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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Hodyry-Stefaniak

pt. ,Immunogenno$¢ bakteriofagéw z grupy PB1 u czlowieka i w modelu mysim.”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Katarzyny Hodyry-Stefaniak, zostata wykonana pod
kierunkiem dr hab. Krystyny Dabrowskiej w Samodzielnym Laboratorium Bakteriofagowym, Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.
Praca po$wigcona jest badaniom dotyczacym immunogenno$é wybranych bakteriofagow Pseudomonas
z grupy PB1 oraz bialek strukturalnych tych fagow, w modelu mysim i u cztowieka.

Badania byty realizowane w ramach grantu NCN Harmonia UMO-2013/08/M/NZ6/01022 »ldentyfikacja
cech molekularnych warunkujacych immunogennosé bakteriofagéw z grupy PBI aktywnej przeciwko
Pseudomonas”. Natomiast cz¢$¢ wynikow zostato opublikowanych w pracy: Hodyra-Stefaniak et al.,
Mammalian host-versus-phage immune response determines phage fate in vivo. Scientific Report 2015,
5:14802. Praca ta zostata wyrézniona w ogdlnopolskim konkursie im prof. K. Bassalika na najlepsze

polskie prace mikrobiologiczne opublikowane w 2015 roku.




Pseudomonas aeruginosa jest bakterig oportunistyczna wywotujaca cigzkie i przetrwate infekcje
zaréwno u ludzi jak i zwierzat. Bakteria ta zaliczana jest to antybiotykoopornej grupy ESKAPE. Badania
dotyczace efektywnosci fagdw w eradykacji Pseudomonas sa wazne dla rozwoju terapii fagowej, jako
alternatywy dla czesto nieskutecznych antybiotykow. Jedng z interesujacych grup fagow jest rodzaj
Pbunavirus skupiajaca fagi lityczne o wysokiej skutecznosci. Niestety, istnieje niewiele doniesien
literaturowych opisujacych szczegdtowa budowe tych fagow. Ponadto do chwili obecnej nie
przedstawiono zadnych danych pozwalajgcych na powigzanie charakterystyki molekularnej

bakteriofagow PB1 z ich reaktywnoscig immunologiczna.

Celem pracy doktorskiej Pani Katarzyny Hodyry-Stefaniak bylo zatem poréwnanie immunogennosci
wybranych fagow z grupy PB1 (F8, LMA2 i P1) oraz powigzanie wystepujacych réznic tej cechy z
véznicami w budowie wybranych bialek strukturalnych. Projekt obejmowat indukcje przeciwcial przez
fagi i wybrane biatka strukturalne oraz okreslenie wptywu specyficznych przeciwcial na aktywnos¢

przeciwbakteryjng tych wirusow, a takze badanie lokalizacji wybranych biatek fagowych.

Cheac zrealizowaé powyzsze cele wykonano kilka dobrze przemyslanych zadan:

1. Przygotowano rekombinowane oczyszczone bialka strukturalne oraz oczyszczone hodowle
badanych fagow PB1

2. Wykonano lokalizacje strukturalng wybranych biatek za pomocg immunomikroskopii elektronowej
3. Scharakteryzowano indukcje specyficznych przeciwcial przez terapeutycznego bakteriofaga F8 na
modelu mysim, w tym kinetyke wzbudzania swoistych przeciwciat, wplyw przeciwciat klasy IgM oraz
IgG na kinetyke aktywnosci faga in vitro i in vivo.

4. Pordéwnano zdolnosci fagow F8, LMA?2 oraz P1 do indukeji specyficznych przeciwciat klasy IgM
oraz 1gG w modelu mysim oraz okre$lono czestos$é wystgpowania przeciwcial blokujacych te fagi w
populacji ludzkiej.

5. Porownano zdolnosci wybranych biatek strukturalnych gp18, gp22, gp29 do indukeji specyficznych
przeciweial w modelu mysim oraz okreslono czesto$é wystgpowania przeciwcial blokujacych te fagi w

grupie 0sob zdrowych oraz u pacjentow Osrodka Terapii Fagowej IITD we Wroctawiu.



Badania byly wykonywane na zestawie trzech bakteriofagdéw z grupy Pbunavirus:

(1) F8 z Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw IITD PAN; (ii) LMA2 z kolekeji prof. Roba Lavigne, KU
Leuven, w Belgii oraz (iii) vB_PaeM_CEB_DP1 z kolekcji prof. Joany Azeredo, Uniwersytet Minho w
Bradze, w Portugalii. Niestety nie zostaly podane numery dostepowe GenBank umozliwiajace czytelnikowi
prawidfowa identyfikacje genoméw fagowych. Na przyklad, w bazie GenBank jest genom faga
Pseudomonas F8 zdeponowany przez Targanta Therapeutics Inc., Canada, Ville Saint Laurent, ale nie
wiadomo, czy jest to ten sam fag, ktorego uzyto w badaniach Doktorantki. Niestety nie znalaztam tez genomu
faga vB_PaeM_CEB_DP1 w bazach GenBank, dlatego powstaje pytanie skad Doktorantka miata wiedze
umozliwiajgca prawidtowy dobor genéw kodujacych analogiczne biatka u wszystkich trzech fagéw. Wydaje
si¢ rowniez bardzo istotne podanie numeréw referencyjnych GenBank dla wszystkich wybranych do
testow bialek strukturalnych, zwlaszeza, ze wykonywano analizy poréwnawcze in silico sekwencji
nukleotydowych i aminokwasowych oraz zaprojektowano odpowiednie startery niezbedne do produkcji
biatek rekombinowanych.

W opisie celu pracy lub rozdziale materiaty i metody nie sprecyzowano jakie biatka strukturalne (mam
na mysli jakie elementy kapsydu) bedg stanowi¢ sedno badan (podano tylko numery gp) i dlaczego
akurat te bialka wybrano do badan immunogennosci. Sytuacja troche sie¢ wyjasnia przy omawianiu
wynikéw 1 w dyskusji.

Kontynuujge mysl, warto bytoby zrobi¢ tabele porownawcza w wynikach zestawiajacg identyfikacje
funkcji wybranych biatek wykonang przy uzyciu narzedzi informatycznych (np. gp29 faga LMA?2
opisanego jako ,,putative structural protein”) z wynikami analiz immunomikroskopii pozwalajacych na
precyzyjne umiejscowienie typowanego biatka w obrebie kapsydu fagowego. Takie zestawienie
podkreslitoby wage uzyskanych przez Doktorantke wynikow, ktére weryfikujg przypuszczalne funkcje
wybranych biatek.

W pracy wykorzystano szereg metod z zakresu biologii molekularnej (produkcja biatek
rekombinowanych), mikrobiologii (hodowla bakteriofagow, analizy mikroskopowe), immunologii
(indukcja i oznaczanie poziomoéw przeciwcial oraz neutralizacji fagéw) oraz badania in vivo na modelu
mysim. Wybor metodologii uwazam za bardzo dobrze uzasadniony, nie tylko merytorycznie w/w
potrzebami, ale takze godnym uznania przygotowaniem merytorycznym i praktycznym Doktorantki.
Pragng rowniez podkreslic, ze jestem pod wrazeniem ogromu pracy jaka zostala wykonana w dwoch
najwazniejszych i najbardziej pracochlonnych etapach doktoratu, tzn. przy przygotowaniu i

optymalizacji ekspresji biatek strukturalnych oraz w badaniach in vivo, ktore wymagaty tytanicznej



pracy i precyzyjnej organizacji dziatania przy kolekcjonowaniu i analizie probek pochodzacych z 22
punktéw czasowych od momentu podania preparatu myszom az do 142 doby.

Co do formalnej strony dysertacji, Pani mgr Katarzyna Hodyra-Stefaniak, zastosowata uklad oraz
sposob prezentacji typowy i powszechnie przyjety dla prac doswiadezalnych w naukach biologicznych.
Dysertacja zawiera ogétem 161 stron, w tym 42 ryciny, 13 tabel oraz 148 pozycji bibliograficznych,
gltownie anglojezycznych. Praca jest prawidlowo zorganizowana w rozdziaty i podrozdziaty adekwatnie
do prezentowanych tresci. Tekst pracy jest napisany starannie, jezykiem poprawnym, przejrzystym 1
zrozumialym unikajacym zargonu naukowego lub zapozyczen jezykowych. Mam drobna sugesti¢ co do
wstepu pracy, w ktorym zabraklo mi pomocniczych rycin np. przedstawiajacej budowe wirionu faga
PB1 z zaznaczeniem kluczowych biatek strukturalnych stanowigcych przedmiot rozprawy, czy rycin
prezentujacych schemat dziatania odpowiedzi wrodzonej i swoistej uktadu immunologicznego, w tym
prezentacja antygenu, aktywacja uktadu dopetniacza.

Rozdzial metody zawiera az czterdziesci podpunktow, ktore moim zdaniem mozna byloby scali¢ w
wicksze grupy np. ekspresja i oczyszczanie biatek rekombinowanych mogla zawiera¢ elementy 4.10-
4.21; lub immunomikroskopia fagéw (4.35-4.38).

Zauwazytam tez pare niedociagnie¢ np. w Tabeli 5.3 i 5.4 nie okre$lono rodzaju analizowane; sekwencji
(nukleotydowej czy aminokwasowej) oraz nie sprecyzowano rodzaju uzytego programu (BLASTN czy
BLASTP). Tabela 5.10 opisujgca pacjentow i rodzaj stosowanej terapii mogla si¢ znalez¢ w rozdziale
materiaty.

Pomimo drobnych uchybien, Pani Katarzyna szczegdtowo i metodycznie przedstawia zalozenia projektu
i kierunek podejmowanych kolejnych krokéw pracy badawezej, oraz konsekwentnie realizuje i omawia
wszystkie rezultaty swoich badan. Swiadezy to o dojrzalym podejéciu naukowca do zalet, ale i tez
ograniczen dostepnych metod. Plynnie poprowadzono narracje¢ od wyczerpujacego wstepu, poprzez
zalozenia i cel pracy, poprzez metodologie, wyniki, dyskusje, az do konicowych wnioskow.

W mojej opinii, Doktorantka wykazala si¢ umiejetnoscig syntetycznego przedstawiania duze] ilosci
wynikéw uzyskanych przy zastosowaniu wielu metod badawczych i analiz pordwnawczych. Postawione
cele omawianej pracy zostaty osiggniete z bardzo dobrym skutkiem. Uzyskane, zgodnie z zatozeniem,
pozwolity Autorce na wysnucie bardziej ogolnych wnioskow, ktore przejrzyscie przedstawila w
rozdziale 7 wypunktowujac je w dziewigciu elementach.

Projekt Pani Katarzyny stanowi pierwsza probg powigzania cech budowy kapsydow bakteriofagéw z grupy

PB1 z ich immunogennoscig, ktora zostala podjeta w temacie terapii fagowej. Pelna wiedza dotyczaca



interakcji fagéw z uktadem immunologicznym moze pozytywnie wptynaé na optymalizacje doboru danego
faga do sytuacji konkretnego pacjenta, w tym jego statusu immunologicznego, w celu zastosowania jak
najkorzystniejszego rozwigzania terapeutycznego.

Po dokladnym zapoznaniu si¢ z przedstawiong do oceny praca, jestem przekonana, ze zakres
wykonanych badan i uzyskanych wynikéw, z duzym nadmiarem speinia wymagania stawiane pracom
doktorskim. Nie mam istotnych zastrzezen do merytorycznej strony pracy. Przeprowadzenie tych badan
dowodzi osiggnigcia duzych umiejgtnosci Doktorantki w poprawnym postugiwaniu sie nowoczesnymi
metodami badawczymi oraz kompetentnej interpretacji uzyskiwanych rezultatow. Duza wartodé
naukowa projektu zostata znakomicie potwierdzona przez publikacje wynikow w specjalistycznym

czasopismie z listy filadelfijskiej Scientific Report (IF 4,259).

Z formalnego obowigzku recenzenta odnotowuj¢ zauwazone, niescistosci i niedostatki edytorskie i

pragne zada¢ Doktorantce pare pytan jakie nasunety mi si¢ w trakcie czytania tej rozprawy.

1. Pytanie techniczne dotyczace Ryc. 5.3: Prosz¢ o wyjasnienie, dlaczego produkty PCR P18, P22
oraz P29 réznig sie wielkoscig od homologicznych produktéw biatek fagéw F8 i LMA?2

2. Cuzy faktycznie efekt wyzszego naturalnego poziomu przeciwciat anty-T4 w stosunku do anty-PB1
swiadczy o tym, Ze badane w pracy bakteriofagi z grupy PB1 sg znacznie lepszymi (niz T4)
kandydatami jako fagi terapeutyczne? Czy moze jest tez inne wytlumaczenie takiej sytuacji?

3. Zdaniem Doktorantki, jakie fagi sg potencjalnie bardziej obiecujace w terapii: posiadajace maty
genom (50-70kbp), sredni genom (150-180 kbp), czy moze fagi giganty (ok. 300-400 kbp)?
Prositabym o rozwazenie problemu pod kgtem potencjatu litycznego i immunogennosci.

4. Zdaniem Doktorantki, jaka jest przyszto$¢ fagoterapii? Czy bedzie to ogolnie dostepna terapia
alternatywna? Czy moze wigksze nadzieje wigze si¢ z zastosowanie np. biatkowych preparatow
fagowych? Prositabym o rozwazenie problemu pod kgtem obecnych przepiséw o dopuszczaniu

lekow do obrotu oraz zalet i ograniczenn w przygotowywaniu preparatéw fagowych.



Podsumowanie.

Stwierdzam, ze Doktorantka wykonata cickawa i nowatorskg prace badawcza. Zamierzenia badawcze
zostaly osiggniete. Wyniki badan i wysnute z nich wnioski przedstawione w rozprawie, majg duzg
warto$¢ naukowa. Rozprawa zostata napisana poprawnie i przejrzyscie pod wzgledem jezykowym 1
edytorskim. Zauwazone btedy i moja krytyka strony edytorskiej (by¢ moze polemiczna) nie umniejszajg
wartoéci naukowej rozprawy. Pani mgr Katarzyna Hodyra-Stefaniak wykazata si¢ bardzo szerokg
wiedza podstawows, jak i wiedza specjalistyczng w tematyce terapii fagowej oraz duzymi
umiejetnosciami stosowania badawczych metod i technik w zakresie wspotczesnej mikrobiologii,
immunologii i biologii molekularnej.

Przedstawiona do oceny rozprawa, w moim przekonaniu, spetnia wymagania stawiane ustawowo
rozprawom doktorskim, dlatego przedstawiam Wysokiej Radzie Instytutu Immunologii i Terapii
Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu wniosek o
dopuszczenie mgr Katarzyny Hodyry-Stefaniak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Stwierdzam, ze rozprawa doktorska odpowiada w pelni wymogom stawianym dysertacjom na stopien
naukowy doktora, okreslonym w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (jt. Dz.U. z 2016 r., poz. 882
ze zm.).

Whioskuje rowniez o wyréznienie pracy doktorskiej Pani Katarzyny Hodyry-Stefaniak zgodnie z

wytycznymi regulaminu Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu.

Prof. Zuzanna Drulis-Kawa
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