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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Weroniki Jaroszewicz pt.: "Konstrukcja nowego systemu
prezentowania biatek/peptydéw na powierzchni termofilnego bakteriofaga TP-84"
dla Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego

Rozprawa doktorska mgr Weroniki Jaroszewicz opisuje podjeta przez Doktorantke
probe stworzenia nowego typu platformy prezentowania bialek/peptydéw, w zamierzeniu
uzytecznej w odniesieniu do biatek stwarzajacych trudno$ci przy uzyciu obecnie dostepnych
systeméw. Doktorantka zaproponowata uzupeiiajacy te luke termostabilny system fagowy
wykorzystujacy termofilnego bakeriofaga TP-84, ktérego gospodarzem jest Geobacillus
stearothermophilus.

Praca zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna, w ktorego
zespole badania zwigzane z biologia bakteriofagbw oraz ich wykorzystaniem

biotechnologicznym i terapeutycznym sg obecne od wielu lat.

Cel pracy zostal jasno sformulowany w postaci trzech celéw posrednich tj. i)
konstrukcji bibliotek wybranych genéw bakteriofaga TP-84, ii) klonowania genomu
bakteriofaga TP-84 do wektora plazmidowego oraz iii) wprowadzania in vitro
modyfikowanego genomu do wirionu bakteriofaga TP-84. Realizacja wszystkich celow
posrednich ~ umozliwialaby  otrzymanie = funkcjonalnego  systemu  prezentowania

biatek/peptydéw na powierzchni faga TP-84.

Podjete w rozprawie doktorskiej badania stanowia dopelnienie rozwijanej od

kilkudziesieciu lat technologii z powodzeniem stosowanej w zarowno w badaniach



naukowych jak i w wielu dziedzinach medycyny i farmakologii. Jak wynika z opisu tej
tematyki we wstepie rozprawy, mimo istnienia wielu platform, réwniez tych
skomercjalizowanych i w formatach wielkoskalowych, wcigz brakuje stosownych dla
prezentacji hydrofobowych peptydéw lub biatek rekombinowanych tatwo formujacych ciatka

inkluzyjne.

Rozprawa doktorska zostata przedtozona do recenzji w formie monografii (155 stron
wraz ze spisem cytowanej literatury) zawierajacej standardowe elementy prac doktorskich,
ktorego gléwna czes¢ stanowi omowienie wynikow w polaczeniu z dyskusja. Zabieg ten
pozwolitl Doktorantce na jednoznaczne odniesienie sie do kazdej z bardzo licznych zmian
technicznych korygujacych kolejne etapy pracy eksperymentalnej, a z drugiej strony unikna¢
niepotrzebnej rozwlektosci tekstu. Uktad pracy jest dodatkowo niestandardowy z uwagi na
ograniczenie rozdzialu Wstep do wlaczenia opublikowanej (FEMS Microbiology Reviews,
2021) pracy przegladowej, ktorej pierwsza autorka jest doktorantka. Jakkolwiek zabieg ten
uwazam za w pelni uzasadniony zwazywszy na zupelng zgodnos$¢ tematyki dysertacji i
odnosnej publikacji, jednak wzmianka o takim zamiarze i jego uzasadnienie powinna byta
znaleZ¢ sie na poczatku tego rozdzialu. Tym bardziej, ze dysertacja jest napisana po polsku, a
publikacja po angielsku, co sprawilo, Ze stanowi nieoczekiwany wtret w catosci. Tymczasem,
Doktorantka umieszcza taka wzmianke dopiero na poczatku rozdziatu Wyniki i Dyskusja.
W rozdziale Materialy i Metody autorka rozprawy zawarta bardzo dokladne zestawienia
uzytych materiatow biologicznych, odczynnikéw, zestawow, aparatury, programow i ustug
oraz z wielka dokladnoscia przedstawila wykorzystane procedury. Wraz z przejrzystymi
opisami przeprowadzonych eksperymentéw z cala pewnos$cia pozwala na ich odtworzenie.

Bedzie tez zapewne dobrze stuzyl nowym pracownikom zespotu.

Eksperymentalne podejscie do stworzenia nowego systemu prezentacji peptydow/biatek
zaczyna Doktorantka od opracowania warunkéw hodowli bakterii gospodarza oraz jego
infekcji fagiem TP-84, jak rowniez otrzymywania materialu genetycznego faga. Nastepnie, w
czesci dotyczacej konstruowania samego systemu, pierwotnym zamiarem Doktorantki byto
przygotowanie bibliotek szeSciu potencjalnie odpowiednich do wuzycia jako biatka
prezentujace genow bakteriofaga TP-84. Zostaly one wytypowane w wyniku analiz
proteomicznych jako biatka kodowane przez geny strukturalne bakteriofaga. W efekcie
systematycznego realizowania kolejnych precyzyjnie zaplanowanych krokéw Doktorantka
uzyskala plazmidy rekombinowane dla pieciu genéw bakteriofaga TP-84 sklonowane do

wektora pUC19, zarowno w formie natywnej jak i z dotaczonymi sekwencjami kodujacymi



znaczniki molekularne "His" oraz "FLAG" na koncach 5’ oraz 3’ klonowanego genu. Ostatni
z wybranych genow, kodujacy biatko kapsydowe gen 8, ze wzgledu na nie do konca
wyjasnione przyczyny trudnosci klasycznego klonowania, wymagat osobnego dopracowania
metody i ostatecznie zostal wstawiony do wektora plazmidowego metoda klonowania

tandemowego.

Wielkim wyzwaniem eksperymentalnym okazat sie zamiar sklonowania catego genomu
faga TP-84, kolejny etap tworzenia funkcjonalnego systemu prezentacji peptydéw/biatek,
umozliwiajacy wprowadzanie modyfikacji w obrebie genomu faga. W tym celu Doktorantka
postuzyla sie specjalnymi systemami klonowania metoda Gibsona oraz Golden Gate z
zastosowaniem wektora typu BAC. Poprzez liczne modyfikacje metody wprowadzane w
rezultacie wnikliwych analiz negatywnych czeSciowych wynikow klonowania, wysitek
Doktorantki zaowocowal uzyskaniem wektora ze wstawionym fragmentem genomu faga
dhugosci 6600 pz .

Sukcesem okazal sie ostatni opisany w dysertacji element konstruowania
funkcjonalnego termostabilnego systemu prezentacji peptydéw/biatek, czyli opracowanie
metody umozliwiajacej wprowadzenie zrekombinowanego genomu TP-84 do komorki
gospodarza. Cel ten Doktorantka osiggnela stosujac metode transfekcji protoplastow
gospodarza G. stearothermophilus 10 za posrednictwem nosnika glikolu polietylenowego. Na
uwage zastuguje polaczenie w jednym podejSciu eksperymentalnym uzyskania
rekombinowanego DNA faga TP-84 w wyniku zmodyfikowanej reakcji Gibsona oraz
transfekcji protoplastow gospodarza. Pomimo znikomej wydajnosci takiej procedury
Doktorantka uzyskata faga TP-84 zawierajacy rekombinowany gen 12 (kodujacy gléwne
biatko kapsydu) z dolaczonym znacznikiem molekularnym FLAG na C-koncu bialka.
Dysertacje zamyka krotkie podsumowanie, w ktorym Doktorantka streszcza zawartosc
publikacji stanowigcej Wstep, wylicza podstawowe uzyte techniki oraz opisuje wszystkie

osiggniete czastkowe cele.

Nalezy zaznaczy¢, iz wsrod celow pracy nie bylo Zadnego ogolnego
zagadnienia/problemu badawczego, ktory moglby by¢ poddany rozwazaniom teoretycznym.
Zapewne z tej przyczyny Doktorantka zdecydowala sie na polaczenie czeSci wynikowej z
dyskusja, w ktérej w sposob bardzo przejrzysty odniosta sie zaréwno do kryteribw wyboru
poszczegoblnych strategii jak i sposobow zmian strategii w przypadku uzyskiwania wynikow
negatywnych. Dodatkowo, kazdy z podrozdzialtow Wynikéw zapoczatkowujacy kolejny etap

budowania systemu prezentacji bialek na powierzchni bakteriofaga jest poprzedzony



stosownym wprowadzeniem oraz zwieztym wyjasnieniem zasad dziatania wybranej do jego

realizacji techniki.

Rozprawa doktorska napisana jest bardzo jasno, poprawnie pod wzgledem jezykowym i
z uzyciem stosownych terminéw naukowych. Na podkreslenie zasluguje sposob
przedstawienia wszelkich danych tabelarycznych i spojna forma opisu stosowanych metod, a
takze fakt wyjatkowo starannie dopracowanej szaty graficznej, ktérej elementy sa nie tylko
bardzo przejrzyste i komunikatywne ale rowniez po prostu eleganckie. Staranno$¢ w
przygotowaniu dysertacji widoczna jest takze w catkowitym braku usterek edytorskich

(dopatrzytam sie jedynie dwoch brakujacych znakéw).

Trudno méwic o najwiekszym osiagnieciu mgr Weroniki Jaroszewicz, gdyz wartosc tej
pracy polega wiasnie na zlozeniu wszystkich elementéw, ktére wspdlnie stanowi¢ miaty
funkcjonalny system. Kazdy z trzech celéw posrednich wskazanych przez Doktorantke byt
istotny i konieczny dla zrealizowania ambitnego projektu. Podstawowe cele pracy zostaly
osiggniete, i z cala pewnoscia stanowig solidng podstawe do dalszego udoskonalenia
nowotworzonej platformy prezentowania bialek na powierzchni bakteriofaga. Jak stusznie
zauwazyla Doktorantka warto byloby przeprowadzi¢ dalsze badania biologii bakteriofaga TP-

84, w zakresie cech istotnych dla budowanego systemu.

Drobiazgowe przedstawianie wynikow wszystkich eksperymentéw, rowniez kazdego z
tych dajacych wynik negatywny, podyktowane najpewniej rzetelnoscia Doktorantki, sprawia
jednak wrazenie pewnego nadmiaru zbednych danych. Na przykiad, w podrozdziale 6.4.1
czeSC A Ryciny 37 jest zupelnie niepotrzebna skoro jedyna dokonang zmiang wzgledem
niezadawalajagcego wyniku bylo powtdrzenie reakcji PCR. Nie mam innych uwag
krytycznych do ocenianej pracy. Otrzymane przez Doktorantke wyniki pokazuja trafnosc¢
zalozenn i planowania badan, a liczne modyfikacje procedur wprowadzane w miare

pojawiajacych sie trudnosci swiadcza o dojrzalym podejsciu Doktorantki do pracy naukowe;j.

W ostatnim, 10 rozdziale dysertacji, umieScita Doktorantka spis swojego dorobku
naukowego, wykazujac wspoétautorstwo w kolejnych pieciu publikacjach naukowych
(zarowno o charakterze eksperymentalnym jak i przegladowym) oraz udziat w 9
konferencjach o dosy¢ zréznicowanej tematyce. Swiadczy to dodatkowo o jej duzym
doswiadczeniu w pracy laboratoryjnej, pracowito$ci oraz zaangazowaniu we wspoiprace z

innymi cztonkami zespotu.



Podsumowujac, uwazam, Ze przedstawiona do oceny rozprawa spelia wszelkie
ustawowe (art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.; Dz.U. z 2018 r. poz.1668) i zwyczajowe
wymagania stawiane rozprawom doktorskim z dziedzin obejmujacych nauki przyrodnicze.
Zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o

dopuszczenie Pani mgr Weroniki Jaroszewicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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