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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Tomasza Olszaka pt.: ,,Efektywnos¢
dziatania litycznego bakteriofagéw srodowiskowych wobec szczepow
Pseudomonas aeruginosa izolowanych od chorych z mukowiscydoza”,
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Zuzanny Drulis-Kawy prof. nadzw. w
Zakladzie Biologii Patogenéw i Immunologii Instytutu Genetyki i Mikrobiologii

Podstawe formalna recenzji stanowi pismo z dnia 14 lipca 2014 roku, zgodne z uchwata Rady
Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego z dnia 22 maja 2014r.

Mukowiscydoza (CF — cystic fibrosis) jest jedna z najczestszych chordb genetycznych,
dziedziczonych recesywnie, wystepujacych w ludzkiej populacji (okoto 1/2500 zywych
urodzen). Gesta wydzielina oskrzelowa uniemozliwiajaca prawidlowe funkcjonowanie
nablonka migawkowego sprzyja rozwojowi chronicznych infekcji bakteryjnych, ktore w
polaczeniu ze stale trwajaca reakcja zapalng prowadza do nieodwracalnych uszkodzen phuc.
Flora bakteryjna wystgpujaca u pacjentow z mukowiscydoza tworzy skomplikowany,
wielogatunkowy ekosystem. Wigkszos$¢ badan zwiazanych z tym problemem wykazuje, ze
pluca pacjentéw z mukowiscydoza kolonizowane sa przez kilka gatunkéw bakterii takich jak
Pseudomonas  aeruginosa, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae oraz
Burkholderia cepacia complex. Brak wdrozenia antybiotykoterapii skutkuje niewydolnoscig
oddechowa i $miercia w mlodym wieku.

Mimo terapii antybiotykowej, potaczonej z naturalng aktywnoscig uktadu immunologicznego
nie ma gwarancji eradykacji patogendw. Szczegdlng opornoscia wykazuja si¢ szczepy P.
aeruginosa, ktére sa przyczyna powstawania infekcji chronicznych, z ktérymi zmaga sig¢
wigkszo$¢é pacjentdw powyzej 20 roku zycia. Duzym problemem w leczeniu tego typu
infekcji jest znaczna heterogenno$¢ klonalna szczepdéw zasiedlajacych pluca pacjentéw z
mukowiscydoza. Szczepy P. aeruginosa izolowane z przypadkow mukowizcydozy
charakteryzuja si¢ takze duzg mukoidalnoscig oraz obnizong w stosunku do szczepow
srodowiskowych wirulencja.

Trudnosci w leczeniu infekcji wywotanych przez P. aeruginosa, wynikajace zaro6wno z
aspektow biologicznych tego gatunku, jak i ze stale rosnacej antybiotykoopornosci,
wymuszaja poszukiwanie alternatywnych metod terapii. Kwestia opracowania skutecznego




preparatu zwalczajacego szczepy oporne na wigkszo$¢ antybiotykdéw jest jednym z
najpowazniejszych wyzwan stojacych przed wspoélczesna nauka i medycyna. Wiele grup
badawczych upatruje rozwigzania tego problemu w metodzie na wskro$ biologicznej,
wykorzystujacej naturalnych wrogéw bakterii — bakteriofagi.

Terapia fagowa to jedna 2z najstarszych, potwierdzonych naukowo metod
przeciwdzialania infekcjom bakteryjnym. Wysoka skuteczno$¢ terapii fagowej jest zwigzana
gléwnie z dwiema cechami biologii bakteriofagéw — wysoka specyficznoscia wzgledem
receptordw, rozpoznawanych na powierzchni komoérki bakteryjnej oraz fizycznego niszczenia
komorki bakteryjnej w trakcie cyklu zyciowego wirusa.

Bakteriofagi charakteryzuja si¢ wysoka specyficznoscia wzgledem infekowanych szczepow
bakteryjnych. Najczesciej sa one w stanie zainfekowaé tylko jeden gatunek bakterii lub
konkretne szczepy w obrgbie gatunku. Spektrum aktywno$ci bakteriofagéw wynika ze
swoistych interakcji pomigdzy biatkami receptorowymi bakteriofaga, a niektérymi
strukturami na powierzchni komdrki gospodarza (LPS, kwasy tejchojowe, peptydoglikan,
biatka blony zewnetrznej, otoczki, rzgski, pilusy plciowe oraz fimbrie typu IV). Wysoka
selektywnos$¢ dzialania bakteriofagdbw zapewnia brak wplywu tego typu terapii na
funkcjonowanie niepatogennej flory organizmu.

Bakteriofagi stanowi¢ moga zatem alternatywng metode leczenia wielu chordb bakteryjnych,
w tym takze zakazen uktadu oddechowego u 0s6b z mukowiscydoza.

Mgr Tomasz Olszak podjal wieloetapowe badania majace na celu migdzy innymi
scharakteryzowanie szczepdw P. aeruginosa izolowanych od pacjentéw z mukowiscydozg i
oceng aktywnosci bakteriofagow in vitro i in vivo wzgledem szczepdw P.aeruginosa.

Manuskrypt ocenianej rozprawy ma strukture i uktad typow dla prac doktorskich i
liczy 80 stron wydruku komputerowego. Obszerng dokumentacje dysertacji stanowi 11 tabel,
13 rycin i 29 wykresow, umieje¢tnie wkomponowanych w tekst rozprawy. Rozprawa napisana
jest zwigzlym i zrozumialym jezykiem.

Obszerny ,,Wstep” obejmujacy 19 stron, zawiera informacje dotyczace infekeji uktadu
oddechowego pacjentéw z mukowiscydoza i roli P. aeruginosa w tych zakazeniach, oraz
wykorzystania bakteriofagdw w terapii choréb bakteryjnych zar6wno w przesztosci, jak i w
aspekcie najnowszych badan.

Celem pracy doktorskiej mgr Tomasza Olszaka byla ocena aktywnosci litycznej
bakteriofagéw s$rodowiskowych specyficznych wzgledem P. aeruginosa, izolowanych od
pacjentéw z mukowiscydoza. W tym celu:

- scharakteryzowano biologi¢ szczepéw P. aeruginosa izolowanych od pacjentow z
mukowiscydozg

- zbadano morfologi¢ i genetyke¢ bakteriofagéw $rodowiskowych o najszerszym spektrum
aktywnosci litycznej

- oceniono aktywnosci preparatow fagowych in vitro i in vivo, na modelu owadzim — barciaku
wigkszym (Galleria mellonella)

- zdefiniowano receptory powierzchniowe P. aeruginosa niezbedne do adhezji bakteriofagéw

- oraz dodatkowo oceniono aktywnos$¢ lityczng bakteriofagdw wzgledem szczepow P.
aeruginosa z migdzynarodowego panelu BCCM/LMG.




Rozdzial ,Materialy i metody” =zawiera charakterystyke uzytych szczepow
bakteryjnych i bakteriofagéw, opis przygotowywania i oczyszczania hodowli bakteriofagow,
oceng morfologiczng z uzyciem mikroskopii elektronowej i ocene wielkosci genomu
okreslonych fagéw. Opisano réwniez metody oceny wytwarzania fimbrii i biofilmu przez
szczepy P. aeruginosa oraz testy in vivo z uzyciem larw barciaka wiekszego.

Wyniki pracy badawczej sg obiecujace ze wzgledu na wykazana wysoka wrazliwosé
izolatéw P. aeruginosa pochodzacych od chorych na mukowiscydoze na badane bakteriofagi.
Az 93,6% szczepéw byla wrazliwa in vitro na co najmniej jednego bakteriofaga. Okre$lono iz
najwyzsza skutecznoscia wzgledem P.aeruginosa cechowaty sie dwa fagi — PA5oct i oKT28,
ktore scharakteryzowano uwzgledniajac morfologi¢ wirusa i wielko$¢ genomu. Do dalszych
badan wybrano réwniez 6 szczepdw P.aeruginosa rozniacych si¢ znacznie pod wzgledem
cech fenotypowych, a nastgpnie oceniono aktywno$é lityczna powyzszych bakteriofagow in
vitro. Tymi samymi szczepami zakazano larwy, a nastepnie oceniono skuteczno$é
bakteriofagéw oraz ,,koktajli fagowych”.

Dyskusja jest wnikliwym oméwieniem uzyskanych wynikéw badaf w odniesieniu do
danych zawartych w dostgpnym pismiennictwie i $wiadczy o duzej wiedzy i gruntowne;j
znajomosci literatury z omawianego tematu.

Whnioski plynace z pracy doktorskiej mgr Tomasza Olszaka sugeruja, iz terapia
fagowa moze wkrétce sta¢ si¢ realng alternatywa dla chemioterapeutykow w walce z
zakazeniami ukladu oddechowego, ktére wywolywane sa przez P.aeruginosa. Poza duza
wrazliwoscig szczepéw na bakteriofagi zaobserwowano réwniez, iz szczepy izolowane od
jednego pacjenta na przestrzeni diuzszego okresu czasu nie wykazywaty zmniejszonej
wrazliwodci na bakteriofagi. Jest to niewatpliwa korzyScia w poréwnaniu z
chemioterapeutykami, na ktore podczas dluzszego stosowania moze rozwinaé sie opornos¢.

Uzupelnieniem pracy jest bogaty wykaz pi$miennictwa, $wiadczacy o zdolnosci
doktoranta do wyboru prac odpowiednich do analizy uzyskanych wynikow i dyskusji w
ramach tematyki, bedacej przedmiotem badan.

W pracy zawarto réwniez syntetyczne streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

W mojej ocenie rozprawa mgr Tomasza Olszaka stanowi warto$ciowe opracowanie

naukowe dotyczace aktualnego problemu badawczego, a zastosowanie réznorodnych metod
badawczych $wiadczy o doglebnej analizie podjetego tematu.
Praca bez watpienia zawiera elementy postepu i odpowiada wymogom naukowym i
formalnym stawianym rozprawom doktorskim. Biorac pod uwage innowacyjnosé badan i
koniecznos¢ poszukiwania alternatywnych metod leczenia choréb bakteryjnych ze wzgledu
na narastajacy problem lekoopornosci, prace nalezy zaliczyé do prac o duzej wartosci
aplikacyjne;.

Z obowiazku recenzenta pragng jednakze zwrécié uwage na nastepujace
niedociagnigcia:

- nieujednolicenie rycin we ,,Wstepie” — nalezaloby zdecydowaé sie na opisy polskie do
wszystkich rycin (ryciny 1-3, 7 sq opisane w jezyku polskim, a ryciny 4 i 5 w jezyku
angielskim)

- w rozdziale ,,Materiaty i metody”




* doktorant podaje iz w trakcie badan wykorzystano 192 szczepy P. aeruginosa, a
zsumowanie wymienionych szczepow daje liczbe 188

* brak rozdzialu dotyczacego metod analizy profilu chemicznego szczepow P.
aeruginosa - wyniki pojawiaja si¢ w rozdziale 4.6 ,,Analiza profilu chemicznego
wybranych szczepow P.aeruginosa

- w rozdziale ,,Wyniki”
* W podrozdziale 4.3” Analiza zmiennosci szczepéw..” niezrozumiate jest podsumowanie
rozdziatu:

»Zmiennos¢ hipermutacyjna i powiazane z nig zréznicowanie fenotypowe szczepow PA
CF, mimo istotnego wplywu na dostosowanie si¢ szczepéw do specyficznej niszy ptuc
0s6b z mukowiscydoza, nie koreluje z 0ogélng wrazliwoscia szczepéw na bakteriofagi.
Zmiany w poziomie ekspresji poszczegdlnych czynnikéw wirulencji (fimbrii typu IV,
piluséw plciowych czy lipopolisacharydu), moga wigzaé si¢ z obnizeniem wrazliwosci
szczepu na konkretne bakteriofagi, jednak w zadnym wypadku nie jest to czynnik
eliminujacy fagi z uzycia w terapii”.
Przytoczony fragment, powinien znalez¢ si¢ w rozdziale ,Dyskusja®, a nie by¢
umieszczony w rozdziale ,, Wyniki”.

W rozdziale ,,Wnioski”:

* Doktorant ponownie podaje nieprawidlowa liczbe 192 szczepéw P. aeruginosa
objetych badaniem oraz liczbe 34 bakteriofagéw $rodowiskowych, podczas gdy w
»Materiatach i metodach” byta mowa o 28 fagach z Uniwersytetu Wroctawskiego i 4 z
Uniwersytetu co daje liczbe 32, a nie 34.

* Whiosek 1 —,, Typowanie fagowe 121 izolatéw PA CF ujawnito, ze szczepy te nie
wykazuja obnizonej opornosci na dziatanie bakteriofagéw” — prosze o sprecyzowanie,
sformutowania ,,obnizona opornos¢ na dziatanie bakteriofagow”

* Wniosek 5 - ,,Wrazliwo$¢ szczepow P. aeruginosa na bakteriofagi in vitro pokrywa
si¢ z wynikami uzyskanymi w eksperymentach in vivo, na modelu owadzim Galleria
mellonella. Zastosowanie koktajli fagowych zarowno w typowaniu in vitro, jak i w
terapii larw G. mellonella wykazuje wyzsza skutecznos$é, niz stosowanie lizatow
pojedynczych fagow”.

Nalezy zmieni¢ wniosek gdyz:

W badaniach in vitro, nie odnotowano istotnych réznic miedzy skutecznosciag koktajlu
fagowego i hodowli jednego z fagéw.

Poréwnujac in vivo skutecznosé koktajlu fagowego do fagéw PASoct i K T28 wykazano, iz
w przypadku 3 szczepdw P. aeruginosa, zastosowanie faga ¢KT28 dato lepsze efekty, niz
uzycie koktajlu fagowego.

Ponadto, nalezy ujednolici¢ cytowania umieszczone w tekscie rozprawy, decydujac sie na
przypisy bibliograficzne w systemie harvardzkim, w ktérym wymienia sie nazwisko
pierwszego autora z uzyciem dopisku ,,i wsp”. lub ,, et.al” w przypadku wielu autoréw.




Przygotowujac pracg do druku, nalezy takze ujednolici¢ wykaz pismiennictwa: autorzy, rok,
tytul, czasopismo, tom, nr strony.

Doktorant nie uniknat réwniez kilku niezrecznosci jezykowych, na przyktad:

- na stronie 34 uzyto sformutowania: ,,masa badanych probek” zamiast ,,wielko$¢ catkowita
genomu”

- na stronie 54 zamiast ,larwy zaszczepione plynem fizjologicznym” nalezy uzy¢
sformutowania ,,larwy ktérym podano ptyn fizjologiczny”

Pomimo wspomnianych niedociggnieé, aktualnosé poruszanego problemu
badawczego, jego innowacyjno$é, nowoczesny i rzetelny warsztat badawczy,
przeprowadzona z duzym znawstwem dyskusja i wyciggniecie wlasciwych wnioskéw
sprawiajg, iz zaprezentowana dysertacja spelmia wymogi stawiane dysertacjom
doktorskim okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, dlatego przedkladam
Wysokiej Radzie Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego wniosek o
dopuszczenie mgr Tomasza Olszaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz
WNosz¢ 0 wyrdznienie pracy stosowng nagroda.

Dr hab. Andrzej Gawelprof. nadzw.
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