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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Necel
pt. ,Morfologiczna i molekularna charakterystyka bakteriofaga vB_Eco4M-7,

wirulentnego wobec patogennych bakterii Escherichia coli 0157:H7”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Agnieszki Necel zostata wykonana pod
opiekg promotorskg Pana prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna oraz promotor pomocniczej
Pani dr Sylwii Bloch, w Katedrze Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego. Jest to
znany i uznany polski osrodek naukowy, majacy szczegéine osiggniecia w zakresie biologii
molekularnej bakteriofagdw, w tym izolacji i charakterystyki szczepéw fagowych o duzym
znaczeniu praktycznym. Grupa promotora pracy, Profesora Wegrzyna, wniosta szczegdliny
wktad w zrozumienie dziatania bakteriofagéw kodujacych toksyny Shiga i ich interakcji z
enterokrwotocznymi szczepami bakterii. Sg to szczepy powodujace ostre biegunki, ciezkie
stany zapalne, a takze powazne powiktania, w tym zespét hemolityczno-mocznicowy. Ze
wzgledu na to, jak powazne jest zwigzane z tymi szczepami zagrozenie zdrowotne, badania
te majg bardzo duzy potencjat aplikacyjny i znaczenie praktyczne. Przedstawiona do oceny
rozprawa doktorska nalezy do tego wtasnie obszaru tematycznego i ona réwniez wnosi

oryginalny wktad w budowanie strategii ochronnych i terapeutycznych majacych
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przeciwdziata¢ zagrozeniu powodowanemu przez patogenne i wysoce wirulentne bakterie
Escherichia coli.

Przedstawiona do recenzji rozprawa dotyczy nowego, wyizolowanego przez gdanski
zesp6t bakteriofaga vB_Eco4M-7, ktory okazat sig zdolny do lizy E. coli 0157:H7, bedgcego
groznym szczepem enterokrwotocznym. Rozprawa zostata wykonana w formie zbioru
trzech oryginalnych publikacji naukowych. Na pozytywne podkreslenie zastuguje fakt, ze we
wszystkich tych pozycjach Doktorantka petni role pierwszego autora. Taka forma doskonale
spetnia nie tylko wymogi formalne, a takie wspdtczesne oczekiwania dotyczace
eksperymentalnych prac doktorskich. Cykl opatrzono polskojezycznym i angielskojezycznym
streszczeniem, zatgczono informacje o dorobku naukowym Doktorantki, zatgczono
szczeg6towe os$wiadczenia dotyczace wktadu autorskiego w powstanie poszczegdinych

publikacji stanowigcych element cyklu.

Pierwsza z prac wchodzacych w sktad przedstawionego cyklu zostata opublikowana w
pismie Scientific Reports w roku 2020, a Doktorantka jest jej pierwszym autorem. Praca ma
charakter oryginalny i przedstawia szczegotowa charakterystyke genomiczng, morfologiczna
i podstawowg charakterystyke mikrobiologiczng nowego bakteriofaga bedacego
przedmiotem rozprawy. Zapoznajemy sie W niej z organizacja genomu, analizg
filogenetyczng, annotacjg wspartg analizg metodg spektroskopii mas, morfologig wirionow,
zakresem specyficznosci faga, a wreszcie charakterystykg adsorpcji i amplifikacji faga w
hodowli bakteryjnej. Jest to szeroka i kompletna analiza, pozwalajgca na ulokowanie
nowego fagowego izolatu na tle znanych wczesniej fagéw, w tym identyfikacje podobienstw
i roznic, a takze najwazniejszych cech o znaczeniu praktycznym. Przyktadem takich cech jest
potwierdzenie litycznego charakteru bakteriofaga, potwierdzenie braku genéw kodujgcych
czynniki wirulencji bakterii, a takze stwierdzone podobienstwo do bakteriofaga vB-ECML-
117 majacego juz zastosowanie komercyjne.

Druga praca przedstawionego cyklu zostata opublikowana w pismie Toxins (Basel) w
roku 2021, Doktorantka petni w niej role pierwszego autora. Praca ma charakter oryginalny
i dotyczy dalszej charakterystyki faga vB_Eco4M-7. Wykonane zostaty badania potencjalnej

toksycznosci faga w stosunku do komérek ssakoéw i potwierdzono brak negatywnych
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efektow traktowania komoérek bakteriofagiem. Ma to duze znaczenie ze wzgledu na
perspektywe stosowania tego bakteriofaga jako czynnika przeciwbakteryjnego, co zaréwno
w terapii jak i ochronie zywnosci musiatoby prowadzi¢ do ekspozycji ludzi lub zwierzat na
ten szczep fagowy. Wykazano rowniez zdolno$¢ badanego faga do propagacji w obnizonej
temperaturze. Przedstawiono tez szereg ciekawych obserwacji dotyczacych zaleznosci
pomiedzy warunkami hodowli i wartoscia wspodtczynnika wielokrotnosci zakazenia,
a efektywnoscig hodowli faga. Wskazano tez na powstawanie mutantéw bakteryjnych
niewrazliwych na szczep faga vB_Eco4M-7.

Trzecia praca cyklu zostata opublikowana w pismie Antibiotics w roku 2022,
a Doktorantka rowniez w tej pozycji petni role pierwszego autora. Praca ma charakter
oryginalny i stanowi kontynuacje prac opisanych poprzednio. Charakterystyke faga
vB_Eco4M-7 rozwinieto tu o bardzo ciekawg analize ewentualnych aktywnosci
skojarzonych, w tym z innymi fagami oraz z antybiotykami. Nie jest to problem trywialny,
poniewaz w wypadku gospodarzy bakteryjnych jakimi sg enterokrwotoczne szczepy
bakteryjne nietrafione postepowanie terapeutyczne bedzie skutkowato indukcjg profagéw
Stx i w konsekwencji produkcjg toksyn Shiga, co moze mieé¢ dramatyczne skutki dla
pacjenta. Dlatego Doktorantka przeprowadzita badania kilku antybiotykow oraz
spokrewnionego faga i zidentyfikowata wtasciwe kombinacje, ktore nie skutkowaty indukcja
niekorzystnych profagéw. Badanie objeto warunki likwidacji biofilmu i pozwolito wykaza¢,
ze bakteriofag vB_Eco4M-7 posiada dobre zdolnosci jego usuwania. Na docenienie
zastuguje dyskusja obejmujgca m.in. probe teoretycznej identyfikacji gendéw fagowych

kodujacych biatka majgce znaczenie dla degradacji biofilmu.

Przedstawiony do oceny cykl prac oceniam wysoko, reprezentujg one bardzo dobry
poziom naukowy i dotyczg oryginalnych, waznych z punktu widzenia naukowego zagadnien.
Wszystkie opublikowano w dobrych pismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym, a
Doktorantka w kazdej z nich jest pierwszym autorem. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje
spojnos¢ tematyczna cyklu, w ktédrym kolejne prace stanowig wyrazng kontynuacje
poprzednich. Prace wykonano najnowszymi metodami dostepnymi w dziedzinie i dowodzg

one wysokich umiejetnosci technicznych oraz biegtosci w pracy laboratoryjnej. Dlatego nie
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wnosze powaznych uwag merytorycznych do ocenianej rozprawy, a moje pytania dotycza

raczej rozszerzenia podanych w rozprawie informacji lub drobnych korekt.

1. Pierwsza praca cyklu objefa oryginalne obserwacje dotyczgce nowego szczepu fagowego
i jego szczegodtowej charakterystyki. We wstepie znalazta sie informacja, ze w genomie
tego faga nie wykryto obecnosci ,gendw kodujgcych czynniki antybakteryjne” —
zaktadam, ze jest to przejezyczenie i chodzito raczej o geny bakteryjnego pochodzenia
mogace potencjalnie wywiera¢ efekt toksyczny na organizmy wyzsze? Klasyfikacja
taksonomiczna lokuje nowy szczep fagowy w historycznej juz rodzinie Myoviridae,
warto bytoby uzupetni¢ informacje, jak lokuje sie on w nowej taksonomii wirusow
bakteryjnych. Bardzo ciekawa jest obserwacja, ze fag ten powodowat efektywniejszy
spadek liczby komorek gospodarza w poréwnaniu z podobnym fagiem vB-ECML-117 -
czy mozna zaproponowac wyjasnienie, czym powodowana jest ta rdéznica?

2. Do drugiej pracy zawartej w ocenianym cyklu, przedstawiajgcej ciekawe wyniki szerokiej
charakterystyki mikrobiologicznej mam dwa pytania ogdlne: jakie sg zdaniem
Doktorantki gtéwne, mozliwe mechanizmy molekularne powstawania bakteryjnych
mutantéw opornych na infekcje tym konkretnym fagiem, a takze co wiadomo o
molekularnych uwarunkowaniach wzrostu fagow E. coli w relatywnie niskich
temperaturach, na przyktad 12°C?

3. Trzecia praca cyklu prezentuje wyniki o duzym znaczeniu praktycznym, poniewaz
wskazuje na potencjalnie uzyteczne i bezpieczne kombinacje faga vB_Eco4M-7
z antybiotykami i innym fagiem. Chciatabym dopyta¢, jakie przestanki zastosowano do
wybrania przebadanych w pracy rodzajow antybiotykdw, a takie jakiej aktywnosci

mozemy si¢ hipotetycznie spodziewac po ich innych, nieprzebadanych jeszcze grupach?
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Podsumowanie

Po doktadnym zapoznaniu sie z przedstawiong do oceny pracg stwierdzam, ze zakres
wykonanych badan i uzyskanych wynikow z nawigzka spetnia wymagania stawiane pracom
doktorskim. Przeprowadzone badania dowodzg wysokich umiejetnosci i wiedzy w zakresie
biologii i genomiki bakteriofagéw oraz ich praktycznego przetozenia na rozwigzania wazne z
punktu widzenia probleméw medycznych.

Stwierdzam, ze Doktorantka wykonata ciekawg i nowatorskg prace badawczg, wnoszaca
oryginalny wktad w dziedzine jaka sg badania bakteriofagéw o potencjale terapeutycznym.
Rozprawa zostata napisana zrozumiale, starannie, kompletnie. Przedstawiona do oceny
rozprawa spetnia w mojej ocenie wymagania stawiane ustawowo rozprawom doktorskim,
dlatego przedstawiam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego wniosek o dopuszczenie mgr Agnieszki Necel do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Whiosek o wyrdznienie rozprawy

Jednoczesnie sktadam wniosek o wyrdznienie przedmiotowej rozprawy, jako
uzasadnienie wskazujgc oryginalno$é przeprowadzonych badan, ich bardzo wysoki poziom
naukowy, a takze duze znaczenie praktyczne zwigzane z perspektywq terapeutycznych i
dezynfekcyjnych zastosowan opisanego bakteriofaga, zwalczajgcego enterokrwotoczne

szczepy bakteryjne.
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