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dr hab. Anna Philips, prof. ICHB PAN
Pracownia Bioinformatyki
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Sophii Batdysz,
pt. ,,A new identification method of phage cell wall-associated lytic proteins”

Przedtozona do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Wirusologii
Molekularnej Instytutu Biologii Eksperymentalnej na Wydziale Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu pod kierunkiem prof. UAM dr hab. Roberta Nawrota oraz dr
hab. Jakuba Barylskiego, petnigcego funkcje promotora pomocniczego.

Rozprawa doktorska mgr Sophii Batdysz zostata przygotowana w jezyku angielskim w
formie autorskiego manuskryptu liczacego, wraz z zatacznikami, 196 stron. Praca zostata
opracowana zgodnie z klasycznym uktadem monografii naukowej, typowym dla prac
doktorskich w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych. Rozprawa otwiera sie obszernym
wprowadzeniem (Introduction), ktore przedstawia problematyke badan. Nastepny rozdziat
zawiera jasno okreslone cele pracy (Aim of Thesis), a kolejny szczegétowy opis zastosowanych
metod oraz wykorzystanych zestawdw danych (Methods). W czesci poswieconej wynikom
(Results) Autorka precyzyjnie przedstawita narzedzia, ktdre opracowata na potrzeby realizacji
celéw badawczych rozprawy a takze wyniki przeprowadzonych testow i eksperymentow.
Prace wienczy sekcja Dyskusja oraz krotkie podsumowanie wynikéw (Results Summary).
Dodatkowo, rozprawa zawiera rozdziat podsumowujacy najwazniejsze wnioski oraz
omawiajgcy kierunki dalszych badan (Conclusions and Future Directions). Monografia zostata
uzupetniona o streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétéw, liste literatury
obejmujgcg 226 pozycji, a takze suplementarne ryciny i tabele. Autorka nie zamiescita
natomiast informacji o swoim dorobku publikacyjnym, co w mojej ocenie powinna zrobi¢,
gdziez jest on Scisle zwigzany z tematyka rozprawy i podnosi walory naukowe pracy. W
szczegdblnosci Pani Sophia jest pierwszg autorka dwdch artykutéw przeglagdowych zwigzanych
z tematyka pracy w Frontiers in Microbiology i w Applied Environmental Microbiology oraz
wspotautorka pracy w Cells dotyczacej identyfikacji nowego enzymu pochodzacego od faga, a
celujgcego w bakterie Rothia.
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Rozprawa zostata bardzo dobrze przygotowana pod wzgledem jezykowym i
edytorskim. Poza kilkoma uwagami wymienionymi ponizej nie zgtaszam istotnych zastrzezen.
1. Brak numeracji stron.
2. W niektdrych tabelach zastosowanie przecinka jako separatora dziesietnego.
3. Zmienione czcionki i ich rozmiar, szczegdlnie w przypadku odnosnikéw do tabel i
rycin.
4. Tabela 14 — dwie kolumny majg ten sam nagtéwek.

Ocena Merytoryczna

Rozprawa dotyczy badan nad litycznymi biatkami bakteriofagow, ktére sg kluczowymi
czynnikami infekcyjnymi wirusdw bakteryjnych. Temat ten jest niezwykle aktualny w
kontekscie rosnacej liczby infekcji powodowanych przez bakterie oporne na antybiotyki i ma
znaczenie zaréwno dla biologii podstawowej, jak i zastosowan praktycznych. Lityczne biatka
bakteriofagdw mogg stanowic podstawe dla nowych terapii przeciwbakteryjnych, szczegélnie
w walce z wielolekoopornymi patogenami, takimi jak Proteus mirabilis czy Enterococcus.
Ponadto, ich zastosowanie w przemysle kosmetycznym, spozywczym i biotechnologicznym
podkresla ich wszechstronny potencjat uzytkowy. Autorka omawia we Wstepie te zagadnienia
i wprowadza czytelnika w tematyke zwigzang z bakteriofagowymi biatkami litycznymi,
podkreslajac ich role w cyklu infekcyjnym wiruséw oraz ich potencjalne zastosowanie w
medycynie i przemysle. Autor podkresla takze trudnosci zwigzane z tradycyjnymi metodami
poszukiwania litycznych enzyméw, ktére sg czasochtonne, kosztowne i czesto mato
efektywne. Zastosowane przez nig podejscie, oparte na nowoczesnych technikach uczenia
maszynowego, jest odpowiedzig na te wyzwania. W rozprawie opracowata algorytm
przewyzszajacy istniejgce narzedzia pod wzgledem doktadnosci i wiarygodnosci przewidywan,
co znaczgco zwieksza efektywnosc identyfikacji nowych biatek litycznych. Model ten bazuje na
analizie wtasciwosci fizykochemicznych biatek i domen konserwatywnych, co czyni go
innowacyjnym narzedziem, ktére moze zrewolucjonizowac¢ poszukiwanie nowych enzymow.

Gtéwnym celem pracy byto opracowanie nowej metody identyfikacji biatek litycznych
zwigzanych ze $Sciang komdrkowg bakteriofagéw. Podjecie tematyki pracy jest uzasadnione,
gdyz biologiczne bazy danych zawierajg tysigce sekwencji biatkowych, w tym potencjalnych
litycznych, jednak brak jest wszechstronnego i zweryfikowanego narzedzia umozliwiajgcego
efektywne wyszukiwanie tych enzymdw. Dostepne obecnie narzedzia (phiBiScan i Lypred) sg
przestarzate, nie sg juz aktualizowane, a ich silniki wyszukiwania nie uwzgledniajg nowych
domen litycznych.
W ramach realizacji celu pracy Autorka podjeta nastepujgce zadania szczegétowe:

1. Przeprowadzenie przegladu istniejgcych narzedzi i baz danych wykorzystywanych w
badaniach nad enzymami litycznymi.

2. ldentyfikacja domen konserwatywnych typowych dla enzyméw litycznych oraz
rodzin biatkowych grupujgcych takie enzymy.
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3. Analiza cech sekwencyjnych biatek litycznych jako podstawy do stworzenia modelu
uczenia maszynowego.

4. Opracowanie modelu bioinformatycznego tgczgcego techniki uczenia maszynowego
i ukryte modele Markowa (HMM) w celu odrdzniania biatek litycznych od nielitycznych oraz
wspomagania odkrywania nowych enzymow litycznych.

5. Przeprowadzenie oceny opracowanego modelu oraz poréwnanie jego skutecznosci
z obecnie stosowanymi metodami bioinformatycznymi.

6. Eksperymentalna weryfikacja aktywnosci wybranych biatek zidentyfikowanych przez
opracowany klasyfikator oraz ocena ich wtasciwosci biochemicznych.

Pierwszym etapem pracy byto wybranie reprezentatywnych ukrytych modeli Markowa
(PHMMs), ktore najlepiej odzwierciedlajg domeny i rodziny zwigzane z aktywnoscig lityczng.
Proces selekcji zbioru RepLysin66 wyrdzniat sie precyzjg i wieloetapowym podejsciem, ktére
potgczyto zaawansowane analizy statystyczne, bioinformatyczne i manualng kuracje wynikéw.
Ostatecznie wybrano 66 modeli a selekcja obejmowata m. in.: przeszukiwanie baz danych
pHMMs, analize nadreprezentacji domen w stosunku do zbioru kontrolnego, grupowanie i
selekcje reprezentatywnych modeli w programie Cytoscape, uwzgledniajac liczby trafien oraz
funkcjonalne adnotacje. Wyjgtkowa precyzja metodologii zapewnita eliminacje redundancji i
wybdr najbardziej informacyjnych modeli. A jak wiadomo, jedynie wiarygodny i dobrze
przygotowany zbidr uczacy jest w stanie doprowadzi¢ do otrzymania wiarygodnych wynikow.
Replysin66 stat sie podstawg do trenowania modeli uczenia maszynowego oraz identyfikacji
nowych biatek litycznych, co potwierdzono w analizach metagenomicznych i walidacjach
eksperymentalnych w kolejnych etapach pracy. Nasuwa sie jednak pytanie czy kryteria
manualnej selekcji reprezentantow w klastrach (np. liczba trafien) moglty wptynaé¢ na
pominiecie nietypowych lub mniej reprezentatywnych domen litycznych? Jak mozna by
dodatkowo uwzgledni¢ takie przypadki?

Opracowanie zbioru RepLysin66 byto nie tylko kluczowym krokiem w rozwoju nowego
narzedzia bioinformatycznego, ale jednocze$nie przyczynito sie do lepszego zrozumienia
strukturalnych i funkcjonalnych cech biatek litycznych. W kolejnej czesci pracy Doktorantka
przeanalizowata cechy fizykochemiczne litycznych i losowo wybranych nie litycznych biatek
(m. in. aromatycznosé¢, hydrofobowos¢, stabilnos¢ struktury, czy budowa struktury
drugorzedowej). Ponadto zidentyfikowata domeny biatek litycznych czesto wystepujgcych
razem lub zastepujacych sie. Ciekawi mnie czy funkcje tych domen s3 znane i czy ich
wspotwystepowanie ma biologiczne uzasadnienie? Np. w omawiamy przez Autorke
przyktadzie dlaczego domena Amidase_2 czesto wystepuje zdomeng CHAP i SH3?

Gtéwnym wynikiem pracy doktorskiej Pan mgr Batdysz byto stworzenie narzedzia
bioinformatycznego do identyfikacji biatek litycznych. Autorka zastosowata kombinacje
technik uczenia maszynowego (sieci neuronowe, Random Forest) oraz ukrytych modeli
Markowa, optymalizujagc je pod katem identyfikacji domen konserwatywnych biatek
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litycznych. Autorka z powodzeniem zintegrowata w modelu réznorodne cechy biatek, takie jak
rodzaj reprezentacji sekwencji czy wfasciwosci fizykochemiczne. Optymalizacja modelu
zostata przeprowadzona przy uzyciu technik optymalizacji bayesowskiej, co znaczaco
podniosto jego skuteczno$é w klasyfikacji. Czy przeprowadzono szczegétowg analize wptywu
poszczegdlnych cech fizykochemicznych na wydajnos¢ klasyfikacji (np. aromatycznosc,
struktura drugorzedowa)?

Wyniki testdw wskazujg, ze stworzony model przewyisza istniejgce narzedzia
(phiBiScan, Lypred) pod wzgledem kluczowych metryk, takich jak: F1 (balans pomiedzy
rozpoznawaniem prawdziwych pozytywéw, a identyfikacjg fatszywych pozytywow) ktéry
Srednio wynidst ponad 0.8 dla klasyfikatora opracowanego w niniejszej pracy. Kolejnym
pytaniem jaki mi sie nasuwa to czy opracowane narzedzie moze by¢ tatwo zaadaptowane
do identyfikacji innych typow biatek wirusowych lub enzymoéw bakteryjnych?

Warto podkresli¢, caty kod zrédtowy programu zostat udostepniony na platformie
GitHub. Umieszczenie kodu na GitHub zapewnia transparentnos$é¢ i dostepnos¢ projektu,
umozliwiajgc $ledzenie historii zmian, co dodatkowo potwierdza samodzielnosci pracy
Doktorantki. Wszystkie zarejestrowane zmiany w kodzie (commity) zostaty wprowadzone
przez Panig Batdysz.

Stworzone narzedzie zostato nastepnie zastosowane do identyfikacji nowych biatek
litycznych, a wybrane wyniki zostaty przetestowane eksperymentalnie. Model zostat
zastosowany do analizy réznych zestawéw danych, w tym: srodowiskowych danych
metagenomicznych — dzieki temu zidentyfikowano szereg biatek litycznych z prébek
zwierzecych oraz srodowiskowych, w tym unikalne biatka skierowane przeciwko Enterococcus.
Dane pochodzace od pacjentéw — w tym zestawie odkryto nowy enzym lityczny skierowany
przeciwko Rothia, bakterii bedacej czestym sktadnikiem mikrobiomu ludzkiego, ale moggacej
wywotywac infekcje oportunistyczne.

Walidacja eksperymentalna potwierdzita skuteczno$¢ opracowanego modelu
bioinformatycznego. Weryfikacja przeprowadzona w laboratorium pozwolita na ocene
aktywnosci enzymatycznej przewidzianych przez klasyfikator biatek. Wybrane biatka lityczne
zidentyfikowane za pomocg modelu zostaty wyprodukowane w systemach ekspresyjnych, a
nastepnie aktywnos¢ wyprodukowanych biatek oceniono za pomoca techniki umozliwiajgcej
wykrywanie zdolnosci enzymoéw do trawienia peptydoglikanu, gtéwnego sktadnika $cian
komodrkowych bakterii. Wyniki potwierdzity aktywnos¢ kilku z przewidzianych biatek, w tym
nowo odkrytego biatka litycznego skierowanego przeciwko: Proteus mirabilis — pierwszy
przypadek takiego enzymu zwigzanego z fagiem infekujgcym tego patogena, oraz enzymoéw
aktywnych przeciwko Rothia i Enterococcus.
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Znaczenie pracy wykracza poza granice nauki akademickiej, oferujgc realne narzedzia
do zastosowania w klinikach, laboratoriach badawczych i przemysle. Praca wpisuje sie w
globalne wysitki zmierzajagce do rozwigzania problemu antybiotykoopornosci, oferujac
alternatywne rozwigzania w postaci biatek o wtasciwosciach bakteriobdjczych. Rozprawa
wyrdznia sie interdyscyplinarnym podejsciem, ktére taczy bioinformatyke, biologie
molekularng oraz walidacje eksperymentalng. Imponujace sg szerokie zdolnosci Doktorantki,
ktora z powodzeniem zrealizowata wszystkie etapy projektu — od sformutowania pomystu,
przez dobdér danych i stworzenie narzedzia bioinformatycznego, az po jego praktyczne
zastosowanie i eksperymentalne potwierdzenie wynikéw. Praca stanowi zamknietg i spdjna
cato$é, co jest jej duzym atutem, sSwiadczagcym o przemyslanej konstrukcji i umiejetnosci
kompleksowego podejscia do realizacji projektu badawczego. Jej wyniki mogg stanowic
solidng podstawe dla przysztych badan w tej dziedzinie.

Podsumowujac, wyniki przedstawione w rozprawie jednoznacznie dowodzg, ze Pani
mgr Sophia Batdysz w petni zrealizowata wszystkie zatozone cele badawcze. Praca doktorska
zostata przygotowana na wysokim poziomie merytorycznym, a zawarte w niej wyniki wnoszg
oryginalny i istotny wktad do nauki. Praca wyrdznia sie aktualnoscig i znaczeniem tematu, oraz
interdyscyplinarnoscig. Przedstawione rozwigzanie naukowego problemu $wiadczy o solidnej
wiedzy teoretycznej Kandydatki w dziedzinie nauk biologicznych oraz o jego zdolnosci do
samodzielnego prowadzenia badan. Uwagi sformutowane powyzej majg charakter dyskusyjny
i nie wptywajg na wartos¢ naukowa rozprawy.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1-2 i art. 190 ust. 3 Ustawy z dn. 20.07.2018 r. Prawo o Szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571) i wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Sophii Batdysz
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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