@ )
>/ * UNIWERSYTET :
f WARSZAWSKI %
117 %

Wydziat Biologii
Instytut Mikrobiologii, Zaktad Genetyki Bakterii
prof. dr hab. Elzbieta Katarzyna Jagusztyn-Krynicka

e-mail kikryn@biol.uw.edu.pl
Tel. (+48)22 55 41 216

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Barbary Malgorzaty Kalenik ,,Profile transkryptomiczne
sledzion kur immunizowanych szczepionkami przeciwko wirusowi grypy ptakow H5N1”
Promotor — prof. dr hab. Agnieszka Sirko

Promotor pomocniczy — dr Anna Géra-Sochacka

Rozprawa doktorska mgr Barbary M. Kalenik zostata wykonana w Instytucie Biochemii i Biofizyki
Polskiej Akademii Nauk w grupie badawczej kierowanej przez prof. dr hab. Agnieszke Sirko.
Badania byly finansowane przez Ministerstwo Nauki i1 Szkolnictwa Wyzszego ze $rodkow
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka ”Centrum  Biotechnologii  produktow leczniczych. Pakiet innowacyjnych
biofarmaceutykéw dla terapii i profilaktyki ludzi i zwierzat” oraz Narodowe Centrum Badan i
Rozwoju w ramach projektu ”Szczepionka przeciwko grypie- innowacyjne otrzymywanie antygenéw

podjednostkowych” .

Obiektem badan doktorantki byl wirus grypy Al podtyp H5N1 bedacy wirusem z grupy wiruséw
wysoko patogenych (HPAI). Po raz pierwszy izolowano ten szczep w Hong Kongu roku 1997, w
Europie na fermach drobiu rozprzestrzenit si¢ w poczatkowych latach XXI wieku oraz potem po
dziesigciu latach. Jak dotad nie obserwowano transmisji wirusa miedzy ludzmi, przypadki
chorobowe ludzi byty konsekwencja kontaktu z zakazonymi ptakami. Tym niemniej wirus ze
wzgledu na wysoki poziom zmienno$ci genetycznej warunkowanej pomyltkami RNA polimerazy
(przesunigcie antygenowe), procesem reasortacji (skok antygenowy) czy procesami rekombinacji jest
wirusem o wysokim potencjale pandemicznym. Glownie proces reasortacji moze doprowadzi¢ do
zmiany gospodarza i rozwoju pandemii. W $wietle tych danych prace majgce na celu opracowanie

bezpiecznej i skutecznej szczepionki zarowno dla ludzi jak 1 ptakéw uznaj¢ za celowe i uzasadnione.
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Przedstawione w rozprawie doktorskiej analizy profili transkryptomicznych $ledzion kur
immunizowanych badang szczepionkg przeciwko wirusowi grypy H5N1 sg logiczng kontynuacja
prowadzonych wczesniej badan podczas ktorych opracowano prototypy szczepionek, analizowano
ich dziatanie oraz wptyw modyfikacji genetycznych na skuteczno$¢ preparatu. Poréwnywano
poziom odpowiedzi immunologicznej na rézne schematy szczepien (jedna vs dwie dawki
szczepionki, szczepionka DNA vs szczepionka podjednostkowa biatkowa). Obie szczepionki zostaty
skonstruowane w oparciu o antygen HA (hemaglutynina), wysoce immunogenne biatko obecne w
duzej iloéci na powierzchni wirusa i odpowiedzialne za wigzanie z receptorami komorek
eukariotycznych.  Dodatkowo poszukiwano strategii immunizacji umozliwiajacej uzyskanie
krzyzowej odpornosci przeciwko wirusom zawierajacym rozne warianty antygenu HA. Otrzymane
dane (test HI — hemaglutynin inhibition) wskazujace na wyzszy poziom indukowanej odpornosci przy
schemacie szczepienia dwoma dawkami zawierajagcymi rézne preparatami (dawka podstawowa-
szczepionka DNA, dawka przypominajaca - podjednostkowa, biatkowa) w poréwnaniu do
dwukrotnego szczepienia tym samym preparatem byly punktem wyjscia przeprowadzonych analiz.
W prezentowanej rozprawie szczepionka DNA byt plazmid zawierajacy cDNA hemaglutyniny z
wirusa H5N1lizolowanego od tabedzia w Polsce w roku 2006 z zoptymalizowanymi kodonami
dopasowanymi do ekspresji w organizmie kury domowej. Szczepionka biatkowa byla
rekombinowana hemaglutynina produkowana w ekspresyjnym uktadzie drozdzowym - Pichia

pastoris.

Rozprawa mgr Barbary M. Kalenik sktada si¢ z dwu prac oryginalnych opublikowanych w
renomowanych czasopismach: Developmental and Comparative Immunology (IF=3.274) oraz
Virology Journal (IF=2.468) i jednej pracy przegladowej w Virus Research  (IF=2.667).
Przeprowadzenie interdyscyplinarnych badan (przygotowanie preparatow szczepionkowych,
immunizacja kurczat, izolacja RNA z komorek §ledziony, analizy transkryptomiczne metoda
mikromacierzy, opracowanie danych) wymagato wspotpracy naukowcow o réoznych kompetencjach,
tak wigc nie budzi zdziwienia fakt, Zze obie prace oryginalne sg wieloautorskie (odpowiednio siedmiu
i oSmiu autorow), ale w obu doktorantka jest pierwszym autorem. Wszyscy wspoOtautorzy w
odpowiednich o§wiadczeniach w sposob opisowy podali swdj udziat w przygotowaniu publikacji od

strony koncepcyjnej,wykonawczej i edytorskiej. Doktorantka byta gtownie odpowiedzialna za

ul. llji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
tel.: 22 55 41 104, faks: 22 55 41 106
e-mail: dziekan@biol.uw.edu.pl
http://www.biol.uw.edu.pl



analizy czysto$ci preparatu RNA izolowanego ze $ledzion kurczat, analiz¢ wynikéw eksperymentu

mikromacierzowego i przygotowanie publikacji do druku.

Prezentowana rozprawa miata na celu wyjasnienie roznic w mechanizmach indukcji odpowiedzi
immunologicznej w zalezno$ci od rodzaju szczepionki, schematu szczepien oraz rasy kur. Dane
przedstawione w pierwszej publikacji to analiza zmian w ekspresji genow indukowanych przez trzy
schematy szczepien (DNA/biatko; DNA/DNA 1 biatko/bialko). Grupa kontrolna byta immunizowana
pustym plazmidem nie zawierajagcym antygenu a eksperyment wykonano na kurach migsnych Ross
308. Wszystkie zastosowane schematy szczepien skutkowaly zmiang ekspresji genéw w $ledzionie.
Najwyzsza liczbe genéw DEG (differentially expressed genes) zaobserwowano w wypadku
szczepionki biatko/biatko cho¢ uprzednio ta szczepionka w tescie HI wykazywalta najnizsza
skuteczno$¢. Jak thumaczymy zaobserwowang negatywna korelacje ? Ponad 50% gendéw DEG bylo
charakterystycznych dla konkretnego schematu szczepien, co zapewne jest zwigzane z innymi
mechanizmami indukcji odpowiedzi immunologicznej przez szczepionki DNA w poréwnaniu do
szczepionek biatkowych. Geny o najwyzszym poziomie zmiennos$ci byly powigzane z procesami
immunologicznymi.  Przeprowadzono szczegblowa analize szlakow  immunologicznych
zawierajacych geny DEF. Czy z przeprowadzonych analiz mozna wnioskowa¢ w ktorym kierunku
powinny zmierza¢ dalsze proby ,,ulepszenia szczepionki” ? Czy podobne wnioski dotyczace rodzaju
szczepionki 1 schematu szczepien mozna takze ,,rozciggnaé” na szczepienia ludzi?

Druga publikacja to porownanie zmian ekspresji gendéw wywotanych szczepionka DNA (jedna lub
dwie dawki) w zalezno$ci od rasy kurczat. Analizowano dwie rasy kurczat typu niesnego (White
Leghorn WL i Rosa) oraz ras¢ typu migsnego Ross 308 (rasa badana w poprzednich analizach). Nie
jest dla mnie jasne dlaczego kury rasy WL byly o statusie SPF. Podobnie jak w poprzednich
badaniach stwierdzono indukcje humoralnej odpowiedzi immunologicznej oraz zmiany w ekspresji
genéw jako efekt immunizacji dwoma dawkami szczepionki. Liczba genéw DEF byta rozna dla
roznych ras kur przy tym samym schemacie szczepien. Byty wérod nich zaréwno geny wspolne dla
badanych ras ptakow jak 1 geny charakterystyczne dla konkretnej rasy. Wiekszos¢ DEF genow
stanowilty =~ geny  kodujace = biatka o  funkcjach  powigzanych  z  ukladem
neuroendokrynoimmunologicznym. Interesujacy jest wynik wskazujacy na indukcje duzo wigkszej
liczby gendéw kodujacych mikroRNA o funkcjach regulatorowych u kur niesnych. Poznanie zapisu

genetycznego kury domowej a nast¢pnie poréwnania genomow kilku ras niesnych i migsnych przed
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ponad pigtnastu laty udokomentowaty obecnos¢ wielu zmian wprowadzonych do genomow w
procesie udomawiania i ukierunkowanej selekcji pod katem zmian korzystnych dla cztowieka. Wiele
z nich dotyczy funkcjonowania uktadu immunologicznego co tlumaczy zaobserwowane réznice w
profilach transkryptomicznych. Jak doktorantka widzi zastosowanie otrzymanych danych do
ewentualnego podniesienia efektywnosci dziatania szczepionek o czym wspomina w podsumowaniu
badan ?

Poza dwoma artykutami przedstawiona rozprawa zawiera rozdziatl bedgcy wprowadzeniem w
zagadnienia prezentowane w rozprawie, krotkie omowienie poszczegdlnych publikacji oraz
podsumowanie badan. Wprowadzenie w zwigzly sposob przedstawia kilka ré6znorodnych aspektow
zwigzanych z immunizacja kurczat przeciwko grypie zar6wno natury biologicznej (charakterystyka
wirusa grypy, przebiegu zakazenia, odpowiedzi immunologicznej, rodzaje szczepionek jak i
ekonomicznej (koszty ponoszone przez przemyst drobiarski). Zebranie tych danych w krotkiej,
zwigzlej formie nie bylo tatwym przedsiewzigciem. Doktoranta sprostata temu wyzwaniu. Osobiscie
oczekiwatam kilku bardziej szczegdélowych informacji o testowanych lub wprowadzonych juz do
szczepien stad kur szczepionkach DNA.

Jeszcze jedna uwaga edytorska — przy prezentowaniu wynikow badan wysokoprzepustowych
nalezalo do przedstawionej rozprawy dolaczy¢ takze dane z zatacznikow do publikacii.

Publikacja przegladowa przedstawia w zwigzly sposob rézne aspekty funkcjonowania defensyn,
gtéwnie beta defensyny skupiajac si¢ na ich aktywno$ciach immunomodulujacych i potencjalnym
zastosowaniu jako adjuvantu.

Mam kilka pytan n natury ogdlnej:

Jakie sg losy szczepionki skoro w Polsce nie sg stosowane prewencyjne szczepienia stad kurczat
przeciwko grypie?

Jakie byty rezultaty szczepien szczepionkami DNA w innych regionach $wiata np. w Chinach ?

Czy w oparciu o uzyskana wiedz¢ mozna i planowane sg badania dotyczace immunizacji przeciwko
innym chorobom wirusowym kur?

Czy mozna skroci¢ czas immunizacji np. poprzez zastosowania odpowiednich adjuwantoéw co jest
istotne w odniesieniu do kur ras migsnych ?

Czy znane sg badania manipulujace genomem kur przy zastosowaniu np technik CRISPR?Cas w

celu zwiekszenia skuteczno$ci dziatania szczepionek???
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W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa stanowi interesujacy punkt wyjscia do
dalszych badan nad mechanizmami dziatania szczepionek DNA. Uznaj¢ przedstawiong rozprawe
doktorska za warto$ciowq i spetniajgcg wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze do Rady
Naukowej Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN o dopuszczenie mgr Barbary Matgorzaty Kalenik
do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na innowacyjno$¢ badan wnioskuje o

nagrodzenie rozprawy stosowna nagrodg.

Warszawa 21.12.2020

AN
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