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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Filik

pt.: ,Study of biological functions of Yersinia enterocolitica bacteriophage tail proteins”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Karoliny Filik zostata wykonana pod
kierunkiem dr hab. Ewy Brzozowskiej z Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej, Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk. Rozprawa
przedtozona do oceny sklada si¢ ze streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykazu publikacji
wchodzacych w skiad dysertacji, kopii publikacji wraz z o$wiadczeniami wspotautorow, wykazu
osiggnie¢ naukowych oraz przebiegu kariery naukowej. Wyniki badan bedace przedmiotem
dysertacji zawarto w czterech pracach opublikowanych w latach 2020-2022 w czasopismach z listy
Journal Citation Reports:

1. Filik, K., Szermer-Olearnik, B., Wernecki, M., Happonen, L. J., Pajunen, M. 1., Nawaz, A., Qasim, M.
S.,Jun,J. W., Mattinen, L., Skurnik, M., & Brzozowska, E. (2020). The Podovirus $80-18 Targets
the Pathogenic American Biotype 1B Strains of Yersinia enterocolitica. Frontiers in
Microbiology, 11, 1356.
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ul. llji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
tel.: 22 55 41 310, faks: 22 55 41 402
e-mail: ad.raczkowska@uw.edu.pl
http://www.biol.uw.edu.pl




4. Filik, K., Szermer-Olearnik, B., Niedzidtka-Jonson, J., Rozniecka, E., Ciekot, J., Pyra, A., Matyjaszczyk,
1., Skurnik, M., & Brzozowska, E. (2022). ¢YeO3-12 phage tail fiber Gp17 as a promising high
specific tool for recognition of Yersinia enterocolitica pathogenic serotype O:3. AMB Express,
12(1), 1.

Sumaryczny wspotezynnik oddziatywania (Impact Factor) czasopism, w ktorych opublikowano
ww. prace wynosi 17,73, za$ suma punktéw MEIN (2021) - 410. Wszystkie prace sg wieloautorskie,
co jest typowe dla obszernych prac badawczych, majg odpowiednio od 5 do 11 wspotautorow. Pani
mgr Karolina Filik jest pierwszym autorem dwdch prac oraz wspdtautorem dwodch kolejnych. Z
o$wiadczeni ztozonych przez Doktorantke oraz wspotautoréw wynika, ze mgr Karolina Filik miata
znaczgcy udziat w powstaniu prac (30-66%). Udziat doktorantki obejmowal wspoltworzenie
koncepcji pracy, planowanie i wykonanie badan eksperymentalnych, analizg¢ i interpretacje wynikow,
przeprowadzenie analiz statystycznych, przygotowanie figur i tabel, pierwszych wersji
manuskryptow oraz odpowiedzi na uwagi recenzentdw. Mozna zatem zaktadac, ze spetnione zostaty
ustawowe warunki formalne, jakie stawiane sg obecnie rozprawom doktorskim. Nalezy rowniez
nadmieni¢, ze badania zaprezentowane w pracach byly finansowane ze srodkow projektu NCN,
Sonata Bis7, ktorego kierownikiem jest dr hab. Ewa Brzozowska, opiekun naukowy doktorantki.

Rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Filik dotyczy charakterystyki biatek ogonka dwoch
bakteriofagéw Y. enterocolitica O:3 tj. ¢YeO3-12 oraz $80-18, okresleniu ich wilasciwosci
enzymatycznych oraz adhezyjnych. Badania wzbogacono réwniez o charakterystyke whasciwosci
biologicznych samego bakteriofaga ¢80-18, ktory do tej pory byt mato poznany. Zasadniczym celem
rozprawy doktorskiej, w aspekcie aplikacyjnym, byla ocena mozliwosci zastosowania biatek
ogonkowych w diagnostyce Y. enterocolitica, jak rowniez w fagoterapii.

Y. enterocolitica jest ludzkim enteropatogenem, czynnikiem etiologicznym jersiniozy,
odzwierzecej choroby zakaznej uktadu pokarmowego z szerokim spektrum postaci chorobowych.
Jest tez czwartg, po kampylobakteriozie, salmonellozie oraz infekcjach wywotanych przez
Escherichia coli STEC, zoonozg pod wzgledem czgstosci wystgpowania w Europie (wg raportu
EFSA 2019). Y. enterocolitica to bardzo zroznicowany gatunek obejmujacy szes¢ biotypdw (1A, 1B,
2,3, 4, 5) i ponad piecdziesigt serotypéw. W Europie i Chinach najbardziej rozpowszechnione sg
serotypy O:3 i 0:9, podezas gdy w Stanach Zjednoczonych dominuje serotyp O:8. Wsréd wielu
czynnikéw zjadliwosci tego enteropatogenu znajduje si¢ lipopolisacharyd LPS, sktadnik btony

zewnetrznej.
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Jak wykazaty liczne badania bakteriofagi mogg wykorzystywac jako receptory zardéwno biatka
wystgpujace w blonie zewnetrznej jak i sam LPS. Wérdd tych oddziatujacych z LPS sg bakteriofagi
¢YeO3-12 oraz $80-18 Y. enterocolitica, bgdace obiektami badan powyzszej dysertacji. Biorgc pod
uwage zarowno niezmiernie wazng role ekologiczng odgrywana przez bakteriofagi, jak roéwniez
ogromne zainteresowanie tymi wirusami ze wzgledu na mozliwo$¢ ich zastosowania w
biotechnologii oraz medycynie, charakterystyka biologiczna nicopisanych dotad fagdw oraz poznanie
funkcji ich sktadowych bialek jest bardzo istotnym celem naukowym.

W pierwszej z publikacji przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej przedstawiono analize
genomu i proteomu, jak réwniez charakterystyke biologiczng bakteriofaga $80-18. Okreslono jego
stabilno$¢ w szerokim zakresie pH i temperatury oraz wyznaczono tempo wzrostu. Przeprowadzono
wizualizacje czgstek fagowych w transmisyjnym mikroskopie elektronowym. Analiza filogenetyczna
potwierdzita przynalezno$¢ ¢$80-18 do rodziny Podoviridae. Natomiast analizy zakresu gospodarza
wykazata, ze ten bakteriofag moze infekowaé oprocz Y. enterocolitica O:8 rdébwniez serotypy O:4,
0:4,32,0:201 O:21. Te whasciwosci $80-18 czynig go potencjalnym kandydatem do dalszych badan
nad mozliwoscig jego wykorzystania w celu eliminacji tego enteropatogenu z produktdéw
spozywezych. W pracy wspomniano rowniez o biatku ogonka faga, ktére wydaje si¢ by¢ dobrym
kandydatem do specyficznego wykrywania Y. enterocolitica O:8.

W kolejnych pracach skupiono si¢ na charakterystyce dwoch bialek tubularnych i jednego
widkienkowego ogonka bakteriofaga ¢Ye03-12, tj. TTPAgp!1, TTPBgpl12, oraz TFPgp17, ktére jak
sie okazalo oprocz funkeji strukturalnej czy budulcowej moga petni¢ funkcje enzymatyczne oraz
adhezyjne. Przeprowadzone testy biochemiczne wykazaly, ze TTPAgpll wykazuje aktywnosc¢
hydrolityczng wobec skrobi i maltozy, co sugeruje, ze enzym ten mozna zaliczy¢ do rodziny o-1,4-
glukozydaz. Testy fatdowania i agregacji wykazaly, ze TTPAgpl11 jest bialkiem jednodomenowym,
ktorego agregacje moze indukowa¢ maltoza lub GlecNAc (N-acetyloglukozamina). Struktura
przestrzenna TTPAgpl1 wydaje si¢ przypominaé strukture pierwszego opisanego dwufunkcyjnego
TTPA, a mianowicie TTPAgp31, ktéry zostal wyizolowany z faga 32 Klebsiella pneumoniae. Z kolei
dla biatka TTPAgp12 nie udato si¢ wyznaczy¢ specyficznosci substratowej. Wykazano natomiast, ze
jest to biatko dwudomenowe w przeciwienstwie do biatka jednodomenowego, TFPgpl7.
Zaobserwowano rowniez, ze TFPgpl7 jest znacznie bardziej stabilniejszym biatkiem niz TTPBgp12,
chociaz w przypadku obydwu tych biatek obecno$é cukrow przyczynia sie¢ do ich agregacji.
Dodatkowo przeprowadzona obszerna analiza bioinformatyczna ujawnita podobienstwo TFPgp17 do
bakteryjnego biatka RsaA obecnego w warstwie S niektorych bakterii, co Swiadczy o ewolucyjnym

przystosowaniu sie wirusa do skutecznego infekowania swojego bakteryjnego gospodarza.
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Cickawa obserwacja dotyczyta hamujgcego wptywu TTPBgpl2 oraz TFPgpl7 na wzrost Y.
enterocolitica w postaci biofilmu. Otrzymane wyniki sugeruja, ze obydwa biatka ogonkowe moga
znalez¢ potencjalne stosowane jako czynniki hamujgce proces tworzenia biofilmu.

Kolejny aspekt badan dotyczyt wlasciwosci adhezyjnych biatka ogonka TFP-Gpl17 faga ¢YeO3-
12. Po raz pierwszy wykazano, ze biatko to jest wysoce specyficzng adhezyng oddziatujaca z
powierzchnig komorki Y. enterocolitica O:3, a wyizolowane i oczyszczone biatko ogonkowe niosace
znacznik 6His-MBP (maltose binding protein) mozna wykorzystywa¢ do wykrywania tego
enteropatogenu. Wykazano réwniez, ze adhezyna ta oddzialuje z dwoma gtownymi skladnikami
$luzu tj. GalNAc (N-acetylogalaktozamina) i GlcNAc (N-acetyloglukozamina), co sugeruje, ze
aminocukry stabilizujg czgsteczki faga w przewodzie pokarmowym ssakow. Okazuje sig, ze
adhezyny fagowe rozpoznajgce w specyficzny sposdb bakteryjnych gospodarzy moga byé
doskonatym narzedziem diagnostycznym, zwlaszcza w diagnostyce patogenow trudnych w hodowli
w warunkach laboratoryjnych.

Czytajac prace nasuncto mi si¢ kilka pytan, prosze o ustosunkowanie si¢ do nich Doktorantki:

1. Wyniki otrzymane w jednej z publikacji wskazujg na udzial bialek ogonkowych TTPBgpl2 i
TFPgp17 w hamowaniu wzrost Y. enterocolitica w postaci biofilmu. W jaki sposéb mogltby
wyglada¢ mechanizm ich dzialania?

2. Czy znane sg mechanizmy opornosci Y. enterocolitica na infekcje fagowe? Jak to zjawisko
pokrétce wyglada w przypadku innych enterobakterii?

3. Czy znane sy sekwencje profagowe w zdeponowanych genomach réznych serotypow Y.

enterocolitica?

Podsumowujgc, chciatam wyrazi¢ swoje duze uznanie dla osiggnie¢ Pani mgr Karoliny Filik.
Rozprawa doktorska reprezentuje bardzo wysoki poziom merytoryczny, dlatego oceniam ja bardzo
wysoko. Na wyjatkowg warto$¢ dysertacji sktada si¢ metodyczne i kompleksowe analizy genetyczne,
proteomiczne, biochemiczne, mikrobiologiczne, mikroskopowe oraz szeroki zakres analiz
bioinformatycznych, co przyczynilo sie do uzyskania waznych i oryginalnych wynikéw, ktore z kolei
moga zostaé wykorzystane zarowno w badaniach naukowych, fagoterapii czy w diagnostyce
mikrobiologicznej.

Uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymogi formalne
stawiane rozprawom doktorskim okreslonym w art. 13 Ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. z 2003 r., nr 65, poz.595 z
p6z. zm.) i uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk Scistych i przyrodniczych w

dyscyplinie nauki biologiczne.
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Zatem, wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we
Wroctawiu o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Filik do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Bioragc pod uwage wysoki poziom merytoryczny zaprezentowanych badan skutkujacy ich
opublikowaniem w renomowanych czasopismach oraz warto$¢ poznawczg i aplikacyjng uzyskanych
wynikow, zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we

Wroctawiu o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Filik stosowng nagroda.
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