Recenzja rozprawy doktorskiej na stopien doktora

w dziedzinie nauk $cislych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne

Pana mgr Pawla Michala Markwitz

pt. ”Charakterystyka mutantéw Pseudomonas aeruginosa izolowanych
z populacji traktowanej fagami litycznymi”

Pomimo podejmowanych na calym $wiecie dzialan majacych na celu zahamowanie
selekcji i rozprzestrzeniania si¢ wielolekoopornych drobnoustrojéw wcigz rosnie liczba
klinicznych izolatéw bakterii zachowujgcych wrazliwo$é jedynie na nieliczne antybiotyki.
W 2017 r. zostata opublikowana przez WHO lista najgrozniejszych dla ludzkosci patogenow.
W pierwszej grupie bakterii tzw. krytycznych znalazly sie szczepy Pseudomonas aeruginosa
oporne na leki ostatniej szansy - karbapenemy. P. aeruginosa to oportunistyczna Gram-ujemna
pateczka niefermentujaca, ktéra odpowiada takze za zakazenia szpitalne, w tym o ciezkim
przebiegu. Ze wzgledu na wysoka lekoopornosé i liczne czynniki zjadliwos$ci szczepdéw
szpitalnych, infekcje wywolywane przez te pateczke obarczone sa wysokim ryzykiem zgon6w.
Konieczne jest wigc poszukiwanie nowych opcji terapeutycznych. Jedna z wazniejszych
alternatyw dla antybiotykoterapii jest terapia fagowa. Koncepcja fagoterapii powstala na
poczatku XX wieku przed ,zlota erg antybiotykow”. Poczatkowe sukcesy terapeutyczne
zwigzane z odkryciami nowych grup antybiotykéw i chemioterapeutykdéw spowodowaly
zahamowanie badan nad fagami. Obecnie prowadzone sa na $wiecie szeroko zakrojone i
zintensyfikowane prace nad poznaniem podstaw genetycznych biologii bakteriofagow,
zjawiskiem ko-ewolucji fag-gospodarz i potencjatem terapeutycznym wiruséw bakteryjnych.

Rozprawa doktorska Pana mgr Pawla Markwitz wpisuje si¢ w ten wazny i aktualny
temat badawczy. Poswigcona jest analizie problemu wptywu fagéw litycznych na réznorodnogé
fenotypows i genotypowa w populacji komérek P. aeruginosa oraz rozwojowi opornosci na
fagi. Rozprawa doktorska oparta jest na cyklu dwéch publikacii oryginalnych o lgcznym
wsp6tezynniku oddziatywania IF = 17,035 oraz 240 punktach MEiN:

(1) Markwitz P i wsp. ,,Emerging phage resistance in P, aeruginosa PAO1 is accompanied
by an enhanced heterogeneity and reduced virulence”, Viruses 2021, 13(7):1332. IF =
5,818, MEiN = 100.

(2) Markwitz P i wsp. ,,Genome-driven elucidation of phage-host interplay and impact of
phage resistance evolution on bacterial fitness”, ISME J., 2022, 16(2): 533-542. IF =
11,217, MEIN = 140.

W obydwu publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem. W przedstawionej dysertacji Pan
P. Markwitz przy kazdej z publikacji opisal wklad wlasny w jej powstanie. Ponadto
wspotautorzy tych publikacji zalgczyli podpisane o$wiadczenia, w ktérych szczegolowo
okreslili swo6j udziat w powstanie kazdej z prac. O$wiadczenia te zawierajg roéwniez
sformulowanie informujace, iz Pan P. Markwitz ubiega si¢c o stopienn doktora nauk
biologicznych. Pomimo ukazania si¢ tych publikacji w ostatnich dwoch latach 2021 i 2022
zostaly one juz zacytowane odpowiednio 9 i 12 razy wedtug Web of Science. Swiadczy to o
duzej warto$ci merytorycznej publikacii i ich znaczeniu dla $wiatowe] nauki.

Ponadto cz¢$¢ wynikéw uzyskanych w ramach badan do pracy doktorskiej byla
prezentowana wezesniej w formie plakatéw na dwéch krajowych i czterech miedzynarodowych
konferencjach w latach 2017-2019.



Badania prowadzone w pracy doktorskiej byly realizowane w ramach grantu
badawczego HARMONIA 2015/18/M/NZ6/00413 finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki.

Przedstawiona do oceny praca doktorska stanowi spdjny tematycznie cykl dwoéch
publikacji i sktada si¢ z nastgpujacych czgsci: spisu tresci, spisu tabel i rycin, streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, wstgpu, celu pracy, wymienienia publikacji stanowigcych cykl
pracy doktorskiej ze streszczeniami oraz przedstawionym szczegélowym wkladem wilasnym
Doktoranta w powstanie prac, materialu badawczego i metodologii, wynikéw, wnioskow,
bibliografii, przedstawienia innych osiggnie¢ naukowych Doktoranta, kopii opublikowanych
prac stanowigcych podstawe osiagniecia naukowego oraz o$wiadczen wspdlautorow
okreslajacych ich wklad w powstanie publikacji.

W skondensowanym wstepie Doktorant oméwil dwa zagadnienia poruszane w pracy
doktorskiej: (I) Gram-ujemng pateczke niefermentujacg P. aeruginosa, w tym glownie szerokie
spektrum czynnik6w wirulencji jakimi si¢ charakteryzuje, (I) bakteriofagi — ich budowe oraz
bakteryjne mechanizmy opornosci na infekcje wirusowa. Przy tak skondensowanym wstepie
rozprawy doktorskiej celowe byloby wedlug recenzenta wczesniejsze opublikowanie pracy
przegladowej poruszajace] zagadnienia ujete w pracy doktorskiej. Wstep stanowi dobre
uzasadnienie dla celu badan prowadzonych w prezentowanej rozprawie doktorskie;j.

Gléwnym celem postawionym w przedlozonej do recenzji rozprawie doktorskiej jest
wyjasnienie wptywu infekcji fagow litycznych na réznorodno$é fenotypows i genetyczna
populacji komorek P. aeruginosa oraz na rozwoj opornosci na fagi. Przed przystapieniem do
badan Doktorant postawil trzy hipotezy: (1) infekcja fagowa zwigksza bioréznorodnosé
populacji komoérek P. aeruginosa, (2) fagi rozpoznajace konkretny receptor beda generowad
oporno$¢ krzyzowg na fagi rozpoznajace ten sam receptor, (3) uzyskanie opornosci na fagi
powoduje spadek wirulencji szczepu bakteryjnego. Ponadto w trakcie realizacji badan
Doktorant jeszcze postawil 6 pytan zwigzanych bezposrednio z wezesniejszymi hipotezami.

Wyzej wymieniony cel pracy zostat przez Doktoranta w pelni zrealizowany, postawione
hipotezy zweryfikowano i uzyskano odpowiedzi na dodatkowych 6 pytan. A calo$¢ pracy
opublikowano w dwoch przedlozonych przez Doktoranta wysoko punktowanych pracach
oryginalnych.

Doktorant prowadzil badania na szczepie referencyjnym P. aeruginosa PAO1 (jest on
powszechnie stosowany w badaniach genetycznych, o zdeponowanym w NCBI GenBank i
doktadnie scharakteryzowanym genomie) oraz na 4 szczepach klinicznych (o réznej podatnosci
na infekcje fagami wykorzystujagcymi receptory LPS i/lub T4P do adhezji na powierzchni
komdrki bakteryjnej). Fagi wybrane przez Doktoranta do badan to 3 fagi rozpoznajace jako
receptor LPS, nastepne 3 fagi rozpoznajace jako receptor T4P i jeden fag rozpoznajacy obydwa
te receptory. Wybrane fagi roznily si¢ takze pozycja taksonomiczng i wielkoscig genomu (byty
wsrod nich podowirusy, miowirusy i typu jumbo). Izolacje klonéw opornych na fagi szczepu
referencyjnego oraz szczepdw klinicznych, Pan P. Markwitz przeprowadzit przez poddawanie
hodowli bakteryjnych dzialaniu pojedynczych fagow jak i kombinacji zawierajgcej dwa lub
trzy fagi. Nalezy podkresli¢ ogromna liczbe badanych wyizolowanych klonéw bakteryjnych po
traktowaniu fagami.

Publikacja 1. dotyczy badania biordznorodnosci populacji P. aeruginosa PAOI1
zar6wno traktowanych fagami jak i nie poddanych dziataniu fagéw. Doktorant wyizolowat w
sposob losowy 417 klonéw biofilmowych. Wykonat dla nich szeroko zakrojone badania takie
jak (I) badanie ruchliwosci, (II) okreslil ich lekowrazliwosé, oraz (I11) zdolnos$¢ do produkcji
pozakomorkowych czynnikéw wirulencji tj. elastaza, piocyjanina i piowerdyna, a takze (IV)
okreslit ich podatnos$¢ na dopelniacz 50% surowicy krwi baraniej czyli uwrazliwienie bakterii
na dzialanie dopelniacza surowicy. Biorgc pod uwage podany przez Pana P. Markwitz wktad
wlasny w powstanie tej publikacji oraz o$wiadczenie jej wspdtautora Pana Tomasza
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K. Olszaka, przypuszczam, ze Doktorant uczy? si¢ metodyki badania patogennosci na modelu
jakim byta larwa Galleria mellonella. Bardzo prosz¢ Doktoranta aby dokladniej okreslil swoj
udzial w do§wiadczeniach na G. mellonella.

Publikacja 2. dotyczy badania interakcji bakteriofagi-gospodarz, w tym
przeprowadzenia sekwencjonowania i analizy genoméw wyizolowanych klonéw bakteryjnych
oraz badania kosztéw nabycia opornosci na dane fagi w zakresie zmian kondycji populacji tzw.
fitness. Doktorant wyizolowat i poddat typowaniu fagowemu 780 klonéw P. aeruginosa PAO1,
w tym 320 klonéw planktonowych, 400 klonéw biofilmowych i 60 klonéw kontrolnych.
Ponadto Pan P. Markwitz otrzymat i analizowat 800 klonéw 4 szczepéw klinicznych, w tym po
30 klon6w z kazdego szczepu bakteryjnego traktowanego fagami w okreslonych warunkach i
po 10 klonéw kontrolnych. Dla klonéw szczepu referencyjnego PAO1 Doktorant wykryt
oporno$¢ krzyzowa komérek bakteryjnych na fagi rozpoznajace ten sam receptor, odpowiednio
u 12/17 i 23/24 klonéw poddanych dziataniu fagéw LPS- i T4P-zaleznych. W przypadku
szczepow klinicznych takg zalezno$¢ Doktorant stwierdzit jedynie dla klonéw szczepéw
infekowanych fagiem phiKZ (T4P-zaleznym). Reasumujac, uzyskane przez Doktoranta wyniki
sugerujg iz nabycie oporno$ci na fagi LPS-zalezne jest znacznie trudniejsze niz na fagi T4P-
zalezne. Ponadto w kontrascie do szczepu referencyjnego PAOI1, u szczepéw klinicznych
Doktorant nie wykazat w analizie statystycznej wplywu pomiedzy nabytym profilem opornosci
fagowej ani presja selekcyjng typu zastosowanego faga, na obnizenie tempa wzrostu populacji
tzw. fitness. Statystycznie istotng redukcje tempa wzrostu wykazat jedynie dla klondw PAO1
opornych na wigcej niz 5 fagéw, uzyskanych pod presja tzw. koktajli czyli kombinacji fagéw.

Gléwnym i niewatpliwym atutem publikacji 2. o wysokim IF = 11,217 jest szeroka
idoglebna analiza genetyczna. W publikacji analizowano zaréwno szczepy dzikie jak i
otrzymane oporne na fagi klony podejmujgc trudne wyzwanie oceny genetycznego podloza tej
opornosci. Przebadano ponad 250 wyizolowanych klonéw — przeprowadzono analizg
polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw (SNPs) oraz mapowanie 102 klonéw PAOL1 i 156
klonéw szczepéw klinicznych. W celu uzyskania pelnego tla genetycznego szczepy dzikie
P. aeruginosa poddano sekwencjonowaniu metoda Illumina i metoda PacBio. Analizowano
mutacje typu missense, nonsense i frameshift wykluczajac mutacje synonimiczne. Mutacje,
ktére wystepowaly takze w szczepach dzikich zostaly wykluczone z analizy. Zastosowany
wymieniony powyzej tok postgpowania wskazuje na w pehi profesjonalne prowadzenie
analizy genetycznej. W publikacji wykazano, iz pomimo genetycznego zréznicowania
wybranych do badan szczepéw P. aeruginosa, wywarta presja fagéw litycznych spowodowata
selekejg klonéw o podobnych modyfikacjach genoméw tych szczepoéw. Wykryte u wszystkich
klon6w mutacje wystgpowaly w obszarach odpowiadajacych za biosynteze receptor6w LPS lub
fimbrii typu IV. Niemniej jednak mutacje obszaru zwiazanego z LPS u PAOI1 najczescie;
wystepowaly w genach wzy i ssg, natomiast u klonéw szczepéw klinicznych w genach wzy
i wapH. Natomiast najwigksza liczbe mutacji w obszarze genomu zwigzanym z biosyntezg T4P
wykazano dla wszystkich szczepéw w obrebie genéw pilB, pilQ, pilR, u szczepow klinicznych
takze w genie pilT. Ponadto wykazano rozbiezno$é wystepowania mutacji w obrebie
globalnych gen6éw regulatorowych — u klonéw PAO1 stwierdzono mutacje w genach ygjiG i vfr,
a u klonéw szczepéw klinicznych w genach cpdd i parS. Najczesciej mutacje w globalnych
genach regulatorowych wystepowaly u szczepéw klinicznych po infekcji fagami LPS-
zaleznymi i stanowity wigkszo$¢ mutacji do jakich doszto w genomach tych klonéw. Co istotne,
analiza wykazata takze delecje duzych obszaréw w genomach tj. u opornych na fagi klonow
PAO1 delecje dotyczyly obszaréw od 23 tys. pz do 544 tys. pz, a u klonéw szczepow
klinicznych dotyczyly obszaréw od 92 tys. pz do 384 tys. pz. Zaréwno u klonéw PAO1 jak
i szczepow klinicznych obszary delecji obejmowaly region genu galU, ktérego delecje byly juz
wezesniej obserwowane przez innych badaczy. W publikacji przeprowadzono takze analiz¢



mozliwosci nosicielstwa fagow litycznych w populacji komorek bakteryjnych w zaleznosci od
obecnosci profagéw w genomie szczepu wyjsciowego.

Biorac pod uwage podany przez Pana P. Markwitz wkiad wtasny w powstanie tej
publikacji, o$wiadczenia jej wspolautorow oraz fakt podania w rozprawie doktorskiej w
rozdziale 8. ,Inne osiggnigcia naukowe” 3-miesiecznego stazu naukowego jaki odbyt
Doktorant w ramach projektu ,Internship in genetic analysis programs” w Laboratory of Gene
Technology Leuven w Belgii pod opieka prof. Rob Lavigne (jednoczesnie wspotautora
publikacji 2), mozna wnioskowa¢ o znacznym udziale mgr P. Markwitz w badaniach
genetycznych. Jednak ze wzgledu na szeroki wachlarz przeprowadzonych analiz i
zastosowanych metod genetycznych prosilabym jednak Doktoranta o uscislenie swojego
udzialu w poszczegolnych procedurach.

Zastosowane przez Doktoranta metody badawcze, zaréwno z zakresu fenotypowego
badania bioréznorodnosci populacji szczepdw P. aeruginosa traktowanych fagami jak i metody
molekularne oraz bioinformatyczne, sg zgodne z najnowszymi $wiatowymi standardami
i $wiadczg o doskonalym warsztacie pracy.

Uwagi i pvtania.

1. W rozdziale 6. ,,Wnioski” Doktorant rzetelnie przedyskutowat i przeprowadzit weryfikacji
hipotez oraz pytan postawionych w pracy doktorskiej. Pomimo tego zasadne wydaje si¢
wyciagniecie konkretnych wnioskéw. Bardzo prosz¢ o przedstawienie w punktach takich
wnioskow w czasie trwania obrony pracy doktorskiej.

2. Doktorant wykazal obecno$¢ mutacji w obrebie konkretnych globalnych genow
regulatorowych u klonow otrzymanych po infekcjach fagami. Jakie funkcje pelnig w
komdrkach P. aeruginosa te geny i czy zaistniate mutacje moga wplyna¢ na biologie tych
komorek?

3. Doktorant wykazat obecnos$¢ delecji duzych obszaréw w genomach. Jakie znaczenie ma
to dla komoérek bakteryjnych?

4. Bardzo prosze Doktoranta o odpowiedz na pytania postawione w recenzji przy omawianiu
poszczegllnych publikacji: (I) aby dokladniej okreslit swéj udzial w do§wiadczeniach na
larwach G. mellonella oraz (II) o uscislenie swojego udzialu w poszczegélnych badaniach
genetycznych.

Uwagi edytorskie.

Rozprawa doktorska zawiera liczne drobne uchybienia np. zamiast polskiego skrotu pz (par
zasad) stosowany jest skrét angielski bp, literowki, nieprawidtowosci stylistyczne zdan oraz
braki tj. brak podania pismiennictwa w pustym nawiasie na str. 14, brak chociazby krétkiego
akapitu o systemach TCS, chociaz podane sa w nazwie podrozdzialu 1.1.2.4 (wchodza tez w
sktad ryciny 3), brak cytowania ryciny 9, pomytki w tekécie np. str. 25 i 26 pod publikacjami
zamieniony jest tekst z punktacjg i cytowalnoécig oraz brak o§wiadczenia promotora do
publikacji nr 1. (zakladam Zze to przeoczenie przy skladaniu pracy doktorskiej), ktére jednak nie
wplywaja na zawarto$¢ merytoryczng pracy.

Jednoczesnie nalezy podkresli¢, ze dzialalno$¢ naukowa Doktoranta znacznie wykracza
poza prezentowany cykl dwoch prac stanowigcych podstawe osiagniecia naukowego do
uzyskania stopnia doktora. W trakcie trwania studiéw doktoranckich Pan P. Markwitz byt
wspotautorem 5 publikacji niezwiazanych $cisle z tematem pracy doktorskiej, w tym w czterech
pracach oryginalnych z lat 2021 — 2023 o tgcznym IF = 12,416 i 520 punktach MEiN oraz
jednej pracy przegladowej z 2018 r. o wartosci 5 punktéw ministerialnych. Uczestniczyt
réwniez w dwoéch miedzynarodowych szkoleniach ,3rd International Hand-ON phage
biotechnology corse” Braga w Portugalii i ,,EMBO workshop visuses of microbes 2018 we
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Wroctawiu. Ponadto odbyt 3-miesi¢czny staz naukowy w ramach projektu »nternship in
genetic analysis programs” w Laboratory of Gene Technology Leuven w Belgii pod opiekg
prof. Rob Lavigne w ramach programu Erasmus+. By! takze jednym z wykonawcow grantu
OPUS 2016/21/B/NZ.6/01157.

Whiosek:

W oparciu o powyzszg recenzje, stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska Pana mgr
Pawla Michala Markwitz, oparta na zbiorze publikacji, spelnia wymogi stawiane rozprawie na
stopieni doktora zgodnie z Ustawa ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
w zwigzku z art.179 ust. 3 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Biologiczne, Wydzialu Nauk Biologicznych, Uniwersytetu Wroctawskiego o
dopuszczenie mgr Pawla Michata Markwitz do dalszych etapéw postepowania o nadanie
stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Warszawa, dnia 16.03.2023 r.



