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Recenzja pracy doktorskiej P. Mgr. Grzeqgorza Nowickiego zatytutowanej:

Charakterystyka porownawcza nowoodkrytych bakteriofagéw phD2B i En2

zakazajacych Enterobacter nimipressuralis

Przedmiotem pracy doktorskiej Pana Mgr Grzegorza Nowickiego jest identyfikacja i
charakterystyka dwoch dotychczas nieznanych bakteriofagéw izolowanych ze
Srodowiska wodnego. Praca obejmuje okreslenie gospodarza badanych
bakteriofagdw oraz ich charakterystyke z wykorzystaniem metod mikrobiologicznych,
sekwencjonowania, metod bioinformatycznych i spektrometrii masowe;j.

Temat pracy wpisuje sie w aktualny nurt narastajgcego ponownego zainteresowania
bakteriofagami — mowi sie o ,bacteriophage rediscovery”- wynikajgcy z naptywu
ogromnych ilosci informacji uzyskanych dzieki rewolucyjnemu rozwojowi genomiki , a
wskazujacych na olbrzymia skale obecnosci i roli tych wiruséw w kazdym $srodowisku
biologicznym , od oceanu do wnetrza ciata ludzkiego. Drugg przyczyna tego
zainteresowania jest narastajgca lekoopornos$¢ bakterii, co sktania do ponownego
rozpatrywania mozliwos$ci ich zwalczania za posrednictwem fagéw, szczegoélnie w
odniesieniu do biofilméw, stanowiacych, jak obecnie wiemy, powszechnie

wystepujacg forma bytowania bakterii. Tzw. terapia fagowa byta jednym z




najwazniejszych elementdéw poczgtkowego zainteresowania bakteriofagami, ale rola
badan nad wirusami bakteryjnymi dla rozwoju wiedzy ogélnobiologicznej jest nie do
przecenienia. Badania nad bakteriofagami rozpoczety nowoczesng ere biologii
molekularnej i przyniosty zaréwno wiele odkry¢ dotyczacych podstawowych
mechanizmdw biologicznych, jak i dostarczyly wielu narzedzi (np. enzyméw) i metod,
bez ktérych niemozliwy bytby rozwéj wspétczesnej biotechnologii. Kontynuacja
studiéw nad bakteriofagami w kontekscie nowych mozliwosci badawczych
stworzonych przez nowoczesne metody molekularne, szczegélnie z zakresu
genomiki i proteomiki, jest wiec jak najbardziej celowa, a praca doktorska Mgr
Nowickiego jest przyktadem takich studiow.

W swojej pracy P. Mgr Nowicki wyizolowat z wody jeziornej dwa bakteriofagi,
ktérych gospodarzem jest stabo poznana bakteria, nalezaca do rodziny
Enterobacteriaceae , sklasyfikowana przez Autora jako Enterobacter nimipressuralis.
Na podstawie analizy genomicznej Autor okreslit przynalezno$¢ taksonomiczng tych
wiruséw, nazwanych phD2B i En2 , do rodzin Podoviridae i Myoviridae z rzedu
Caudovirales. Analiza genomiczna, na ktérg sktadaja sie sekwencjonowanie i
sktadanie genoméw fagowych, poszukiwanie sekwencji kodujgcych
biatka i przypisanie im funkcji biologicznych , a takze analiza filogenetyczna,
stanowig zasadniczg cze$¢ pracy. Wyniki analizy genomicznej i bioinformatyczne;j
zostaty skonfrontowane z analizg proteomiczng wykonang metodg spektometrii mas.
Dodatkowo Autor bardziej szczegétowo scharakteryzowat biatka obu fagow
uczestniczace w lizie komorek bakteryjnych. Wynikiem pracy jest wiec poznanie
dwoch nowych mikroorganizmoéw, co stanowi autentyczne i rzetelne osiggniecie
badawcze. Sekwencja genomu bakteriofaga phD2B zostata przez Autora pracy
opublikowana w czasopi$mie Genome Announcements, wydawanym przez

Amerykanskie Towarzystwo Mikrobiologiczne (ASM).

Rozprawa doktorska P. Mgr Nowickiego liczy 128 stron i zawiera wszystkie
rozdziaty typowe i wymagane dla prac doktorskich, cho¢ dystrybucja danych i tekstu
pomidzy rozdziatami nie jest w mojej opinii zawsze wtasciwa, ta uwaga dotyczy
gtownie rozdziatéw : metody i wyniki. Pierwszg cze$¢ rozprawy stanowi wstep liczacy
24 strony, z ktérych wiekszo$¢ poswiecona jest szczegdtowemu opisowi etapow
cyklu replikacyjnego bakteriofagéw z trzech rodzin nalezacych do rzedu

Caudovirales. Ta cze$¢ ma charakter pracy przegladowej, ( prawie podrecznikowej),




jest oparta na starannym doborze literatury, od pozycji niemal historycznych do
wspotczesnych, aktualnych prac. Troche mylace w tej czesci wstepu sa
powtarzajace sie identyczne tytuty podrozdziatow, (Myoviridae, Podoviridae,
Siphoviridae) dotyczace kolejnych etapéw cyklu, takich jak sktadanie gtéwki czy
ogonka fagowego, co sprawia, ze po pierwszym spojrzeniu na taki tytut trudno
rozrézni¢, czego dotyczy dany podrozdziat, bytoby czytelniej, gdyby te tytuty byty
doprecyzowane. Ta cze$¢ wstepu stanowi wyczerpujace tto dla przeprowadzonej w
pracy analizy porownawczej charakteru i funkcji biatek nowo poznanych
bakteriofagdéw. Ostatnie kilka stron cze$¢ wstepu opisuje organizacje genomu
bakteriofagébw oraz mechanizmy zmiennosci i ewolucji tych wiruséw. Konstrukcja
wstepu odzwierciedla w pewnym stopniu zatozenia czesci eksperymentalne;,
wskazujac , jakich informacji Autor poszukiwat , aby scharakteryzowa¢ nowo odkryte
wirusy. Wstep stanowi wiec systematycznie zebrany zbiér informaciji o bakteriofagach
— brakuje jednak troche w nim szerszego kontekstu, pokazujgcego co obecnie dzieje
sie w tej dziedzinie nauki, jakich najwazniejszych odkry¢ dokonano, co wynika z
lawiny nowych informacji genomicznych dotyczgcych fagéw izolowanych z roznych

Srodowisk i jakie sg kierunki i cele tych badan.

Cze$¢ eksperymentalna pracy opisana jest w rozdziatach ,Metody” i ,Wyniki”. Te dwa
rozdziaty sktadajg sie na wieloptaszczyznowg charakterystyke badanych wiruséw.
Trzeba je czytac rébwnolegle, gdyz opis samych wynikéw jest dos¢ skrétowy i nie
zawsze odzwierciedla wszystkie podejmowane zadania, szczegoélnie w pierwszej
czesci, gdzie np. podrozdziat ,Charakterystyka bakteriofagéw” rozpoczyna sie od
stwierdzenia, ze wyizolowano dwa bakteriofagi, nastepnie wykonano badania
metodg mikroskopii elektronowej, a nastepny temat to juz sekwencjowanie
genomowe i omoéwienie uzytych technik bioinformatycznych. Nie ma informac;ji o
namnozeniu fagow, o tym , jak uzyskano fagowe DNA , o wstepnych analizach.
Czytelnik musi tu samodzielnie odtworzy¢ kolejno$¢ zdarzen, siegajgc do metod,
gdzie mozna odnalez¢ opisy tych etapdw pracy i domysli¢ sie , kiedy byly w pracy
zastosowane. W wypadku wiruséw wyizolowanych po raz pierwszy, ta wstepna
mikrobiologiczna charakterystyka powinna by¢ - moim zdaniem - dokfadniej opisana
w wynikach. Autor wspomina w metodach o rozdziale genomowego DNA w zelu
agarozowym, szkoda, ze te wyniki nie zostaty pokazane w rozprawie. Czy wykonano

tez analize restrykcyjna genomow fagowych? Czy zostaty okreslone krzywe wzrostu



(klasyczny ,one step growth experiment”’)? Jak wygladaty tysinki? Czy byly préby
zakazenia nowo odkrytymi fagami innego gospodarza?

Pierwszym elementem charakterystyki nowo poznanych bakteriofagow
prezentowanym w pracy sg zdjecia obydwu wiruséw wykonane technikg mikroskopii
elektronowej. To bardzo istotny wynik, ktéry umozliwit Autorowi ocenienie wielkosci
czgstek wirusowych obu fagéw i wstepne okreslenie ich przynaleznosci
taksonomicznej do rodzin Podoviridae i Myoviridae na podstawie cech
morfologicznych. Nastepnym etapem byto sekwencjonowanie genomoéw fagéw
phD2B i En2, wykonane w specjalistycznym laboratorium, ktére takze dokonato
sktadania genoméw. Ten ostatni proces jest kluczowy dla uzyskania poprawne;j
sekwencji — jak oceniano jako$¢ odczytu, jaka bytfa ilos¢ i dtugos¢ odczytow?
Kluczowym elementem dalszej pracy byto okreslenie organizacji genomu badanych
fagow, identyfikacja sekwenciji kodujgcych biatka i przypisanie im funkcji. Waznag
decyzjg jest tu wybdr metod analizy bioinformatycznej, P. Mgr Nowicki starat sie
korzystaé z kilku narzedzi, tak, aby méc weryfikowa¢ uzyskane dane. Wybory te
okazalty sie trafne, gdyz Autorowi udato sie zidentyfikowa¢ gtéwne geny kodujgce
biatka strukturalne i enzymatyczne fagéw pHD2B i En2 i powigzac je w funkcjonalne
moduty. Wiele sekwencji nie zostato zidentyfikowanych i sg okreslone jako biatka
hipotetyczne, co jest zrozumiate, gdyz nawet dla najlepiej poznanych bakteriofagéw
takich jak T4, nie wszystkie geny sg poznane. Analiza porbwnawcza wskazata, ze
fag phD2B wykazuje cechy zblizone do bakteriofaga SP-6, podczas gdy dla faga En2
punktem odniesienia byt bakteriofag T4. Wyniki adnotacji genomu zostaty
przedstawione w postaci kolistych map , przedstawiajgcych zidentyfikowane biatka
oraz regiony funkcjonalne w genomach obydwu fagéw (btad w podpisach
dotyczacych tych rysunkow i zastosowanych koloréw ). Zatgczone zostaty takze
szczegoOtowe wydruki z listg wszystkich odnalezionych gendw i biatek, co jest
odzwierciedleniem procesu adnotacji genomu, ale brakuje tu opisu uzyskanych
wynikow, ktory mozna znalez¢ dopiero w dyskusji. W tej czesci pracy, aby zrozumie¢
i doceni¢ wyniki projektu, trzeba czyta¢ rownolegle wyniki i dyskusje, bo same wyniki
sg przedstawione w sposéb raczej ogbélnikowy. Adnotacja genomu i nastepujgce po
niej analizy filogenetyczne i poréwnawcze sktadajg sie na petng charakterystyke
genomiczng nowo poznanych wiruséw bakteryjnych i stanowig trzon projektu Mgr

Nowickiego. Dodatkowym ciekawym wynikiem byta identyfikacja intronu w genomie



faga phD2B. Pytanie : czy analizy bioinformatyczne wykonane zostaty przez Autora
samodzielnie, czy przy wspdtpracy z wyspecjalizowanymi firmami?

Charakterystyka proteomiczna fagéw , rozpoczeta przez analize elektroforetyczng
biatek pochodzacych z oczyszczonych wirionéw fagowych oraz z komérek
zakazonych fagami, oparta byta gtownie na spektrometrii mas. Wyniki (
przedstawione w formie tabel) potwierdzajg w znacznej czesci ( 84% dla faga phD2B
i 37% dla fag En2) dane uzyskane z analiz in silico , co wskazuje na precyzje tych
analiz i potwierdza sprawno$¢ Autora w postugiwaniu sie narzedziami
bioinformatycznymi . Metody identyfikujace geny oraz funkcje ich produktéw nie sg w
petni doskonate i rezultaty uzyskane in silico mogg odbiegaé od rzeczywistosci.
Idealnym rozwigzaniem bytoby potwierdzenie eksperymentalne wszystkich
uzyskanych informaciji, co oczywiscie nie jest mozliwe w skali jednego projektu . Mgr
Nowicki wybrat produkty dwoch genéw, kodujacych endolizyny badanych fagéw, do
eksperymentalnej analizy biochemiczno- funkcjonalnej. Jak Autor uzasadnia wybér
tych dwéch biatek do analizy eksperymentalnej? Geny endolizyn zostaly sklonowane,
ich ekspresja zostata przebadana in vitro, rekombinowane biatka zostaty
oczyszczone, a ich aktywno$¢ potwierdzono metoda zymografii. Tu réwniez wyniki sg
podane nieco zbyt pobieznie, bo dopiero powrét do opisu metod wskazuje, ze
badane biatka zostaty poddane fuzji ze znacznikiem histydynowym. Mozna sie wiec
domysli¢, ze przeciwciata anty-His tag zostaty uzyte w metodzie Western blotting, bo

tej informaciji brakuje przy ilustracjach pokazujgcych wyniki immunoblottingu.

Ostatnim rozdziatem rozprawy jest dyskusja, w ktérej Mgr Nowicki przedstawit opis i
interpretacje uzyskanych w pracy danych. Dyskusja zawiera wyczerpujace
rozwazania na temat réznych aspektéw uzyskanych wynikéw oraz zastosowanych
technik badawczych w $wietle danych znanych z literatury. Troche w niej brakuje
przytoczenia przyktadéw podobnych prac, tj izolacji i charakterystyki bakteriofagéw
uzyskanych z ré6znych ekosysteméw, w tym ze $rodowiska wodnego. Jak mozna
poréwnac rozwdj tego typu badan np. z badaniami nad bakteriofagami tworzacymi

tzw ,human virome” ?

Od strony edytorskiej, praca jest napisana w wiekszosci starannie, poprawna
polszczyzng, choc interpunkcja raczej nie jest mocng strong Autora. Jest troche

bteddw typowo edytorskich, jak btedne koricowki wyrazéw , czy niezrecznosci w



rodzaju ,polimeraza RNA funkcjonuje w kierunku nakierowania procesow
transkrypcji...”. Autor pomylit tez numery odno$nikéw i wszedzie tam, gdzie odwotuje
sie do numeréw metod ( czyli do rozdziatu 4) podaje numery zaczynajace sie od 3. W
rozdziale o adnotacji genomu pojawita sie niezgodno$¢ numeréw rysunkéw od 4 do7

z podpisami i oznaczeniem koloréw.

Moje uwagi krytyczne w wiekszosci odnoszg sie do organizacji materiatu zawartego
w rozprawie, a nie jej tresci i warto$ci merytorycznej, ktérg oceniam wysoko.
Rozprawa doktorska P. Mgr Nowickiego pozwala oceni¢ Autora jako samodzielnego
badacza naukowego, zdolnego do zaproponowania i przeprowadzenia do$wiadczen
pozwalajacych na rozwigzanie oryginalnego problemu naukowego. Wyniki opisane w
pracy zostaty juz czesciowo opublikowane w miedzynarodowym czasopismie.
Doktorant jest takze wspotautorem innych artykutéw, co stanowi znaczacy dorobek
publikacyjny. Podsumowujgc, uwazam, ze praca P. Mgr Nowickiego jest rzetelnym
wktadem w badania nad biologig wiruséw bakteryjnych i w petni odpowiada
wymogom stawianym rozprawom doktorskim. Whnioskuje zatem do Rady Wydziatu
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pana Mgr
Nowickiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Z uwagi na oméwione

walory naukowe pracy wnioskuje takze o jej wyréznienie.
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