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Recenzja rozprawy na stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej
»Genetyczna charakterystyka Mycobacterium bovis BCG podszczepu Moreau stosowanego
do powszechnych szczepien przeciw gruzlicy w Polsce” autorstwa mgr Katarzyny
Krysztopy-Grzybowskiej z Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego PZH —
Panstwowego Instytutu Badawczego pod promotorstwem prof. dr hab. n. med. Ewy
Augustynowicz-Kopeé¢ z Zakladu Mikrobiologii, Krajowego Referencyjnego Laboratorium
Pratka, Instytutu Gruzlicy i Chor6ob Pluc w Warszawie.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Krysztopy-Grzybowskiej wpisuje si¢ w bardzo wazny
nurt dotyczacy skutecznosci i bezpieczenstwa szczepien przeciw gruzlicy. Specyfika stosowane;j
przez dziesigciolecia technologii produkcji szczepionek BCG z wykorzystaniem oryginalnego
francuskiego szczepu M. bovis BCG oraz ciggle jego pasazowanie w roznych czesciach $wiata
wywolata indywidualne zmiany genetyczne wsrdd szczepoéw potomnych. Wezesniejsze wyniki
wiasne Doktorantki wykazaly 876-nukleotydows insercje w genomie M. bovis Moreau PL w
poréwnaniu do szczepu macierzystego BCG-Moreau — M. bovis BCG Moreau Rio de Janeiro RDJ.
Dlatego kluczowym jest scharakteryzowanie szczepoéw szczepionkowych BCG, w tym szczepu
M. bovis BCG Moreau PL, ktéry od ponad 65 lat wchodzi w sklad szczepionki stosowanej w
Polsce.

Przedstawiona do oceny praca liczy sobie 143 strony przedstawione w ukladzie typowym: 12
rozdziatlow w klasycznych segmentach wstepu z przegladem pismiennictwa, zalozen 1 celow
pracy, materiatow i metod, wynikow, dyskusji, wnioskow i piSmiennictwa, aneksu (zawierajgcego
tabelaryczne zestawienie sekwencji par starterow uzytych w pracy oraz zidentyfikowanych réznic
w sekwencji nukleotydowej) poprzedzonego streszczeniem pracy w j. polskim oraz w j.
angielskim. Praca zawiera 26 rycin, 14 tabeli.

1. Wstep, przeglad piSmiennictwa, zalozenia i cele pracy.
W czgsci wstepu Doktorantka zamiescila 1 scharakteryzowata istote zjawiska powstawania zmian
genetycznych typu: od SNP po duze rearanzacje genomowe, a takze jak te zmiany przekladaja si¢
na funkcje biologiczne i cechy behawioralne podszczepow szczepionkowych. Omowienie tych
zagadnien stanowi podloze do badan podjetych przez Doktorantke i stwarza mozliwos¢
zrozumienia mechanizméw biologicznych na poziomie molekularnym, ktére odpowiadaja za
efektywno$¢ 1 immunogenno$é szczepionek.

W oparciu o postawione hipotezy, Autorka sformulowala jasno i zrozumiale gtéwne cele pracy—
nie ma najmniejszych watpliwosci do czego dazyla Doktorantka — do (1) oceny stabilnosci
genetycznej szczepu M. bovis BCG Moreau (oznaczonego na potrzeby recenzji skrotem PL)
opartej o analize genetycznego podobienstwa pigciu jego serii pochodzacych z
réznych lat (od 1957 do 2015), (2) Uzyskanie pelnej sekwencji nukleotydowe;j
genomu szczepu M. bovis BCG Moreau PL, (3) Zidentyfikowania réznic
genetycznych pomigdzy szczepem PL a najblizszym siostrzanym szczepem BCG,
wywodzacym si¢ z tego samego szczepu macierzystego BCG-Moreau — M. bovis
BCG Moreau RDJ (AM412059.2). (4) Zidentyfikowanie réznic genetycznych



pomiedzy szczepem PL a najbardziej odleglym siostrzanym szczepem BCG — M. bovis BCG
Pasteur (AM408590.1).

Cele realizowano kolejno poprzez (1) zlozenie hybrydowe de novo wynikow sekwencjonowania
genomu szczepu PL, przeprowadzonego na platformie Illumina oraz MinlON, weryfikacje mutacji
za pomocg met. Sangera i in silico, (2) poréwnania sekwencji genomowych PL, z najblizszym
siostrzanym szczepem BCG i najbardziej odlegtym siostrzanym szczepem BCG oraz weryfikacje
mutacji za pomocg met. Sangera i in silico (3) wykorzystujac narzedzia bioinformatyczne bazujace
na programach Trim Galore!, Bowtie2, minimap2, BCFtools, fastANI, breseq, IGV (Integrative
Genomics Viewer), hybridSPAdes, CONTIGuator, BLAST, Primer3Plus, FinchTV, NotePad++.

2. Materialy i Metody, Analiza statystyczna

Nie wnosze¢ zadnych zastrzezen do bardzo dobrze opracowanej cz¢sci prezentujacej Materialy i
Metody w pracy doktorskiej mgr Katrzyny Krysztopy-Grzybowskiej. W kolejnych trzydziestu
jeden podrozdzialach tej czgsci rozprawy doktorskiej wystarczajaco dokladnie i jasno opisano
postepowanie badawcze, kolejno: hodowle bakterii, izolacj¢ DNA genomowego 1 jego
oczyszczanie oraz ocene jako$ciowa 1 ilosciowa DNA, przeznaczonego do sekwencjonowania
przy uzyciu dwoch uzupelniajacych si¢ platform (1) NGS Illumina NextSeq 500 w przypadku
genomoOw pigciu serii siewnych szczepu PL 1 przygotowanie bibliotek zgodnie z zaleceniami
producenta; (2) MinIlON, w przypadku genomu roboczej serii siewnej nr 3122000 szczepu PL 1
przygotowanie biblioteki z wykorzystaniem zestawu Ligation Sequencing Kit zgodnie z
zaleceniami producenta.

W kolejnym etapie doktorantka przeprowadzila odczyty uzyskane z platformy NGS Illumina,
zmapowanie odczytow dla 5 serii siewnych szczepu PL do BCG Moreau RDJ i przeprowadzila
analizy bioinformatyczne. Doktorantka przeprowadzila analize stabilnosci genetycznej szczepu
PL (5 serii siewnych) poprzez wyznaczenie S$redniego podobienstwa sekwencji (ustalono
sekwencje konsensusowe), identytikacj¢ przewidywanych mutacji i miejsc o braku pokrycia oraz
weryfikacje réznic bezposrednio na odezytach z platformy NGS.

Nastepnie Doktorantka przeprowadzila odczyty pochodzace z platformy NGS MinlON dla
roboczej serii siewnej nr 3122000 i ich zmapowanie do genomu referencyjnego M. bovis BCG
Moreau RDJ za pomocg narzedzia minimap?2.

Doktorantka przeprowadzita sprawdzenie rownolegtych odczytéw pochodzacych z NGS Illumina
oraz NGS MinlON za pomocg programu IGV. Doktorantka dokonala analizy waznosci
przewidywanych mutacji poprzez wytypowaniu mutacji istotnych (niesynonimicznych, czyli
prowadzacych do zmiany aminokwasu w sekwencji kodujacej) lub w obszarze promotora, jak
rowniez obszarow bez pokrycia lub o znikomym pokryciu i powtdrzenia. Nastepnie
przeprowadzita weryfikacj¢ mutacji poprzez projektowanie starterow (weryfikacje ich
komplementarnosci do amplifikowanych sekwencji docelowych za pomoca PrimerBLAST- czyli
roznic wskazanych za pomocg programoéw breseq i IGV), sekwencjonowanie amplikonéw za
pomocg klasycznej metody Sangera.

Projekt genomu, skladajacy sie z odczytow, zlozyla w kontigi uporzadkowane w oparciu 0 genom
szczepu ref. RDJ przy uzyciu CONTIGGuator. Tak uzyskala sekwencj¢ roboczg. Kolejnym
krokiem byta korekta sekwencji ztozonej de novo w oparciu o wyniki Sangera oraz analiz in silico.
W koncowym etapie badan sekwencje szczepu PL poréwnano z genomem ref. RDJ za pomocg
narzedzi BLAST i sekwencje zdeponowano w miedzynarodowej bazie GeneBank. Doktorantka
przedstawita wizualizacje genomu szczepu PL przy uzyciu aplikacji CGViewer Serwer BETA i
naniosla mutacje SNP oraz INDEL w szczepie PL wzgledem RDJ.



Podsumowujgc, Metody biologii molekularnej oraz techniki bioinformatyczne zastosowane na
poszczegdlnych etapach pracy dla realizacji zatozonych celéow opisane zostaly z duza
doktadnoscia, co wskazuje na ich pelne zrozumienie przez Doktorantke. Na uwagg zastuguje
dociekliwos¢ badawcza Doktorantki oraz dazenie do uzyskania rzetelnych wynikéw. Doktorantka
uzywa dwoch metod sekwencjonowania, ktore wzajemnie si¢ uzupelniaty, celem ostatecznego
pordéwnaniu sekwencji szczepu PL oraz BCG Pasteur za pomoca Bowtie2, wyznaczenia mutacji
przewidywanych (w programie breseq), mapowania odczytow z platformy NGS MinION dla serii
siewnej 3122000, weryfikacji mutacji wyznaczonych w breseq i poszukiwanie dodatkowych in
silico.

3. Wyniki
W ten sposob przechodzimy do kluczowej czesci rozprawy doktorskiej — Wynikoéw. Lektura tej czesci
pracy doktorskiej pokazuje, ze wykonano rzetelny, rozlegly zakres badan za pomoca logicznie stosowanych
technik bioinformatycznych. Opis wynikoéw poszczegdlnych eksperymentow zostal przedstawiony
rzeczowo i kompetentnie w postaci 13 tabeli i 17 rycin. Przy tak duzej liczbie wynikow, duzym ulatwieniem
dla czytelnika jest graficzne przedstawienie przez Doktorantke skoficzonego ciagu jasno zdefiniowanego
postgpowania badawczego koniecznego do wykonania postawionych celow, a zatem sposobu
postgpowania prowadzgcego do rozwigzania problemu - Algorytmu analizy wynikéw uwzgledniajacych
posrednie cele pracy, zawarty na poczatku rozdziatu 4 Wyniki (str 52). Ulatwieniem dla czytelnika jest
syntetyczne podsumowanie kazdego etapu pozyskania wynikow.
W szczegoétach, stabilnosé genetyczna zostala okreslona na podstawie danych uzyskanych z platformy
Illumina, a nastgpnie wyznaczenia sredniego podobienstwa za pomoca programu fastANI osiagajac wartosé¢
parametru sredniego podobienstwa dwoch sekwencji nukleotydowych (parametru ANI) wynoszaca 3 log,
co swiadczy o bardzo wysokim podobienstwie. Dodatkowo uzycie programu BCFtools umozliwito
wyznaczenie sekwencji konsensusowych. Poréwnano przewidywane mutacje za pomocg programu breseq
i stwierdzono 14 mutacji typu SNP oraz 2 typu INDEL, ktorych nieobecnos¢ stwierdzono w co najmniej 1
serii, jak rowniez 37 miejsc o braku pokrycia; a weryfikacji wynikéw dokonano za pomoca programu IGV.
W szczegolach, zlozono hybrydowo genom PAN BCG-Moreau PL za pomocg programu
hybridSPAdes w oparciu o 240 odczyty z platformy Illumina oraz 40 z platformy MinION,
uporzadkowanie kontigéw w calo$é w postaci superkontigu o dlugosci 4 335 037 pz. Sekwencja
zostala poréwnana z sekwencjg ref. RDJ. Stwierdzono 136 mutacji SNP i1 24 INDEL,
przeprowadzono weryfikacje metoda Sangera (stwierdzono 75 SNP i 11 INDEL mutacji istotnych)
1in silico (potwierdzono 32 mutacje SNP oraz zidentyfikowano 1 dodatkowa nie wskazang breseq
mutacj¢ SNP w obszarze migedzygenowym, mutacje nie powoduja zmiany w sekwencji
aminokwasowej). Doktorantka dokonata weryfikacji mutacji zidentyfikowanych w programie
IGV, pokazata 4 SNP oraz 3 INDEL nowe mutacje oraz insercje 1S6110 i duplikacje DU2, nie
wykazane w breseq, nastepnie porownano sekwencje PL z RDJ za pomoca Align Sequences
Nucleotide BLAST w celu eliminacji pomytek powstatych de novo i wykryta 12 réznego rodzaju
typu zmiany w szczepie PL wzgledem RDJ. Ostatecznie sekwencj¢ PL umieszczono w bazie, po
automatycznej annotacji sekwencja otrzymata numer CP085532.
Doktorantka przedstawila graficzng mape genomu M. bovis BCG Moreau PL wykonang przy
uzyciu aplikacji CGView SerwerBETA (str 72) i1 charakterystyke: e dlugosé — 4 333 682 pz, o
%GC — 65,65, o liczba genow — 4 056, % w tym kodujacych biatka — 3 782, & pseudogendéw —
223, e liczba rRNA — 3, e tRNA — 45,

Do najwazniejszych oryginalnych wynikéw badan nalezy wykazanie poprawnosci autorskich
narzedzi stosowanych w pracy. W moim przekonaniu wyniki te sg wartosciowe i wskazuja, ze
badania w tym kierunku warto kontynuowa¢ i weryfikowa¢ w odniesieniu do innych szczepoéw
szczepionkowych.

W szczegotach, Doktorantka wykazata 77 mutacje SNP oraz 17 mutacji INDEL zmieniajgcych
sekwencje aminokwasowe bialek (SNP, INDEL) w genomie PL w odniesieniu do RDJ, glownie



w genach kodujacych biatka PE, biatka zaangazowanych w metabolizm posredni i oddychanie, w
genie kodujacym reduktaze sulfotlenku biotyny itd.

Doktorantka zlokalizowata 2 delecje o dt 9 758 pz oraz 100 pz obejmujace 9 gendéw zwigzanych z
zjadliwoscig pratkow, jak dowiodla Doktorantka w genie kodujacym toksyne MazF6 i w genie
kodujacym antytoksyny MazE6 oraz kodujacym biatko stresu.

Autorka wykazata obecnos¢ 5 mutacji zlokalizowanych w prawdopodobnych obszarach
promotorowych szczepu PL w odniesieniu do RDJ, tj., 3 mutacje typu SNP i 2 mutacje typu
INDEL. Dotyczace gendéw kodujacych bialko zaangazowane w metabolizm glikolipidu $ciany
komorkowej oraz genu kodujacego biatko regulatorowe z rodziny GntR. Ponadto, Doktorantka
wykazata obecnos¢ 48 mutacji synonimicznych oraz 27 mutacji zlokalizowanych w regionach
migdzygenowych.

W szczegotach, Doktorantka dowiodla 69 istotnych mutacji (41 SNP oraz 28 INDEL,
niesynonimicznych jak réwniez zlokalizowane w obszarach promotorowych) w szczepie PL w
odniesieniu do BCG Pasteur. Byly to mutacje wspolne dla PL i RDJ, ktére odréznialy je od
szczepu BCG-Pasteur. Doktorantka potwierdzila obecnos¢ zmian charakterystycznych dla
szczepu BCG-Moreau czyli brak duplikacji DU, obecnos¢ duplikacji DU2-I, insercji 1S6110
przed genem phoP, delecji C-konca genu fadD2 i N-konca genu ppsA, delecji RD16, delecja S-
RD13 oraz braku delecji: N-RD18, RD14 i RD2. Lacznie zidentyfikowano 23 mutacje INDEL
wspolne dla BCG-Moreau PL oraz BCG-Moreau RDJ, ktére odréznialy je od szczepu BCG-
Pasteur. Ponadto, Autorka wykazala, ze 77/80 sekwencji z mutacjami SNP 1 15/19 sekwencji z
mutacjami INDEL bylo identycznych z sekwencjami w genomie M. bovis BCG Pasteur. W
zwiagzku z tym prawdopodobnie do tych mutacji doszlo w genomie M. bovis BCG Moreau RDJ a
nie M. bovis BCG Moreau PL.

4. Dyskusja
Dyskusja jest zwarta i klarowna, wyniki badan sa precyzyjnie omawiane w odniesieniu do
opublikowanych licznych badan genetycznych, ze szczegélnym uwzglednieniem powyzej
wymienionych analiz genetycznych podobienstwa 5 badanych serii szczepu M. bovis BCG
Moreau, ktére byly powodem wykonania oceny stabilnoéci genetycznej szczepu szczepionkowego
stosowanego do produkcji szczepionki przeciw gruzlicy w Polsce od 1955 roku.
Jest sSwiadectwem bieglosci wiedzy, ktorg zglebita Doktorantka w tematyce prowadzonych badan,
a takze zdolnosci wyprowadzania syntetycznych wnioskéw z mnostwa danych uzyskanych z
réznych technik sekwencjonowania (II generacji NGS Illumina) opartych o krotkie i dlugie
odczyty (III generacji MinlON) w celu wyjasnienia sekwencji regiondw zawierajgcych
powtdrzenia, jak rowniez weryfikacji wynikéw przy uzyciu klasycznej metody Sangera.
Doktorantka potrafit odnies¢ si¢ krytycznie do uzyskanych wilasnych wynikéw badan, a takze
wskaza¢ czgs$¢ potencjalnych przyczyn (np. brak serii szczepu z 1954r nie pozwala jednoznacznie
okresli¢ czy do zmian genetycznych doszlto w Polsce po otrzymaniu podszczepu 1954-57), ktore
mogly wplyna¢ na wniosek koncowy pracy doktorskiej, zawarty na koncu ,.dyskusji”, tj.,
odmienny poziom ochronny szczepionek BCG produkowanych z réznych podszczepow wynika z
zidentyfikowanego przez Doktorantk¢ polimorfizmu w genach kodujgcych bialka nalezace do
dwoch rodzin PE i PPE (odpowiedzialne za patogeneze szczepu). Doktorantka umiejgtnie
dyskutuje uzyskane wyniki wiasne z wynikami uzyskanymi przez inne grupy naukowcow.

5. Whioski
W podsumowaniu wynikéw czyli Wnioskach stanowigcych rozdzial 6, Doktorantka w sposob
zwiezly przedstawita wnioski wynikajace z postawionych celdéw badawczych. W opinii recenzenta
zabrakto konkretnego wniosku dla celu 4 czyli wykazania réznic i zidentyfikowania rdéznic
genetycznych pomiedzy szczepem M. bovis BCG Moreau PL a najbardziej odlegtym siostrzanym
szczepem BCG — M. bovis BCG Pasteur (AM408590.1) w wyniku poréwnania ich sekwencji.



6. Pismiennictwo
Pismiennictwo obejmuje 162 pozycje. Sg one wzglednie nowoczesnie dobrane. Wzglednie
dlatego, ze oprocz pozycji z ostatnich 3 lat znalazty si¢ pozycje z 2009 r (dotyczaca zagadnien
klinicznych tj., relacji miedzy mikro- i makroorganizmem).

7. Uwagi porzadkowe

Stylistyczne
Mimo bardzo duzej starannosci w przygotowaniu jezykowym i edytorskim dysertacji,
Doktorantka nie ustrzegla sie nielicznych bledéw typu:
- koinfekcja (str 11) lub konfkecja (str 10, 13) zamiast zakazenie lub zakazenie mieszane
lub zakazenie wspottowarzyszace/ wspolistniejace,

- zlikwidowane przez uktad immunologiczny (str 13) zamiast uruchomienia mechanizméow
obronnych prowadzacych do ich wyeliminowania przez uklad immunologiczny,

- M. tuberculosis (str 15, 16) zamiast pelna nazwa rodzajowa tj., Mycobacterium na
poczatku zdania

- majacych na celu wskaza¢ ... schematy (str 16) zamiast majgcych na celu
wskazanie...schematow; stwierdzonych przez Roberta Koch zamiast ....Kocha (str 23);
nowym podejscie zamiast podejsciem (str 24), ‘kodujacych biatka wystepujacych’ zamiast
‘...wystepujace’ (str 30), ‘niejasng nomenklatura’, zamiast ‘..nomenklatur¢’ (str 32);
delecjg S-RD13 oraz brak delecji zamiast delecji S-RD13 oraz braku delecji (str 98)
(odmiana przez przypadki)

- dodatkowa spacja (str 17), ‘zwierzat .Celem” (str 24), ktora nalezy usuna¢

- interpunkcja w zdaniach wprowadzajacych wyliczenia 1 wyszczegolnienia np. inne
zwierzeta takie jak: psy, bydlo, czy kozy (str 17) zamiast zwierzgta, takie jak....;
....czasteczek takich jak zamiast .....czasteczek, takich jak ... (str 21),

- interpunkcja w zdaniach podrzednie ztozonych np. ‘Celem utrwalenia uzyskanych cech
szczep ponownie przeniesiono na zwykle .....; zamiast Celem utrwalenia uzyskanych cech,
szczep ponownie przeniesiono na zwykle.... (str 24); .., ‘ktory nie zetknal sie nigdy ze
zjadliwym pratkiem gruzlicy Calmette postanowil podawa¢’ zamiast °..., ktéry nie zetknat
si¢ nigdy ze zjadliwym pratkiem gruzlicy, Calmette postanowil podawaé’ (str 24-25);
‘swemu szczepowi stalg jednak znacznie osltabiong zjadliwos¢, ktora® zamiast ‘swemu
szczepowi statg, jednak znacznie ostabiong zjadliwosé, ktora® (str 25); ‘Z poczatkiem lat
50. akcje szczepien’ zamiast ‘Z poczatkiem lat 50., akcje szczepien® (str 260).
‘(....ziemniakow) w rozsianych po $§wiecie laboratoriach...” zamiast (....ziemniakow), w
rozsianych po $wiecie laboratoriach,...” (str 29), ‘Inne charakterystyczne wylacznie dla
,poznych” podszczepéw BCG, obserwowane ° zamiast ‘Inne, charakterystyczne
wylgcznie dla ,,péznych” podszczepow BCG, obserwowane....” (str 30), ‘w dwoch
kopiach jako skutek’ zamiast ‘w dwoch kopiach, jako skutek’; ‘zaobserwowano takze’
zamiast ‘zaobserwowano, takze’ (str 30), ‘Obecnie w krajach o malej zapadalnosci na
gruzlice szczepionke BCG stosuje si¢’ zamiast ‘Obecnie, w krajach o matej zapadalnosci
na gruzlice, szczepionke BCG stosuje si¢’; ‘BCG zostalo zakonczone....” zamiast ‘BCG
zostato zakonczone, ... (str 36)



- niepeina lista skrotow (w tym genow, aminokwasow, biatek, enzymow: fosfataz, kinaz)
stosowanych w pracy, jak np. TDM, SL-1, Man-LAM (str 20), LprG oraz P27, TLR2,
ESX1-5 (str 21), PtpA oraz SapM, Ndk (str 23), nuoG, katG, sodA/secA2, pknE i
Rv3654c/Rv3655¢, DosS 1 DosT, WhiB3 i1 RsrA, SOD, KatG, AhpC i Prx (str 23), BCG
(str 24), BAC, kpz, Rv3871-Rv3879c (str 28), kdpD, senX3, regX3, pks12, phoT (str 28),
hspR (str 29), DU1 i DU2, Rv1782-Rv1800 (str 30), whiB3, trcR, WhiB3, TrcR-TrcS,
fadD26, ppsA, Rv3405c, rv3406, Rv3887c, rv3887¢, ESX-2 (str 31), ANI (str 44), DMSO,
starter F i R (str 47)

wymienione skroty nie zostaly ujete ‘W wykazie uzywanych skrétow’ na stronach 8-9

- podrodziny pe zamiast podrodziny PE (str 22)
- prezentujg antygeny .... dla komorek zamiast ....komoérkom (str 23)

- wzrost ‘odpornosci’ na substancje toksyczne zamiast wzrost opornosci na substancje
toksyczne (str 23)

- Domain Ehanced Lookup Time Accelerated BLAST zamiast ....Enhanced.....

- niedoszacowana.[134], zamiast niedoszacowana [134].

-...regulatorowe . zamiast regulatorowe. (str 103)

- ...konserwowanych motywoéw ..., zamiast konserwatywnych motywow (str 22, 105)

Z obowigzku wywigzania si¢ z niewdzig¢cznej roli recenzenta chciatabym wskazac¢ na te fragmenty
rozprawy doktorskiej, ktore nasuwajg krytyczne spostrzezenia i uwagi. Mam pytanie do
Doktorantki, dlaczego tylko wybrana seria siewna nr 3122000 szczepu, a nie nr 8112000, zostata
wytypowana do sekwencjonowania za pomoca platformy MinlON? Nie zostalo sprecyzowane w
celach.

Liczba celow (4) nie pokrywa si¢ z liczbg wnioskow (7). Zabraklo konkretnego wniosku dla
celu 4 czyli zidentyfikowania roznic genetycznych pomie¢dzy szczepem M. bovis BCG Moreau
PL a najbardziej odleglym siostrzanym szczepem BCG - M. bovis BCG Pasteur
(AM408590.1) w wyniku poréwnania ich sekwencji.

Brak analizy statystycznej jako oddzielny podrozdzial.

Na zakonczenie stwierdzam, ze wszystkie uwagi zamieszczone w niniejszej recenzji majg jedynie
charakter korekcyjny nie rzutuja na jakos¢ i zasadnos$¢ przeprowadzonych badan. Niniejsza
rozprawe doktorska oceniam bardzo wysoko, szczegélnie podkreslajac jej merytorycznosc,
przejrzystos¢ oraz znaczenie dla strategii immunizacji. Mgr biologii Katarzyna Krysztopa-
Grzybowska wykazala bardzo dobre przygotowanie teoretyczne, pelne opanowanie
nowoczesnego warsztatu badawczego z bardzo dobrze dobranymi narz¢dziami biostatystycznymi
zawierajgcymi elementy nowatorstwa oraz umiejetnosé krytycznej analizy uzyskanych wynikow.
Praca zawiera elementy oryginalne: zdeponowanie sekwencji szczepu PL w bazie GeneBank,
ktéra moze stuzy¢ do innych poréwnan taksonomicznych.

Warto podkresli¢, ze osiagniecia Doktorantki majg znaczenie poznawcze — uzupelnienie wiedzy z
zakresu mikroewolucji oraz atenuacji szczepionkowych podszczepéw BCG jak rowniez
aplikacyjne — zidentyfikowane markery genetyczne mogg stuzy¢ opracowaniu specyficznych
testow badania stabilnosci genetycznej szczepow szczepionkowych oraz dalszych badan nad
poziomem eksprymowania genéw polskiego podszczepu i klinicznych szczepdéw in vivo co jest
zwigzane z immunogennoscia i bezpieczenstwem szczepionek BCG.



Rozprawa jest znaczacym osiagnigciem Doktorantki i Jej Promotor. Z pelnym przekonaniem
uwazam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska pod tytulem” Genetyczna charakterystyka
Mycobacterium bovis BCG podszczepu Moreau stosowanego do powszechnych szczepien
przeciw gruzlicy w Polsce” stanowi wartosciowy wklad dla dziedziny nauk medycznych w
dyscyplinie biologia medyczna i speinia warunki okreslone art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. 2017, poz. 1789). W
oparciu 0 powyzsza opini¢ wnioskuje do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Zdrowia
Publicznego PZH-Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie, o dopuszczenie mgr
Katarzyny Krysztopy-Grzybowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz
wyrdznienie rozprawy doktorskie;.
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