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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Zuzanny Kazmierczak

pt. ,Identyfikacja adhezyjnych bialek strukturalnych bakteriofagow T4, A3/R, 676/Z oraz ich
wplyw na komérki ssakéow.”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Zuzanna KaZmierczak, zostala wykonana pod
kierunkiem dr hab. Krystyny Dabrowskiej w Samodzielnym Laboratorium Bakteriofagowym, Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.
Praca poswigcona jest wybranym bakteriofagom terapeutycznym Staphylococcus aureus A3/R, 676/7.
oraz biatkom strukturalnym tych fagow. Badano immunogenno$¢, lokalizacje biatek strukturalnych w
wirionie fagowym, neutralizacje¢ przez specyficzne przeciwciata i oddziatywanie z komérkami ssakéw.
Badania przedstawione w pracy byly realizowane cze$ciowo w ramach projektu: Grant NCN Sonata bis
UMO-2012/05/E/NZ6/03314 ,Identyfikacja wptywu bakteriofagéw o potencjale terapeutycznym na funkcje
komoérkowe oraz uktad immunologiczny ssakow”. Cze$¢ wynikow zostato opublikowanych w dwoéch
pracach: Kazmierczak i wsp. (2014) Molecular imaging of T4 phage in mammalian tissues and cells.
Bacteriophage. 4: €28364 oraz Kazmierczak i Dabrowska (2018) Interaction of Bacteriophages with
Mammalian Cells. Methods Mol Biol. 1693: 113-122.




Staphylococcus aureus jest patogenem wywolujacym liczne jednostki chorobowe, w tym cigzkie i
przetrwate infekcje zardéwno u ludzi jak i zwierzat. Bakteria ta zaliczana jest to antybiotykoopornej grupy
ESKAPE. Badania dotyczace immunogennos$ci fagdéw oraz oddziatywan z komorkami uktadu
immunologicznego i tkanek cztowieka sg wazne dla rozwoju terapii fagowej, jako alternatywy dla czesto
nieskutecznych antybiotykéw. Doktorantka w swojej pracy skupita si¢ na dwoch terapeutycznych
fagach A3/R, 676/7 specyficznych wobec Staphylococcus, stosowanych w preparatach leczniczych
Osrodka Terapii Fagowej IITD we Wroctawiu. Cho¢ fagoterapia jest juz coraz czesciej stosowana,
istnieje niewiele doniesien literaturowych opisujgcych charakterystyczne cechy biatek strukturalnych
wirionow fagowych w odniesieniu do dystrybucji fagéw w organizmie cztowieka w trakcie terapii, czy

w obrebie mikrobiomu.

Omawiajac wstep pracy doktorskiej, stwierdzam, Ze solidnie zostala przygotowana czes$¢ opisujgca fagi
gronkowcowe oraz sam patogen na tle aktualnych doniesien o lekoopornosci S. aureus, w tym
przynaleznosci do grupy ESKAPE. Natomiast zbedny wydaje si¢ podrozdzial 1.2.1 poswigcony E. coli,
ktéra de facto nie byla obiecktem badan w tym projekcie, a jedynie wykorzystano faga T4 jako
modelowego przedstawiciela Myoviridae. Duzo tez zrgczniej byloby przenies¢ rozdzial omawiajgcy
faga T4 na koniec wstepu fagowego w celu nie zaburzania ciggu opowiesci o gronkowcach, w tym ich
opornosci na antybiotyki, mozliwosciach terapii alternatywnych w postaci fagéw i aktualnym stanie
wiedzy na temat fagdéw przeciwgronkowcowych. W opisie samych fagow A3/R i 676/Z nie zgadza si¢
przyporzadkowanie taksonomiczne do Twort-like wiruséw, poniewaz aktualnie na stronie NCBI
taxonomy database ma sig to nastepujaco: oba fagi sg przyporzadkowane do Myoviridae; Spounavirinae,
Kayvirus; Staphylococcus virus G1. Rozumiem, ze doktorantka positkowala si¢ danymi z literatury
Lobocka i wsp. z 2012, a obecnie prowadzone porzadkowanie taksonomiczne stworzylo nowa grupe

Staphylococcus virus G1.

Drobne uwagi do wstepu:
o okreslenie ,posrednio na wankomycyng” powinno by¢ zastgpione ,sSrednio wrazliwe na

wankomycyne”



o Tabela 1.2 lub najwazniejsze informacje taksonomiczne oraz numery dostepu w bazie GenBank
powinny si¢ znalezé w sekcji Materialy i Metody w punkcie opisujgcym wybrane fagi
przeciwgronkowcowe uzyte w badaniach.

o Tabela 1.3 brakuje jednostki miary dla masy czgsteczkowej przeciwciat

o Ryc. 1.3 pokazuje nam organizacje genomu fagéw Siphoviridae, zamiast fagow Myoviridae, ktére sa

celem badan.

Cel pracy doktorskiej Pani Zuzanny Kazmierczak zostal sformutowany jako: ,,...identyfikacja tych
biatek strukturalnych wybranych bakteriofagéw gronkowcowych: A3/R i 676/Z, ktére nadaja fagom

zdolnos$¢ do oddzialywan z komoérkami ludzkimi.”

I tu mam pierwsze pytanie, bo widze rozbieznos¢ migdzy gtéwnym tytutem pracy, a tym co zostato
ujgte w rozdziale ,,Cel pracy”. Tytut pracy brzmi ,Identyfikacja adhezyjnych biatek strukturalnych
bakteriofagow T4, A3/R, 676/Z oraz ich wplyw na komoérki ssakéw” natomiast w celu pracy
wymienione sa tylko fagi przeciwgronkowcowe jako obiekt badan. Co wiecej okreslenie ,,identyfikacja
biatek adhezyjnych” 3 fagéw w tytule nie odpowiada zawartoéci celu pracy oraz wynikom omawianych

w kolejnych rozdziatach.
Omowienie rozdzialu Materialy i Metody:

Rozdziat ten zamieszczony jest na 34 stronach i zawiera faktycznie 41 szczegdtowo opisanych metod z
zakresu biologii molekularnej, immunologii, badan in vivo oraz zagadnien etycznych. Przy tej ilosci
roznorodnych technik i materiatéw Doktorantce umknelo umieszczenie punktu opisujacego
charakterystyke linii komérkowych zastosowanych w doswiadczeniach z adhezja. Zostaty wpisane
jedynie media zastosowane do ich hodowli. Dla niewprawnego w badaniach na modelu mysim
czytelnika pomocne byloby tez opisanie czym charakteryzowaty si¢ myszy C57BL6/J i dlaczego takie
zostaty wybrane do badan. W czesci molekularnej zabraklo tez informacji czy i gdzie bylo wykonywane
sekwencjonowanie produktow PCR, czy orientation PCR dla klonowanych fragmentéw DNA. Dobrze
byloby tez opisa¢ dlaczego dane procedury sg wykonywane. Na przyklad: dlaczego stosowano surowice
inaktywowane i nie, w metodzie 4.30? Co konkretnie ulegato wybarwieniu sulfrodaming w metodzie

4.38, 1 jak wyniki tej metody nalezy interpretowac? Przydaloby sie pare zdan wyjasniajacych do



zasadnos$ci i zalozen zastosowanych metod, czyli po co? w jakim celu? ktore metody sg zblokowane,
czyli stuzg do realizacji konkretnego celu w projekcie? Przy takim opisie metodologii Doktorantka
bylaby w stanie stworzy¢ logiczny cigg zadan do wykonania i zwrdéci¢ uwage na elementy zbgdne w
projekcie, ktére zapewne byly warte wykonania, ale nie pasujg do prezentowanej pracy. Jednym z
przyktadéw jest analiza bioinformatyczna (4.46) do okreslenia obecnosci genow kodujacych toksyny w

genomach fagowych. W jakim celu to zostato zrobione?

Idac tym tropem cze$¢ elementéw pracy, ktore znalazly si¢ w Wynikach, lepiej pasowataby do sekcji

Materialy i Metody, w tym opis i Ryc. 5.1 dotyczace zakresow wzbudzania i emisji biatka GFP.
Omowienie rozdzialu Wyniki:

W realizacji projektu Doktorantka wykonata kilka zadan:

1. Przygotowano znakowanego biatkiem GFP faga T4 i1 okreslono jego akumulacje w komorkach i
narzadach na modelu mysim.

2. Przygotowano pie¢ rekombinowanych biatek strukturalnych A2, A3, A4, A6, A8 oraz oczyszczone

hodowle badanych fagow A3/R, 676/7

3. Wykonano lokalizacje¢ strukturalng wybranych biatek za pomocg immunomikroskopii elektronowe;

4. Okreslono wptyw przeciwcial specyficznych wobec bialek bakteriofagowych A2, A3, A4, A6, A8

na przeciwbakteryjng aktywnos¢ fagow A3/R 1 676/7

5. Pordéwnano zdolno$¢ bakteriofagow A3/R oraz 676/Z do indukcji specyficznych przeciwciat klasy
IgM oraz IgG w modelu mysim,

6. Oznaczono czgsto$¢ wystepowania przeciwciat neutralizujgcych bakteriofagi A3/R i 676/Z oraz
poziom naturalnych przeciwcial skierowanych przeciwko wybranym biatkom strukturalnym tych
fagow u 0s6b zdrowych

7. Badano adhezje wybranych biatek bakteriofagéw terapeutycznych A3/R i 676/Z do komorek

eukariotycznych

Pierwsza cze$¢ wynikow poswigcona jest przygotowaniu znakowanego biatkiem GFP faga T4, w celu
oceny przydatnosci znakowanych fagéw do detekcji i obrazowania kumulacji fagéw w komédrkach
ssaczych oraz na modelu mysim in vivo. Zastosowano metodologi¢ z mutantem HAP1 faga T4

namnazanym w szczepie ekspresyjnym zawierajacym plazmid z genem biatka Hoc sprzezonym z genem



bialka GFP. Jest to bardzo ciekawe podejscie metodyczne, ktére jak Doktorantka wykazata, okazalo sic
rowniez efektywne w obrazowania zaréwno komoérkowym jak i catych narzadéw pobranych z myszy

traktowanych preparatami fagowymi.
Drobne uwagi to tej cz¢sci wynikow:

o Ryc. 5.3 1 5.4. Zdjecie zelu przedstawia produkt PCR genu gfp i hoc a w tytule czytamy:
»Czerwong strzatka oznaczono plazmidowe zawierajagce poprawnie wprowadzony gen i
wykorzystane w dalszych etapach pracy”

o Ryec. 5.8 zbyt male czcionki na wykresie uniemozliwiajace odczytanie wartosci i opisu osi

o Ryc. 5.11 brak opisu AB,C,D,E,F na poszczegdlnych zdjeciach oraz brak opisu skali

zamieszczonej obok

Kolejna czgs¢ wynikéw i wiekszos¢ doswiadczen dotyczyla immunogenno$ci badanych fagow
Staphyloccocus oraz wybranych biatek strukturalnych. Zbadano indukcje przeciwcial przez fagi i
wybrane biatka strukturalne oraz okreslenie wplywu specyficznych przeciwcial na aktywnosé
przeciwbakteryjng tych wirusow, a takze badanie lokalizacji wybranych biatek fagowych w wirionie

faga.

Chciatam zada¢ kilka pytan dotyczacych tej czesci wynikéw. Nie zrozumiatam stwierdzenia i zatozenia
analiz in silico opisanych jako: ,,W niniejszej pracy przeprowadzono dodatkows analize potencjalnych
bialek strukturalnych, w kierunku ich oddziatywan adhezyjnych oraz ewentualnego podobienstwa do

aktywnych produktéw biatkowych wystgpujacych u organizméw eukariotycznych.”

I dalej: ,,Biatka do dalszej analizy wytypowano w oparciu o:

a) wystepowanie konserwatywnych domen oraz ich funkcje sugerujacg potencjalng aktywnosé
wzgledem komorek eukariotycznych

b) podobienstwa do innych biatek wystepujacych u organizméw prokariotycznych — szczegblnie
zwracano uwagg na podobienstwo do innych biatek strukturalnych bakteriofagdw (aktualizacja danych)

c) podobienstwo do bialek eukariotycznych”



Punkty (b) jest zasadny i zrozumiaty kiedy poszukujemy homologicznych bialek strukturalnych faga.
Bardzo prosze o wyjasnienie zatozen (a) i (c¢), czyli dlaczego i na jakiej zasadzie wyszukiwano

podobienstwa do organizm6w eukariotycznych oraz jakie uzyskano wyniki?

Ostatecznie do dalszych badan wybrano 5 biatek strukturalnych zamieszczonych w tabeli 5.1.
Poniewaz brakuje tu opisu ciggu myslowego jakim kierowala si¢ doktorantka nasuwa si¢ od razu
pytanie: Czy analizujagc genomy obu fagéw anotacja wykazala obecno$¢ tylko 5 biatek budujgcych

wirion tych fagow? A jesli wiecej to dlaczego akurat te 5 zostalo wiaczonych do doswiadczen?

Bardzo ciekawy etap badan dotyczyl lokalizacji wybranych biatek strukturalnych w obrebie wirionu
badanych fagow. Doktorantka wykorzystala szereg metod, w tym biologii molekularnej,
immunomikroskopii elektronowej, analiz ELISA, generowanie przeciwcial na modelu mysim, w celu
wykonania znakowania bialek na fagach. W sumie Pani Zuzanna wlozyla bardzo wiele pracy w
uzyskanie wynikow, kazda metoda jest opisana szczegétowo co do przygotowania i wykonania, ale
znowu zabralo wstepu wprowadzajacego czytelnika w zasadno$¢ procedur i celu wykonania
poszczegolnych etapdw, a co najwazniejsze szczegélowego podsumowania koncowych rezultatow 1
konsekwencji z nich ptyngcych co do lokalizacji, immunogennosci, infekcyjnosci faga, skutecznosci
blokowania aktywnosci fagow przez specyficzne surowice (w tym inaktywowane termicznie) i

ewentualnych oddziatywan z komérkami organizmow wyzszych.
Drobne uwagi to tej czgsci wynikow:

o Brak opisu, ktory genom jest poréwnywany do ktérego na Ryc. 5.12

o Brak opisu wynikow ptyngcych z Ryc 5.12, w jakim locus znaleziono réznice pomig¢dzy
genomami fagéw gronkowca, jakich gendéw dotyczy widoczny region ok. 130 000 bp.

o Co oznacza stwierdzenie: ,,czeSciowe sekwencjonowanie”, ,,obecno$¢ genéw w prawidlowym
ukladzie w obszarze polilinkera wektora pDONR221”, czy ,,bezposrednie sekwencjonowanie”

o Czy produkty PCR w analizach elektroforetycznych, ktore nie byly oznaczone strzatkami, ale
mialy ta sama mase byty prébkami nieprawidlowymi?

o Tekst ze strony 104 powinien by¢ umieszczony w rozdziale Materiaty 1 Metody

o Tabela 5.8, 5.16 powinny by¢ skumulowane na 1 stronie A4



o Tytul podrozdziatu 5.2.5 C brzmi ,,Charakterystyka strukturalna bakteriofagéw A3/R, 676/Z za
pomoca immunomikroskopii elektronowej”. Wpisatabym raczej lokalizacja wybranych bialek
strukturalnych fagéw A3/R, 676/Z za pomoca immunomikroskopii elektronowe;.

o Ryc. 5.16 co oznacza opis osi Y: OD by ELISA?

o Brak odnosnika w tekscie do Ryc 5.17

o Ryc. 5.21 brak opisuosi XiY

o Dlaczego w doswiadczeniu opisanym w punkcie 5.2.9 badano tylko 3 biatka A2, A6, A8, a nie

wlaczono A4?

Ostania czgs¢ wynikow poswigcona jest badaniu adhezji wybranych biatek bakteriofagow
terapeutycznych A3/R i 676/Z do komorek eukariotycznych. We wstepnych zdaniach czytamy, ze ,,Ze
wzgledu na stala obecnos¢ bakteriofagow w organizmach ssakéw postuluje sie, ze bakteriofagi
wyksztalcily specjalne mechanizmy pomagajace im utrzymac si¢ w tym srodowisku (Gérski 1 wsp. 2003,
Dabrowska i wsp. 2014). Kapsydy fagéw sg zbudowane z roznych biatek, a ich uktad w kapsydzie jest
uporzgdkowany, co wzmacnia ekspozycje i ewentualne oddzialywania przestrzenne.” Bardzo ciekawe
spostrzezenie i godny przebadania pomyst, czy faktycznie fagi gronkowcowe wyksztatcity na drodze
ewolucji specyficzne biatka strukturalne umozliwiajagce oddzialywanie z komoérkami tkanek
kolonizowanych przez ich gospodarzy, czyli gronkowce. Do badania wybrano ludzkie komérki gardta
FaDu (epithelium, komérki nowotworowe), ludzkie komorki naczyn krwionosnych pluc HLMEC
(endothelium, komorki prawidtowe), ludzkie komoérki skory Hs 294T (komérki nowotworowe), oraz
komorki kontrolne: mysie fibroblasty BALB/3T3 (komorki prawidiowe). Szkoda, ze nie whaczono do
badan na przykiad linii ludzkich komérek nablonka oskrzeli (BEAS-2B (ATCC® CRL-9609T™)), gdzie
teoretycznie prawdopodobieristwo lokalizacji gronkowcow jest duzo wigksze niz w komérkach naczyn
krwionosnych ptuc. Nie widzg tez wynikow dla biatka A2 w badaniu oddziatywan z komoérkami skory.
Nalezy podkresli¢, ze w celu wykonania badan adhezji opracowano aktorskg metodologie
umozliwiajacg powyzsze eksperymenty. Jednak Doktorantka nie uwypuklita tego punktu, a rezultaty
dlugich doswiadczen opisata tylko w 2 zdaniach, bez rozwiniecia wnioskéw i wyjasnienia konsekwencji

lub ustosunkowania si¢ do zalozen wezesniej podanych.



Podsumowanie czesci wynikowej:

W pracy wykorzystano szereg metod z zakresu biologii molekularnej (produkcja biatek
rekombinowanych, przygotowanie znakowanych biatkiem GFP fagéw), mikrobiologii (hodowla
bakteriofagdw, analizy mikroskopowe), immunologii (indukcja i oznaczanie poziomow przeciwcial oraz
neutralizacji fagdw) oraz badania in vivo na modelu mysim. Wybor metodologii uwazam za bardzo
dobrze uzasadniony, nie tylko merytorycznie, ale takze godnym uznania przygotowaniem praktycznym
Doktorantki. Pragne rowniez podkreslié, ze jestem pod wrazeniem ogromu pracy jaka zostata wykonana
w dwoéch najwazniejszych i najbardziej pracochtonnych etapach doktoratu, tzn. przy opracowaniu i
przygotowaniu faga T4 znakowanego biatkiem GFP i podzniejszych eksperymentach kumulacji w
komorkach i narzgdach, oraz przy przygotowaniu i optymalizacji ekspresji biatek strukturalnych i w
badaniach in vivo, ktore wymagaly tytanicznej pracy i precyzyjnej organizacji dziatania przy
kolekcjonowaniu i analizie probek pochodzacych z kilkudziesigciu punktow czasowych od momentu

podania preparatu myszom az do 6 miesigcy po zaszczepieniu.

Omoéwienie dyskusji i wnioskow

Dyskusja zamieszczona zostata na 5 stronach tekstu a wnioski wymienione w 7 punktach, ktére sg raczej
streszczeniem wynikow a nie wnioskami.

Poniewaz mam duzy niedosyt w kwestii opisowej doktoratu, przedstawienia ciaglosci logicznej projektu i
podsumowania jakie byly zalozenia i jakie finalnie mozemy wyciagna¢ wnioski z tego ogromu pracy jaki
wykonata Doktorantka, to mam nadzieje, ze w trakcie obrony publicznej oraz przy przygotowywaniu

prezentacji, takie wyjasnienia i podsumowanie zostang przedstawione.

Co do formalnej strony dysertacji, Pani mgr Zuzanna KaZmierczak, zastosowata uklad oraz sposéb
prezentacji typowy i powszechnie przyjety dla prac doswiadczalnych w naukach biologicznych.
Dysertacja zawiera ogdtem 161 stron, w tym 32 ryciny, 18 tabel oraz 241 pozycji bibliograficznych,
gtownie anglojezycznych. Praca jest prawidlowo zorganizowana w rozdzialy 1 podrozdziaty adekwatnie
do prezentowanych tresci. Tekst pracy jest napisany starannie, jezykiem poprawnym, przejrzystym i

zrozumiatym, cho¢ Doktorantka nie uniknela zargonu naukowego i zapozyczen jezykowych.

Po dokladnym zapoznaniu si¢ z przedstawiong do oceny praca, jestem przekonana, ze zakres

wykonanych badan i uzyskanych wynikéw, z duzym nadmiarem spetnia wymagania stawiane pracom



doktorskim. Przeprowadzone badania dowodzg duzych umiejetnosci Doktorantki w poprawnym
postugiwaniu si¢ nowoczesnymi metodami badawczymi. Miatam natomiast szereg uwag do formy
prezentacji metod czy wynikow, braku opisowej czesci doswiadcezen pozwalajacych czytelnikowi na
zrozumienie ciaglo$ei i celowosci wydarzen. Natomiast zdaje sobie sprawe, ze sa naukowcy rewelacyjni
w tak zwanym labie, ktorzy wykonujg tytaniczng prace, uzyskujg rewelacyjne wyniki, natomiast brak
im umieje¢tnosci literackich, czy edytorskich i dlatego do wyrazenia swoich mysli postuguja si¢

pojedynczymi stwierdzeniami, i to najlepiej jakby byly utozone w punktach.

Podsumowanie.

Stwierdzam, ze Doktorantka wykonata cickawa i nowatorskg prace badawcza. Rozprawa zostata
napisana przejrzyscie pod wzgledem jezykowym. Zauwazone btedy i moja krytyka strony edytorskiej
(by¢ moze polemiczna) nie umniejszaja wartosci naukowej rozprawy. Pani mgr Zuzanna Kazmierczak
wykazata si¢ duzymi umiejgtno$ciami stosowania badawczych metod i technik w zakresie wspotczesne;
mikrobiologii, immunologii i biologii molekularne;.

Przedstawiona do oceny rozprawa, w moim przekonaniu, spelnia wymagania stawiane ustawowo
rozprawom doktorskim, dlatego przedstawiam Wysokiej Radzie Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu wniosek o
dopuszczenie mgr Zuzanna Kazmierczak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska odpowiada wymogom stawianym dysertacjom na stopie 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.).

Prof. dr hab. Zuzanna Drulis-Kawa
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