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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Giermasinskiej-Buczek, pt.

~Wybrane interakcje bakteriofaga P1 z Pantoea agglomerans i Agrobacterium tumefaciens
w kontekscie mozliwosci wykorzystania P1 jako narzedzia genetycznego w badaniach tych
bakterii”

wykonanej w Katedrze Biochemii i Mikrobiologii Instytutu Biologii Szkoty Gtownej
Gospodarstwa Wiejskiego oraz Pracowni Biologii Bakteriofagéw Instytutu Biochemii i
Biofizyki PAN w Warszawie, pod kierunkiem prof. dr hab. Matgorzaty tobockie]

Badania mikrobiologiczne czesto prowadza do identyfikacji nowych szczepow bakterii o ciekawych,
niekiedy unikatowych wiasciwosciach. Chociaz bakterie te znajdujg czesto duze zainteresowanie
wéréd badaczy, praca z nimi zwykle przysparza wielu probleméw. Doskonale zdaje sobie z tego
sprawe kazdy, kto prowadzit badania o charakterze molekularnym z wykorzystaniem naturalnych
izolatéw srodowiskowych bad? izolatéw klinicznych bakterii. Problemy te wynikajg m.in. z braku
odpowiednich narzedzi genetycznych oraz efektywnych procedur eksperymentalnych, ktdre zostaty
pierwotnie opracowane i zoptymalizowane dla modelowych mikroorganizmdw. Waznym zadaniem
badawczym jawi sie zatem ocena zakresu mozliwosci wykorzystania dostepnych narzedzi i metodyki
do analiz réznych grup mikroorganizmoéw.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Giermasinskiej-Buczek wpisuje sie w ten nurt
tematyczny, stawia bowiem za cel zbadanie mozliwosci wykorzystania bakteriofaga P1 w konstrukcji
narzedzi genetycznych przydatnych w badaniach szczepéw dwdch gatunkéw bakterii — Pantoea
ogglomerans i Agrobacterium tumefaciens, reprezentujgcych rédine klasy taksonomiczne,
odpowiednio, Gamma- i Alphaproteobacteria. P1 zastuguje na szczegdlng uwage m.in. ze wzgledu
na wystepowanie jego profaga w formie autonomicznej, imitujacej plazmid. Jest to réwniez
modelowy bakteriofag w badaniach mechanizmu transdukcji ogdlnej, a wiec zjawiska, ktére od
wielu lat znajduje praktyczne zastosowanie m.in. w konstrukcji zmodyfikowanych genetycznie
szczepow bakterii. Wybdr tej tematyki badawczej uwazam za w petni zasadny, zaréwno ze wzgledow
praktycznych, jak i poznawczych, bowiem analiza oddziatywari P1 z komdrkami obu szczepdw mozie
przynie$¢ nowe informacje na temat biologii tego bakteriofaga oraz czynnikdw determinujgcych
zakres jego gospodarzy.
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Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Giermasiriskiej-Buczek zostata przygotowana w jezyku
polskim i liczy 205 stron. Jest ona odpowiednio zilustrowana (39 rycin i 19 tabel), a zawarte w nie]
treéci przedstawiono w sposéb klarowny i uporzgdkowany. Rozprawa ma uktad typowy dla tego
typu opracowan, zatem mozna w niej wyrozni¢ kolejne czesci, obejmujace: streszczenie (w jezyku
polski i angielskim), wprowadzenie do tematyki badan, opis zastosowanych materiatow, procedur i
technik eksperymentalnych, postawione cele badawcze, opis przeprowadzonych eksperymentow,
interpretacje i podsumowanie uzyskanych wynikéw oraz bibliografie. W rozprawie zamieszczono
réwniez wykaz stosowanych skrétéw, a takze materialy uzupetniajgce, zawierajgce szczegotowe
dane zgromadzone w wyniku przeprowadzonych eksperymentéw i analiz. Praca zostala
przygotowana starannie, nie mniej jednak nie jest ona pozbawiona nielicznych bteddw literowych,
jezykowych czy edytorskich. Jako przyktad podam: (a) pojawiajgce sig¢ w wielu miejscach pracy
stwierdzenie, ze geny sg kodowane (w operonie czy w genomie faga; np. str. 20), podczas gdy to
geny kodujg.., (b) termin ,leczenie z plazmidéw” zastapitbym sformutowaniem ,usuwanie
plazmidéw z komérki”, {c) ,multimery” plazmidowe to w jezyku polskim ,oligomery” tych
replikonéw, a {d) kolonie bakterii nie rosng na szalkach z antybiotykiem, lecz na podiozu
mikrobiologicznym (str. 37).

Ocena poszczegolnych czesci rozprawy

Tytut rozprawy jest informatywny, jednak, w mojej opinii, jego poczatek ,Wybrane interakcje
bakteriofoga P1 z Pantoea agglomerans i Agrobacterium tumefaciens....” wymaga niewielkiej
modyfikacji. Nalezatoby podkreéli¢, ze chodzi tu o interakcje faga z komdrkami bakterii. Z punktu
widzenia poprawnosci jezykowej, tytut w tym brzmieniu moze sugerowaé rowniez pochodzenie
izolatdw P1 z ww. gatunkow.

Wstepna czesé pracy, nazwang ,Przegladem literatury”, rozpoczyna ogélna charakterystyka

bakteriofagéw typu P1 oraz ich strategii rozwojowych — poczawszy od etapéw adsorpcji faga do
komorki bakteryjnej, wprowadzenia DNA do wnetrza bakterii i ustanowienia autonomicznego
replikonu profaga, przejécia od lizogenii do cyklu litycznego, a skoriczywszy na mechanizmach
sktadania potomnych wirionéw i ich uwalniania w wyniku lizy komérki bakteryjnej. Niewatpliwie,
korzystne byloby przedstawienie w tym miejscu uproszczonego schematu ilustrujacego organizacjeg
genetyczng genomu faga, z wyréznieniem omawianych w tekscie zespotdw genéw oraz elementdw
regulatorowych decydujgcych o wyborze danej $ciezki rozwojowej P1. Kolejne podrozdziaty
przynoszg opis systeméw genetycznych odpowiadajacych za powielanie profaga i jego stabilne
utrzymywanie w komérkach bakterii — a wigec typowych réwniez dla plazmidéw systemoéw:
replikacyjnego, partycyjnego, rozdziatu form oligomerycznych i addykcji. W dalszej kolejnosci
zestawiono dane na temat zakresu specyficznosci P1 wzgledem bakterii z réinych grup
taksonomicznych, charakterystyke szczepdw bakterii, ktérych interakcje z P1 analizowano w
przedstawionej rozprawie, oraz przyktady praktycznego wykorzystania bakteriofaga P1 w badaniach
naukowych. Zagadnienia te przedstawiono na tle odpowiednio dobranej, aktualnej bibliografii — w
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catej pracy zacytowano facznie 236 pozycji irodiowych. Lektura tej czesci rozprawy w
wystarczajgcym stopniu wprowadza czytelnika do tematyki badan i stanowi odpowiednie tto dla
postawionego przez Doktorantke Celu badawczego.

W kolejnych rozdziatach szczegotowo opisano wykorzystane w badaniach Materiaty i
Metody. Realizacja zaplanowanych badan wymagata przygotowania licznych konstruktow
plazmidowych i zmodyfikowanych wariantéw genetycznych P1, a takze wykorzystania licznych
metod z zakresu mikrobiologii i genetyki, co $wiadczy o dobrze opanowanym warsztacie badawczym
Doktorantki. Mam kilka uwag dotyczacych tej czesci pracy: (a) w Tabeli nr 2 nie podano nazwy
gatunkowej E. coli przy opisie szczepow tej bakterii, (b) w Tabelach nr 3 i 6 (i w catym tekscie)
stosowano trzyliterowy kod nazw markeréw sekcyjnych pozachromosomowych replikondw, a
zwyczajowo powinien by¢ dwuliterowy (np. Kan - Km), ponadto (c) nie znajduje w tekscie
informacji o sposobie uzyskania logo dla zestawéw poréwnywanych sekwencji.

Badania przeprowadzone przez Doktorantke, przestawione w rozdziale Wyniki, koncentrujg
sie na trzech gitownych watkach tematycznych: (1) okresleniu roli kaset partycyjnej (PAR) i
addykcyjnej (TA) P1 w stabilnym utrzymywaniu plazmidopodobnej formy profaga w komérkach
lizogendw, (2) identyfikacji rejonéw genomu P1 dogodnych do klonowania fragmentéow DNA, bez
zaburzania rozwoju litycznego bakteriofaga i stabilnosci profaga, oraz (3) okresleniu uzytecznosci P1
jako narzedzia w badaniach genetycznych P. agglomerans i A. tumefaciens.

Ad. 1. W pierwszym etapie badan skonstruowano pochodne bakteriofaga ze zinaktywowanymi
kasetami PAR i TA. Wykorzystanie catego replikonu P1 byto dobrym posunieciem, pozwolito bowiem
na ocene rzeczywistej roli obu kaset w biologii P1, a ponadto przyniosto nieoczekiwane wyniki
sugerujace mozliwos¢ kompensacji utraty funkcji systemu partycji poprzez inaktywacje kasety
addykcyjnej. Jest to w moje] ocenie najciekawsza obserwacja tej czesci badan, wskazujaca na
moiliwosé bezposredniego badZ posredniego powiazania regulacyjnego systemdéw maintenance w
genomie profaga. Wedtug mojej wiedzy, opisano dotychczas w literaturze jednostkowy przypadek
(plazmid pMBL6842 Pseudoalteromonas rubra; PNAS 2021; https://doi.org/10.1073/pnas.
2011577118) ukazujacy bezposrednig negatywng regulacje procesu inicjacji replikacji za
posrednictwem antytoksyny systemu addykcyjnego. Inaktywacja tego systemu wywolywata efekt
analogiczny do opisanego w rozprawie — stabilizacje replikonu, w tym przypadku w wyniku wzrostu
liczby jego kopii w komdrce. Poniewaz Doktorantka nie wspomina w Dyskusji o ww. artykule,
poprositbym o przedstawienie pokrdtce istoty opisanego mechanizmu regulacyjnego oraz o
krytyczna opinie na temat mozliwosci wystepowania analogicznego mechanizmu w P1. Czy badano
wczesniej obecnos¢ dodatkowych miejsc wigzania antytoksyny w cbrebie genomu P1 bad? jego
systemu replikacyjnego? Czy mozemy przewidziec te miejsca in sifico na podstawie analiz sekwencji
nukleotydowej profaga (?) — a jesli tak, to z pewnoscig warto to uczynic.

Ad. 2. Drugi watek badawczy powigzany jest z potencjatem wykorzystania genomu P1 jako nosnika
egzogennej informacji genetycznej. Poszukiwanie bezpiecznych miejsc insercji w genomach fagow
jest zwykle problematyczne ze wzgledu na sciste upakowanie informacji genetycznej. Doktorantka
dowiodta uzytecznosci dwéch takich regionow w P1 — wbudowanej sekwencji insercyjnej IS1 i genu
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pdcB. Wyselekcjonowane naturalne mutacje transpozonowe w genomach funkcjonalnych fagow sa

najlepszym wskaZznikiem takich miejsc. Poniewaz genomy P1i P7 sa blisko spokrewnione, chciatbym

zapytaé, czy lokalizacja transpozonu Tn3 w genomie P7 moze by¢ wskazowka pomocng w

identyfikacji kolejnego miejsca dogodnego do klonowania DNA w profagu P1?

Ad. 3. Istotnym watkiem rozprawy bylo takie zbadanie mozliwosci praktycznego wykorzystania

bakteriofaga P1 w wybranych bakteryjnych gospodarzach. Testy przeprowadzone z wykorzystaniem

P. agglomerans L15 przyniosty nieoczekiwane wyniki, wskazujace na istnienie w komérkach tego

szczepu mechanizmu blokujacego lizogenizacje P1. W petni zasadne byto wigc odczytanie

kompletnej sekwencji nukleotydowej tego szczepu. Jej analiza przyniosta ciekawe obserwacje

éwiadczace o wystepowaniu, w dwdch naturalnych plazmidach, genéw/modutéw genetycznych

pokrewnych P1, ktére moga potencjalnie determinowac zjawisko niezgodnosci (incompatibility; Inc)

(replikacyjnej badz partycyjnej) z profagiem. Dzieki konstrukeji i analizie szczepédw pozbawionych

niektorych plazmidéw, Doktorantka wskazata jako Zrédio fenotypu Inc plazmid pPagll15_3, niosacy

moduf REP, pokrewny systemowi replikacyjnemu P1. Plazmidy P. agglomerans L15 stanowig zatem

ciekawy model badawczy, ktéry z pewnoscig zastuguje na dalsze, bardziej szczegdtowe analizy.

Podsumowujac, Doktorantka zrealizowata postawione w rozprawie cele badawcze,

uzyskujgc wyniki istotne dla oceny mozliwosci wykorzystania P1 jako narzedzia w badaniach

testowanych bakterii. Za najistotniejsze osiagnigcia tej pracy naleiy uznac:

e wykazanie roli kaset partycyjnej i addykcyjnej w stabilnym utrzymywaniu profaga P1 w
komdarkach bakterii (wczeéniej analizowano jedynie funkcje kaset wyodregbnionych z genomu
P1 i sklonowanych w niestabilnych plazmidach testowych),

s identyfikacje w genomie P1 regiondw dogodnych do prowadzenia manipulacji genetycznych
bez ryzyka zaburzenia podstawowych funkcji profaga,

o okreéienie sekwencji i struktury wieloreplikonowego genomu P. agglomerans L15,

¢ identyfikacje w plazmidach szczepu L15 modutdéw genetycznych pokrewnych modutom P1, co
moze skfaniaé do krytycznej interpretacji opisanych w literaturze nieudanych préb lizogenizacji
bakteriofagiem P1 réinych gatunkdw/szczepdw bakterii,

e uzyskanie wynikow $wiadczgcych o tym, ze plazmid pPagl15_3 i profag P1 naleza do tej samej
grupy niezgodnosci replikacyjnej,

e wykazanie mozliwosci transdukcji materiatu genetycznego z komérek E. coli do P. agglomerans,

¢ zademonstrowanie miedzygatunkowej transdukcji plazmidéw za pomoca fagoéw typu P1.

W Dyskusji Doktorantka skonfrontowata uzyskane wyniki z danymi literaturowymi. Rozdziaf ten

zostat napisany dojrzale, a jego lektura przekonuje o ugruntowanej wiedzy Doktorantki z zakresu

poruszanej tematyki. Cato$¢ rozprawy jest ciekawa lekturg, a niektére opisane watki badawcze

skianiajg do kontynuacji badan nad profagiem P1. Aby zainicjowa¢ szerszg dyskusje podczas obrony

rozprawy, chciatbym prosi¢ Doktorantke o odpowiedz na kilka dodatkowych pytari:

e Jakie jest znaczenie metylacji w inicjacji replikacji profaga P1? Czy wprowadzenie modyfikacji
przez bakteryjna metylotransferaze Dam w origin replikacji jest warunkiem niezbednym do
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zapoczatkowania kolejnej rundy replikacyjnej? Genom P1 koduje wtasng metylotransferaze
Dmt o specyficznosci Dam. lednak gen dmt, jak napisano we wprowadzeniu, znajduje sie pod
kontrolg represora C1, zatem jego ekspresja powinna by¢ blokowana w trakcie lizogenii. Chetnie
poznam opinie Doktorantki, czy brak bakteryjnej metylotransferazy typu Dam w komdrkach
A. tumefacies (bakteria ta koduje CcrM — metylotransferaze o innej specyficznosci niz Dam)
moze negatywnie wplywac na proces inicjacji replikacji profaga P1 w tym gospodarzu?

e Poprositbym réwniei o wyjasnienie mechanizmu przekazywania drogag transdukcji duzych
plazmidow. W jaki sposob nastepuje ich cyklizacja w komdrkach biorcy przy braku kolistej
permutacji? Czy mozliwe jest zapakowanie do kapsydu formy ccc plazmidu?

¢ Nie udafo sie usunac plazmidu pPaglL15_3 z komorek P. agglomerans, co byto niespodziewanym
wynikiem. Jakie dalsze eksperymenty nalezatoby zaplanowaé, aby poznaé przyczyne tak
wysokiej stabilnosci tego plazmidu.

Whiosek koncowy

Przedstawione w recenzji uwagi nie wptywaja na mojg ogdlng pozytywnga ocene catosci rozprawy.
Rozprawa ta przynosi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, jakim byta ocena mozliwosci
wykorzystania bakteriofaga w konstrukcji narzedzi genetycznych. Rozwigzanie tego problemu
wymagato od Doktorantki szerokiej wiedzy z zakresu dyscypliny nauki biologiczne, opanowania
odpowiedniego warsztatu badawczego, umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan
naukowych oraz zdolnoéci przeprowadzenia syntezy uzyskanych danych i wyciggniecia na ich
podstawie uprawnionych wnioskow.

W mojej opinii, praca doktorska Pani mgr Katarzyny Giermasinskiej-Buczek w petni spetnia wymogi
merytoryczne i redakcyjne stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w Ustawie z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z
2003 r. nr 65, poz. 595 z pdin. zm.) oraz Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyiszego z
dnia 30 paidziernika 2015 r., w zwiazku z art. 179. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (przepisy
wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce; Dz. U. z 2018 r. Poz. 1669).
Zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Szkoty Gidwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Giermasinskiej-Buczek do dalszych etapéw
postepowania doktorskiego.

prof. dr hab. Dariusz Bartosik
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