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pt. ,,Profilowanie serologiczne populacji ludzkiej i identyfikacja epitopow
antygenow bakteriofagowych najczesciej rozpoznawanych przez przeciwciala
wybranych klas”

Bakteriofagi, jako najliczniejsze na Ziemi obiekty biologiczne, obligatoryjne
pasozyty komorek prokariotycznych, wystgpujg praktycznie we wszystkich
mozliwych Srodowiskach naturalnych, gdzie wystgpuja ich naturalni gospodarze.
Jednym z tych $rodowisk jest organizm ludzki, w ktérym z kolei liczbe komérek
bakteryjnych szacuje si¢ na co najmniej zblizong do, jesli nie wigksza od, liczby
komorek budujacych ciato cztowieka. Nic zatem dziwnego, ze ludzki wirom zawiera
rowniez bakteriofagi. Z drugiej strony, uzycie bakteriofagow jest rozpatrywane jako
alternatywna w stosunku do zastosowania antybiotykow terapia zakazen bakteryjnych.
W tym sSwietle pytanie o odpowiedZ immunologiczng organizmu czlowieka na
obecnos¢ bakteriofagéw jest zaréwno bardzo zasadne, jak i niezmiennie wazne. Do tej
pory badania w tym zakresie skupialy si¢ nad okresleniem takiej odpowiedzi w
warunkach podawania jednego rodzaju bakteriofaga. Tego typu eksperymenty nie
mogly da¢ jednak kompleksowej odpowiedzi na postawione pytanie, gdyz latwo
mozna bylo przewidzie¢, co potwierdzily wyniki badan, ze w przypadku kazdego
bakteriofaga odpowiedZ immunologiczna jest inna.
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Pani mgr inz. Katarzyna Gembara za cel swojej pracy postawita
identyfikacje epitopéw antygenowych calej puli bakteriofagow przez uktad
immunologiczny czlowieka, na podstawie przebadania surowic pochodzacych od
wielu os6b. W tym celu podjeta si¢ okre$lenia jakie oligopeptydy pochodzace z
wirionéw bakteriofagowych sg najczesciej rozpoznawane przez przeciwciata klasy
IgG obecne w surowicach 200 0s6b, z ktérych 100 pochodzito z Polski a 100 ze Stanow
Zjednoczonych Ameryki (USA). Zadanie to bylo zaréwno bardzo ambitne 1 wazne
naukowo, jak tez réwnoczesnie trudne. Jego realizacja wymagata z jednej strony
zastosowania  metod  wielkoskalowych  oraz ~ zaawansowanej  obrobki
bioinformatycznej, a z drugiej opanowania nowoczesnych metod z zakresu
mikrobiologii i genetyki molekularnej. Realizacja takich badan, aby byla efektywna,
musiala odbywaé sie z o$rodku naukowym majacym odpowiednia infrastrukture oraz
w zespole majagcym duze doswiadczenie w badaniach nad bakteriofagami oraz w
zakresie funkcjonowania uktadu immunologicznego. Takie warunki znakomicie
spelniaty Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk we Wroclawiu, jedna z wiodacych jednostek naukowych w skali
micdzynarodowej, w ktorej prowadzi si¢ badania nad bakteriofagami oraz
mozliwosciami ich uzywania w terapii, oraz osoba promotora rozprawy doktorskiej,
Pani prof. dr hab. Krystyny Dabrowskiej, jednej z niewatpliwych swiatowych liderek
w zakresie prac nad oddziatywaniem bakteriofagow z ukladem immunologicznym
ssakéw. Doktorantka znakomicie wykorzystata te warunki, przedstawiajgc niezwykle
ciekawa i warto§ciowa rozprawe doktorskg.

Zaczynajac badania, Pani mgr inz. Katarzyna Gembara postanowita
skorzysta¢ ze zdeponowanych danych dotyczacych genow bakteriofagowych 1
kodowanych przez nie produktéw biatkowych zaangazowanych w budowe wirionow.
Przeprowadzone analizy pozwolily na zaprojektowanie starteréw umozliwiajgcych
stworzenie biblioteki zawierajacej reprezentacje potencjalnie wszystkich znanych
bialek strukturalnych bakteriofagéw w systemie prezentowania peptydow na
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powierzchni bakteriofaga T7 (tzw. ,,phage display”). Dysponujac takg bibliotekg,
Autorka przeprowadzila reakcje immunoprecypitacji z uzyciem surowic pochodzacych
od 100 os6b z terenu Polski oraz 100 0s6b z terenu USA. Wyselekcjonowanie klonow
pochodnych T7 eksponujacych biatka fagowe reagujace specyficznie z przeciwciatami
zawartymi w surowicach dalo mozliwo$¢ ustalenia sekwencji nukleotydowych
kodujacych wspomniane bialka. Majac taka baz¢ sekwencji, Pani mgr inz. Katarzyna
Gembara mogla dokona¢ analiz czgstosci wystepowania bialek fagowych, z ktorymi
specyficznie reaguja surowice ludzkie, co z kolei moze $wiadczy¢ o czestosci
wystepowania odpowiednich bakteriofagow w organizmie czlowieka. Co bardzo
ciekawe — a dla mnie dos¢ zaskakujace — oligopeptyd fagowy, ktory zostat rozpoznany
przez przeciwciala zawarte w najwigkszej liczbie surowic, zaréwno pochodzacych od
0sOb z populacji polskiej jak i amerykanskiej, byl reprezentatywny dla bakteriofaga
Edugator, zakazajacego bakterie z gatunku Mycobacterium smegmatis. W dalszej
kolejnosci, czesto identyfikowanymi bakteriofagami byly wirusy infekujgce komérki
Ervinia amylovora (to tez zaskakujace, gdyz sg to bakterie zakazajgce roéliny),
Escherichia coli (tu juz bez zadnych niespodzianek), Pseudomonas syringae i in. Co
ciekawe, zestaw gatunkow bakterii zakazanych przez zidentyfikowane bakteriofagi
okazal si¢ stosunkowo podobny w populacji polskiej i amerykanskiej, z tym, ze w tej
drugiej populacji wystepowalo istotnie wigksze zrdznicowanie w  obrebie
rozpoznawanych przez przeciwciala sekwencji oligopeptydow fagowych. Ponadto,
najczesciej rozpoznawane oligopetydy reprezentowaly biatka wchodzace w sklad
ogonkow bakteriofagdw, co moze sugerowac ich wiekszg immunogenno$¢ niz bialek
tworzacych gléwki.

Powyzej opisane badania i1 analizy stanowig oczywiscie tylko cze$é
wykonanych i opisanych w rozprawie doktorskiej Pani mgr inz. Katarzyny Gembary
prac, jednak wskazuja na najwazniejsze jej elementy. Podkresli¢ nalezy ogrom pracy
wlozony w te badania — mysle, Ze tylko osoby, ktére konstruowaly kiedys biblioteki w
systemie ,,phage display” oraz wykonywaly ich analizy moga w pehni doceni¢ jak

Katedra Biologii Molekularnej tel. (58) 523 6024 ul. Wita Stwosza 59
Wydzial Biologii fax. (58) 523 5501 80-308 Gdansk
Uniwersytet Gdariski e-mail: grzegorz.wegrzyn@ug.edu.pl www.biology.ug.edu.pl

" WYDZIAL
S BIOLOGH
UNIWERSYTET GDARSKI

LA



Gdanski Uczelni
Fahrenheita

Uniwersytet l E‘ Zwigzek

wielkim przedsiewzieciem byly opisane badania. Niezaleznie od tego, uzyskane
wyniki sa niezwykle cenne naukowo, gdyz po raz pierwszy pokazaly na poziom
zréznicowania bakteriofagdw, ktore moga wywolywaé odpowiedz immunologiczng
organizmu czlowieka. Sg to rezultaty bardzo wazne szczegélnie dla przysziego
rozwoju terapii fagowej, w ktorej oszacowanie efektywnosci tworzenia przeciwcial
rozpoznajacych specyficzne bakteriofagi jest wyjatkowo istotne.

Podsumowujac merytoryczng oceng pracy chciatbym podkresli¢, ze Pani
mgr inz. Katarzyna Gembara zaplanowala bardzo ambitne badania, wykonata je bardzo
efektywnie i precyzyjnie oraz prawidlowo zinterpretowala uzyskane wyniki.
Podkresli¢ nalezy bieglos¢ Autorki w analizach bioinformatycznych a jednoczesnie
bardzo dobre opanowanie technik genetyki molekularnej, inzynierii genetycznej i
mikrobiologii. Przedstawiona rozprawa doktorska prezentuje zatem bardzo wysoki
poziom merytoryczny, $wiadczy o umiej¢tnosci samodzielnego prowadzenia badan
przez Autorke oraz niewgtpliwie opisuje rozwigzanie problemu naukowego.

Oceniajac strong redakcyjng tej pracy, na wstepie trzeba stwierdzic, ze w
wigkszosci jest ona napisana poprawnym jezykiem naukowym. Wyniki badan sg jasno
przedstawione i zilustrowane. Wyciagnigte wnioski sg klarownie zaprezentowane.
Mimo to, mam pewne uwagi do sposobu zaprezentowania badaf opisanych w
rozprawie, wymienione ponizej:

1. Rozdzial ,,Wstep” rozpoczyna si¢ od opisu systemoéw prezentacji

peptydéw na powierzchni wiorionéw fagowych (,,phage display”). O ile
jeden z takich systeméw faktycznie byl intensywnie wykorzystywany w
tej pracy, to stanowil on jednak tylko narze¢dzie badawcze.
Spodziewalbym si¢ zatem, Ze rozdzial wprowadzajacy do pracy bedzie
zaczynal sie od przedstawienia glownego obiektu badan, czyli
bakteriofagéw wystepujacych w organizmie czlowieka oraz mozliwosci
ich zastosowania w terapii fagowej, dalej wskazania na problem naukowy
podjety w pracy, a nastgpnie opisu znanych dotychczas rezultatow prac
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nad odpowiedziag immunologiczng ssakéw na bakteriofagi. Poprosze¢
zatem Doktorantk¢ o wyjasnienie dlaczego przyjeta inng strategi¢ przy
pisaniu wstepnej czesci rozprawy doktorskiej i dlaczego uznala ja za
lepsza od tej wyzej opisane;.

W opisie wynikow badan brakuje krétkiego wprowadzenia do zalozen
kazdego doswiadczenia i przypomnienia na czym ono polegato. Autorka
odsyla czytelnika do opisu materiatéw i metod, ale jest to ucigzliwe i
powoduje rozpraszanie si¢ na szukaniu odpowiednich informacji.
Szczegodlnie widoczne jest to na przyktad na stronie 85, w opisie rozdziatu
5.5. Czytelnik jest zupelnie pogubiony w tym jakie surowice zostaly
uzyte, na czym polegalo doswiadczenie, czemu miato stuzy¢. Oczywiscie
wracajgc do opisoOw materialow i metod, po glebszej analizie wszystko
da si¢ zrozumie¢ i praca faktycznie zawiera wszystkie niezbedne
informacje, jednak ich uktad moze spowodowaé zniecierpliwienie albo
zniech¢cenie u czytelnika. Warto mie¢ zatem trochg litosci dla czytelnika
1 zadbacd o to, aby modgl pltynnie przechodzi¢ z rozdzialu do rozdziatu, bez
koniecznosci ,,skakania” po calej rozprawie w celu znalezienia
niezb¢dnych informaciji.

. To, ze Doktorantka umie w ten sposéb przedstawiaé badania mozna

stwierdzi¢ czytajac rozdziat pt. ,Dyskusja”. Jest tam zawarte jasne i
bardzo sprawne przedstawienie zalozen i celow pracy, tego w jaki sposéb
badania zostaly przeprowadzone oraz jakie wnioski wyciagnigte.
Wszystko to przedyskutowane w S$wietle dostepnej wiedzy. Dla
przykladu, taki opis jak zostat przedstawiony na str. 109 (drugi akapit)
powinien znajdowaé si¢ w rozdziale ,,Wyniki” (nawet w skrdconej
wersji), przed pokazaniem uzyskanych rezultatéw immunoprecypitacji.
Wtedy czytelnik mialy jasny obraz doswiadczen i moglby skupi¢ sie na
analizie wynikéw.
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4. Oprocz powyzszych uwag redakcyjnych odnosnie ukfadu rozprawy,
mam jeszcze drobne uwagi o charakterze technicznym. Warto aby
Autorka w przysztosci zwrocita uwagg na pewne szczego6ly, jak na
przykiad to, ze po tytule pracy nie stawia si¢ kropki, a w opisie warunkow
wirowania, lepszg praktyka jest podawanie warto$ci g zamiast liczby
obrotow na minute (r.p.m.).

W podsumowaniu uwazam, ze Pani mgr inz. Katarzyna Gembara wykazala si¢
wiedza teoretyczng z zakresu prowadzonych przez siebie badan. Udowodnila takze, ze
potrafi rozwigza¢ problem naukowy poprzez odpowiednie zaplanowanie badan,
wykonanie do$wiadczen, przeprowadzenie analizy wynikow oraz wyciggnigcie
wnioskow. Uzyskata bardzo istotne naukowo rezultaty do$wiadczen, poprawnie je
zinterpretowata i zaprezentowata uprawnione wnioski. Stwierdzam zatem, ze
spelnione zostaly wymagania ustawowe dotyczace warunkoéw jakie musi spelnia¢
rozprawa doktorska. W zwigzku z powyzszym, wnosze do Wysokiej Rady Naukowe;j
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda Polskiej Akademii
Nauk we Wroclawiu o dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny Gembary do dalszych
etapow procedury zmierzajacej do nadania Jej stopnia doktora.

Biorgc pod uwage bardzo wazny naukowo temat pracy, opanowanie przez
Doktorantke réznorodnych metod badawczych, oraz dokonanie kompleksowej i
zakrojonej na szerokg skale (zapewne najszersza z dotychczas przeprowadzonych na
$wiecie) analizy odpowiedzi immunologicznej czlowieka na obecnos¢ bakteriofagow,
zwracam si¢ z wnioskiem o rozwazenie mozliwosci odpowiedniego wyrdznienia tej

rozprawy doktorskie;j.
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