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Ocena pracy doktorskiej mgr Katarzyny Krysztopa-Grzybowskiej pt.
»Genetyczna charakterystyka Mycobacterium bovis BCG podszczepu Moreau

stosowanego do powszechnych szczepien przeciw gruzlicy w Polsce”.

Recenzowana praca zostala wykonana w Zakladzie Badania Surowic i Szczepionek
Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego PZH pod opieka prof. dr hab. Ewy Augustynowicz-
Kope¢, jako promotora, oraz dr Dominika Strapagiela jako promotora pomocniczego. Ze
wzgledu na miejsce pracy, oraz konieczno$¢ pozyskania wiedzy o wykorzystywanym w Polsce
szczepie szczepionkowym, przed Doktorantkg postawiono niezwykle wazne zadanie
przeprowadzenia charakterystyki genetycznej, polskiego wariantu szczepu M. bovis BCG
Moreau z wykorzystaniem nowoczesnych technik sekwencjonowania i analizy DNA. Z punktu
widzenia zdrowia publicznego oraz badan stabilnosci szczepu, powszechnie stosowanego do
szczepien noworodkow tematyke pracy Doktorantki uwazam za niezwykle aktualng i wazna.
Realizacja glownego celu pracy wymagala od Doktorantki zastosowania szeregu
zaawansowanych metod bioinformatycznych do analiz genomow szczepdw sekwencjonowanych
w ramach realizowanego projektu jak i genomow wzorcowych zdeponowanych w bazie NCBI.

Uklad tekstu jest typowy dla prac eksperymentalnych. Czes¢ doswiadczalna pracy jest
poprzedzona dobrze przemyslanym wstgpem literaturowym napisanym bardzo ladnym jezykiem
naukowym, przedstawiajacym aktualne dane dotyczace epidemiologii gruzlicy, mechanizmow
zakazenia pratkiem gruzlicy, taksonomii M. tuberculosis oraz jego czynnikow wirulencji.
Nastepnie ze wzgledu na temat badan wlasnych Doktorantka przedstawia histori¢ szczepien
BCG oraz aktualng wiedz¢ dotyczaca podszczepow szczepionkowych uzywanych na $wiecie. Te
bardzo ciekawa czg$¢ pracy Doktorantka konczy prezentacja nowych szczepionek przeciw

gruzlicy wraz z informacja o stanie zaawansowania badan klinicznych w tym zakresie.
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W czesci eksperymentalnej pracy Doktorantka podjgla si¢ weryfikacji hipotezy
badawczej zakladajacej, ze w wykorzystywanym w Polsce do szczepien przeciw gruzliczych
szczepie M. bovis BCG Moreau doszlo do zmian genetycznych i roézni si¢ on pod wzgledem
genetycznym od innych podszczepow BCG.

W rozdziale Materialy i Metody autorka zapoznaje czytelnika z zastosowana
metodologia badan. Wszystkie wykorzystywane procedury zaréwno eksperymentalne jak i
bioinformatyczne sa dokladnie opisane w sposob umozliwiajacy ich odtworzenie w innym
laboratorium. Na szczegdlng uwage zastuguje zastosowanie trzech komplementarnych technik
sekwencjonowania DNA, NGS NextSeq 500 Illumina, NGS MinlON oraz techniki Sangera dla
pozyskania de novo pelnej sekwencji genomowej badanych szczepéw szczepionkowych. Za
wlasciwy nalezy takze uzna¢ dobdr szczepow poddanych sekwencjonowaniu oraz genomy
referencyjne z ktorymi poréwnywano uzyskane sekwencje.

Cze$¢ eksperymentalna badan miata na celu oceng stabilnosci genetycznej polskiego
wariantu szczepu M. bovis BCG Moreau, uzyskanie pelnej sekwencji genomu tego szczepu oraz
zidentyfikowanie réznic miedzy polskim szczepem szczepionkowym a wariantem BCG Moreau
RDIJ oraz BCG Pasteur. Po analizie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze wszystkie
postawione przed Doktorantkg cele zostaly w pelni zrealizowane a zastosowana metodologia
badan zostala dobrana prawidlowo i pozwolita uzyska¢ w pelni wiarygodne wyniki. Do badan
stabilnosci genetycznej wlaczono pigc serii szczepu szczepionkowego pochodzgcych z 1957,
2000 i 2015 roku. Dane sekwencyjne uzyskane z wykorzystaniem platformy Illumina
zmapowano do genomu referencyjnego (Moreau RDIJ), a po utworzeniu sekwencji
konsensusowych (BSFtools) okreslono srednie podobienstwo (fastANI) na poziomie >99.98%.
Nastepnie zastosowano program breseq dla identyfikacji mutacji typu substytucji oraz delecji lub
insercji. Znakomita wiekszo$¢ mutacji typu SNP (122/136) oraz INDEL (22/24) identyfikowana
w stosunku do genomﬁ referencyjnego znajdowala si¢ we wszystkich badanych genomach.
Weryfikacja unikalnych zmian w programie IGV wykazala ich obecnos¢ we wszystkich pigciu
seriach polskiego szczepu szczepionkowego wskazujac na calkowita stabilnos¢ genetyczng
szczepu M. bovis BCG Moreau PL na przestrzeni lat w Polsce.

Ze wzgledu na identyczno$¢ pozyskanych sekwencji polaczono odczyty uzyskane na
platformie Illumina dla wszystkich pigciu serii celem zlozenia de novo genomu BCG-Moreau

PL. Bardzo slusznym posunieciem Doktorantki bylo dodatkowe przeprowadzenie
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sekwencjonowania jednej z roboczych serii na platformie MinlON. Takie podejscie metodyczne
pozwolito Doktorantce uzyskac¢ srednie pokrycie badanej sekwencji na poziomie 240 odczytow
na platformie Illumina oraz 40 na platformie MinlON oraz uporzadkowa¢ kontigi (
CONTIGuator) 1 uzyskanie roboczag posta¢ genomu. W tym miejscu chcialbym zapytaé
Doktorantke czy sekwencjonowanie nanoporowe, oprocz niewatpliwej pomocy w zlozeniu
kontigow w jedng czgsteczke, pozwolilo takze zidentyfikowaé sekwencje powtorzone (np.
MIRU/VNTR), ktére nie byly identyfikowane w analizach na platformie Illumina?
Sekwencja robocza polskiego szczepu szczepionkowego zostala nastepnie poddana analizie
porownawczej z sekwencja wzorcowa szczepu BCG-Moreau RDJ (breseq, IGV) w celu
identyfikacji mutacji typu substytucji oraz insercji i delecji. Obecno$¢ mutacji
niesynonimicznych oraz znajdujacych si¢ w potencjalnych obszarach promotorowych zostala
nastepnie weryfikowana z zastosowaniem sekwencjonowania Sangera. Znakomita wickszo$é
mutacji zidentyfikowanych metodami NGS zostata potwierdzona w sekwencjonowaniu Sangera.
Zastanawia mnie tylko identyfikacja dodatkowych 5 mutacji SNP i 4 mutacji INDEL w technice
Sangera, ktorych nie zidentyfikowano sekwencjonowaniem NGS. Rozumie, ze rdznice te
dotyczg jednak wylgcznie analizy breseq a mutacje te byly identyfikowane w analizie IGV. Czy
moglaby Doktorantka wyjasni¢ poziom zgodnosci pomiedzy NGS (po przeprowadzeniu
analiz breseq oraz IGV) i sekwencjonowaniem technika Sangera oraz ewentualnie wskazaé
przyczyny rozbieznoSci, szczegélnie dotyczgcea insercji 1340 pz, ktérej nie potwierdzono
metodg Sangera? Chcialbym podkresli¢, ze weryfikacja wszystkich ,istotnych™ mutacji
identyfikowanych w NGS metoda Sangera byla bardzo cennym podejsciem metodycznym
pozwalajacym na uzyskanie bardzo wysokiej jakosci genomu polskiego szczepu
szczepionkowego. Zastanawiaja mnie jedynie kryteria klasyfikacji mutacji jako ,.istotnych”. Nie
mam watpliwosci, Zze wybér mutacji niesynonimicznych byl wlasciwym podejSciem,
natomiast ograniczenie si¢ do analizy mutacji w obszarach promotorowych genéow w
regionach niekodujacych moze wplynaé¢ na pominigcie istotnych zmian wplywajacych
chociazby na male czgsteczki RNA pelnigce funkcje regulatorowe. Poprosz¢ Doktorantke o
komentarz na ten temat. Przeprowadzone analizy pozwolily Doktorantce na okreslenie rdznic
na poziomie 175 mutacji pomigdzy polskim oraz wzorcowym szczepem BCG-Moreau.
Wszystkie mutacje niesynonimiczne zmapowano do odpowiednich ramek odczytu a ponad

polowa z nich dotyczyla wysoce zmiennych genow kodujacych biatka z rodziny PE. Wsrod
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mutacji typu INDEL najbardziej interesujaca wydaje si¢ delecja prawie 10 000 pz obejmujgca
m.in. geny dla systemu toksyna/antytoksyna MazF6. Prosilbym Doktorantke o krotkie
scharakteryzowanie system6w toksyna-antytoksyna u pratkéw gruzlicy w aspekeie
wirulencji. W Tabeli 10 Doktorantka przedstawila mutacje synonimiczne czyli takie, ktdre
mimo substytucji nukleotydu, nie powoduja zmiany w sekwencji aminokwasowej bialek. W
Tabeli tej jednak w kilku pozycjach (np. 1, 4, 5, 13, 16) wskazano substytucje aminokwaséw
(np. K710E, T546G itp.), prosz¢ o wyjasnienie dlaczego zmiany te zamieszczono wsrod
zmian synonimicznych. Ciekawych obserwacji dostarczyla takze analiza poréwnawcza
badanego, polskiego szczepu szczepionkowego z BCG Pasteur. Doktorantka wykazala m.in., ze
wspomniana wczesniej delecja ok. 10000 pz jest unikatowa dla polskiego szczepu

szczepionkowego i nie wystepuje w zadnym z badanych szczepdéw wzorcowych.

Dyskusja pracy, podzielona na podrozdzialy, zostala napisana bardzo dojrzale, ze
znakomitg znajomoscia tematu, a Doktorantka w sposéb krytyczny odnosi uzyskane przez siebie
wyniki do danych literaturowych.

Rozdzial ,,Wnioski” stanowi bardzo dobre podsumowanie przeprowadzonych badan.
Doktorantka wyciaga w pelni uprawnione wnioski majace podstawe w postaci

przeprowadzonych analiz i danych literaturowych.

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorska Pani Katarzyny Krysztopa-
Grzybowskiej uwazam, ze przedstawiona do oceny praca zawiera oryginalne i bardzo
wartoSciowe wyniki i spelnia wszystkie kryteria zawarte w ustawie z dnia 14.03.2003 roku o
stopniach naukowych i iytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz.
U. 2017, poz. 1789, art. 13). Wnosz¢ do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Zdrowia
Publicznego PZH o dopuszczenie Pani Katarzyny Krysztopa-Grzybowskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.




