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Prof. dr hab. Alina Wieliczko

Wydziat Medycyny Weterynaryjnej

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Barbary Matgorzaty Kalenik
pt.: ,Profile transkryptomiczne $ledzion kur immunizowanych szczepionkami przeciwko
wirusowi grypy ptakow H5N1” wykonanej w Instytucie Biochemii i Biofizyki Polskiej
Akademii Nauk w Warszawie pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Agnieszki Sirko oraz dr

Anny Gora- Sochackiej.

Podstawg formalng wykonania recenzji stanowi pismo Dyrektora Instytutu Biochemii
i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie, prof. dr hab. Jarostawa Poznanskiego,

z dnia 5 listopada 2020 r. (RN/SPD-12-710/2020).

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi spojny tematycznie cykl
trzech publikacji poprzedzony syntetycznym opracowaniem przeprowadzonych badan.
Zgodnie z Ustawgq z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki, art. 13 ust. 2 i 4 (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi
zmianami) cykl ten moze by¢ podstawa do ubiegania si¢ o nadanie stopnia naukowego
doktora.

Publikacje stanowiace podstawe rozprawy doktorskiej stanowiag monotematyczny
cykl badan i dotyczg poréwnania profili transkryptomicznych $ledzion kur typu miesnego i
niesnego immunizowanych réznymi rodzajami szczepionek nowej generacji przeciwko grypie
ptakéw. Badania realizowane byty w ramach dwéch projektédw finansowanych przez: MNiSW
ze Srodkdw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka ,,Centrum Biotechnologii Produktéw Leczniczych.

Pakiet innowacyjnych biofarmaceutykéw dla terapii i profilaktyki ludzi i zwierzat (WND-
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POIG.01.01.02-00-007/08) oraz przez NCBiR w ramach projektu ,Szczepionka przeciwko
grypie- innowacyjne otrzymywanie antygendw podjednostkowych” (PBS2/A7/14/2014).

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej w formie cyklu publikacji,
Doktorantka zachowata podstawowe elementy dysertacji. Opracowanie liczy 45 stron i
sktada sie nastgpujgcych rozdziatéw: Indeks skrétéw, Streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, Wstep, Zatozenia i cel pracy, Opis wynikéw, Podsumowanie oraz Bibliografia.
Ponadto opracowanie zawiera Zataczniki - publikacje stanowigce podstawe rozprawy
doktorskiej oraz oswiadczenia wspétautorow.

We wstepie, liczacym 18 stron, podzielonym na podrozdziaty, Doktorantka w sposéb
czytelny przedstawita aktualne informacje dotyczace wirusa grypy, w tym szczegdlnie
klasyfikacje wiruséw grypy oraz zjawiska bedace przyczyng zmiennoéci genetycznej wiruséw
grypy. Podkreélita przy tym fakt, ze w przypadku wiruséw RNA btedy polimerazy RNA,
reasortacja segmentdw genomoéw oraz rekombinacje genetyczne to procesy skutkujgce
powstawaniem nowych szczepéw/wariantéw wirusa o odmiennej wirulencji. Sytuacje taka
obserwujemy w odniesieniu do wiruséw grypy ptakéw, choroby, ktéra od wielu lat stanowi
powazny problem ekonomiczny w wielkotowarowej produkcji drobiu a takie problem
epidemiczny. Zréznicowany przebieg zakazenia u ptakéw, od tagodnego (przyczyna sa nisko
patogenne szczepy wirusa grypy) az do bardzo ostrego z wysokg $miertelnoscig ptakow
(szczepy wysoce patogenne wirusa), transmisja miedzygatunkowa wiruséw grypy ptakéw na
wiele innych gospodarzy (zaréwno zwierzat gospodarskich jak tez dzikich), obecno$¢ i
przezywalnosé wiruséw w Srodowisku oraz potwierdzony zoonotyczny charakter niektérych
podtypow wirusa grypy ptakéw - to realne podstawy do obaw pojawienia sie kolejnych
pandemii. Nastepne, istotne zagadnienia omdwione we wstepie s3 $cisle powigzane z
tematyka badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej. Doktorantka omawia role
immunizacji ptakow jako jeden z istotnych elementéw w programie kontroli grypy ptakéw,
charakteryzuje szczepionki przeciwko grypie ptakéw, te tradycyjne oraz nowej generacji — a
wigc atenuowane szczepionki delecyjne, rekombinowane szczepionki wektorowe,
szczepionki znakowane, inaktywowane szczepionki podjednostkowe i szczepionki DNA. W tej
czgsci wstepu oméwione zostaty réwniez metody monitorowania skutecznoéci szczepieri na

grypg, w tym metody z uzyciem mikromacierzy i sekwencjonowania nowej generacji
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pozwalajace na zrozumienie skomplikowanych zaleznosci genetycznych i interakcji miedzy
wirusem a gospodarzem.
Za najbardziej ciekawy rozdziat wstepu moina uznaé fragment; w ktérym Autorka
syntetycznie przedstawia przeglad literatury na temat wykorzystania kury domowe;j jako
modelowego organizmu do badari nad grypg ptakéw. Od 2004 r., od kiedy opublikowano
sekwencje genomu kury (a byt to pierwszy zsekwencjonowany genom zwierzecia
hodowlanego) prowadzi sie wiele badari genetycznych na modelu kurzym.W rozdziale tym
Doktorantka przybliza dotychczasowa wiedze na temat odpowiedzi immunologicznej kur na
zakazenie wirusem grypy oraz role $ledziony w uktadzie odpornosciowym.
W mojej ocenie wstep jest zwiezta i starannie skomponowana czescig pracy, dobrze
wprowadzajjcy czytajgcego w catosé zagadnien bedacych przedmiotem badan Doktorantki.
W rozdziale Zatozenia i cel pracy Doktorantka przyjeta pie¢ zatozer badawczych, z
ktorych najistotniejsze dotycza oceny profili transkryptomicznych $ledzion ptakéw
immunizowanych réznymi szczepionkami przeciwko wirusowi grypy ptakéw. $ledziona to
narzad zawierajacy komérki uktadu odpornosciowego, ktory reaguje zmianami
proteomicznymi i transkryptomicznymi na podane antygeny szczepionkowe. Cele badawcze,
jakie nakredlita Doktorantka byty z pewnoscig warte aby je zrealizowaé, zaréwno w aspekcie
naukowym i co bardzo istotne, réwniez praktycznym w $wietle probleméw jakie napotyka
swiatowa produkcja drobiu w ograniczaniu strat spowodowanych przez zakazenie wirusem
grypy ptakow. Uzyskane wyniki z tego obszaru moga przyczyni¢ sie do optymalizacji
preparatow szczepionkowych, w tym polepszenia ich skutecznosci i bezpieczerstwa
Zatozenia i cele pracy zostaty zrealizowane w badaniach eksperymentalnych a wyniki
przedstawiono w dwdch publikacjach oryginalnych oraz jednej pracy przegladowe;j.
Wszystkie te prace (wykaz ponizej) zostaly opublikowane w latach 2018-2020, w
czasopismach znajdujacych sig na liscie czasopism punktowanych przez MNiSW. Sumaryczny
wspotczynnik wptywu (IF) wyliczony dla tych prac wynosi 8.409.
Rozprawe stanowia nastepujace publikacje:
Prace oryginalne:

1. Kalenik BM, Géra-Sochacka A, Stachyra A, Pietrzak M, Kopera E, Fogtman A, Sirko A.:
Transcriptional response to a prime/boost vaccination of chickens with three vaccine
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variants based on HA DNA and Pichia-produced HA protein. Dev Comp Immunol.
2018. doi: 10.1016/j.dci.2018.07.001

2. Kalenik BM, Géra-Sochacka A, Stachyra A, Olszewska-Tomczyk M, Fogtman A,
Sawicka R, Smietanka K, Sirko A.: Response to a DNA vaccine against the H5N1 virus
depending on the chicken line and number of doses. Virol J. 2020. doi:
10.1186/s12985-020-01335-9.

Praca przeglagdowa:
1. Kalenik BM, Géra-Sochacka A, Sirko A.: B-defensins - Underestimated peptides in
influenza combat. Virus Res. 2018. doi: 10.1016/j.virusres.2018.01.008.

We wszystkich pracach mgr Barbara Matgorzata Kalenik jest pierwszym autorem z wiodacym
wktadem w realizacje eksperymentéw wilasnych badan, analize wynikéw badan,
przygotowaniem tabel, rycin, publikacji a takie odpowiedzi dla recenzentéw na etapie
procedowania publikacji. Ponadto, wiodaca rola Doktorantki w kazdej z publikacji zostata
potwierdzona w zataczonych o$wiadczeniach wspoétautoréw.

W rozdziale Opis wynikéw Doktorantka w syntetyczny sposéb przedstawita wyniki
badan zaprezentowane obszernie w publikacjach bgdacych podstawa rozprawy doktorskie;.
Podkresli¢ nalezy, ze prace te dotyczace oceny zmian transkryptomu kur immunizowanych
réznymi wariantami szczepionki opartej na hemaglutyninie wirusa grypy ptakéw oraz
uwzgledniajace odpowiedzi réinych ras/typéw kur szczepionych szczepionkami nowej
generacji naleza do nielicznych z jakimi mozemy si¢ spotkaé w literaturze $wiatowej.
Najczesciej miarg oceny skutecznosci podanej szczepionki jest okreslenie poziomu swoistych
przeciwciat poszczepiennych, okreslanych w tescie ELISA lub HI. Natomiast, dzieki
zastosowaniu  w badaniach nowoczesnych technik badawczych z wykorzystaniem
mikromacierzy firmy Affymetrix Doktorantka mogta oznaczyé w $éledzionach kur szczepionych
i przeanalizowac ekspresje gendw oraz okresli¢ profile transkryptomiczne $éledzion. Najwiecej
genow o zmienionym poziomie ekspresji zaobserwowano w grupie Biatko/biatko, najmniej w
grupie DNA/biatko. Ponadto, w grupie genéw najsilniej indukowanych przez szczepienie
zidentyfikowano geny kodujace ptasie B-defensyny, krétkie polipeptydy o wtasciwoéciach
przeciwdrobnoustrojowych.

Kolejna publikacja to przedstawienie wynikéw odpowiedzi immunologicznej kur réznych ras i

typow uzytkowych, immunizowanych jedno- lub dwukrotnie szczepionka DNA oparta na
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hemaglutyninie wirusa grypy ptakéw. Autorka podkresla, ze zmiane ekspresji kilkudziesieciu-
kilkuset genéw w $ledzionach kur stwierdzano w kazdej grupie immunizowanych ptakéw,
niezaleznie od sposobu immunizacji i typu produkcyjnego kur. Geny kodujace biatka
funkcjonalne powigzane z uktadem neuroendokrynoimmunologicznym stanowity 22-45%,
natomiast najwigksze liczby genéw o zmienionej ekspresji (DEGs) jak tez najwieksze
zréznicowanie poziomu ekspresji zaobserwowano u kur typu miesnego. Natomiast u kur
typu niesnego stwierdzono wiekszy niz kur typu miesnego odsetek niekodujacych RNA wéréd
gendéw o zmienionym poziomie ekspresji po szczepieniu. Ponadto zaobserwowano bardzo
silng negatywna korelacje miedzy liczbg genéw o zmienionym poziomie ekspresji oraz
roznicami poziomu ekspresji a mianem hamowania hemaglutynacji (HI). Wyniki takie, jak
wskazuje sama Autorka w celu lepszego zrozumienia i prawidtowe] interpretacji wymagaja
dalszych badan.

Praca przeglagdowa stanowi wartosciowe uzupetnienie informacji na temat aktywnosci
przeciwgrypowej B-defensyn. B-defensyny stanowig wazny, cho¢ stosunkowo mato poznany
czynnik odpowiedzi immunologicznej nieswoistej. B-defensyny moga w przysztosci stanowié¢
/by¢ dodatkiem w szczepionkach DNA lub podjednostkowych w charakterze adiuwantu.
Powinno sie kontynuowaé badania w tym kierunku.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan eksperymentalnych Doktorantka w
podsumowaniu podkresla, ze metody umozliwiajace tworzenie profili transkryptomicznych
charakteryzuja zmiany powodowane przez podanie szczepionki dogtebniej niz analizy
serologiczne czy cytometryczne. Ponadto poznanie i zrozumienie sieci zaleznosci odpowiedzi
immunologicznej w zaleznosci od rodzaju podanej szczepionki, rasy/typu uzytkowego kur czy
tez liczby immunizacji moze by¢ kluczem do tworzenia efektywniejszych i bezpieczniejszych
szczepionek.

Ostatni rozdziat zatytutowany Bibliografia zawiera 10 stron odpowiednio dobranego
piSmiennictwa, wskazujagcego na umiejgtnos¢ wyboru materiatéw  Zrédtowych
wykorzystanych do planowania badari, analizy wynikéw oraz dyskusji. To tez wyraz
dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Reasumujac, podstawa recenzowanej rozprawy doktorskiej s3 wymienione powyiej

trzy artykuty, w tym dwa z wynikami prac eksperymentalnych i jedna praca przegladowa,

opublikowane w znaczacych czasopismach o naukowych. Oznacza to, ze wczeéniej zostaty
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poddane wnikliwym recenzjom. Integralng czes¢ rozprawy stanowia réwniez oéwiadczenia
wspotautorow.

Tak wigc moje nieliczne uwagi, ktére nasunety mi sie podczas czytania recenzowane;j
rozprawy doktorskiej generalnie dotycza treéci przedstawionego opracowania
przeprowadzonych badan.
| tak we wstepie:

* podrozdziat 2.2, str. 15 Doktorantka pisze: transmisja miedzygatunkowa grypy
ptakow — wiasciwie: transmisja miedzygatunkowa wiruséw grypy ptakéw;

® podrozdziat 3, str. 20: - przeciwciata odmadczyne — witadciwie: przeciwciata
matczyne; szczepienie kurczakéw- szczepienie kurczat; str. 21: szczepionki
wektorowe przeciwko zakainym wirusie zapalenia krtani i tchawicy — wtadciwie:
szczepionki wektorowe - np. przeciwko zakaznemu zapaleniu krtani i tchawicy kur;

® podrozdziat 4.1, str. 26 oraz str. 32: w tescie inhibicji hemaglutynacji — wtaéciwie: w

tescie hamowania hemaglutynacji; 4.2 — str. 27: obecnoéé torebki Fabrycjusza —
obecnos¢ bursy Fabrycjusza

W rozdziale ,Zatozenia i cel pracy” w moim odczuciu z pierwszego celu mozna émiato
zrezygnowac, tym bardziej, ze nie mamy ,,Choréb weterynaryjnych”.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji dysertacja zostata
przygotowana bardzo starannie i nie sposéb doszukaé sie w niej btedéw edytorskich.
Praca zostata dobrze zaplanowana, wykonana z zastosowaniem nowoczesnych technik
diagnostycznych, we wspétpracy z osrodkiem naukowym, w ktérym mozliwe byly do
wykonania eksperymenty na modelu kury. Otrzymane wyniki sg bardzo interesujgce i
wnoszg nowe wartosci poznawcze i aplikacyjne do obecnego stanu wiedzy na temat
szczepionek nowej generacji przeciwko grypie ptakéw.

Drobne uwagi majg charakter porzadkowy i dyskusyjny bez wptywu na wysokg ocene pracy.

Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska Pani mgr Barbary Matgorzaty Kalenik pt.: ,Profile
transkryptomiczne sledzion kur immunizowanych szczepionkami przeciwko wirusowi grypy
ptakow H5N1” odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz

warunkom okreslonym w § 6 Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyiszego z dnia
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26 wrzednia 2016 r. w sprawie szczegétowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci
w przewodach doktorskich, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie
tytutu profesora, dlatego przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Biochemii i
Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr Barbary

Matgorzaty Kalenik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

/1 /

S Jipcl ctbho
Wroctaw, 18 grudnia 2020 r. prof. dr hab’ Alina Wieliczko
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