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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Anny Podgoérskiej
“Analiza genéw kodujgcych 16S rRNA z zastosowaniem sekwencjonowania nowej
generacji w celu identyfikacji bakteryjnych czynnikoéw etiologicznych infekcyjnego
zapalenia wsierdzia”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Karoliny Jaworskiej, zostata wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. n. med. Anny Lutynskiej w Zaktadzie Biologii Medycznej Narodowego
Instytutu Kardiologii im. Stefana kardynata Wyszynskiego Panstwowego Instytutu
Badawczego w Warszawie. Praca z zakresu metagenomiki, mikrobiologii infekcyjnej
poswiecona jest opracowaniu, walidacji metodologii i ocenie przydatnosci Next Generation
Sequencing (NGS) genu 16S rRNA do wykrywania czynnikow etiologicznych infekcyjnego
zapalenia wsierdzia (1ZW) w odniesieniu do konwencjonalnych metod hodowlanych.

Badania wykonane w pracy doktorskiej sfinansowano w ramach budzetu na realizacje projektu
statutowego nr. 2.29/V/17 pt. ,Zastosowanie metagenomiki do identyfikacji bakteryjnych
czynnikéw etiologicznych infekcyjnego zapalenia wsierdzia” zrealizowanego w Narodowym
Instytucie Kardiologii, im. Stefana kardynata Wyszynskiego, Panstwowym Instytucie
Badawczym w Warszawie

IZW obejmuje wsierdzie $cienne wyscielajgce Sciany przedsionkdéw i komér lub wsierdzie
zastawkowe wyscielajgce powierzchnie zastawek. Zapalenie najczesciej rozwija sie w czesci
zastawkowej i stanowi powazng przyczyne zakazen kardiologicznych powigzanych ze stabym
rokowaniem oraz wysokg umieralnoscig. Obecnie w klinicznym rozpoznawaniu [ZW
wykorzystuje sie kryteria opracowane przez Uniwersytet Duke’a obejmujgce dodatnie posiewy
krwi, zajecie wsierdzia w badaniu obrazowym (echokardiografia lub rezonans magnetyczny)

oraz podwyzszone parametry wykfadnikow stanu zapalnego w badaniu krwi.
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Celem pracy doktorskiej Pani mgr Anny Podgérskiej zostat sformutowany jako opracowanie
procedury i walidacji metody NGS fragmentéw genu kodujgcego 16S rRNA do potencjalnego
wdrozenia w diagnostyce zakazeh IZW. Probe badang stanowity zaréwno fragmenty zastawek
lub krew pacjentow z rozpoznanym klinicznie 1ZW poddanych zabiegom chirurgicznym oraz z

wykluczonym IZW operowanych z powodu innych zaburzen serca.

Omawiajgc wstep pracy, stwierdzam, Zze bardzo szczegoétowo i dogtebnie zostata
przygotowana czeS¢ opisujgca charakterystyke 1ZW, w tym przyczyny, czynniki
predysponujgce, powikiania, diagnostyka oraz leczenie i zapobieganie. Druga czes¢
poswiecona jest metagenomice jako nowej strategii identyfikaciji mikroorganizmow. Podane sg
3 pozycje literaturowe dotyczace zastosowania metod molekularnych, w tym PCR w

diagnostyce 1ZW. Mam zatem pytanie, czy dotychczas w literaturze nie odnotowano

zastosowania metodologii NGS w badaniach IZW? Analizujgc aktualny stan wiedzy, dobrze
bytoby podkreslic na czym polega element nowosci w opracowanej przez Doktorantke
procedurze i walidacji analiz NGS.

Rozdzial materialy i metody zawarty na ponad 60 stronach, 14 rycinach i 31 tabelach,
obejmuje opis gtéwnych metod stosowanych w badaniach czyli: chirurgiczne pobieranie
materiatu z zastawek, analizy krwi pacjentow, posiewy oraz badania z uzyciem biologii
molekularnej. W tej czesci pracy powinna znalez¢ sie informacja szczegdtowa, ktore etapy i
elementy byly wykonane przez samg Doktorantke, a ktére przez inne jednostki przy
wspotpracy. Wydaje sie tez, ze zbedne jest przepisywanie procedur z protokotéw komercyjnie
dostepnych zestawdw Nextera, czy MiSeq (lllumina), natomiast elementy i etapy poddawane
opracowaniu/dostosowaniu przez Doktorantke powinny byé zaznaczone w sposéb tatwy do
odnalezienia. Uwagi edytorskie: Czy w Tabeli 4 podane sg faktycznie rozcienczenia
poszczegodlnych szczepow uzytych do zakazania krwi pobranej od ochotnikdw? Czy moze jest

to finalna gestos$¢ hodowli wyrazona w jednostkach CFU/mI?

Rozdziat wyniki opisany zostat na 61 stronach w szesciu gtéwnych podrozdziatach:
1. Wyniki badan mikrobiologicznych krwi oraz zastawek lub ich fragmentéw w grupie
pacjentow ze zdefiniowanym IZW

2. Optymalizacja zastosowanych w pracy metod molekularnych
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3. Wyniki badan metagenomicznych w grupie pacjentéw ze zdefiniowanym oraz
wykluczonym IZW

4, Wyniki identyfikacji czynnikéw etiologicznych 1ZW uzyskane z krwi metodami
mikrobiologii klasycznej w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi z zastawek lub ich fragmentow
metodami molekularnymi

5. Wyniki badan mikrobiologicznych i metagenomicznych pacjentow ze zdefiniowanym
IZW uzyskane w NIK-PIB w odniesieniu do wynikow badan mikrobiologicznych krwi
uzyskanych w innych placéwkach medycznych przed przyjeciem do NIK-PIB

6. Rodzaj zastawki a wyniki identyfikacji patogenu w grupie pacjentow ze zdefiniowanym
IzZW

Kazdy z etapéw jest wyczerpujgco opisany z zestawionymi danymi w tabelach oraz rycinach,
chociaz niepotrzebnie dublowano niektore informacje, jak procentowy udziat wynikow
pozytywnych versus negatywnych (zawsze suma to 100%). Poniewaz analizowanych
zaleznosci byto kilka, przydatoby sie krotkie wyjasnienie, dlaczego dokonujemy konkretnych
poréwnan w nastepujgcych po siebie krokach badawczych i jakie jest podsumowanie kazdej
z tych analiz, pomimo ze czes¢ wyjasnien znajduje sie w dyskusji.

Uwagi szczegdtowe:

o .rabela 78. Wyniki badan metagenomicznych wykonanych NGS i potwierdzonych
sekwencjonowaniem metodg Sangera.” — Jaki byt cel tego badania? Poréwnanie metody
lllumina z Sanger?

o Jaki byt cel analiz 4.5? Czy przypuszczamy zakazenia szpitalne/ kolonizacje? Jakie
whnioski epidemiologiczne wynikajg z tego badania?

o ,1ab. 88. Wyniki posiewow krwi wsréd pacjentéw ze zdefiniowanym IZW uzyskane w
innych jednostkach medycznych w poréwnaniu do wynikow badan metagenomicznych
uzyskanych w NIK-PIB.” Czy badania krwi i DNA byty robione jednoczasowo? Jesli nie, to
dlaczego dokonujemy tego poréwnania?

o »4.6.2. Rodzaj zastawki a wyniki metod biologii molekularnej” Jakie wnioski wyptywajg
z tych analiz w aspekcie mikrobiologicznym? Czy sg réznice w specyfice kolonizacji zastawek
sztucznych w poréwnaniu do natywnych?

W rozdziale wnioski umieszczono cztery najwazniejsze elementy osiggniecia naukowego
Pani mgr Anny Podgorskiej.
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1. Wyniki uzyskane z zastosowaniem analizy metagenomicznej z wykorzystaniem NGS oraz
metody sekwencjonowania Sangera regionéw zmiennych V3 i V4 genu kodujgcego 16S rRNA
umozliwity identyfikacje bakteryjnych czynnikow etiologicznych 1ZW z duzo wyzszg czutoscig
niz klasyczne metody mikrobiologiczne. Przeprowadzone badania umozliwity identyfikacje az
60% czynnikéw etiologicznych IZW podczas gdy klasycznymi metodami mikrobiologii
wykrywalnos¢ patogenow w posiewach krwi siegata 25%.

2. Badania eksperymentalne w celu oceny przydatnosci materiatu jakim jest krew do badan
metagenomicznych bakterii nie wykazaly zakifadanej swoisto$ci badan oraz wymagajg
zastosowania zaawansowanych metod walidacji w celu wykluczenia wynikéw fatszywie
ujemnych i fatszywie dodatnich.

3. Zastosowana w pracy analiza metagenomiczna pozwolita miedzy innymi na wykrycie
czynnikow etiologicznych [ZW, ktore nie zostaly zidentyfikowane metodami klasycznej
mikrobiologii, w tym tych ktére dotychczas nie zostaty powigzane w sposéb systematyczny z
IZW. W pracy po raz pierwszy opisano przypadki zakazen B. quintana we fragmentach
zastawek u pacjentéw ze zdefiniowanym I1ZW.

4. Wykrycie bakterii zasiedlajgcych fragmenty zastawek u oséb chorych ze zdefiniowanym
IZW pozwolito na poprawe rokowania ze wzgledu na precyzyjng identyfikacje czynnika

etiologicznego w wyniku analiz metagenomicznych oraz wigczenie celowanego leczenia.

Dyskusja zostata przygotowana bardzo starannie z oméwieniem najwazniejszych aspektow
poruszanych w pracy. Waznym wnioskiem wyptywajgcym z catej pracy sg omowione zalety i
ograniczenia diagnostycznie metod klasycznej hodowli w poréwnaniu do metod molekularnych.
Ciekawym wynikiem byto stwierdzenie, ze ze wzgledu na brak zaktadanej czutosci oraz
obecnos$¢ inhibitorow reakcji PCR, finalnie nie udato sie wykona¢ badan metagenomicznych z
krwi. Jako materiat wyjsciowy do badan metagenomicznych wykorzystano bakteryjne DNA
wyizolowane z zastawek lub ich fragmentéw, gdzie nie wykazano reakcji hamowania PCR.

Reasumujgc mozemy stwierdzi¢, ze patrzac na podstawowe kryteria opracowane przez
Uniwersytet Duke’a obejmujgce posiewy krwi i badania obrazowe, nie do konca jestesmy w
stanie zastgpi¢ metody klasyczne badaniami metagenomicznymi z materiatu najtatwiej

dostepnego jakim jest krew. Jakie zatem propozycie nowelizacji diagnostyki 1ZW s3g

proponowane przez Aplikantke?
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Co do formalnej strony dysertacji, Pani mgr Anna Podgdska zastosowata uktad oraz sposéb
prezentacji typowy i powszechnie przyjety dla prac doswiadczalnych w naukach biologicznych.
Dysertacja zawiera ogotem 221 stron, spis tresci, streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
wykaz skrotow, wstep, cel i zatozenia pracy, wyniki, wnioski, dyskusje, spis 51 rycin, spis 89
tabel oraz 232 pozycji bibliograficznych, gtéwnie anglojezycznych. Praca jest prawidiowo
zorganizowana w rozdziaty i podrozdziaty adekwatnie do prezentowanych tresci. Tekst pracy
jest napisany starannie, jezykiem poprawnym, przejrzystym i zrozumiatym.

Mam natomiast uwagi co do formy przedstawienia metod i wynikéw, gdzie zabrakto opisowej
czesci doswiadczen pozwalajgcych czytelnikowi na zrozumienie ciggtosci i celowosci
wydarzen, oraz sensownosci porownan konkretnych wynikéw i wnioskow ptyngcych z
poszczegdlnych analiz.

| tutaj prosba do doktorantki o zwiezte przedstawienie schematu dziatan z uzasadnieniem jakie

pytania i cele byty stawiane na kazdym etapie projektu. Trudno tez zorientowac sie, ktére

badania byly wykonywane przez samg doktorantke, a ktdre przy wspoipracy z innymi
jednostkami (pobieranie wycinkow, krwi, badania laboratoryjne krwi, posiewy materiatu,
diagnostyka molekularna). Poniewaz catos¢ pracy jest bardzo obszerna i szczegétowa, w tym
materiaty i metody oraz wyniki, nie mogtam sie dopatrze¢ konkretnych punktéw opracowania i
walidacji metodologii osobiscie opracowanych przez Panig Magister w poréwnaniu do
standardowej obréobki materiatu i zalecanych procedur wykonywania analiz NGS podawanych
w protokotach producentéw. Dobrze bytoby w czesci na przyktad wnioski lub wyniki podacé
konncowo dopracowang metodologie poddang walidacji, w celu potencjalnego jej wdrozenia do
diagnostyki 1ZW.

Ocena pozostatego dorobku Kandydatki

Osiaggniecia naukowe

Pani mgr Anny Podgoérskiej jest zatrudniona od 2017 na stanowisku specjalisty badawczo
technicznym w Pracowni Biologii Molekularnej w Narodowym Instytucie Kardiologii w
Warszawie. Byta kierownikiem dwoéch prac statutowych i wspétwykonawcg dwoch grantéw
finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki. Od marca 2020 roku brata udziat w
opracowaniu i walidacji metodyki wykrywania wirusa SARS Co-V 2, oraz w uruchomieniu
Jaboratorium covidowego” w Pracowni Biologii Molekularnej w Narodowym Instytucie
Kardiologii. Kandydatka jest wspotautorkg 35 doniesien naukowych na konferencjach i

zjazdach krajowych i miedzynarodowych. W latach 2011-2022 w ramach prac zespotowych
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ukazato sie 10 publikacji w czasopismach o zasiegu zaréwno krajowym jak i anglojezycznych
czasopismach z listy JCR (International Journal of Molecular Sciences, Journal of
Translational Medicine, Journal of Sexual Medicine, Neuropsychobiology, Journal of Addiction
Medicine) w ktérych Pani Podgdrska jest wspotautorem.

Pani Anna chetnie poznaje nowe techniki badawcze z zakresu nowej generacji
sekwencjonowania w trakcie szkolen w jednostkach zagranicznych (16 S/ITS Metabarcoding
of microbial communities, Physalia, Berlin; International Society of Cardiovascular Infectious
Diseases ISCVID, Lozanna; Next-Generation Sequencing Workshop, Applied Maths,
Gandawa).

Aktywnosé dydaktyczno-popularyzatorska
Ze wzgledu na charakter zatrudnienia w jednostce naukowej jako specjalista badawczo

techniczny, Pani mgr Anna Podgorska nie ma dorobku dydaktyczno-popularyzatorskiego.

Podsumowanie rozprawy doktorskiej

Podsumowujgc przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorskg Pani mgr Anny Podgérskiej,
przyznaje, ze Doktorantka wykonata ciekawg prace badawczg, chociaz wyniki otrzymane w
trakcie realizacji nie zostaty dotgd opublikowane. Rozprawa zostata napisana przejrzyscie pod
wzgledem jezykowym. Zauwazone btedy i moja krytyka strony edytorskiej (byé moze
polemiczna) nie umniejszajg wartosci naukowej rozprawy. Pani mgr Anny Podgérska wykazata
sie duzymi umiejetnosciami stosowania metod i technik badawczych w zakresie wspétczesnej
metagenomiki. Poza tym, pozostata aktywnos¢ naukowa Kandydatki, w tym udziat w
projektach badawczych, publikacjach oraz konferencjach naukowych, $wiadczy o jej
dojrzatosci jako specjalisty z zakresu technik genomowych.

Przedstawiona do oceny rozprawa, w moim przekonaniu, spetnia wymagania stawiane
ustawowo rozprawom doktorskim, dlatego przedktadam na rece Pana prof. dr hab. Jarostawa

Pinkasa, Przewodniczgcego Wysokiej Rady Naukowej Wojskowego Instytutu Higieny i
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Epidemiologii, wniosek o dopuszczenie mgr Anny Podgorskiej do dalszych etapéw procedury
przewodu doktorskiego.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska odpowiada wymogom stawianym dysertacjom na stopien
naukowy doktora, okreslonym w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o
szkolnictwie wyzszymi nauce (Dz.U. z 2018 r., poz. 1668 pdzn. zm.).

N

Prof. dr hab. Zuzanna Drulis-Kawa



