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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Miernikiewicz pt. "Ocena zdolnosci bialek
kapsydowych bakteriofaga T4 do modulowania reakcji zapalnej "

przygotowanej pod kierunkiem naukowym dr hab. Krystyny Dabrowskiej

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska ma postaé¢ obszernej (192 strony), bardzo
starannie przygotowanej monografii o strukturze typowej dla prac do$wiadczalnych. Sktada sie ona
ze Spisu rysunkéw, Spisu tabel, obszernego Spisu zastosowanych skrétéw, Wstepu, ktéry bardzo
dobrze wprowadza czytelnika w podstawy tematyki badawczej, jednostronicowego Celu pracy,
Materiatow, Metod, Wynikéw, Dyskusji, Wnioskow, Streszczenia w wersji polskiej i angielskiej oraz

spisu literatury.

Mgr Paulina Miernikiewicz w przedktadanej rozprawie doktorskiej podejmuje bardzo wazng i
aktualna tematyke badawczg jaka jest zdolnos¢ fagéw T4, jego mutanta HAP1, A3R, 676Z oraz biatek
kapsydu faga T4 —gp23*, gp24*, gp12, Hoc i Soc do modulowania odpowiedzi immunologicznej a w
szczeg6lnosci reakcji zapalnej.

Badania te sg bardzo aktualne, ze wzgledu na to, ze pozwalajg nam znacznie lepiej zrozumie¢ i
przewidzie¢ interakcje fagéw z uktadem immunologicznym cztowieka. Moa to kluczowe znaczenie dla
sukcesu fagoterapii, ktéra daje nadzieje na skuteczng walke z bakteriami antybiotykoopornymi.
Mimo tego, iz ta metoda leczenia znana jest dtuzej niz antybiotykoterapia, wiele jej aspektéw nie jest
jeszcze dostatecznie poznanych. Jednym z nich jest wptyw uzycia fagéw na uktad odpornosciowy
pacjenta, a szczeg6lnie na powstawanie i przebieg reakcji zapalnej. Jest to bardzo istotny aspekt,
ktory jest nieodtacznie zwigzany z leczeniem zakazeri bakteryjnych. Luke w tych witaénie badaniach

stara sie zapetni¢ Mgr. Paulina Miernikiewicz w przedtozonej rozprawie.



Tres¢ wstgpu jest dobrze dobrana i stanowi bardzo dobrg teoretyczna podstawe, ktéra pomaga
czytelnikowi w interpretacji wynikoéw czeéci doswiadczalnej. We wstepie oméwione sa réine aspekty
zwigzane z przebiegiem i czynnikami wywotujacymi stan zapalny. W dalszej czeéci wstepu przyblizane
sq zagadnienia zwigzane z charakterystyka i biosyntezg lipopolisacharydu, a nastepnie przytoczony
jest zwigzly opis uzycia bakteriofagéw w zwalczaniu zakazern bakteryjnych i znanego dotychczas

wptywu bakteriofagdéw na fagocytoze i produkcje cytokin.

Cele pracy sg jasno zdefiniowane i zawierajg zatozenia, ktére wplynely na wyznaczenie danych
celow. Zdefiniowana jest réwniez hipoteza badawcza, ktéra zakiada, ze bakteriofagi, jako wirusy,
moga potencjalnie mie¢ immunostymulujgcy charakter podobny do wiruséw ludzkich i zwierzecych, i

tym samym, wpltywa¢ na produkcje mediatoréw stanu zapalnego.

Dobér metod badawczych jest prawidtowy. Pozwolity one osiggna¢ zdefiniowane cele badawcze,
przetestowac postawiong w celach pracy hipoteze i uzyska¢ niezwykle cenne i interesujgce wyniki. Na
szczeglng uwage zastuguje bardzo duza iloé¢ pracy wiozona w uzyskanie samych materiatéw do
badan. Aspekt ten moze nie zosta¢ wiasciwie oceniony i doceniony przez osoby, ktére nie majg
doswiadczenia w ekspresji i oczyszczaniu biatek, szczegdlnie pochodzenia fagowego. W moich oczach
jednak doktorantka zdobyta uznanie sprawnie radzac sobie z tym zadaniem, szczegblnie z

ktopotliwym biatkiem gp12.

Dobér literatury i materiatéw zrédtowych $wiadczy o dobrej orientacji Doktorantki w temacie
badari. W swojej pracy, mgr Paulina Miernikiewicz obficie czerpie gldwnie z najnowszych dokonan
naukowych, ale réwniez nie pomija starszych, czesto trudnych do zdobycia pozycji literaturowych.

Cytowana literatura jest bardzo obszerna i zawiera 271 pozycji.

Recenzowana praca jest niezwykle starannie napisana. Btedy edytorskie sg bardzo nieliczne, co
nie zdarza sie czesto w tego typu pracach. Przekradly sie do tekstu nieliczne literéwki i btedy
edytorskie takie jak: “$wiatto UVb” na stronie 33, ,temperatura ciata ponizej 38°C lub ponizej 36°C” w
opisie symptomdw zespotu ogdélnoustrojowej reakcji zapalnej, angielskie stéwko ,and” w zdaniu
po polsku na stronie 37, bfgd w nazwie gatunkowej bakterii ,Vibrio parashaemolyticus” zamiast
»Vibrio parahaemolyticus” na stronie 47, czy uzycie angielskiego stowa ,leptin” na stronie 140.
Niemniej jednak, jak na tak obszerna prace, zawiera ona niewielkg ilo$¢ bteddw, co jest albo

wynikiem lekkiego piéra doktorantki, albo bardzo doktadnej i pracochtonnej korekty.



Przystepujac do oceny uzyskanych rezultatéw, musze przyznaé, ze prace przeczytatem z duzym
zainteresowaniem. Porusza ona tematy, ktére sg dla mnie niezwykle interesujgce. Jednocze$nie
praca jest spojna i dobrze ustrukturyzowana, co znacznie utatwia jej odbiér. Bardzo interesujacy i
jednoczesnie niezwykle pracochtonng czescia pracy byto uzyskanie oczyszczonych biatek fagowych.
Koniecznos¢ zastosowania bardzo zréinicowanego podejécia do ekspresji badanych biatek i
przezwycigzenia problemdw z ekspresja biatka gp12 wskazuja, na jakie problemy mozna sie natkng¢
przy probach produkcji biatek fagowych. Jednoczesnie uzyskane wyniki wskazujg, jak moina takie
problemy przezwyciezyé.

Mojg uwage przykuty wyniki, ktére jednoznacznie wskazuja na to, iz biatka kapsydu T4, jakimi sg
gp23*, gp24*, Hoc i Soc, nie wptywaja na aktywnos$¢ cytokin zapalnych, takich jak IL-1a, IL-1B, IL-
2, IL-6, IL-12 p40/p70, IFN-y, TNF-a, chemokin np. IL-8, MCP-1, MIG, RANTES, czynnikdw wzrostu,
np. MCSF, GCSF, GM-CSF, VEGF, mediatoréw zapalenia zwigzanych z alergia, np. IL-4, IL-5, IL-13,
cytokin i czynnikéw przeciwzapalnych, np. IL-10, sTNF RI, sTNF RIl, lub czastek adhezyjnych np.
slektyny L, selektyny P, VCAM-1. Ponadto, nie wywotaty one wybuchu tlenowego w ludzkich
liniach komdrkowych, nawet przy zastosowaniu wysokich stezenn badanych biatek. Podobne
wyniki uzyskano dla kompletnych, oczyszczonych wirionéw faga T4 i bakteriofagéw
gronkowcowych A3R i 676Z, cho¢ w przypadku wynikéw prezentowanych na rycinie 33
obserwuje sig obnizenie produkcji niektérych mediatoréw reakcji zapalnej w stosunku do
wynikéw uzyskanych po podaniu LPS w ilodci odpowiadajacej zanieczyszczeniom preparatu
fagowego. Czy doktorantka moze odnies¢ sie do tej uwagi? Ponadto prositbym o podanie, co
byto w tym przypadku wartoscig zerowq? Czy byt to poziom tych czynnikéw w surowicy zwierzat
kontrolnych, czy wykres przedstawia wartosci bezwzgledne?

W zwigzku z ta czescia badar chciatem sig zapytaé, co byto podstawa wyboru fagéw A3R i 6762
do poréwnania z wynikami uzyskanymi dla bakteriofaga T4? Wydaje mi sie, ze stuszniejszym bytby
wybor cho¢ jednego faga atakujacego bakterig Escherichia coli lub przynajmniej inng, blisko
spokrewniong bakterie Gram-ujemng. Poréwnanie wynikéw miedzy fagami tak odlegtych ewolucyjnie
bakterii moze w wielu przypadkach nie by¢ tatwe a nawet mozliwe. Dodatkowo bardziej zasadne
wydaje mi sig uzycie fagéw poréwnawczych aktywnych przeciw réznym gatunkom bakterii, a nie

dwoch fagow poréwnawczych aktywnych przeciw jednej i to bardzo odlegtej ewolucyjnie bakterii.

Nastepna cze$¢ pracy zostata poswiecona badaniu oddziatywania wybranych fagéw z uktadem
dopetniacza. W tej czesci mgr Paulina Miernikiewicz wykazata, ze badane fagi wykazujg zréznicowany
wptyw na aktywacje uktadu dopetniacza. Bakteriofag T4 nie wptywat na aktywacje dopetniacza we

wszystkich trzech drogach: klasycznej, alternatywnej i lektynowej. Jednak jego mutant HAP1, ktéry



jest pozbawiony biatka Hoc, obnizat aktywno$¢ drogi klasycznej aktywacji dopetniacza. Jak
doktorantka stusznie zauwazyta, sugeruje to role tego biatka w regulacji odziatywania z ukiadem
dopetniacza. Zastosowane poréwnawcze fagi gronkowcowe powodowaly obnizenie aktywacji
dopetniacza w ramach $ciezki lektynowej. Doktorantka sugeruje, ze moze to by¢ efekt Zanieczyszczen
obecnych w preparatach fagowych. Tu nasuwa sie pytanie, czy doktorantka miata mozliwoéé uzycia
bakteriofagéw oczyszczonych metoda ultrawirowania w gradiencie stezen chlorku cezu? Preparaty
takie charakteryzujg sie bardzo wysoka czystoscia, zwykle nieosiagalng w przypadku zastosowania
chromatografii. Czy mgr Paulina Miernikiewicz okreélita stopien zanieczyszczenia preparatow
czgsteczkami innymi niz LPS? Na stronie 129 doktorantka pisze, ze preparaty biatkowe ,zostaly
oczyszczone w wysokim stopniu z resztek zanieczyszczen”, lecz nie podaje doktadnych wynikéw

analiz, ktore byly podstawa do wyciaggniecia takich wnioskéw.

W dalszej czgsci zaprezentowano wyniki badar wptywu biatka gp12 na rozwéj stanu zapalnego
indukowanego przy uzyciu LPS. Biatko to, po wyprodukowaniu i oczyszczeniu przez mgr Pauline
Miernikiewicz, zachowato swojg zdolno$¢ do wigzania LPS, a dzieki brakowi toksycznosci zaréwno w
uktadzie hodowli komérkowej, jak i po bezposrednim podaniu w modelu mysim, mogto zostaé
zastosowane jako potencjalny lek zmniejszajgcy reakcje zapalng po podaniu LPS. Okazato sie, ze
biatko to spetnito poktadane w nim nadzieje i, by¢ moze w przysztoéci, moze zostaé zastosowanie jako

lek wspierajacy leczenie w przebiegu sepsy.

Po zaprezentowaniu uzyskanych wynikéw zostaty one przedyskutowane w ciekawej i dojrzate]
dyskusji w odniesieniu do aktualnego stanu wiedzy. W zasadzie wiekszo$¢ zawartych w niej wnioskéw
jest moim zdaniem stuszna, niemniej jednak osobiscie nie odwazytbym sie twierdzi¢, ze bakteriofag
T4 jest najlepiej poznanym wirusem bakteryjnym. Mégtbym wymienié co najmniej kilka fagéw takich
jak MS2, M13, Phi X 174 czy chocby A, ktére zostaty poznane, w moim subiektywnym odczuciu, w
znacznie wigkszym stopniu. Ponadto nie zgodze sie z twierdzeniem, ze geny faga T4 i produkty
biatkowe tych genéw zostaly doktadnie scharakteryzowane. Zgodnie z moja wiedza, nadal wiele
genow faga T4 i produktéw biatkowych tych gendw nie jest dokfadnie scharakteryzowanych, a
funkcja czesci z nich jest nadal nie znana.

W dyskusji znalazt sie réwniez skrét myslowy: ,Rekombinowane biatka otrzymywane w
systemie ekspresyjnym Escherichia coli zawsze zawierajg ogromng ilo$¢ bakteryjnego
lipopolisacharydu i innych produktow bakteryjnych”. Z kontekstu wynika, ze doktorantce

chodzito nie o biatka, lecz o preparaty biatkowe.



Wymienione przeze mnie potknigcia nie wplywajg znaczaco na warto$¢ pracy, ktéra jest w moim
odczuciu bardzo wysoka. Jej wyniki zostaty opublikowane w trzech bardzo dobrych pracach — dwéch
w czasopiémie PLoS One i jednym w czasopismie Frontiers in Microbiology. W zasadzie taki dorobek
publikacyjny kwalifikowatby sie do przedstawienia pracy w formie zbitki tych artykutéw opatrzonych

odpowiednim komentarzem i dyskusja.

Whioski koricowe

W oparciu o dokonang analize tresci przedstawionej mi do recenzji pracy mgr Pauliny
Miernikiewicz pt. "Ocena zdolnosci biatek kapsydowych bakteriofaga T4 do modulowania reakcji
zapalnej" na podstawie zawartych w niej wynikéw 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 ubiegajagcym sie o stopien doktora w zakresie nauk
biologicznych. W zwigzku z tym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej PAN o dopuszczenie Pani mgr Pauliny Miernikiewicz do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie w uznaniu dla wartosci i aktualno$ci zawartych w recenzowanej pracy wynikéw,
wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN o

stosowne jej wyroznienie.
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