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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Beaty Gromadzkiej zatytutowanej:
»Konstrukcja i zastosowanie czqstek wirusopodobnych (VLPs) do monitorowania i
zapobiegania niektorym infekcjom wywotanym przez wirusy RNA”,
wykonanej pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Bogustawa Szewczyka

Historia szczepionek i szczepien przeciwko bardzo wielu chorobom zakaznym trapigcym
ludzkos¢ jest przyktadem wielkiego tryumfu nauki i myslenia naukowego. Poczatki idei
zastosowania szczepien siegaja XVIII wieku, kiedy to brytyjski doktor i naukowiec Edward Jenner
z powodzeniem zastosowat preparaty zawierajace wirusa ospy krowiej (wirus krowianki), do
zapobiegania infekcjom ospy prawdziwej u ludzi. W chwili obecnej, po prawie 250 latach od tych
badan, szczepienia sa postrzegane jako jedno z najwiekszych osiagnie¢ ludzkosci nie tylko
ostatnich stuleci, ale rowniez zapewnie beda tak postrzegane i w XXI wieku. Jak podaje Swiatowa
Organizacja Zdrowia (WHO - World Health Organization) w chwili obecnej istnieje 25 szczepionek
dostepnych globalnie, a 15 nastepnych jest w koncowej fazie ich opracowania. Szacuje sie, ze
coroczne stosowanie tych szczepionek chroni przed smiercig nawet 100 milionow ludzi.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Beaty Gromadzkiej, wykonana pod
kierunkiem Pana prof. Bogustawa Szewczyka w Zaktadzie Szczepionek Rekombinowanych,
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed w Gdansku podejmuje temat
wykorzystania tzw. czastek wirusopodobnych (ang. - virus-like particles, VLPs) do monitorowania
i zapobiegania zakazeniom powodowanym przez wirusy RNA. Wirusy RNA, czyli takie, ktorych
materiat genetyczny istnieje w postaci kwasu rybonukleinowego, powoduja epidemie ludzi i
zwierzat w skali globalnej. Do wirusow RNA zalicza sie takie niebezpieczne patogeny jak np. wirus
zapalenia watroby typu C (HCV), wirus Ebola, wirus SARS, wirus grypy, wirus HIV powodujacy AIDS,
czy ostatnio najczesciej dyskutowany i badany wirus SARS-CoV-2, ktory byt czynnikiem sprawczym
pandemii COVID-19. Do chwili obecnej tylko dla niektérych choréb powodowanych przez wirusy
RNA udato sie opracowac skuteczne szczepionki i metody leczenia powodowanych przez nie
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chorob. Brak efektywnych szczepionek przeciwko chorobom powodowanym przez wirusy RNA
skutkuje poszukiwaniem nowych, alternatywnych, a przez to takze innowacyjnych, metod
immunizacji zaréwno ludzi jak i zwierzat.

W swojej pracy doktorskiej Doktoranta wykorzystata wspomniane wczesniej czastki
wirusopodobne (VLPs) do monitorowania i zapobiegania zakazeniom powodowanym przez wirusa
grypy typu A, wysokopatogennego szczepu H5N1 (pierwszy model badawczy) oraz wirusa
goraczki krwotocznej krolikow (RHDV) (drugi model badawczy). Temat wykorzystania czastek
wirusopodobnych do opracowywania szczepionek jest innowacyjny i niewatpliwie posiada
bardzo duzy potencjat aplikacyjny. Z tego wzgledu, temat pracy doktorskiej uwazam za
niezwykle istotny i posiadajacy wszystkie walory bardzo dobrych badan naukowych.

Rozprawa doktorska Pani mgr Beaty Gromadzkiej zostata przygotowana w postaci monografii,
w jezyku polskim (praca zawiera rowniez streszczenie w jezyku angielskim) i ma forme
powszechnie stosowang w opracowaniach eksperymentalnych tego rodzaju, to znaczy zawiera
takie rozdziaty jak: Streszczenie, Wstep, Cel pracy, Materiaty, Metody, Wyniki oraz Dyskusje wraz
z Podsumowaniem i Bibliografie. Rozprawa doktorska jest bardzo bogato ilustrowana - zawiera
wiele rycin (ponad 50) i tabel, bardzo dobrze ilustrujacych tekst pracy. Autorka w swojej pracy
przytacza 268 oryginalnych eksperymentalnych i przegladowych prac naukowych, ktore
wykorzystuje do dyskusji otrzymanych przez Nig wynikow eksperymentow. Za bardzo cenng czes¢
pracy uwazam wykaz publikacji i patentow, ktore sg efektem niniejszej rozprawy doktorskiej,
oraz wykaz szkolen i stazy odbytych przez Doktorantke w czasie wykonywania tejze pracy.
Te elementy bardzo dobrze ilustruja naukowa i aplikacyjna waznos¢ badan prowadzonych przez
Pania mgr Beate Gromadzka w ramach Jej pracy doktorskiej.

Szczegotowe omowienie poszczegdlnych czesci rozprawy doktorskiej:
Wykaz stosowanych skrotéw - wykaz skrotow zostat bardzo dobrze przygotowany, jest niezwykle

rozbudowany i zawiera wszystkie skroty stosowane przez Doktorantke w pracy doktorskiej. Taki
wykaz bardzo utatwia Sledzenie tresci pracy i bardzo dobrze, ze znalazt sie na jej poczatku.

Streszczenia w_jezyku polskim i jezyku angielskim - tozsame w formie i tresci, przedstawiaja
gtowne zatozenia pracy, stosowane modele i metody badawcze, otrzymane wyniki oraz ich wptyw
na dalsze badania oraz na rozwoj dyscypliny i dziedziny naukowej. Streszczenia sa bardzo dobrym
wprowadzeniem do pracy doktorskiej i bardzo dobrze ilustruja problem badawczy, ktoérego
rozwigzania podjeta sie Doktorantka.
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Wstep - na 38 stronach wstepu, Doktorantka, z duza biegtoscia, wprowadza czytelnika w
zagadnienia pracy doktorskiej. Kolejno przedstawia takie zagadnienia jak: szczepionki i ich
rodzaje, historie opracowania szczepionek i ich sktad, porownuje tradycyjne preparaty
szczepionkowe i szczepionki oparte na czastkach wirusopodobnych, przedstawia rodzaje czastek
wirusopodobnych oraz metody ich wytwarzania.

e Na stronie 20 rozdziatu Wstep, Autorka podaje, ze jedna z zalet szczepionek
opartych na czastkach wirusopodobnych jest to, ze nie zawieraja one alergenow
(Rysunek 2, zé6tta ramka po lewej stronie). Czy moégtbym prosi¢ Doktorantke o
omowienie pokrotce tego zagadnienia? Z czego wynika brak alergennosci czastek
wirusopodobnych?

W dalszej czesSci Wstepu, Doktorantka przedstawia takze systemy opracowane i
wykorzystywane do produkcji czastek wirusopodobnych. W ostatniej czesci tego rozdziatu zostaty
natomiast bardzo doktadnie opisane i przedstawione dwa modele badawcze: wirus grypy typ A
H5N1 oraz wirus goraczki krwotocznej krolikow (RHDV). Wstep jest wyczerpujacy i szczegotowy.
Zostat napisany jezykiem naukowym. Doktoranta cytuje wiele prac innych autoréw, réowniez
prace najnowsze. Ponadto, Wstep jest bardzo bogato ilustrowany, zawiera liczne schematy i
zdjecia. Elementy ilustracyjne Wstepu zostaty bardzo dobrze przygotowane. Moim zdaniem,
czes¢ Wstepu, poswiecona szczepionkom opartym na czastkach wirusopodobnych, mogtaby zostac
w przysztosci wydana jako krotka publikacja przegladowa w jezyku polskim badz w jezyku
angielskim. Uwazam, ze Pani Beata Gromadzka powinna rozwazy¢ taka mozliwosc
zaprezentowania informacji obecnych w tym rozdziale pracy doktorskiej, szerszej publicznosci.

Cel pracy - zostat zaprezentowany na jednej stronie. Autorka przedstawita cel nadrzedny badan
oraz cele dodatkowe, wyjasnita wybor modeli badawczych do swojej pracy doktorskiej oraz
pokrotce opisata etapy pracy dla kazdego z wybranych modeli badawczych. Cel pracy jest jasno
i klarownie sprecyzowany - przedstawienie celu pracy nie budzi moich zadnych zastrzezen.

Materiaty i Metody - te dwa osobne rozdziaty przedstawiajg bardzo doktadnie wszystkie materiaty
laboratoryjne oraz sprzety wykorzystane w pracy doktorskiej i podobnie, wszystkie metody,
ktorych Autorka uzyta w swojej pracy. Oba rozdziaty sa wyczerpujace - zawieraja bardzo
doktadne opisy procedur razem z odnosnikami do literatury - tak szczegétowe przedstawienie
materiatéw i metod nie budzi watpliwosci, ze eksperymenty wykonane przez Doktorantke
bedzie mozna w przysztosci powtorzyc. Ponadto, liczba metod przedstawionych w pracy
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doktorskiej bardzo jasno uwidacznia ogrom pracy wtozonej przez Autorke w przeprowadzenie
eksperymentdw i analiz.

Wyniki - rozdziat ten jest najbardziej interesujacy, bo prezentuje bardzo doktadnie kolejne etapy
tworzenia czastek wirusopodobnych dla obu modeli badawczych oraz wyniki eksperymentow, w
ktorych opracowane czastki wirusopodobne zostaty wykorzystane do immunizacji odpowiednio kur
(VLPs dla wirusa grypy A H5N1) i krélikow (VLPs dla wirusa RHDV).

W pierwszej czesci, Doktorantka najpierw przedstawia wyniki amplifikacji i charakterystyki
genow kodujacych biatka hemaglutyniny (HA), neuraminidazy (NA) i biatka rdzenia (M1) wirusa
grypy typu A H5N1, pozniej opisata wyniki optymalizacji metody produkcji czastek
wirusopodobnych wirusa grypy typu A oraz kolejne warianty czastek wirusopodobnych, ktére
zawierajg na swojej powierzchni hemaglutyning, hemaglutynine oraz biatko rdzenia M1, a
ostatecznie takze czastki wirusopodobne zawierajace wszystkie trzy biatka (hemaglutynine,
neuroaminidaze i biatko rdzenia M1). Nasuwa sie tutaj nastepujace pytanie:

e Czy zasadne bytoby opracowanie kolejnego konstruktu ekspresyjnego,
zawierajacego razem geny kodujace hemaglutynine i neuroaminidaze? Albo
konstruktu zawierajacego razem geny kodujace biatko rdzenia M1 i
neuroaminidaze? Te warianty ekspresyjne biatek wirusowych nie zostaty
zaplanowane w pracy doktorskiej (zgodnie z Rysunkiem 22 na stronie 94), ale
moze warto bytoby je rowniez rozwazyc?

Kolejnym zagadnieniem opisanym w rozdziale Wyniki byto badanie wtasciwosci
immunogennych otrzymanych wariantow czastek wirusopodobnych wirusa grypy typu A H5N1. W
tym celu Autorka wykonata szereg eksperymentow obrazowania z wykorzystaniem transmisyjnego
mikroskopu elektronowego oraz zaszczepita kury preparatami zawierajacymi rézne warianty
czastek wirusopodobnych (opisane wczesniej) w celu zbadania dynamiki odpowiedzi
immunologicznej u zaszczepionych zwierzat. Analiza otrzymanych wynikdéw pozwolita stwierdzi¢,
ze wszystkie skonstruowane czastki wirusopodobne wirusa grypy typu A H5N1 cechowaty sie
zdolnoscig do indukowania produkcji przeciwciat neutralizujacych, jakkolwiek nie wszystkie
warianty w takim samym stopniu. W eksperymentach z wykorzystaniem czastek wirusopodobnych
i kompletnego/niekompletnego adjuwantu Freunda, Doktorantka wykazata brak statystycznie
istotnie réznic w odpowiedzi immunologicznej miedzy preparatami zawierajacymi tylko czastki
wirusopodobne, a takimi, ktére zawieraty kompletny/niekompletny adjuwant Freunda, co
jednoznacznie wskazuje na wysoka samoistng immunogennos¢ czastek wirusopodobnych. Taka
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wysoka immunogennos$¢ jest dobrym prognostykiem w aplikacji opracowanych czastek
wirusopodobnych jako szczepionek.

Bardzo ciekawymi badaniami sg te poswiecone zanalizowaniu skroconej formy biatka
hemaglutyniny (tzw. HA-stalk) jako uniwersalnego zrddta odpowiedzi immunologicznej przeciwko
réznym typom wirusa grypy. W celu zweryfikowania, czy krétka forma biatka hemaglutyniny bytaby
immunogenna i powodowata powstawanie przeciwciat przeciwko wszystkim typom grypy,
Doktoranta zaprojektowata syntetyczny skrécony gen hemaglutyniny, a poézniej wykonata
eksperymenty transfekcji komorek ssaczych wektorami niosagcymi geny kodujace rézne warianty
biatka HA-stalk. Badania te, w moim odczuciu, wydaja sie by¢ niedokonczone. Z uwagi na
bardzo interesujacy pomyst badawczy oraz obiecujace wyniki wstepne tych prac nasuwa mi sie
tutaj nastepujace pytanie:

e Czy Doktorantka mogtaby zaprezentowac i krotko omoéwic¢ kolejne eksperymenty
poswiecone analizie skroconej formie biatka hemaglutyniny (HA-stalk) i mozliwe
do otrzymania wyniki, tak by jednoznacznie mozna bytoby okresli¢ przydatnos¢
tego biatka jako uniwersalnej szczepionki przeciwko grypie?

Drugim modelem badawczym wykorzystanym przez Doktorantke w Jej pracy doktorskiej byt
wirus goraczki krwotocznej krolikow. W tej czesci pracy Pani Beata Gromadzka zastosowata
podobna metodyke badawcza oraz podobnie, jak we wczesniejszej czesci, opisata otrzymane
wyniki konstruowania i produkcji czastek wirusopodobnych tego wirusa. Wieksza czes¢
podrozdziatu dotyczacego tego zagadnienia jest poswiecona przygotowaniu i optymalizacji
produkcji czastek wirusopodobnych. Najbardziej interesujacymi naukowo sg oczywiscie wyniki
eksperymentow typu ,challenge” w ktorych Doktorantka potwierdzita skutecznosc¢ aplikacji
czastek wirusopodobnych jako szczepionki przeciwko zakazeniom wywotanym wirusem goraczki
krwotocznej krolikow u tych zwierzat. Jak napisano na stronie 122 rozprawy doktorskiej,
wszystkie zwierzeta zaszczepione eksperymentalng szczepionka zawierajaca czastki
wirusopodobne wirusa goraczki krwotocznej krolikow przezyty eksperyment typu
»Challenge”. W tym miejscu nalezy bezwzglednie doceni¢ prace Doktorantki i Jej wyniki. W
czasie pracy doktorskiej udato sie Jej bowiem sformutowa¢ hipoteze badawcza,
przeprowadzi¢ wszystkie potrzebne i wymagane eksperymenty oraz otrzymaé obiecujace
wyniki, a co najwazniejsze takze produkt (szczepionke), mozliwy do zastosowania
komercyjnego w niedtugim czasie. Rzadko zdarza sie, zeby w trakcie pracy doktorskiej udato
sie przejs¢ od pomystu i idei do komercyjnego rozwigzania problemu badawczego - w tym
przypadku to miato miejsce.
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W rozdziale Wyniki, Doktorantka opisata rowniez proby opracowania testow diagnostycznych
z wykorzystaniem czastek wirusopodobnych wirusa goraczki krwotocznej krolikdw. Réowniez te
badania zakonczyty sie sukcesem. Wraz z Panstwowym Instytutem Weterynaryjnym PIB w
Zdunskiej Woli opracowano dwa testy diagnostyczne. Testy te sa wykorzystywane obecnie do
monitorowania wystepowania wirusa krwotocznej goraczki krolikow na terenie Polski. Jest to
kolejny sukces Doktorantki i Jej pracy doktorskiej.

Rozdziat Wyniki konczy sie krotkim podsumowaniem, ktore bardzo dobrze i w sposob
systematyczny przedstawia wszystkie najwazniejsze otrzymane przez Doktorantke wyniki.

Dyskusja - na 14 stronach Autorka dyskutuje wyniki wtasnych badan z dostepnymi danymi
literaturowymi. Ten rozdziat pracy doktorskiej jest, obok rozdziatu Wyniki, najbardziej
interesujacy. Autorka najpierw dyskutuje wyniki dotyczace czastek wirusopodobnych wirusa grypy
typu A H5N1, a nastepnie wyniki otrzymane dla czastek wirusopodobnych wirusa goraczki
krwotocznej krolikow. Dyskusja jest wyczerpujaca, Doktorantka bardzo dobrze rozeznaje sie
w dostepnej literaturze przedmiotu i bardzo umiejetnie konfrontuje wyniki wtasnych badan i
tych opisanych w literaturze. Dyskusja koriczy sie podsumowaniem jeszcze raz prezentujacym
najwazniejsze wyniki i osiggniecia pracy doktorskiej. Podsumowujac, uwazam, ze dyskusja
wynikow zostata przeprowadzona rzetelnie i w sposéb prawidtowy.

Bibliografia - rozdziat zawiera 268 pozycji literaturowych, bardzo dobrze pasujacych do tematyki
pracy doktorskiej. Rozdziat ten zawiera rowniez prace nowe (2021, 2022 rok), co wskazuje, ze
Autorka na biezaco $ledzi literature przedmiotu oraz adekwatnie modyfikuje swoja prace naukowa
analizujac publikacje innych grup badawczych.

Przygotowanie pracy doktorskiej i uwagi edytorskie:

Pod wzgledem przygotowania edytorskiego i graficznego oceniam prace bardzo wysoko. Praca jest
napisana i przygotowana niezwykle starannie, Autorka z biegtoscia postuguje sie jezykiem
naukowym. Liczne i bardzo dobrze graficznie i merytorycznie przygotowane rysunki i schematy
idealnie uzupetniaja tekst pracy doktorskiej. Wystepujace w pracy drobne btedy edytorskie i
sformutowania nieprecyzyjne sa tak mato istotne, ze pozwole je sobie pomina¢ w mojej recenzji,
bo nie wptywaja one na moja bardzo wysoka ocene merytorycznga pracy doktorskiej Pani Beaty
Gromadzkiej.
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Podsumowanie i Wniosek korncowy:

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani mgr Beaty Gromadzkiej stanowi oryginalny
i wazny wktad Autorki w tematyke badan patogennych dla ludzi i zwierzat wirusow RNA a
szczegotowo w tematyke wykorzystania czastek wirusopodobnych jako alternatywnych
szczepionek przeciwko zakazeniom wirusowym.

Przedstawiona praca doktorska zostata poprawnie zaplanowana, przedstawia spojny ciag
myslenia naukowego oraz doprowadzita do istotnych odkry¢ naukowych (opracowanie szczepionki
eksperymentalnej i testow diagnostycznych). Autorka postuzyta sie w pracy doktorskiej roznymi
metodami badawczymi z zakresu wirusologii, biologii molekularnej i mikrobiologii. Co wazne,
przedstawione metody i wyniki jednoznacznie wskazuja, ze Doktorantka opanowata warsztat
laboratoryjny i cechuje sie duza biegtoscia w pracy naukowej. Ponadto, wyniki zaprezentowane
przez Autorke definiuja nowe obszary i problemy badawcze, ktore, dzieki Jej pracy doktorskiej,
moga zostac eksplorowane w przysztosci. Co wiecej, wyniki te sa dostepne dla szerokiego grona
badawczy w postaci eksperymentalnych artykutéw naukowych opublikowanych w jezyku
polskim i angielskim. Wyniki pracy doktorskiej staty sie rowniez podstawa szesciu patentow,
w ktorych Doktorantka jest wspotwynalazca.

Uwazam zatem, ze recenzowana praca doktorska spetnia wszystkie wymogi Ustawy Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 roku (Dz. U. 2018r. poz. 1668, tekst jednolity
Dz. U. z 2023 r. poz 742, 1088, 1234) i dlatego tez wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny
Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Beaty Gromadzkiej do dalszych
etapow postepowania doktorskiego.

Z wyrazami szacunku,
Dr hab. Robert Czajkowski, prof. UG

Gdarisk, 27.08.2023 b d é&»&q
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