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Dr hab. Anna Brzostek
Pracownia Genetyki i Fizjologii Mycobacterium

Instytut Biologii Medycznej PAN, Lodz

Ocena pracy doktorskiej mgr Eweliny Lojewskiej pt. ,,Wykorzystanie réznych
systemdéw ekspresyjnych do produkeji rekombinowanych bialek o

charakterze przeciwbakteryjnym”.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostala wykonana w Katedrze Biotechnologii
Molekularngj i Genetyki na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego
pod kierunkiem dr hab. Tomasza Sakowicza i1 promotora pomocniczego dr Tomasza
Kowalczyka. Nalezy podkreslié, ze Doktorantka przystepujgc do realizacji celdw pracy
doktorskiej miata do dyspozycji bardzo dobry warsztat badawczy, niezbedng aparature naukows
oraz wiedzg¢ 1 doswiadczenie naukowe promotoréw.

Prac¢ doktorska Pani mgr Eweliny Lojewskiej stanowi zbiér dwdch prac eksperymentalnych,
spojnych tematycznie oraz dwoch prac pogladowych, opublikowanych w anglojezycznych
czasopismach naukowych o sumarycznym wspdlczynniku cytowalnosci IF 8.371 i liczbie
punktéw ministerialnych 165. We wszystkich czterech pracach Doktorantka jest pierwszym
autorem i zaréwno autorem korespondujgcym a zalgezone o$wiadezenia wspélautordw nie
pozostawiaja zadnych watpliwosci co do Jej kluczowej roli w realizacji opisywanych badan. Na
podkreslenie zastuguje takze umiejetnosé Doktorantki w pozyskiwaniu finansowania na badania
wlasne (dwie dotacje celowe dla miodych naukowcow) oraz umicjctno$é nawigzywania
wspolpracy krajowej (Zaklad Mikrobiologii Laboratoryjnej i Immunologii Medycznej
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi i Pracownia Genetyki i Fizjologii Mycobacterium Instytutu
Biologii Medycznej PAN w Lodzi) i zagranicznej, co zaowocowato krotkoterminowym stazem
w Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Rescarch w Niemezech,

Przedmiotem zainteresowania Doktorantki sg substancje nieantybiotyczne, gltownie

bakteriocyny posiadajace wlasciwodci przeciwbakteryjne. Podjeta przez mgr E. Lojewska
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tematyka badan jest bardzo interesujaca. Obserwowane w ostatnich latach nadmierne uzywanie
antybiotykow, stosowanych glownie w hodowli zwierzat, prowadzi do niebezpieczenstwa
skazenia zywnosci i zanieczyszczenia antybiotykami wielu ekosysteméw. Szerzace sie
stosowanic  antybiotykéw prowadzi za$s do pojawiania sie szczepow  bakterii
antybiotykoopornych, co skutkowaé bedzie w przysztosci wzrostem $miertelnoéci z powodu
nieuleczalnych infekecji bakteriami opornymi na dostgpne antybiotyki. Zauwazona skala
problemu przyczynia si¢ do podjecia radykalnych zmian majacych na celu kontrole infekeji
bakteryjnych, rozpowszechnienie szczepien, stosowanie antybiotykéw celowanych, zmniejszenie
ekspozycji na antybiotyki w rolnictwie i rozwdj alternatywnych, efektywnych zamiennikéw dla
antybiotykéw. Gléwna grupa substancji stanowigcych alternatywe dla antybiotykéw sa biatka
pochodzenia eukariotycznego lub bakteryjnego posiadajace wiasciwoséci przeciwbakteryijne,
ktére mogg by¢ z powodzeniem stosowane zaréwno w leczeniu ludzi, jak i w produkgji
Zywnosci 1 w rolnictwie.

W komorkach zywych organizmoéw wystepuja  biatlka AMP o  wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych, ktore sa wysoce zréznicowane pod wzgledem struktury, aktywnosci
oraz mechanizmu dziatania. Najbardziej znanymi biatkami AMP sg bakteriocyny, nalezace do
bakteryjnych biatek przeciwdrobrousrojowych dziatajacych juz w niewielkim stegzéniu piko lub
nanomolowym, o waskim spektrum dziatania. Najbardziej znang i dobrze scharakteryzowang
bakteriocyng jest kolicyna M produkowana przez szczepy E. coli. Dostgpne informacje
opublikowane przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosei i Lekéw nt. salmocyn i kolicyn
swiadczg o duzym potencjale aplikacyjnym tych substancji oraz o bezpieczenstwie ich
stosowania, 7 tego wzgledu podjgte przez Doktorantke badania majace na celu wydajna i
bezpieczng produkcj¢ bialek o charakterze przeciwbakreryjnym, a mianowicie kolicyny M i
salmocyny z wykorzystaniem genetycznie modyfikowanych roslin i bakterii wydajg sie by¢
atrakcyjne.

Zalgczone publikacje stanowigce podstawe recenzowanej pracy doktorskiej zostaly poprzedzone
informacjami na temat zrodet finansowania badan naukowych. Ponadto Doktorantka
zaprezentowata swoj dorobek naukowy uwzgledniajac publikacje nie wchodzace w sktad
rozprawy doktorskiej oraz liczne doniesienia konferencyjne. Dodatkowo mgr E. Lojewska
zamieszcza w swojej rozprawie doktorskiej rozdzialy opisane w jezyku polskim oraz angielskim

zatytulowane: streszczenie, wstgp, cel pracy, materialy i metody, wyniki, podsumowanie i
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wnioski oraz literatura. W spisie tresci zamieszczonym na str, 2 nie wszystkie te rozdzialy
zostaly wymienione. Zastanawia mnie fakt zalgczenia zarGwno opisowej czeéci w jezyku
polskim i angielskim wraz z powicleniem literatury? Czy samo streszczenie w jezyku angielskim
nie byloby wystarczajace?

Ponadto w streszczeniu zabraklo zdania, ktére podsumowaloby Pani osiagnig¢cie naukowe,
W czesci ,,Wstgp”, Doktorantka przybliza temat szerzace] sie opornosci na antybiotyki i
konsekwencji ich naduzywania w hodowli zwierzat oraz w leczeniu ludzi co zwraca uwage w
kierunku poszukiwania alternatywnych rozwigzan jakimi sa biatka AMP, poswigcajgc wigcej
uwagi bakteriocynom i systemom do produkcji rekombinowanych bakteriocyn z
wykorzystaniem genetycznie modyfikowanych roélin. Nastepnie Doktorantka nakresla Cel
pracy, ktéry moim zdaniem powinien zosta¢ opisany w punktach wskazujgc na podjete zadania
zmierzajace do jego osiggniecia. W c¢ze$ci Materialy i metody w punkcie 2. dotyczacym
konstrukcji wektoréw ekspresyjnych, opis klonowania kasety ekspresyjnej zostal nieco
zagmatwany pomimo zamieszczenia schematéw kasety. Watro byloby zamieécié rysunki
wektorow 1 uwzgledni¢ informacje dotyczace gendw opornosci na antybiotyki i wykorzystane
miejsca restrykeyjne do klonowania insertéw. Sformutowanie rekombinacji wektora dokonano
...jest niepoprawne i powinno zostaé zamienione na: do konstrukcji rekombinowanego wektora
pCAMBIA 1305.1 noszacego roslinng kaset¢ ekspresyjng ... Podobnie sformulowanie
poprawnos¢  klonowania .. potwierdzona zostala na podstawie wzoru restrykcyjnego po
hydrolizie potencjalnych rekombinatéw... wymaga korekty. Mysle, ze Doktorantka miata na
mys$li DNA plazmidowy wyizolowany z potencjalnych rekombinantéw? Przy reakcji PCR warto
byloby wpisa¢ jakiej polimerazy Pani uzywata do amplifikacji. Reasumujac ten punkt wymaga
wickszego doprecyzowania informacji aby mozna bylo zrozumie¢ schemat konstrukeji
rekombinowanych wektoréw do produkeji badanych bakteriocyn. W pkt.3 Transformacja
genetyczna bakterii uzywa Pani dwa rézne szczepy E. coli: NM 522 i DHS-Alfa, prosze
wyjasni¢ z jakiego powodu? Ponadto sformulowanie transformacje kolonii bakteryjnych
..potwierdzono przez PCR jest niewlasciwe. Prosze wyjasni¢ dlaczego wuzywa Pani do
transformacji wektora pCAMBIA 1305.1-colM plytek hodowlanych suplementowanych
kanamycyna, rifampicyng i streptomycyng?

W punkcie 6 str.18 piszac o jakosci i ilosci probek RNA zapewne chodzito o stezenie RNA?
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W punkcie 9, str. 20 opisujac metody oznaczania aktywnosci mikrobiologicznej bakteriocyn
wykorzystuje Pani dwie rézne metody, inng dla kolicyny M i inna dla salmocyny M? Czym byly
podyktowane wybory tych metod? W tej czedei pracy wkradly sie pewne bledy literowe tj.:
Ix105CFU, inkubacjaw 35°C, 370C.

W rozdziale Wyniki piszac o umieszczeniu genu kolicyny M w strukturze wektora binarnego
chodzito zapewne o sklonowanie genu, a dodatkowo w tym miejscu nalezato zamiescié nazwe
wektora uzytego do klonowania. Ponadto w kolejnym akapicie zapis a ich obecnosé
potwierdzono pozytywnymi wynikami testu Western blot powinien zostaé doprecyzowany Jakich
przeciwcial uzyto do potwierdzenia rekombinowanych bialek w liniach roslinnych?

Na str. 23 opis dotyczacy aktywnosci biologicznej kolicyny M jest zbyt skrétowy, co oznacza
szerokic spekirum szczepdw bakteryjnych? Skad wzigly si¢ 24 szczepy a w Tabeli 1 jest ich
mniej? W jakim celu w Tabeli 1 zamieszczono Pseudomonas aeruginosa? W tekécie nie ma
odnosnikow do Tabeli 1 i 2. Ponadto tytul Tabeli 2 powinien zosta¢ zmieniony a opis
antybiotykéw pod tabelg powinien byé w jezyku polskim. W odniesieniu do salmocyny M w
czgsci Wyniki (str. 24) nie powinno sie uzywaé sformulowania jej obecnosé...zostala
potwierdzona przy pomocy wybranych technik molekularnych. Zamiast tego powinny zostaé
wymienione konkretne techniki. W tym miejscu cheiatabym poprosi¢ Doktorantke o wyjasnienie
z jakiego powodu do produkcji rekombinowanej salmocyny M wybrala bakteryjny system
ekspresyjny zamiast roslinnego, ktéry zastosowata do produkcji kolicyny M?

W ostatnim rozdziale zatytutowanym Podsumowanie i wnioski Doktorantka zwrécita uwage na
fakt, otrzymania po raz pierwszy transgenicznego tytoniu szlachetnego produkujacego aktywng
kolicyng M co stanowi o innowacyjnosci prowadzonych przez Nig badan naukowych. Na
podkreslenie  zastuguje réwniez identyfikacja w genomie Salmonella  enteritica
kolicynopodobnej bakteriocyny- salmocyny M i nadprodukcja aktywnego biatka, o
wlasciwosciach béjczych wobec szczepéw E. coli i réinych gatunkéw Salmonella, w
bakteryjnym systemie ekspresyjnym. Niemniej jednak sformutowanie opisano mozliwosé jej
wytwarzania i pozyskiwania w komdrkach nie jest poprawne. Nic uzywa sie slowa
antybiotykoodpornosé¢ (str. 27) lecz antybiotykoopornosé. Uwazam, ze ten rozdzial powinien
sktada¢ si¢ z czgéci podsumowujacej, w ktorej Doktorantka przedyskutowataby nieco szerzej
swoje badania w odniesieniu do badaf opisanych w literaturze $wiatowej i jasno

sformulowanych, wypunktowanych wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych prac
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eksperymentalnych zalaczonych w rozprawie doktorskiej. Jednoczesnie, nalezy doceni¢ szerokg
wiedze teoretyczng 1 znajomo$é literatury naukowej mgr. E. Lojewskiej czego rezultatem sg
dwie prace przegladowe wlaczone do rozprawy doktorskiej, szeroko opisujgce zagadnienia
zwigzane z substancjami nieantybiotycznymi pochodzenia eukariotycznego i prokariotycznego
w zwalczaniu odzwierzecych zakazen bakteryjnych przenoszonych przez zywnos$¢ (Current
Microbiology, 2021) oraz zagadnienia opisujgce wydajne metody nadprodukcji
rekombinowanych biatek z wykorzystaniem roslinnych systemow ekspresyjnych (Protein
Expression and Purification, 2016).

Na zakonczenie chcialabym poprosi¢ Doktorantke o wyjasnienie powodu wykorzystania
dwoch réznych systemoéw do ekspresji i produkeji bialek rekombinowanych w odniesieniu do

salmocyny i kolicyny? Czy planuje Pani podja¢ dalsze badania z tymi biatkami?

Podsumowanie:

Po szczegélowym zapoznaniu si¢ z praca doktorska Pani mgr Eweliny Lojewskiej
uwazam, ze przedstawiona do oceny praca zawiera oryginalne i ciekawe wyniki. Wnosz¢ do
Komisji Uniwersytetu Loédzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki
biologiczne o dopuszczenie mgr Eweliny Lojewskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

dr hab. Anna Brzostek
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