UNIWERSYTET
WARSZAWSKI

Wydziat Biologii
INSTYTUT MIKROBIOLOGI!I

i aktad Mikrobiologii i Biotechnologii Srodowiskowej
Dr hab. Monika Radlinska
ym.radlinska@uw.edu.pl

Warszawa, 28.02.2023

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Katarzyny Gembary pt. ,Profilowanie serologiczne
populacji ludzkiej i identyfikacja epitopéw antygenéw bakteriofagowych najczesciej
rozpoznawanych przez przeciwciala wybranych klas" (ang. Serological profiling of human
population and identification of epitopes in bacteriophage antigens most frequently recognized by
specific antibodies of selected classes).

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani magister Katarzyny Gembary zostala
wykonana w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. L. Hirszfeldla PAN pod
kierunkiem naukowym prof. dr hab. Krystyny Dgbrowskiej i prof. dr hab. Wojciecha Witkiewicza.

Narastajgca antybiotykoopornos¢ patogennych bakterii narzuca konieczno$¢ poszukiwanie
nowych rozwigzan stanowiacych alternatywe dla antybiotykow. Wsrdd nich najezesciej rozwazana
jest terapia z uzyciem bakteriofagow. W wielu osrodkach na $wiecie prowadzone sg badania i testy z
uzyciem fagow w profilaktyce i leczeniu zakazen bakteryjnych. Pierwszym osrodkiem fagoterapii w
Unii Europejskiej i w zasadzie jedynym w Polsce, w ktorym prowadzone jest leczenie bakteriofagami
u chorych zakazonych antybiotykoopornymi bakteriami, jest Instytut Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda PAN (II'TD PAN), chociaz leczenie to weigz traktowane jest jako
eksperymentalne. IITD PAN dysponuje metodami izolacji bakteriofagow oraz wytwarzania
preparatow fagowych, stale prowadzi badania nad skutecznoscig fagoterapii i wplywem jaki ma ona
na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego pacjentow leczonych fagoterapia.

Czlowiek ma nieustanny kontakt z bakteriofagami, gdyz sg one wszechobecne w $rodowisku
oraz stanowig wazne sktadniki naturalnego mikrobiomu ludzi i innych zwierzat. Zarowno natywne,
srodowiskowe, jak i te bakteriofagi wprowadzane ludziom w celach terapeutycznych, wchodzg w
interakcje z ukladem odpornosciowym i sa zdolne do wywolywania specyficznej produkcji
przeciwcial. Moze to rzutowa¢ na funkcjonowanie faga, rozwija¢ aktywnosci neutralizujgcg surowicy
ludzkiej krwi, a to z kolei moze mie¢ wptyw na efektywnos$¢ zastosowanej fagoterapii. Zrozumienie
naturalnych interakcji bakteriofagow z uktadem immunologicznym jest wiec jedng z drog, ktdra moze

nas zblizy¢ do ustalenia kluczowych warunkow szerokiego zastosowania terapii fagami tj. jej
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skutecznodci i bezpieczenstwa. Rozprawa doktorska mgr Gembary scisle wpisuje si¢ t¢ istotng, z
punktu widzenia poznawczego i aplikacyjnego, tematyke.

Mgr Katarzyna Gembara stosuje w swoich badaniach jako narzgdzie, wersje techniki VirScan,
ktora umozliwita w przesziosci detekcje, z wysoka rozdzielczoscig, przeciwcial przeciwwirusowych
(przeciwko wielu typom wiruséw), w oparciu o ich wystgpowanie w probce surowicy krwi,
wykorzystujac analize oddzialywan epitop (pochodzenia wirusowego)-przeciwceiato i wlaczajac w to
sekwencjonowanie najnowszej generacji. Ten zmodyfikowany protokdét (nazwany PhageScan),
wspomnianej wyzej metody, stanowi nowatorskie rozwigzanie, i zostal uzyty do identyfikacji
epitopoéw, znajdujgcych sie w kapsydach réznych wirusow bakteryjnych przez specyficzne
przeciwciala skierowane przeciwko nim, znajdujace si¢ w surowicy krwi ludzi zdrowych. Dzigki
temu staje sic mozliwe wskazanie, ktére elementy kapsydow bakteriofagowych najezescie] i
najsilniej oddziatujg z ludzkim ukiadem immunologicznym. Badania przeprowadzone przez mgr
Gembare sa pierwsza probg profilowania swoistosci ludzkich przeciwciat przeciwwirusowych

skierowanych na te, ktore infekujg bakterie (czyli bakteriofagi).

OCENA PRACY
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku polskim. Ma ukfad typowy
dla prac naukowych o charakterze dogwiadczalnym w naukach biologicznych i pod wzgledem swojej
konstrukcji jest poprawna.

Rozprawa doktorska liczy 150 stron i zawiera 18 rycin (z czego 8 w czesci Wstep) oraz 9 tabel
(z czego 5 w czesci Wstep). Sktada si¢ na nig 11 rozdziatlow, w tym Wstep, Cel pracy, Materiaty,
Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenie (w j. polskim i angielskim), Bibliografia oraz
Zalacznik (wigkszoé¢ materialéw wehodzgcych w sktad Zalacznika umieszezono na plycie CD).
Tekst pracy poprzedzony jest Spisem tresci, Spisem rycin, Spisem tabel, Wykazem zastosowanych
skrotow, Spisem zalacznikow oraz Informacja o tym, ze materiaty zawarte w dysertacji (i) zostaly
czesciowo opublikowane w pracy przegladowej, w ktérej mgr Katarzyna Gembara jest wspotautorem
(Phage-specific antibodies. Gembara K, Dgbrowska K. Curr Opin Biotechnol. 2021;68:186-192); (ii)
byly przedstawione jako doniesienie w formie plakatu na konferencji naukowej International
Scientific Conference: Viruses of Microbes (2022); (iii) byly realizowane w ramach dwoch
projektéw: NCBiR (2014-2020), OPUS18 NCN (od 2019). Bibliografia obejmuje ponad 140 pozycji
literaturowych, przy czym co najmniej 5 z nich zostata, zapewne omytkowo, dwukrotnie wymieniona
w spisie.
Tytul pracy ,Profilowanie serologiczne populacji ludzkiej i identyfikacja epitopow antygenow
bakteriofagowych najczesciej rozpoznawanych przez przeciwciala wybranych klas” odpowiada tresei
pracy, a tg wybrang do analiz klasa sa przeciwciata IgG.
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Wstep pracy liczy 27 stron, sklada si¢ z 5 podrozdziatow, w ktorych przedstawiono kolejno
zagadnienia takie jak: (i) zalozenia techniki phage display i systemy, ktore t¢ metodologic stosuja;
(i) narzedzie VirScan stosowane do profilowania serologicznego; (iii) bakteriofagi jako naturalne
sktadniki mikrobiomu ludzkiego oraz ich interakcje z uktadem odpornosciowym; (iv) typy
przeciwcial indukowanych przez fagi; (v) hipotezy i przypuszczenia zwigzane z produkcija
przeciwcial, jako skutku zastosowanej fagoterapii.
Ulozenie poszczegdlnych zagadnien jest klasyczne ,,0d ogdtu do szczegdtu™ i jest w tym wypadku
jak najbardziej poprawne, gdyz stopniowo wprowadza czytelnika w omawiang tematyke.
Podsumowujac, Wstep w sposob wyczerpujacy prezentuje tematyke badawcza bedaca przedmiotem
dysertacji.

Mam sporo uwag do btedéw jezykowych i merytorycznych we Wstepie, cze$¢ zamiescitam na
koncu recenzji, tu pozostawitam cztery uwagi i prosze¢ Doktorantke o ustosunkowanie sie do nich:
1. Jak nalezy rozumie¢ ,,duza odporno$é bakteriofagéw” dzigki ktérej mozna przechowywaé
biblioteki bakteriofagowe przez diugi czas. (s.19)
2. Jaka cecha (i dlaczego) zdecydowala o uznaniu szesciu biatek faga T7 jako ,,gtéwnych biatek”
(,.fag koduje ok. 50 biatek, w tym szes$¢ bialek gléwnych”, s.21)
3. Jak nalezy rozumie¢ zdanie ,,Prezentacja duzej liczby biatek fuzyjnych (tj. 415 kopii) na calej
powierzchni kapsydu koreluje z duza wydajnoscia klonowania i pakowania, co przektada si¢ na duza
wydajnos¢ biblioteki T7 phage display.” (s.21)
4. Na s. 34 opisano zmiany w fageomie u 0s6b z cukrzyca w oparciu o dane literaturowe. Cytuje:

,.Badania wykonane zostaly w oparciu o sekwencjonowanie 16S rRNA w celu identyfikaciji

bakteriofagéw po izolacji VLP (czastek wirusopodobnych) z prébek katu.” Analizy sekwencji

gendw kodujgcych 16S rRNA wykonuje sie w celu analizy rdéznorodnosci bakterii w danej niszy
ekologicznej, nigdy bakteriofagdéw (!). Bakteriofagi nie zawierajg w swoich genomach genow
kodujgcych rybosomalne RNA. A zatem jaki test do identyfikacji sktadu fageomu zostat uzyty w

cytowanej pracy Chen i in., 20217

Cel pracy. Jako gléwny cel dysertacji mgr Gembara wskazata ,identyfikacje oligopeptydéw
pochodzenia bakteriofagowego najczesciej rozpoznawanych przez przeciwciata IgG na poziomie
populacji, z uzyciem prob pochodzacych od zdrowych daweow reprezentujacych populacje polska
oraz USA, samodzielnie wykonanej biblioteki phage display, immunoprecypitacji oraz identyfikacji
sekwencji kodujacej epitopy metodg NGS”. Uznaje ten cel za jasno okreslony oraz spdjny z tytutem
pracy oraz trescig dysertacji.
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Jestem natomiast zaskoczona kolejnym zdaniem umieszczonym w rozdziale Cel pracy (s.47),
w ktorym mgr Gembara podala jej oczekiwany rezultat. Chociaz faktycznie Doktorantka napisata
,rezultaty projektu”, zapewne chodzilo o rezultat realizacji dysertacji. Tym oczekiwanym rezultatem
bylo (tu cytat) ,utworzenie pierwszej bazy zidentyfikowanych epitopéw bakteriofagowych
(immunogennych grup fagowych i immunogennych biatek fagowych) w kontekscie catych puli
fagowych (fageomoéw) wystepujgcych w organizmach ludzkich.” Niewykluczone, ze jest to
faktycznie oczekiwany rezultat projektu NCN OPUS18 pt. ,PhageScan: identyfikacja epitopéw
bakteriofagowych majacych istotne znaczenie dla zdrowia cztowieka”, w ramach ktorego (jak
wspomniano wyzej), prowadzone byly badania mgr Gembary, i ze w przyszlosci ten rezultat
faktycznie uda sie zrealizowa¢, ale, w mojej opinii, takiego rezultatu w dysertacji nie otrzymano.

Jednakze, konsekwentnie mgr Gembara podaje podobng informacja w Streszczeniu (s. 119).
Tu wrecz stwierdzita, ze ,.efektem realizowanego projektu jest pierwsza baza zidentyfikowanych
epitopow bakteriofagowych (immunogennych grup fagowych i immunogennych biatek fagowych) w
kontekscie calych puli fagowych (fageoméw) wystepujacych w organizmach ludzkich.” W mojej
opinii jest to za daleko idgcy wniosek w ocenie osiagnigtych wlasnych rezultatow. Zrédtem danych,
ktore postuzyly do otrzymania biblioteki oligonukleotydow byly sekwencje bakteriofagow
znajdujace sie w bazie danych NCBI (z cala pewnoscia baza ta NIE zawiera pelnych danych o calej
puli fagéw obecnych w ciele czlowieka). Sekwencje oligonukleotydow, ktore okazaly si¢ by¢
rozpoznawane przez surowice ludzkie w przeprowadzonych testach, pordwnywano z bazg biatek
zgromadzong w NCBI (ktéra jak wspomniano wyzej z caty pewnoscig NIE zawiera pelnych danych
o calej puli fagéw obecnych w ciele cztowieka). Czy i w jakim stopniu baza NCBI, wykorzystana
jako punkt odniesienia w tej analizie, zawierata informacje o sktadnikach fageom w ciele cztowieka,
nie zostato w zadnym miejscu dysertacji podane, ani przedyskutowane. Zaden z oligonukleotydow
nie byl czescig biatka faga zidentyfikowanego w mikrobiomie ani nie byty nimi fagi, ktorych biatka
wykazaty podobienstwo do tych wyzej przywotanych (w kazdym razie nie wspomniano o tym). Cheg
tez podkresli¢, ze bardzo mi tego aspektu (tj. przedyskutowania uzyskanych rezultatow w kontekscie
catych puli fagowych wystepujacych w organizmach ludzkich) brakowato. A zatem, jesli, zdaniem
Autorki, byt to jeden z faktycznych celow tej dysertacji czy oczekiwanych rezultatow, brak takiej
analizy i dyskusji wynikéw, uwazam za powazne niedociggnigcie.

Cel pracy, chociaz jak napisatam wyzej jest klarownie i poprawnie okreslony, zostal
poprzedzony potstronicowym wprowadzeniem, ktore, w mojej opinii, jest zupelnie w tym miejscu
zbedne. Cel powinien by¢ krétko sformulowany, a wszelkie wyjasnienia, np. przyczyny podjecia sig
danego problemu badawczego, powinny znalez¢ sie¢ we Wstepie.

Materialy. Rozdzial ten zawiera bardzo szczegélowy spis wykorzystywanych odczynnikow,
sprzetéw (aparatury), buforow oraz liste starterow do reakcji PCR.
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Metody. W tym rozdziale mgr Gembara bardzo szczegdélowo opisata procedury uzyte w badaniach.
Chociaz w opisach znalazly si¢ tak dokladne dane jak liczba pipetowan mieszaniny reakcyjnej, czy
pojemnos¢ uzytej probowki etc., zabraklto w kilku miejscach kluczowych danych np. jakie byto
stezenie molowe wektora T7 w reakeji ligacji z oligonukleotydami tworzgcymi biblioteke (s.64).
Podana objetos¢ (pl) nic nie méwi o proporcjach tego DNA, w stosunku do ilosci insertow (tu
prawidtowo podano st¢zenie w pmol). A zatem, w jakiej proporcji wektor:insert przygotowano te
reakcje? Gdyby proporcje nie byly wiasciwe, nie moglaby powstaé biblioteka zawierajgca kazdy
zrekombinowany oligonukleotyd.

Nie znalaztam tez informacji w jaki sposob otrzymano DNA fagowy, czy z biblioteki
wyjsciowej czy z puli fagéw wyselekcjonowanych w wyniku immunoprecypitacji. Podrozdziat 4.13
opisuje sam proces immunoprecypitacji, a 4.14 reakcje PCR, gdzie DNA fagowy jest uzywany jako
matryca. Takiego opisu nie zawiera tez podrozdziat 4.16, chociaz w podrozdziale Wynikow 5.6
mozna znalez¢ zdanie ,Izolacje DNA z immunoprecypitowanej czgsci biblioteki (..) wykonano
zgodnie z procedurg 4.16”. Podrozdzial 4.16 opisuje tylko sam etap oczyszczania DNA po dodaniu
barkodow aby przygotowac go do sekwencjonowania NGS”. A zatem, jak otrzymano matrycowy
fagowy DNA, ktory pdzniej uzyto do PCR (innymi stowy — jak zostaty otwarte kapsydy)?

Niezwykle zaciekawita mnie obecno$é¢ EDTA w reakcjach PCR (np. s 71 czy 72), zazwyczaj
obecnos$¢ EDTA jest traktowana jako zanieczyszczenie. Dodanie EDTA zaleca producent kitu do
PCR, wigc nie watpig, ze ten krok jest prawidtowy ale ciekawi mnie po prostu przyczyna dodawania

EDTA w tych protokotach.

Wyniki i Dyskusja. Rozdziat Wyniki liczy 28 stron, ale jego znaczgcg czes¢ tworzg tabele numer 3,
5-7 umieszczone (ze wzgledu na obszernos¢) w Zalgczniku. Rozdziat Dyskusja ma 9 stron,
dodatkowo Autorka umiescita oddzielnie Wnioski koncowe.

W oparciu o analizg bioinformatyczng bakteriofagowych biatek strukturalnych zaprojektowano
56-aminokwasowe oligopeptydy, ktére =zostaly nastgpnie zaprezentowane na powierzchni
eksperymentalnej platformy jakimi byly kapsydy zrekombinowanych bakteriofagow T7, dzieki
zastosowaniu techniki phage display. Oczywiscie uprzednio mgr Gembara uzyskata dzieki
klonowaniu zrekombinowane wektory fagowe, wprowadzita je do kapsydow, namnozyla
zrekombinowane bakteriofagi, a nastepnie zagescita je do wysokiego miana. Uzyskang biblioteke
bakteriofagow prezentujacych testowane epitopy, Doktorantka uzyta nastepnie do analizy 200
surowic ludzi zdrowych (po 100 z populacji polskiej i USA). Dzigki zastosowaniu
immunoprecypitacji wyodrebnita te zrekombinowane czastki fagowe, ktére polgczyly sie z
reagujgcymi z nimi przeciwciatami IgG znajdujacymi si¢ w surowicy. Sekwencje nukleotydowe

kodujace reaktywne epitopy poznano dzieki sekwencjonowaniu NGS. Warto podkresli¢, ze tylko
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jedno z pieciu sekwencjonowan NGS zostalo wykonane przez serwis zewngtrzny, pozostate
wykonata Doktorantka. Na podstawie analiz statystycznych (poréwnanie sekwencjonowania
immunoprecypitowanych bibliotek z wyjsciowa) wskazano 245 oligopeptydy reaktywne, z ktorych
67 dokladniej scharakteryzowano. Charakterystyka, oprocz podstawowych opisdéw (nazwa
natywnego biatka, z ktérego pochodzi oligopeptyd, nazwa faga kodujacego to biatko, miejsce jego
izolacji etc.), zawierala analizy poréwnawcze np. okreslono ktore fagowe bialka strukturalne
najczesciej zawieraly zidentyfikowane epitopy reaktywne. Natomiast przeszukanie bazy NCBI
pozwolilo Doktorantce na identyfikacje podobnych biatek (fagowych czy bakteryjnych), ktore
wykazaly co najmniej 50% identyczno$¢ sekwencji aminokwasowej z reaktywnymi epitopami. Taka
analiza moze sugerowaé ,,popularno$é”, badz ,,unikatowos$¢” danego epitopu, przynajmniej w puli
znanych biatek. W tym miejscu chciatabym wyrazi¢ zal, ze z analiz wylgczono sekwencje biatek
eukariotycznych. Zakladam, ze wérod nich byly tez biatka wiruséw eukariotycznych, chociaz nie
zostato to podane. Znalezienie fragmentu biatka eukariotycznego, w szczegdlnosci wirusowego,
podobnego do sekwencji epitopu fagowego mogloby wskaza¢ innego ,,winowajcg” obecnosci
przeciwcial neutralizujacych w surowicy (innego niz fagi). To nie umniejszaloby absolutnie
uzyskanego przez Doktorantke rezultatu, ale dodatoby dodatkowego wymiaru analizie.

Mgr Gembara we Wnioskach koficowych wskazala cztery, jej zdaniem najistotniejsze: (i)
surowica ludzka zawiera calg game przeciwcial rozpoznajgcych epitopy biatek fagowych; (ii) profile
serologiczne populacji zamieszkujgcych inne regiony geograficzne sa rozne; (iii) wigce]
zidentyfikowanych epitopow reaktywnych mialy fagi wirulentne niz lagodne; (iv) najwigcej epiopow
reaktywnych lokowato sie w biatkach ogonka niz gtowki kapsydu. Te wnioski uwazam za stusznie
wybrane i wiasciwie podsumowujace badania zaprezentowane w dysertacji. Jednoczesnie cheg
podkreslié, ze zatozony Cel pracy zostal osiagniety.

Podsumowujac, uwazam, ze badania przedtozonej dysertacji sa bez watpienia nowatorskie, a
ich rezultatem jest szereg interesujgcych wynikow, ktére bedg dobrym punktem wyjscia do bardziej
szczegblowego profilowania swoistosci ludzkich przeciwciat przeciw biatkom bakteriofagowym. Za
najbardziej warto$ciowy wynik, z punktu widzenia zaréwno poznawczego jak i aplikacyjnego
uwazam to, ze jest to ,,pierwszy spis istotnych populacyjnie epitopow”, ktéry moze by¢ uzyty do
.sprawdzenia czy identyczne lub bardzo podobne oligopeptydy sg obecne w innych bakteriofagach”
— kandydatach do fagoterapii, i oceny prawdopodobienstwa ich neutralizacji przez przeciwciata
obecne w surowicy pacjenta.

Analiza przeprowadzonych przez Doktorantke eksperymentéw, wnioskéw wysuwanych przez
nig na poszczegodlnych etapach oraz dyskusji uzyskanych rezultatow, nasuneta mi si¢ szereg pytan,

ktére zamieszczam ponizej. Bardzo prosze mgr. Katarzyne Gembarg o ustosunkowanie si¢ do nich:
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1) Ile genomoéw fagowych znajdowalo si¢ w bazie NCBI w dniu pobrania danych tj. 1.06.2018?
Z ilu z tych fagow pobrano annotowane otwarte ramki odczytu? Bardzo czgsto zdarza sie, ze biatko
fagowe znajdujgce sie w bazie, nie ma przypisanej funkcji (bo nie wskazata jej osoba submitujaca
sekwencje danego faga do NCBI, czy nie wskazal jej sam serwis), a powodem mogt by¢ brak danych
eksperymentalnych, brak podobienstwa do znanych biatek i inne. A zatem takie biatka, ktdre chociaz
(realnie) petnig funkcje strukturalne, ale nie zostaty annotowane, zostalyby, jak sadzg, pominigte w
analizie. Czy tak si¢ stato? Z ilu zatem fagow faktycznie ,zaciggni¢to” dane w stosunku do
calkowitej liczby fagow w bazie tego dnia?
2) Jesli wybrano do badan ($cislej do zaprojektowania oligonukleotydow) wylacznie annotowane
ORF (czyli takie ktére zawieraty stowa klucze wymienione na s.58) to dlaczego znalazly si¢ w
zestawie takze bialka o nie przypisanej funkcji np. hypothetical protein SEA YEEZY 7
kodowane przez faga Gordonia Yeezy?
3) lle oligonukleotydéow kodujacych oligopeptydy zostalo zsyntetyzowanych przez firme¢
Agilent? W Zataczniku nr 3 wyraz ,,oligopeptide” wystepuje 347 648 razy, co by oznaczato, ze takg
liczbe oligonukleotyddéw zaprojektowano, czy tak faktycznie bylo? Jesli tak, to dlaczego wielkosé
biblioteki okreslono na 2,8x10° (s. 81), czyli o ponad 67600 oligonukleotydow mniejszg?
4) 7 opisu procedury phage display nie wynika aby przeprowadzono wigcej niz jeden raz etap
panningu (,,wzbogacanie powinowactwa”). Zazwyczaj (bio)panning powtarza si¢ kilkakrotnie aby
uzyska¢ wigksze powinowactwo (lepszg selekcje poszukiwanego celu). Dlaczego wige w tym
wypadku byt tylko jeden etap?
5) Czy dla wybranych (np. najlepszych) epitopdw planuje si¢ indywidualne testy sprawdzajgce czy
faktycznie reagujg z surowicg, jesli uzyje si¢ je oddzielnie, w formie czystej, a nie jako czes¢
biblioteki. Rozumiem, ze taki test wymagatby uprzedniego, oddzielnego przygotowania takiego
epitopu, tym niemniej uzyskany rezultat bytby bardziej wiarygodny. Przy okazji warto byloby
sprawdzi¢ sze$¢ epitopow, ktore razem z 31 innymi oligopeptydami zostaly ,,odrzucone” z
wyjsciowej biblioteki, bo byly nadreprezentowane. Takie indywidualne sprawdzenie w tescie z
surowica ,mogloby wykazac, ze sa wlasciwymi trafieniami.
6) Wysokos$¢ miana fagow wyjsciowej biblioteki jest dla mnie niejasna. Na s.84 podano, ze wynosita
ona 5,5x10° PFU/ml po namnozeniu. W kolejnym podrozdziale pojawia si¢ infomacja o mianie
biblioteki przed i po koncentracji 8,3x10° oraz 3,9x10'® PFU/ml. A na kolejnej stronie w opisie
immunoprecypitacji  (s. 85, Tabela 6) podano, Zze miano biblioteki na starcie (przed
immunoprecypitacja) wynosito 8,4x10'° PFU/ml. A zatem ktéra z tych liczb jest prawdziwa? Co
stanowito tzw. kontrolg (na dole tabeli 6 pojawia si¢ informacja o uzyciu dwoch ,,Kontroli”)?
7) Na podstawie jakiego eksperymentu ustalono, ze kazdy klon biblioteki faga T7 (przypuszczam, ze
chodzi o pojedynczy prezentowany epitop) jest reprezentowany iloscig 2x10° (Metody 4.13; 5.69)?
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Kluczowymi wynikami w dysertacji, sa w mojej opinii, te, ktére wskazuja ktore epitopy fagowe sg
immunoreaktywne. Ich wskazanie to, jak twierdzi Autorka, wynik przeprowadzonej analizy
statystycznej poréwnania sekwencjonowania biblioteki fagowej, przed i po immunoprecypitacji. Jest
to wlasciwe podejscie, ale zostalo ono po prostu podane jako informacja, natomiast nie dostarczono
czytelnikowi szczegélowych danych, ktore pozwolityby na oceng wiarygodnosci przeprowadzonej
procedury analitycznej (j. czy zostala ona przeprowadzona zgodnie z zasadami). Na przyklad co
kryje sie pod okresleniem , statystycznie znamiennie wzbogacony” (s. 110)? Jesli jakies dane zostaty
uzyskane dzieki analizie statystycznej to ta analiza powinna by¢ dostarczona. Ze wzglgdu na brak
tych szczegdtowych informacji, do tej czesci pracy mam najwigcej zastrzezen i pytan. A zatem proszg '
mgr Gembare o ustosunkowanie si¢ do nich:
1) Jaka byla jako$¢ biblioteki wyj$ciowej (przed immunoprecypitacjg)? Sugestig, ze nie byla ona
najlepsza jest informacja od samej Autorki, ze biblioteka wyjsciowa byla sekwencjonowana az 45
razy, w normalnej sytuacji bytoby to niepotrzebne.
2) Jaka byla liczba odczytow kazdej z sekwencji kodujicej oligopeptyd w kazdym
sekwencjonowaniu ($cislej: jaki byt statystyczny rozrzut liczby wystapien danej sekwencji)? Ta
informacja jest absolutnie kluczowa poniewaz byla punktem odniesienia, w celu okreslenia
potencjalnego ,,wzbogacenia”’, w bibliotekach uzyskanych po kontakcie z surowicg
(immunoprecypitowanych). Ile byto powtdrzen zwanych technicznymi, czy byty jakies powtorzenia
biologiczne i na czym polegaty?
3) Jak gleboko zostaly zsekwencjonowane biblioteki po immunoprecypitacji? Jaka byla liczba
odezytéw kazdej z sekwencji kodujacej oligopeptyd, ktdra w tej ,,wzbogaconej” bibliotece si¢
znalazta? Jak napisalam wyzej — nie przedstawiono graficznie pordéwnania wynikow
sekwencjonowania przed (biblioteka wyjsciowa) i po immunoprecypitacji. Najlepszy bytby wykres
pokazujacy jaka byla krotno$¢ podbicia (wielkos¢ zmiany) oraz jego statystyczna istotnos¢, czyli
fold-change vesus p-value. Zdaje sobie sprawg, ze tych danych jest bardzo duzo, ale wizualizacj¢ na
przyktad mozna by zrobi¢ z uzyciem wykresu wulkanu (ang. volcano plot), ktéry jest uzywany w
eksperymentach omicznych. To rodzaj wykresu rozrzutu, ktory pokazuje istotnos¢ statystycznag
(warto$é p) w funkcji wielkosci zmiany (krotnosci zmiany), ale zapewne moga by¢ uzyte inne
sposoby wizualizacji. W kazdym razie prositabym mgr Gembare o przedstawianie tych brakujgcych
danych podczas publicznej obrony.

Pozostate moje uwagi do czesci Wyniki i Dyskusja, proszg¢ mgr Gembare o ustosunkowanie
si¢ do nich:
- Jak duza liczebnie byla ostatecznie badana populacja — czyli liczba uzytych w analizach surowic?
Wyjsciowo bylo ich 200, ale chyba ze wzgledu na problemy z jakoscig sekwencjonowania 40

bibliotek wycofano. Czy to co pozostato reprezentowato 80 osob z Polski i 80 z USA?
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- Oligonukleotyd uznawano za immunoreaktywny jesli byt wzbogacony u co najmniej 5% populacji.
A zatem byl immunoprecypitowany u co najmniej 4 osob, jesli przyjac ze grupa badana to 80 0sob.
Nie znalaztam stosownego odniesienia, dotyczacego zastosowania takiego odciecia, w publikacji Xu
11in. 2015, na ktorag powotuje si¢ mgr Gembara.

- W wielu miejscach dysertacji (takze w Wynikach i Dyskusji) pojawia si¢ informacja, ze bakteriofagi

mogg namnaza¢ si¢ w komorkach bakterii wykorzystujagc dwa zupetnie rézne cykl infekcyjne

(rozwojowe) — lityczny i lizogenny. Uwazam, ze jest to blad merytoryczny. Po pierwsze kazdy
aktywny (niedefektywny) wirus bakteryjny przeprowadza cykl lityczny. Tylko efektem cyklu
litycznego jest powstanie czastek potomnych, a zatem propagacja wirusa. Niektore fagi moga
dodatkowo podazy¢ $ciezka (cyklem) lizogennym, kiedy to genom faga staje sie czescig genomu
bakteryjnego gospodarza. Ale to sposdb na przetrwanie, a nie $ciezka prowadzaca do propagacji —
owszem material genetyczny faga jest replikowany wraz z genomem jego gospodarza, ale nie
nastepuje kolonizacja nowego gospodarza (komérki potomne to w zasadzie klonalni ,,bracia i siostry”
pierwotnego gospodarza). Zdecydowanie lepszymi okresleniami sa te, uzywane w odniesieniu do
samych fagéw: fag wirulentny (zdolny do przeprowadzenia wylacznie cyklu litycznego) oraz fag
fagodny (zdolny do przeprowadzenia zaréwno cyklu litycznego, jak i lizogennego).

W odniesieniu tej kwestii do tematu dysertacji — wptywu fagéw tagodnych, ktore lizogenizujg
ludzki mikrobiom, na uktad odpornosciowy uwazam, ze ewentualny kontakt z nim moze nastgpi¢ w
zasadzie wylgcznie jako konsekwencja zakonczonego cyklu litycznego zaindukowanego profaga.
Profagi to formy latentne (,,uspione”) i ich geny nie podlegaja ekspresji (a juz na pewno nie ulegajg
ekspresji geny kodujace biatka pdzne, w tym strukturalne), dlatego jest mato prawdopodobny
bezposredni kontakt biatek strukturalnych takiego faga (bo nie powstajg) z ukladem
odpornosciowym. llosciowo, czastek fagdéw tagodnych jest oczywiscie duzo mniej w organizmie
ludzkim, niz fagéw wirulentnych, bo nie sg one w stanie namnozy¢ sie efektywnie, bo nie majg wokot
siebie wrazliwych gospodarzy (bo ci potencjalni gospodarze sg lizogenami, niemozliwymi do
superinfekcji). A zatem otrzymany rezultat, ze mniej jest w organizmie cztowieka przeciwcial
skierowanych przeciwko fagom lagodnym mozna uzasadni¢ nie ,,cz¢stszymi kontaktami uktadu
odpornosciowego z fagami lizogennymi” (jak napisata Autorka), ale wrecz przeciwnie - z powodu
znikomego kontaktu z nimi.

- Niezaleznie od wniosku, ktéry zamiescitam powyzej, tak naprawde nie jest dla mnie jasna
| ewentualna korelacja obecnosci okreslonych biatek strukturalnych w kapsydzie a faktem czy dany
fag jest fagodny czy wirulentny. Wydaje mi si¢ (ale jesli si¢ myle, bardzo prosze Doktorantke o
przytoczenie odpowiednich danych eksperymentalnych), ze nie stwierdzono konserwacji
ewolucyjnej jaki$ foldow czy konkretnych biatek, ktére wystepowatyby tylko u ktérejs z tych grup

(tj. tylko u fagoéw tagodnych albo tylko u fagéw wirulentnych). Nie znajduj¢ uzasadnienia
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fizjologicznego dla takiej konserwacji. Natomiast bylaby ciekawa, w mojej opinii, analiza czy
immunoreaktywne epitopy czesciej wystepowaty u fagéw o pewnej morfologii kapsydu np. tych,
ktore maja dtugie ogonki (myowirusy i siphowirusy), a rzadziej u tych o bardzo krétkich ogonkach
(podowirusy), albo bezogonkowych (Microviridae). Bo przeciez, Doktorantka wykazata, ze
najczesciej rozpoznawanymi oligopeptydami fagowymi byly te budujace ogonek lub plytke
podstawowa.

- Lizogenia nie jest uznawana za ,,chroniczne zakazenie” (s.113) — to rowniez blad merytoryczny. W
chronicznym zakazeniu wirus sie stale namnaza tj. powstajg czastki potomne wirusa. W przypadku
lizogenii, jak napisalam wyzej, nie ma to miejsca, chyba, ze zaindukowany profag wejdzie w cykl
lityczny. Okrelenie ,,chroniczne zakazenie” uzywa si¢ czgsto do fagow nitkowatych np. M13, ktore
stale sie namnazaja w zakazonej komorce (a zatem nie sg lizogenami), ale jej nie lizujg podczas
wyjscia.

W przedlozonej dysertacji zabraklo mi kilku mozliwych do przeprowadzenia analiz
poréwnawczych czy rozwazan w formie dyskusji. Zauwazylam na przyktad (Tabela 3), ze
immunoreaktywnymi okazal sic wiecej niz jeden epitop wchodzace w sklad tego samego biatka
fagowego (np. 3 epitopy w biatku AKU42946.1). Wsrod zidentyfikowanych epitopow chyba nie ma
zadnego budujacego kapsyd faga CrAss, ktory jest wskazywany jako najliczniejszy wérdd fageomu
ludzkiego, czy Gubaphages. Czy sa jakie$ dane literaturowe wskazujace na produkcje przeciwcial
(lub brak takiej produkeji) przeciwko nim?

Nie pojawila sie w zadnym miejscu dysertacji refleksja, ze by¢ moze zidentyfikowane
immunoreaktywne epitopy wystepuja na kapsydach nieznanych nam fagéw (tworzacych ludzki
fageom), a fakt, ze epitopy te wchodza w sktad znanego biatka strukturalnego np. faga Edugador
Mycobacterium smegmatis mc2, jest tylko koincydencjg. A zatem uzyskany rezultat — stwierdzenie
obecnosci  przeciwcial przeciwko temu epitopowi nie wynikaloby z (ewentualnego)
rozpowszechnienia samego bakteriofaga Edugador w $rodowisku i/lub jego gospodarza, tylko
kontaktéw uktadu odpornosciowego cztowieka z tym, nieznanym dotad nauce, fagiem. Absolutnie
nie umniejszam tu znaczenia uzyskanych danych, ktére uwazam za bardzo wartosciowe. Tylko w
mojej opinii najwazniejszym jest okre§lenie samej sekwencji immunoreaktywnego epitopu (a
jakie ma to znaczenie dla fagoterapii Doktorantka bardzo doktadnie opisata w dysertacji). Natomiast
zrodio tej sekwencji (konkretny fag, jego gospodarz, miejsce izolacji etc.), ma znaczenie drugorzgdne
lub zadne, bo moze to by¢, jak podalam wyzej — koincydencja. Jest to wysoce prawdopodobne, w

$wietle mozaikowej budowy genoméw fagowych i rekombinacji jako zrodta ich zmiennosci.
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Z. obowigzku recenzenta chciatabym zwrdci¢ uwage, ze tekscie dysertacji znajdujg sie bledy
edytorskie (na przyklad nieprawidtowe odsylacze do podrozdziatéw), usterki gramatyczne,
skladniowe i stylistyczne oraz lapsusy jezykowe. Wymienie kilka z nich:

- ,,Wektory bakteriofagow filamentowych cechuja si¢ ograniczong zdolno$cia klonowania” (s.22).
»Zdolnos¢” w jezyku polskim oznacza okreslona ceche cztowieka, jego whasciwos¢ intelektualng.

- ,,Jest to zwigzane z jego nielityczng propagacjg, czyli eksportem wszystkich skiadnikow czastki
faga przez wewnetrzna blone bakteryjna. ,, (s.22). Nielogiczny zwiazek przyczynowo skutkowy.

- ,wewngtrzna blona bakteryjna”. Blad merytoryczny. Bakterie majg jedna blone - nazywang
komorkowa (cytoplazmatyczna). Tzw. ,,blona zewngtrzna” to cze$¢ $ciany komoérkowej bakterii
gramujemnych (nie wystgpuje u bakterii gramdodatnich).

- ,tworzenie szlaku przez zewnetrzng btone komorki” — patrz wyzej. I czym jest ten ,,szlak”? Moze
chodzito o kanal.

- ,,W wypadku kiedy nie zostanie zastosowane projektowane klonowanie w ustalonych miejscach
restrykcyjnych, dwie trzecie egzogennych gendéw w bibliotekach jest wstawianych z genem biatka
plaszcza faga poza ramka odczytu, co skutkuje wyswietlaniem losowych fragmentow peptydow,
ktore nie s3 kodowane przez dolaczony gen.” (s.23) Nie rozumiem tego zadnia i zwigzku
przyczynowo skutkowego.

- .Skrajnie wezesniaki” s.30. ??

Realizujac prace doktorska mgr Katarzyna Gembara wykorzystata r6zne metody badawcze, takie jak:
klonowanie i analiza rekombinantéw, namnazanie bakteriofagdw i ustalanie ich miana, procedura
Phage display, immunoprecypitacja surowica ludzka, sekwencjonowanie DNA metodg NGS.
Analiza dotychczasowego dorobku mgr Gembary wskazuje, ze swoje umiejetnosci techniczne
Doktorantka wykorzystata podczas realizacji takze innych projektéw badawczych, bo oprocz
wspominanej pracy przegladowej, jest wspdtautorka 6 publikacji, ktore ukazaly sie¢ w uznanych

czasopismach.

Na zakonczenie musze podkresli¢, ze moja ogdlna ocena przedtozonej pracy doktorskiej jest
pozytywna. Niewatpliwie stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a zawarte w
niej wyniki badan maja zdecydowanie cechy nowosci naukowej. Wigkszo$¢ moich krytycznych
komentarzy dotyczyta kwestii edytorskich, organizacji tresci czy wizualizacji wynikow
sekwencjonowania, w tym analiz statystycznych. Zaktadam, ze te dane sg w dyspozycji Autorki i
zostang przedstawione podczas obrony, zakladam tez, ze nie beda miaty wplywu na merytoryczng
wartosci rozprawy, nie podwaza uzyskanych wynikéw i poprawnosci ich interpretacji. Wymienione
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uchybienia oraz prosbe o uzupelnienie danych przytaczam z obowigzku recenzenta, po prostu
uwazam, ze dla klarownego obrazu osiggniecia, sa one niezbgdne.

Podsumowujac, dysertacje mgr Gembary nalezy uzna¢ za samodzielne rozwigzanie problemu
badawczego przy uzyciu adekwatnej metodyki badan, co jest ustawowym wymaganiem stawianym

rozprawom doktorskim.
WNIOSKI KONCOWE

Przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wymogi okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 1. 0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595 z pézn. zm.), w zw. z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.2018.1669) z pozn. zm. i
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Stanowi tez dowod umiejgtnosci
samodzielnego prowadzenia przez Doktorantke prac naukowych w zakresie biologii molekularne; i
immunologii. W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Do$wiadczalnej im. L. Hirszfelda PAN o dopuszczenie magister Katarzyny Gembary do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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