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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Macieja Kosifiskiego zatytutowanej:

,Opracowanie szybkiej metody detekcji wirusowych infekcji drég oddechowych opartej na
sekwencjonowaniu w czasie rzeczywistym”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Andrei Lipiniskiej (promotor rozprawy)
oraz dr. tukasza Rabalskiego (promotor pomocniczy)

na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdariskiego i Gdariskiego
Uniwersytetu Medycznego

Przedstawiona do oceny dysertacja dotyczy opracowania szybkiej metody diagnostycznej
pozwalajacej na zidentyfikowanie wirusowego czynnika etiologicznego w przebiegu zakazenia
uktadu oddechowego w oparciu o sekwencjonowanie nastepnej generacji. Opracowanie takiej
metody jest bardzo wazne dla postawienia trafnej i szybkiej diagnozy pozwalajacej na podjgcie
decyzji, co do postepowania z pacjentem (dobér witasciwej terapii, bez uzycia antybiotykow,
zalecenia hospitalizacji). Dodatkowo przeprowadzanie tego typu diagnostyki wirusologicznej
pozwala zastosowaé $rodki majace na celu zapobieganie szerzeniu sie zakazenia, (np. izolacja
chorego) a poznanie sekwencji wirusa moze w dalszej perspektywie pomoc w nadzorze
epidemiologicznym. Z tego wzgledu uwazam, ze podjete przez Doktoranta zadanie
opracowania nowej technologii diagnostycznej do wykrywania infekcji wirusowych posiada
istotny potencjat aplikacyjny, odznacza sie wartoscig poznawczg i ma znaczenie dla rozwoju
analizowanego obszaru nauki, a takze w ochronie zdrowia publicznego.

Manuskrypt ocenianej rozprawy ma ukfad typowy dla prac doktorskich, sktada sig ze: spisu
treéci, wykazu skrotéw, streszczeri w jezyku polskim i angielskim, wstgpu, celu pracy,
materiatéw, metod, wynikéw, dyskusji, wnioskéw, spisu rycin i tabel oraz bibliografii.
Dodatkowym elementem jest aneks do rozprawy doktorskiej, ktéry wzbogaca pracg, a takze
moze by¢ uzyteczny dla kolejnych studentéw i doktorantéw wchodzacych w obszar podobnych
badan. Rozprawa liczy 178 stron wydruku komputerowego, a dokumentacja pracy jest
obszerna i obejmuje 47 rycin i 25 tabel umiejetnie wigczonych w tekst pracy.

Wstep, relatywnie obszerny bo 38-stronicowy, zawiera przeglad wiedzy o wirusach
powodujacych zakazenia gérnych drég oddechowych, przekrdj metod stosowanych
w diagnostyce choréb wirusowych, a nastgpnie zawiera wprowadzenie w podstawy
poszczegélnych technologii sekwencjonowania. W pierwszej czgsci Wstepu zanotowano
pewien btad dotyczacy aktualnej klasyfikacji taksonomicznej syncytialnego wirusa



oddechowego (RSV, respiratory syncytial virus), o ktérym niewfasciwie wspomina Doktorant
opisujac rodzine Paramyxoviridae (str.19), nastepnie umieszczajac go, juz poprawnie,
w rodzinie Pneumoviridae (str.22). Pozostate dwie czesci Wstepu napisane sg sktadnie
i obrazowo, a takze posiadajg wazne tabele podsumowujgce. Zwrdécitabym jedynie uwage,
iz precyzyjnie powinno byé: o danych ,,omicznych”, nie ,omiowych” ( str.47).

Rozdziat Wstepu pracy jest napisany w taki sposob, ze logicznie uzasadnia postawienie sobie
za Cel przez Doktoranta — opracowanie szybkiej, ekonomicznej, wzglednie nieskomplikowanej
metody wykrycia wirusowych zakazen drég oddechowych przy uzyciu sekwencjonowania w
czasie rzeczywistym. Przedstawienie realizacji Celu Pracy w czeéciach i podpunktach
uwzgledniajacych takie walidacje metody uwazam za wiasciwe i zasadne. Dopetnieniem tej
czedci rozprawy, ze wzgledu na wieloetapowo$¢ pracy, réznorodny materiat uzyty do badan
z poszczegblnymi wirusami, mégtby by¢ dodatkowy element w postaci schematu blokowego
przedstawiajacy przebieg i rodzaj wykonanych doswiadczeri w odniesieniu do danego etapu
opracowywania metody.

W rozdziale Materiaty, liczagcym 29 stron, Autor podaje szczegétowe, wartosciowe informacje
na temat sekwencji uzytych wiruséw, plazmidéw kontrolnych, wymienia migdzy innymi uzyte
odczynniki, pozywki, roztwory, zestawy, aparature i oprogramowanie, opatrujac poszczegolne
elementy odnoénikami numerycznymi, co znacznie ufatwia $ledzenie informacji zawartych
w kolejnym rozdziale Metody. Pozwole sobie jednak zwrdci¢ uwage, na to aby odnosniki te
mialy te samg forme w catej pracy np. dla plazmidu opisanego w pkt. 6.4.1.1. zawierajgcego
sekwencje nukleotydowa ludzkiego koronawirusa 229E podano w tym punkcie numeracjg dla
starteréw ,25”, a w Metodach, w Tabeli 6 podano juz odnosniki [6.3.25 i 6.3.102], co moze
prowadzi¢ do dezinformacji. Brakuje rowniez w tej czeéci pracy, lub w wykazie skrotow,
informacji zwigzanych z kodowaniem nukleotydéw zdegenerowanych (zawierajg je sekwencje
gendéw wirusowych umieszczone w plazmidach) — brakuje wyjasnienia dla takich skrotow jak
B, M,H, S, V (dla nukleotydéw R, W, D, Y — rzeczone wyjasnienie umieszczono na str. 106).

Na 15 stronicach rozdzialu Metody Doktorant prezentuje bogaty warsztat technik biologii
molekularnej. Ponadto, z zapiséw umieszczonych w tym rozdziale wida¢ wyrainie,
7e Doktorant porusza sie bardzo dobrze w obszarze analiz bioinformatycznych. Nie uniknigto
jednak w omawianym rozdziale drobnych btedéw. Trudno bowiem przesledzic: z jakiego
materiatu pochodzi ,8 ul RNA” (7.4.2 — 86 str.); dlaczego w Tabeli 6 matryca jest cDNA, a tuz
przed tabela mowa jest o konstrukcie, co moze sugerowac zastosowanie plazmidowego DNA
(7.4.3 — str. 87); punkt 7.5. lzolacja wirusowego materiatu genetycznego — czy tylko
koronawiruséw? Jeéli nie, to czy zestaw ,,CoV RNA” moze by¢ stosowany réwniez dla innych
wiruséw? (str. 90); jezeli w pkt. 7.7 opisujemy jako jedna reakcje — reakcja faricuchowa
polimerazy z odwrotng transkrypcjg (tytut podrozdziatu 7.7)- to dlaczego w Tabeli 11 opisany
jest juz PCR w czasie rzeczywistym i jako matryca cDNA? (str. 91-92). Zrozumiatym jest rowniez,
e metodyki z takiej dziedziny zawieraja wiele terminologii specjalistycznej. Niestety, osobom
niezajmujacym sie dang technikg trudno zrozumie¢, co oznaczaja? W zwiazku z tym moga
pojawiac sie watpliwosci i pytania: Czy duza liczba sekwencji NNNN w plazmidach kontrolnych
nie jest przeszkodg? W zwiazku z tym sformutowanie ,zbyt duze ilosci” pkt. 7.1 rozdziatu
Metody wydaje sie mocno nieprecyzyjne. Punkt 7.2. - niejasny jest zapis ,dodatkowo



stworzeniu przerwy przypisano kare o wartosci 1,53; a wartos¢ przedtuzenia przerwy
ustawiono na 0,123” (str.85). Czy mozna w bardziej dostepny sposéb opisac : ,szereg pakietow
zewnetrznych ufatwiajacych obstuge interfejsu...” (str.98) a takze ,oraz procentowej wartosci
skorygowanych okien sekwencji (,Polished windows”) czeéci sekwencji, ktére zostaty
poprawione przez algorytm na podstawie uzyskanych odczytéw w celu stworzenia sekwencji
konsensusowej” (str.100).

Wyniki przedstawiono na 38 stronach pracy doktorskiej. Doktorant poprzez ukfad i kolejno$¢
opisu poszczegdlnych rezultatéw badan w tej czesci dysertacji znacznie klarowniej
odzwierciedlit etapy wyréznione wczesniej jako realizacja celu pracy. Jako pierwsze Autor
wymienia kroki podjete w opracowaniu metody czyli: uzyskanie sekwencji konsensusowych
dla wybranych wiruséw; opracowanie panelu starteréw; konstrukcja kontroli pozytywnych.
Nastepnie opisana i bogato zilustrowana jest czes¢ dotyczaca dopracowania warunkdéw reakgji
PCR oraz analiza jednorodnosci produktéw PCR. Jest to etap bardzo pracochtonny,
skomplikowany oraz wymagajacy uwagi, z czego mgr Maciej Kosifiski wywiazat si¢ doskonale.
W ostatniej, aczkolwiek bardzo wazinej czesci Wynikéw Doktorant okresla limit detekcji
metody, a takze opisuje wyniki walidacji opracowanej metody w oparciu o prébki uzyskane
z supernantantu znad hodowli komdrkowych zakazonych poszczegélnymi wirusami
oddechowymi; prébki symulujace koinfekcje powstate z mieszanin plazmidowego DNA
zawierajacych geny dla 45 wiruséw oddechowych i te najciekawsze — prébki pochodzace od
pacjentéw. Limit wykrycia dla 80% badanych wiruséw w opracowanej metodzie, analizowany
przy uzyciu jako matrycy plazmidowego DNA kontrolnego, wynosit od 1 do 10 kopii na reakcje.
Jest to cenny wynik, biorgc pod uwage fakt, ze cze$¢ naturalnych zakazeri oddechowych moze
charakteryzowac sie niskim poziomem wirusa.

W nastepnym etapie walidacji nowoopracowanej metody Doktorant przeprowadza reakcjg RT-
qPCR wykorzystujgc 14 probek materiatu genetycznego wiruséw (Tabela 21) i uzyskuje 11
wynikéw pozytywnych (wartoéé Ct przypada pomiedzy 11 a 31 cyklem). Nastgpnie ten sam
material genetyczny jest analizowany przy uzyciu nowej metody. Wyniki przedstawione w
Tabeli 22 wskazujg na otrzymanie wynikéw pozytywnych a procent odczytéw dopasowanych
do sekwencji referencyjnych wynosit od 2% do 80%. Atutem uzycia takich prébek do walidacji
nowoopracowanej metody jest fakt stosowania metody RT-gPCR jako najczgsciej uzywanej
metody diagnostycznej, i z tego wzgledu poréwnanie wynikéw otrzymanych w dwoch
metodach jest wysoce wartosciowe.

Bardzo interesujacym podejsciem Doktoranta byta symulacja koinfekcji wirusowej przy uzyciu
mieszanin plazmidéw kontrolnych i proba jej wykrycia nowoopracowang metoda.
We wszystkich prébkach, zawierajacych po 1000 kopii genoméw kazdego z 5 — 6 wirusow,
wykryto spodziewane matryce. Jest to przydatne doswiadczenie, ze wzglgdu na fakt, iz pewien
procent zakazeri uktadu oddechowego ma charakter wirusowego zakazenia mieszanego.

Niezmiernie waznymi i wartoéciowymi sg wyniki otrzymane w badaniu prébek od pacjentow.
Otrzymane rezultaty za pomocg nowoopracowanej metody sa zestawione wobec wynikow
otrzymanych z uzyciem testu Respiratory Panel 2.1. w systemie Biofire firmy BioMerieux.
Uzyskano catkowita zgodno$¢ wynikow w przypadku 10 na 15 analizowanych probek.
Dodatkowe wirusy wykryto, w poréwnaniu do testu Respiratory Panel 2.1., w trzech



przypadkach. W dwdéch prébkach nowa metoda nie zdotata potwierdzi¢ uzyskanych wczesdniej
wynikéw. Trudno oczywiscie w tym momencie moéwi¢ o takich wartosciach jak czufosc
i specyficznoéé¢ testu diagnostycznego, jednak prébki kliniczne uwiarygodnity to,
7e zaprojektowane przez Doktoranta sekwencjonowanie w czasie rzeczywistym umozliwia
identyfikacje zakazen poszukiwanymi drobnoustrojami.

Dyskusja zawarta na trzynastu stronach napisana jest w sposéb klarowny i spdjny, dzigki temu
jej odbidr nie sprawia trudnosci. W jej pierwszej czesci Doktorant przybliza temat diagnostyki
zakazen gérnych drég oddechowych, ktadac szczegdlny nacisk na testy oparte o biologig
molekularna. Nastepnie przechodzi do charakterystyki rezultatéw otrzymanych dla
poszczegdlnych etapéw opracowywanej metody. Mozna, co prawda, odnies¢ wrazenie, ze zbyt
duza cze$¢ informaciji jest powtdrzona z rozdziatu Wyniki. Trzeba jednak przyznad, ze dane te,
tym razem, sa bardzo umiejetnie wplecione w tekst, jednoznacznie nawiagzujg do problemu
badawczego dysertacji i pozwalajg zobaczy¢ logiczny uktad poszczegéinych doswiadczen, na
czego niedostatek zwracatam uwage wczesniej. Pan mgr Maciej Kosifiski wykazat sig tutaj
znaczng znajomoscia omawianej problematyki i umiejetnoscia analizowania danych oraz
zdolnoscia poszukiwania rozwigzan, co jest wazng cecha w pracy badacza. Doktorant wtasciwie
ocenit wartoéé diagnostyczng opracowanej metody, potrafit zasugerowa¢ w jakim kierunku
moga zmierza¢ dalsze badania i potencjalne udoskonalenia procedury. Ponadto Doktorant
wykazat sie zdolnoscia wspétpracy z badaczami z innych osrodkéw naukowych, zaréwno
polskich, jak i zagranicznych.

Prace doktorskg koriczy 5 poprawnie sformutowanych Wnioskéw, bedacych bezposrednia
odpowiedzig na postawiony Cel pracy i zatozenia jego realizacji.

Podsumowujac, wysoko oceniam warto$¢ naukowa i aplikacyjna przedstawionej mi do recenzji
rozprawy Pana mgr. Macieja Kosifiskiego. Moje uwagi krytyczne zawarte w tresci recenzji pracy
majg w wiekszosci charakter porzadkowy i zapewne Doktorant ustosunkuje sig do
najwazniejszych z nich.

Na zakoriczenie chciatabym zadaé jeszcze cztery pytania, ktére nasunety mi si¢ podczas
czytania pracy:

1. We Wstepie opisujac szacunkowy udziat poszczegélnych rodzin wiruséw w zakazeniach
gérnych drég oddechowych cytuje Pan publikacje ,The Common Cold” opublikowang
przez Lancet w 2003 roku. Czy ta sytuacja nie zmienita si¢/zmieniata si¢ w ostatnich 20
latach? Czy sa jakie$ dane dotyczace badan prowadzonych w tym zakresie w Polsce,
i czy rezultaty odbiegaja od tych notowanych w innych krajach? Zdaje sobie sprawg, ze
éledzit Pan na biezgco literature i raporty o zagrozeniach chorobami zakaznymi. W jaki
sposéb informacje te byly uwzgledniane podczas projektowania testu stuzacego do
detekcji poszczegdinych wiruséw?

2. Podczas opracowywania tej metody podjat sie Pan zastosowania takiego rodzaju
kontroli, ktéra potwierdzitaby prawidtowo$¢ przeprowadzenia wszystkich etapow
badania, poczynajac od izolacji RNA/DNA, optymalnej amplifikacji, tworzenia biblioteki
i samego procesu sekwencjonowania. Zaproponowanym przed Pana genem jest ludzki



gen POTEE, ze wzgledu na jego obecnos¢ w réznorodnych tkankach oraz unikalnos¢ dla
cztowieka. Czy jest jakaé przyczyna dlaczego akurat ten gen zostat wybrany? Czy jest
dostepna referencja dotyczaca tego genu i jego uzycia w powyzszym celu, gdyz budzi
pewng watpliwosci jego zastosowanie, gdyz spotkatam sie z danymi literaturowymi
$wiadczacymi o jego specyficznej ekspresji w tkankach nowotworowych.
Interesowatoby mnie réwniez jaka liczbe sparowanych z referencja odczytéw dla tego
rodzaju genéw , kontrolnych” otrzymuje sie zwykle w badanych prébkach ?

Osobiécie nie mam do$wiadczenia w pracy z ludzkim materiatem, a zdaje sobie sprawe
ile zabezpieczerh wymaga moja praca naukowa i diagnostyczna wykorzystujgca techniki
biologii molekularnej w obszarze weterynarii. Interesuje mnie zagadnienie, jakie
dodatkowe, szczegélne zasady skutecznej prewencji kontaminacji obowigzuja
w laboratoriach zajmujacych sie genetyka ludzka? O pewnym wpftywie zanieczyszczen
mozemy tez méwi¢ w pracy w ,laboratorium suchym”. Czy mozliwy jest zatem wptyw
btedéw sekwencjonowania na interpretacje wyniku badania i jak tego unikngc?

Stworzyt Pan solidne podwaliny dla testu diagnostycznego. Zauwazytam, iz na tym
etapie nie ma jednakowego sposobu opisywania, wyrazania wyniku. Interpretacja
rezultatéw takiego rodzaju badania powinna by¢ w miare prosta i dla zlecajacego
badanie i dla pacjenta, oczywiscie w przysztosci. Kiedy wynik bedzie uznawany za
dodatni, ujemny, watpliwy? Jaki procent pokrycia z sekwencja referencyjng bedzie
wynikiem dodatnim? Jaka ilos¢ otrzymanych odczytéw z sekwencjonowania jest
wtaséciwa? Czy moze myslat Pan jak taki wynik mogtby wygladac np. graficznie?

Podsumowujac stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone
w art.187.1. Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024
poz. 1571). Stanowi ona oryginalne osiagniecie naukowe mgr. Macieja Kosiriskiego, wskazujac
na ogdlng wiedze teoretyczng Doktoranta, a takze Jego umiejetno$¢ prowadzenia pracy

badawczej.

W zwiazku z powyzszym przedstawiam Wysokiej Radzie Dyscypliny Biotechnologia
Uniwersytetu Gdariskiego wniosek o dopuszczenie Pana mgr. Macieja Kosiriskiego do dalszych
etapdw postepowania w przewodzie doktorskim.
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