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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Miernikiewicz pt.: ,,Ocena zdolnosci biatek

kapsydowych bakteriofaga T4 do modulowania reakcji zapalnej"

Promotor: dr hab. Krystyna Dabrowska (Samodzielne Laboratorium Bakteriofagowe Instytutu

Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu)

Coraz  wigksze zainteresowanie Dbakteriofagami jako potencjalnymi $rodkami
antybakteryjnymi alternatywnymi dla antybiotykéw, mozliwymi do stosowania w zwalczaniu
infekcji antybiotykoopornymi bakteriami, narzuca konieczno$¢ odpowiedzi na wiele pytan
dotyczacych biologii bakteriofagéw, ich interakcji z bakteriami, a takze interakcji z komaérkami
eukariotycznymi i wplywu na organizmy ludzi i zwierzat tworzace Srodowisko oddziatywan
bakteriofagéw z bakteriami w trakcie terapii. Pionierem w tych badaniach jest grupa prof. dr hab.
Andrzeja Gorskiego, a takze wchodzacy w sklad tej grupy zespét dr hab. Krystyny Dabrowskiej,
wychowanki profesora, pelnigcej funkcje promotora rozprawy doktorskiej mgr Pauliny
Miernikiewicz zatytulowanej ,,Ocena zdolnosSci bialek kapsydowych bakteriofaga T4 do
modulowania reakcji zapalnej". Pytania jakie postawila sobie mgr Paulina Miernikiewicz
rozpoczynajac badania byly bardzo konkretne i dotyczyly potencjalnego udziatu bakteriofaga T4 i
jego wybranych biatek w stymulacji reakcji zapalnej i jej mediator6w. Bakteriofag T4 zostal

wybrany nieprzypadkowo. Jest on nie tylko modelowym bakteriofagiem Escherichia coli i



przedstawicielem wiekszej grupy bakteriofagéw o potencjale terapeutycznym, ale tez od wielu lat
stanowi obiekt badan zespolu dr hab. Krystyny Dabrowskiej. Jako obiekty badan poréwnawczych
wykorzystano bakteriofagi A3/R i 676/Z pozyskiwane z komdrek bakterii Gram-dodatniej -
Staphylococcus aureus, a wiec z natury pozbawione zanieczyszczen lipopolisacharydem, ktérego

obecno$¢ w preparatach bakteriofagéw bakterii Gram-ujemnych moze powodowac reakcje zapalna.

Praca zostala wykonana w Laboratorium Bakteriofagowym Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, z wykorzystaniem szeregu metod,
ktdre zostaly opracowane lub tez zoptymalizowane w trakcie wcze$niejszych badan prowadzonych

w Laboratorium.

Wiekszos¢ wynikéw przedstawionych przez Autorke zostala wczesniej opublikowane w
trzech publikacjach w czasopismach z listy Web of Science, dwéch w czasopiémie Plos ONE (w
2012 i 2013 roku) oraz jednej w czasopismie Frontiers in Microbiology (w 2016) roku), zostala
wiec wczesniej poddana wnikliwym recenzjom. Pierwszym Autorem wszystkich prac jest mgr
Paulina Miernikiewicz. Wszystkie wymienione czasopisma posiadaja znaczacy wspoGtczynnik
oddziatywania (impact factor, IF) - IF Plos One wynosi 2,776, a IF Frontiers in Microbiology
4,076. O wartosci naukowej zaprezentowanych wynikéw $wiadczy tez liczba cytowac
przedstawionych prac - w sumie 52 cytowania. Z tego wzgledu nie jest dla mnie jasne, dlaczego
obrona odbedzie sie na podstawie obszernej rozprawy doktorskiej, a nie na podstawie tzw. zszywki,
stanowigcej przewodnik po opublikowanych pracach, co jest od pewnego czasu dopuszczong
prawnie forma. Chociaz wyniki ujete w rozprawie doktorskiej mgr Pauliny Miernikiewicz, nie sg
wszystkimi opisanymi we wspomnianych publikacjach, zapewne z uwagi na wspétAutorstwo
innych osob, poréwnanie zawartosci publikacji z zawartoscia rozprawy doktorskiej wskazuje, ze s
one gléwnymi wynikami tych publikacji, stanowiacymi o ich warto$ci naukowej. W przypadku
publikacji w czasopi$mie Frontiers in Microbiology, taka informacje zawiera tez notatka w
publikacji o wkiadzie poszczegblnych Autoréw w tworzenie pracy.

Wyniki zawarte w pierwszej publikacji, a takze w pierwszej czeSci wynikéw opisanych w
rozprawie mozna uzna¢ za wstepne, umozliwiajace dopiero podjecie dalszych badan. Dotyczyly
one pozyskania w duzej ilo$ci i w wysokooczyszczonej formie biatek gp23*, gp24*, Hoc i Soc faga
T4 tworzacych kapsyd i eksponowanych na jego powierzchni. Zrédlem bialek byly skonstruowane
przez Autorke pracy z wykorzystaniem standardowych metod i komercyjnych wektoréw
ekspresyjnych plazmidy niosace pozadane geny w fuzji ze znacznikiem GST lub znacznikiem
szeSciohistydynowym. Wiele pracy wymagato dobranie odpowiednich wektoréw i odpowiedniej
lokalizacji znacznikéw (na koncu N lub na koncu C bialka), a takze takich warunkéw hodowli

komorek z plazmidami zawierajacymi sklonowane geny, by uzyska¢ pozadane tempo i poziom



syntezy ich produktow. Najciekawszym rozwiazaniem zaprezentowanym w tej pracy jest jednak
wspoiprodukcja badanych biatek faga T4 z fagowymi lub komérkowymi biatkami opiekuficzymi, w
tym m. in. w przypadku hodowli komérek w obnizonej temperaturze z biatkami opiekuriczymi
bakterii psychrofilnych. Pozwolio to na pozyskanie duzej frakcji badanych biatek w rozpuszczalnej
formie. Dodatkowo, Autorka poprzez wielokrotne dodatkowe oczyszczanie uzyskala preparaty o
bardzo matej zawartosci LPS - warunek konieczny, by mozna byto bada¢ ich wplyw na poziom
mediatoréw stanu zapalnego i wywolywanie reakcji zapalnej z wylaczeniem udziatu LPS w tym
procesie. Mimo wysokiego stopnia oczyszczenia wymienionych biatek, na zdjeciach zeli
wykonanych po ich rozdziale elektroforetycznym, widac stabe dodatkowe prazki, sugerujace
produkty rozpadu badanych biatek lub zanieczyszczenia innymi biatkami. Szkoda, Ze nie
przeanalizowano skladu biatkowego preparatéw z wykorzystaniem spektrometrii mas. Ze wzgledu
na powolywanie sie Autorki w rozdziale Materialy i Metody, na szereg metod opracowanych w
Laboratorium Bakteriofagowym, prositabym o dodatkowe wyjasnienie, ktére z procedur opisanych
w czesci dotyczace]j oczyszczania bialek byly oryginalnym wkiadem Autorki, a ktére powtérzeniem
procedur juz wcze$niej opracowanych i sprawdzonych, uzytych przez Autorke tylko dla pozyskania
badanych biatek w wigkszej iloéci, tym bardziej, ze praca ta zostata réwniez wlyczona do gléwnego
osiagniecia w przewodzie habilitacyjnym promotora pracy mgr Pauliny Miernikiewicz, dr hab.
Krystyny Dabrowskiej.

Za najwazniejsze osiagniecia mgr Pauliny Miernikiewicz uwazam wyniki opisane w dalszej
czgdcl pracy i zawarte w dwoch pozostalych publikacjach. Autorka wykazata w nich, ze ani
oczyszczone przez nig biatka, ani cate wiriony faga T4, réwniez oczyszczone z LPS, nie stymuluja
w istotny sposob reakcji zapalnej. Podobny wynik otrzymata w réwnoleglych badaniach wplywu na
reakcje zapalng dwoch niespokrewnionych z T4 bakteriofagéw gronkowca zocistego, A3R i 676Z.
W badaniach wykorzystala szeroki zakres wskaznikéw stanu zapalnego, takich jak mysie i ludzkie
cytokiny zapalne, chemokiny, czynniki wzrostu, czynniki zwigzane z alergia i czastki adhezyjne, a
takze produkcja reaktywnych form tlenu przez komoérki jednojadrzaste i wielojadrzaste krwi
obwodowej oraz dzialanie ukladu dopeliacza. Wyciagniete wnioski sa wiec dobrze
udokumentowane i sp6jne. Na uwage zastuguje pionierski charakter wykonanych badad i
zasadnicze znaczenie ich wynikéw dla przyszlego rozwoju fagoterapii, dzieki pokazaniu
bezpieczenstwa stosowania terapeutycznego fagéw badanych przez Autorke i z duzym
prawdopodobienstwem réwniez wielu innych fagéw. Jest to zgodne z wcze$niejszymi
obserwacjami klinicznymi opisanymi w pracach zespotu prof. Andrzeja Gorskiego. W dalszej
czgsci wynikéw opisanych w rozprawie oraz w trzeciej z opublikowanych prac Autorka uzyskata

wysoce oczyszczony, aktywny biologicznie preparat biatka haczykéw plytki podstawowej faga T4,



gp12, naturalnie oddzialujagcego z LPS w procesie adsorpcji faga do bakterii. Wykazala, ze
oczyszczone biatko gpl2 po podaniu myszom lacznie z LPS w istotny sposéb zmniejsza
stymulowang przez LPS reakcje zapalna. Ten wynik moze mie¢ olbrzymie znaczenie praktyczne,
przyczyniajac sie w przysztosci do opracowania lekéw lagodzacych stan zapalny wywolany
ogdlnoustrojowym zakazeniem bakteryjnym prowadzacym do sepsy. Stad mam pytanie do Autorki,
czy planuje dalsze badania, ktére pozwolityby wyodrebni¢ z gp12, krétki peptyd o zachowanej

zdolnosci do wiazania LPS.

Rozprawa zawiera si¢ na 192 stronach tekstu, uzupetnionego 42 rysunkami i 13 tabelami.
Jest napisana zwigzle i logicznie, bardzo starannie przygotowana i tatwa w czytaniu, mimo szeregu
opisow kompleksowych reakcji lezacych u podioza stanéw zapalnych, konStrukcji plazmidéw czy
tez testow immunologicznych in vitro i in vivo. We wstepie Autorka przedstawia ogoblng
charakterystyke stanu zapalnego, wyodrebnia stan ostry i przewlekly, opisuje przebieg
poszczegolnych etapéw oraz czynniki wewnatrz- i pozaustrojowe biorace udziat w wywolywaniu i
wygaszani stanu zapalnego, kladac szczegdlny nacisk na stany zapalne wywolane przez zakazenia
bakteryjne. Opisuje szczegélowo czynniki bakteryjne odpowiedzialne za reakcje zapalna,
szczegOlnie duzo uwagi poswiecajac roli LPS w wywolywaniu tej reakcji. Tutaj przydatby sie
jeszcze graficzny schemat reakcji zapalnych indukowanych przez LPS, co ulatwiloby prze$ledzenie
tych ztozonych reakcji i ich wzajemnych powigzan. Koricowy fragment wstepu poswiecony jest
bakteriofagom i nawiazuje bezposrednio do ich wykorzystania w leczeniu zakazen bakteryjnych
oraz zwiazanymi z tym kluczowymi pytaniami dotyczacymi mozliwoéci indukowania reakcji
zapalnej przez bakteriofagi - aspektu badan nad terapia fagowa o tyle istotnego, ze w terapiach z
wykorzystaniem preparatéw fagowych z nawet niewielka domieszka zanieczyszczen bakteryjnych
trudno odroznic¢ efekt terapeutyczny zwiazany z bakteriobéjczymi whasciwosciami fagéw od efektu
zwigzanego ze stymulacja odpowiedzi immunologicznej przez resztki bakterii zawarte w
preparatach. Wstep doskonale wprowadza w zagadnienia poruszane w dalszych cze$ciach pracy.
Uwazam, Ze mogiby, po uzupelieniu dodatkowymi graficznymi schematami sta¢ sie podstawa
krotkiej pracy przegladowej. Musze jedynie zgani¢ Autorke za bledy w Rysunku 1 (str. 37) i
towarzyszacym mu opisie. Zawarty na tym rysunku schemat przedstawia strukture oston
komoérkowych typowej bakterii Gram-ujemnej, wlaczajac blone cytoplazmatyczna, ztozong z
peptydoglikanu $ciane komérkowa i zewnetrzng blone komérkowa, co nie jest zgodne z podpisem
wskazujacym, ze jest to budowa $ciany komoérkowej bakterii Gram-ujemnych. Dodatkowo, na
rysunku zewnetrzng blone komérkowa Autorka oznaczyla jako $ciane komérkowa, a w opisie
stwierdzita, ze LPS wystepuje w zewnetrznej cze$ci $ciany komérkowej bakterii Gram-ujemnych,

zapominajac, ze u bakterii Gram-ujemnych $ciana komérkowa jest odgraniczona od $rodowiska



zewnetrzng blong komoérkowa, I to wlasnie w zewnetrznej blonie komérkowej zakotwiczony jest
LPS. Dodatkowo, prositabym o wyjasnienie, co Autorka miata doktadnie na mysli piszac na str. 46
wstepu, ze fagi moga przywraca¢ wrazliwosé na antybiotyki bakteriom opornym na antybiotyki.
Czy nie jest to aby zbyt duzy skrét myslowy?

Liczba i r6znorodno$¢ metod zastosowanych z sukcesem w pracy $wiadczy o duzej
swobodzie Autorki w postugiwaniu sie zaréwno standardowymi jak i nowoczesnymi technikami
mikrobiologii, biologii molekularnej i immunologii. Opis metod zawarty jest az na 55 stronach
tekstu, poczawszy od izolacji i oczyszczania z LPS bakteriofagéw i konstrukcji plazmidéw, poprzez
wielostopniowe procedury optymalizacji produkcji i oczyszczania bialek, a skoficzywszy na
technikach immunologicznych. Cala cze$¢ pracy opisujaca wyniki badan jest zwiezla i logicznie
uporzadkowana, poczynajac od opisu konstrukcji plazmidéw i optymalizacji produkcji pozadanych
biatek, poprzez ich oczyszczanie i wykorzystanie w badaniach nad wplywem na reakcje zapalna.
Imponuje determinacja Autorki w dazeniu do skonstruowania plazmidéw umozliwiajacych wydajna
ekspresje badanych genéw faga T4, a takze w optymalizacji produkcji biatek kodowanych przez te
geny, tak by mozna bylo pozyska¢ badane biatka w duzej ilosci i w rozpuszczalnej formie.
Polemizowalabym jedynie z kolejnoécia opisu niektérych wynikéw. Wyniki pokazujace brak
aktywnosci wirionéw faga T4 w stymulacji reakcji zapalnej umieszczone sq w pracy za wynikami
dotyczacymi wptywu oczyszczonych biatek wirionu T4 na reakcje zapalng. Tymczasem wskazuja
one, Ze nic co jest eksponowane na powierzchni bakteriofaga T4 nie stymuluje w istotny sposéb
reakcji zapalnej. Badania z oczyszczonymi biatkami moga jedynie to potwierdzi¢ i wskazaé, ze
badane biatka, nawet jedli znajda si¢ w organizmie w duzej iloéci jako produkty rozpadu wirionéw
lub komorek bakteryjnych z niedojrzatymi fagami, nie beda stymulowaty reakcji zapalnej. Ciekawa
obserwacja wynikneta z badan nad wplywem faga T4 i jego mutanta HAPI, a takze fagéw A3R i
676Z, na aktywnos¢ ukladu dopelniacza, wskazujacych na obnizenie aktywnosci réznych $ciezek
uktadu dopetniacza przez mutanta HAPI oraz fagi A3R i 676Z, w poréwnaniu z dzikim fagiem T4.
Nie jest jednak jasne jakich badan wymagaloby wyjasnienie zaobserwowanych réznic, choé¢
spekulacje na temat przyczyn réznic stanowia obszerng cze$¢ dyskusji pracy. Cho¢ dyskusja jest
zwiezka i odnosi si¢ bezposrednio do wynikéw pracy prositabym jeszcze Autorke o odpowiedz na
kilka dodatkowych pytar.

1) Czym wytlumaczy¢ bardzo rézne poziomy endotoksyny w preparatach oczyszczonych biatek
gp23*, gp24*, gpl2 oraz Hoc i Soc o podobnej lub tylko nieco réznej zawarto$ci biatka,

wymienionych w Tabeli 13?

2) Jak mozna wytlumaczy¢ biologiczny sens braku aktywno$ci w wywolywaniu stanu zapalnego

przez biatka fagowe znane ze swojej immunogennosci.



3) Jakich efektéw nalezy oczekiwaé przy podaniu myszom z ogolnoustrojowym zakazeniem E. coli
preparatu gp12 w polaczeniu z antybiotykiem?

W mojej opinii rozprawa doktorska mgr Pauliny Miernikiewicz zastuguje na wysokg ocene,
ze wzgledu na pionierski charakter zaprezentowanych badan, whasciwy i wszechstronny dobér
metod badawczych oraz duzq warto$¢ naukowa i aplikacyjng otrzymanych wynikéw, co
potwierdzito ich opublikowanie w renomowanych czasopismach i prezentacje w formie doniesied

na miedzynarodowych konferencjach.

Z obowiazku recenzenta musze wspomnie¢ o pewnych drobnych niedociggnieciach lub
btedach, ktérych Autorka sie nie ustrzegla, a ktorych wiekszo$¢ zawarta jest w opisie metod i

zwigzana z naduzywaniem zargonu laboratoryjnego.

- str. 56: Zamiast Zargonowego okreslenia "szczepy ekspresyjne" lepiej byloby uzy¢ " Szczepy do
ekspresji genéw sklonowanych w plazmidach”

- str. 57: "Media hodowlane" to po prostu "Pozywki do hodowli"

- str. 63: Na mapie wektora serii pPDONR zaznaczono origin replikacji plazmidu pUC, a na mapach
wektorow serii pDEST origin replikacji plazmidu PBR322. Tymczasem jest to ten sam origin
replikacji wywodzacy sie z plazmidu pMB1, a réznica polega na obecnoéci w plazmidach typu
pDEST dodatkowo genu rop kodujacego biatko obnizajace liczbe kopii tych plazmidéw w stosunku
do plazmidéw typu pDONR.

str. 64: Zamiast zargonowego tytulu podrozdzialu "Konstrukcje plazmidowe" lepiej bytoby uzy¢
"Plazmidy niekomercyjne wykorzystane lub skonstruowane w tej pracy"

- str. 67: roztwor octanu sodu i chlorku sodu nie jest buforem

-str. 81: Stwierdzenie "zréwnowazony fenol o czystosci molekularnej" jest zbyt zdawkowe, by bylo
informatywne dla kogos, kto nie oczyszczat przedtem DNA z wykorzystaniem fenolu.

str. 86: W opisie elektroforezy Autorka podala skiad buforu TBE. Zaraz potem opisala izolacje
DNA z zeli agarozowych. Czy to znaczy, ze do izolacji uzywane byly Zele na bazie buforu TBE,

zamiast zalecanego w takich przypadkach buforu TAE (Tris-octan, EDTA)

- Podrozdziat 5.8, 5.9, 5.10: Podawanie w opisach metod informacji o ilosci dodanego do reakcji
DNA w mikrolitrach, bez informacji przynajmniej o szacunkowym stezeniu DNA nie okre$la ile w
rzeczywistosci DNA znajdowalo sie w mieszaninie reakcyjnej.

-str. 88: Zamiast zargonowego stwierdzenia "Reakcje restrykcji" poprawniej byloby zatytulowaé

podrozdziat 5.9 "Trawienia enzymami restrykcyjnymi”

- str. 89: bakterii nie transformuje sie szokiem termicznym, a DNA.



- str. 91 i 92: Prositabym Autorke o doprecyzowanie okreslenia "banku ekspresyjnego szczepu
bakteryjnego". Zwykle slowa bank w podobnych przypadkach uzywa sie do okreslenia komorek
bakterii zawierajacych réine fragmenty DNA sklonowane w chromosomie lub plazmidach. Z

towarzyszacego stwierdzeniu Autorki opisu nie wynika, Ze o to tutaj chodzi.

- str. 101-102: W opisie testow przesiewowych z uzyciem membran RayBio Cytokine Array
Autorka podaje, ze wyniki uzyskiwano na podstawie analizy nawietlonych klisz rentgenowskich
programem ImageJ. Tymczasem, z zastosowaniem tego typu analizy, wykrycie ponad
tysigckrotnych r6znic intensywnoéci sygnatu, wskazanych na wykresach shupkowych w
podrozdziale 15.1 z wynikami, nie bytoby mozliwe ze wzgledy na mala rozpieto$¢ czutosci kliszy
w warunkach niedo$wietlenia wymaganych do pomiaréw ilo$ciowych. Tak doktadne pomiary
umozliwia tylko wykorzystanie systeméw do bezposredniej detekcji i pomiaru
chemiluminescencji. Na uzycie takiego wlasnie systemu powolano si¢ w opisie tych wynikéw w
publikacji. Prositabym Autorke o wyjasnienie rozbiezno$ci w opisie systemu pomiaru

chemiluminescencji w publikacji i w rozprawie doktorskiej.

- str. 126: biatka opiekuricze nie umozliwiaja "powolnej ekspresji innych biatek" jak pisze Autorka,

lecz ich prawidtowe fatldowanie

- str. 131, Rysunek 24: Czg$¢ podpisu tego rysunku zawiera przekopiowana z jednego z
poprzednich rysunkoéw bledna informacje, Ze poziomg kreska oznaczono frakcje zawierajaca
bakteriofagi.

Powyzsze, drobne uwagi krytyczne w niczym nie podwazaja mojej wysokiej oceny pracy.
W podsumowaniu stwierdzam, Ze recenzowana praca spelnia wymogi formalne i merytoryczne
stawiane rozprawom doktorskim i odpowiada warunkom okre§lonym w art. 13 ustawy o tytule i
stopniach naukowych. Wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Do$wiadczalnej PAN im. Ludwika Hirszfelda we Wroclawiu, o przyjecie rozprawy i dopuszczenie
mgr Pauliny Miernikiewicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na

wysoka warto$¢ merytoryczng pracy sktadam wniosek o jej wyrdznienie.




