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RECENZIA ROZPRAWY DOKTORSKIES MGR SOPHII BAtDYSZ ZATYTULOWANEJ:

‘A NEW IDENTIFICATION METHOD OF PHAGE CELL WALL-ASSOCIATED LYTIC PROTEINS”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Sophii Batdysz zostata wykonana pod
kierunkiem dr hab. Roberta Nawrota, prof. UAM w Zaktadzie Wirusologii Molekularnej Wydziatu
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Promotorem pomocniczym byt dr hab.
Jakub Barylski.

Pani Sophia Batdysz jest autorkg 8 publikacji w tym dwie, ktére ukazaty sie w 2024 r. dotyczg
tematyki niniejszej pracy, jecdna w czasopi$mie Frontiers in Microbiology ,, What do we need to move
enzybiotic bioinformatics forward?”, a druga w Applied and environmental microbiology , Tear down
that wall-a critical evaluation of bioinformatic resources available for lysin researchers”. Prace nie majg
jeszcze wielu cytowan. Jest to jednak zrozumiate ze wzgledu na krotki okres czasu od momentu
ukazania sie publikacji. W obu pracach Pani Sophia Batdysz jest pierwszym, wiodacym autorem co
zastuguje na pozytywne podkreslenie. Rozprawe doktorska Pani Sophii Batdysz stanowi jednak praca
pisemna, a nie zbiér opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw naukowych. Dorobek
naukowy Pani Sophii Batdysz potwierdza jednak nie tylko umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej, ale takze prezentacji wynikéw badan szerszemu gronu naukowcéw. Na uwage
zastuguje rowniez kierowanie minigrantem doktoranckim 017/02SNP/0025 , Lizowa¢ czy nie lizowaé —
przewidywanie aktywnosci endolizyn bakteriofagowych” finansowanym przez UAM, Inicjatywa
Doskonatosci — Uczelnia Badawcza w latach 2021-2022. Czy Doktorantka mogtaby przedstawi¢ w
ramach jakich projektow badania do niniejszej pracy zostaty wykonywane i przedstawié¢ w skrécie
swéj dorobek naukowy? Czy Doktorantka przedstawiata wyniki badar na konferencjach
naukowych?

Praca Pani mgr Sophii Batdysz napisana jest w jezyku angielskim zgodnie z wymogami Ustawy
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Do rozprawy doktorskiej Doktorantka dotgczyta rowniez
wymagane streszczenie w jezyku polskim. Ukfad pracy jest zgodny z wymogami stawianymi pracom

eksperymentalnym, a praca napisana jest ciekawie, w przejrzysty sposéb.

Ocena merytoryczna
Zgodnie z badaniami prowadzonymi przez Uniwersytet Oxfordzki i Instytut Pomiaréw i Oceny
Zdrowia (ang. the Institute for Health Metrics and Evaluation; IHME) afiliowany przy Wydziale

Medycznym Uniwersytetu w Waszyngtonie, USA tylko w 2019 roku prawie 13,66 mln 0sdb zmarto na
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powikfania zwigzane z infekcjami bakteryjnymi. Okoto 4.96 milionéw przypadkow zwigzanych byto z
infekcjami wywotanymi przez wielolekooporne szczepy bakterii takie jak Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae czy Pseudomonas aeruginosa.
Powyisze, alarmujgce dane, sg bezposrednig przyczyna poszukiwania alternatywnych metod
zwalczania bakterii i leczenia wywotywanych przez nie zakazer. Badania nad endolizynami
pochodzenia bakteriofagowego dobrze wpisujg sie w aktualny trend.

Mgr Sophia Batdysz w obszernym wstepie przyblizyta tematyke nie tylko endolizyn, ktére
produkowane sg przez bakteriofagi pod koniec cyklu litycznego w celu uwolnienia czgstek potomnych
do Srodowiska, ale takze zwigzanych z bakteriofagami tzw. enzymow VALs (ang. virion-associated
lysins). Enzymy te zwigzane sg z czasteczkami bakteriofagow i umozliwiajg wstrzykniecie materiatu
genetycznego faga do srodka komdrki bakteryjnej. VALs zostaly zidentyfikowane jako sktadowe ptytki
podstawowej bakteriofaga T4, w obrebie gtdwki u bakteriofaga T7, czy jako sktadowa czesci lipidowej
kapsydu bakteriofaga PRD1. Autorka pracy w niezwykle ciekawy sposdb przedstawia aktualne dane
dotyczace zastosowan praktycznych zaréwno endolizyn jak i enzymoéw VALs. Zwraca chociazby uwage
na srednio wyzszg termostabilno$¢ domen katalitycznych VALs w poréwnaniu do domen katalitycznych
endolizyn. Przyczyna takiego stanu rzeczy moze by¢ podwyzszona ekspozycja enzymow VALs na, czesto
niekorzystne, warunki srodowiska. Dodatek zatem domen enzyméw VALs do jednostek katalitycznych
endolizyn mogtoby zwigkszy¢ ich stabilno$¢ termiczng. Wstep przekazuje czytelnikowi rzetelng wiedze
na temat zagadnienia badawczego, ktdrym zajmowata sie mgr Sophia Batdysz. Wzbogacony jest
réwniez szeregiem przykfaddw z najnowszej literatury, co pozwala stwierdzi¢, ze Doktorantka w petni
zgtebita badany temat.

W postaci tabeli przedstawita najnowszy stan wiedzy odnosnie badan przedklinicznych i
klinicznych dotyczacych endolizyn. To co zaskakuje to przedwczesne zakonczenie/przerwanie
niektdrych z rozpoczetych badan klinicznych. Endolizyny znane od 1950 roku zyskaty popularnos¢
dopiero w poczagtkach XX wieku po zastosowaniu jako srodek zwalczajgcy Streptococcus pyogenes w
mysim modelu infekcji bateryinej. Od tego czasu zaczeto stosowac nazwe ,,enzybiotyki” a zastosowanie
antybakteryjne endolizyn zyékiwafo coraz wiekszg popularno$¢. Wedtug doktorantki wpisanie hasta
»lizyna” oraz identyfikatora taksonomicznego wiruséw (taxonomy_id: 10239) w wyszukiwarce bazy
NCBI Protein skutkowato oznaczeniem jako lizyny 13,483 sekwencji. Dzisiejszy etap badan nad
endolizynami to nie tylko odkrywanie nowych enzymow, ale réwniez ulepszanie tych juz odkrytych.
Naukowcy podnoszg jednak fakt , biatkowego” charakteru lizyn co moze przyczynié sie do ich szybkiej
degradacji przez szereg enzymodw proteolitycznych. Napotkanym problemem w praktycznym uzyciu
endolizyn jest rowniez czesto raportowany brak ich aktywnosci w obecnosci serum ludzkiego.

Na uwage zastuguje fakt powstania baz danych, ktdre specyficznie zawieraja sekwencje

enzybiotykdw, czy enzymow litycznych. Dziwi jednak brak aktualizacji lub brak biezgcego dostepu do
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takich baz. Przyktadowo, Doktorantka w rozprawie doktorskiej zwrécita uwage, iz baza EnzyBase byta
ostatnio aktualizowana w 2016 r., a od listopada 2023 roku kolejna, najwigksza baza sekwencji
enzymow litycznych PhalP nie jest juz dostepna. Metody uzywane do detekcji sekwencji enzyméw
litycznych s3 detalicznie przedstawione przez Doktorantke w podrozdziale 1.12. Obejmujg one
zarowno techniki bazujgce na wyszukiwaniu enzymoéw na podstawie podobieristwa sekwencji,
programy oparte na modelach hidden Markov models (HMMs) takie jak phiBiScan, czy metody oparte
na uczeniu maszynowym (przyktadowo Lypred, CWLy-SVM, CWLy-pred i CWLy-RF). Poréwnanie tych
metod Doktorantka detalicznie zaprezentowata w Tabeli 4. W tabeli tej przedstawione sg réwniez
potencjalne minusy raportowanych algorytméw takie jak bazy obejmujace nie tylko enzymy lityczne,
ale takze o aktywnosciach antyoksydacyjnych, mate lub niezbalansowane grupy testowe czy uzywanie
sekwencji syntetycznych (SMOTE). Gtéwnym zarzutem podnoszonym przez mgr Sophie Batdysz jest,
jak juz wspomniatam uprzednio, brak aktualnej dostepnosci czy brak stron internetowych odsytajgcych
do poszczegdinych narzedzi. Tu kolejne pytanie, czy narzedzia bioinformatyczne wypracowane w
trakcie pracy doktorskiej Pani Sophii Batdysz s3 dostepne szerszemu gronu odbiorcéw? W dobie
antybiotykoodpornosci temat endolizyn bakteriofagowych czy szeroko pojetych enzymow litycznych
jest istotny i dalej czesto podejmowany w literaturze. Powstajg réwniez nowe narzedzia
bioinformatyczne, jak cho¢by DeepMinelys stuzace do identyfikacji lizyn w jelitowym mikrobiomie
cztowieka.

Powyzsze uwagi czynig cel rozprawy doktorskiej jak najbardziej zasadnym. Wedtug mojej oceny
Pani mgr Sophia Batdysz podjeta si¢ rozwigzania istotnego problemu badawczego. Na pozytywna
uwage zastuguje réwniez lista 6 celéow szczegétowych, w tym przeglagd dostepnych baz danych
dotyczgcych enzymow litycznych czy weryfikacja eksperymentalna bioinformatycznych przestanek.
Metody uzyte w trakcie pracy sa bardzo dobrze opisane, zaréwno te bioinformatyczne jak i dotyczace
czeéci eksperymentalnej. Nasuwajg sie jednak pytania dotyczgce chociazby metod weryfikacji
aktywnosci badanych lizyn. Doktorantka uzywata jedynie metody zymogramu. Prositabym
Doktorantke o krétkie podsumowanie innych metod analizy aktywnosci zaréwno enzymatycznej jak
i bakteriobdjczej lizyn. Czy za pomocg zymogramu mozna zbada¢ aktywno$¢ bakteriobdjcza badanych
enzymow? Kolejne pytanie skad u Doktorantki zainteresowanie metodami bioinformatycznymi?
Poprositabym Doktorantkg réwniez o krdtkie podsumowanie opisanej w rozprawie metody, jakie sg
plusy i czy sg jakie$ minusy opracowanej metodyki w odniesieniu do metod juz istniejgcych.

Przechodzac do sekcji Wyniki, w Tabeli 13 dotyczgce]j rodzin biatek dodanych do zestawu
enzymow litycznych znajduje sie rodzina metalopeptydaz M23. Do rodziny tej nalezg nie tylko enzymy
pochodzenia fagowego, ale réwniez (jak Doktorantka wymienita w Tabeli), bakteriocyny takie jak
lizostafina produkowana przez bakterie Staphylococcus simulans. Czy oprécz enzymow

bakteriofagowych Doktorantka dotaczyta do zestawu lizyn bakteriocyny? Tytut rozprawy doktorskiej
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odnosi sig¢ bowiem jedynie do lizyn pochodzenia fagowego. Poprositabym Doktorantke o odniesijenie
sie do powyzszej uwagi. Podobnie domena LysM (Lysin Motif) wchodzi w sktad ponad 4000 biatek nie
tylko pochodzenia prokariotycznego, ale takze biatek wystepujacych u eukariontéw. O ile kinazy
zawierajace domene LysM pochodzace z roélin z pewnoscia fatwo jest odrdzni¢ od biatek fagowych, o
tyle pytanie dotyczy odréznienia lizyn fagowych od enzymoéw bakteryjnych takich jak autolizyny.
Autolizyny posiadajg podobna, jesli nie identyczng specyficznos$¢ substratowa jak endolizyny fagowe,
jednak ze wzgledu na Scista regulacje ich aktywnosci (tak aby nie degradowaty produkujacej je komérki
bakteryjnej) nie sg brane pod uwage jako $rodki bakteriobéjcze. Dlatego wazne jest rozrdznienie tych
dwdch typow enzymow litycznych.

W pracy podobaty mi sie wnioski odnosnie nieréwnocennego badania lizyn wystepujacych w
naturze. Niektdre klastry lizyn zawieraty 20 modeli, inne 2 modele, co moze sugerowaé, ze istniejg
jeszcze grupy lizyn nie w petni zbadane. Podoba mi sie réwniez czes¢ pracy dotyczaca wspdlnego
wystepowania réznych domen w sekwencjach lizyn i mozliwosci ich wymiany. Analizy typu bigram
przedstawiajg dosé klarowny rozktad poszczegdlnych domen w sekwencjach lizyn i ich wzajemne
potozenie. Ciekawym jest stwierdzenie, ze domeny Amidaz typu 2 czesto wspdtistniejg w biatkach z
domenami typu CHAP i SH3, z ktorych dwie ostatnie czesto istnieja w powtdrzeniach. Analiza
wiasciwosci fizykochemicznych lizyn w poréwnaniu z enzymami o innej funkcji jest rownie ciekawa. W
badaniach Doktorantka wskazata na mniejszg obecno$¢ B-kartek w strukturach lizyn i z kolei
podwyzszong ilos¢ skretéw. Doktorantka wskazata rowniez na wiekszg ilos¢ tryptofandéw, fenyloalaniny
i tyrozyny w sekwencjach lizyn co moze by¢ zwigzane z obecnoscia tych reszt aminokwasowych w
centrach katalitycznych enzymow litycznych.

Doktorantka przeprowadzita rowniez walidacje opracowanego narzedzia bioinformatycznego
opartego gfdwnie na MLPC (ang. multi-layer perceptron classifier) uzywajac nowych genomoéw
bakteriofagowych zdeponowanych w bazie NCBI po listopadzie 2023 r. Narzedzie wykazato obecnos¢
mniejszej liczby lizyn niz przewidziana przez osoby deponujace, jednak udafo sie wytypowac 19
dodatkowych biatek jako enzymy o potencjalnej aktywnosci litycznej. Co najmniej 9 z tych enzymoéw
zostato sklasyfikowanych jako VALs. Narzedzie pozwolito réwniez na wytypowanie pierwszego enzymu
litycznego o aktywnosci przeciwko Proteus mirabilis.

Ponadto uzycie bazy Replysin66 z 66 profilami HMM pozwolito na identyfikacje enzyméw
wykazujgcych aktywnos¢ wobec bakterii z grupy Enterococcus. Kilka z enzymdw wytypowanych jako
lizyny sposréd sekwencji badanych byto nadprodukowanych i oczyszczonych, a ich aktywnos$¢
potwierdzona w testach in vitro. Baza RepLysin66 pozwolita rdwniez na identyfikacje biatka litycznego
PolaR wykazujacego aktywnos¢ przeciwko Rothia mucilaginosa czy Rothia dentocariosa. Jest to

pierwszy enzym tego typu wyizolowany z fageomu btony $luzowe] zotadka. Powyisze przyktady
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wskazujg na uzytecznos$é Replysin66 w poszukiwaniu nowych enzymoéw litycznych w prébkach

metagenomowych.

Uwagi edytorskie
e Brak numeracji stron nieco utrudnia czytanie pracy. Przyktadowo, w zatgczonym do
pracy spisie tabel znajdujg sie odsytacze do konkretnych stron, jednak poszczegéine
tabele ciezko zlokalizowac.
e Praca zawiera nieliczne btedy np. niepetna nazwa przytaczanego Rozdziatuy 3.7
Classification of lytic and non-lytic proteins: model selection and ).
® Przy duzych tabelach takich jak Tabela 1 nagtéwki poszczegdinych kolumn mogtyby by¢
réwniez umiejscowione na kolejnej stronie
e W rozdziale 1.3.3 Figura 4 dobrze by bylo poda¢ numery PDB przedstawionych
struktur.
e Figury 810 sg dos¢ nieczytelne
Ponadto, jakoSC zymogramu prezentowanego jako Figura 33 nie jest zadowalajgca, a
przejasnienia nie sg dobrze widoczne. Z opisanej przez mgr Sophie Batdysz metody wynika, ze
elektroforeza prowadzona byta w warunkach denaturujacych, a dopiero w kolejnych etapach zel
poddawano renaturacji. Migracja zatem enzymu #11 jako dimer jest, moim zdaniem, mato
prawdopodobna. Bardzo tadny zymogram przedstawia Figura 34. Tu nie ma watpliwoéci, ze badane
enzymy majg aktywnosc lityczng. W przypadku enzymu #11, poniewaz jest to niezbadane dotychczas
biatko, radzitabym uzycie niezaleznej od zymogramu metody potwierdzajacej jego aktywnosé
enzymatyczng. Powyzsza uwaga nie wptywa jednak na wysokg warto$¢ merytoryczna pracy Pani mgr

Sophii Batdysz.

Whiosek koncowy

Podsumowaujac, rozprawa doktorska Pani Sophii Batdysz spetnia warunki okreslone w art. 187
ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Wiedza teoretyczna
Doktorantki w przedstawionym temacie jest rzetelna, poparta najnowszymi doniesieniami ze $wiata
literatury. Dobrze przedstawiona metodyka, w wigkszosci klarowna prezentacja wynikdw i wyciagniete
whnioski swiadczg o umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowe]j przez Doktorantke. Na
pozytywne podkreslenie zastuguje réwniez umiejetno$¢ Doktorantki potgczenia pracy in silico z
walidacja eksperymentalng otrzymanych predykcji teoretycznych. Praca przedstawia oryginalne
rozwigzanie istotnego problemu naukowego jakim jest brak aktualnych narzedzi bioinformatycznych

stosowanych do identyfikacji nowych enzymow litycznych.
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Whnioskuje do rady naukowej dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu im. Adama

Mickiewicza o dopuszczenie Pani mgr Sophii Batdysz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Final conclusion

In summary, Ms. Sophia Batdysz's doctoral dissertation meets the conditions specified in art.
187 sec. 1-2 of the Act of 20 July 2018 - Law on Higher Education and Science. The theoretical
knowledge of the PhD student in the presented topic is reliable, supported by the latest reports from
the literature. Well-presented methodology, mostly clear presentation of results and conclusions
drawn, demonstrate the ability of the PhD student to independently conduct scientific work. The PhD
student's ability to combine in silico work with experimental validation of the obtained theoretical
predictions also deserves positive emphasis. The work presents an original solution to a significant
scientific problem, which is the lack of current bioinformatic tools used to identify new iytic enzymes.
| recommend the scientific council of the discipline of biological sciences of Adam Mickiewicz

University to proceed M.Sc. Sophia Batdysz to the further stages of the doctoral procedure.

= I

NIWERTZYTET C.DAI

KATEL DA iv|F i, SO
)l
dr halb. Magdalena v e U
Salsle 0102 dr hab. Magdalena Ptotka, prof. UG




