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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Filik zatytutowanej:
»Badanie funkcji biologicznych biatek ogonka bakteriofagéw Yersinia enterocolitica”,
wykonanej pod kierunkiem Pani dr hab. Ewy Brzozowskiej.

Fagoterapia (inaczej terapia fagowa, terapia wykorzystujaca wirusy bakteryjne) jest jedna z
najstarszych opisanych i scharakteryzowanych naukowo metod leczenia zakazen bakteryjnych u
ludzi i zwierzat. Pierwsze wykorzystanie bakteriofagéw w leczeniu zakazen u ludzi datuje sie na
lata 20 XX wieku. Mniej wiecej od tego czasu, fagoterapia rozwijata sie intensywnie i
wielowatkowo, az do momentu odkrycia i powszechnego zastosowania pierwszych antybiotykow.
Dzisiaj, w XXI wieku, mniej wigcej po okoto stu latach od pierwszego zastosowania fagoterapii, z
uwagi na coraz powszechniejsze wystepowanie szczepéw bakterii opornych na wigkszos¢ znanych
antybiotykow, pomyst zastosowania wirusow bakteryjnych jako alternatywy dla antybiotykéw,
zyskuje coraz wieksze uznanie w $wiatowej medycynie i nauce.

Wysoka skutecznos¢ fagoterapii, a zarazem jej podstawowa zaleta, dotyczy specyficznosci
wirusow bakteryjnych wzgledem infekowanych szczepéw bakterii. Najczesciej bakteriofagi sa w
stanie zainfekowac (i zabic) tylko bakterie jednego gatunku albo tylko niektére szczepy bakterii
w obrebie gatunku, nie infekujac innych (nawet relatywnie blisko spokrewnionych), czesto réwniez
pozytecznych szczepow bakterii przebywajacych w tym samym $rodowisku.

Wysoka specyficznos¢ bakteriofagéw wynika ze swoistych interakcji biatek fagowych i biatek
wystepujacych na powierzchni komorek bakterii, ktore stanowia receptory rozpoznawane przez
bakteriofaga. Molekularne interakcje biatek bakteryjnych i wirusowych oraz ich dopasowanie
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determinuja mozliwos¢ zajécia infekcji i jej przebieg, a w szerszej perspektywie takze sukces
adaptacyjny i ewolucyjny bakteriofaga w srodowisku.

Pomimo wzrastajacego zainteresowania badaniami molekularnymi dotyczacymi interakcji
bakteriofagéw i bakterii, nasza wiedza o specyficznej interakcji struktur biatkowych obu
partneréw bioracych udziat w takiej interakcji (wirus-bakteria) jest czesto niewystarczajaca.

Na przyktad, nie wszystkie funkcje biatek budujacych kapsyd, poza funkcja strukturalng
zostaty szczegotowo scharakteryzowane, a wiedza taka bytaby przydatna np. do opracowania
nowych metod detekcji i eliminacji patogendw bakteryjnych.

Przedstawiona mi do recenzji Rozprawa Doktorska Pani mgr Karoliny Filik zostata wykonana
pod kierunkiem Pani dr hab. Ewy Brzozowskiej, w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej, Zaktadzie
Immunologii Choréb Zakaznych, Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu. Rozprawa doktorska podejmuje temat
charakterystyki strukturalnej oraz analizy funkcji biologicznych biatek ogonka bakteriofagdw
infekujacych bakterie Yersinia enterocolitica pod katem ich wtasciwosci enzymatycznych,
adhezyjnych oraz mozliwosci aplikacyjnego wykorzystania tych biatek w detekcji i zwalczaniu Y.
enterocolitica. Modelem badawczym wybranym przez Doktorantke do analizy roli biatek
ogonkowych byty dwa bakteriofagi nalezace do rodziny Podoviridae: bakteriofag ¢80-18 i
bakteriofag ¢Ye03-12.

Pomimo faktu, Ze zaréwno bakterie Y. enterocolitica jak i bakteriofagi specyficzne dla tych
bakterii byty zarowno w przesztosci jak i s obecnie przedmiotem licznych badan, ciagle niewiele
jest wiadomo o innych funkcjach biatek ogonka bakteriofagdw Y. enterocolitica, poza ich funkcja
podstawowq - to znaczy wspomagajaca inicjacje infekcji (efektywne rozpoznanie gospodarza,
kontakt wirus-gospodarz, przytaczenie wirusa do powierzchni bakteryjnego gospodarza). Co
wigcej, prace doswiadczalne poswiecone charakterystyce funkcjonalnej i aplikacyjnym
zastosowaniu biatek ogonka bakteriofagow, infekujacych bakterie Y. enterocolitica w detekciji i
zwalczaniu patogena, nie s tak liczne, jak te, dotyczace innych patogendw ludzi i zwierzat (np.
Pseudomonas aeruginosa i Listeria monocytogenes). Z tego wzgledu uwazam temat pracy
doktorskiej podjety przez Doktorantke nie tylko za bardzo interesujacy naukowo, ale takze
stwarzajacy mozliwosci rozwoju nowych aplikacyjnych (praktycznych) metod detekcji i zwalczania
tego waznego patogena ludzi i zwierzat.

Rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Filik zostata przygotowana zasadniczo w jezyku
angielskim i czesciowo réwniez w jezyku polskim (Streszczenie, CV naukowe) i ma uktad typowy
dla rozpraw doktorskich przygotowanych w postaci tzw. kompilacji (zbioru, cyklu) artykutow
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naukowych. Rozprawa stanowi zestawienie czterech oryginalnych, spéjnych tematycznie,
eksperymentalnych artykutow opublikowanych w latach 2020 - 2022 w czasopismach naukowych z
listy Journal Citation Report (JCR): Scientific Reports, Frontiers in Microbiology, Molecules i AMB
Express. Ponadto, w sktad Rozprawy wchodza: krdtkie Streszczenie w jezyku polskim oraz krotkie
Streszczenie w jezyku angielskim (Abstract), oba zawierajace opis zatozen i celéw pracy oraz
oméwienie i podsumowanie kazdego z artykutbw naukowych rozprawy doktorskiej i
najwazniejszych otrzymanych wynikow (najwazniejsze osiagniecia pracy doktorskiej). Do
Rozprawy dotaczone zostato takze CV naukowe Doktorantki w jezyku polskim z wykazem
publikacji, projektow i konferencji naukowych, w ktorych brata udziat.

Wszystkie zaprezentowane artykuty naukowe, wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej, sa
pracami wieloautorskimi, co jest typowe dla opracowan z zakresu nauk biologicznych i
pokrewnych. Publikacje te posiadaja od pieciu do jedenastu autoréw, a dwie z nich (publikacja w
Frontiers in Microbiology i publikacja w AMB Express) powstaty jako rezultat wspotpracy
miedzynarodowej polskiego zespotu naukowego w ktérym pracowata Doktorantka. Sumaryczny
wspotczynnik oddziatywania (Impact Factor; IF) tych prac wynosi 17,728, a liczba punktdw
MEiN/MNiSW réowna sie 410.

Waznym elementem dysertacji sa o$wiadczenia wspotautoréw, dotaczone do kazdego z
artykutow, ktore jednoznacznie wskazuja na wazna role mgr Karoliny Filik w planowaniu
eksperymentow, przeprowadzeniu doswiadczen, opracowywaniu wynikéw, przygotowaniu rycin i
tabel oraz planowaniu i redagowaniu publikacji naukowych, wchodzacych w sktad przedstawionej
do oceny rozprawy doktorskiej. Wktad Doktorantki w powstanie czterech artykutéow naukowych
zostat oszacowany (zaleznie od publikacji) na poziomie od 30 do 66%. W jednej z czterech prac
Doktorantka jest zaréwno autorem pierwszym jak i autorem do korespondencji (corresponding
author) (publikacja w Frontiers in Microbiology), w nastepnej pierwszym autorem (publikacja w
AMB Express), a w kolejnych, odpowiednio drugim (publikacja w Molecules) i trzecim (publikacja
w Scientific Reports). W swietle przedstawionych danych i o$wiadczen wspdtautorow, zestawienie
wyzej wspomnianych prac eksperymentalnych w taki sposob, aby tworzyty spéjna tematycznie
rozprawe doktorska, nie budzi moich watpliwosci.

Cztery artykuty naukowe stanowiace rozprawe doktorska Pani mgr Karoliny Filik, przed
opublikowaniem ich w periodykach naukowych, podlegaty wnikliwym i rygorystycznym recenzjom
(peer-review) specjalistow w zakresie tematyki badan, jak réwniez edycji przez edytoréw
naukowych czasopism i uzyskaty ich pozytywne opinie i rekomendacje do publikacji. Nie jest zatem
zasadne i konieczne w mojej opinii, omawianie w/w artykutow naukowych pod katem uzytej

Miedzyuczelniany tel. +48 58 523 63 20 ul. Abrahama 58
Wydziat Bioteéhnologii e-mail: dziekanat@biotech.ug.edu.pl  80-307 Gdarsk
Uniwersytetu Gdanskiego biotech du.ol
i Gdanskiego Uniwersytetu s e
Medycznego

Strona 3



L= N g 2
: GDANSKI
Uniwersytet \
5 Gdar’\skig ? UNIWERSYTET
G ¥ MEDYCZNY

metodologii i prezentacji wynikow badan oraz ich strony edytorskiej. W mojej recenzji skupie sie
natomiast na merytorycznych aspektach tych prac.

Pierwsza praca (Pyra et al., 2020, Scientific Reports) dotyczyta analizy funkcji
enzymatycznej biatka TTPAgp11 (Tail Tubular Protein A) bakteriofaga ¢Ye03-12. Biatka ogonkowe
bakteriofagow homologiczne do biatka TTPAgp11 (np. biatko gp31 z bakteriofaga infekujacego
bakterie Klebsiella pneumoniae KP32) posiadaja aktywnos¢ enzymatyczna a-1,4-glukozydazy, a co
za tym idzie s dwufunkcyjne (funkcja strukturalna i enzymatyczna). Aby zweryfikowac hipoteze
o dwufunkcyjnoséci biatka TTPAgp11, Autorzy wykonali szereg zmudnych analiz: sklonowali gen
kodujacy biatko TTPAgp11, wyprodukowali biatko w bakteriach Escherichia coli, oczyscili je oraz
zanalizowali jego funkcje z wykorzystaniem metody kolorymetrycznej i chromatografii gazowej.
Autorzy pracy jednoznacznie wykazali, ze biatko ogonkowe TTPAgp11 posiada aktywnosc
enzymatyczng a-1,4-glukozydazy.

Jak sama Doktorantka pisze w Streszczeniu pracy doktorskiej, biatka ogonkowe sa niezwykle
réznorodne, co wynika z mechanizméw adaptacyjnych bakteriofagéw, a szerzej, takze koewolucji
wirusow i bakterii. Taka wysoka réznorodnos¢ utrudnia przewidywanie ich funkcji tylko i wytacznie
na podstawie homologii sekwencji nukleotydowej, ktora czesto nie jest konserwowana (albo
konserwowana w niewystarczajacym stopniu). Nasuwa sie tutaj nastepujace pytanie:

e Czy mozliwe bytoby przewidywanie funkcji enzymatycznej i potencjalnych
substratow tych biatek na podstawie ich homologii strukturalnej (przestrzennej)?
Jak takie analizy mozna bytoby przeprowadzi¢?

Druga praca (Filik et al., 2020, Frontiers in Microbiology) dotyczyta charakterystyki
bakteriofaga ¢$80-18 nalezacego do rodziny Podoviridae i infekujacego bakterie Y. enterocolitica
serotyp 0O:8, szczep 8081. Praca ta jest efektem wspotpracy grup badawczych z Polski i Finlandii.
Autorzy scharakteryzowali faga ¢80-18 pod katem szeregu parametréw istotnych w jego interakcji
z bakteriami Y. enterocolitica in situ (w czasie infekcji), to jest okreslili zakres gospodarza,
zsekwencjonowali i zanalizowali jego genom, wykonali badania proteomiczne biatek
strukturalnych budujacych kapsyd faga ¢80-18, okreslili stabilno$¢ kapsydow w zakresie
temperatury i pH Srodowiska, wykonali eksperymenty typu ,one-step growth” oraz okrelili
przynaleznos¢ filogenetyczng tego bakteriofaga. Co warto nadmieni¢, pomimo faktu, ze
bakteriofag $80-18 zostat po raz pierwszy opisany do$¢ dawno temu, bo w latach 90 XX wieku,
praca ta jest pierwsza tak doktadng charakterystyka tego wirusa. Praca ta nie zawiera
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eksperymentow typu ,challenge”, ktére pokazywatyby mozliwoéci kontroli bakterii Y.
enterocolitica poprzez aplikacje bakteriofaga ¢$80-18. Jak rozumiem, takie eksperymenty nie byty
zatozonym celem tej pracy i dlatego nie zostaty zaplanowane w trakcie prac laboratoryjnych.
Nasuwa sie zatem w tym miejscu nastepujace pytanie:

e Czy Doktorantka mogtaby zaplanowac teoretycznie i przedstawi¢ pokrétce
eksperyment (albo eksperymenty), gdzie mogtaby jednoznacznie wykazaé efekt
ochronny zastosowania bakteriofaga ¢80-18 przeciwko bakteriom Y.
enterocolitica np. na modelu mysim?

Trzecia publikacja (Pyra et al., 2020, Molecules) dotyczyta analiz dwdch biatek
bakteriofagowych TTPAgp12 i TFPgp17 bakteriofaga ¢YeO3-12. Do tej pory oba te biatka byty
uznawane za biatka strukturalne. Autorzy pracy potwierdzili eksperymentalnie, Ze oba biatka
posiadaja rowniez wtasciwosci enzymatyczne, w tym hamuja wzrost bakterii, a takze hamuja
powstawanie biofilmu tworzonego przez Y. enterocolitica. Jak sami Autorzy zaznaczaja w pracy,
molekularny mechanizm aktywnosci przeciwbakteryjnej biatek TTPAgp12 i TFPgp17 bakteriofaga
¢Ye03-12 nie zostat (jeszcze) poznany, dlatego nasuwaja sie tutaj nastepujace pytania:

e Jakie eksperymenty nalezatoby =zaplanowa¢ aby z jak najwiekszym
przyblizeniem/prawdopodobienstwem okresli¢ mechanizm aktywnosci
przeciwbakteryjnej tych obu biatek?

e Czy na podstawie swoich wynikow badan oraz innych, dostepnych danych
literaturowych, Doktorantka mogtaby zaproponowac teoretycznie mechanizm
molekularny w wyniku ktérego biatka TTPAgp12 i TFPgp17 (albo biatka
homologiczne) hamuja wzrost bakterii i przeciwdziataja formowaniu sie biofilmu?

Ostatnia (czwarta) publikacja (Filik et al., 2022, AMB Express) dotyczyta charakterystyki
biatka TFPgp17 z bakteriofaga ¢Ye03-12 i jego wykorzystania do celowanej, szybkiej i specyficznej
detekcji bakterii Y. enterocolitica serotypu O:3. Serotyp O:3 jest rozpowszechniony miedzy innymi
w Europie (w tym w Polsce), gdzie jest odpowiedzialny za przypadki jersiniozy u ludzi najczesciej
po spozyciu zakazonego migsa wieprzowego. Autorzy pracy zaproponowali uzycie
zmodyfikowanego biatka TFPgp17 w systemie typu ELISA, gdzie biatko to po specyficznym
przytaczeniu sie do komoérek bakterii mogto by¢ wykrywane przez odpowiednie przeciwciata. Tak
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zaproponowany i zaprojektowany biosensor bytby w stanie specyficznie wykrywac bakterie Y.
enterocolitica serotyp O:3 w $rodowisku. Autorzy okreslili specyficznosc i wrazliwos¢ opracowanej
metody. Zaproponowany test wykrywat specyficznie bakterie o serotypie 0:3 na poziomie okoto
10° komorek w srodowisku. Wynik taki stwarza szanse, w mojej opinii, na komercjalizacje tego
rozwiazania w przysztosci. Co wiecej, wyniki otrzymane przez Autorow sugeruja, ze wykorzystanie
biatek bakteriofagowych do detekcji roznych patogendw bakteryjnych (w tym Y. enterocolitica),
moze staC sie rzeczywista alternatywa dla testow wykorzystywanych obecnie w diagnostyce
patogendw bakteryjnych. Nasuwaja mi sie tutaj nastepujace pytania:

e Czy zaproponowana metoda detekcji wykrywataby takze martwe komorki Y.
enterocolitica? Jezeli Autorzy pracy tego nie sprawdzali, to jak taki eksperyment
mogtby zosta¢ zaplanowany i przeprowadzony?

e Jak szybko bakterie Y. enterocolitica serotyp 0:3 zyskuja oporno$¢ na
bakteriofaga ¢Ye03-12?

e Czy spontanicznie fagooporne szczepy Y. enterocolitica posiadaja obnizong

wirulencje, czy tez moze istnieja udokumentowane przypadki, gdzie wirulencja

~ takich wariantow fagoopornych szczepow jest podwyzszona? Jak mozna bytoby

wyttumaczyé zmiany w poziomie wirulencji fagoopornych wariantéw bakterii Y.
enterocolitica?

Wszystkie cztery oryginalne prace eksperymentalne, przedstawione jako kolejne rozdziaty
pracy doktorskiej Pani mgr Karoliny Filik i przyblizone przeze mnie pokrotce powyzej w mojej
recenzji, reprezentuja wysoki poziom naukowy. Prace te posiadaja rowniez walory aplikacyjne.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Filik stanowi oryginalny i
wazny wktad Doktorantki w tematyke badania molekularnych podstaw interakcji wirusow
bakteryjnych i ich gospodarzy, szczegétowo bakteriofagdw infekujacych bakterie z gatunku Y.
enterocolitica.

Praca doktorska zostata prawidtowo, rzetelnie i merytorycznie zaplanowana, przedstawia
spojny i interesujacy ciag myslowy, a co najwazniejsze, prowadzi do istotnych odkry¢ naukowych.
Co nalezy podkreslic, wyniki badan zostaty opublikowane w uznanych czasopismach naukowych o
dobrych i bardzo dobrych parametrach bibliograficznych, to znaczy o wysokim wspotczynniku
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odziatywania (Impact Factor IF: od 3.298 do 5.640) oraz o wysokiej lokacie punktowej na liscie
MEiN/MNiSW (od 70 do 140 punktow). Pomimo opublikowania tych prac stosunkowo niedawno
(2020-2022), artykuty te byty juz kilkakrotnie cytowane - co rowniez pokazuje ich wysoka wartos¢
naukowa.

Pani mgr Karolina Filik postuzyta sie w swojej pracy szerokim warsztatem metodycznym,
miedzy innymi z zakresu mikrobiologii, biologii molekularnej, technik badania i obrazowania
biatek, chromatografii i statystyki. Jakos¢ przeprowadzonych badan i analiz pozwala mi stwierdzi¢,
ze Doktoranta cechuje sie biegtoscia w stosowaniu tego warsztatu.

Podobnie jak kazda inna dobra praca naukowa, takze ta, pozwala na wyznaczenie nowych
celow badawczych i analize nowych probleméw naukowych.

Uwazam, Ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymogi Ustawy z dnia 20 lipca
2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668) i dlatego tez wnosze do
Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda we Wroctawiu o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Filik do dalszych etapéw obrony
rozprawy doktorskiej.

Jednoczesnie, biorac pod uwage wartos¢ poznawcza i aplikacyjna przeprowadzonych badan
oraz opublikowanie wynikéw pracy w uznanych periodykach naukowych, wnosze do Wysokiej
Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda we
Wroctawiu o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Filik stosowna nagroda.

Z wyrazami szacunku, ] A
oA CAV
dr hab. Robert Czajkowskiy prof. UG
Gdansk, 02.05.2022 r.
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