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molekularnych”

wykonanej w Zakladzie Szczepionek Rekombinowanych Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. Bogustaw Szewczyk, a promotorem pomocniczym dr
Lukasz Rabalski.

Podstawg formalng wykonania recenzji stanowi pismo Dziekana Miedzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
z dnia 8 lutego 2016 r. (L. dz. MWB/12/2016), powotujace si¢ na uchwate Rady z dnia 13
listopada 2015 r.

Grypa jest ostrg choroba zakazng ludzi i wielu gatunkow zwierzat, wywolywana przez
trzy rozne typy antygenowe wirusa grypy, z ktorych najwazniejszy jest typ A. Ze wzgledu na
istotne znaczenie epidemiologiczne i ekonomiczne choroba ta stanowi ciagle przedmiot
duzego zainteresowania nauki i1 praktyki lekarsko-weterynaryjnej. Wedlug szacunkéw
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) co roku na grype i choroby grypopodobne choruje od
330 min do 1.5 mld ludzi, a umiera od 500 tys. do miliona os6b. W epidemiologii grypy,
oprocz dzikich ptakéw wodnych, ktdre stanowia naturalny rezerwuar wirusow grypy, wazna
rol¢ odgrywajq takze $winie. Zwierzgta te pehnia funkcje ,,biologicznego miksera”, w ktérym
moze dochodzi¢ do mieszania si¢ szczepow ludzkich, ptasich i §wifiskich, a w konsekwencji
do powstawania nowych podtypéw wirusa grypy, czgsto o potencjale pandemicznym.

W diagnostyce laboratoryjnej grypy stosowane sg rézne metody badawcze, poczawszy

od zlotego standardu jakim jest izolacja wirusa na zarodkach kurzych, przez metody



serologiczne, po najnowoczesniejsze metody oparte na technikach biologii molekularnej.
Prawidlowa i szybka identyfikacja wirusa grypy ma priorytetowe znaczenie przy wyborze
whasciwego postepowania leczniczego. Jednakze wigkszo$¢ metod stosowanych w rutynowe;
diagnostyce grypy jest nieskuteczna w wykrywaniu infekeji mieszanych. Z tego tez wzgledu
wybér tematu pracy doktorskiej mgr Krzysztofa Lepka, polegajacy na opracowaniu nowej
metody wykrywania i réznicowania wirusow grypy, opierajacej si¢ na polimorfizmie
konformacyjnym pojedynczych nici DNA w zmiennej temperaturze (MSSCP) nalezy uznac¢
za bardzo trafny i interesujacy zaréwno z naukowego jak i praktycznego punku widzenia.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska rézni si¢ od powszechnie przyjetego
modelu opartego na szczegdlowym opisie doswiadczenia, uwzgledniajacym standardowe
rozdzialy oraz dokumentacj¢ otrzymanych wynikéw. Zamiast tej formy Doktorant
przedstawil, jako podstawe ubiegania si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora, dzieto
stanowiace spojny tematycznie cykl publikacji wieloautorskich ztozony z pracy przegladowej
i oryginalnych prac do$wiadczalnych, opublikowanych w latach 2011-2015 w krajowym 1
zagranicznych czasopismach anglojezycznych znajdujacych si¢ w bazie JCR. W skiad cyklu
wchodza nastepujace publikacje:

I. Praca przegladowa:
1. Beata Pajak and Krzysztof Lepek: Native nucleic acid electrophoresis as an efficient
alternative for genotyping method of influenza virus. Acta Biochimica Polonica 2014,
61, 479-483. (IF=1,153; MNiSW=15)

II. Prace oryginalne:

1. Beata Pajak, Ilona Stefanska, Krzysztof Lepek, Stefan Donevski, Magdalena
Romanowska, Magdalena Szeliga, Lidia B. Brydak, Boguslaw Szewczyk, and
Krzysztof Kucharczyk: Rapid Differentiation of Mixed Influenza A/HINI Virus
Infections with 'Seasonal and Pandemic Variants by Multitemperature Single-Stranded
Conformational Polymorphism Analysis. Journal of Clinical Microbiology 2011, 49,
2216-2221. (IF=4,153; MNiSW=32)

2. Krzysztof Lepek, Beata Pajak, Pawel Siedlecki, Marcin Niemcewicz, Janusz Kocik,
Ho-Sheng Wu, Ji-Rong Yang, Krzysztof Kucharczyk, and Bogustaw Szewczyk:
Genetic diversity of hemagglutinin gene of A(HIN1)pdm09 influenza strains isolated
in Taiwan and its potential impact on HA-neutralizing epitope interaction. Human

Vaccines & Immunotherapeutics 2014, 10, 577-585. (1IF=2,366; MNiSW=25)



3. Krzysztof Lepek, Beata Pajak, Lukasz Rabalski, Kinga Urbaniak, Krzysztof
Kucharczyk, Iwona Markowska-Daniel, and Boguslaw Szewczyk: Analysis of
Coinfections with A/HINI Strain Variants among Pigs in Poland by Multitemperature
Single-Strand Conformational Polymorphism. BioMed Research International 2015,

Article ID 535908. (IF=1,579; MNiSW=20)

Celem pracy bylo opracowanie nowej metody wykrywania, réznicowania i
charakteryzowania szczepéw wirusa grypy, wykorzystujacej roéznice w  sekwencji
nukleotydowej poszczegélnych genéw. Sumaryczny wspotezynnik wptywu wyliczony dla
prac stanowigcych cykl publikacji wynosi IF=9.251, natomiast laczna liczba punktow wedtug
wykazu czasopism Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego to 92. Przedstawione
wskazniki bibliometryczne $wiadcza o wysokiej randze czasopism, w ktérych Doktorant
opublikowal wyniki badan, sa one takze potwierdzeniem wysokiego poziomu naukowego
przeprowadzonych badan. Wszystkie prace sa opracowaniami wieloautorskimi, w dwéch
publikacjach Doktorant jest pierwszym, a w dwéch kolejnych drugim i trzecim autorem.

Opracowanie zawierajace wyzej wymieniony cykl publikacji liczy tacznie 124 strony.
W czgsei opisowej rozprawy doktorskiej, ktora stanowi uzupetnienie cyklu publikacji
Doktorant zawarl wprowadzenie oraz streszczenie w Jezyku polskim 1 angielskim.
Wprowadzenie rozpoczyna si¢ od opisu ortomyksowirusow oraz podziatu taksonomicznego
rodziny Orthomyxoviridae. W podrozdziale tym Autor wyjasnil takze sposdb tworzenia
nazewnictwa wirus6w grypy, z zaznaczeniem roéznic w nazewnictwie izolatow pochodzacych
od czlowieka i zwierzat. Dalej znajduje sie opis budowy morfologicznej, organizacji genomu,
budowy i funkcji biatek wirusowych oraz cyklu zyciowego wirusa grypy typu A. Duza czeg$é
wprowadzenia zajmuje wyjasnienie molekularnego podloza patogenezy zakazenia wirusami
grypy, zwlaszcza sposobu wiazania si¢ szczepéw ludzkich i ptasich z receptorami komorek
gospodarza i jego wplyw na dalsze rozprzestrzenianie sie wiruséw wéréd ludzi i zwierzat.
Kolejnym zagadnieniem szczegdtowo omawianym jest zmienno$é wirusa grypy z
uwzglednieniem zjawisk przesunigcia antygenowego i skoku antygenowego. Istotg
zmiennosci wirusa i zagrozen z tego wynikajacych doskonale obrazuje zamieszczony opis
okolicznosci pojawienia si¢ w Meksyku w 2009 r. nowego pandemicznego szczepu wirusa
grypy A/HINI, ktéry w krotkim czasie rozprzestrzenil si¢ na caly $wiat powodujac
zachorowania i $mier¢ wsrdd ludzi oraz w populacji $win. Cze$é opisowa konczy podrozdziat
dotyczacy profilaktyki, zwalczania i diagnostyki zakazen wirusem grypy. Doktorant

charakteryzuje sposob dziatania ogolnoswiatowego systemu nadzoru i reagowania na infekcje




wirusem grypy, ktorego koordynatorem jest WHO, aktualnie stosowane i bedace w fazie
opracowywania lub badan klinicznych szczepionki i leki przeciwwirusowe oraz metody
diagnostyki laboratoryjnej. Czeéci opisowej rozprawy towarzyszg ryciny, ktére ulatwiaja
czytajacemu $ledzenie i zrozumienie opisywanych zagadnien.

Podsumowujac cze$é opisowq rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze jest to ciekawe
opracowanie, napisane starannie co $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu teoretycznym
Doktoranta oraz o znajomosci aktualnego piémiennictwa z tego zakresu.

Uwagi do tej czgsci rozprawy:

e str. 6 — przebudowy wymaga zdanie: ,,Pojawienie si¢ W roku 2009 nowego szczepu
wirusa grypy typu A zapoczatkowalo trwajaca ponad dwa lata pandemig, ktora tylko

w pierwszym roku byla powodem ponad 60 milionow zachorowan w samych Stanach

Zjednoczonych Ameryki”. Pandemia nie powoduje zachorowan, wywotuje je wirus o
wlasciwoéciach pandemicznych, podczas pandemii mozna odnotowacé/stwierdzi¢
okres$lona liczbg zachorowan

e str. 7 —w zdaniu ,,Wiekszos¢ technik stosowanych w rutynowej diagnostyce...” dodac
~2IYPY”

e str. 9 — zmieni¢ ,,farm” na ,,ferm”

o str. 15 - zmienié ,,wykres” na ,rycina”

o str. 35 — jest ,, w gornych drogach pokarmowych” powinno byé ,,w gornych drogach
oddechowych”

e str. 36 — jest ,,okres inkubacji wirusa..” powinno byc¢ ,,okres inkubacji choroby”

e str. 40 — zmieni¢ ,,powyzsze wydarzenia” na ,,powyzsze przyklady”

Przedstawione uwagi nie umniejszaja wartosci recenzowanej rozprawy i nie maja

wplywu na jej pozytywna i bardzo wysoka oceng.

Analizujac przedstawiony przez Doktoranta spojny tematycznie cykl publikacji
stwierdzam, ze dodatkowa ocena przez recenzenta zamieszczonych prac wydaje si¢ zbgdna.
Kazda z tych prac przed opublikowaniem zostala szczegotowo sprawdzona i oceniona pod
wzgledem wymagaf formalnych stawianych pracom doéwiadczalnym lub przegladowym,
przez redakcje poszczegdlnych czasopism. Dodatkowo poddano je ocenie merytoryczne]
przez co najmniej dwoch niezaleznych recenzentow, ktérzy najczgsciej sa uznanymi
autorytetami w danej dziedzinie wiedzy. Opublikowanie pracy w danym czasopismie

oznacza, ze przeszta ona z pozytywnym wynikiem kazdy z tych etapow. W przypadku



rozprawy doktorskiej majacej posta¢ cyklu publikacji wieloautorskich zadaniem recenzenta,
zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrzeénia
2011 r., jest ocena indywidualnego wkladu kandydata do stopnia naukowego doktora w
powstanie pracy zbiorowej. Zgodnie z przyjetymi zasadami wklad ten powinien by¢
znaczaCy. Z uwagi na zbiorowy charakter zamieszczonych publikacji integralng czescia
dokumentacji jaka przedstawit Doktorant do oceny sg o§wiadczenia wspétautorow okreslajace
indywidualny wktad kazdego z autorow w powstanie poszczegdlnych prac. Analizujac
zalaczone oswiadczenia stwierdzitem, ze udzial Doktoranta byl faktycznie dominujacy i
polegat na opracowaniu koncepcji prac, zaplanowaniu i prowadzeniu badan, opracowaniu i
interpretacji wynikow, zbieraniu pi$miennictwa, pisaniu manuskryptu 1 dokonywaniu korekty
po otrzymaniu recenzji. Udzial promotora polegal na konsultacjach i opiece naukowej,
korekcie prac przed ztozeniem do druku oraz zdobywaniu $rodkow finansowych, a promotora
pomocniczego na prowadzeniu badan oraz interpretacji wynikéw i wyciaganiu wnioskow.
Biorac pod uwage zamieszczone o$wiadczenia wspotautoréw, w opinii recenzenta Doktorant
jest uprawniony do przedstawienia prezentowanego cyklu publikacji Jako podstawy ubiegania
si¢ 0 nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.

Podsumowujac druga cze$¢ rozprawy doktorskiej zawierajaca cykl publikacji
stwierdzam, ze Doktorant opracowal nowa metode diagnostyczna oparta na technice MSSCP,
a nastepnie wykazat jej przydatno$¢ w praktyce wykrywajac i réznicujac zakazenia szczepami
sezonowymi i pandemicznym wirusa grypy typu A u pacjentéw z Polski. Analogiczne
badania przeprowadzone na modelu $wini domowej wykazaly uzyteczno$é metody do
wykrywania mieszanych zakazen wirusem grypy i do réznicowania wariantow wirusa
krazacych w populacji $win. Udowodnit takze, 7e metoda ta moze by¢ z powodzeniem
wykorzystywana réwniez do analizy zmiennosci genetycznej wybranych rejondw genomu
wirusa grypy.

Stwierdzam zatem, ze przedstawiona rozprawa doktorska stanowiaca spojny
tematycznie cykl 4 publikacji pod wspolnym tytutem ,,Diagnostyka szczepow wirusa grypy
przy uzyciu nowych metod molekularnych”, w pelni odpowiada warunkom okre$lonym w
artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003, Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.) oraz zapisom
Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrzesnia 2011 r. w
sprawie szczegblowego trybu i warunkow przeprowadzania czynno$ci w przewodach
doktorskich, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora

(Dz. U. 2011, Nr 204, poz. 1200) i przedstawiam Radzie Miedzyuczelnianego Wydziatu



Biotechnologii Uniwersytetu Gdafiskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o

dopuszczenie mgr Krzysztofa Lepka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczeénie, z uwagi na aktualno$¢ problematyki badawczej ujete] w recenzowanej

rozprawie doktorskiej, opracowanie nowej metody badawczej oraz uzyskanie warto$ciowych

wynikéw badaf wnioskuj¢ o wyrdznienie ocenianej rozprawy doktorskiej stosowna nagroda.
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Putawy, 29.03.2016 r. Prof. dr hab. Jerzy Rolal



