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Ocena pracy doktorskiej mgr inz. Anny Podgorskiej
pt. ..Analiza genow kodujgcyeh 168 rRNA, z zastosowaniem  sekwencjonowania nowej generacji
w celu identyfikacji bakteryjnych czynnikdw etiologicznyeh infekcyjnego zapalenia wsierdzia™.

Praca doktorska mgr inz. Anny Podgorskiej zostala zrealizowana pod kierunkiem
prof. dr hab. Anny Lutynskicj w Zakladzie Biologii Medycznej Narodowego Instytutu
Kardiologii im. Stefana Kardynala Wyszynskiego, Panstwowego Instytutu Badawczego w
Warszawie. Praca ma posta¢ bardzo obszernej monografii (211 stron) przygotowanej w
typowy sposob dla prac doswiadczalnych w dziedzinie nauk biologicznych i medycznych. Praca
obejmuje wstep (21stron), zalozenia i cele pracy, wyniki (62 strony, w tym 51 rycin i tabel), dyskusje
(24 strony), pismiennictwo (232 pozycje). Zachowane sy zatem odpowiednie proporcje pomig¢dzy
czedcia teoretyczng, czgécia  doéwiadezalng i dyskusja. Zwraca uwage liczba cytowanych prac i
artykuléw (232 pozycje, w wigkszosci z ostatnich 10 lat, w tym opublikowanych w latach 2020 2021).

Z naukowej ciekawosci chcialbym zada¢ Doktorantce i Pani Promotor nastgpujgce
pyitanie, jakie powodami, przestankami kierowaly si¢, decydujge si¢ na opracowanie pracy
doktorskiej w postaci bardzo obszernej monografii, a nie [-2 prac doswiadczalnych
(w oparciu o rozdzialy Wyniki, Dyskusja) i znaczqcego artykutu przeglgdowego (w oparciu o
Wstep) ? Jestem bardzo doswiadczonym recenzentem prac doktorskich i habilitacyjnych. Stgd
wiem, ze od okolo 10 lat prace doktorskie, habilitacyjne w postaci monografii sq rzadko
opracowywane, szczegdlnie w dziedzinie biologii eksperymentalnej, biologii i genetyki
molekularnej, biochemii, biofizyki, czy tez mikrobiologii i wirusologii. Jest kilka powodow, do
ktérvch zaliczam: monografie sq czytane przez nielicznych zainteresowanych, a dobra praca
doswiadczalna lub artykul przeglgdowy jest bardziej dostgpny i dociera do wielu czytelnikow.
W rozwoju kariery naukowej liczq si¢ przede wszystkim opublikowane prace doswiadczalne,
upowszechniane w  Swiatowym obiegu  naukowym w uznanych  specjalistycznych,
czasopismach naukowych. Wiem takze, Ze wielu samodzielnych pracownikéw naukowych
niechginie podejmuje si¢ recenzji monografii doktorskich i habilitacyjnych, chociaz dobrze
wiedzg, e jest to obowigzek samodzielnego pracownika naukowego, nauczyciela
akademickiego, a nie zwykle ,, dorabianie” do pensji.

7 uwaga i duzym zainteresowaniem zapoznalem si¢ z postawiong hipotezg badawczg i
bardzo ambitnymi celami pracy doktorskiej mgr inz. Anny Podgérskiej. Zalozono, 2e
wickszos¢  drobnoustrojéw patogennych kolonizujacych zastawki/krew mogg stanowi¢
drobnoustroje ,,wybredne” (jak napisano w pracy) lub dotychczas nie opisane (w pracy chyba
blgdnie nazwano je opisanymi) lub nie poddajgcych sig mikrobiologicznym metodom
hodowalnych Te ostatnie ja nazwalbym drobnoustrojami nichodowalanymi, bo dotychczas
nie potrafimy jeszcze stworzy¢ odpowiednich pozywek i warunkow dla ich hodowli. Zatem,
sformutowany pierwszy cel pracy: opracowanie wiarygodnej metodyki metagenomicznej dla



analizy populacji drobnoustrojéw, obecnych w zastawkach 1 w krwi pacjentéw 2z
rozpoznaniem klinicznym 1ZW, poddanych zabiegom chirurgicznym, przy zastosowaniu
sckwencjonowania nowej generacji (NGS) genu 165 rRNA - uznaj¢ za bardzo ambitny i
wazny. Zalorzono bowiem, z¢ powodzenie w realizacji tego wyzwania moze stworzy¢ szansg
wykorzystania metagenomicznej analizy do precyzyjnej identyfikacji tych drobnoustrojow,
ktore sy czynnikami etiologicznymi infekcyjnego zapalenia wsierdzia (IZW).

Stormulowane cele pracy doktorskiej mgr inz. Anny Podgdrskiej oceniam jako
realizacj¢ jednego z waznvch wyzwan naukowych, z ktérymi zapoznalem sig w 2019 roku,
wypelniajge obowigzki jednego z recenzentow dorobku naukowego, w post¢gpowaniu o
nadanie dr hab. Annie Litvaskiej tvtulu profesora nauk medycznych. Wowcezas, w swojej
recenzji pisalem z uznaniem ,, Dr hab. Anna Lutynska podj¢la w Instytucie Kardiologii
wiclokierunkowe dzialania, ktorych  kierunkowym celem jest  przyspieszenie badan
poznawczych [ aplikacvinyeh z zakresu dziedziczenia choréb ukladu sercowo-naczyniowego,
identvfikacji i wezesnego wykrywania mechanizmow opornosci drobnoustrojow na leki oraz
rosngeveh zagrozen  epidemiologicznych patogenami alarmowymi, a takze wiele innych
waznvch wyzwan dotyczgeych choréh serca i ukladu krwionosnego, w tym relacji migdzy
ukladem odpornoiciowym czlowieka i komérkami Sciany naczyniowej w procesie odrzucania
przeszczepu’”,

Nic jestem lekarzem, ale z bardzo duzym zainteresowaniem przeczytalem bardzo
dobrze napisany pierwszy rozdzial Wstgpu na temat choroby serca, jakim jest infekcyjne
zapalenie wsierdzia. Duzo nauczylem si¢ na temat charakterystyki tej groznej dla zycia
choroby. epidemiologii, czynnikéw ryzyka, powiklan, diagnostyki, leczenia i zapobiegania.
Sadzg, ze ten tekst jest prawie gotowy do publikacji (o ile nie byl juz opublikowany) w
jednym z naukowych, a takze popularno-naukowym czasopism. Artykul taki spotka si¢
zapewne z zainteresowaniem wielu czytelnikéw, bo przeciez choroby serca i ukladu
krazenia sa od wielu lat na pierwszym miejscu wszystkich zgonow w Polsce.

W drugim rozdziale czgsci teoretycznej pracy, Doktorantka, omawia z duzym
znawstwem zastosowania genomiki i metagenomiki, jako nowoczesnych narzedzi
molekulamych w glebszym poznawaniu ogromnego Swiata bakterii, w szczeg6lnosci bakterii
trudno  hodowalnych 1 nichodowalnych. Przywoluje przyklady wykorzystania
sekwencjonowania genu 16S rRNA w diagnostyce klinicznej tych bakterii, ktére sg przyczyna
ciezkich zakazen zagrazajacych zyciu. Cytuje pracg opublikowang w 2017 roku wskazujaca
przydatnos¢ amplifikacji i sekwencjonowania genu 16S rRNA w diagnostyce bakterii
izolowanych z tkanek serca pacjentéw poddawanych operacjom kardiochirurgicznym.

Nic wnosz¢ zadnych Kkrytycznych uwag do rozdzialu Materialy i Metody,
opracowanego bardzo dokladnie, powiedzialbym skrupulatnie, krok po kroku, poczynajac od
obicktu badan, zastawek i krwi obwodowej pobranych od dwodch grup pacjentow,
odpowiednio, ze zdiagnozowanym i wykluczonym zespolem IZW. Opisuje zastosowane
metody i techniki hodowli i klasycznej mikrobiologicznej diagnostyki bakterii, nast¢pnie
metod izolacji i oczyszczania DNA, amplifikacji zmiennych fragmentéw 16S rRNA,
tworzenia bibliotek  fragmentow DNA, konczac na opisie wysoko przepustowych,
nowoczesnych technikach sekwencjonowania oraz zaawansowanych programow analizy
bioinfomatycznej zgromadzonych, ogromnych baz danych.

W tym miejscu mam nast¢pujgee pytanie do Doktorantki. Ktére z bardzo dobrze
zaplanowanych etapow realizacji tego ogromnego i zapewne bardzo kosztownego projektu
pracy doktorskiej zostaly wykonane przez Doktorantkg i grupg jej wspolpracownikéw w
laboratoriach Narodowego Instytutu  Kardiologii w Warszawie, a ktére we wspdlpracy
naukowej z partnerami z innych oSrodkéw naukowych w Polsce, czy tez poprzez plaing
ustuge w specjalistycznych, komercyjnych osrodkach badawczych ?



W uzasadnieniu sformulowanych celow swojej pracy doktorskiej mg inz Anna
Podgorska pisze, z¢ jednym z celow pracy byta Ocena przydatnosci zastosowania analizy
metagenomow bakterii do wykrywania czynnikéw etiologicznych IZW ., w odniesieniu  do
konmwencionalnveh metod mikrobiologicznyeh™. Majge to na uwadze, z zainteresowaniem
zapoznalem si¢ 7 wynikami perfekeyjnie  wykonane) przez Doktorantke diagnostyki
mikrobiologicznej skolonizowanych przez bakterie zastawek lub ich fragmentéw oraz probek
krwi obwodowe] pobranveh od 63 pacjentow ze zdefiniowanym IZW. Okazalo si¢, ze w
posiewach na podloza hodowlane 63 probek krwi pobranych od chorych ze zdefiniowanym
rozpoznaniem 1ZW, wzrost bakterii uzyskano w 16 z nich (25%). Dalsza gatunkowa
identyfikacja wyhodowanych bakterii  ujawnita obecnos¢ w poszczegOlnych prébach
gronkoweow (56.25%). paciorkoweow (25%), pateczek (12,5% ). Badania mikrobiologiczne
umozliwily wykrycie w dodatnich posiewach czynnika etiologicznego 1ZW w 9 przypadkach
(14%). Wsrod tveh 9 dodatnich posiewow zastawek lub ich fragmentow enterokoki
wyhodowano w 3 przypadkach (33,3%), gronkowce wyhodowano w 2 przypadkach (22,2%),
paleczki wyhodowano w 4 przypadkach (44.4%). Przeprowadzone badania metagenomiczne
fragmentow zastawek umozliwily identyfikacje bakteryjnego DNA w znacznie wigkszej
liczhie analizowanych probek podczas gdy klasycznymi  metodami mikrobiologii
wykrywalno$¢ patogenéw w posiewach krwi siggala 25%. Co wigeej, wérdd 47 ujemnych
posiewow krwi, analiza metagenomiczna pozwolila na gatunkowa identyfikacjg DNA
bakteryjnego az w 25 fragmentach badanych zastawek (53%). Z zastosowaniem techniki NGS
wsrod ujemnych posiewéw krwi wykryto DNA wielu groznych patogenow: 5 gatunkow
gronkowcow (S, awreus, S. haemolyticus, S. epidermidis, 8 gatunkéw paciorkowcdw
(S anginosus, S.mutans,S. constellatus, S. bovis, S. sanguinis, S. gordonii), L. rhamnosus, B.
quintana, Neisseriasp., K. granulomatis, P.stutzeri, E. faecalis oraz G.adiacens.

Resumujac, analiza metagenomiczna zmiennych fragmentéw bakteryjnego genu
kodujacego 168 rRNA pozwolila na wykrycie czynnikéw etiologicznych 1ZW (DNA
bakteryjnego), ktore nic mogly by¢ zidentyfikowane specjalistycznymi metodami
mikrobiologii lekarskiej. Ponadto, udalo si¢, po raz pierwszy w Polsce, zidentyfikowa¢ DNA
B.quintana wéréd prob od pacjentow ze zdefiniowanym IZW. Nie jestem lekarzem, ale
podzielam poglad Doktorantki, Ze identyfikacja czynnika etiologicznego metodami
wspolczesnej metagenomiki (identyfikacji DNA okreslonego gatunku, szczepu bakterii) u
pacjentéw z infekcyjnym zapaleniem wsierdzia, moze poméc w ich leczeniu, poprzez
mozliwe zastosowanie bardziej ukierunkowanej, celowanej, terapii, np. antybiotykoterapii.

Chciatbym podkresli¢, ze dokumentacja wynikéw, uzyskanych na kolejnych etapach
realizacji nakreslonych celow poznawcezych i aplikacyjnych, w postaci dobrze zaplanowanych
tabel i ladnych, czytelnych, kolorowych rycin ,umila” czytaniei studiowanie tej pracy,
a oszczedne autorskie omowienia kolejnych rezultatdw utatwia ich zrozumienie, ale weale
nie wyklucza mozliwie innej ich interpretacji.

W podsumowaniu oceny rozdzialu Wyniki stwierdzam, ze wszystkie wyniki sq bardzo
dobrze udokumentowane. Zas zastosowanie w realizacji celow pracy nowoczesnych metod i
technik mikrobiologicznych i molekularnych z wykorzystaniem najnowszej aparatury
badawczej, a takze bieglos¢ , warsztatowa” Doktorantki i innych wykonawcow - uprawniajq
mnie do stwierdzenia, ze uzyskane wyniki sq w pelni wiarygodne, a cztery wnioski koncowe,
sformulowane na stronie 175 monografii, sq uprawnione.

Dyskusja stanowi w ocenianej monografii doktorskiej obszemy (24 strony), bogaty w
treéci rozdzial i moglaby byé rozwazana, moim zdaniem, jako interesujgcy material dla
przygotowania oddzielnego artykulu przegladowego. Po przeczytaniu tej bardzo dobrze
napisanej dyskusji moge powiedzie¢, ze mgr in2. Anna Podgorska ma duza, aktualng wiedzg



na temat réznveh aspektéw 1 wyzwan dotyczacych infekeyjnego zapalenia wsierdzia, w tym
mikrobiologicznych 1 molekulamych metod 1 technik analizy i identyfikacji czynnikéw
ctiologicznych tej groznej choroby. 7 duzym znawstwem i swoboda przytacza dane bogato
cytowanej hteratury $wiatowej, wskazuje ich wady i zalety w analizie krwi obwodowe) i
fragmentow zastawek, konfrontujac je umiejetnie z zastosowang w jej pracy doktorskie)
innowacyjna metoda, z wykorzystaniem strategii 16S rRNA/PCR/NGS/sekwencjonowanie
metoda Sangera. Przytacza dane z publikowanych w ostatnich latach prac, w ktérych
dvskutuje si¢ duze nadzicje wiazace si¢ z walidacja kliniczng procedur identyfikacji
drobnoustrojow  przy  pomocy roznych odmian reakcji PCR, polaczonych 2z
sckwencjonowaniem zaréwno gatunkowo swoistych fragmentow DNA genu 168 rRNA, jak i
fragmentow typowyvch dla okreslonych grup bakterii. Nadzieje, jak pisze, wiaze si¢ takze 2z
szerokim zastosowaniem analiz metegenomicznych nie tylko bakterii, ale réwniez grzybow.
Kolejnym, wymienionym w Dyskusji wyzwaniem jest opracowanie metagenomicznej metody
typu ,shot gun”, pozwalajagcej na ujawnienie leko-wrazliwoséci patogenéw, walidacje
klinicznyvch badan serologicznych w Kierunku 7. whipplei, Bartonella sp.. Chlamydia sp.,
Legionella sp., Brucella sp. i\ Mycoplasma, a takze obnizenie czestosei wynikow falszywie
ujemnych w diagnostyce klinicznej.

W zakonczeniu niniejszej recenzji cheiatbym powiedzied, ze od 20 lat z uwaga Sledze
rozwO] badan poznawczych i aplikacyjnych populacji mikroorganizméw w réznych
srodowiskach 1 akumulacj¢ nowych, czesto zaskakujacych wynikéw, uzyskiwanych przy
zastosowaniu  wcigz doskonalonych | narzedzi” molekulamych i genetycznych. Szczegdlne
moje zainteresowanie budza realizowane w ostatnich 10 latach ogromne projekty analizy
mikrobiomu czlowieka. jaki 1 jego czesci skladowych. Analizy metagenomow,
metatranskryptomow, metaproteomoéw, metaboloméw ludzi dostarczaja wynikow, ktore
bardzo znaczaco wzbogacaja nasza wiedz¢ o strukturze i roli biologicznej naszego
mikrobiomu w .zdrowiu i w chorobie™, Ciesze sig, ze takie projekty sa duzym powodzeniem
realizowane w Uczelniach 1 Instytutach Polskiej Akademii Nauk, w tym przez zespot
prof. dr hab. Anny Lutynskiej w Narodowym Instytucie Kardiologii w Warszawie.

Whnioski kontcowe

W Swietle wyiej przedstawionej, bardzo pozytywnej oceny calej monografii
doktorskiej mgr inz. Anny Podgdrskiej, w tym uznania dla znacznej wartosci naukowej
uzyskanych wynikow o charakterze poznawczym i aplikacyjnym stwierdzam, le oceniana
praca doktorska spelnia wymogi Ustawy o Stkolnictwie Wyiszym, stawiane kandydatom
ubiegajgcym si¢ o stopien doktora w dyscyplinie nauk medycinych i nauk o zdrowiu
Z pelnym przekonaniem wnoszg wigc do Rady Naukowej Wojskowego Instytutu Higieny
i Epidemiologii w Warszawie o dopuszczenie mgr inz. Anny Podgorskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Wyrazam poglad. ze praca doktorska mgr inz. Anny Podgorskiej zasluguje, w mojej
opinii, na stosowne wyréznienie, ze wzglgdu na range podjetego tematu, ambitny cel i
uzyskane, bardzo obiecujgce wyniki. Z postawieniem formalnego wniosku wstrzymam sig
Jednak do czasu udzielenia mi odpowiedzi przez mgr inz. Anng Podgérskg na sformutowane w

niniejszej recenzji pylania. W



