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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr Anny Marzec-Guziel
pt. ,Wptyw inhibitorow TNF4, IL-6 i MAPKs na przeywalnas¢ oraz przebieg proceséw

zapalnych u myszy zakanych wirusem \écieklizny.”

Ocerr pracy, wykonanej w Zakiladzie Wirusologii Mm&wvowego Instytutu
Weterynaryjnego - Ratwowego Instytutu Badawczego w Putawach pod kieeim
promotora dr. hab. Marcina Smreczaka i promotoragumiczego dr in Anny Ortowskiej,
dokonano na zlecenie Rady Naukowej PIWet-PIB zgodnichwad z dnia 27.04.2016 roku,
na podstawie materiatdbw przekazanych przez Przewnghego Komisji Doktorskiej prof.
dr. hab. Dariusza Bednarka (nr pisma BRN-410/8/18)

Wicieklizna ¢abies, lyssa), choroba wirusowa znana od kilku tysy lat, nadal powoduje
rocznie okoto 60 tyscy zgondw, z czego prawie potevstanows dzieci, w ponad 150
panstwach gtownie Azji i Afryki. W zdecydowanej wkszaci przypadkow do zakania
dochodzi po pogryzieniu przez psadskluczowym czynnikiem zapobiegaym szerzeniu
sie tej choroby g szczepienia zwiegt oraz przed- i poekspozycyjna ochrona ludzi. Wedtu
danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) z 2017 roku tychtasnie szczepie
wykonywanych jest okoto 15 milionéw rocznie. Pod spigjami WHO, Swiatowej
Organizacji Zdrowia Zwiergt (OIE), Organizacji Narodéw Zjednoczonych ds. Ajyienia
i Rolnictwa (FAO) orazSwiatowego Sojuszu na rzecz Kontroli $éieklizny (GARC)
powstata organizacja "Zjednoczeni przecidcigkliznie", ktora za cel dziatania postawita do
2030 roku stworzenie wspolnej strategii ppswania i wyeliminowania przypadkow
smiertelnych tej choroby.

Poniewa okres inkubacji choroby u zwiegtz trwa od kilku dni do ponad 7 lat,

a wscieklizna mae przybierd rézne postaci i wyspowa z r&znym natzeniem objawow,



dlatego wg zalede Gtownego Inspektoratu Weterynarii ,naje bezwzgtdnie unika
kontaktu z podejrzanym zwier@em i nie dotykd zwiok zwierat podejrzanych”.
Postpowanie Inspekcji Weterynaryjnej w przypadku podepia lub stwierdzenia
wscieklizny opisane jest w ustawie z dnia 11 marcd420 o ochronie zdrowia zwieyizoraz
zwalczaniu choréb zakaych zwierata take w rozporzdzeniu Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 7 stycznia 2005 r. w sprawwealczania wcieklizny. Obowjzkowi
szczepienia podleggjpsy powyej 3. miesica zycia, a na obszarach wypbwania
wscieklizny zalecane asrowniez szczepienia kotow, a taé zwierat gospodarskich,
mog mie¢ one kontakt z dzikimi zwiegtami, takimi jak: lis, jenot czy kuna. Zwanszy, ze
w Polsce rezerwuarem wirusaaieklizny jest lis rudy, zgodnie z rozpadzeniem Ministra
z dnia 17 grudnia 2013 r. na obszarach o rggsaym ryzyku wysfpienia wécieklizny
Inspekcja Weterynaryjna prowadzi szczepienia lisgmno zyjacych. Biuletyn Wcieklizny
WHO podaje,ze na terenie Polski w 2017 roku stwierdzono 9 pazifgdw wysipienia
wscieklizny u zwierat dzikich. Natomiast Biuletyn Gtownego Inspektorafdeterynarii
w dokumencie o stanie chorob zakgch w 2017 roku wskazuje na &8 przypadkow
wscieklizny u nietoperzy. Przedstawione fakty slowodem, ze prowadzenie bada
naukowych nad patogengavscieklizny i sposobami pogbowania w zakzeniu wirusem
wscieklizny jest celowe z naukowego punktu widzeala,take bardzo potrzebne w praktyce
klinicznej.

Rozszerzanie wiedzy o mechanizmach reakcji obrdmmyzakaeniach wirusowych,
w tym wirusem wcieklizny poprzez wykazanie ngpstw nadmiernej, niszgeej odpowiedzi
immunologicznej gospodarza skupia aktualnie unaiglu badaczy. Do zwrzkOw majcych
potencjalnie najwiksze maliwosci w procesie blokowania szlakow przekazywania sy@m
przez cytokiny prozapalne nale preparaty wyprodukowane na bazie przeciwciat
monoklonalnych. Produkcja przeciwcial, od czasévistdina i Kdhlera, ktérzy w 1975 roku
po raz pierwszy zaprezentowali svos¢ wykorzystania przeciwciat skierowanych do
okreslonych antygenéw w diagnostyce i leczeniu, w osthtriatach rozwigta s do skali
przemystowej. Pocgkowo bardziej bezpieczne byto wykorzystanie prddukjednej linii
limfocytbw B do rozpoznawania olflenych epitopow na powierzchni komoréh vitro,
co okrélane jest mianem immunofenotypowania. Wkrétce j&dmastata era wykorzystania
przeciwciat monoklonalnych jako lekéw, o czym dampdiczne publikacje iswiadcz
rejestracje produktow leczniczych. Pegikowo znalazly zastosowanie: humanizowane
przeciwciato monoklonalne anty-CD52 na limfocytadh i monocytach w leczeniu

stwardnienia rozsianego (SM, alemtuzumab - hamypgpienie rzutow choroby i zmniejsza



stopier niesprawnéci chorych), przeciwciato anty-CD25 (daclizumalmnunosupresor) czy
anty-integryna alfa 4 (natulizumab - do leczenia SAdrejestrowany w 2004 r. przez
amerykaski Urzad ds.Zywnosci i Lekow i w 2006 r. na terytorium Unii Europkis;j).
Bardzo wczénie uznanie zyskat rytuksymab, ludzko-mysie prze@wo anty-CD20,
stosowane w leczeniu: chtoniakdw nieziarniczychzeprekiej biataczki limfocytowej
i reumatoidalnego zapalenia stawéw (RZS). Podobpienocny okazat sitrastuzumab -
rekombinowane, humanizowane przeciwciajczice s¢ wybiorczo z receptorem ludzkiego
naskorkowego czynnika wzrostu typu 2, stosowaneczdniu raka piersi.

Badania nad powierzchniowymi biatkami supresyjnyma komorkach ukiadu
immunologicznego, ktére zablokowane przez swois@wciata monoklonalne przesiaj
wykazywa dziatanie hamuage w stosunku do tych komérek docenit Komitet Nokgki
honorugc w biezacym roku prof. J.P. Allisona, ktory wykryt supresare biatko CTLA-4 na
limfocytach T. Podanie chorym przeciwciata anty-@F4 (zarejestrowanego w USA jako
ipilimumab) pomogto w wyleczeniu chorych na zaaveavsnego, przerzutowego czerniaka.
Drugi laureat tegorocznej Nagrody Nobla prof. Tastdonjo odkryt inne biatko supresorowe
- PD-1, ktére zablokowane swoistym przeciwcialem noidonalnym (niwolumab
i pembrolizumab) pozwala komorkom uktadu immunobagego gospodarza padj
skuteczy walke z czerniakiem i rakiem ptuc.

Zwazywszy, ze W nasfpstwie zakaenia wirusem ‘cieklizny dochodzi do
nadekspres;ji cytokin prozapalnych i rozwoju zapaleoo w istotny sposéb zeksza ryzyko
smierci, na uwag zastuguje mziwos¢ wykorzystania przeciwciat blokagych cytokinowe
szlaki przekanictwa sygnatu. W leczeniu juznalazt zastosowanie infliksymab - chimerowe
przeciwciato monoklonalne IgG (Remsima), ktore wykazuje #e powinowactwo
do czynnika martwicy nowotworu alfa (TNE}; przez co hamuje aktywsod tej cytokiny
invitro. In vivo tworzy stabilne kompleksy z ludzkim TNE-dlatego stosowany w RZS
zmniejsza naciek komorek do stawdw etpgh zapaleniem, atak& ekspresj czasteczek
odpowiedzialnych za adhezj chemotaksj komorek oraz degradgctkanek. Po leczeniu
infiksymabem naspuje obnienie s¢zenia IL-6 ibialka C-reaktywnego (CRP),
a zwkkszenie stzenia hemoglobiny u pacjentow z niedokrwisig. W chorobie
Lesniowskiego- Crohna leczenie infliksymabem powodu@bnizenie sgzenia CRP
i zmniejszenie naptywu komorek zapalnych do obszar@lit dotknictych chorol.
Infliksymab stosowany wtuszczycy tak zmniejsza nasilenie zapalenia naskorka

i normalizuje r@nicowanie keratynocytéw w blaszkach tuszczycowych.



Inne rekombinowane humanizowane przeciwcialo manakhe 1gG1 - tocilizumab,
wigze st swokcie z cytoplazmatycznymi i bltonowymi receptoramit@L(siL-6R i mIL-6R),
przez co hamuje przekazywanie sygnatu szlakiemdwyin te receptory pgoednicz. U 0sob
z RZS stosowanie tocilizumabu w 2. tyg. zmniejszaenie CRP i osoczowego amyloidu A
oraz zmniejsza szybké opadania krwinek czerwonych (OB.). Na uwazpstuguje take
sorafenib - inhibitor licznych kinaz: serynowo-trémowych i tyrozynowych wykazagy
zarOwnoin vitro, jak iin vivo dziatanie przeciwproliferacyjne i przeciwangiogenflamuje
on wzrost ludzkich guzoéw nowotworowych i angiogeneoprzez hamowanie aktywse
docelowych enzymow i/lub czynnikow zlokalizowanyghkomérkach guza (np. CRAF,
BRAF, V600E BRAF, c-KIT, FLT-3) oraz wjego unaczgniu (np. CRAF, VEGFR-2,
VEGFR-3, PDGRR3). Recenzowana praca wgtkowo dobrze wpisuje siw ten nowatorski
nurt bada. O randze dokoriezespotu badaczy, w sktad ktérego wchodzi mgr Akliaazec-
Grzadziel, z Zaktadu Wirusologii PIWet-PIB w Putawaclspétpracujcych z naukowcami
holenderskimi i niemieckimigwiadcz ich ubiegto- i tegoroczne publikacje na tamach
prestzowego czasopisma ,Vaccine”. Wymienione prace datyeca.in. wykorzystania
inhibitorow cytokin jako leki oraz inhibitorow wskaikow apoptozy i pyroptozy w badaniu

patogenezy wcieklizny na modelu mysim.

Rozprawa doktorska mgr Anny Marzec-@iziel zostata przygotowana w uktadzie
klasycznym. Prezentowany materiat zostat $aik@ie dobrany, podzielony na rozdziaty,
tworzac przemylany, logiczny cig informacji. Praca zawiera wszystkie elementy Ingdne
do udokumentowania przeprowadzonych lhadarecyzyjne opisy nowoczesnej, wdavie
dobranej metodyki. Rozprawa liczy 105 stron, w t¥&htabel i 17 rycin oraz 230 pozycji
pismiennictwa. W manuskrypcie nie zostaty wskazar@lta finansowania bada Nalezy
stwierdzt, ze zarébwno wybor tematu, jak i organizacja prowagzbneksperymentow
atakze staranna forma dysertacji zastugof uznanie.

We ,Wstkpie” Autorka w sposOb zwkly, rzeczowy odniosta sido kluczowych
zagadni@ uzasadniacych podgcie tematu, tj. opisata cyktyciowy wirusa, zagrzenia
ztytulu naraenia ludzi na zagaenie wirusem \cieklizny i nasgpstwa nadmiernej
odpowiedzi uktadu immunologicznego gospodarza. ¥Wwyja ponadto rénice w patogenezie
zakaen wirusem wcieklizny w zalenosci od szczepu: atenuowanego, laboratoryjnego
i terenowego, a take dokonata przegtlu najnowszych sposobow leczenigcigklizny.
Pozwolito to na postawienigmiatej hipotezy, ze zablokowanie cytokinowego szlaku

przekanictwa sygnatu w rozwoju odpowiedzi immunologicziognizy smiertelng¢ myszy



zakaonych wirusem cieklizny. Szczegotowe cele recenzowanej pracy robejaty
sprawdzenie jaki wptyw wywierajinhibitory TNF-a (Remicade, Jansen Biologics B.V.), IL-
6 (RoActemra, Roche Registration Limited) i MAP &m(Nexavar, Bayer Pharma AG) na
przezywalnas¢ oraz rozwoj zapalenia myszy zakaonych wirusem \cieklizny. Do bada,

na ktore Autorka posiadata zgodLokalnej Komisji Etycznej ds. DBwiadczeéd na
Zwierzetach, wykorzystano 66 myszy w 7 grupach, gwaraoygh wiaciwe kontrole. Na
uwag zastuguje zarowno elegancka, jasna konstrukcjpesimentu opierata s¢ na:
zbadaniu miana wirusa, liczby kopii geNulla wirusowego biatka nukleoproteidy i zbadaniu
poziomu ekspresji genowtnfa, 116, casp3, cycs, bcl2, mcll, jnk3) kodujpcych wybrane
biatka, jak i sposdb przeprowadzenia rozbudowanedlizy statystycznej wynikow,
pozwalajcej na wyprowadzenie rzeczowych wnioskow.

Na podstawie przeprowadzonych badAutorka potwierdzita hipotez odnanie
wydtuzenia przeywalncsci myszy szczepu C57BL/6 zatanych wirusem \cieklizny
SHBRV-18, ktérym podano trzy inhibitory wybranychzlakow immunologicznych
zaangaowanych w odpowied organizmu na to zakanie. Wanym, oryginalnym
spostrzeeniem Autorki byto stwierdzenie oddziatywania pizetat monoklonalnych —
inhibitorow w szczegolngéci TNF-a, ale take IL-6 i MAP kinaz na funkcje komorek,
wyrazajagce s¢ produkcp cytokin, bez wpltywu na namgmanie wirusa. W kacowych
wnioskach z  przeprowadzonych badaekspresji markerobw czynnikbw pro-
i antyapoptotycznych na poziomie transkrypcyjnym tokka podkrélita takze,
7ze W przebiegu przeprowadzonego zadtaa wysoce zjadliwym szczepem  wirusa

wscieklizny (SHBRV-18) apoptoza nie odgrywa istotrad,.

Cata dokumentacja przeprowadzonych lhadae budzi zastrzen. Jednak jako
recenzenta, zobowdanego do starannej analizy zarOwno merytoryczakjijformalnej
otrzymanego do oceny manuskryptu, zwrocit gnoyag; fakt, ze:

1. we fragmencie ,Dyskusji” pavigconym cytokinom na str. 73 Autorka powotuje si
na kluczowy podcznik na polskim rynku z tego zakresu pt. ,Immurgidd (pod red.
profesorow: J. Gab, M. Jakodbisiak, W. Lasek, T. Stoklosa) wydanyegr2WN
w roku 2002. Zwaywszy, ze postp, wyraajacy Sk liczbg publikacji i nagrod,
w zakresie nauk o ukladzie odpofpnmwym nie ma sobie réwnych, dlatego
nalezatoby raczej odwolyw@asie do najnowszego wydania tego pedimika z 2017

roku,



2. w rozdziale ,Pimiennictwo” na str. 90 znalaztag¢spozycja autoréw: Blood T.,
Barrier B., Daneman R., Prat A. z 2015 roku. pthgBlood - Brain Barier”. Praca ta
zostata zacytowana na str. 69 jako ,Blood i in.120 Autorami tej publikacji
Richard Daneman i Alexandre Prat,

3. jako niezgrabneg¢gykowo uwaam okrdlenie zawarte w tytule pracy — ,przebieg
procesow zapalnych”, co zagpttabym - za medycznym stownikiem Dorlanda
definiujgcym, ze ,Zapalenie jest reakcjobronm unaczynionej tkankigtznej na
czynniki uszkadzapre”, sformutowaniem ,przebieg zapalenia’. Inne drebuwagi
semantyczne to sformutowania: ,opracowanie ranybpracowanie skutecznej
terapii” gsiadupce ze sofp w streszczeniu na str. 85, nagiwanie stowa ,infekcja”
zamiast ,zakazenie” czy okrélenie ,procesy komoérkowe” we wnioskach na str. 81,
Wymienione drobne uwagi formalne stangvgtos w dyskusji nad rozpram nie

obnizaja wysokiej wartdci zaprezentowanej pracy.

W podsumowaniu opinii na temat rozprawy doktorskngjr Anny Marzec-Graziel
nalezy podkréli¢ zasadnicze walory pracy, do ktorych ralprzede wszystkim:

1. wyjatkowo trafny wybor tematu badawczego podyktowanybpr rozwigzania
realnego problemu epizootycznego i terapeutyczngdm jest zakaenie wirusem
wscieklizny,

2. trudna metodyka badgorzy postugiwaniu gi wirusem wcieklizny oraz technikami
przy badaniu poziomu ekspresji wybranych genow @@FCrzetelna analiza
statystyczna, warkgiowe i dojrzale przeprowadzone oméwienie wynikow,

3. istotny wkiad do nauk podstawowych - poprzez stzenie ayteczngci blokowania
okreslonych szlakéw przekazu sygnatlu w rozwoju nadmigone szkodliwego
zapalenia w odpowiedzi immunologicznej na zakae wirusem Wcieklizny.
Jednoczénie wyniki bada cechuje wysoki potencjat aplikacyjny i wykazaniu
przydatndci preparatow o charakterze przeciwciat monokloyetn (Remicade,
RoActemra, Nexavar) do wydtania czasu przgcia zwierat zakaonych SHBRV-
18.

Przedstawiona do oceny praca mgr Anny Marzeadziel stanowi znaczny dorobek
naukowy Autorki, spetnia wymagania stawiane pracummstopi@ doktora nauk i w peni
odpowiada warunkom oksl®nym w Ustawie z dn. 14.03.2003 r. o stopniachkoawych

i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakeesztuki (Dz. U. Nr 65 poz.595



z p&niejszymi zmianami). Zwracam ¢sido Wysokiej Rady Naukowej Rstwowego
Instytutu Weterynaryjnego - Rstwowego Instytutu Badawczego w Putawach z wniagskie
o dopuszczenie mgr Anny Marzec-@dziel do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Pitinaielie
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WNIOSEK O WYRO ZNIENIE PRACY

Zwracam st z wnioskiem do Wysokiej Rady Naukowej iBawowego Instytutu
Weterynaryjnego - HRstwowego Instytutu Badawczego w Putawach o viyignie
recenzowanej pracy doktorskiej mgr Anny Marzec#@erel pt. ,Wptyw inhibitorow TNFe,
IL-6 i MAPKs na przeywalnas¢ oraz przebieg procesow zapalnych u myszy zakgch

wirusem vécieklizny.”

Dzigcki zastosowaniu preparatow o charakterze przeciwcimonoklonalnych
do zablokowania szlakbw sygnalizacyjnych w rozwojmapalenia w odpowiedzi
immunologicznej na zakaenie wirusem \cieklizny prae cechuje wysoki stopie
innowacyjndci w zakresie poznawania mechanizméw patogenezyobkoi znaczny
potencjat aplikacyjny w zakresie mdovosci terapeutycznych. Sposéb prezentacji wynikow

wraz z ich omOwieniem zastuguje na uznanie.

Cztery publikacje zespotu prof. Marcina Smreczakaoku 2017 i 2018 na tamach
Lvaccine” bezpdrednio i pdrednio zwazane z tematykrozprawy doktorskiejgnajlepszym
potwierdzeniem wysokiej waroi merytorycznej prezentowanych zagadnieUdziat
doktorantki w licznym, midzynarodowym zespol&gwiadczy ponadto o Jej dobrym

przygotowaniu w zakresie warsztatu badawczego.

Pitinaielie



