INSTYTUT IMMUNOLOGII I TERAPII DOSWIADCZALNE]
IM. LUDWIKA HIRSZFELDA
POLSKIE] AKADEMII NAUK

Centrum Doskonatosci : IMMUNE
Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroclaw, POLSKA
Telefon: (+48-71) 337 11 72, (+48-71) 3709930 Fax: (+48-71) 337 21 71
www iitd.pan.wroc.pl

Wroctaw 10.05.2021
Samodzielne Laboratorium Bakteriofagowe

prof. dr hab. Krystyna Dgbrowska

Ocena osiggni¢cia naukowego w postepowaniu w sprawie nadania stopnia
naukowego doktora habilitowanego Pani dr Magdaleny Plotki,
wraz z oceng calego dorobku naukowego, dydaktycznego, organizacyjnego i

wspolpracy migdzynarodowej

Pani Magdalena Plotka ukonczyta studia magisterskie w roku 1999, uzyskujgc stopien
magistra biotechnologii na Migdzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, pod opiekg promotorskg Prof. dr hab.
Janusza Limona. Nastepnie kontynuowata badania w tej samej jednostce naukowej i w roku
2007 uzyskata stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii, pod opieka
promotorskg Prof. dr hab. Jarostawa Marszatka, przygotowujgc i bronigc rozprawe doktorska
pt. ,,Biatkowe sktadniki mitochondrialnego nukleoidu drozdzy Saccharomyces cerevisiae”. Po
uzyskaniu stopnia doktora Pani Magdalena Plotka zrealizowata zagraniczny staz naukowy
w charakterze postdoctoral research assistant w John Radcliffe Hospital w Oxfordzie w latach
2007-2010. Nastepnie, w latach 2010-2011 zdobywata doswiadczenie w Diagnostycznych
Laboratoriach Medycznych Invicta w Gdansku jako asystent w Laboratorium Biologii
Molekularnej i Cytogenetyki. Od roku 2012 do dzi§ pozostaje zwigzana z Katedrg
Mikrobiologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego, gdzie poczatkowo pracowata

jak straszy specjalista, a od 2014 roku na stanowisku adiunkta.
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1. Ocena osiggniecia naukowego przedstawionego w postaci jednotematycznego cyklu
publikacji, pt.: ,,Analiza molekularna bakteriofagowych i bakteryjnych enzymow
litycznych wykazujacych podobienstwo do eukariotycznych bialek rozpoznajacych
peptydoglikan”

Przedstawione do oceny osiggnigcie naukowe stanowi cykl pieciu publikacji naukowych
powigzanych tematycznie. Wszystkie prace maja charakter oryginalny i zostalty opublikowane
w recenzowanych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym: Applied and Environmental
Microbiology, PLoS One, Scientific Reports, Viruses, International Journal of Molecular
Sciences. Laczna warto$¢ wspolczynnika wpltywu (Impact Factor) prac skladajgcych sie
na osiagnigcie wynosi 19,095, a taczna liczba punktow MNiSW wynosi 580 pkt. Tematyka
prac dotyczy enzymow litycznych pochodzacych z wiruséw bakteryjnych aktywnych wobec
bakterii z rodzaju Thermus, a takze biatka LysC pochodzacego z Clostridium intestinale.
Enzymy cechujg si¢ podobienstwem do biatek eukariotycznych rozpoznajgcych peptydoglikan.
Habilitantka w przedstawionym cyklu prac podejmuje sie charakterystyki molekularnej oraz
charakterystyki funkcjonalnej enzymow.

Chronologicznie pierwsza z prac, opublikowana w roku 2014 w piSmie Applied and
Environmental Microbiology, ma swoje zroédlo z interesujacym przedsigwzieciu naukowym,
Jakim byta izolacja i analiza genomow bakteriofagéw termofilnych, pochodzacych z goracych
zrédet na terenie Islandii. Habilitantka podjeta si¢ badania enzymu Ph2119, wyr6zniajacego sie
podobienistwem do eukariotycznych biatek rozpoznajacych peptydoglikan; charakterystyczny
byt robwnoczesny brak podobienstwa Ph2119 do znanych enzyméw litycznych pochodzacych
z mikroorganizméw termofilnych. Habilitantka przeprowadzila indywidualng analize
i wykazata bledne zaklasyfikowanie Ph2119 jako lizozymu (N-acetylomuramidazy), podczas
gdy enzym wykazuje cechy amidazy N-acetylomuramylo-L-alaninowej). Nastepnie
przeprowadzita klonowanie odpowiedniego genu do wektora ekspresyjnego, optymalizacje
produkeji, produkcj¢ i oczyszczanie badanego biatka. W ten sposéb uzyskany zostat enzym
w ilosci umozliwiajgcej jego charakterystyke biochemiczng i funkcjonalng. Pozwolito to na
eksperymentalne wykazanie dziatania litycznego, w tym wobec peptydoglikanu mezofilnych
bakterii Gram-ujemnych, a takze okreslenie optymalnych warunkéw fizykochemicznych oraz

stabilnosci enzymu. W tej czgsci swoich badan Pani Magdalen Plotka wykazata sie
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dociekliwoscia i krytycyzmem, ktére pozwolily na skorygowanie wczesniejszego stanu wiedzy,
a takze wniosta oryginalny wkitad w stabo poznanym obszarze badan nad termostabilnymi
enzymami bakteriolitycznymi.

Druga praca wiaczona do cyklu opublikowana zostata w roku 2015 w pismie PLoS One.
Jest to kontynuacja zainteresowan Habilitantki i skupia si¢ na bardzo podobnym do Ps2119
bialku oznaczonym jako Ts2631. Nowy enzym zostal réwniez wybrany jako reprezentujacy
enzymy lityczne pochodzace z bakteriofagow termofilnych. Razem stanowily w chwili
opublikowania pracy jedynych reprezentantow biatek tego typu, bez istotnych homologii do
innych enzymoéow litycznych. Nowy enzym Ts2631 zostal rowniez wyprodukowany
w bakteryjnym systemie ekspresyjnym po sklonowaniu odpowiedniego genu, a uzyskane
biatko aktywne zostalo zbadane w zakresie specyficznosci i optymalnych warunkéw
fizykochemicznych, co pozwolito na wykazanie jego bardzo wysokiej termostabilnosci.
Ponadto, Habilitantka ustalita wplyw jonow metali na aktywno$é¢ enzymu i wykazata
szczegoOlng rolg cynku w tym zakresie, a takze eksperymentalnie zbadata centrum katalityczne
enzymu. Badanie to opieralo si¢ na mutagenezie miejscowo-specyficznej i pozwolito jej
potwierdzi¢ rol¢ wytypowanych teoretycznie reszt aminokwasowych (H30, Y58, H131 i
C139). Powyzszy zakres prac i uzyskane wyniki wskazujg nie tylko na konsekwencje
habilitantki w analizowaniu wybranego przez nig obszaru badawczego, ale takze udowadniajg
jej bieglos¢ w technikach biologii molekularnej i w praktycznej pracy badawczej nad
aktywnymi enzymami litycznymi.

Uzyskane wyniki zainspirowaty Panig Magdalene Plotke do dalszego badania enzymu
Ts2631, a wyniki tych prac znajdujemy w dwodch publikacjach z 2019 roku. Pierwsza z nich
zostata zaprezentowana w pismie Scientific Reports. Habilitantka skupita si¢ na okresleniu,
ktore reszty aminokwasowe badanego bialka sg odpowiedzialne ze jego wigzanie
z peptydoglikanem. Aby je zidentyfikowaé oparla sie na analizie bioinformatycznej, ktora
wskazata 19 hipotetycznych reszt, a ich rola byla nastepnie weryfikowana poprzez mutageneze
ukierunkowang. Pozwolilo to na wskazanie 6 reszt poza centrum Kkatalitycznym, ktore
decydowaly o aktywnosdci enzymu. Nastgpnie wsrod nich zidentyfikowane zostaty dwie,
ktorych zmiana skutkowata utrata zdolno$ci do wigzania peptydoglikanu gospodarza

bakteryjnego. W potgczeniu z okresleniem struktury przestrzennej praca wnosi oryginalny
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1 unikalny wklad w rozumienie oddzialywan enzymoéw litycznych fagow termofilnych
z peptydoglikanem bakteryjnym na poziomie molekularnym. Habilitantka wykazata sie
samodzielnoscig 1 zdolnoscig do inicjowania oraz prowadzenia i organizowania oryginalnych
badan w mato poznanej dziedzinie.

Druga publikacja z 2019 prezentujaca badania nad enzymem litycznym Ts2631 zostata
opublikowana w pismie Viruses. Habilitantka oparta pomyst tej czesci badan na wiasnej
obserwacji wskazujacej, ze enzym wykazywal aktywno$¢ lityczng nawet wobec bakterii,
ktorych blona zewngtrzna osltaniajgca peptydoglikan nie zostata usunigta. Podjete badania
mialy wiec na celu okredlenie potencjatu Ts2631 jako czynnika bezposrednio niszczacego
bakterie. Doprowadzity do wykazania, ze endolizyna ta jest zdolna do zabijania komorek
niektorych patogennych bakterii szczepow wielolekoopornych (Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumanii). Efekt moga wzmacnia¢ substancje destabilizujgce blone zewnetrzng.
Uzyskane wyniki sg jeszcze dos¢ odlegte od mozliwoscei bezposredniego projektowania terapii
z uzyciem badanego enzymu, ale udato si¢ potwierdzi¢ eksperymentalnie, ze moze on by¢
aktywny takze w temperaturze 37° C. Bardzo warto$ciowg czes$¢ pracy stanowig obserwacije
wskazujgce, ze endolizyna Ts2631 posiada zdolno$¢ do samodzielnej destabilizacji blon
bakteryjnych, mediowang przez N-terminalny fragment biatka. Ze wzgledu na liczne problemy,
Jakie napotykajg proby praktycznego stosowania endolizyn skierowanych przeciwko bakteriom
Gram-ujemnym, wystgpujace wlasnie ze wzglgdu na obecno$¢ blon zewnetrznych, uwazam te
obserwacjg za szczeg6lnie cenng i mogaca mie¢ duze znaczenie praktyczne w przysztoscei.

Ostatnia, pigta praca ocenianego cyklu zostata opublikowana w roku 2020 w pi$mie
International Journal of Molecular Sciences. Stanowi ona rozszerzenie badan o potencjalne
enzymy zidentyfikowane in silico jako podobne do Ph2119 i Ts2631, ale pochodzace nie
z grup ekstremofilnych, ale z rodzaju Clostridium. Habilitantka wybrata prawdopodobny
enzym lityczny LysC z Clostridium intestinale. Wobec trudnosci technicznych w pracy z
Clostridium wigkszo$¢ badan aktywnosci litycznej zostata przeprowadzona z uzyciem komorek
Staphylococcus aureus. Rowniez dla tego enzymu Habilitantka zbadala i opisata centrum
katalityczne. Nastepnie skupita si¢ na N-terminalnej czesci biatka, charakteryzujacej sie
wewngtrznym nieuporzadkowaniem (tzw. region IDR) i poprzez analize bioinformatycza

wytypowata go jako potencjalnie reaktywna, przeciwbakteryjna czes$é bialka. Aktywnos¢ te

] | h B 4 L
. " .19
A A A ¥

o B W

Krajowy Naukowy Osrodek Wiodacy (KNOW) Wroctawskie Centrum Biotechnologii 2014-2018



INSTYTUT IMMUNOLOGII I TERAPII DOSWIADCZALNE]
IM. LUDWIKA HIRSZFELDA
POLSKIE] AKADEMII NAUK

Centrum Doskonatosci : IMMUNE
Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroclaw, POLSKA
Telefon: (+48-71) 337 11 72, (+48-71)3709930 Fax: (+48-71) 337 21 71
www iitd. pan.wroc.pl

zweryfikowala i potwierdzila eksperymentalnie, poprzez badanie syntetycznego peptydu,
odpowiadajgcego 30 pierwszym resztom aminokwasowym biatka LysC. Zatem, wzbogacita
aktualng wiedze o enzymach bakteriolitycznych o eksperymentalne potwierdzenie aktywnosci
nowego enzymu oraz poprzez zidentyfikowanie jego aktywnego fragmentu. Praca ta po raz
kolejny demonstruje konsekwencje Habilitantki w badaniach enzymoéw litycznych, a w tym jej
samodzielno$é, dociekliwosé i umiejetnos¢ przeprowadzenia kompletnych badan, poczawszy
od analiz in silico, poprzez biotechnologiczne metody produkcji i badania biatek, az do analiz
funkcjonalnych i obrazowania.

Opisany cykl prac oceniam bardzo wysoko, przede wszystkim ze wzgledu na wysoka
oryginalnos$¢ tematyki, dobrg jako$¢ naukowsg i1 bardzo dobrg spdjnosé tematyczng. Nie budzi
watpliwosci dominujgcy udzial Habilitantki w publikacjach zaliczanych do jednolitego cyklu
poddanego ocenie, poswiadczony o$wiadczeniami wspotautorow opisujgcych ich indywidualny
wktad we wspolnie opublikowanych pracach, a takze pierwszoautorskg pozycjg Habilitantki we
wszystkich pracach wiaczonych do cyklu. Co wiecej, w trzech pracach Habilitantka
wspotdzieli rolg¢ autora korespondencyjnego z ostatnim lub przedostatnim wspotautorem

publikacji.

2. Ocena aktywnoS$ci naukowej

Po obronie doktoratu habilitantka opublikowata tacznie 12 prac w recenzowanych
czasopismach o zasiggu migdzynarodowym (w tym 5 wiaczono do cyklu jednotematycznego
stanowigcego osiggniecie naukowe poddawane ocenie). Przed uzyskaniem stopnia naukowego
doktora opublikowata dwie takie prace. W wigkszosci tych prac Habilitantka znajduje sie na
wysokiej pozycji autorskiej i przedstawita istotny wklad merytoryczny, jaki wniosta. Réwniez
wspotczynniki wptywu pism, w ktorych prace opublikowano sg dobre. Sumaryczne dane
naukometryczne to: Index Hirscha 7 (Web of Science), suma wspotczynnikow wptywu Impact
Factor 48,545 (w tym 19,095 cykl stanowiacy oceniane osiggniecie naukowe oraz 29,450
pozostate prace), liczba punktéw MNiSW tacznie 1510 (w tym 580 cykl stanowigcy oceniane
osiggnigcie naukowe oraz 930 pozostate prace), stan cytowaé na dzien opracowania to 124

cytowania tgcznie (Web of Science).

,.’

Krajowy Naukowy Osrodek Wiodacy (KNOW) Wroctawskie Centrum Biotechnologii 2014-2018



INSTYTUT IMMUNOLOGII I TERAPII DOSWIADCZALNE]
IM. LUDWIKA HIRSZFELDA
POLSKIE] AKADEMII NAUK

Centrum Doskonatosci : IMMUNE
Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroclaw, POLSKA
Telefon: (+48-71) 337 11 72, (+48-71)37099 30 Fax: (+48-71) 337 2171
www iitd.pan.wroc.pl

Aktywno$¢ Habilitantki w zakresie zdobywania i realizacji projektow grantowych to przede
wszystkim udzial w realizacji grantéw réznego typu. Na pozytywne podkreslenie zastuguje
uczestnictwo w charakterze glownego wykonawecy w dwdéch migdzynarodowych,
wieloosrodkowych projektach badawczych realizowanych w ramach programéw Komisji
Europejskiej: 7. Programu Ramowego oraz programu HORYZONT 2020. W roli kierownika
projektu Habilitantka wystgpita w grancie Narodowego Centrum Nauki MINIATURA 3,
realizujgc swojg gléwng tematyke badawczg obejmujgca analizy struktury i funkcji peptydow
stanowigcych N-terminalne regiony biatek litycznych.

Jest to dorobek w mojej opinii spetniajgcy wymogi, jakie sg stawiane przed naukowcami

ubiegajacymi si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora habilitowanego.

3. Ocena w zakresie dorobku dydaktycznego i popularyzatorskiego

Aktywno$¢ Habilitantki obejmuje tez konferencje naukowe, sympozja i zjazdy, gtdownie o
zasiggu migdzynarodowym, na ktorych przedstawita tgcznie 31 zgtoszen. Wsrdd nich znalazto
si¢ 10 wystgpien ustnych, w tym 9 juz po obronie doktoratu. Habilitantka nalezata tez do
komitetow organizacyjnych i naukowych zagranicznych konferencji naukowych oraz
regularnie wykonuje recenzje dla czasopism naukowych o zasiggu miedzynarodowym, a takze
wykonywata recenzje grantow zlozonych do Research Foundation-Flanders. W mojej opinii
fakty te $wiadczg o jej rozpoznawalno$ci na arenie miedzynarodowe;j.

Pani Magdalena Plotka prowadzi tez dziatalno$¢ popularyzatorskg wsréd miodziezy,
prowadzac wyklady o tematyce biotechnologicznej i goszczgc w laboratorium uczniéw klas

licealnych w ramach praktycznych zaje¢ edukacyjnych.

4. Ocena w zakresie wspolpracy miedzynarodowej
Pani Magdalena Plotka odbyta trzy zagraniczne staze badawcze w bardzo dobrych osrodkach
zagranicznych, w tym 4-tygodniowy staz w wiodgcej grupie badajgcej enzymy pochodzenia
bakteriofagowego w laboratorium Prof. Yves’a Briers’a na Uniwersytecie w Gandawie w
Belgii. Rowniez publikacje wchodzace w skiad przedstawionego do oceny osiagnigcia
naukowego sg rezultatem wspdlpracy z osrodkami naukowymi oraz firmami

biotechnologicznymi w Polsce i za granica.
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< Whiosek koncowy
Osiagnig¢cie naukowe oraz inne dokonania Habilitantki uzyskane po otrzymaniu stopnia
doktora wskazujg na znaczny wklad autorki w rozwoj dyscypliny naukowej. Szczegélnie
wysoko oceniam oryginalno$é i warto$¢ naukowa przedstawionego w formie pigeciu prac
oryginalnych osiggnie¢cia naukowego. Habilitantka wykazala si¢ tez istotng aktywnoscia
naukowg, a jej dorobek naukowy uzasadnia nadanie doktora habilitowanego nauk
biologicznych w zakresie biologii. Zatem, wniosek Habilitantki oceniam pozytywnie i
stwierdzam, ze Pani dr Magdalena Plotka spelnia wymagania okres§lone w art. 219 ust. 1

pkt 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.

Ponadto zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego o wyréznienie osiagnigcia naukowego Habilitantki przewidziang w

regulaminie nagroda.
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