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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ MGR GRACJI TOPKI-BIELECKIEJ —

»Charakterystyka wybranych bakteriofagow wyizolowanych ze $ciekéw komunalnych —

badania na poziomie molekularnym i potencjalne znaczenie biotechnologiczne”

Rozprawa doktorska Pani Gracji Topki-Bieleckiej zostala w catosci zrealizowana w
laboratoriach Katedry Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego pod bezposrednim
kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna jako promotora i Pani dr hab. Bozeny Nejman-
Falenczyk pelnigcej w tym przewodzie doktorskim funkcje promotora pomocniczego.
Przedstawiona do recenzji praca doktorska ma postaé zbioru trzech zespolowych,
monotematycznych prac do$wiadczalnych, opublikowanych w latach 2019-2021 w bardzo
dobrych czasopismach naukowych z listy filadelfijskiej, odpowiednio we Front. Microbiol.
(2019), Int. J. Mol. Sci. (2020) and Viruses (2021) i pracy przegladowej w Antibiotics (2021).
Nalezy mocno podkresli¢ to, iz we wszystkich tych publikacjach Pani mgr Topka-Bielecka
jest pierwszym autorem. Wnioskujac z o$wiadczen doktorantki i wspélautoréw prac
oryginalnych, a takze promotora i promotora pomocniczego udzial Doktorantki w tych
publikacjach byt wiodacy. Prace doktorskg wzbogacaja zwarte streszczenia, bardzo dobrze
opracowane zar6wno w jezyku polskim jak i angielskim, w ktérych Doktorantka
jednoznacznie sformutowala kierunkowy cel podjetych badah oraz cele etapowe.
Podstawowym celem pracy doktorskiej bylo, cyt.: ,wyizolowanie i scharakteryzowanie
nieznanych wezesniej fagow litycznych, wykazujacych potencjalne zastosowanie w walce z
biofilmem bakteryjnym”. Dlatego tez Doktorantka zdecydowata sie na poszukiwania fagéw w
probkach sciekéw komunalnych, pochodzacych z Gdanskiej Oczyszczalni Sciekéw. Izolacja
fagow zostala przeprowadzona zgodnie z klasyczng procedurs, w ktérej surowa prébke
sciekéw miejskich zmieszano z hodowlg wybranego gatunku/siczepu bakteryjnego w celu
pozyskania czastek fagowych zdolnych do rozwoju w komérkach gospodarza. Do izolacji
bakteriofagébw wykorzystano dwa gatunki bakterii powszechnie wystepujacych w biofilmach

wielogatunkowych, t.j. Escherichia coli i Enterococcus faecalis. Nalezy zaznaczy¢, ze E. coli
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i E. faecalis nalezg do grupy drobnoustrojéw biofilmujacych, ktére wykazuja negatywny
wplyw na $wiatowa gospodarke i medycyne. Powstawanie struktur biofilméw
wielogatunkowych, opornych na dzialanie antybiotykow oraz badania zwiazane ze
szczegblnym uwzglednieniem wykorzystania bakteriofagbw i kodowanych przez nie
enzymOw zaréwno w terapiach indywidualnych, jak i skojarzonych (z innymi $rodkami
przeciwbakteryjnymi) bylo tematem przewodnim pracy przegladowej z czasopisma
Antibiotics oznaczonej przez doktorantke jako praca nr 1 w rozprawie doktorskiej. Opisanie
stanu wiedzy na temat osiggnig¢ mikrobiologii w walce z biofilmami bakteryjnymi to istotny
element pracy doktorskiej, ktory mozna traktowaé jako wstep do pracy doktorskiej. Jest on
zarazem w pewnym sensie podsumowaniem kolejnych prac Doktorantki, tym razem
eksperymentalnych, prowadzacych do odkrycia nowych bakteriofagéw skutecznych w walce
z biofilmami. Dlatego wyizolowanie bardzo aktywnego i wysoce skutecznego wzgledem
biofilmu bakteriofaga stato si¢ istotnym wyzwaniem dla prowadzonych przez Doktorantke
badan. Nowo wyizolowany bakteriofag vB_EcoS-95 stat si¢ gtéwnym obiektem badawczym
kolejnej pracy w rozprawie, tym razen oryginalnej. Jak si¢ okazalo bakteriofag vB EcoS-95
przy wysokim mianie niezwykle szybko i skutecznie likwidowat odpowiedni biofilm
bakteryjny E. coli. Wyniki badai nad tym nowo poznanym bakteriofagiem pozwolily na
kolejne wnioski o jego potencjalnym wykorzystaniu w dalszych badaniach nad rozwojem
nowatorskich narzedzi biotechnologicznych, majacych zastosowanie m.in. w inzynierii
genetycznej. W nastgpnej pracy oryginalnej doktorantka scharakteryzowala kolejnego
nowopoznanego bakteriofaga, tym razem wirulentnego faga vB EfaS-271, ktéry wydajnie
infekuje kliniczny szczep Enterococcus faecalis 271 i wykazuje wysoka efektywnosé w
niszczeniu biofilmu utworzonego przez te bakterie. W pézniejszych badaniach doktorantka
wykazata przydatno$¢ badanego bakteriofaga w walce z bakteriami infekujagcymi tkanki
zwierzgece w ramach szeroko pojetej terapii fagowej. Nalezy podkreslié, ze tematyka podjeta
w rozprawie doktorskiej jest wazna i aktualna. Wyniki uzyskane w ramach ocenianej pracy
wskazujg na duzy potencjat nowo odkrytych fagéw w niszczeniu i zapobieganiu tworzenia sie
biofilméw przez bakterie E. coli i E. faecalis. Co istotne, w obydwu przypadkach obserwuje
si¢ znaczne zmniejszenie liczby komérek bakteryjnych w strukturze biofilmu. Nowoodkryte
bakteriofagi vB_EcoS-95 i vB_EfaS-271 mogg by¢ potencjalnie wykorzystywane do
opracowania metod zwalczania biofilméw wielogatunkowych. Nie zamierzam w niniejszej
recenzji bardzo szczegétowo ocenia¢ ani znaczenia przeprowadzonych przez Doktorantke i
wspoltpracownikéw badan poznawczych, ani wartoéci poznawczej uzyskanych wynikéw.

Zarowno wprzegnigty w te badania znany mi, nowoczesny warsztat badawczy, jak i uzyskane
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wyniki oraz sformutowane wnioski - podlegaty bowiem wczesniej surowej ocenie dokonanej
przez specjalistow - recenzentéw i edytorow ,rankingowych” czasopism naukowych, w
ktérych zostaly opublikowane. Stad, chciatbym w tym miejscu jedynie skomentowaé niektore
rezultaty, ktéore moim zdaniem sg oryginalne i mocno aplikacyjne, szczegblnie z
podkresleniem tych wynikéw i sformutowanych wnioskow, ktore zostaty przedstawione w
pracy doswiadczalnej opublikowanej w czasopi$mie Viruses. W pracy tej wykazano, ze
bakteriofag vB_EfaS-271 jest bezpieczny dla komdrek ssakéw, nie wptywa na ich zywotno$é
i morfologi¢. Skutecznie zmniejsza liczbe zywych komorek E. faecalis w biofilmach
utworzonych na cewnikach oraz we wspoétkulturach z mysimi fibroblastami. Z drugiej strony
mozna wyselekcjonowac mutanty oporne na vB_EfaS-271, zwlaszcza w warunkach wysokiej
wartosci m.o.i. Niemniej jednak takie mutanty wydajg si¢ by¢ mniej konkurencyjne w
stosunku do komoérek typu dzikiego, co sugeruje, ze mogg zostaé wyeliminowane w
warunkach naturalnych. Dlatego vB_EfaS-271 mozna uzna¢ za obiecujgcego wirusa ze
wzgledu na jego potencjalne zastosowanie w terapii fagowej. Opisane powyzej wyniki
uzyskane przez Doktorantke stanowia o wielkich mozliwosciach tego bakteriofaga pod
wzgledem wykorzystania jako czynnika przeciwbakteryjnego podczas eradykacji bakterii w
przypadku zakazen tkanek ludzkich. Praca ta otwiera perspektywy uzycia tego bakteriofaga w
medycynie. Z pewnoscig dyskusyjne moze by¢ wiaczenie do dysertacji wieloautorskiej pracy
przegladowej, poniewaz zgodnie z o§wiadczeniami autorskimi Doktorantka jest autorem 2
rozdzialow opisujacych dziatanie depolimeraz na biofilmy bakteryjne jako alternatywy dla
antybiotykéw oraz terapii skojarzonych, wykorzystujacych depolimerazy fagowe oraz inne
czynniki przeciwbakteryjne. Tematyka tych rozdziatéw odbiega nieco od gléwnego nurtu
dysertacji prowadzacego do wykrycia i izolacji nowych aktywnych balteriofagow
skierowanych przeciwko biofilmom bakteryjnym. Zgadzam sig, iz cala publikacja w sensie
bardzo ogélnym tematycznie nawigzuje do badafi doktorantki, jednak jej wlaczenie w
dysertacj¢ ma raczej znaczenie uzupelniajgce. Izolacja nowych, nieznanych dotychczas
bakteriofagéw i ich pelna charakterystyka molekularna, a takze petna ocena pod wzgledem
aplikacji to najwieksze atuty przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej. W kazdej z prac
oryginalnych Pani mgr Gracja Topka-Bielecka byta wykonawcg eksperymentéw, w zakresie
badan zwigzanych z tytulem rozprawy, tj. oceng skuteczno$ci dziatania preparatu fagowego
na odpowiednie biofilmy, oceng stabilnosci preparatu oraz oceng toksycznosci preparatow
fagowych wobec komoérek ssaczych.

Zgodnie z oswiadczeniami wspétautoréw pracy ich udzial w wiekszosci polegat na

zaprojektowaniu prac badawczych, analizie uzyskanych danych eksperymentalnych oraz
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przygotowanie manuskryptu. Doswiadczalny pierwszoplanowy udzial w tej pracy
Doktorantki nie pozostawia wigc zadnych watpliwosci, aczkolwiek w kilku o$§wiadczeniach
wspdtautoréw dotyczacym udziatu w publikacji istnieje zapis o przeprowadzeniu czesci
do$wiadczen jako wykonanych i opisanych w rozprawie przez Doktorantke. Trudno w takim
przypadku o ocen¢ samodzielnosci doktorantki. Nalezy z calg pewnoscig uznaé, ze badania
prowadzone prze Doktorantk¢ miaty kluczowe znaczenie dla wszystkich prac oryginalnych
wchodacycych w sklad rozprawy doktorskiej i mozna oceni¢ je wysoce pozytywnie. Cel
pracy doktorskiej, tj. ocena udzialu bakteriofagébw w zwalczaniu biofilméw bakteryjnych
zostal w pelni osiagniety. Dysertacja ma charakter zardwno badaf podstawowych jak i
aplikacyjny. Oceniana praca doktorska, ktérej podstawg sg trzy wspomniane publikacje
oryginalne i jedna przegladowa jest poprzedzona wstepem, bedacym przegladem informaciji
na temat zwalczania biofilméw przy udziale bakteriofagéw lub ich produktéw, a przede
wszystkim charakterystyka wilasciwosci biologicznych nowo odkrytych bakteriofagow.
Eksperymenty realizowane przez Doktorantke w ramach Zespotu autoryzujacego publikacje
tworzg calos¢ 1 prowadza do ostatecznej oceny roli bakteriofagow w likwidowaniu biofilmow.
Dla przedstawienia pelnego obrazu mechanizméw dziatania bakteriofagéw na okreslone
biofilmy dobrze byloby przeprowadzi¢ kolejne eksperymenty oceniajagce znaczenie
powstajgcych mutacji opornosci na caly proces usuwania biofilméw. Ten problem
doktorantka ocenia krétko tak, ze pojawianie si¢ niewrazliwych na faga vB EfaS-271
mutantow moze sugerowac ograniczenie stosowania tego wirusa w terapii fagowej, to jednak
uposledzony wzrost i nizsza konkurencyjnos¢ takich mutantow sugeruje, ze polgczenie terapii
fagowej z innym leczeniem przeciwbakteryjnym moze nadal przynosié¢ skuteczne efekty. To
stwierdzenie wymaga jednak pelniejszej analizy i zdecydowanej, jednoznacznej oceny. Do
kolejnych osiggnie¢ rozprawy wséréd licznie przedstawionych wynikéw w publikacjach
oryginalnych nalezy zaliczyé udane przygotowanie warsztatu badawczego w postaci
realizowanych zadan badawczych oraz ocena i wyjasnienie mechanizméw usuwania biofilméw.
Zaprojektowanie eksperymentéw oraz pelna charakterystyka biologiczna badanych procesow
wymagata dobrej organizacji pracy oraz duzej pracowitosci, albowiem liczba eksperymentow i
liczba wynikéw uzyskanych w rozprawie doktorskiej jest duza. SzczegGlowa analiza
eksperymentéw realizowanych przez Doktorantke w rtamach rozprawy doktorskiej
widzianych w perspektywie przedstawionych prac oryginalnych pozwala z cata pewnoscia na
ostateczne stwierdzenie, iz jest ona gldwnym wykonawcg wiekszosci eksperymentow
prowadzacych do powstania tych publikacji, co w mojej ocenie przeklada sie na tezy

rozprawy doktorskiej Pani mgr G. Topki-Bieleckiej.



Z cala pewnoscia rozprawa doktorska Pani mgr Topki — Bieleckiej daje podstawe do
dalszej pracy nad walka z biofilmami. Doktorantka nie rozwaza jednak konkretnie o
perspektywach dalszych badan bedacych kontynuacja wynikow osiggnietych w ramach
rozprawy, nie dyskutuje takze o ewentualnych kolejnych eksperymentach prowadzacych do
mozliwosci poznania innych bakteriofagdw czy tez metod mieszanych. Chcialbym jednak
poznac jej plany i opini¢ na ten temat podczas obrony pracy.

W Swietle wyzej przedstawionej, bardzo pozytywnej oceny calej pracy doktorskiej
mgr Gracji Topki-Bieleckiej, w tym szczegdlnie wartoSci wynikow, w tym wynikow
oryginalnych oraz waznych wnioskéw o charakterze poznawczym - stwierdzam, ze oceniana
praca doktorska spelnia wszystkie wymagania Ustawy o Stopniach i Tytutach Naukowych,
ktére sa stawiane kandydatom ubiegajacym sie o stopieni naukowy doktora. Stad, z petnym,
naukowym przekonaniem wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii, Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie mgr Gracji Topki-Bieleckiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Wnoszg takze o rozwazenie mozliwosci stosownego wyréznienia zaréwno tej bardzo
ambitnej pracy doktorskiej, jak i utalentowanej Doktorantki, mgr Gracji Topki-Bieleckie;j,
stosowng nagrodg lub wyréznieniem JM Rektora Uniwersytetu Gdaniskiego. Mocnym
uzasadnieniem sformulowanego wniosku, w moim przekonaniu, sg cztery publikacje,
opublikowane w wysoko notowanych czasopismach z listy filadelfijskiej (aczny IF= 16,50),

stanowigce Jej prace doktorska.

Warszawa,15.05.2021. JP%of. dr hab. Jacek Bielecki



