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Recenzja rozprawy doktorskiej na stopien doktora w dziedzinie
nauk Scislych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne,
mgr Gabrieli Lucyny Brzuski pt.: ,,Rekombinowane czastki
wirusopodobne jako potencjalne antygeny szczepionkowe
przeciwko wirusowi Zika”.

Oceniana rozprawa powstata w Zakltadzie Szczepionek Rekombinowanych
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, dzicki finansowaniu ze S$rodkéw
projektu ,,Szczepionka przeciwko wirusowi Zika - innowacyjne otrzymywanie
(LIDER/1/0031/L-7/15/NCBR/2016)

realizowanego w latach 2017-2021 pod kierownictwem dr hab. Eweliny Krol,

antygenow podjednostkowych”

prof. UG w ramach konkursu LIDER Narodowego Centrum Badan i Rozwoju.

Mimo iz od odkrycia wirusa Zika (ZIKV) mingto juz 75 lat oraz wysitkow
podejmowanych przez wiele zespoldw badawczych, do chwili obecnej nie
dysponujemy skutecznymi narzedziami czynnej prewencji chordéb wigzanych z
zakazeniami tym patogenem. Bioragc pod uwage powyzsze oraz fakt, iz
zakazenia ZIKV moga prowadzi¢ do zaburzen rozwojowych plodow i
noworodkow czy rozwoju zespotu Guillain-Barré¢, uwazam podjete przez

doktorantke¢ ~ badania  nad  otrzymywaniem 1  immunogenno$cia
rekombinowanych czastek wirusopodobnych opartych o modyfikowane biatka
wirusa Zika za ze wszech miar celowe. Ponadto uwazam, ze opracowanie metod
tworzenia czastek wirusopodobnych i okreslenie ich przydatnosci jako
antygendéw stanowi istotny wkiad w zrozumienie interakcji pomiedzy biatkami
wirusowymi a uktadem odpornosciowym gospodarza, a znaczenia tego typu
badan nie mozna przeceni¢ zaréwno ze wzgledow poznawczych jak 1 z

perspektywy zdrowia publicznego.
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Praca ma typowy dla tego typu dysertacji uktad z podziatem na rozdziaty:
Wykaz skrotow, Streszczenie, Wstgp, Cele, Materiaty, Metody, Wyniki i
dyskusja, Wnioski i Referencje obejmujace 309 pozycji. Uzyskane wyniki
przedstawione sg w postaci 40 rycin 1 9 tabel. Poruszanie si¢ po obejmujacym
172 strony opracowaniu utrudniat fakt, ze w spisie tresci niektore rozdzialy
pracy nie zostaly uwzglednione, a numeracja poszczegolnych rozdzialow nie jest

zgodna ze spisem, np.:

* w spisie tresci brak odnos$nika do Streszczenia, ktére w pracy stanowi

rozdziat 2, a w spisie tresci rozdzialem 2 jest Wstep,

» rozdzial Cele w spisie tresci ma nr 3, a w tekscie pracy to rozdziat 5,

nawiasem mowigc rozdziat ten powinien nosic¢ tytut: ,,Zalozenia i cele pracy”.
*  w spisie tresci pomini¢to catkowicie rozdzial Wnioski.

Zasadnicza czg$¢ rozprawy poprzedza obszerne Streszczenie w jezyku
polskim 1 angielskim, ktére w opinii piszacego te stowa mogloby by¢ ujete
bardziej syntetycznie. We Wstepie Doktorantka w sposob przejrzysty, logiczny
i w oparciu o prawidlowo dobrang literatur¢ przedmiotu przeprowadza
czytelnika przez ogoélng charakterystyke wirusa Zika, jego pozycje
systematyczng, przebieg zakazenia i epidemiologi¢ oraz cykl replikacyjny. W
dalszych podrozdziatach Wstepu doktorantka przechodzi do zasadniczych tresci
stanowigcych podstawg teoretyczng swojej dysertacji, a mianowicie
charakteryzuje biatka powierzchniowe prM/M 1 E ze szczegolnym
uwzglednieniem ich udziatu w cyklu replikacyjnym wirusa oraz ich roli w
generowaniu odpowiedzi immunologicznej w zakazeniu ZIKV. Nastepujacy po
tej czeSci podrozdzial 4.1.4. ,Przeglad testowanych technologii
szczepionkowych oraz terapii antywirusowych” w opinii piszacego te stowa jest
niepotrzebnym wtretem w skadinad logicznie skonstruowanym ,,Wstepie” 1 bez
obnizenia poziomu pracy mogtby by¢ pominigty, natomiast zmykajacy Wstep
podrozdziat 4.2. ,,Czastki wirusopodobne” winien stanowi¢ jego zasadnicza

cze$¢ wprowadzajaca czytelnika w ,,Cel” pracy.
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Niestety, rozpoczynajac czytanie tego rozdzialu na str. 16 w pierwszym
akapicie natknglem si¢ na zdanie z powaznym btgdem merytorycznym: > Wirusy
z tej rodziny to wirusy ostonkowe, ktorych genom jest w postaci dodatnio
natadowanego, niesegmentowanego, jednoniciowego RNA (ssRNA (+)) — mam
nadziej¢, ze to tylko brak starannosci i ze Pani Magister wie, iz kwasy
nukleinowe ze wzgledu na reszty fosforanowe sa ujemnie natadowanymi
czasteczkami, a znak ,+” w notacji ss RNA(+) oznacza polarnosé

jednoniciowego RNA, a nie jego tadunek.

Z kolei na stronie 39 autorka pisze: ,,Szczepionka z inaktywowanym
wirusem jest wytwarzana poprzez zabicie zywego wirusa przez wysoka
temperature, substancje chemiczne lub proces fizyczny.”, a na str 40 ,,Zywy-
atenuowany wirus (ang. live-atenuated virus, LAV) Zika powstaje przez delecj¢
fragmentu regionu 3° UTR” — takie sformutowania bedace kalkg z angielskiego
,»live vaccines” 1 w tego typie dysertacji sa dla mnie nie do zaakceptowania, gdyz

wirusy nie sg organizmami zywymi i jako takich zabi¢ ich nie mozna.

Na str. 51 omawiajac oddziatywanie VLPs z ludzkim uktadem
immunologicznym doktorantka byta uprzejma napisa¢ iz: ,,Po internalizacji
VLPs stymulujg dojrzewanie komoérek APC, przez wydzielanie prozapalnych
cytokin, a VLPs moga dalej by¢ procesowane, aby peptydy z nich pochodzace
mogly zosta¢ zaprezentowane na MHC klasy I lub I.” — zdanie to nie oddaje
stanu faktycznego, gdyz epitopy egzogennych antygenow biatkowych nie beda
prezentowane na MHC klasy I, a jedynie na MHC klasy II 1 z tego wzgledu nie
beda rozpoznawane przez limfocyty Tc CD8+. Stad réznica w generowaniu
reakcji immunologicznej migdzy szczepionkami opartymi o wirusy atenuowane
lub kwasy nukleinowe a szczepionkami podjednostkowymi lub z wirusem
inaktywowanym. Mam nadzieje, ze jest to niefortunny skrét myslowy, a nie brak

wiedzy z podstaw immunologii.

Rozdziat ,,Cele” nie budzi zastrzezen merytorycznych. Doktorantka stawia
sobie dwa gltowne cele badawcze, z ktorych kazdy w mojej ocenie mogiby
stanowi¢ zatozenia oddzielnej dysertacji doktorskiej. Pierwszy w zatozeniu miat

okresli¢ wptyw genetycznych modyfikacji biatka E na proces sktadania
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rekombinowanych VLPs oraz systemu ekspresji genéw na produkcje VLPs, ich
antygenowo$¢ oraz immunogenno$¢. Drugi mial w zalozeniu polega¢ na
zaprojektowaniu nowego typu rekombinowanych VLPs w celu zwigkszenia ich
produkcji w systemie komorek ssaczych i oceni¢ ich przydatnos¢ jako antygenu

szczepionkowego przeciwko wirusowi Zika w modelu mysim.

Jako recenzujacy te¢ dysertacje z duzym zadowoleniem stwierdzam, ze cele te

Pani mgr Gabriela Lucyna Brzuska w pelni zrealizowata.

Dwa kolejne rozdzialy, czyli ,,Materiaty” i ,,Metody” wymieniajg bardzo
szczegOtowo wszystkie odczynniki 1 aparatur¢ zastosowang w badaniach oraz
prawidlowo dobrane i powszechnie stosowane techniki i metody badawcze.
Rozdziaty te mogltyby by¢ polaczone w jeden ,Materiat i Metody” 1 mieé
bardziej charakter opisu poszczegolnych eksperymentéw a nie raportu z badan.
W rozdziale Metody brakuje podrozdziatu opisujacego stosowane metody
statystycznego opracowania wynikow. Chcialbym, by w dalszych etapach
postepowania doktorantka wyjasnita, dlaczego do rozdzialu biatek metoda
ultrawirowania zdecydowala si¢ na zastosowanie wirowania w gradiencie
skokowym sacharozy zamiast w gradiencie ciggtym chlorku cezu. Ponadto lekko

razi sformulowanie ,,miareczkowanie” stosowane do okreslania miana wirusow.

Kluczowa cze$¢ ocenianej dysertacji stanowi rozdziat ,,Wyniki i Dyskusja”.
Sadzg, ze ze wzgladu na duzy =zakres podjetych badan 1 zlozonos¢
poszczegbdlnych eksperymentow doktorantka zdecydowata si¢ na dyskutowanie
wynikoéw czastkowych uzyskanych podczas realizacji poszczegdlnych celow
badawczych, co jest dopuszczalne, jednakze piszacemu te slowa brakuje
syntetycznej dyskusji  prezentowanych rezultatéw. Wyniki licznych
eksperymentéw opisane sg w sposob przejrzysty i spdjny w oparciu o 37 rycin i
2 tabele. Na podkreslenie zastuguje fakt, iz wyniki prezentowane na
przejrzystych rycinach zostaty opatrzone szczegdélowymi opisami, stanowigc
logiczng calo$¢, co w mojej ocenie powoduje, ze opis wynikow stanowi najlepiej
napisang cze$¢ rozprawy. Ponadto znacznie utatwia sledzenie toku rozumowania
doktorantki dyskutujacej swoje wyniki. Sposdéb poprowadzenia dyskusji,

formutowane obserwacje, opisy i wyjasnienia zaobserwowanych zjawisk
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swiadcza o dobrym przygotowaniu doktorantki 1 zrozumieniu badanych

zagadnien.

Jak juz wczedniej zaznaczylem, doktorantka zdecydowata si¢ na
dyskutowanie wynikéw czastkowych uzyskanych w poszczegolnych
eksperymentach. Konsekwencjg takiego podejscia jest nieujety w spisie tresci
rozdziat 9. ,,Wnioski,” ktory zawiera 13 punktéw, ktére w istocie sg niczym
innym jak streszczeniem wynikow, a nie wnioskami sensu stricto. Jest to

niestety czesty btad wystepujacy w tego typu opracowaniach.

W opinii piszacego te stowa najistotniejsza, niezaprzeczalng wartoscig
prezentowanych badan o charakterze nowo$ci naukowej jest opracowanie
sytemu ekspresji zaprojektowanych VLPs ZIKV oraz wykazanie, iz w modelu
mysim warto$§¢ neutralizujagca generowanych po prezentacji otrzymanych
czastek wirusopodobnych przeciwciat skierowanych przeciwko wirusowi Zika
jest w istotnym stopniu zalezna od zmian postranslacyjnych budujacych je
biatek, a szczegdlnie O-glikozylacji glikoproteiny E oraz od schematu

podawania rekombinowanych VLPs.

Nalezy podkresli¢ iz prezentowane w recenzowanej rozprawie wyniki sg
rezultatem wielu eksperymentéw, w ktorych adekwatnie stosowano dobrze
udokumentowane w literaturze techniki badawcze: od konstrukcji genow in
silico, poprzez ich syntez¢ 1 transfekcje komorkowa, po mikroskopie
elektronowg 1 badanie immunogennosci otrzymanych czastek wirusopodobnych
w modelu mysim. Z przyczyn oczywistych nie jest mozliwe, by doktorantka
sama zaprojektowata i przeprowadzita tak rozlegty projekt. Ustawa o stopniach
naukowych 1 tytule naukowym okresla, ze rozprawa doktorska powinna
stanowi¢ oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, przedstawia¢ wiedzg
teoretyczng kandydata w danej dyscyplinie naukowej, znajomos$¢ literatury
przedmiotu oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.
Prezentowana rozprawa bezsprzecznie stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego W zwigzku z tym chciatbym by w dalszych etapach
postepowania doktorantka okreslita, ktore eksperymenty przeprowadzita

samodzielnie, jaki byt jej udziat w doswiadczeniach przeprowadzonych w
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zespole badawczym, a ktore wyniki pochodza z badan zleconych innym
o$rodkom. Niestety w rozprawie nie zostalo to okreslone, cho¢ w mojej ocenie
powinno. Prosz¢ réwniez o odniesienie si¢ do pozostatych wyrazonych przeze

mnie uwag.

W zwiazku z tym, Ze otrzymane w prezentowanej pracy wyniki niosg istotne
warto$ci poznawcze, a ich sita oddziatywania przewaza nad niedociagnigciami
redakcyjnymi uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa Pani mgr
Gabrieli Lucyny Brzuski zatytulowana: “Rekombinowane czastki
wirusopodobne jako potencjalne antygeny szczepionkowe przeciwko wirusowi
Zika.” spelnia wymogi okreslone w art. 13 ust. ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595, z pozn. Zm.) oraz art. 179 ustawy z dnia 3 lipca
2018 1. - Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (dz. U. poz. 1669, z pozn. zm.) i wnosz¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny
Nauk Biologicznych Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Gabrieli

Lucyny Brzuski do dalszych etapow postgpowania doktorskiego.
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