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Recenzja rozprawy doktorskiej
pt. »Molekularne i immunologiczne uwarunkowania obecnoéci
bakteriofagow T4, A3R i 676Z w jelicie myszy”

"Molecular and immunological determinants for T4, A3R and 676Z phages
presence in mice gut”

Mgr Joanny Majewskiej

Rozprawa doktorska wykonana w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk
Laboratorium Biologii Molekularnej Bakteriofagow

Promotor: prof. dr hab. Krystyna Dabrowska

Przedstawiona do recenzji rozprawa opiera sie na zbiorze trzech prac
oryginalnych, wieloautorskich, w ktérych Doktorantka jest pierwsza Autorka, a w
jednej z prac takze Autorka korespondencyjna. Wyniki, ktére sa podstawa oceny
w rozprawie doktorskiej zostaty opublikowane w czasopismach indeksowanych w
ministerialnym wykazie czasopism naukowych i recenzowanych materiatéw z
konferencji miedzynarodowych: Viruses (obecnie 1IF=4,7); Frontiers in
Immunology (obecnie IF=7,3) oraz Microbiology Spectrum (IF=3,7). Prace zostaty
opublikowane w latach: 2015-2023. Do dokumentacji rozprawy doktorskiej
dofaczone jest opracowanie (Autoreferat) zawierajace rozdziaty: Wprowadzenie,
Cel pracy i zakres badan, Omdwienie wynikéw, Wnioski, Dorobek Naukowy oraz
Bibliografie. W samej rozprawie doktorskiej Autorka umieScita rozdziaty:
Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), Liste publikacji, Deklaracje
wspotautoréw, Publikacje oraz Whnioski. Do dokumentacji rozprawy doktorskiej
dotaczone sa oswiadczenia wspotautoréw oraz Doktorantki. Nalezy tutaj
zaznaczyc¢, iz oswiadczenia sg bardzo rozbudowane, szczegdtowo opisany jest
zakres udziatu wtasnego wspotautoréw prac. W oswiadczeniach autorskich opis
udziatu wtasnego jest przedstawiony w formie opisowej, ale takze w formie
procentowej (%). Biorgc pod uwage powyzsze, przytaczam te dane, choé nie
jestem zwolenniczky tak drobiazgowego, matematycznego podziatu udziatow,
przedstawianego w formie procentéw. Uwazam, ze bardzo dobrze przygotowany
opis udziatu wtasnego (a taki zostat w dysertacji przez Doktorantke
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przygotowany), dodatkowo zaznaczony w tekscie publikacji, jest wystarczajacym
do stwierdzenia wiodacej roli Doktorantki w danym typie i zakresie badan
prowadzonych w zespole naukowym, kiedy sa to prace wieloautorskie. Zatem w
dokumentacji zaznaczono, iz wkifad Doktorantki w opublikowane prace wynosi:
50% (praca Viruses, 2015), 60% (praca Frontiers in Immunology, 2019) oraz 77%
(praca Microbiology Spectrum, 2023). Warto odnotowac, ze praca opublikowana w
czasopismie Viruses jest juz cytowana 99 razy, natomiast praca opublikowana we
Frontiers in Immunology cytowana jest 33 razy. Podsumowujac kwestie formalne
stwierdzam, iz dokumentacja rozprawy doktorskiej zawiera wszystkie wymagane
elementy i sq one przygotowane bardzo doktadnie i szczego6towo.

Jak wskazuje Doktorantka, celem rozprawy doktorskiej byta identyfikacja
wybranych czynnikow immunologicznych i molekularnych wptywajacych na
obecno$¢ i aktywnos¢ bakteriofagow w przewodzie pokarmowym, w modelu
mysim. Praca powstata w Laboratorium Biologii Molekularnej Bakteriofagéw, IITD
PAN we Wroctawiu, o$rodku o $wiatowej renomie, mogacym poszczyci¢ sie
niekwestionowanymi osiggnieciami w zakresie m.in. terapii fagowej, badan nad
budowa molekularng wirionéw fagowych czy farmakokinetyki bakteriofagow.
Merytoryczng opieke nad pracq doktorska sprawowata prof. dr hab. Krystyna
Dabrowska posiadajgca ogromne doswiadczenie w tematyce pracy doktorskiej.
Potwierdzeniem sg bogata lista publikacji, a takze fakt otrzymania finansowania
badarn z NCN (SONATA BIS 1 oraz OPUS 18) na badania objete niniejszym
doktoratem. Finansowanie na badania otrzymata takze Doktorantka (PRELUDIUM
13). Praca w tak znamienitym zespole badawczym z pewnoscig miata ogromny
wplyw na rozwoj naukowy Doktorantki.

Tematyke podjetg w niniejszej dysertacji uwazam za wazng i istotng nie tylko
ze wzgledu na badania podstawowe, ale takze w odniesieniu do kwestii
terapeutycznych. Biorgc pod uwage nieustannie rosngce zagrozenie zwigzane z
antybiotykoopornoscia, juz nie tylko szczepow klinicznych, ale takze powszechnie
bytujgcych w naszym otoczeniu i jednoczesnie ogromne zainteresowanie badaczy
poszukiwaniem  alternatywnych metod zwalczania  bakterii, tematyke
przedstawionej do recenzji pracy uwazam za bardzo aktualng, szczegodlnie
odnoszac sie do jej immunologicznych aspektéw. We Wprowadzeniu, Autorka
ogdlnie odnosi sie witasnie do zagadnienia antybiotykoopornosci, nazywajac ja
»Cichg pandemig” z czym sie absolutnie zgadzam.

e W zwigzku z tym, iz mamy rok 2023, a w tekscie Autorka odnosi sie do
danych z 2019 roku, moje pytanie dotyczy tego, czy mamy obecnie juz
bardziej aktualne dane dotyczace liczby zgonow na Swiecie, ktorych
przyczyna byta opornosc bakterii na antybiotyki?
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Dane i informacje w tym zakresie, takze bazujace na danych z lat poprzednich w
petni potwierdzajg stusznosc i celowos¢ podejmowanych w tej pracy doktorskiej
badan.

Doktorantka wskazujac na prace innych autoréw zaznacza, ze preparaty fagowe
moga by¢ podawane na wiele sposobdw.

e Czy zatem, biorqc pod uwage witasne doswiadczenia, nabyte podczas
realizacji pracy doktorskiej, moze Doktorantka wysuna¢ wnioski co do
najbardziej skutecznych obecnie drog podawania preparatow fagowych w
terapii?

Jak stusznie zauwaza Autorka pracy doktorskiej, bakteriofagi moga indukowaéd
odpowiedz immunologiczng. W kontekscie wczesniejszych doniesierr o tym, ze
bakteriofagi moga wykazywac dziatanie immunomodulacyjne oraz ze pojawienie
sie przeciwciat antyfagowych w surowicach pacjentow leczonych fagami nie
wyklucza skutecznos$ci terapii, badania Doktorantki nad indukcjg odpowiedzi
humoralnej przez bakteriofagi podawane droga pokarmowga wnoszg nowe, cenne
dane. Cele pracy i zakres badan przedstawione sg bardzo czytelnie i zostaty w petni
zrealizowane.

W pierwszej pracy (Viruses, 2015), Doktorantka badata zdolnos$¢ indukcji
odpowiedzi humoralnej przez bakteriofagi podawane doustnie na przyktadzie faga
T4 (badania prowadzone w modelu mysim). W pracy tej badano takze wptyw
indukcji przeciwciat swoistych na aktywnos¢ faga T4 w przewodzie pokarmowym
myszy oraz okreslono role biatek strukturalnych bakteriofaga T4 w indukcji
odpowiedzi humoralnej. Pod wzgledem metodycznym Doktorantka samodzielnie
przygotowywata m.in. lizaty faga T4, oczyszczata preparaty fagowe metoda
powinowactwa LPS, nadzorowata i przeprowadzata doswiadczenie immunizacji
myszy preparatem faga T4. Do badan obecnosci fagéw we krwi i kale zastosowata
metody mikrobiologiczne, natomiast immunogenno$¢ wybranych biatek
strukturalnych faga badata z zastosowaniem metody ELISA. W opublikowanym
manuskrypcie, Doktorantka byta odpowiedzialna za planowanie dos$wiadczen,
analize uzyskanych wynikéw, w tym analize statystyczna, przygotowywata ryciny
oraz brata udziat w jego przygotowywaniu. W pierwszej pracy dokonano bardzo
intersujacych obserwacji, w opinii Recenzentki kluczowym jest finalne wskazanie,
iz w modelu doustnego podawania bakteriofagéw, wiriony fagowe wykazujg
relatywnie stabg immunogennos$¢. Jednoczesnie w pracy pokazano, iz obecnos$é w
jelicie przeciwciat klasy IgA jest czynnikiem ograniczajagcym aktywnosé i
wystepowanie fagéw w jelitach. Bardzo innowacyjnym jest spojrzenie na to
zagadnienie takze od strony faga i jego biatek strukturalnych. Interesujgcym
wnioskiem, jaki wyciagneta Doktorantka na bazie badan wtasnych oraz prac innych
autoréw, jest ten stwierdzajacy, iz za immunogennos¢ biatek strukturalnych fagéw
moga by¢ odpowiedzialne nie tylko wtasciwosci molekularne biatek, ale takze droga
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podania preparatow. W pierwszej pracy, ciekawym pomystem Doktorantki jest
zobrazowanie czesci wynikéw dotyczacych immunogennosci badanych biatek faga
poprzez pokazanie ich na rysunku faga i wykresie jednoczesnie (Figura 3).
W odniesieniu do pierwszej pracy poprosze o odpowiedz na pytanie:
e Jak Doktorantka ocenia skuteczno$¢ oczyszczania preparatéw fagowych z
endotoksyny zastosowang przez siebie metoda? Czy procedura wykonywana
byta jednokrotnie, czy wymagata powtorzen?

Kolejne badania, zaprezentowane w drugiej, z cyklu prac wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej opublikowane we Frontiers in Immunology, sa ciekawgq
kontynuacjq i rozszerzeniem wynikéw otrzymanych w pracy pierwszej (Viruses,
2015) i w opinii Recenzentki, wzmacniajg i potwierdzajg wyciggnigte wczesniej
wnioski. W drugiej pracy celami byto badanie zdolnosci indukcji odpowiedzi
humoralnej przez fagi A3R oraz 676Z (fagi terapeutyczne) specyficzne wobec
bakterii z rodzaju Staphylococcus, podawane doustnie, oraz badanie translokacji
aktywnych czastek fagowych z przewodu pokarmowego do krwi, w modelu mysim.
W pracy tej Doktorantka przygotowywata m.in. lizaty fagowe, dokonywata
oczyszczania preparatow fagowych, przeprowadzata immunizacje myszy
preparatami bakteriofagéw, badata we krwi i kale obecnos¢ fagéw metodami
mikrobiologicznymi, a metodgq ELISA wykonata ocene immunogennosci biatek
strukturalnych faga, wykonata takze analize sktadu mikrobiomu metodg
sekwencjonowania NGS. Postawione do realizacji w tej pracy cele uwazam za
bardzo ciekawe m.in. ze wzgledu na poszerzenie zakresu badan o inne fagi niz
tylko fag T4. W pracy wykazano, iz badane bakteriofagi A3R oraz 676Z indukowaty
wytwarzanie przeciwciat klasy IgA w jelitach oraz IgG, IgM oraz IgA we krwi. W
pracy wykazano takze, ze IgA wytwarzane w jelitach sg gtdbwnym czynnikiem
ograniczajagcym przemieszczanie sie fagow w przewodzie pokarmowym. Bytoby
interesujacym, aby obserwacje poczynione dla fagow A3R oraz 6767, w
zastosowanym modelu badawczym, poszerzy¢ w przysztosci o inne fagi, tym
bardziej, ze Doktorantka stwierdza, cytuje: ,(...) o ile ogélna kinetyka indukcji
przeciwciat swoistych ma uniwersalny charakter, to rola poszczegéinych biatek
strukturalnych we wzbudzaniu odpowiedzi humoralnej moze znaczaco réznic sie u
poszczegblnych fagow”. W drugim artykule wchodzacym w cykl rozprawy
doktorskiej chciatabym szczegdlnie wyrézni¢ sposob przygotowania dyskusji w
publikaciji.

W trzeciej pracy opublikowanej w Microbiology Spectrum, Autorka badafa role
biatek gb24, Hoc i Soc bakteriofaga T4 w odpornosci wirionébw na warunki
$rodowiskowe, charakterystyczne dla przewodu pokarmowego (temperatura, pH,
obecnos$¢ zo6tci, aktywnos¢ enzyméw trawiennych). Doktorantka badania
przeprowadzita na skonstruowanym panelu mutantéw faga T4. Wykonata
mutageneze ukierunkowang bakteriofagéw, wykazata sie takze znajomoscig
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innych metod i technik, w tym mikroskopii TEM czy chromatografii powinowactwa.
Wazny wniosek postawiony przez Doktorantke, wskazuje na kluczowg role biatka
gp24 faga T4, w odpornosci na warunki srodowiska, w tym na jego wysokag
stabilnos¢ termiczna. W pracy Autorka réwniez pokusita sie o spojrzenie
ewolucyjne na sktad biatkowy oraz strukture kapsydu bakteriofaga T4, a idee te
przedstawita w publikacji na ciekawej rycinie.

Analizujac metodyke opublikowanych prac oraz oswiadczenia Autorki nalezy
stwierdzi¢, iz Doktorantka realizujac prace doktorska wykazata sie znajomoscig
zaawansowanych metod mikrobiologicznych, immunologicznych, mikroskopii
elektronowej oraz biologii molekularnej. Catos¢ rozprawy doktorskiej napisana jest
bardzo dobrze pod wzgledem jezykowym, a redakcyjne opracowanie nie budzi
zastrzezen. Wszystkie trzy artykuty, sktadajace sie na cykl pracy doktorskiej,
stanowig logiczng catos¢, ich zakres badan oraz kolejnos¢ eksperymentow zostaty
dobrze przemyslane, co umozliwito Doktorantce przeprowadzenie trafnych
konkluzji oraz przedstawienie celnych wnioskéw z pracy. Doktorantka przedstawita
8 wnioskow z przeprowadzonych badan. Zabraklo mi w nich jednak
doktadniejszych wnioskow ptynacych z pracy opublikowanej Frontiers in
Immunology, dotyczacej innych niz fag T4, badanych fagdéw.

e Chciatabym zapytac¢ Doktorantke, jakie widzi konkretne przetozenie swoich
wynikow dla medycznych zastosowan oraz jakie kolejne badania w tej
tematyce, w opinii Doktorantki, powinny by¢ kontynuowane.

W Autoreferacie, bedacym czescig dokumentacji, Autorka przedstawita swéj
dorobek naukowy, ktéry jak na ten etap kariery, jest w mojej opinii doskonaty.
Doktorantka obecnie ma H-Index réwny 10, natomiast liczba cytowan prac,
ktérych jest wspdtautorka wynosi bez autocytowan 553. Mgr Joanna Majewska ma
w swoim dorobku juz 20 prac, w ktérych jest pierwsza autorka lub wspétautorka.
Jedna z prac, w ktérej Doktorantka jest wspotautorkg otrzymata prestizowe
wyroéznienie w konkursie im. Prof. K. Bassalika na najlepsze prace wykonane w
polskim laboratorium. Doktorantka byta takze kierownikiem grantu PRELUDIUM
oraz wykonawcg w 7 innych projektach badawczych. Na konferencjach
Doktorantka prezentowata wyniki w formie wystgpien ustnych (4 konferencje

miedzynarodowe) oraz prezentacji plakatowych (11 konferencji,
miedzynarodowych i krajowych), byla takze wspotautorkg innych wystgpien
konferencyjnych oraz prezentacji plakatowych na konferencjach

miedzynarodowych. Doktorantka odbyta réwniez dwa staze naukowe, a w swoim
dorobku ma zgtoszenie patentowe pt. ,Bakteriofagi nadajace sie do wytwarzania
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szczepionek oraz sposob ich otrzymywania”. Dodatkowo, co godne pochwaty,
angazowata sie w popularyzacje nauki wsréd dzieci i mtodziezy.

W  konkluzji koncowej stwierdzam, iz rozprawa doktorska mgr Joanny
Majewskiej pt. ,Molekularne i immunologiczne uwarunkowania obecnosci
bakteriofagéw T4, A3R i 676Z w jelicie myszy” spetnia wszelkie wymagania
jakie stawia sie pracom doktorskim i wnosi nowe, cenne dane do dyscypliny nauki
biologiczne. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (tj. Dz.U. 2017, poz. 1789)". Zwracam sie takze do Rady
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
PAN o wyrdznienie rozprawy doktorskiej ze wzgledu na bardzo wysoki poziom
merytoryczny prowadzonych badan oraz/\q@ge uzyskanychw ikGWA
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