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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Beaty Gromadzkiej
pt."Konstrukceja i zastosowanie czastek wirusopodobnych (V LPs) do
monitorowania i zapobiegania niektorym infekcjom wywolywanym przez
wirusy RNA"
wykonanej w Zaktadzie Szczepionek Rekombinowanych Miedzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii UG-GU Med. w Gdansku pod kierunkiem
Prof. dr hab. Bogustawa Szewczyka.

Podstawa wykonania recenzji:
1. Uchwala Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG-GU Med.
2. Praca doktorska mgr Beaty Gromadzkiej
3. Ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki z dnia 14 marca 2003 r, wraz z p6Zniejszymi zmianami (Dz.U.2003,nr 65,
poz.595)

W ostatnich latach pojawiajg si¢ choroby, ktérych czynnikiem etiologicznym sg
wirusy dotychczas nie wystgpujace lub wystepujace w zmienionej formie. Sytuacja
taka grozi powstaniem nowych epidemii lub pandemii. Z tych powodéw prowadzone s
intensywne badania nad uzyskaniem skutecznych biopreparatéw oraz nad
opracowaniem nowych technik diagnostycznych pozwalajacych szybko poznaé nowe
zagrozenia. Nastgpil rozwdj badan nad konstrukcja szczepionek nowej generacji
opartych na DNA, mRNA, rekombinowanych wektorach wirusowych oraz nad

wykorzystaniem biologicznych nanostruktur. Szczepionki te sporzadzone przy uzyciu



czasteczek wirusopodobnych s3 bezpieczne, immunogenne i nie budzg obaw rewersji
do formy zjadliwe;j.

Zainteresowania naukowe mgr Beaty Gromadzkiej dotycza wilasnie mozliwosci
otrzymania i zastosowania czastek wirusopodobnych do opracowania nowoczesnych
szczepionek oraz testow diagnostycznych, Pierwszym modelem badawczym w
ocenianej dysertacji jest wirus grypy ptakow. Jest to bardzo istotny i aktualny wybér
modelu badawczego. Cytujac Prof. R.G.Webstera z St.Jude Children's Research
Hospital, Memphis, Tennessee, USA " grypa nalezy do jednej z ostatniej plag
ludzkosci, ktorych do chwili obecnej nie udato si¢ w petni ujarzmié"

Drugim modelem badawczym mgr Beaty Gromadzkiej byt kaliciwirus kroliczy
bedacy czynnikiem etiologicznym choroby krwotocznej krélikow.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Zakltadzie
Szczepionek Rekombinowanych Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed w Gdansku.
Praca wiernie wpisuje si¢ w dziatalno$¢ naukowa Zakladu, ktory jest uznanym
osrodkiem wiodgcym w tego typu badaniach. O duzej aktualnosci i ogromnym
znaczeniu zaréwno naukowym jak i  praktycznym problematyki badawczej
realizowanej przez ten zesp6t naukowy $wiadczy fakt finansowania badan, w tym
ocenianej dysertacji, w formie grantéw ze $rodkow Narodowego Centrum Badan i
Rozwoju Nauki, Naukowego Centrum Nauki oraz wspolautorstwo w grantach
europejskich. Ponadto badania te zaowocowaty uzyskaniem 6 patentow.

Oceniana rozprawa ma strukture i uklad typowy dla prac doktorskich.
Manuskrypt przedstawionej pracy liczy 162 strony wydruku komputerowego i sktada
si¢ z dziewigciu rozdzialow, stanowigcych typowy uklad dla pracy eksperymentalne;.
Obszerna, ale przejrzysta cze$é rozprawy stanowi material w postaci 55 rycin
wkomponowanych w tekst rozprawy.

Wstep poprzedzono wykazem uzywanych skrétéw pomocnym w ich zrozumieniu
Obszerny wstgp pracy sklada si¢ z 8 podrozdzialéw. Pierwsze poswigcone sg
charakterystyce i klasyfikacji szczepionek, w nastgpnych oméwiono zagadnienia
zwigzane z czgstkami wirusopodobnym (VLPs), ich otrzymywaniem w réznych
systemach, z konstrukcjg preparatéw profilaktycznych oraz mechanizmami
powstawania odpowiedzi immunologicznej po ich wprowadzeniu do organizmu
gospodarza. Nastepnie omowiono rézne zastosowania VLPs.

. Ostatnie podrozdzialy po$wiecone sa oméwieniu i scharakteryzowaniu wiruséw,

ktorym poswigcona jest rozprawa. Autorka w tej czgsci dysertacji szczegélowo



omawia klasyfikacje, budowg, replikacje, molekularne mechanizmy zmiennosci i
gléwne strukturalne biatka wirusa zaréwno wirusa grypy jak i wirusa goraczki
krwotocznej krolikbw. W sposéb jasny, chociaz skrétowy, przedstawiony zostal
charakter zoonotyczny wirusa grypy i zagrozenie pandemia, co sprawia, ze badania
nad otrzymaniem nowych i skutecznych szczepionek przeciwko grypie sa bardzo
istotne i wazne.

Podkresli¢ nalezy staranne opracowanie i przedstawienie w sposéb jasny i zrozumiaty
zagadnien zwigzanych z poruszanymi zagadnieniami. Dodatkowo umiejetne
wkomponowanie ilustracji znacznie ulatwia percepcje tekstu. Taki uklad wstepu
uwazam za prawidlowy i korzystny, poniewaz pierwsze podrozdzialy wstepu
omawiajgce szczegblowo zagadnienia zwigzane z czastkami wirusopodobnymi
doprowadzaja czytelnika do zwrocenia uwagi na mozliwo$é wykorzystania ich do
sporzadzenia preparatéw immunologicznie czynnych i opracowania skutecznych
szczepionek a ostatnie rozdzialy omawiaja modelowe wirusy.

Celem badaf, ktérych wyniki sg prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej,
jest konstrukcja czastek wirusopodobnych i zastosowanie ich do sporzadzenia
szczepionki przeciwko grypie kur i gorgczce krwotocznej krélikéw, a nastgpnie do
opracowania nowoczesnej diagnostyki tych choréb. Cel ten jest nowatorski i w petni
uzasadniony. Do jego realizacji Autorka przemyslata i dobrze zaplanowala badania i
doswiadczenia. Metody stosowane w pracy przedstawiono na 33 stronach. Byly one
adekwatne do zatozonego planu badan, wykonane rzetelnie zgodnie ze sztukg
laboratoryjng, z uzyciem dobrego sprzetu aparaturowego i sg wystarczajace do
osiggnigcia zamierzonych celow badawczych. Nalezy podkreslié, ze oprocz
zaawansowanych technik biologii molekularnej Doktorantka stosowata procedury
zwigzane ze szczepieniami i oceng szczepien zwierzat.

Nastepna cze$¢ pracy "Wyniki" zostala opracowana na 32 stronach i jest
wzbogacona wieloma rycinami umozliwiajacym latwiejsze zrozumienie tekstu. Dla
przejrzystosci omawiane wyniki zostaly pogrupowane w podrozdziaty. Kazdy
podrozdzial przedstawia osobne doswiadczenie. Omawiajac ten rozdziat dysertacji
nalezy podkresli¢, e podjete cele pracy zostaty zrealizowane, a mianowicie:

- dokonano pelnej charakterystyki molekularnej polskiego szczepu terenowego

H5N1 wirusa grypy, wyizolowanego od ptakéw podczas epizootii w 2006r. ,



- uzyskano biatka HA, NA, M1 oraz skrocong form¢ nézki hemaglutyniny-HA stalk
wirusa grypy typu H5N1 w systemie bakulowirusowym i skonstruowano podwdjne i
potréjne rekombinanty,
- uzyskano w komoérkach owadzich trzy typy czastek wirusopodobnych zawierajgce
badane biatka strukturalne wirusa grypy H5N1

- otrzymane czastki wirusopodobne zawierajgce badane biatka strukturalne wirusa
grypy posiadaty zdolnosci do indukcji przeciwciat u ptakéw poddanych szczepieniom.
- uzyskano hemaglutyning pozbawiong czgsci zmiennej tzw. glowki i wykorzystano
ja do otrzymania uniwersalnego antygenu. Te wyniki uwazam za szczegdlnie
wartosciowe.
- opracowano testy diagnostyczne z wykorzystaniem czgstek wirusopodobnych

- wykonano charakterystyke molekularng dwoch szczepéw wirusa RHD o
odmiennym fenotypie,

- otrzymano czastki wirusopodobne i uzyto je jako immunogenng szczepionke
przeciwko RHD u krélikéw 1 do testow diagnostycznych

Nalezy podkresli¢, ze otrzymane wyniki majg znaczenie naukowe i praktyczne. Do
istotnych osiggnie¢ Doktorantki zaliczam uzyskanie preparatéw opartych na czgstkach
wirusopodobnych otrzymanych w wyniku ekspresji genéw kodujgcych biatka
strukturalne wirusa grypy HA, NA, MI, a nastepnie wykazanie in vivo ich
wlasciwosci immunogennych..

Dyskusja ( rozdziat liczacy 21 stron) napisana jest poprawnie, Doktorantka
konfrontuje wyniki swoich badan z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw.
Autorka podzielita ja na dwie czgsci, w pierwszej oméwiono zagadnienia zwigzane z
wirusem grypy H5N1, w drugiej z wirusem goraczki krwotocznej krolikow. Rozdziat
ten dla doktorantéow zwykle stanowi najtrudniejsza do napisania cze$¢ rozprawy.
Dyskusja ma kilka watké6w i niestety robi chwilami wrazenie chaotyczne;j.
Doktorantka przeanalizowala wyniki wlasne z danymi przedstawionymi przez innych
autordw, co pozwala na tle najnowszej literatury $ledzi¢ rozwdj badan nad
nanostrukturami, ktére s adekwatne do badan zaprezentowanych przez Autorke.

Dodatkowo, po szczegdlowej analizie Doktorantka nakreslita zarys przysziych
badan, ktére pozwolg na dalsza kontynuacje tej tematyki badawczej.

W mojej opinii rozprawa doktorska mgr Beaty Gromadzkiej stanowi wartosciowe

opracowanie naukowe dotyczace aktualnych zagadnien, a zastosowanie przez

Doktorantke¢ réznorodnych, nowoczesnych metod badawczych s$wiadczy o Jej



wszechstronnym przygotowaniu do prowadzenia tego typu badan. Praca bez watpienia
zawiera elementy postgpu W sposobie przygotowania szczepionek i antygenéw
diagnostycznych i odpowiada wymogom naukowym stawianym rozprawom
doktorskim.
Jednakze z obowigzku recenzenta pragne zwrdcié uwage na pewne
niedociagnigcia:
* Zauwazono wystgpowanie bledow edycyjnych. Praca jest pieknie oprawiona,
z pogladowym rysunkiem informujagcym o istocie pracy. Tytul na okladce
brzmi: "Konstrukcja i zastosowanie czgstek wirusopodobnych (VLPs) do

monitorowania i zapobiegania niektorych infekcji wiruséw RNA" Natomiast

na stronie tytulowej jest podany w prawidlowej formie: "Konstrukcja i

zastosowanie  czgstek wirusopodobnych (VLPs) do monitorowania i

zapobiegania niektérym infekcjom wywolywanym przez wirusy RNA".

e Tytul "obiecuje" badania nad kilkoma wirusami RNA, prace wykonano w
oparciu o dwa wirusy: wirus grypy i wirus goraczki krwotocznej krolikow.
Moim zdanie lepiej byloby uscisli¢ i zatytuowaé "Konstrukcja i zastosowanie
czgstek wirusopodobnych (VLPs) do monitorowania i zapobiegania infekcjom
wywolywanym przez wirus grypy ptakéw i wirus gorqczki krwotocznej
krolikéw. "

® W "Streszczeniu " umieszczonym na poczatku pracy zbedne jest umieszczenie
opisdw ogoélnych i komentarzy uzasadniajacych wykonane badania.
Korzystniej byloby ograniczy¢ si¢ tylko do przedstawienia streszczenia
wynikow swoich badan wynikajacych z przeprowadzonych doswiadczen.

* Doktorantka opisujgc badania lub je komentujgc czasami uzywa 1. osoby l.p.,.
zamiast formy bezosobowej. Np. w rozdziale "Metody" str.67: "opisana
metoda namnazania wirusa grypy typu A wykonana zostata przeze mnie w
referencyjnym laboratorium w PIWet w Pulawach, w Zakladzie Choréb
Drobiu, w ktorym odbylam szkolenie z metody ....", str.137: "postanowitam
przeprowadzi¢ doswiadczenie majqce na celu" , "w toku badar zadalam sobie
pytanie ... " na nastgpnych stronach pracy réwniez zdarzaja sie podobne
sformutowania, dlatego juz nie wymieniam numeréw tych stron

* W rozdziale "Metody" 6.9. Szczepienia kur:. Doktorantka uzywa nazwy

pisklak. kurczak, brojler, kura. Nalezaloby to ujednolicié. Nastepnie "Krew do



analizy pobierano w 22, 49, 56 oraz 63 dniu zycia kur." Zwykle podaje si¢ w
jakich terminach po immunizacji zostala pobrana krew od szczepionych
ptakéw i zostalo wykonane badanie tzn. ile dni uplynelo od momentu
szczepienia do badania poziomu przeciwcial. Doktorantka wprawdzie podaje
te terminy w nastgpnych zdaniach, ale nie thumaczy dlaczego dobrano takie
terminy, czym si¢ kierowano i dlaczego wykonano drugie szczepienie? Czy
byla prowadzona obserwacja kliniczna i po ukoficzeniu doswiadczenia
przeprowadzono np. badanie anatomo-patologiczne szczepionych ptakow
(badanie na nieszkodliwos¢ preparatu)?

"

e W rozdziale "Dyskusja"str.135 Doktorantka podaje Doswiadczenia
wykonywane na kurach wolnych od patogendw sq o wiele prostsze do
wykonania” . Zwracam uwagg, ze zabieg szczepienia czy pobierania krwi od
kur SPF czy kur komercyjnych jest wykonywany w taki sam sposéb. Stopien
trudnodei jest taki sam. Kury SPF uzywane sa do do$wiadczeh w celu
eliminacji mozliwodci interakcji pomiedzy réznymi patogenami, co moze
maskowa¢ prawdziwy obraz przebiegu infekcji lub szczepienia, a takze
dynamike narastania przeciwcial.

* W "Dyskusji" zbyt czesto znajdujg sie fragmenty, opisujgce sposob wykonania
doswiadczenia. Sa one umieszczone w rozdziale "Metody"

* Zauwazono réwniez w innych rozdziatach powtarzanie tych samych informacji
Wskazana by byta solidna korekta. Praca zyskalaby na przejrzystoscei .

Jednakze, pomimo powyzszych uwag, moja ocena pracy pozostaje pozytywna. Szkoda, ze nie

dokonano starannej korekty pracy, przez co praca traci. Jednakze wymienione przeze mnie

uwagi nie maja charakteru merytorycznego. Zalozenia pracy, dobrze dobrana metodyka i

szeroki zakres badan $wiadcza o bardzo dobrym przygotowaniu warsztatowym Doktorantki.

Recenzowana rozprawa dostarcza wiele interesujgcych i warto$ciowych wynikéw o

charakterze poznawczym i aplikacyjnym. Praca zawiera elementy nowatorskie, a na uwage

zastuguje ogrom wlozonej pracy w realizacje wszystkich zadan, obszerna wiedza i

umiejetnosé postugiwania sie nia.

Reasumujgc, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Beaty Gromadzkiej pt."Konstrukcja
1 zastosowanie czgstek wirusopodobnych (V LPs) do monitorowania i zapobiegania niektérym
infekcjom wywolywanym przez wirusy RNA" spelnia warunki okre$lone w obowigzujace;

»Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie



sztuki" (Dz. U. Nr 65, poz. 595, art. 13 z pézn. zm.) z dnia 14 marca 2003 roku stawiane
rozprawom doktorskim oraz Ustawie z dn. 20 lipca 2018r (Dz.U.2018, poz.1668 Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce). Wnioskuj¢ wiec do Rady Dyscypliny Biotechnologia
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Beaty Gromadzkiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego i o nadanie Jej stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk

Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie naukowej biotechnologia.
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