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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Filik

pt:”Badanie funkcji biologicznych biatek ogonka bakteriofagéw Yersinia
enterocolitica”.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani Karoliny Filik zostafa
wykonana w Instytucie Immunologii i Terapii i Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda
PAN pod opieka naukowa Pani dr hab. Ewy Brzozowskiej w Zakfadzie
Immunologii Choréb Zakaznych Laboratorium Mikrobiologii Lekarskie;.

Praca w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej z pewnoscig zdecydowata o
wyborze tematu pracy doktorantki, ktéry koncentrowat sie wokoét zakazen
wywoftanych przez bakterie nalezace do gatunku Yersinia enterocolitica.
Rezerwuarem tego patogenu sg zwierzeta hodowlane a gtéwnie $winie, ktore
czesto przechodzgc bezobjawowe zakazenie stajg sie Zzrédtem skazenia migsa i
wyrobow miesnych co w konsekwencji prowadzi do infekcji ludzi czyli jersinioza
jest chorobg odzwierzecg, powodujgca najczesciej bdle brzucha, nudnosci,
wymioty, gorgczke i biegunke. Bakterie czesto infekujg dzieci, osoby starsze
bad?Z ludzi z obnizong odpornoscig wynikajgca z innych schorzen badz
stosownych terapii, w takich przypadkach czesto przebieg zakazenia wymaga
hospitalizacji. Niestety rozpoznanie jersiniozy w chwili obecnej stanowi
powazne wyzwanie pod wzgledem diagnostycznym, czasowym jak i
finansowym a co za tym idzie liczba odnotowywanych przypadkdw zachorowan
jest z pewnoscig zanizona. Wyrdznia sie kilka najczesciej wystepujacych i
najbardziej zjadliwych serotypow Yersinia enterocolitica takich jak 0:3, 0:8,
0:9, 0:5 czy 27, ktore wykazujg geograficzny rozktad a mianowicie serotyp O:3 i
0:9 najczesciej wystepuja w Europie i Japonii. W zwigzku z powyzszym
informacjami wybér modelu badawczego w postaci Yersinia enterocolitica
serotyp O:3 jak i poszukiwanie skutecznych metod jej zwalczania oraz szybkich i
wiarygodnych sposobdw jej identyfikacji sg ze wszech miar uzasadnione.

W chwili obecnej UE poswieca wiele uwagi zwalczaniu infekcji wywotywanych
przez wielolekooporne bakterie przy uzyciu ekologicznych a zarazem



skutecznych metod. Niewatpliwie w ten nurt wpisuje sie terapia z uzyciem
bakteriofagdw. Niestety unijne przepisy prawne pozwalajg na stosowanie
terapii fagowej tylko w przypadku zagrozenia zycia bad? jako terapii
eksperymentalnej przeprowadzanej pod nadzorem lekarza i za zgodg pacjenta.

W tej sytuacji dobrg alternatywg wydaje sie by¢ praca nad wykorzystaniem
pojedynczych biatek fagowych takich jak lizyny czy depolimerazy w celu
eliminacji patogennych bakterii. W ten nurt wpisuja sie naukowe poczynania
Pani dr hab. Ewy Brzozowskiej oraz jej podopiecznych. Dodatkowo s3 to
molekularne badania nad bakteriofagami, ktére w chwili obecnej sg
prowadzone przez niewiele zespotéw w Europie stad tym bardziej sg cenne i
pozgdane.

Tytut rozprawy doktorskiej brzmigcy ,,Badanie funkcji biologicznych biatek
ogonka bakteriofagdw Yersinia enterocolitica” jest mato precyzyjny dlatego, ze
Doktorantka charakteryzowata trzy biatka pochodzace od jednego faga a nie
kilku fagdw oraz dodatkowo zamiescita prace opublikowang w Froniters in
Microbiology bedgca petng charakterystyka biochemiczng, genetyczng,
molekularng i filogenetyczng faga phi 80-18, w ktérej nie ma doswiadczen
poswieconych biatkom strukturalnym faga i w/g mojej opinii praca ta nie
powinna by¢ dotgczona do cyklu pozostatych trzech, bowiem jest niespdjna
tematycznie.
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Wszystkie prace stanowigce rozprawe doktorskg sg wieloautorskie co
wymagato zamieszczenia deklaracji twércow odnosnie ich wkiadu w
powstanie poszczegdlnych artykutow. W obecnie obowigzujgcej ustawie
nie ma koniecznosci okreslania procentowego udziatu poszczegdlnych
autoréw w powstawaniu pracy ale otrzymatam do oceny wersje gdzie
tworcy opisali typ doswiadczen jakie wykonywali oraz przypisali sobie
procentowy udziat w powstaniu danego manuskryptu, zatem jestem
zobowigzana do ich oceny. Na podstawie udziatu procentowego jaki
przypisali sobie poszczegdlnie autorzy nie jestem w stanie rzetelnie
oceni¢ ich faktycznego wktadu w powstanie danej pracy, podam jeden
przyktad: z oswiadczen dotyczgcych pracy zamieszczonej w Scientific
Report wynika, ze pierwszy autor ma przypisany 50% udziat, drugi 10% a
trzeci az 30% gdzie metodologia stosowana przez autorow byta podobna
a autor korespondujacy tylko 5% udziat. W zwigzku z powyzszym
uprzejmie prosze Doktorantke o przedstawienie podczas publicznej
obrony swojego wktadu pracy, w nastepujacy sposob, aby opisata przy
rycinach zawartych w poszczegdlinych publikacjach swadj faktyczny udziat
podajgc doswiadczenia jakie wykonata. Umozliwi to nie tylko mi ale
réwniez Komisji oceniajgcej Doktorantke rzetelny wglad w proces
tworzenia prac.

Celem prac prowadzonych przez Doktorantke byfa biochemiczna,
enzymatyczna oraz strukturalna charakterystyka dwaoch biatek ogonka
oraz biatka widkna faga phi Ye03-12 celem wykorzystania ich w
zwalczaniu iidentyfikacji bakterii Yersinia enterocolitica serotyp O:3.
Geny kodujace biatka zostaty sklonowane do systemu ekspresyjnego,
biatka byty nadprodukowane i oczyszczone.

Jako pierwsze pod wzgledem funkcji i mechanizmu dziatania przebadano
biatko TTPAgp11. Uzyto skrobi (red-starch) i maltozy jako substratéw w
testach trawienia z wykorzystaniem metody kolorymetrycznej i
chromatografii gazowej, ktére udowodnity, ze posiada aktywnosé
hydrolityczng wzgledem badanych substratéw co pozwolito na
sklasyfikowanie go do rodziny enzymoéw alfa-1,4-glukozydaz. Wtasciwosé
ta pozwala przypuszczaé, ze biatko to moze skutecznie degradowac
bakteryjny biofilm. Doswiadczenia te potwierdzity wczesniejsze
doniesienia zespotu dr hab. Ewy Brzozowskiej o podwdjnej funkcji biatek
ogonkdw fagowych a mianowicie strukturalnej i enzymatycznej.



Dodatkowo poréwnano strukture pierwszorzedowg TTPAgpll z biatkami
innych fagdw namnazajgcych sie na bakteriach z rodzaju Yersinia oraz
faga T7. Wykazato 80% podobienstwo do biatka Gp11 i Gp31
pochodzgcych z faga T7 i mate podobiedstwo do biatek innych fagéw
infekujacych bakterie z rodzaju Yersinia.

W nastepnej kolejnosci scharakteryzowano biatka TTPBgp12 (Tail Tubular
Protein B) oraz TFPgpl17 (Tail Fiber Protein). Do tej pory przebadano pod
wzgledem struktury i funkcji jedno biatko TTPA kodowane przez faga phi
Ye03-12 a nastepnie przetestowano kolejne dwa w poszukiwaniu
odpowiedzi czy inne biatka strukturalne faga posiadajg dodatkowe
funkcje enzymatyczne i antybakteryjne? Doktorantce nie udato sie
okresli¢ funkcji enzymatycznej biatka TTPBgp12 zatem bardzo prosze o
przedstawienie na obronie propozycji doswiadczen, ktére nalezatoby
wykonac¢ aby skutecznie zweryfikowaé aktywnos$¢ enzymatyczng wyzej
wspomnianego biatka. Na uwage zastuguje fakt, ze biatko TTPBgp12
hamuje wzrost bakterii jak rowniez spowalnia rozwadj biofilmu stagd moja
prosba o przedstawienie plandéw badawczych, ktére pozwolity okresli¢
mechanizm dziatania biatka zaréwno na bakterie jak i na biofilm.
Przeanalizowano sekwencje nukleotydowa, aminokwasowg obu biatek za
pomocg programu BLAST, Clustal Omega i HH Pred, ktdra wykazata
podobienstwo na poziomie 99-100% do innych biatek TTPB i TFP bakterii
z rodzajéw Yersinia, Escherichia, Salmonella, Citrobacter czy Klebsiella.
Ostatnia cze$¢ pracy pani Karoliny Filik dotyczyta zastosowania biatka
TFPgp17 do specyficznego wykrywania serotypu O:3 Yersinia
enterocolitica czyli jako wydajnego i specyficznego narzedzia
diagnostycznego. Specyficznos¢ i czutos$é wigzania przez biatko TFPgpl17
zostata sprawdzona testem ELISA z wykorzystaniem innych serotypow
bakterii z rodzaju Yersinia oraz bakterii nalezgcych do innych gatunkéw
takich jak K. pneumoniae, S. aureus, P. aeruginosa oraz przy pomocy
transmisyjnej mikroskopii elektronowej z uzyciem przeciwciat
skierowanych przeciwko znacznikowi jakie posiadato biatko i ztota
koloidalnego. Wyniki wyzej wymienionych doswiadczen stworzyty
potencjalng mozliwo$é uzycia biatka TFPgp17, jako biosensora do
wykrywania Yersinia enterocolitica serotyp O:3. Uzycie biatka TFPgp17
jako bioczujnika umozliwia identyfikacje tylko jednego serotypu bakterii
(wprawdzie tego najczesciej wystepujgcego w Europie ale tylko jednego)
stad moja prosba o przedstawienie propozycji Doktorantki jak powinno
by¢ skonstruowane narzedzie diagnostyczne do wykrywania kilkunastu



serotypow Yersinia enterocolitica. Kolejna moja prosba do Doktorantki
dotyczy mozliwosci poréwnania podczas obrony wad i zalet
proponowanej nowej metody diagnostycznej z wykorzystaniem biatka
TFPgp17 z norma ISO do oznaczania bakterii z rodzaju Yersinia jak
réwniez PCR i MALDI TOF.

W podsumowaniu mojej recenzji chciatbym zaznaczy¢, ze nie mam uwag
co stosowanej metodyki oraz interpretacji wynikdéw i uwazam, ze
rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Filik spefnia wymagania okreslane
w art. 187 ust. 1i 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r., poz. 1668, z
pdZniejszymi zmianami). Doktorantka wykazata sie wiedzg teoretyczng z
zakresu prowadzonych przez siebie badan. Zaktadajac, ze zgodnie z
panujgcymi zwyczajami przyznawania pierwszego miejsca na liscie
autorow artykutéw osobom majgcym kluczowy wkiad w ich powstanie,
moge sadzi¢, iz Pani Karolina Filik odegrata wiodacg role w procesie
tworzenia artykutow i potrafi samodzielnie rozwigzywaé problemy
naukowe. W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Wysokiej Komisji ds.
Stopni Naukowych Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Filik do
publicznej obrony rozprawy doktorskiej.
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