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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Majewskiej pt.:
»Molekularne i immunologiczne uwarunkowania obecnos$ci bakteriofagéw T4, A3R i 676Z
w jelicie myszy"
Promotor: prof. dr hab. Krystyna Dgbrowska (Laboratorium Biologii Molekularnej Bakteriofagéw,
Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk,
Wroclaw)

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Joanny Majewskiej zostala wykonana
w  Laboratorium Biologii Molekularnej Bakteriofagéw  Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, PAN (IIiTD PAN), we Wroclawiu, pod kierunkiem prof.
dr hab. Krystyny Dabrowskiej. Dotyczy reakcji uktadu immunologicznego na bakteriofagi
podawane do przewodu pokarmowego, oraz przystosowar do $rodowiska przewodu pokarmowego
wyksztatconych w ewolucji przez przyktadowego bakteriofaga infekujacego bakterie jelitowe.
Praca ma bezposredni zwigzek z badaniami nad terapeutycznym zastosowaniem bakteriofagow w
leczeniu infekcji bakteryjnych prowadzonymi od lat w IIiTD. Jej temat i zakres wpisuja sie w
tematyke badan zespotu pani promotor pracy, prof. dr hab. Krystyny Dabrowskiej zapoczatkowang
pod okiem prof. Andrzeja Gérskiego w IIiTD PAN ponad 20 lat temu, kiedy jeszcze interakcji
pomiedzy bakteriofagami, a ukladem immunologicznymi w wiekszosci renomowanych instytucji
naukowych $wiata zachodniego w ogéle nie brano pod uwage. Obecnie badania w tym zakresie sg
uznawane za kluczowe nie tylko dla zrozumienia interakcji bakteriofagéw z bakteriami w
zainfekowanym przez bakterie organizmie ale tez dla wyznaczenia standardéw efektywnego i
bezpiecznego stosowania terapii fagowej w zwalczaniu infekcji bakteryjnych. Mimo, ze wilaczyty

si¢ w nie inne osrodki, zesp6t prof. Krystyny Dabrowskiej jest jednym z wiodacych w wyjasnianiu



podtoza molekularnego tych interakcji.

Rozprawa mgr. Joanny Majewskiej opiera sie na wynikach opublikowanych w trzech
oryginalnych artykutach w renomowanych czasopismach ujetych w bazie danych Web of Science:
Viruses, Frontiers in Immunology i Microbiology Spectrum, o Icznym wspotczynniku
oddzialywania 13,0 (wg roku publikacji). Artykuly ukazaly si¢ w druku kolejno w latach 2015,
2019 i 2023. W sktad rozprawy wchodzi czterostronnicowe streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, o$wiadczenia doktorantki oraz wspélautor6w dotyczace udziatu doktorantki w
przygotowaniu publikacji wchodzacych w sklad rozprawy, publikacje oraz krétkie podsumowanie
w jezyku angielskim zawierajace najwazniejsze wnioski z opisanych doswiadczen. Do rozprawy
dotaczony jest autoreferat w jezyku polskim sktadajacy si¢ z krotkiego wprowadzenia, opisu celu
pracy i zakresu przeprowadzonych w niej badan przedstawionego w formie spisu zagadnien
poruszanych w kazdej z publikacji, zbiorczego oméwienia wynikéw, wnioskéw, spisu literatury
oraz informacji o dorobku naukowym i karierze naukowe]j doktorantki. Publikacje wchodzace w
sktad rozprawy zostaly juz ocenione przez specjalistéw po ich wystaniu do czasopism. Dodatkowo,
wysoka warto$¢ merytoryczna dwéch pierwszych, opublikowanych przed ziozeniem rozprawy
zostala potwierdzona duza liczba cytowan (99 i 33, wg danych z Web of Science z 30. 09. 2023).
Chociaz wszystkie publikacje s wieloautorskie, mgr Majewska jest pierwszym autorem kazdej z
nich, a jej udzial w tworzeniu kazdej z publikacji byl dominujacy (50-77%), co zostato
potwierdzone w zgodnych o$wiadczeniach wspétautorow.

Publikacje bedace podstawa rozprawy doktorskiej mgr Joanny Majewskiej sq spdjne
tematycznie. Ich wspélnym celem byta identyfikacja wybranych czynnikow immunologicznych i
molekularnych wplywajacych na obecno$¢ i infekcyjno$¢ bakteriofagow w przewodzie
pokarmowym, w modelu mysim. Wybranymi do badan eksperymentalnych obiektami byly trzy
bezwzglednie lityczne bakteriofagi, modelowy bakteriofag T4 Escherichia coli wystepujacy
naturalnie w przewodzie pokarmowym cziowieka oraz dwa blisko spokrewnione bakteriofagi
gronkowcowe, A3R i 676Z. Wszystkie sa bezwzgledne litycznie, maja duze genomy i reprezentujq
morfotyp myowiruséw. Wszystkie wykorzystywane byly zar6wno w badaniach nad terapig fagowa
jak i w eksperymentalnych terapiach fagowych u ludzi w réznych o$rodkach na $wiecie, a
bakteriofagi A3R i 676Z w Osrodku Terapii Fagowej IIiTD PAN. Z tego wzgledu wszystkie sg
obiektem zainteresowain zaréwno w Srodowisku naukowym, jak i medycznym. W
czterostronnicowym streszczeniu rozprawy, bedacym jednoczesnie wstepem do wchodzacych w jej
sklad publikacji doktorantka uzasadnila stosowanie fagoterapii w leczeniu zakazen bakteryjnych
jako najbardziej perspektywicznej alternatywy dla antybiotykoterapii, w Swietle narastajacej

opornosci bakterii na antybiotyki. Przedstawila tez najczestsze drogi podawania bakteriofagow
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terapeutycznych, z podkresleniem drogi podawania doustnego jako bezpiecznej, ale tez zwigzanej z
niebezpieczenstwem inaktywacji bakteriofagéw w przewodzie pokarmowym. Podkreslita aspekt
kluczowej roli bakteriofagéw w utrzymaniu réwnowagi pomiedzy bakteriami przewodu
pokarmowego wchodzacymi w sklad mikrobiomu oraz krétko podsumowata wezesniejsze badania
nad mozliwosciami indukcji odpowiedzi immunologicznej przez bakteriofagi, ze szczegdélnym
uwzglednieniem specyfiki tej odpowiedzi przy po podaniu fagéw droga pokarmowa.

W dalszej czg$ci doktorantka opisala badane bakteriofagi i ich wybrane biatka elementy
strukturalne. Poswigcila uwage przede wszystkim biatkom faga T4 eksponowanym na kontakt z
uktadem immunologicznym czilowieka lub zwierzecia zainfekowanego przez bakterie bedace
gospodarzami tego faga.

W dwoch pierwszych publikacjach wchodzacych w sklad rozprawy zatytutowanych kolejno
"Oral Application of T4 Phage Induces Weak Antibody Production in the Gut and in the Blood"
oraz "Induction of Phage-Specific Antibodies by Two Therapeutic Staphylococcal Bacteriophages
Administered per os", zbadano zdolno$¢ bakteriofaga T4 (publikacja w Viruses) oraz
bakteriofagéw A3R i 676Z (publikacja we Frontiers in Immunology) podawanych myszom droga
pokarmowa, do indukcji swoistych przeciwciat oraz trwalo$¢ uzyskanej odpowiedzi
immunologicznej i jej wptyw na liczbe odzyskiwanych bakteriofagéw. W obu pracach zastosowano
podobny schemat doswiadczen. Po studniowym okresie podawania fagéw stosowano podobnej
dhugosci przerwe, a nastepnie podawano fagi przez kolejnw kilkadziesiat dni. Réwnolegle od
zwierzat otrzymujacych fagi pobierano probki katu i krwi, w celu pomiaru poziomu fagowo-
specyficznych przeciwciat oraz liczebnos$ci bakteriofagdw.

W badaniach nad bakteriofagiem T4 wykazano, ze po okolo miesigcu ekspozycji na tego
faga, we krwi myszy pojawialy sie przeciwciata klasy IgG, a po ponad dwo6ch miesigcach
przeciwciata klasy IgA. Poziom przeciwcial zalezal od dawki podawanego faga. Przerwanie
podawania faga skutkowalo powolnym zanikiem przeciwciat klasy IgA, a ich ponowne podawanie
powodowato szybsza indukcje produkcji specyficznych IgA niz podanie pierwotne. Praca ta jest
pierwszym tak dhugotrwatym studium odpowiedzi immunologicznej na faga T4 podawanego droga
pokarmowg. Najwazniejszym i nowym wnioskiem z przeprowadzonych badaii jest wykazanie
korelacji pomigdzy zmniejszajacym sie mianem faga odzyskiwanego w kale myszy, a
zwigkszajacym si¢ poziomem przeciwcial klasy IgA w przewodzie pokarmowym, a nie, w jak
oczekiwano, pojawianiem si¢ w kale klonéw E. coli opornych na faga. Jednoczeénie analizujac
frakcje przeciwciat anty-fagowych w surowicy myszy pojonych zawiesing faga wykazano z
wykorzystaniem oczyszczonych bialek wirionu faga, ze zaréwno wéréd przeciwciat klasy IgA jak i

IgG dominujg przeciwciata przeciwko biatku Hoc dekorujacemu kapsyd oraz biatku gp12



tworzacemu haczyki plytki podstawnej, a pozostale biatka kapsydyu sa mniej immunogenne.
Istotnym wnioskiem w odniesieniu do mozliwosci wykorzystania faga T4 w fagoterapii okazato sie
wykazanie, ze po podawaniu droga pokarmowa fag ten jest kilkakrotnie mniej immunogenny, niz
podawany droga injekcji podskérnej. W dalszych badaniach przedstawionych w pracy pokazano, ze
fag T4 prezentujacy antygen wirusa Ebola w fuzji z bialkiem Hoc, i podawany droga pokarmowa
moze indukowac odpowiedZz immunologiczna przeciwko temu antygenowi. Chociaz poziom
uzyskanych przeciwciat byt niewielki eksperyment ten wskazat na zasadno$¢ prac nad
opracowaniem doustnie podawanych szczepionek z wykorzystaniem faga T4 jako no$nika
antygenu.

W przedstawionych w drugiej publikacji badaniach immunogennosci blisko
spokrewnionych fagéw gronkowcowych A3R i 676Z podawanych drogg pokarmowa pokazano, ze
duza czesc konkluzji z badan nad immunogennoscia i trwatoscig odpowiedzi immunologicznej na
faga T4 opisanych w pierwszej pracy, w tym czas pojawiania sie przeciwciat klasy IgG i IgA w
trakcie okresu podawania faga, czas ich zaniku po odstawieniu faga i szybsza indukcja po
ponownym podaniu faga, a takze korelacja pomigdzy wzrostem poziomu specyficzych IgA 1
spadkiem poziomu aktywnych fagéw w kale ma charakter uniwersalny, chociaz fagi te w
odréznieniu od faga T4 indukowaly tez produkcje specyficznych przeciwciat klasy IgM. Wykazano
zarGwno pasaz podawanych bakteriofagéw przez przewod pokarmowy myszy, mimo braku
gospodarza tych fagéw w jelicie jak i ich niewielkg translokacje z przewodu pokarmowego do krwi.
Zidentyfikowano dwa biatka wirionéw, gléwne biatko kapsydu i jedno z biatek ogonka, jako
odpowiedzialne za immunogenno$c fagéw A3R i 676Z. Co wigce]j zademonstrowano, ze fagi te nie
maja wplywu na sklad mikrobiomu zdrowych myszy. Podobnie jak w przypadku faga T4
wykazano, e indukcja odpowiedzi immunologicznej na fagi A3R i 6767 podawane droga
pokarmowa jest istotnie nizsza niz na te same fagi podawane droga podskdrnej injekcji.

O ile dwie pierwsze publikacje stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej mgr Joanny
Majewskiej zogniskowane sq na badaniach reakcji immunologicznej myszy na podawane droga
pokarmowa fagi, trzecia publikacja pt. "Evolution of the T4 phage virion is driven by selection
pressure from non-bacterial factors”, ktéra ukazala sie w czasopismie Microbiology Spectrum,
po$wiecona jest zbadaniu bezpo$redniego wplywu czynnikow wystepujacych w Srodowisku
przewodu pokarmowego na aktywnosc fagéw. Wykorzystanym jako przyklad obiektem badan by}
fag T4. Celem pracy bylo okreslenie w jakim stopniu ztozona az z czterech giownych biatek
struktura kapsydu tego faga determinuje jego odporno$¢ na czynniki Srodowiska przewodu
pokarmowego i jaka jest rola poszczegdlnych bialek kapsydu w stabilnosci jego struktury w

przewodzie pokarmowym. Na potrzeby realizacji opisanych w tej pracy badan skonstruowano fagi
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T4 tworzgce kapsyd pozbawiony jednego, dwoch lub nawet trzech jego biatek, co samo w sobie
byto ambitnym i trudnym przedsiewzieciem, ze wzgledu na koniecznos$¢ konstrukcji podwéjnych,
potréjnych i poczwornych mutantéw faga T4 pozbawionych okre$lonych biatek kapsydu, a
jednoczesnie produkujacych inne biatka kapsydu w zmienionej formie, kompensujacej ten brak.
Poprzez poréwnanie miana infekcyjnych wirionéw w preparatach uzyskanych fagéw po ich
ekspozycji na czynniki charakterystyczne dla $rodowiska przewodu pokarmowego, takie jak
temperatura, niskie i wysokie pH, enzymy proteolityczne i sole zétci, wykazano, ze bialkami
glowki kluczowymi dla stabilnosci wirionu w przewodzie pokarmowym sa gléwne biatko gléwki
gp24 i biatko Sok spajajgce elementy gléwki. Poza osiagnieciem gléwnego celu pracy jej
niespodziewanym i waznym wynikiem jest pokazanie olbrzymiego zakresu tolerancji bakteriofaga
T4 na zmiany w obrebie kapsydu, uwazanego za zakonserwowana w ewolucji cze$¢ wirionu.
Poszerza to zakres modyfikacji kapsydéw fagowych uznawanych dotad za mozliwe i nie
zaburzajace infekcyjnodci fagéw wykorzystywanych w terapii lub biotechnologii.

Wszystkie publikacje stanowiace podstawe rozprawy doktorskiej wymagaty wykorzystania
réznorodnych metod mikrobiologii, immunologii, biologii molekularnej i inzynierii genetycznej, a
takze specjalistycznego i dobrze wyposazonego laboratorium. Mimo, Ze liczba wspélautoréw
kazdej z publikacji wynosi (w kolejnosci publikowania, 15, 13 i 9), dominujacy udziat procentowy
mgr Joanny Majewskiej w ich przygotowaniu potwierdzony przez wspétautoréw poparty jest listg
zrealizowanych przez nig zadan. W przypadku pierwszych dwoch publikacji doktorantka oprécz
udzialu w planowaniu, analizie i opracowaniu wynikéw oraz przygotowaniu tekstu manuskryptu,
wykonata dominujacq cze$¢ badan immunologicznych, tacznie z immunizacjg lub nadzorowaniem
immunizacji myszy, pobieraniem i analizq prébek, przygotowywala i oczyszczata fagi do badan,
przygotowywata probki mikrobiomu i analizowata ich sklad, brala udzial w produkeji i
oczyszczaniu rekombinowanych biatek. W przypadku trzeciej publikacji udziat doktorantki polegat
na planowaniu do$wiadczen, analizie wynikéw i przygotowaniu tekstu manuskryptu oraz
wykonaniu m. in. ukierunkowanej mutagenezy fagéw, konstrukcji plazmidéw, produkcji i
oczyszczaniu rekombinowanych biatek, ocenie morfologii zmienionych wirionéw na zdjeciach z
mikroskopu elektronowego, zbadaniu wplywu réznych czynnikéw na zachowanie infekcyjnosci
skontruowanych mutantéw fagowych. Potwierdza to opanowanie przez doktorantke metodologii

wykorzystanej w realizacji jej badan.

Uwagi i zagadnienia do dyskusii

1) Jakie byty przestanki do zbadania mikrobioty przewodu pokarmowego myszy, po podaniu droga



pokarmowa bakteriofagéw przeciwgonkowcowych, mimo, Ze wéréd mikroorganizméw jelitowych
badanych myszy nie stwierdzono bakterii wrazliwych na podawane fagi?

2) Czy sa badania pokazujace odpowiedZ uktadu immunologicznego cztowieka na fagi lityczne
podawane droga pokarmowa, a jesli tak, to czy i jakie zbieznodci otrzymano w ich wynikach w
poréwnaniu z wynikami prac wiaczonych do ocenianej rozprawy?

3) Dlaczego do zawiesin fagéw podawanych droga pokarmowa w celu immunizacji myszy nie
dodawano $rodkéw zobojetniajacych sok zotadkowy. Na ile ich dodanie mogloby zwigkszy¢ liczbeg
fagéw w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego i fagéw przechodzacych z jelita do krwi, i
czy mogloby to zwiekszy¢ miano specyficznych przeciwcial antyfagowych w przewodzie
pokarmowym?

4) W jaki sposéb wyniki badan nad reakcja uktadu immunologicznego na fagi moga zostac

wykorzystane w planowaniu terapii antybakteryjnych z wykorzystaniem bakteriofagow?

Podsumowanie

Po zapoznaniu sie z rozprawq doktorska mgr Joanny Majewskiej stwierdzam, ze spetnia ona
warunki okre$lone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (tj. Dz. U. 2017, poz. 1789) i uzasadnia nadanie stopnia
naukowego doktora nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. Przedstawione
w rozprawie wyniki badai wnosza istotny wkiad do wiedzy na temat odpowiedzi uktadu
immunologicznego na podawane droga pokarmowa fagi i jego roli w eliminacji fagow z organizmu,
a takze na temat mozliwego wplywu $rodowidska przewodu pokarmowego na ksztaltowanie
struktury bytujacych w nim bakteriofagéw. Dlatego skladam wniosek do Rady Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk o
dopuszczenie mgr Joanny Majewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze
wzgledu na wysoka warto$¢ merytoryczng prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej mgr
Joanny Majewskiej oraz fakt zdobycia przez nig finansowania na cze$¢ opisanych badan w ramach
grantu otrzymanegow w programie Preludium finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki,
wnioskuje do Rady Naukowej IliTD PAN o wyréznienie rozprawy stosowng nagrodg. We wniosku
tym utwierdza mnie dodatkowo analiza catoksztattu osiagnie¢ naukowych doktorantki, ktory oprocz

publikacji ujetych w rozprawie wlacza wspétautorstwo 17 innych publikacji, zgtoszenia
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patentowego oraz szeregu komunikatéw konferencyjnych.



