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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE) MGR PAWLA MICHAtA MARKWITZA ZATYTULOWANEJ:

»Charakterystyka mutantéw Pseudomonas aeruginosa izolowanych z populacji traktowanej fagami
litycznymi”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Pawta Markwitza zostata wykonana
pod kierunkiem prof. dr hab. Zuzanny Drulis-Kawy oraz pod opiekg promotora pomocniczego Pana dr
Tomasza Olszaka w Zakfadzie Biologii Patogendéw i Immunologii, Wydziatu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego.

Rozprawa doktorska byta realizowana w ramach projektu naukowego HARMONIA nr
2015/18/M/Nz6/00413 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (NCN).

Badania zostaly opublikowane w 2021 r. w czasopiSmie Viruses (IF 5,818) w artykule
zatytutowanym: ,,Emerging phage resistance in Pseudomonas aeruginosa PAO1 is accompanied by an
enhanced heterogeneity and reduced virulence” oraz w 2022 r. w prestizowym czasopi$mie ISME J. (IF
11,217) w pracy zatytutowanej: “Genome-driven elucidation of phage-host interplay and impact of
phage resistance evolution on bacterial fitness”. W obu publikacjach Pan Pawet Markwitz jest
pierwszym, wiodgcym autorem co potwierdzajg o$wiadczenia wspotautorow przedstawionych do
oceny prac. Wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej byly prezentowane w formie plakatow na
dwoch krajowych i pigciu miedzynarodowych konferencjach naukowych. Pan Pawet Markwitz jest
réwniez autorem pieciu publikacji niezwigzanych bezposrednio z tematem pracy doktorskiej, w tym
trzech o 140 punktach wedtug listy czasopism kategorii A Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
Forma pracy oparta na zbiorze publikacji spetnia nie tylko wymogi formalne dotyczace
eksperymentalnych prac doktorskich, ale takze idealnie wpisuje sie we wspotczesne oczekiwania
dotyczace prac badawczych.

Praca mgr Pawla Markwitza obejmujaca analize interakcji pomiedzy bakteriofagami, a
bakteriami wpisuje sie w doskonale w bardzo istotny nurt badarn zwigzany z przeciwbakteryjnym
wykorzystaniem bakteriofagéw w terapii fagowej. Istotnie, zmiana struktur powierzchniowych
bakterii, jako czeste zjawisko w odpowiedzi na infekcje fagowg, moze prowadzi¢ do obnizenia kondycji
populacji bakteryjnej tzw. fitness, co zwigzane moze by¢ ze wzrostem wrazliwosci bakterii na wybrane
antybiotyki. Praca Pana Pawta Markwitza porusza dwa istotne aspekty, pierwszy obejmuje analize
fenotypu bakterii Pseudomonas aeruginosa w konsekwencji uzyskania opornosci na fagi ogonkowe,
drugi uwzglednia badania zmian genetycznych Pseudomonas aeruginosa PAO1 oraz co wazne czterech
szczepow klinicznych w odpowiedzi na presje selekcyjng wybranych fagéw KT28, KTN6, phiKZ, KTN4,
LUZ7, LUZ19 i PA50ct. Na pozytywne podkreslenie zastuguje fakt nawigzania wspdtpracy z Laboratory
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of Gene Technology, KU Leuven, Belgia, skad pochodzg trzy sposréd wykorzystywanych fagéw: Luz7,
LUZ19 i phiKZ, co wskazuje na miedzynarodowy charakter prowadzonych badan. Ponadto, bakteria
Pseudomonas aeruginosa jest jednym z gtéwnych czynnikéw etiologicznych infekcji ptuc u chorych na
mukowiscydoze (Cystic Fibrosis, CF). Wykorzystanie wiec w badaniach szczepdw klinicznych CHA i AA43
pochodzacych od pacjentdw z CF czyni badania niezwykle istotnymi pod wzgledem praktycznym. Jako
recenzent musze przyznaé, ze oceniane przeze mnie badania prowadzone bylty na niezwykle wysokim
poziomie. Fakt wykorzystania bakteriofagdw nalezgcych do réznych grup taksonomicznych i
morfologicznych, czy rozpoznajgcych rézne typy receptoréw (LPS, T4P) $wiadczy o dogtebnej analizie
badanych zagadnieri i przemyslanym planowaniu eksperymentdw pod kontem uzyskania jak
najwiekszej liczby danych.

Cel pracy jest jasno przedstawiony, a przed rozpoczeciem badan postawiono trzy hipotezy:

1. Infekcja fagowa zwigksza bioréznorodnosé populacji

2. Fagi rozpoznajgce konkretny receptor beda generowac oporno$¢ krzyzowg na fagi
rozpoznajgce ten sam receptor

3. Uzyskanie opornosci na fagi powoduje spadek wirulencji szczepéw
Postawiono takze szereg pytan, na ktére Pan Pawet Markwitz wykorzystujac bogaty warsztat badawczy
prébowat uzyskac¢ odpowiedz.

Pierwsza z prac wchodzaca w skfad osiggniecia naukowego (Viruses. 2021 jul 10;13(7):1332.
doi: 10.3390/v13071332) ocenia biologie i zmiany fenotypu klonéw Pseudomonas aeruginosa PAO1
opornych na fagi, wyselekcjonowanych po traktowaniu fagami biofilméw bakteryjnych. Wktad wiasny
Pana mgr Pawta Markwitza w powstanie publikacji polegat na przeprowadzeniu typowania fagowego
mutantéw, wykonania badan ruchliwosci, wrazliwosci na antybiotyki, zmian w produkcji czynnikéw
wirulencji takich jak piocjanina, piowerdyna i elastaza, wrazliwosci na dopetniacz 50% surowicy krwi
baraniej i patogennosci z wykorzystaniem modelu infekcji larw Galleria mellonella. W zataczonych
o$wiadczeniach wspétautorow dotyczacych wyzej wymienionej publikacji, wspétautor pracy Pan dr
Tomasz Olszak réwniez wymienit ocene wirulencji szczepéw przy pomocy modelu Galleria mellonella.
Czy Doktorant mogtby uscislic, ktora cze$é badarn byta prowadzona osobiicie, a ktéra we
wspdétpracy? To drobne niedoprecyzowanie nie zmienia jednak faktu, ze Doktorant wykorzystywat w
pracy szeroki wachlarz metod badawczych, co $wiadczy o wysokich umiejetnosciach technicznych. Pan
Pawet Markwitz wykonat szereg wariantéw doswiadczenia, gdzie biofilm bakteryjny traktowany byt
pojedynczymi bakteriofagami, lub koktajlami sktadajgcymi sie z dwoch lub trzech bakteriofagow. Z
kazdego wariantu doswiadczenia Doktorant izolowat po 10 kolonii bakteryjnych co dato imponujaca
liczbg 417 losowo wyizolowanych klonéw Pseudomonas aeruginosa PAO1. Na podstawie analiz
wyselekcjonowanych klonéw Doktorant wysnut prawidtowy wniosek (popierajgcy hipoteze nr 1), ze

infekcja bakteriofagowa powoduje duzg heterogennos$é populacji P. aeruginosa. Do dalszych badan
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Pan Pawet Markwitz wyselekcjonowat 42 klony najbardziej zréznicowane m. in. pod wzgledem
morfologii. Badania intensywnosci produkcji biofilmu ujawnity, ze tylko klony traktowane koktajlami
fagowymi (nie pojedynczymi fagami) wykazaly istotne statystycznie réznice. Ciekawym wnioskiem jest
fakt pozytywnej korelacji morfologii kolonii (brgzowa lub szara pigmentacja i $luzowatos¢), uzyciem
koktajlu fagowego, a powstaniem duzych delecji w regionie genu ga/U odpowiedzialnym za biosynteze
LPS. Kolejnym istotnym wnioskiem wyciggnietym przez Doktoranta, jest korelacja delecji w regionie
galU, a zwiekszong wrazliwoscig bakterii na antybiotyki takie jak gentamycyna. Duzg réznorodnoéé
Doktorant zaobserwowat réwniez wsréd wskaznikdw ruchliwosci badanych klonéw, w tym utrate
zdolnosci do ruchu koziotkowego (ang. twitching) skorelowang z pojawieniem sie opornosci na fagi,
przy czym najwiekszy wptyw na ruchliwos$¢ PAO1 miato zastosowanie potrdjnego koktajlu fagowego.
Réznorodnos¢ odpowiedzi na infekcje fagowg Doktorant zaobserwowat réwniez badajgc wydzielanie
czynnikéw wirulencji PAO1. Pozytywna korelacja zostata zaobserwowana w przypadku istotnego
spadku produkcji elastazy (23/38 izolatow), natomiast klony traktowane fagami T4P-zaleznymi
wykazywaty zwiekszong, a nie, jakby mozna sie byto spodziewa¢, obnizong produkcje piocjaniny.

Moim zdaniem jako recenzenta opis apoptotycznego dziatania LPS nie powinien by¢
umieszczony w pracy, poniewaz izolacja LPS, jak i same testy nie zostaty wykonane przez Doktoranta.
Whiosek z analizy wynikow doswiadczen jest natomiast prawidtowy i sugeruje, ze lipid A nie zostat
zmodyfikowany podczas pojawiania sie opornosci fagowej. Jednak recenzja rozprawy doktorskiej ma
na celu ocene wkiadu Doktoranta w prowadzone badania, a nie ocene publikacji, ktéra jest
wieloautorska.

Kolejne analizy dotyczyty podatnosci bakterii na aktywnos$¢ dopetniacza w surowicy. Badania
wykazaty, ze zastosowanie fagdéw LPS-zaleznych powodowato zmiany w genach syntezy LPS, co wigzato
sie roéwniez ze zwigkszeniem podatnosci bakterii na aktywnosé lityczng surowicy. Nie dziwi brak
znaczgcych zmian w opornosci na surowice klonéw wyselekcjonowanych przez fagi T4P-zalezne.

Ciekawymi badaniami byty takze eksperymenty prowadzone przez Doktoranta na modelu G.
mellonella. Tylko 1/5 klonéw w grupie izolatéw traktowanych fagami LPS-zaleznymi wykazat obnizong
wirulencje, w przeciwienstwie do 5 z 9 izolatéw traktowanych fagami T4P-zaleznymi. Zmniejszenie
patogennosci in vivo korelowato z jednoczesng redukcjg kilku czynnikéw wirulencji, co byto najbardziej
widoczne dla izolatéw PAO1 traktowanych koktajlami fagowymi.

W kolejnej pracy przedstawionej do oceny dysertacji Pan Pawet Markwitz uzyskat mutanty
wszystkich szczepdw biorgcych udziat w badaniu, przeprowadzit typowanie fagowe mutantéw,
izolowat DNA genomowe, brat udziat w analizach genetycznych oraz badat mozliwos¢ nosicielstwa
fagow litycznych w populacji w zaleznosci od obecnosci profagow w genomie szczepu wyjsciowego.
Praca ta stanowi doskonate uzupetnienie/cigg dalszy prowadzonych uprzednio badan. Oprécz szczepu

referencyjnego PAO1 zbadano réwniez cztery szczepy kliniczne, ktdre infekowano pojedynczymi
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fagami lub koktajlami fagowymi. Pan Pawet Markwitz wyizolowat tgcznie 780 klonéw P. aeruginosa
PAO1 oraz tacznie 880 klondw szczepdw klinicznych A5803, AA43, CHA i PAK. Do badan genetycznych
oraz badania kinetyki wyselekcjonowano imponujgcg pule 156 klonéw, reprezentujgcych ponad
dwadziescia réznych wzorow opornosci fagowej. Pan Pawet Markwitz analizowat czestotliwoéé¢
wystepowania wsérdd klondw opornosci krzyzowej na fagi, gdzie szczepy kliniczne inne niz PAO1
rozwijaly przede wszystkim opornos¢ krzyzowa na fagi T4P-zalezne. Najczesdciej selekcjonowang
opornoscig byta opornos¢ na faga giganta PA5oct rozpoznajgcego dwa typy receptoréw LPS i T4P
(80/95 klony PAQ1 oraz 127/140 klonéw pozostatych szczepéw klinicznych). Kolejno, przeprowadzono
analize polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw (SNPs) oraz mapowanie 102 referencyjnych klonéw
PAO1 i 156 klonéw pochodzacych od wyselekcjonowanych szczepéw klonicznych co wigzato sie z
sekwencjonowaniem genomow bakterii z wykorzystaniem metod lllumina i PacBio. Czestotliwoéé
zmian genetycznych Doktorant przedstawit na Rycinie 17. Poza mutacjami punktowymi 23% opornych
na fagi klonébw PAO1 zawierato duzg delecje genomowg w regionie zawierajgcym gen gal/U
odpowiedzialny za synteze LPS i gen hmgA odpowiedzialny za tworzenie brgzowego zabarwienia
kolonii. Czesto zmiany w genach biosyntezy LPS korelowaty ze zmianami w genach odpowiedzialnych
za synteze egzopolisacharydu EPS. Mutacje wystepowaty rowniez w genie wzy, kodujgcym polimeraze
antygenu O typu B lub genie ssg. Badania doprowadzity do wykrycia zmian w genach zwigzanych z
rzeska (figH, fliN, fliP, flhA) w populacji traktowanej fagami T4P-zalezymi. Podobng wnikliwg analize
Doktorant przeprowadezit dla szczepdw klinicznych innych niz PAQO1. Najwiekszg rozbiezno$¢ Doktorant
zauwazyt w kategorii ,,globalnych gendw regulatorowych”, w ktorej geny yqjG i vfr zostaty zamienione
w populacji kontrolnej PAO1, a w populacjach innych szczepow klinicznych byly to geny cpdA i parS.
Doktorant przeprowadzit réwniez doswiadczenia majace na celu analize tempa wzrostu bakterii
traktowanych fagami w odniesieniu do populacji kontrolnej. Mutanty PAO1 i AA43 wykazywaly
znaczacy spadek tempa wzrostu w pordwnaniu z kontrolg, jednak populacje komdrek A5803, CHA i
PAK wykazywaty spadek tempa wzrostu tylko od 20 do 29% izolatow, co czesto wigzato sie z duzymi
delecjami genomowymi. Pan Pawet Markwitz zaobserwowat istotng statystycznie redukcje tempa
wzrostu tylko przy selekcji dokonywanej przy uzyciu koktajli fagowych. Nastepnie Doktorant
przeanalizowat mozliwo$¢ nosicielstwa fagow litycznych w populacji w zaleznosci od obecnosci
profagébw w genomie szczepu wyjSciowego. Przeanalizowat obecnosé sekwencji profagowych we
wszystkich szczepach badanych i stwierdzit, ze 69/70 izolatéw szczepow A5803 oraz CHA (szczepy,
ktére zawieraly nienaruszone dsDNA profagdw) nie wykazywato stanu nosicielstwa fagoéw litycznych
uzytych do infekcji populacji.

Podsumowujac, badania prowadzone przez Pana mgr Pawta Markwitza to niezmiernie zmudna
analiza dotyczgca zmian w biologii P. aeruginosa w odpowiedzi na presje selekcyjng wytworzong przy

uzyciu pojedynczych fagéw lub koktajli fagowych. Wystarczy napisaé, tak jak to wspomniatam
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wczedniej, ze badania prowadzone byty na pieciu szczepach P. geruginosa traktowanych siedmioma
fagami réznigcymi sie chocby wielkoscig genomu (trzy tzw. fagi jumbo) uzywanymi pojedynczo lub w
koktajlach. Generuje to niezmierng liczbe danych, ktoére trzeba starannie przeanalizowaé i
podsumowac. Pan mgr Pawet Markwitz bardzo dobrze poradzit sobie z tym zadaniem o czym $wiadczy
publikacja wynikow w tak prestizowym czasopi$mie jak ISME J. Hipoteza o indukcji doktadnie tego
samego typu opornosci fagowej przez fagi rozpoznajace te samg czasteczke zostata odrzucona ze
wzgledu na obecno$¢ mutantéw wykazujacych unikalne wzory fagowe dla faga uzytego w
eksperymencie. Hipoteza 3 (Uzyskanie opornosci na fagi powoduje spadek wirulencji szczepdw) zostata
potwierdzona chociazby poprzez wyniki pracy ktére wskazujg, ze najczestszymi przyczynami spadku
tempa wzrostu bakterii sg duze delecje genomowe i utrzymywanie sie faga w populacji.

Czytajac tak detalicznie przeprowadzone analizy mam pytanie do Doktoranta o kolejne plany
badawcze. Ponadto, badania dotyczace interakcji bakteriofag-bakteria i konsekwencji fenotypowych i
genotypowych takiego odziatywania zostaly przeprowadzone w warunkach laboratoryjnych. Czy
Doktorant magtby przytoczy¢ dane literaturowe stwierdzajagce mutacje/delecje w genomach

bakterii generowane przy wykorzystaniu fagéw podczas terapii fagowej?

Ocena poprawnosci formalno-jezykowej, stylistycznej, interpunkcyjnej oraz sposobu
prezentacji

Najwiekszym mankamentem pracy jest umieszczenie wszystkich Rycin w jezyku angielskim.
Ryciny sa bezposrednio przekopiowane z prac oryginalnych, czesto tacznie z anglojezycznymi
nagtdwkami. Dotyczy to przyktadowo Ryciny nr 2, czy Ryciny nr 6. Czesto tekst na przedstawionych
Rycinach jest na tyle maty, ze trudno przeczyta¢ zawarto$¢ lub np. Rycina nr 7 zawiera znaki wodne
skopiowanego ze strony internetowej obrazka. Rowniez odsytacz tej Ryciny (pozycja 50 literatury)
odnosi sie do strony internetowej o do$¢ szerokiej tematyce, a elementy samej Figury 7 zostaly
skompilowane z obrazkéw przekopiowanych bezposrednio z kilku podstron. Zaktadam, ze praca
doktorska przygotowana zostata przez Pana Pawta Markwitza osobiécie, jednak Rozdziat 8. Inne
osiggniecia naukowe napisany zostat w 3 osobie. Ponadto, Pan Pawet Markwitz w rozdziale 3 pomylit
(zamienit) liczbe punktéw ministerialnych oraz warto$¢ IF dwdch czasopism, w ktérych opublikowat
wyniki badan wchodzgcych w sktad przedstawionego do oceny osiggniecia. Drobna pomytka dotyczy
réwniez tekstu odnosnie Ryciny 17, powinno by¢ Rycina 17B, nie 18B (strona 41), czy braku zapisu nazw
gendw kursywa (np. strona 7, 40 geny takie jak ygjG, vfr, flgH, fliN, fliP, flhA). Jestem natomiast pod
wrazeniem wiedzy Doktoranta odnosnie bakteryjnych mechanizméw opornosci na infekcje fagowe, a

podrozdziat 1.2.2. zawiera szereg cennych informacji.
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Whniosek koncowy
W podsumowaniu bardzo wysoko oceniam przedstawiong rozprawe doktorska Pana Pawta
Markwitza oraz stwierdzam, ze spetnia ona wymogi okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki w zwigzku z

artykutem 179 ust. 3 z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz.U. 2 2018 r., poz. 1669 ze zm.).

Whioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o
dopuszczenie Pana mgr Pawta Markwitza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na
wysoka wartos$¢ naukowa wynikéw, ktére zostaty opublikowane w czasopismach Viruses i ISME Journal
wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o

wyrdznienie ocenianej przeze mnie rozprawy doktorskiej.
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