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dr hab. Wioletta Adamus-Biatek, prof. UJK Kielce, 20.01.2025

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Lidii Fiedorowicz pt. ,,Znaczenie zmiennosci genetycznej i

fenotypowej Mycobacterium tuberculosis w procesie transmisji gruzlicy”

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Lidii Fiedorowicz zostala wykonana w
Instytucie Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk w Yodzi pod opieka promotora prof. dr hab.
Jarostawa Dziadka oraz promotora pomocniczego dr Aliny Minias w trakcie ksztalcenia w Szkole
Doktorskiej Uniwersytetu L.odzkiego i Instytutéw Polskiej Akademii Nauk w Lodzi. Prace badawcze
byly finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu otrzymanego w konkursie OPUS
18 (nr projektu 2019/35/B/NZ7/00942), kierowanego przez prof. dr hab. Ewe Augustynowicz-Kopeé i

w zwigzku z tym realizowane czgsciowo w Instytucie Gruzlicy i Choréb Pluc w Warszawie.

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie pracy pisemnej zgodnie z wymogami
przyjetymi dla prac do§wiadczalnych. Praca rozpoczyna sig strong tytutowa, po ktérej Autorka umiedcita
podzigkowania, a nastgpnie spis tresci, podanie zrédet finansowania badan ‘prowadzonych w ramach
pracy doktorskiej, wykaz uzytych skrotéw i 10 rozdzialow pracy. Pierwszy rozdziat to wprowadzenie
do tematyki badawczej co stanowi 20 % whasciwej czesci pracy (tj. wstep, cel, materialy, metody,
wyniki, dyskusja, wnioski), po ktérym przedstawiono cel pracy, czes¢ metodyczng (tj. opis
zastosowanych materialtow i metod stanowigcy ok. 28 % pracy), szczegélowy opis uzyskanych
wynikéw badaf (ok. 29 % pracy) oraz dyskusj¢ i wnioski (12 stron, 11 % pracy). Prace koficzy
streszczenie W jezyku polskim i angielskim, spis literatury i wykaz zastosowanych szczepéw
bakteryjnych, co facznie stanowi 146 stron. Uwazam, ze waga poszczegdlnych czesci pracy jest
racjonalnie rozlozona. Przedlozona praca spemia formalne wymogi przygotowania rozprawy

doktorskiej.

Przechodzac do oceny merytorycznej juz na wstepnie nalezy zwrocié uwage na istotny atrybut
rozprawy jakim jest realizacja badan naukowych we wspélpracy z Instytutem Gruzlicy i Choréb Pluc w
Warszawie w ramach projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki. Jest to dowod na
mobilno$¢ Kandydatki i umiejetnoé¢ wspdlpracy w réznych zespotach badawczych co jest

wartosciowym elementem pracy naukowej. Poszczegdlne czesci pracy beda omawiane zgodnie z ich
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kolejnoscig przedstawiong w rozprawie. W wykazie skrotow, ktore skrupulatnie zostaly wylistowane
znajduje sie kilka niescistosci i bledow, wedlug mnie skroty powinny w pierwszej kolejnosci wyjasnia¢
ich oryginalne pochodzenie (w tym przypadku jezyk angielski), a nastgpnie wyjasnienie w thumaczeniu
na jezyk polski. Skrot CRISPR dotyczy tylko Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats, dopiero w przypadku CRISPR-Cas uzasadnione byloby zastosowanie wyjasnienia Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats and associated proteins. Skrét DOT dotyczy strategii
bezposredniej obserwacji leczenia réznych chordb, nie tylko gruzlicy. Powszechnie popetnianym
bledem, ktorego Kandydatka takze nie wystrzegla si¢ jest wyjasnienie skrétu NGS, co oznacza
sekwencjonowanie nastepnej, a nie nowej generacji, a WGS oznacza sekwencjonowanie calego genomu
(catogenomowe). Skrot RFLP oznacza jedynie polimorfizm dlugosci fragmentéw restrykcyjnych co
moze by¢ zwigzane z réznymi loci DNA, a nie tylko zIS6110, co zostato blgdnie wyjasnione w tekscie,
poprawne zdanie w podrozdziale 1.5. na stronie 18 powinno brzmie¢ np. ,,Pozwolito to na opracowanie
metody 1S6710-RFLP (ang. 1S6110-based restriction fragments 1ength_ polymorphism), opartej o analize
liczby kopii oraz rozmieszczenia w genomie sekwencji insercyjnej 1S6710.”, podobnie jak w przypadku
stwierdzenia, ze MIRU-VNTR jest metoda. Wspomniany skrét odnosi si¢ do powtdrzen w genomie M.
tuberculosis, ktore sa wykorzystywane w metodach typowania szczepow, ale wowczas nalezaloby

zapisa¢ np. MIRU-VNTR typowanie, lub MIRU-VNTR PCR.

Tematem rozprawy jest gruzlica, a dokladnie analiza czynnikéw wplywajacych na jej
rozprzestrzenianie. Jest to choroba, ktora naukowcy zajmujg si¢ juz od XIX wieku, jednak nadal
pozostaje choroba nieposkromiona, o wysokim wskazniku chorobowosci, zachorowalno$ci i
$miertelnosci, dlatego podjecie tego tematu przez Kandydatke jest w petni uzasadnione. WHO zajmuje
sie monitoringiem gruzlicy i od 1997 r. corocznie publikuje globalny raport na temat gruzlicy. Jego
gléwnym celem jest Zapewﬁienie kompleksowe;j i aktualnej oceny stanu epidemii gruzlicy i postgpow
w reagowaniu na poziomie globalnym, regionalnym i krajowym, w kontekscie globalnych zobowiazan,
strategii i celow dotyczacych gruzlicy. Gruzlica jest choroba, ktorej mozna zapobiegad i ktéra zazwyczaj
mozna wyleczy¢. Jednak w 2023 r. gruzlica prawdopodobnie powrécita do roli gtéwnej przyczyny
$mierci na $wiecie, wyprzedzajac COVID-19 i powoduje prawie dwukrotnie wigcej zgonoéw niz AIDS.
Ponad 10 milionéw ludzi na $wiecie choruje na gruzlice, a liczba ta ro$nie od 2021 r. W zwigzku z tym
organizacje WHO i ONZ uznaly, ze konieczne jest podjgcie pilnych dziataf, aby zakonczy¢ globalng
epidemie gruzlicy do 2030 r. W 2024 roku opublikowany obszerny raport wskazat 49 krajow nalezacych
do wysokiego obcigzenia gruzlica (HBC for TB), ktére powinny by¢ objete szczegdlng uwaga.
Kandydatka stusznie zwraca uwage na sytuacje epidemiologiczng gruzlicy na swiecie i w Polsce,
powinna jednak w swojej pracy odnies¢ si¢ do ostatniego raportu WHO, a nie sprzed dwoch lat, gdzie

wskazywano jedynie na 30 krajéw z grupy HBC, a problemy miaty nieco inny obraz.

Czynnikiem etiologicznym tej choroby jest bakteria Mycobacterium tuberculosis posiadajaca

specyficzne mechanizmy patogennosci, ktore ulatwiaja jej przezycie w niekorzystnych warunkach
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srodowiska, rozprzestrzenianie i infekcje. Autorka stusznie zwraca uwage na skomplikowany
patomechanizm choroby uzalezniony od wielu czynnikéw i obrazowo przedstawia etapy infekcji na
pierwszej rycinie, brakuje jednak informacji dotyczacej pochodzenia ryciny, czy jest to opracowanie
wlasne c¢zy na podstawie innego Zrodla. Rozumiem, Ze jest to pewne niedopatrzenie, ale nalezy
zastanowic si¢ jak to naprawi¢, poniewaz brak odniesienia do Zrédta narusza prawa autorskie. Dotyczy
to réwniez Ryc. 1.2. jak i pozostalych. W rozdziale opisujacym mechanizmy lekoopornosci pratkow
gruzlicy podrozdzial 1.3.1., ze wzgledu na bardzo krétki watek (1 akapit zajmujacy mniej niz p6t strony)
powinien by¢ polaczony z podrozdziatem 1.3.2. tym bardziej ze sg one Scisle ze soba powigzane
tematycznie. W podrozdziale ,,Nadzor transmisji gruzlicy na $wiecie” Kandydatka wystarczajgco, bez
nadmiernej nadgorliwosci omawia metody roznicowania pratkdéw gruzlicy, jednak byloby lepiej, aby
podrozdziaty 1.5.1. i 1.5.2. stanowily jeden, aby unikaé tworzenia krétkich jednoakapitowych
podrozdziatéw, o czym juz wspominatam. Kolejne podrozdzialy wstepu sg takze odpowiednio opisane
wprowadzajgc z zaciekawieniem czytelnika w tematyke badan. Czuje jedynie maty niedosyt w zwiazku
z brakiem omowienia roli loci 1S6110 w réznicowaniu pratkéw gruzlicy, szczegdlnie ze znajduje si¢ on

we wspomnianym regionie CRISPR. Czy Kandydatka mogtaby krétko wyjasnic to zagadnienie?

Czgs¢ metodyczna pracy zostala zrozumiale i dokladnie opisana przy istotnym wsparciu
rysunkami technicznymi najwazniejszych metod. W wigkszosci przypadkéw brakuje informacji
dotyczacych zrédta opracowanych metod (opracowanie wlasne, czy na podstawie: protoko6l producenta,
czy inne prace oryginalne?). Nie wiadomo réwniez czy podioze state Lowenstein-Jensena bylo
samodzielnie przygotowywane, czy zakupione gotéwe? Podobnie jak w przypadku mieszanin
reakcyjnych — brak informacji dotyczacej producenta poszczegdlnych odczynnikéw. Kandydatka w
podrozdziale 4.1. ,Badania przesiewowe i analiza literatury wykorzystane do publikacji artykutu
systematic review” opisuje, ze ten etap pracy badawczej polegat na przegladzie literatury, a uzyskane
dane zostaly przeanalizowane statystycznie, co jednak nie znalazto odniesienia w wynikach, a
przynajmniej nie zostalo to wyartykulowane. W podrozdziale 4.2. Kandydatka wspomina, ze na
podstawie wstgpnego genotypowania metoda spoligotypowania wybrano szczepy potencjalnie wysoko-
1 niskotransmisyjne, pozniej opisuje, Zze spoligotypowanie bylo przeprowadzone in silico, a w innej
czes$ci pracy, ze wyniki spoligotypowania w niektorych przypadkach r6znily sie w zaleznoéci od metody
(laboratoryjna oraz WGS). Prosze o wyjasnienie czy regiony CRISPR byly analizowane zgodnie z
przyjeta procedurg laboratoryjng spoligotypowania? Jezeli tak — to brakuje opisu tej metody w
rozprawie. Pojawit si¢ rowniez btad w numeracji podrozdzialéw, sa bowiem dwa podrozdzialy 4.2.
Moim zdaniem nie bylo potrzeby tworzy¢ tak duza liczbe podrozdziatéw, poniewaz wiele z nich mozna
bylo polaczy¢ w jedng czes¢ ze wzgledu na podobny i niewielki zakres tematyczny. Podsumowujac,
nalezy podkresli¢, ze ilo$¢ zastosowanych metod i przeprowadzonych analiz wymagata olbrzymiego

naktadu pracy i nabycia wszechstronnych umiejetnosci laboratoryjnych.



W czesci wynikowe] w pierwszym akapicie podrozdzialu 5.1. Autorka przedstawila proces
selekcji szczepdw do dalszych badan, opis jest jednak dos$¢ zawily i trudno zorientowaé sie dokladnie,
ile i ktére szczepy zostaly poddane jakim analizom. Dobrze byloby zatem przedstawié tabele z
wypunktowanymi przeprowadzonymi analizami dla poszczegdlnych szczepdw / grup szczepdw i/lub
schemat przedstawiajacy proces selekcji tychze szczepow oraz schemat przeprowadzonych badan.
Dodatkowo opis selekcji szczepdw potencjalnie wysoko- i niskotransmisyjnych przeprowadzono na
podstawie danych epidemiologicznych i wstepnego genotypowania w obszarach CRISPR-cas oraz
MIRU-VNTR. Jednak ani w metodach, ani p6zniej w opisie wynikéw Kandydatka nie wspomniata o
analizie MIRU-VNTR. Nie znane sg zatem wyniki analizy MIRU-VNTR, a jedynie o$§wiadczenie, ze
postuzyly do wstepnego réznicowania szczepdw. Uprzejmie prosze o wyjasnienie tej kwestii — czy byla
przeprowadzona analiza MIRU-VNTR, a jesli tak to co z tego wynika? Chcialam réwniez zapytac, czy
zastanawiala si¢ Pani nad analiza IS6/70-RFLP w celu wstepnej selekcji szczepow? Jest to jedna z
najwazniejszych metod réznicowania szczepdw M. tuberculosis. Dlaczego nie zostala ona wybrana? A
Jjezeli do wstepnej selekcji wykorzystano (oprocz danych epidemiologicznych) jedynie dane pochodzace
z WGS, a dokladnie obszary CRISPR- czy analizowala Pani wspomniane /oci? Regiony CRISPR
zostaly wykorzystane tylko do spoligotypowania szczepdw, czyli pordwnania podobienistwa tych
regionow, ale moze warto zastanowi¢ si¢ nad bardziej dokladng analizg tych regionow — liczba, rodzaj

DR oraz obcego DNA (spacer) oraz polimorfizm genéw cas. Co Kandydatka o tym sadzi?

Na Rycinie 5.1. podana jest grupa szczepdw "pozostale", z jakich dokladnie wojewddztw
zostaly one wyizolowane, poniewaz w sumie stanowig najwigkszg grupe? W rozdziale 5.2. Kandydatka
napisala "zaobserwowalisSmy, w niektorych przypadkach niezgodno$¢ miedzy spoligotypowaniem
laboratoryjnym, a in silico". prosze o wyjasnienie co Kandydatka miata na mysli, poniewaz oprécz
analizy regionéw CRISPR na podstawie uzyskanych danych z WGS nie znalaztam nigdzie innej metody
1 wynikéw. Autorka rozprawy wspomina takze w podrozdziale 5.2., ze byly poréwnywane mutacje w
genomach szczepéw wysokotransmisyjnych i niskotransmisyjnych w trzecim etapie pracy. Stwierdzenie
to pojawia si¢ takze w kontekscie analizy lekoopornosci. Prosze o wyjasnienie co ma Pani na mysli (np.
jakie mutacje, gdzie, ile)? Wyniki przedstawione na Rycinach 5.3., 5.4., 5.5., 5.9. powinny by¢
punktowe, poniewaz nawet jezeli grupowo — to analizowane sa wyniki dla r6znych szczepéw. Wartos¢
p dla zastosowanej analizy statystycznej powinna by¢ podana, nawet jezeli nie wykazano istotnej
statystycznie réznicy. W testach kompetencyjnych okresla si¢ stosunek liczby szczepéw opornych do
wrazliwych pomigdzy pierwszym i ostatnim dniem hodowli. W przypadku badan przedstawionych w
rozprawie analiza dotyczy pojedynczych szczepow, wigc wynik bedzie 0 — 1, jezeli dobrze rozumiem.
Prosze wyjasni¢ czego dotyczy zastosowany wzor do analizy kompetycji i co przedstawiaja wartosci na
Rycinach 5.7. i 5.8.7 Dodatkowo, w mojej ocenie opisy do rycin powinny by¢ szczegdlowo opisane tak
aby mogly stanowi¢ element graficzny w pelni zrozumialy niezaleznie od tekstu pracy. Przede

wszystkim powinna by¢ informacja nt. zastosowanego testu statystycznego i wartosci p. Kandydatka



badala takze indukcje¢ wytwarzania cytokin w grupach szczepéw wysoko- i niskotransmisyjnych ale
stwierdzita, ze nie ma réznic istotnych statystycznie. Prosze¢ wyjasni¢ jaki test statystyczny byl
wykorzystany oraz dlaczego? Czy w ocenie istotnosci statystycznej analizowano pojedyncze cytokiny,
czy ogolng indukcje wszystkich cytokin pomigdzy badanymi grupami szczepé6w? Podsumowujac,
Kandydatka nie zaobserwowata istotnych réznic fenotypowych i genetycznych z wyjatkiem zdolnosci
do- inwazji makrofagéw (vel pochlaniania przez makrofagi). Jakie mogg by¢ tego przyczyny, poniewaz
szczepy zostaly pierwotnie zréznicowane jako potencjalnie bardziej i mniej zdolne do transmisji w
srodowisku? Nie zaobserwowano takze réznic w ekspresji na poziomie transkrypcji badanych 3 par

szczepdw, ale ta kwestia zostala wyczerpujaco i racjonalnie wyjasniona w dyskusji.

W dyskusji Autorka rozprawy odniosta si¢ do wielu bada, ktére w istotny sposéb przyczynity
si¢ do poglebienia wiedzy na temat zmiennosci genetycznej szczepéw w korelacji z ich wirulencja,
Umiejetnie wkomponowala przeprowadzone badania w watek epidemiologiczny i poprowadzita
dyskusje chronologicznie do opisanych wynikéw badan. Na stronie 98 w ostatnim akapicie Kandydatka
wspomina, ze na podstawie anaﬁzy uzyskanych danych z WGS nie zaobserwowano istotnych réznic w
mutacjach pomigdzy badanymi grupami szczepéw. Biorac pod uwage brak jakichkolwiek informacji
na ten temat w wynikach, zdanie to jest bardzo enigmatyczne, prosz¢ wyjasni¢ czego dotyczyly
wspomniane mutacje i z czego moze wynika¢ brak istotnosdci statystycznej? Pomijajac te kwestie,
dyskusja wynikéw to duzy atrybut pracy, poniewaz Kandydatka rzetelnie odniosta sie do badan innych
autordw i uczciwie zinterpretowata uzyskane wyniki badan, zwracajac uwage na pewne ograniczenia
pracy. Wszystkie uzyskane wyniki badan sa bardzo istotne naukowo, mimo ze nieistotne statystycznie,
poniewaz dzigki tym badaniom doskonale widaé, ze patomechanizm gruZlicy jest jeszcze bardziej
skomplikowany niz nam si¢ wydaje. Dodatkowo, sformulowane wnioski daja wystarczajace
uzasadnienie do kontynuowania, poszerzenia przeprowadzonych badafi. Za szczegdlnie wartosciowe
obserwacje uwazam wykrycie braku réznic w przezywalno$ci w makrofagach mimo zwigkszonej
inwazyjno$ci makrofagéw w grupie szczepéw potencjalnie wysokotransmisyjnych. Czy znajduje Pani
Jjaka$ hipoteze dla tych obserwacji? Kopalnia wiedzy moze by¢ takze doglebna analiza danych
pochodzgcych z WGS, poniewaz mam wrazenie, ze dane te zostaly wykorzystanie w bardzo
ograniczonym zakresie, prawdopodobnie celowo, ze wzgledu na ogromng iloé¢ zaplanowanych innych
badan. Bioragc pod uwage ztozono$¢ badanych proceséw i kluczowa role czynnikéw zewnetrznych
(gospodarz, $rodowisko), czy zastanawiata si¢ Pani nad rola mechanizméw epigenetycznych w
odmiennej zdolnosci do rozprzestrzeniania, czy wirulencji pratkéw gruzlicy? Brakuje takze w pracy
wyraznych sformulowan dotyczacych innowacyjnosci przeprowadzonych badan. Uprzejmie prosze o
wyartykulowanie tych atrybutéw pracy. Dodatkowo, ciekawa jestem, czy istnieja dalsze plany
kontynuacji oméwionych watkéw badawczych. Czy Kandydatka ma dalsze plany rozwoju naukowego,
Jesli tak — czy moze si¢ podzieli¢ nimi z nami? Podsumowujac, z pewnoscig pratki gruzlicy jak i choroba,

ktérg powoduja nie naleza do tzw. fatwych obiektéw do badaf. Znajomosé tych ograniczen i trudnosci
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to podstawowy Warunek aby prawidlowo zaplanowaé eksperymenty i wlasciwie zinterpretowaé

uzyskane wyn1k1 badan. Kandydatka udowodnita swoja duza dojrzato$¢ naukowa i umiejetnosé

zaplanowania, prowadzema analizy i dokumentacji pracy badawczej.

Korczac I;nojq analize rozprawy doktorskiej — zostala ona napisana bardzo przystepnym i
jednoczesnie naul;towym jezykiem. Bardzo bogate i aktualne pismiennictwo (przez brak numeracji
szacuje ok 250 ??pozycji) cytowane jest poprawnie. Zidentyfikowalam nieliczne bledy literowe,
interpunkcyjne i ;gramatyczne np. na 137 str. powinno by¢ ,makrofagowa”, nazwy wlasne piszemy
wielka litera (np. I:’racowni Biologii Molekularnej i Komorkowej), tak jak nazwy tabel i rycin, a nazwy
gendw (np.-cas) kursywa i matg literg. W niektérych miejscach brak jednolitych regut edytorskich —np.
rozne odstepy mlf;dzy wierszami, wypunktowanie lub brak w analogicznym miejscu. Powyzsze uwagi
jak i nieliczne bh;dy przy tak obszernej ilosci przeprowadzonych badan nie umniejszaja wartosci
przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej, ktorg oceniam pozytywnie (bardzo wysoko). Wyrazy

uznania kieruje dl? Kandydatki Lidii Fiedorowicz jak i Pan Promotora Profesora Jarostawa Dziadka.
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leejszym stwierdzam, ze przedtozona rozprawa doktorska stanowi bardzo istotny wkiad w

dotychczasowa w1edz¢ na temat M. tuberculosis i jednoczesnie oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Rozprawa doktorska mgr Lidii Fiedorowicz pt. ,,Znaczenie zmienno$ci genetycznej i
fenotypowej Mycobacterium tuberculosis w procesie transmisji gruzlicy” spetnia warunki okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Z pelnym przekonaniem
wnosze wiec do Il(ady Naukowej Instytutu Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk w Lodzi o
dopuszczenie mgr Lidii Fiedorowicz do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego i rekomenduje
podjecie uchwaty o wyrdznienie rozprawy doktorskiej. Uzasadnieniem jest wyrdzniajacy si¢ zakres prac
badawczych, ilos’ci: zastosowanych technik i uzyskanych wynikéw badan oraz potencjal aplikacyjny.
Dodatkowo temat;pracy obejmuje priorytetowe zadania WHO i innowacyjne podejécie w rozwigzaniu

problemu badawczego.
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