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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. Katarzyny Hodyry-Stefaniak
pt. "Immunogenno$¢ bakteriofagéw z grupy PB1 u czlowieka i w modelu mysim”
przygotowanej pod Kierunkiem naukowym dr hab. Krystyny Dabrowskiej

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska ma posta¢ obszernej {162 strony), bardzo
starannie przygotowanej monografii o strukturze typowej dla prac doswiadczalnych. Sktada sie ona
ze Spisu rycin, Spisu tabel, obszernego Spisu zastosowanych skrétéw, Wstepu, ktéry bardzo dobrze
wprowadza czytelnika w podstawy tematyki badawczej, jednostronicowego Celu pracy, Materiatéw,

Metod, Wynikéw, Dyskusji, Wnioskéw, Streszczenia w wersji polskiej i angielskiej oraz spisu literatury.

Mgr. Katarzyna Hodyra-Stefaniak w przedktadanej rozprawie doktorskiej podejmuje bardzo
wazng i aktualna tematyke badawcza jakq jest zdolno$¢ fagéw uzytych w fagoterapii do wywotania
odpowiedzi immunologicznej oraz wptyw tej odpowiedzi na skuteczno$é terapii. W zwigzku z coraz
powszechniej wystepujacg antybiotykoopornoscia wsrdd patogendw bakteryjnych, coraz wieksze
nadzieje poktadane s3 w fagoterapii. Mimo tego, iz ta metoda leczenia znana jest diuzej, niz
antybiotykoterapia, wiele jej aspektéw nie jest dostatecznie poznanych. Jednym z nich jest wptyw
uzycia fagéw na uktad odpornosciowy pacjenta i wplyw dziatania uktadu odpornosciowego na
skuteczno$¢ terapii. Luke w tych wtasnie badaniach stara sie zapetni¢ Mgr. Katarzyna Hodyra-
Stefaniak w przediozonej rozprawie.

Tematem rozprawy jest immunogenno$¢ fagéw F8, LMA2 i vB_PaeM_CEB_DP1 atakujacych
Pseudomonas aeruginosa i nalezgcych do grupy fagéw PB1. W swojej pracy Mgr. Katarzyna Hodyra-
Stefaniak przeprowadzita réwniez badania nad lokalizacja w kapsydzie fagéw biatek gp18, gp22 i gp29
fagow F8, LMA2 oraz gp19, gp23 i gp30 faga vB_PaeM_CEB_DP1. Ponadto ocenita ona interakcje
wybranych fagéw z uktadem odpornosciowym, budowanie odpornosci swoistej u szczepionych
myszy, czgsto$¢ wystepowania przeciwciat przeciw biatkom strukturalnym wybranych fagéw w

populacji oséb zdrowych oraz poziom przeciwciat przeciw wybranym biatkom u oséb poddanych



fagoterapii. Interesujgcym podejsciem zastosowanym w pracy jest réwniez wykorzystanie modelu
matematycznego przewidujagcego wynik fagoterapii wykorzystujacego trzy zmienne, jakim jest

namnazanie sig patogenu, namnazanie sie faga i interferencja uktadu odpornosciowego.

Tres¢ wstgpu jest dobrze dobrana i stanowi bardzo dobry teoretyczny wstep, ktory
przygotowuje czytelnika do interpretacji wynikdw czesci do$wiadczalnej. We wstepie omoéwione sg
wiasciwosci i patogeneza bakterii Pseudomonas aeruginosa. W dalszej czesci wstepu przyblizane sg
zagadnienia zwigzane z fagoterapia, wiasciwosciami bakteriofagéw z badanej grupy , a nastepnie
przytoczony jest zwiezly opis dziatania uktadu odpornosciowego i znanych oddziatywan

bakteriofagow z tym uktadem.

Cele pracy sg jasno zdefiniowane. W czesci opisowej zawierajg zatozenia, ktére wptynety na
wyznaczenie danych celéw. Osobiscie brakuje mi w tej czesci pracy jasno zdefiniowanych hipotez
badawczych, cho¢ w przypadku tego typu prac nie jest to powazne uchybienie. Uwazam rowniez, ze
jako cel nie powinno by¢ definiowane potwierdzenie czego$, lecz raczej weryfikacja stusznoci

hipotezy, co wynika wprost z zatozers metody naukowe;j.

Dobdr metod badawczych jest prawidtowy. Pozwolity one osiggnaé zdefiniowane cele badawcze
I uzyskac niezwykle cenne i interesujgce wyniki. Na uwage zastuguje ogrom pracy wiozony w
uzyskanie tych wynikow, ktéry jest trudny do ocenienia dla 0sdb nie wykorzystujacych w swojej pracy
badawczej technik biologii molekularnej. W spisie wykorzystanych metod jest az 40 pozycji, co
$wiadczy o bardzo szerokim wachlarzu technik, jakie musiata zastosowaé doktorantka w celu

realizacji przedstawionych badan.

Dobor literatury i materiatéw Zrodtowych $wiadczy o dobrej orientacji Doktorantki w temacie
badan. W swojej pracy mgr. Katarzyna Hodyra-Stefaniak obficie czerpie z nie tylko z najnowszych
dokonari naukowych, ale réwniez ze starszych, czesto trudnych do zdobycia pozycji literaturowych.
Oczywistym jest, ze znaczna czg$¢ cytowanej literatury dotyczy obszernego dorobku macierzystego

Instytutu, ktory od wielu lat zaangazowany jest w badania nad fagoterapia.

Recenzowana praca jest niezwykle starannie napisana. Btedy edytorskie sa bardzo nieliczne, co
nie zdarza si¢ czgsto w tego typu pracach. Uzycie zmienionego nazewnictwa genéw i ich produktéw
w przypadku faga vB_PaeM_CEB_DP1 znacznie ufatwia analize wynikéw i byto moim zdaniem bardzo
dobrym posunieciem. Z kolei skrocenie nazwy faga vB_PaeM_CEB DP1 do P1 nie byto

najszczgsliwszym pomystem w zwigzku z tym, ze skrécona nazwa natychmiast kojarzy sie z jednym z



modelowych fagéw Escherichia coli, i, szczegélnie na poczatku, moze utrudniaé analize

prezentowanych wynikéw. Jednak po dtuzszej chwili skrot ten juz nie razi.

Przystepujac do oceny uzyskanych rezultatdw, musze przyznaé, ze prace przeczytatem z
niestabnacym zainteresowaniem. Réznorodnos$é uzyskanych wynikow i ich jako$é przykuwa uwage
czytelnika. Jednoczesnie praca jest spojna i dobrze ustrukturyzowana. Bardzo interesujgcy i
jednoczesnie niezwykle pracochtonng czescig pracy byto uzyskanie oczyszczonych biatek fagowych,
uzyskanie dla nich surowic i okredlenie lokalizacji tych biatek w kapsydzie fagéw.

Moja uwage przykuty wyniki, ktére jednoznacznie wskazujg na to, iz przeciwciata klasy 1gG sg
znacznie bardziej efektywne w inaktywacji fagow niz przeciwciata klasy IgM, zaréwno in vivo, jak i in
vitro. Czy doktorantka moze skomentowac ten wynik i zaproponowac wyjasnienie tej obserwacji?

Ciekawe bylo réwniez potwierdzenie poprzednich obserwacji o zaangazowaniu ukfadu
dopetniacza w inaktywacje bakteriofagow. Jednak fakt wczeéniejszej obserwacji tego fenomenu,
udokumentowanej w publikacji nie wchodzacej w skiad tej rozprawy, powinien by¢ przytoczony
zarowno w wynikach, jak i w podsumowaniu, a nie tylko w dyskusji.

Zastosowanie modelu matematycznego do przewidywania efektu fagoterapii jest niewatpliwie
bardzo ciekawym i interdyscyplinarnym podejsciem. Niemniej jednak modelowanie tak
skomplikowanych interakcji jest niezwykle trudne i bardzo czesto uzyskane wyniki rozmijajg sie z
rzeczywistoscig. W zwigzku z tym chciatbym zapytaé, czy model byt przetestowany na rzeczywistych
wynikach?

Nastgpna cze$¢ pracy zostata poswigcona indukcji odpowiedzi immunologicznej w modelu
mysim. W tym przypadku wyniki sg rdwniez bardzo interesujgce, lecz w czasie ich analizy nasunefo mi
sie kitka pytan:

- Czemu poziom przeciwciat klasy 1gM specyficznych w stosunku do testowanych fagéw
widoczny na rycinie 5.23 w grupie kontrolnej jest na tak wysokim poziomie? Czy jest to sygnat tfa
zastosowanego testu ELISA?

- Z czego wynika wzrost poziomu przeciwciat klasy 1gG w grupie kontrolnej w wynikach
prezentowanych na rycinie 5.24? Czy myszy z grupy kontrolnej miaty kontakt z myszami, ktérym
podano bakteriofaga, co mogto wywotac transmisje niewielkich ilosci faga do grupy kontrolnej i w
konsekwencji nieznaczng reakcje immunologiczng?

Kolejng interesujaca czeécig badarn bylo sprawdzenie czestosci wystepowania przeciwciat
blokujgcych badane fagi w zdrowej populacji ludzkiej. Bardzo duze réznice w czestosci wystepowania
przeciwciat blokujgcych, mimo duzego podobieristwa bakteriofagéw sa zastanawiajgce i niewatpliwie

zastugujg na dalsze badanie.



Nie do korica moge sig zgodzi¢ z konkluzjg w punkcie 5.9.4.. Doktorantka wycigga tam wniosek
ze wyniki prezentowane na rycinie 5.31. $wiadcza o nizszej immunogennosci biatka gpl29. Czy
twierdzenie takie moze zosta¢ wsparte wynikami immunizacji myszy oczyszczonym biatkiem? Jedli
nie, to z prezentowanych wynikéw mozna wysnué jedynie wniosek o nizszym mianie przeciwciat
przeciw temu biatku po immunizacji bakteriofagiem, lecz taki stan moze wynika¢ nie koniecznie z
samej immunogennosci tego biatka, lecz tez np. ze struktury biatek sgsiadujacych w kapsydzie, ktére
mogg maskowaé wazne epitopy.

W kolejnej czgéci zaprezentowano wyniki badari wzrostu poziomu przeciwciat przeciw
wybranym biatkom w trakcie fagoterapii u pacjentéw. W tym przypadku niezwykle cennym wynikiem
byto stwierdzenie faktu braku zasadniczych réznic w poziomie przeciwciat przeciw tym biatkom bez
wzgledu na droge podania faga, przy czym badane byly wyniki przy podaniu miejscowym, doustnym

oraz kombinacji tych dwdch drég.

Po zaprezentowaniu uzyskanych wynikéw zostaly one przedyskutowane w ciekawej i dojrzatej
dyskusji w odniesieniu do aktualnego stanu wiedzy. Generalnie trudno sie nie zgodzi¢ z wiekszoscig
zawartych w niej wnioskéw. Niemniej jednak nie moge zgodzi¢ sie z konkluzja, ze obserwowana
wyzsza immunogenno$¢ bakteriofaga vB_PaeM_CEB_DP1 moze $wiadczyé o jego czestszym
wystgpowaniu w srodowisku naturalnym. Podejrzewam, ze doktorantka w tym miejscu zastosowata
zbyt duzy skrét myslowy, co zmienito sens jej wypowiedzi. Prawdopodobnie chodzito doktorantce o
korelacje czgstodci wystepowania przeciwciat rozpoznajgcych tego faga w surowicach ludzi zdrowych
i jego zwigkszonej czgstosci wystgpowania w $rodowisku. Nie mozna jednak moim zdaniem taczy¢
bezposrednio immunogennosci faga, ktéra jest zdolnoscig do wywotania specyficznej odpowiedzi

immunologicznej z jego czestoscia wystepowania w srodowisku naturalnym.

Podsumowujac, uwazam, ze praca jest niezwykle warto$ciowym wktadem w poznanie wptywu
mechanizméw odpornosci swoistej na przebieg i rokowania terapii fagowej. Dobitnie éwiadczy o tym

opublikowanie czgsci wynikéw tej pracy w niezwykle prestizowym czasopiémie "Scientific Reports".

Whioski koficowe

W oparciu o dokonang analize tresci przedstawionej mi do recenzji pracy mgr. Katarzyny
Hodyry-Stefaniak pt. "Immunogenno$¢ bakteriofagéw z grupy PB1 u cziowieka i w modelu mysim"
na podstawie zawartych w niej wynikbw w odniesieniu do aktualnej wiedzy w temacie
przedstawionych badan stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymogi

ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w



zakresie sztuki stawiane kandydatom ubiegajacym sie o stopieri doktora w zakresie nauk
biologicznych. W zwigzku z tym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej PAN o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Hodyry-Stefaniak do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie w uznaniu dla wartosci i aktualnosci zawartych w recenzowanej pracy wynikow,
wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN o

stosowne jej wyrdznienie.



