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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Zuzanny Kazmierczak pt.: ,,Jdentyfikacja adhezyjnych bialek

strukturalnych bakteriofagéw T4, A3/R, 676/Z oraz ich wplyw na komorki ssakow"

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

Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu)

Ograniczona skutecznos$¢ antybiotykoterapii w walce z lekoopornymi szczepami bakterii
narzuca koniecznos¢ poszukiwania srodkow antybakteryjnych alternatywnych dla antybiotykdow.
Naleza do nich bakteriofagi - wirusy bakteryjne zdolne do zabijania swoich bakteryjnych
gospodarzy, nawet tych, ktére nabyly oporno$¢ na antybiotyki. Srodowiskiem namnazania
bakteriofagow sa komorki bakteryjne, srodowiskiem ich przebywania komorki bakteryjne, ale tez
srodowisko zycia bakterii. Stycznos¢ bakteriofagéw z elementami obu tych Srodowisk jest wiec
nieuchronna. Dotyczy to tez bakteriofagow patogendéw bakteryjnych, ktére zaleznie od miejsc
zasiedlanych przez ich gospodarzy maja styczno$¢ z okreslonymi organami lub komoérkami ludzi
lub zwierzat. Tymczasem zarowno oddzialtywania bakteriofagdw z organizmami ludzi i zwierzat, w
tym z ich ukladem immunologicznym, jak i konsekwencje tych oddzialywan dla bezpieczenstwa i
skutecznosci fagoterapii zakazen bakteryjnych sg bardzo stabo poznane. Systematyczne badania
nad tym tematem zapoczatkowane zostaty i prowadzone sq dalej przez zespét prof. dr hab. Andrzeja
Gorskiego. Uczestniczg w nich réwniez grupy kierowane przez wychowankéw profesora, w tym

grupa dr hab. Krystyny Dabrowskiej, promotora rozprawy doktorskiej mgr Zuzanny Kazmierczak.



Rozprawa doktorska mgr Kazmierczak $ciSle wpisuje sie w ta tematyke i dotyczy oddzialywar
bakteriofagéw o potencjale terapeutycznym z komérkami ssakow, a w szczeg6lnosci identyfikacji
niektorych biatek zaangazowanych w te oddzialywania. Doktorantka wyznaczyta sobie jako gléwny
cel identyfikacja tych bialek strukturalnych wybranych bakteriofagéw gronkowcowych: A3/R i
676/Z, ktore nadaja fagom zdolno$¢ do oddziatywan z komérkami ludzkimi. Cel ten udalo jej sie
zrealizowa¢ - w wyniku przeprowadzonych badan zidentyfikowata biatko fagowe o pozadanych
wiasciwosciach.

Praca zostata wykonana w Laboratorium Bakteriofagowym Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, kt6re przez wiele lat badan nad
terapia fagowa zgromadzilo bogata kolekcje bakteriofagéw do zastosowari terapeutycznych. Jako
obiekt badan opisanych w pracy wybrano modelowego bakteriofaga T4 Escherichia coli (kt6rego
biatko Hoc dokorujgce kapsyd zostalo wczesniej zidentyfikowane przez dr hab. Krystyne
Dabrowskg jako odpowiedzialne za oddzialywania tego faga z organizmami ssakéw), oraz
bakteriofagi A3R i 676Z Staphylococcus aureus wykorzystywane w fagoterapii zakazei tg bakteria.
Motywacja takiego wyboru jest zrozumiala, ze wzgledu na wykazana w wielu przypadkach
skutecznos¢ terapeutyczng wybranych fagéw oraz szeroki zakres szczepéw w obrebie gatunku
Staphylococcus aureus infekowanych przez fagi A3/R i 676/Z.

Wyniki opisane w prace mozna podzieli¢ na dwie cze$ci. Pierwsza dotyczy opracowania
metody badania cyrkulacji bakteriofaga T4 w organizmie myszy oraz obrazowania w komérkach
eukariotycznych in vitro, a takze w tkankach myszy in vivo, faga T4 eksponujacego fluorescencyijne
biatko Gfp na kapsydzie. Chociaz technika znakowania bakteriofaga T4 poprzez inkorporacje do
kapsydu faga frakcji biatek tworzacych kapsyd w fuzji z biatkiem Gfp nie jest nowa, w pracy
pokazano przydatno$¢ wyznakowanych w ten sposéb bakteriofagéw do monitorowania kumulacji
bakteriofaga T4 w komoérkach i w tkankach ssaczych. Wykazano, ze fagi wyznakowane Gfp i
podane dozylnie myszy kumuluja sie w $ledzionie i elementach ukladu fagocytarnego
(siateczkowo-$rodblonkowego), co moze potencjalnie prowadzi¢ do indukcji specyficznej
odpowiedzi ukladu immunologicznego na te fagi.

Watek zwiazany z indukcja odpowiedzi immunologicznej u ssakéw, w tym czlowieka, przez
bakteriofagi kontynuowany by} przez autorke jako jeden z watkéw drugiej czesci wynikow pracy,
ktora dotyczy bakteriofagéw gronkowcowych A3/R i 676/Z. Autorka wykazala, Ze u myszy oba
fagi indukuja produkcje przeciwcial zaréwno klasy IgM jak i IgG. W tej czedci doktorantka podjeta
sie tez identyfikacji biatek strukturalnych badanych fagéw mogacych potencjalnie oddzialywaé z

komorkami ssakéw, okreslenia lokalizacji tych bialek w wirionach, zbadania ich interakcji z



surowicami zdrowych ochotikéw wykazujacymi reaktywno$¢ wobec bakteriofagow A3/R i 676/Z,
zbadania zdolnodci przeciwciat przeciwko tym biatkom do blokowania aktywnosci
przeciwbakteryjnej fagéw oraz zbadania zdolnosci badanych biatek do adhezji do wybranych
komorek ssaczych. Na podstawie wynikéw analizy bioinformatycznej wszystkich biatek obu fagéw
podstawowymi nadrzedziami do analiz poréwnawczych, do badan wytypowano 5 bialek,
oznaczonych w pracy jako A2, A3. A4. A6 i A8. Cztery z nich w przypadku obu fagéw maja
identyczne sekwencje aminokwasowe, sekwencja jednego (A6) rézni sie¢ 0 4% w przypadku
wariantow kodowanych przez A3/R i 676/Z. Kryteria wyboru sa niejasno opisane w pracy. Nie
podano jakie konkretne cechy kazdego z tych bialek decydowaly o jego wyborze, poza ogélnym
stwierdzeniem, Ze poszukiwano bialek o konserwatywnych domenach sugerujgcych aktywnos¢
wzgledem komoérek eukariotycznych, biatek podobnych do innych biatek strukturalnych fagéw, czy
tez biatek podobnych do bialek eukariotycznych. Prosilabym o uzupetnienie brakujacych
informaciji.

Geny wszystkich wytypowanych do analizy biatek sklonowano w wektorach ekspresyjnych
w fuzji z genem kodujacym transferaze S-glutationowa (GST), w celu oczyszczenia metodg
chromatogragii powinowactwa. Zoptymalizowano warunki nadprodukcji wszystkich biatek w
komorkach E. coli, poprzez dobér odpowiednich szczepéw bakterii oraz dobér warunkéw
nadprodukcji. Dodatkowo, dla zwiekszenia frakcji kazdego z bialek w postaci prawidlowo
sfatldowanej wykorzystano do ekspresji komérki z plazmidami kodujacymi biatka opiekuricze i
produkujacymi zwigkszone ilosci tych biatek. Bialka odzyskiwano ze zloza wykazujacego
powinowactwo do GST poprzez odtrawianie proteaza AcCTEV rozpoznajaca sekwencje lgcznika
pomiedzy GST, a kazdym z badanych biatek w fuzjach GST z tymi biatkami. Kazde z uwolnionych
w ten sposob biatek poddano dodatkowo wieloetapowej procedurze dalszego oczyszczania w celu
usunigcia endotoksyn i zanieczyszczen innymi biatkami. Analiza chromatograficzna wykazata
wysoka czysto$¢ otrzymanych preparatéw biatkowych, a otrzymane ilosci tych biatek wystarczyly
do immunizacji zwierzat oraz do dalszych badan. Wykazano, ze przeciwciata przeciwko wszystkim
badanym biatkom, z wyjatkiem A3 reaguja z wirionami fagéw A3/R i 676/Z.

Przeciwciata przeciwko poszczegdlnym biatkom wykorzystano do immunodetekcji tych
biatlek w wirionach fagéw A3/R i 676/Z. Do monitorowania lokalizacji przeciwciat
pierwszorzedowych zwigzanych z poszczegolnymi bialkami wirionéw wykorzystano przeciwciala
drugorzgdowe skoniugowane z czasteczkami zlota. Dzieki temu wykazano, ze biatko A2 w
przypadku obu fagoéw eksponowane jest na powierzchni kapsydu, biatka A4 i A6 eksponowane sg

na rurkowatej czesci ogonka, a biatko A8 zlokalizowane jest w obrebie ptytki podstawnej. Badajac



wplyw otrzymanych przeciwciat przeciwko badanym biatkom na aktywnos¢ antybakteryjng fagéw
A3/R 1 676/Z autorka wykazata, ze tylko przeciwciata przeciwko biatku A8, zlokalizowanemu w
plytce podstawnej blokujg aktywnogé przeciwbakteryjna obu fagdw.

Interesujacych wynikéw dostarczyly badania zdolnosci surowic 55 ochotnikéw nigdy nie
leczonych fagami do reakcji z fagami A3/R i 676/Z. W przerowadzonych badaniach stwierdzono
reaktywnos¢ z fagami okoto 30-35% badanych surowic. Jednak w zadnej z badanych surowic nie
wykryto przeciwciat klasy IgG zdolnych do reakcji z biatkami A2, A6 i A8, co wskazuje na brak
immunogennosci tych biatek. W badaniach tych nie umieszczono wynikoéw podobnych badan dla
biatka A4, co wymagaloby wyjasnienia.

W dalszym etapie pracy autorka zbadata zdolnoéc adhezji wszystkich pieciu badanych
biatek do komérek eukariotycznych wybranych linii, kierujac sie przy wyborze pochodzeniem
komoérek z miejsc typowo zasiedlanych lub infekowanych przez gronkowca zlocistego. Tylko
wyniki dla biatka A6 réznity sie znaczaco statystycznie od wynikéw dla kontroli negatywnej, co
pozwolilo autorce na wywnioskowanie, ze biatko A6 tworzace czes¢ powierzchni kapsydu, moze
uczestniczy¢ w adhezji wirionéw fagéw A3/R i 676/Z do okreslonych komérek eukariotycznych.
Jednak o wartosci przedstawionych wynikéw decyduje nie tylko sam fakt identyfikacji pozadanego
biatka, co bedzie wymagato dalszych badan, ale tez sama strategia jego identyfikacji, mozliwa w
przysziosci do zastosowania w celu identyfikacji innych biatek fagowych o podobnych
wiasciwosciach.

Z opisu metod i wynikéw wylania sie ogrom pracy wilozony przez autorke w przygotowanie
przedstawionej do oceny rozprawy. Doceniam sukces w opracowaniu wydajnych metod
nadprodukcji i pozyskania w rozpuszczalnej formie pieciu biatek strukturalnych fagéw A3/R i
676/Z. Kazdy, kto klonowatl geny kodujace biatka wirionéw w celu pozyskania ich produktéw,
zdaje sobie sprawe, ze w wielu przypadkach nie jest to zadanie trywialne z uwagi na klopoty z
ekspresjq okreélonych genéw lub agregacja kodowanych przez nie bialek w nieobecnosci innych
biatek danego faga. Mam wiec pytanie, czy byly tez bialka, ktére autorka wybrala do badan, ale nie
opisata ich w pracy z uwagi na problemy z nadprodukcja.

Na uwage w pracy zastluguja zdjecia z mikroskopu elektronowego wskazujace na
wspomniang lokalizacje wymienionych biatek. Nie zgodze sie natomiast z twierdzeniem autorki
pracy, ze biatka A4 i A6 zlokalizowane s na tubie ogonka. U fagow A3/R i 676/Z tuba otoczona
jest kurczliwa pochewka. Widoczne na zdjeciach bakteriofagi z przyczepionymi do nich

przeciwciatami przeciwko tym bialkom maja wydtuzone pochewki i przeciwciala wyraZnie



przylegaja do powierzchni pochewek. By mogly przylega¢ do powierzchni tuby pochewki
musiatyby by¢ skurczone, zeby odstoni¢ tq powierzchnie.

Na niektérych zdjeciach obrazujacych lokalizacje bialek A2, A4 i A6 w wirionie odlegtos¢
punktéw reprezentujacych czasteczki ztota, skoniugowane z przeciwcialami drugorzedowymi, od
powierzchni tuby ogonka wirionu lub kapsydu jest dos¢ duza. Co wiecej, na niektorych z tych zdjec¢
wida¢ tylko pojedyncze czasteczki zlota w sasiedztwie wirionu. Prositabym autorke o
skomentowanie tych obserwacji. Czy mozna to thumaczy¢ wielkoscia kompleksu
pierwszorzedowych i drugorzedowych przeciwcial?

Wryniki czesci pracy dotyczacej wizualizacji faga T4 zostaly opublikowane w 2014 roku w
recenzowanym czasopismie Bacteriophage w pracy pt. "Molecular imaging of T4 phage in
mammalian tissues and cells", ktorej pierwszym autorem jest mgr KaZzmierczak. Warto podkreslic,
7e wspomniany artykul, mimo, ze nie zostal on opublikowany w czasopismie z bazy Journal
Citation Reports (JCR), doczekal sie szeSciu cytowan w czasopismach bazy PubMed Central, co
Swiadczy o dostrzezeniu cytowanej pracy przez Srodowisko naukowe. Inng cze$¢ pracy
podsumowano w formie opisu metody w rozdziale do ksiazki wydawnictwa Springer Methods in
Molecular Biology. Ponadto rézne czesci pozostatych wynikdéw pracy zostaly zaprezentowane w
formie komunikatow konferencyjnych podczas 12 miedzynarodowych konferencji poswieconych
bakteriofagom, ich biologii lub zastosowaniom. Uwazam, Ze nieopublikowana jeszcze czes¢
wynikéw rowniez bedzie mogla zosta¢ wykorzystana jako materiat Zrédtowy do publikacji.

Rozprawa liczy 161 stron tekstu, uzupeilnionego 32 rycinami i 18 tabelami. Jest napisana
zwiezle, ale zrozumiale i czyta sie ja lekko, a podrozdzialy, szczegdlnie w rozdziale Wyniki, sa
uporzadkowane w  logicznej kolejnoSci. Zawarty na 28 stronach wstep zawiera krotkie
wprowadzenie do problemu antybiotykooporno$ci bakterii chorobotworczych, krotka
charakterystyke bakterii, ktérych bakteriofagi badano w pracy oraz choréb przez nie
powodowanych, wprowadzenie do zagadnien zwigzanych z fagoterapia. Najobszerniejsza jego
cze$¢ autorka poswiecita cyrkulacji bakteriofagéw w organizmach ssakéw oraz poznanym dotad
oddziatywanion pomiedzy bakteriofagami i organizmami ssakéw lub tez ich konkretnymi
komorkami. Oméwita tez krétko wyniki badan dotyczacych odpowiedzi immunologicznej na fagi.
Opis Materiatéw i Metod zawarty jest na 34 stronach pracy. Wachlarz zastosowanych w pracy
metod jest imponujacy, poczawszy od podstawowych metod mikrobiologicznych, poprzez metody
klonowania, nadprodukcji i oczyszczania biatek, a skoniczywszy na metodach immunomikroskopii
elektronowej i innych metodach immunologicznych, a takze technikach hodowli tkankowych i

badan na myszach. Opis oméwionych juz wczesniej wynikdw zawarty jest na 32 stronach tekstu i



stanowi mocng strone pracy. Mozna mie¢ pewne zastrzezenia do naduzywania w pracy Zargonu
laboratoryjnego, angielskich stow i skrotéw myslowych w niektorych podrozdziatach (patrz: media
to po polsku pozywki; bakterii nie transformuje sie szokiem termicznym, a DNA; sformulowania
typu "Reakcj BP' , czy "Reakcja LR" jako tytuly podrozdzialow sgq za malo informatywne i
powinny by¢ zastgpione bardziej informatywnymi sformutowaniami). Ponadto autorka dodaje przy
podtytutach wielu podrozdzialéw zawarta w nawiasie informacje "Wg procedury ustalonej w
Samodzielnym Laboratorium Bakteriofagowym IliTD PAN". W niektérych przypadkach
informacja ta jest zasadna. Natomiast w przypadku np. opisu znanej od lat standardowej procedury
oznaczania miana fagéw metoda testu nakropleniowego nazwanej w pracy metoda testu
standardowych rozcienczen, czy tez oznaczania biatka metoda Lowry'ego, jest nieuzasadniona. Gen
ccdB nie koduje barnazy, jak podano w opisie plazmidow pDEST, a toksyne systemu toksyna-
antytoksyna plazmidu F, ktora blokuje pelng aktywnosc gyrazy DNA prowadzac do fragmentacji
DNA w komorkach. Niektore opisy materialow zyskalyby na wiegkszej szczeg6lowosci. Np. przy
opisie plazmidow dobrze byloby nadmieni¢ do czego konkretnie kazdy z tych plazmidéw byt w
pracy wykorzystywany.

Najstabszg czedcia pracy jest zaledwie pieciostronnicowa dyskusja, ktéra w duzej czeSci
zawiera podsumowanie wynikéw. Zagadnienia szeroko i ciekawie oméwione w powigzaniu z
wynikami prezentowanej pracy dotyczq gléwnie przykladéw translokacji bakteriofagéw w
organizmach ludzi lub zwierzat, doniesienl o indukcji produkcji przeciwcial przez bakteriofagi oraz
o braku dowodéw na powigzania miedzy indukcja przeciwcial, a efektywnosciq fagoterapii. W
dyskusji pominieto préby przedyskutowania funkcji badanych bialek fagéw A3/R i 676/Z w
kontekscie dostepnych danych literaturowych. Prositabym o uzupelnienie tych informacji. Nie jest
tez prawda, Ze to w przedstawionej do oceny pracy wykazano, ze biatka oznaczone w tej pracy jako
A2, Ad, A6 1 A8, sq biatkami strukturalnymi wirionu. Bialka te, oznaczone odpowiednio jako Mcp
(major capsid protein), TmpH (tail morphogenetic protein H), ORF059 i ORF096 w plikach z
annotacjami sekwencji faga A3/R i 676/Z oraz fagéw blisko spokrewnionych zdeponowanymi w
bazie danych GenBank oraz w publikacji na temat genoméw tych fagéw byly juz wczesniej
zidentyfikowane jako biatka strukturalne wirionu na podstawi;e wynikéw analiz proteomicznych
blisko spokrewnionych fagéw rodzaju Kayvirus (>93% identycznosci genomoéw; patrz: L.obocka i
in. 2012, Advances in Virus Research). Nowoscig w przedstawionej do oceny pracy jest natomiast
pokazanie lokalizacji wymienionych bialek w wirionie oraz zdolnosci biatka A6 do adhezji do
wybranych komorek eukariotycznych. Nie jest dla mnie natomiast zrozumiate, dlaczego dla bialek,

ktore juz wczesniej byly nazwane, w pracy zastosowano nowe nazwy.



W toku pracy dokonano ciekawej obserwacji wskazujgcej na roznice pomiedzy
wrazliwoscia fagéw A3/R i 676/Z na neutralizujaca aktywno$¢ niektérych surowic pobranych od
ochotnikéw. Wiadomo, ze réznice pomiedzy fagami A3/R i 676/Z sq niewielkie, ale sa to nie tylko
niewielkie réznice w sekwencji aminokwasowej okreslonych biatek, ale tez w liczbie kodowanych
biatek - genom faga A3/R zawiera mniej genow kodujacych biatka. Czy na podstawie informacji o
réznicach pomiedzy reaktywnoscia obu fagéw z surowicami oraz ich potencjatem kodujacym
mozna moznaby spekulowaé, ktére z réznic miedzy fagami moglyby by¢ odpowiedzialne za
roznice w reakcji z surowicami.

W mojej opinii przedstawiona mi do oceny praca jest istotnym wkladem do naszej wiedzy
na temat oddzialywan bakteriofagéw z organizmami eukariotycznymi oraz na temat biatek
biorgcych potencjalnie udzial w tych oddziatywaniach. Moje uwagi krytyczne nie pomniejszaja w
istotny spos6b zasadniczych wartoéci merytorycznych ocenianej pracy. Dlatego w podsumowaniu
stwierdzam, ze recenzowana praca spetnia wymogi formalne i merytoryczne stawiane rozprawom
doktorskim i odpowiada warunkom okre§lonym w art. 13 ustawy o tytule i stopniach naukowych.
Stawiam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Dos$wiadczalnej PAN im.
Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Zuzanny

Kazmierczak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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