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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Morzywotek

Charakterystyka enzyméw litycznych z bakterii z rodzaju Clostridium wykazujacych
podobieristwo do eukariotycznych biatek rozpoznajacych peptydoglikan.

Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Morzywotek zostata wykonana w Katedrze Mikrobiologii na
Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdariskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Tadeusza Kaczorowskiego.

W rozprawie prze;:istawiono wyniki badad nad czterema biatkami pochodzacymi z bakterii z rodzaju
Clostridium. Odkrycie tych biatek byto konsekwencjg badaf nad hydrolazami peptydoglikanowymi
prowadzonych juz od lat w Katedrze Mikrobiologii UG. Wyniki dotyczace jednego z biatek zostaty juz
opublikowane, a doktorantka jest pierwsza réwnorzedng wspétautorkg publikacji: Morzywolek, A.,
Plotka, M., Kaczorowska, A.-K., i in., 2021. Novel lytic enzyme of prophage origin from Clostridium
botulinum E3 Strain Alaska E43 with bactericidal activity against clostridial cells. Int ] Mol Sci 22, 9536.
Ponadto mgr Agnieszka Morzywotek znajduje sie wsréd autoréw dwéch innych publikacji dotyczacych
charakterystyki nowych endolizyn.

Hydrolazy peptydoglikanowe skupiaja uwage badaczy z dwdch gtéwnych powodéw. Po pierwsze, jako
niezmiernie réznorodne i wazne, a jednocze$nie wcigz mato poznane enzymy biorgce udziat w wielu
istotnych procesach zyciowych bakterii, fagdw, ale takze organizméw eukariotycznych. Innym waznym
powodem zainteresowania t3 grupg enzymoéw jest mozliwos$¢ wykorzystania ich wtaéciwosci litycznych
jako nowego podejécia w walce z bakteriami, takze tymi antybiotykoopornymi.

Podjecie badan prowadzonych przez mgr Agnieszke Morzywotek, ktérych wyniki prezentowane zostaty
W rozprawie, jest przekonujgco uzasadnione tymi dwoma wzgledami. We wstepie przedstawione
zostaty informacje na temat gtéwnych bohaterdéw tej rozprawy: bakterii z rodzaju Clostridium i
pochodzacych z nich enzyméw o unikalnych wiasciwosciach litycznych. Szczegéinie duzo uwagi
poswigcone zostalo przedstawieniu probleméw medycznych wywotanych przez gatunki z tego rodzaju,
zagadnieniom antybiotykoodpornosci i mozliwosciom zastosowania hydrolaz peptydogllkanowych w
zapobieganiu rozpowszechniania sie tego niezmiernie groznego zjawiska.

W sposéb bardzo systematyczny i skrupulatny przedstawione zostaty informacje na temat hydrolaz
peptydoglikanowych, holin, jako biatek towarzyszacych endolizynom oraz eukariotycznych biatek
rozpoznajgcych peptydoglikan. Ta cze$¢ pracy stanowi doskonate wprowadzenie do tematyki
prowadzonych badari i jest niezmiernie pomocna w umiejscowieniu celéw pracy w kontekscie
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aktualnego stanu wiedzy i perspektyw wykorzystania uzyskanych informacji nie tylko do lepszego
poznania tej grupy enzymow, ale takze ich praktycznego wykorzystania. Rozdziat poswiecony tym
zagadnieniom przedstawia przyktady wykorzystania endolizyn opisane w literaturze oraz te nieliczne,
ktdre zostaly juz wprowadzone na rynek lub sg na etapie badan klinicznych. Tak dogfebna i aktualna
analiza $wiadczy o wiedzy na ten temat i zainteresowaniu doktorantki mozliwoéciami praktycznego
wykorzystania wynikéw prowadzonych przez nig badan podstawowych.

Cel pracy zostat zdefiniowany w sposéb precyzyjny i dotyczyt analizy wtaéciwosci nowych biatek
klostridialnych. Charakterystyka trzech nowych hydrolaz peptydoglikanowch miata postuzy¢ takze do
odpowiedzi na pytanie czy podobieristwo do biatek eukariotycznych obserwowane na poziomie
sekwencji aminokwasowej znajdzie odzwierciedlenie takie w strukturze i wiadciwosciach
biologicznych. Precyzyjnie zostaly tez zdefiniowane szczegétowe zadania, dzieki ktérym cel pracy mégt
by¢ osiggniety. :

Rozdziat dotyczgcy opisu materiatéw i metod uzytych w czasie prowadzonych badan zostat
przygotowany poprawnie, co umozliwia zapoznanie si¢ ze szczegdtami wykonanych doéwiadczen
pozwalajgc na oceng zastosowanej metodyki, przeprowadzania badar i analizy otrzymanych wynikow.
Niestety w kilku przypadkach nie ustrzezono sig pewnych niejasnoéci, jak np. podajac zakres badanego
pH czy stezen NaCl uzytych do badania wptywu sity jonowej buforu na aktywnoséé¢ LysB (Rozdziat 6.15).
Nie jest tez jednoznacznie wskazane czy stezenie enzymu (50ug/ml) jest stezeniem koicowym czy
stezeniem roztworu enzymu dodawanego do reakcji (Rozdziat 6.15, 6.17). Z kolei, w rozdziale nt.
zymografii podano informacje o ilosci uzytego enzymu tylko dla LysB, natomiast zabrakto informacji o
iloéci pozostatych enzymdw (Rozdziat 6.14).

Enzymy, ktorych dotyczy niniejsza rozprawa, zostaly wytypowane na podstawie podobieristwa
sekwencyjnego do wczesniej charakteryzowanych przez zespét endolizyn z fagéw infekujacych
bakterie Thermus scotoductus. Na postawie podobieristwa sekwencji aminokwasowej do innych
hydrolaz peptydoglikanowych wszystkie trzy enzymy zostaly zakwalifikowane jako amidazy N-
acetylomuramylo-L-alaninowe. Jednoczeénie wykazywaty one podobieristwo do eukariotycznych
biatek rozpoznajgcych peptydoglikany (PGRP).

Plan badania wytypowanych biatek zostat przygotowany w przemyslany sposéb umozliwiajac zdobycie
wielu ciekawych informacji juz na etapie analiz in silico. Prace doéwiadczalne zostaty poprzedzone
wszechstronng analizg sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych wytypowanych biatek oraz ich
otoczenia. Dzigki temu zidentyfikowano i przeanalizowano sekwencje profaga w genomie C.
botulinum, gdzie znaleziono nie tylko sekwencje badanej endolizyny LysB, ale takze towarzyszacego
jej biatka HolB, dla ktérego zaproponowano funkcje holiny. Analiza sekwencji aminokwasowej enzymu
LysB, a w szczeg6lnosci porownanie jej do wczedniej opisanych biatek, pozwolito na przypisanie enzymu
do rodziny Ami-2 obejmujacej enzymy przecinajace wigzania pomiedzy taricuchem cukrowym i
peptydem mureinowym, wyznaczenie potencjalnych ligandéw cynku znajdujgcego sie w centrum
aktywnym, oraz wskazanie innych aminokwaséw, ktére mogtyby odgrywac wazng role w katalizie.

Podobne narzedzia informatyczne zostaty wykorzystane do wstepnej analizy biatek LysP i LysPS z C.
perfringers, ktére takze zostaty zakwalifikowane jako amidazy z rodziny Ami-2. W tym przypadku nie
stwierdzono powigzania z sekwencjami profagowymi. Co ciekawe okazato sie, ze te dwa biatka
pochodzace z odmiennych szczepéw réinig sig jedynie obecnoscig dodatkowego fragmentu na korcu
N tworzacego domene trans membranows.
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Uzycie prostych narzedzi informatycznych pozwolito takze na uzyskanie ciekawych informacji na temat
budowy domenowej biatek, obecnosci helis transmembranowych, obecnosci specyficznych motywéw
aminokwasowych oraz mozliwej lokalizacji.

Znaczaca czg$¢ prezentowanych wynikéw dotyczy uzyskania oczyszczonych biatek do dalszych prac
badawczych. Dla wszystkich badanych biatek prace te byly prowadzone wedtug tego samego planu
obejmujacego: klonowanie do wektoréw ekspresyjnych poprzedzone optymalizacjg uzycia kodondw,
nadprodukcje biatek w E. coli i oczyszczanie z zastosowaniem chromatografii powinowactwa.
Poszczegdlne etapy uzyskiwania biatek rekombinowanych wymagaty optymalizacji w celu osiggniecia
lepszej wydajnodci i jakosci uzyskanych preparatéw. Poza elementami, ktére sg standardowo
optymalizowane w takich doswiadczeniach, jak np. temperatura, testowany byt wptyw biatek
opiekuriczych na wydajnos¢ produkcji oraz rozpuszczalnoéé i aktywnogé produkowanych biatek
rekombinowanych. Sprawdzono takie wplyw miejsca przytgczenia znacznika histydynowego na
aktywnos$¢ enzymow.

Wyniki prezentowane w tej czesci pracy nie dostarczaja zbyt wielu nowych informacji o wtasciwosciach
biatek jako takich, co jednak nie umniejsza znaczenia tym pracom. Wrecz przeciwnie, jest to
niezmiernie wazny element cato$ci, warunek konieczny, dzieki ktéremu mozliwe byto przeprowadzenie
wszechstronnej charakterystyki biatek. Z opisu przeprowadzonych doéwiadczen wynika, ze dla
wszystkich badanych biatek stosowano te same schematy optymalizacji na poszczegdlnych etapach
produkcji, jednak nie we wszystkich przypadkach dawaly one pozytywne efekty. Z mojego
doswiadczenia wynika, ze produkcja biatek rekombinowanych jest procesem trudnym ze wzgledu na
swg nieprzewidywalnos$¢ i wymaga bardzo indywidualnego podejécia dla kazdego przypadku. Czy
testowano jeszcze jakies inne warunki w celu optymalizacji produkcji/rozpuszczalnosci
poszczegdinych biatek, w szczegdinosci biatek LysP i LysPB? Jesli nie, co wedtug doktorantki warto
bytoby jeszcze sprawdzi¢ w celu otrzymania lepszej wydajnosci produkcji badanych amidaz?

W przypadku préb produkcji biatka HolB zaobserwowano niewielki spadek OD po indukcji, co
zinterpretowano jako efekt toksycznosci w stosunku do komérek E. coli. Biatko LysP takze powodowato
spadek OD po indukcji, a mimo to udato sig uzyska¢ dostateczne iloéci biatka do dalszych badari. Sam
spadek OD byt po indukcji produkcji biatka HolB byt raczej niewielki i nie koniecznie $wiadczy o silnej
toksycznosci nadprodukowanego biatka. Czy mimo to podjeto préby wyizolowania biatka HolB? Jesli
nie, prosze o zaproponowanie badari, ktére moglyby doprowadzi¢ do uzyskania rekombinowanego
biatka HolB?

Do monitorowania efektéw dziatania badanych enzyméw doktorantka zastosowata kilka réznych
metod: zymografig, testy spadku OD i obserwacje mikroskopowe, potwierdzajac nie tylko samg
aktywnos¢ enzymow, ale takize jej efekty lityczny. Bardzo ciekawe doéwiadczenie zostato
przeprowadzone dla eksperymentalnego potwierdzenia aktywnosci holiny dla biatka HolB.

Aktywnos¢ kazdej z amidaz sprawdzono w réznych warunkach pH i zréznicowanej sile jonowej. W
przypadku LysB stwierdzono hamowanie aktywnosci enzymu w obecnoéci soli, podczas gdy biatka LysP
i LysPS potrzebowaty tego sktadnika dla swej optymalnej aktywnosci.

Chociaz na wstepie rozdziatu 7.9 autorka pisze o badaniu aktywnosci enzyméw w zakresie pH od 3
do 11, na rycinach ( 31, 32, 33) pokazano wyniki z wezszego zakresu pH. Prosze o komentarz.
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Przy tak wyraznej zaleznosci aktywnosci od sity jonowej zasadnym bytoby sprawdzenie wptywu pH
stosujac bufory o zblizonej, niskiej sile jonowej, tak aby moc oddzieli¢ wptyw tych dwéch czynnikéw
(pH i sity jonowej) na aktywno$¢ LysB.

Zgodnie z danymi przedstawionymi na Rys. 31 aktywnos¢ enzymu LysB spada wraz ze wzrostem sify
Jonowej buforu i juz przy 2 mM stezeniu NaCl obniza sie o potowe i zanika przy stezeniu 20mM NaCl.
W publikacji Morzywofek et al., 2021 na Ryc.6 przedstawione sq wyniki zaleinosci aktywnosci LysB
od sily jonowej w szerszym zakresie stezeri NaCl, ale rézniq sie one od wynikow przedstawionych w
rozprawie, np. aktywnosc enzymu w obecnosci 2mM NaCl spada tylko do ok. 80%, a przy 20mM NaCl
utrzymuje si¢ na poziomie ok. 50% w stosunku do aktywnosci w warunkach bez dodatku Nacl. Skqgd
wynikajg te roznice?

Wiedza na temat enzyméw zostata wzbogacona dzieki wykorzystaniu narzedzi bioinformatycznych.
Pozwolity one na stworzenie modelu struktur badanych enzyméw, a na ich podstawie wyznaczenie
potencjalnego miejsca wigzania kwasu lipotejchojowego, wskazanie aminokwaséw bioracych udziat w
tworzeniu centrum aktywnego, w tym koordynacji cynku katalitycznego. Informacje te zostaty w
sposob szczegblowy przeanalizowane w oparciu o dane literaturowe, a znaczenie wytypowanych
aminokwasow potwierdzone eksperymentalnie. Opisane badania s3 kolejnym przyktadem
umiejgtnosci wykorzystania przez doktorantke dostepnej wiedzy i analiz bioinformatycznych do
planowania prac eksperymentalnych.

Kryteria wyboru aminokwaséw waznych dla aktywnosci badanych enzyméw zostafy w pefni
podane. Nieco mniej miejsca poswiecono na uzasadnienie na jakiej podstawie wybrano
aminokwasy, ktérymi podstawiano wytypowane reszty? Prosze o krétkie uzasadnienie tego wyboru.

Choc zasadniczo interpretacja wynikéw badania aktywnosci uzyskanych wariantéw biatek nie budzi
waqtpliwosci, niektére wnioski dotyczqce efektow podstawiania reszt nie wydajg sie w petni
uzasadnione, jak np. stwierdzenie o spadku aktywnosci niektérych wariantéw, podczas gdy wedfug
prezentowanych danych wykazywaf one wcigi bardzo wysokq aktywnosé w stosunku do biatka
dzikiego np. LysP T199K, 96 +/- 10,4 %; LysPS H30N 99 +/- 3,6%. Biorgc pod uwage odchylenia
wynikajqce chociaiby z pomiaréw stezenia czy réinice w czystosci poszczegdinych preparatyk,
bardziej wtasciwym wnioskiem bytoby stwierdzenie, 7e te konkretne Zmiany nie majg wplywu na
aktywnos¢ enzymow. Zastosowanie prostych metod statystycznych pomogfoby w interpretacji
takich wynikoéw.

Badajac nowe enzymy konieczne jest znalezienie odpowiedniego substratu. Jest to szczegblnym
wyzwaniem w przypadku hydrolaz peptydoglikanowych ze wzgledu na zréznicowang budowe samych
peptydoglikandw i mnogos¢ modyfikacji, ktérym mogg one podlegac. Aktywnoé¢ badanych amidaz
sprawdzono na kilku wytypowanych gatunkach bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych, co
pozwolito na okreslenie ich specyficznosci.

Jakie mogq byc podstawy specyficznosci tych enzyméw?, Jakie czynniki (skfadniki $cian
komérkowych) mogq mie¢ wpltyw na determinacje tej specyficznosci? Prosze o opinie na ten temat
na podstawie literatury i wtasnych doswiadczer.

Dlaczego testy aktywnosci byly przeprowadzone w buforach o réznym pH dla réinych gatunkéw
bakterii i to pH, ktére wedtug danych zaprezentowanych na Ryc.48 nie jest optymalne dla aktywnosci
LysB?



Y

= Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M Mossakowskiego Polska Akademia Nauk
IMDiK Ul Pawiriskiego 5, 02-106 Warszawa

POLSKA AKADEMIA NAUK

W opisie ryc. 48 powtdrzone sq fragmenty dotyczgce wykreséw b i c.

Wyniki zymografii przedstawione na Ryc. 50a nie zgadzajq sie z podsumowaniem specyficznosci w
tabelce Ryc. 50c. Podobnie jest na Ryc. 52.

W ostatnim rozdziale rozprawy doktorantka poddata pod dyskusje otrzymane wyniki i wyciagniete z
nich wnioski. S3 one przedstawione w kontekécie aktualnej, bogatej literatury, co Swiadczy o
doskonatej znajomosci podejmowanej tematyki i dojrzatosci naukowej mgr Agnieszki Morzywotek.

W trakcie przygotowywania rozprawy doktorantka nie unikneta pewnych niedociagnieé¢ edytorskich.
Na najwazniejsze z nich, mogace wptyna¢ na interpretacje wynikéw, zwrécitam juz wezeéniej uwage,
za$ pozostate nie wptywajg w mojej opinii na ocene merytoryczna pracy.

Whiosek korficowy

W rozprawie doktorskiej mgr Agnieszki Morzywotek przedstawiono wyniki prac nad czterema biatkami,
od zidentyfikowania kodujacych ich sekwencji, poprzez klonowanie i produkcje biatek
rekombinowanych po ich charakterystyke biochemiczng z elementami analizy strukturalnej. Tematyka
przedstawionych badan jest spéjna, a przedstawione wyniki w sposéb znaczacy wzbogacajg naszg
wiedze na temat klostrydialnych biatek litycznych.

Doktorantka w toku badari zadaje trafne pytania i szukajac na nie odpowiedzi uzywa dobrze dobranych
i bardzo réznorodnych narzedzi. Szczeg6lnie cenne w mojej opinii jest stosowanie przemyslanych i
zroznicowanych metod badawczych oraz uzupetnianie prac eksperymentalnych analizami
bioinformatycznymi.

Po wnikliwej analizie przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze spetnia ona
wymogi okreslone w art. 13 ust 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595 wraz z pdzniejszymi zmianami;
Dz.U.z 2017 r. poz. 1789).

Whioskujg do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani megr
Agnieszki Morzywotek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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