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Rozprawa doktorska Pani mgr Gragji Topka-Bieleckiej pt: ,Charakterystyka
wybranych bakteriofagéw wyizolowanych ze $ciekéw kom unalnych - badania na poziomie
molekularnym i potencjalne znaczenie biotechnologiczne" jest ciekawa, potrzebna i
nowatorskg w swym ujeciu z zacieciem aplikacyjnym pracg badawczg dotyczgca
bakteriofagdw. Jako wysoce specyficzne wirusy, w stosunku do swoich bakteryjnych
gospodarzy, bakteriofagi sg atrakcyjnym $rodkiem do wykrywania, identyfikacji, okreslenia
patogennosci i zwalczania bakterii. Cechy te sg szczegélnie istotne, gdy odpornosé
patogennych drobnoustrojéw na antybiotyki jest coraz wieksza. Bakteriofagi i opracowana z
ich wykorzystaniem fagoterapia, aczkolwiek nie w petni jeszcze wykorzystywana jest
rozwazana, jako ostateczna strategia walki z patogenami bakteryjnymi.

Inzynieria biologiczna bakteriofagéw, znajomosé miejsc specyficznego rozpoznawania
bakterii a takze struktur receptoréw bakterii wigzgcych fagi sg podstawg tego dziatania.
Wykorzystanie bakteriofagéw do zwalczania patogendw napotyka wiele ograniczen, takich
Jjak konieczno$¢ szybkiej identyfikacji szczepdw bakterii, zwigkszenie okresu péttrwania faga
in vivo, skonstruowanie specyficznych biomateriatéw jako nosnikéw dostarczajgcych
bakteriofagi do okreslonego miejsca dziatania. Bardzo czgsto takim miejscem sg biofilmy,
zawierajgce zbiorowiska mikroorganizmow wytwarzajgce macierz z substancji

egzopolimerycznych zapewniajace im integralnosé strukturalng i unikalny profil
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biochemiczny. Biofimy sg bardzo powszechne w przyrodzie, ale takze w obszarach
antropogenicznych, gdzie stanowig duze wyzwanie. Biofilmy moga by¢ korzystne dla
zdrowia, na przyktad jako normalne sktadniki mikrobiomu roélin, zwierzat i ludzi, a takze
mogg stanowi¢ podstawe efektywnych procesow przemystowych, takich jak np.
oczyszczanie sciekow. Czesto jednak biofilmy w medycynie, sg przyczyng przewlekiych
infekcji, a w procesach przemystowych uniemozliwiaja przeptyw surowcow czy produktow,
gdyz zanieczyszczajg powierzchnie rur i zatykajg urzadzenia filtracyjne.

W swoich badaniach mgr Gracja Topka-Bielecka zajmuje sie niektorymi ze
wspomnianych powyzej zagadnien, a w szczegolnosci procesem zwalczania biofilmu
bakteryjnego. Wpisuje sie w ten spos6b we wspotczesne obszary badawcze pokazujac
bakteriofagi, jako nowoczesne narzedzia w kontroli efektywnego oddziatywania na
patogeny, a takze dostarczajac nowej wiedzy do dyskusji o spotecznej akceptacii
fagoterapii. Celem jej badan w ramach pracy doktorskiej byto cyt.: ...” wyizolowanie i
scharakteryzowanie nieznanych wczesniej fagow litycznych, wykazujgcych potencjaine
zastosowanie w walce z biofilmem bakteryjnym.” Fagi specyficzne wobec Escherichia coli -
vB_EcoS-95 i Enteroccocus faecalis — vB_EfaS-271 wyizolowata ze sciekéw komunalnych.
Na podstawie danych literaturowych, swojego do$wiadczenia i wspétpracy w badawcze]
grupie projektowej scharakteryzowata wyizolowany fag vB_Eco0S-95 okreslajac jego cechy
morfologiczne, biologiczne i genetyczne pokazujgc brak przeciwwskazan na uzycie go w
medycynie, okreslita zakres gospodarza, aktywno$é lityczna i czas latencji udowadniajgc,
ze fag ten wytwarza wystarczajacg liczbe wirionéw niezbgdng do skutecznej lizy komorek
gospodarza. Ponadto zidentyfikowata gen biatka litycznego ktory intensyfikuje wspomniany
proces lizy. Najefektywniejszy proces lizy komérek w biofilmie nastapit przy stosowaniu
preparatu fagowego 0 WysoKim mianie. Doktorantka przypuszcza, ze wysoka aktywnos¢
tego faga w zwalczaniu biofilmu E. coli powigzana z krotkim okresem latencji predestynuje
go do wykorzystania nad rozwojem nowatorskich narzedzi biotechnologicznych do inzynierii
genetycznej. Kolejny fag pokazujgcy swoj uzyteczny potencjat antybakteryjne, nowo
odkryty przez doktorantke to fag vB_EFaS-27. Fag ten infekujacy nie tylko kliniczny szczep
Enterococcus faecalis ale i inne enterokoki. Oprécz okreslenia podstawowej charakterystyki
tego faga i wykazania krotkiego okresu jego latencji zidentyfikowata w jego genomie geny
kodujace biatko podobne do polimerazy DNA typu B pehnigce istotng funkcje w skutecznej
replikacji genomu faga. Fag ten wykazywat zdolno$¢ do niszczenia biofilmu utworzonego
przez szczep E. faecalis

Uzyskujac wstepnie cel zatozonych badan swojego doktoratu poprzez odkrycie i
zidentyfikowanie fagéw oddziatywujgcych na biofilmy drobnoustrojowe doktorantka
przeprowadza eksperymenty dotyczgce interakciji bakteriofaga vB_EfaS-271 z komérkami
E faecalis. W oddziatywaniu tym fag obniza przezywalnos¢ i liczbe komorek bakteryjnych
na powierzchni cewnika Foley’a, jednakze powoduje tez powstawanie mutantow
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fagoopomnych. Dalsze badania doktorantki wskazujg, ze vB_EfaS-271 nie wykazuje efektu
cytotoksycznego na komérki eukariotyczne.

Przedstawiajgc w duzym skrécie istotne osiagniecia doktorantki chciatbym
powiedzie¢ ze tematyka bakteriofagoéw dziatajgcych na szczepy E.coli czy E.faecalis jest
przedmiotem zainteresowan wielu laboratoriéw. W latach 2019-2021 w ktdrych publikowat
zespot w sktad ktdrego wchodzi mgr Gracja Topka-Bielecka pojawia sie wedtug PubMed
261 publikacji przy wyszukiwaniu wedtug haset ,bacteriophage” AND ,E. coli”, a przy
wyszukiwaniu wedtug ,bacteriophage” AND |, E. faecalis” - 27 publikacji. Natomiast przy
uzyciu stow ,bacteriophage” AND “vb_EcoS-95 mamy w ostatnich 10 latach widoczng tylko
1 publikacje a przy stowach ,bacteriophage” AND »E. faecalis” mamy 2 publikacji i sa one
wspétautorstwa pani mgr G. Topka-Bieleckiej. Podobnie przy stowach bacteriopage and
depolymerases and bacterial biofilms mamy dwie publikacje z tym jedna wpdtautorstwa
doktorantki. Dane te wskazujg na nowatorstwo badan i odkrywczos¢ wynikéw w wybranym
obszarze badawczym przedstawionych w doktoracie pani mgr Gracji Topka-Bieleckie;j.

Podobnie jak odpowiednio zaplanowany i przeprowadzony jest nowoczesny cigg
badan, tak réwniez i przedstawiona rozprawa dokiorska jest przedstawiona w sposéb
komunikatywny. Jest ona zbiorem czterech publikacji opublikowanych w latach 2019 -2021
w ktorych doktorantka jest pierwszym wspétautorem i zawiera informacje o zrédtach
finansowania badan, podziekowania, streszczenie w jezyku polskim i w jezyku angielskim,
dorobek naukowy doktorantki i oéwiadczenia wspotautoréw wskazujgce na dominujgca role
Doktorantki w badaniach i w publikacjach.

Wysmienitymi wprowadzeniem w obszar badawczy Doktorantki jest pierwsza
publikacja pt. Bacteriophage-Derived Depolymerases against Bacterial Biofilm autorstwa
Gracji Topka-Bieleckiej, Aleksandry Dydeckiej, Agnieszki Necel, Sylwii Bloch, Bozeny
Nejman-Falericzyk, Grzegorza Wegrzyna i Aligji Wegrzyn, oparta na przegladzie 145
pozycji literaturowych. Doktorantka opracowata rozdziaty dotyczace depolimeraz
bakteriofagowych jako alternatywy dla antybiotykéw w zwalczaniu biofilméw bakteryjnych i
rozdziat o terapiach skojarzonych z innymi czynnikami antybakteryjnymi oraz uczestniczyta
W przygotowaniu ostatecznej wersji publikacji. Publikacja ta wprowadza czytelnika w
zagadnienia dotyczgce postepu w badaniach nad sposobem powstawania biofilméw, ich
charakterystykg i opornoscig na antybiotyki oraz roznymi sposobami zwalczania filméw
bakteryjnych. Informacje zawarte w tej publikacji sg dobrym odniesieniem do uzyskanych
przez doktorantke wynikow i ich dyskusiji.

W kolejnych publikacji “Characterization of Bacteriophage vB-EcoS-95 isolated from urban
sewage and revealing extremely Rapid Development, mgr Topka-Bielecka przedstawia
izolacje faga infekujacego rézne szczepy E.coli i charakteryzujgcego sie ekstremalnie
szybkim rozwojem w komérkach E.coli. Okresla kinetyke adsorpcji tego faga na komérkach
gospodarza i jego wewnetrzny rozwdj. Sledzi kinetyke rozwoju procesu litycznego i rozktad

biofilmu a takze i Zywotno$¢ komérek E coli w biofimie. Podobnie
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charakteryzuje wyizolowanego faga vb_EfaS-271 infekujgcego rozne komorki
Enterococcus faealis w publikacji Characterization of the Bacteriophage vb-EfaS-271
infecting Enterococcus faecalis poszerzajac analize o spektrometrie masowg biatek faga,
przypisujac 15 biatkom rdézne funkcje oraz okreslajac wrazliwos¢ wirionéw na czynniki
zewnetrzne. Podsumowaniem eksperymentow w doktoracie jest w pewnym sensie
publikacja Phage-bacteria Interaction in Potential Application of the Bacteriophage vb-EfaS-
271 against Enterococcus faecalis w ktorej Doktorantka okreslajac relacje fag - bakteria w
potencjalnych zastosowaniach faga vb_EfaS-271 ocenia giéwnie skutecznos¢ dziatania
preparatu fagowego na biofilmy E faecalis utworzone na cewnikach oraz na te bakterie w
hodowli wgtebnej, odnotowujgc powstawanie mutantow fagoopornych.

Recenzujgc prace doktorskg skladajaca sie z opublikowanych juz materiatow w
czasopismach o wysokim uznaniu miedzynarodowym zdaje sobie sprawe, ze cO namniej
8-miu recenzentéw ocenialo stosowang metodyke, wyniki przedstawionych badan, ich
interpretacje i dyskusje i wydato rekomendacje do publikowania. O nowosci
przedstawionych przez mgr Topka-Bielecka, wynikéw wskazujg dane bibliometryczne
podane przeze mnie wczesniej i dane mowigce ze prace te mimo krotkiego istnienia w
obiegu $wiatowym maja ponad 25 cytowan (Google scholar). Chciatbym tu jeszcze
podkreslic duza ilosci nowoczesnych metodyk stosowanych w badaniach. Nie wiem, ile z
tej listy metodologii Doktorantka wykonywata sama. Sgdze, ze te ktore podata oceniajgc
swoj udziat w publikacjach. Niezaleznie od tego na ile w innych metodach byta wspierana
przez wspdtautorow, z pewnoscig byta zaangazowana we wszystkie doswiadczenia i
analizy, co jest bardzo imponujace.

Analizujac przedstawiong rozprawe doktorskg chciatbym wspomnie¢ o dyskusji
wynikéw. Czesto jest to czeSc, ktora jest zaniedbywana w pracach doktorskich lub czyta si¢
ja bardziej jak streszczenie. Wtym przypadku dyskusja jest w zatgczonych publikacjach,
ale dobrze by byto w przedstawionych streszczeniach poréwnac wyniki z dostepnym state
of the art z danego obszaru badawczego

7walczanie biofilmu, zaréwno w medycynie jak i przemysle, jest niezwykle trudna.
Jedna z przyczyn jest powstawanie, w trakcie dziatania na biofilm fagéw czy antybiotykow,
mutantow ktére moga przetrwac terapie i odrastajg po odstawieniu czynnikow
bakteriobdjczych. Doktorantka zaobserwowata powstanie opornych mutantow E.faecalis i
sugeruje ze taki mutant cyt ..."zwykle nie jest w stanie przeprowadzic jednego z procesow
fizjologicznych (przynajmniej do pewnego stopnia), w odréznieniu od komorki typu dzikiego”
i uwaza, ze jako uposledzony moze by¢ wyeliminowany prze inne czynniki bakteriobdjcze.
Wydaje mi sig, ze to wyjasnienie jest raczej spekulacja, ale przy takiej ilosci danych
dopuszczalng. Inng przyczyng trudnosci w zwalczaniu biofilméw jest niewystarczajaca
wiedza o strukturze biofimu, o jego wlasciwosciach mechanicznych, ktore sg efektem
wiasciwosci fizycznych, chemicznych i interakcji sktadnikow macierzy biofilmu. Mgr Gracja

Topka-Bielecka zauwaza w artykule pierwszym, przegladowym ze konieczne
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jest badanie mechanizméw synergii pomiedzy depolimerazami fagowymi, a innymi
czynnikami eliminujgcymi bioiiim. Wydaje mi sie do Jej sugestii odno$nie przysziych badan

nalezy dodac konieczno$¢ poznania reologii biofilméw poddawanych fagoterapii.

Przechodzac do koricowej czesci mojej recenzji chciatbym podkresli¢, ze
przedstawione wyniki badan ukazujg bardzo wazne cele uzytkowe zaréwno z medycznego
jak 1 przemystowego punktu widzenia. Pani mgr Gracja Topka-Bielecka krytycznie
podchodzi do otrzymanych wynikéw, Scisle wspoipracuje z innymi o$rodkami badawczymi i
wykorzystuje nowoczesne metody badawcze. Jestem przekonany, ze wprowadzajgc dalej
nowg wiedze z zakresu eliminacji biofilmow zwigkszy efektywno$¢ proponowanych przez
siebie rozwigzan. Jak juz wspomniatem rozprawa doktorska mgr Gracji Topki-Bieleckiej jest
napisana, w sposdb jaki zyczyli sobie edytorzy czasopism, w ktorych wyniki doktorantki byty
opublikowane, natomiast streszczenia w jezyku polskim i angielskim i oswiadczenia
wspotautoréw sg przekazane w sposob komunikatywny.

Biorac pod uwage warto$¢ merytoryczna, jakosé i zakres wykonanych doswiadczen,
przedstawiong do recenzji rozprawe oceniam pozytywnie. Uwazam, ze mgr Gracja Topka-
Bielecka przedstawita rozprawe doktorskg, ktérej wyniki znaczaco poszerzajg wiedze w
zakresie procesOw zwalczania biofimow. Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze
rozprawa spefnia warunki ujete w art.13 pkt.1 ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym z 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz.U. z 2017r. poz. 1789), z pdzniejszymi zmianami. Spetnia tez wymogi
zZwyczajowe stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z tym wnosze do Rady
Dyscypliny Nauki Biologiczne, Uniwersytetu Gdariskiego i Wydzialu Biologi UG. o
dopuszczenie jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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