzace w skiad rozprawy
doktorskiej zostaty opublikowane w pismach: (i) Plasmid — praca Werbowy i wsp. 2015 (4
autordw, IFz015 1,732; punkty MNiSW 15) oraz (ii) PLoS ONE - praca Werbowy i Kaczorowski,
2016 oraz Werbowy i wsp. 2017 (odpowiednio 2 i 3 autoréw; IFzo16 2,806; punkty MNiSW
35). Podstawe rozprawy doktorskiej stanowi wigc wyodrebniona czg$¢ prac zbiorowych (2-4
autoréw), przy czym mgr Werbowy w swoich o$wiadczeniach jasno okreslita swoj wktad w
powstanie powyzszych prac, co zostalo potwierdzone przez innych wspotautoréw. Mgr
Werbowy brata udziat w opracowaniu koncepcji badan, wykonaniu czesci eksperymentalnej,
opracowaniu i interpretacji wynikéw prac oraz w przygotowaniu manuskryptow.
Doktorantka jest pierwszym autorem we wszystkich publikacjach, co dodatkowo potwierdza
jej wiodacy udziat w prowadzonych pracach.

OCENA PRACY

Celem rozprawy doktorskiej mgr Werbowy bylo zbadanie molekularnych mechanizmow
odpowiedzialnych za stabilne dziedziczenie oraz rozprzestrzenianie naturalnego plazmidu
pEC156, niosgcego system restrykcyjno-modyfikacyjny typu IL

Plazmidy, czyli pozachromosomowe, ruchome elementy genetyczne, wystepujg
powszechnie w bardzo wielu organizmach prokariotycznych. W plazmidach wyrézniono dwie
podstawowe grupy modutéw genetycznych. Pierwsza z nich skupia moduly genetyczne
tworzace tzw. szkielet plazmidu, na ktéry sktadajg sie: (i) moduty replikacyjne, (ii) moduty
stabilizujace plazmidy w komorkach gospodarza oraz (iii) moduty odpowiedzialne za transfer



koniugacyjny. Do drugiej grupy modutéw zaliczono elementy niosgce tzw. dodatkowy
informacje genetyczng, w tym moduly fenotypowe. Doktorantka, w swojej pracy skupita sie
na analizie modutéw podstawowych dla funkcjonowania plazmidu, czyli zaangazowanych w
jego stabilne dziedziczenie oraz transfer koniugacyjny. Obiektem badan byt niewielki (4,3 kb)
kryptyczny plazmid pEC156 pochodzacy z Escherichia coli. Plazmid ten niesie system
restrykcyjno-modyfikacyjny typu II - EcoVIIL

Rozprawa doktorska mgr Werbowy zawiera kroétkie streszczenie w j. angielskim i
bardziej rozbudowane wprowadzenie w j. polskim. Oba rozdziaty sg zrozumiate i napisane w
dobrym stylu. Publikacje wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej mgr Werbowy tworzg
spéjny cykl charakteryzujacy sie oryginalnoscia i wysokim poziomem naukowym. Podjeta
przez Doktorantke tematyka jest istotna dla dalszego rozwoju badan z zakresu biologii
plazmidow bakteryjnych.

Oceniajgc aspekt metodologiczny prac mgr Werbowy nalezy zwr6ci¢ uwage na: (i)
prawidtowy i wyczerpujacy (50, 73 i 83 pozycje literaturowe) dobdr zacytowanej w
publikacjach literatury naukowej, co S$wiadczy o0 gruntownym zaznajomieniem  sie
Doktorantki z literaturg przedmiotu; (ii) poprawno$¢ i klarowno$¢ formutowania pytan
badawczych; (iii) interdyscyplinarno$¢ badan, (iv) trafno$¢ doboru metod i narzedzi
badawczych oraz sumienno$¢ prowadzonych prac eksperymentalnych, jak réwniez (v)
przejrzystos¢ tresci publikacji, co znacznie utatwia ich zrozumienie i przesledzenie toku
mys$lenia autorow.

W moim mniemaniu najwazniejsze osiagniecia naukowe zaprezentowane w
publikacjach wskazanych przez Doktorantke to:

(i) w pracy Werbowy i wsp. 2015 (Plasmid) - wykazanie, Ze trzy gléwne czynniki majgce
wplyw na stabilne utrzymywanie plazmidu pEC156 w komérkach E. coli to: (i) obecnos¢
sekwencji cer odpowiedzialnej za rozdzial multimetréw plazmidowych, (ii) obecnos¢ systemu
restrykcyjno-modyfikujacego typu II oraz (iii) relatywnie wysoka liczba kopii plazmidu
pEC156. Roéwnie istotne byto wykazanie, Ze kluczowym elementem stabilizujgcym plazmid
pEC156 jest sekwencja cer, a jej utrata powoduje destabilizacje plazmidu w szerokim
spektrum gospodarzy bakteryjnych.

(i) w pracy Werbowy i Kaczorowski, 2016 (PLoS ONE) - wykazanie, ze plazmid pEC156
posiada dwa oriT dzieki czemu moze by¢ mobilizowany do transferu koniugacyjnego przez
rézne plazmidy koniugacyjne oraz zaobserwowanie, ze obecno$¢ systemu restrykcyjno-
modyfikujgcego obniza czesto$¢ koniugacji i mobilizacji w przypadku gatunkéw bakterii
innych niz gospodarz. Ponadto, w pracy wykazano, ze plazmid pEC156 moze by¢ uwolniony
do $rodowiska po $mierci komérki, przy czym moze on zosta¢ powtornie pobrany przez E. coli
w drodze transformacji,.

(iii) w pracy Werbowy i wsp. 2017 (PLoS ONE) - stworzenie modelu teoretycznego
(potwierdzonego eksperymentalnie) umozliwiajgcego analizg stabilno$ci plazmidéw w
populacji bakterii. Nalezy podkresli¢, Zze zastosowane w pracy interdyscyplinarne podejscie
badawcze pozwolito na sprzezenie charakterystyki molekularnej plazmidu z modelowaniem
matematycznym.

PYTANIA | ZAGADNIENIA DO DYSKUSJI

Po przeczytaniu przedstawionej mi do recenzji pracy nasunely mi sie nastepujgce
pytania/zagadnienia do dyskusji, prosze wigec Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do nich:



1. W jaki sposéb oszacowano czasy generacji dla réznych Enterobacteriaceae? Wg danych
zamieszczonych w publikacji Werbowy i wsp. 2015 czasy generacji dla roznych badanych
enterobakterii byly identyczne (12-13 generacji na 12 godzin).

2. Czy Doktorantka uwaza, ze podstawowg rolg systemu restrykcyjno-modyfikujacego EcoVIII
jest stabilizacja plazmidu pEC156, czy raczej jest to jego dodatkowa, moze nawet
przypadkowa, funkcja biologiczna?

3. Jakie sa i z czego wynikaja ograniczenia zastosowania modelu teoretycznego (z pracy
Werbowy i wsp. 2017) umozliwiajgcego analize stabilnosci plazmidéw w populacji bakterii?

4. Czy stwierdzenie zawarte w publikacji Werbowy i wsp. 2017, ze multimeryzacja jest
glownym czynnikiem wptywajacym na stabilno$¢ plazmidéw odnosi sie wg Doktorantki
jedynie do wysokokopiowych plazmidéw typu ColEl, czy tez generalnie do wszystkich
plazmidow?

5. W publikacji Werbowy i Kaczorowski, 2016 zaproponowano dwa mechanizmy uwalniania
plazmidéw do $rodowiska, tj. w wyniku zaburzenia réwnowagi restrykcja-metylacja, co w
konsekwencji prowadzi do przypadkowego pocigcia DNA genomowego i $mierci komorki
oraz w wyniku posegregacyjnego zabicia komorki, ktéra utracita plazmid z systemem
restrykcyjno-modyfikacyjnym. Jak rozumiem drugi mechanizm nie ma zastosowania w
przypadku plazmidu pEC156 (lub jego pochodnych rm*), bo =zabijana komorka
bezplazmidowa juz utracila ten plazmid, wiec nie moze go uwolni¢ do Srodowiska. Proszg o
wyjaénienie kiedy mechanizm posegergacyjnej eliminacji komoérek bezplazmidowych w
wyniku utraty plazmidu z systemem restrykcyjno-modyfikacyjnym moze jednak powodowac
uwolnienie plazmidéw do $rodowiska.

WNIOSKI KONCOWE

Stwierdzam, Ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim i stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Stanowi tez dowod szerokiej wiedzy teoretycznej Doktorantki w zakresie mikrobiologii
oraz umiejetnoséci samodzielnego prowadzenia przez nia prac naukowych. W zwiazku z
powyzszym wnosze do Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o
dopuszczenie mgr Olesii Werbowy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Majac
na uwadze wysoka warto$¢ naukowa uzyskanych wynikéw, udokumentowany
ogromny wkiad Doktorantki w przeprowadzone badania oraz fakt, ze wyniki zostaly
juz opublikowane w trzech oryginalnych artykutach naukowych wnosze¢ o wyrdznienie
recenzowanej rozprawy mgr Olesii Werbowy stosowna nagroda.
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