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Wstep

Powszechnie przyjmuje si¢, Ze szczepienia sg najwazniejszym osiagni¢ciem, jakie
kiedykolwiek zostalo wdrozone w medycynie i weterynarii.

Szczepionki odgrywaja gldéwnag role w redukowaniu negatywnego oddziatywania
dewastujgcych patogenow, a mimo uptywu ponad 130 lat, naukowe zasady wakcynologii,
opracowane przez francuskiego geniusza Ludwika Pasteura pozostaja nadal aktualne.
Szczepionki wcigz stanowig najbardziej pozadang metode ograniczania niekorzystnych
skutkoéw zakazen niebezpiecznymi zarazkami. Warto przy tej okazji przypomnie¢, ze pierwsza
opracowana przez Pasteura w 1885 roku szczepionka =zabezpieczata ptaki przed
zachorowaniem na choler¢ (pastereloze kur). Od tego tez czasu trwaja poszukiwania
,,szczepionki idealnej”, ktore jednak nie zakonczyly sie pelnym sukcesem mimo wprowadzania
na rynek wcigz bardziej doskonatych bioproduktow chronigcych przed chorobami zarazliwymi.
Jedng z alternatywnych idei kreowania nowej jakos$ci antygenow szczepionkowych jest
technologia tworzenia nanoczgstek wirusopodobnych (Viral Like Particles — VLP)
stanowigCych nowa koncepcj¢ 0 bogatym wachlarzu zastosowan w branzy biomedycznej,
wlaczajac w to opracowywanie biopreparatow i dostarczanie substancji leczniczych . Oczekuje
si¢, ze prowadzone obecnie nad VLP badania w zakresie materiatow i inzynierii powierzchni

poszerza zakres ich stosowania. Czasteczki wirusopodobne to syntetyczne nanostruktury, ktore



nasladuja konformacje wirusow, jednak catkowicie pozbawione sg infekcyjnosci. Opierajg one
swoje dzialanie na wlasciwej wirusowym biatkom kapsydowym zdolnosci do samoorganizacji,
oferujac elastyczng platforme, ktéra moze wnika¢ do wnetrza komorek i dostarcza¢ do nich
okreslong zawarto$¢. Potencjalne zastosowania czgsteczek VLP wykraczajg bardzo szeroko
poza granice biomedycyny, obejmujac rowniez poprawe¢ bezpieczenstwa zZywnosciowego
I zdrowia zwierzat.

Jak dotagd mimo znaczacego postepu w tym zakresie rola parwowirusOw wystepujacych
u drobiu grzebigcego nie zostata w pelni wyjasniona, cho¢ na podstawie uzyskanych wynikow
mozna sadzi¢, iz zarazki te odgrywajg istotng role w enteropatiach oraz prawdopodobnie
dziataja immunosupresyjne. W Polsce do czasu rozpoczgcia przez Zespoty badawcze z
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego w Putawach ponad 10 lat temu, nie prowadzono
poglebionych badan nad enteropatiami drobiu, nie prowadzono rowniez analiz szacujacych
straty wynikajagce z wystepowaniem roznego rodzaju standw patologicznych przewodu
pokarmowego w stadach kur i indykow. Zespot kierowany przez Panig Profesor Domanska -
Blicharz zrealizowal dwa wazne granty [N308 033 32/2836- Doskonalenie metod
diagnozowania oraz ocena sytuacji epidemiologicznej zakazen koronawirusami u kur i indykow
w Polsce (2007-2011) oraz N N308 578 040- Rola zakazen wirusowych w enteropatiach u
drobiu w Polsce (2011-2014)], ktére wskazaly na znaczenie tego problemu w krajowym
drobiarstwie. Warto podkresli¢, ze zakres badan tego Zespotu objal 4 rézne wirusy:
astrowirusy, rotawirusy, parwowirusy 1 koronawirusy. £acznie Autorzy przebadali ponad 260
stad indykéw (styczen 2008-grudzien 2012) oraz 86 stad kur i kurczat (czerwiec 2011 —
grudzien 2012). Ptaki w stadach, w ktorych pobierano probki byly w dobrej kondycji
zdrowotnej lub wykazywaly objawy chorobowe charakterystyczne dla enteropatii. Sposrod
przebadanych 264 stad indykow, astrowirusowe RNA wykrywano w 114 (43,8%) stadach,
natomiast sekwencje nukleotydowe charakterystyczne dla koronawirusow w 23 (8,7%)
stadach. Z kolei obecnos$¢ genomu rotawirusow 1 parwowirusow zidentyfikowano odpowiednio
w 63 (23,8%) 1 74 (28%) stadach. Na przebadanych acznie 86 stad kurczat i kur w 38 (44,1%)
stadach zidentyfikowano obecno$¢ parwowirusow. W 11 stadach (12,7%) stwierdzono
obecno$¢ rotawiruséw a zaledwie w 2 stadach (2,3%) obecno$¢ astrowirusow. Najwigcej, bo
64 stad (74,4%) bylo zakazonych CoV odpowiedzialnych zakazne zapalenie oskrzeli.
Uzyskane wyniki sugerujg, ze u indykow najpowszechniejszymi sposrod wirusow
odpowiedzialnych za enteropatie sg zakazenia astrowirusami (43,8%), w mniejszym stopniu
parwowirusami (28%) oraz rotawirusami (23,8%), natomiast zakazenia koronawirusami sg

sporadyczne (8,7%). Z kolei u kurczat i kur najczesciej identyfikowane byty parwowirusy
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(44,1%) oraz rotawirusy (12,7%), natomiast zakazenia astrowirusami byly wykrywane
incydentalnie. Wyniki badan dotyczacych parwowiruséw zostaly opublikowane w pracy:
Domanska-Blicharz K., Jacukowicz A., Lisowska A., Minta Z.: Genetic characterization of
parvoviruses circulating in turkey and chicken flocks in Poland. Arch Virol.
2012;157(12):2425-2430.

Podobne wyniki uzyskali réwniez pracownicy naukowi PIWet-PIB z Zespotu Pani
Profesor Samorek - Salamonowicz (Tarasiuk K., Wozniakowski G., Samorek-Salamonowicz E.
(2012). Occurrence of Chicken Parvovirus Infection in Poland. The open virology journal. 6.
7-11.10.2174/1874357901206010007), ktorzy zbadali probki pobierane w okresie 2002-2011
od kurczat brojlerow w wieku od 1 do 6,5 tygodnia oraz od kur niosek w wieku od 14 do 37
tygodni. Material badawczy pochodzit ze 142 ferm z roéznych regionéw Polski. Ptaki
wykazywaly kliniczne objawy zahamowania wzrostu i znacznego wychudzenia.
Podsumowujac, przeprowadzone badania cytowani autorzy wskazuja, ze w okoto 18 % probek
z polskich stad kur wystepowaty parwowirusy, ale ich doktadna rola w enteropatiach i
infekcjach bezobjawowych nie zostata okreslona.

Bioragc pod uwage, ze parwowirusy wystepowaly/wystepuja powszechnie w stadach
kurczat i kur doktorantka zdecydowata o wykorzystaniu polskiego izolatu ChPV Go064/13 do
prowadzenia badan bedacych przedmiotem jej dysertacji doktorskiej. Osobiscie, wybor tematu
pracy doktorskiej uwazam, za interesujacy poznawczo, cho¢ raczej trudno jest w tym
przypadku mowi¢ o praktycznym wykorzystaniu przeprowadzonych badan. Niewatpliwie
podjecie tej tematyki byto dla doktorantki trudnym zadaniem, co potwierdza dzigkujac Pani
Promotor za wiare w podjety temat”.

Ocena pracy doktorskiej

Przedstawiona do oceny praca doktorska ,,Otrzymanie i charakterystyka czastek
wirusopodobnych parwowirusa kur oraz ich wykorzystanie w diagnostyce i profilaktyce chorob
drobiu” zostata wykonana w Zaktadzie Bioinzynierii Instytutu Biotechnologii i Antybiotykow
w Warszawie we wspolpracy z Zakladem Chorob Drobiu Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego- Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach pod kierunkiem
naukowym dr hab. Katarzyny Domanskiej- Blicharz, prof. instytutu. Odnotowac¢ nalezy, ze o
wysoki poziom merytoryczny rozprawy dbata takze dr Grazyna Plucienniczak promotor
pomocniczy. Z obowigzku recenzenta musze zaznaczyc, ze uzyte w tytule dysertacji okreslenie:
,»ich (czastek wirusopodobnych parwowirusa kur) wykorzystanie w diagnostyce i profilaktyce
chorob drobiu” nie znajduje pokrycia w wykonanych badaniach ktore obejmowaly

przygotowanie testu ELISA wykrywajacego specyficzne przeciwciata anty-VP2d-ChPV
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(diagnostyka) i oceng immunogennosci otrzymanych VLP na 10 kurczetach SPF (profilaktyka),
sugeruje zatem zmiane tytulu przy publikacji wynikow badan.

Dysertacja posiada uktad typowy dla opracowan na stopien naukowy i zawarta jest na
138 stronach uwzgledniajacych 27 rycin oraz podzielona jest na nast¢pujace rozdzialy: wstep,
cel, materiat i metody, wyniki, podsumowanie i dyskusja, streszczenie, summary,
pismiennictwo oraz aneks w ktérym autorka podata sekwencje nukleotydowe genu kodujacego
rekombinowane biatko VP2d-ChPV oraz sekwencje aminokwasowe rekombinowanego biatka
VVP2d-ChPV.

Szata edytorska ocenianej rozprawy jest staranna i estetyczna. Jako$¢ zamieszczonych
w tekscie fotografii dokumentujgcych wyniki badan jest dobra, Sg one czytelne, dotyczy to
réwniez obrazow zeli. Ogolne wrazenie z lektury dysertacji jest pozytywne i mozna stwierdzié,
ze recenzowana praca doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Romanik- Chruscielewskiej napisana
jest poprawnym jezykiem, spelnia wymogi merytoryczne i formalne stawiane opracowaniom
na stopien naukowy doktora. Podkresli¢ nalezy staranng redakcje tekstu dysertacji. Bardzo
bogate i prawidlowo uzywane w tek$cie opracowania nazewnictwo fachowe $wiadczy 0
dobrym przygotowaniu merytorycznym Doktorantki. Na korzys¢ Doktorantki przemawia i to,
ze stara si¢ podawac dos¢ doktadnie szczegoty stosowanych metodyk inzynierii genetyczne;.

Cytowane w pracy doktorskiej, pismiennictwo zamykajace si¢ liczbg 222 publikacji jest
przegladem wyselekcjonowanych pozycji literaturowych poswigconych czasteczkom
wirusopodobnym, oraz zakazeniom parwowirusowym. Dobor piSmiennictwa wskazuje na
dojrzato$¢ naukowa i umiej¢tnos¢ wyboru dostepnej W tym zakresie literatury zrodtowe;.
Podkresli¢ nalezy, ze Autorka uwzglednita rowniez pozycje piSmiennictwa krajowego. W tej
liczbie takze pracg Tarasiuk i wsp. na temat ekspresji genomu biatka VP3 parwowirusa w
komorkach Escherichia coli (Tarasiuk K., WoZniakowskiG., Holec-Ggsior L.: Expression of
goose parvovirus whole VP3protein and its epitopes in Escherichia coli cells. Polish Journal
of Veterinary Sciences Vol. 18, No. 4 (2015), 879-880 . DOI 10.1515/pjvs-2015-0114.).

Opiniowang dysertacj¢ rozpoczyna bardzo obszerny liczacy, 32 strony, wstep
wprowadzajacy czytelnika w problematyke bedaca przedmiotem badan doktorantki. Autorka
podzielita te cze¢$¢ pracy na dwa podrozdziaty. W pierwszym, co jest bardzo potrzebne i
ciekawe, przedstawila szczegotowy przeglad wiedzy w zakresie czastek wirusopodobnych
(Virus Like Particles -VLP). Tematyka czgstek wirusopodobnych w medycynie weterynaryjnej
jest wcigz zagadnieniem nowym a wigkszos¢ danych w tym obszarze dotyczy badan nad
wirusowymi patogenami cztowieka. W zakresie patologii ptakow gospodarskich takich badan

jest zdecydowanie mniej, cho¢ mozliwosci wykorzystania tak skonstruowanych biopreparatow
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do ochrony zdrowia stad drobiu wydajg si¢ by¢ szczeg6lnie interesujgce. Bowiem trudno nie
zgodzi¢ si¢ z pogladem Pani magister, ze VLP sg potencjalnie tanszym i bezpieczniejszym
kandydatem na szczepionki stanowigcym alternatywe dla atenuowanych i inaktywowanych
wirusOw. Mechanizm dziatania tych nanoczasteczek jest niezwykle skomplikowany, ale
generalnie stanowig one unikalny wzorzec molekularny zwigzanym z patogenem (PAMP),
wywotujac silng reakcje immunologiczng organizmu. Autorka podaje réwniez zasady
klasyfikacji czasteczek VLP stwierdzajac, ze podobnie, jak wirusy, VLP dzielimy na
otoczkowe i bezotoczkowe. W tym podziale wazne jest, iz ze wzgledu na pochodzenie
prezentowanych przez VLP antygendéw dzielimy je na: natywne- zbudowane z biatek
wyjsciowych wirusa oraz chimeryczne- z dotagczonymi epitopami /antygenami innych
patogendw. Autorka przytacza, jako przyktad jedynej dostepnej na rynku szczepionki typu
VLP, produkowang w bakulowirusowym systemie ekspresji, szczepionke przeciwko
cirkowirusowi $win typu II. Jak wynika z przegladu dokonanego przez doktorantke badania
nad innymi szczepionkami weterynaryjnymi sg do$¢ zaawansowane, natomiast badania
dotyczace natywnych VLP wirusow waznych w patologii drobiu sg pojedyncze i dotycza
wirusa zakaznego zapalenia bursy Fabrycjusza i zakaznej anemii kurczat. Warto podkresli¢, ze
w tym przypadku w komodrkach owadzich uzyskano rézne warianty czasteczek VLP IBDV
zawierajace gtdowne biatko strukturalne VP2 wirusa choroby Gumboro. Rowniez biatka VP1 i
VP2 wirusa zakaznej anemii kurczat indukowaty wysokie poszczepienne miana przeciwciat
neutralizujacych.

Jak si¢ wydaje natywne VLP nie sg obecnie przedmiotem intensywnych badan w
$wiatowych osrodkach naukowych, stad badania rozpoczete przez Panig magister Romanik -
Chruscielewska, nalezy uzna¢ za bardzo oryginalne i nowatorskie w skali kraju. Rownie mato
poznane s3 mozliwo$ci uzyskiwania chimerycznych czasteczek VLP w odniesieniu do wirusow
waznych u drobiu. Jak cytuje doktorantka czasteczki wirusopodobne zbudowane z bialek
wirusa zapalenia watroby typu B wykorzystano do opracowania szczepionki zawierajacej 5
mimotopoéw wirusa IBDV (Wamp i wsp., 2012). Wykazano, ze taki konstrukt zapewnia
odpornos$¢ po zakazeniu zjadliwym wirusem choroby Gumboro. Doktorantka podaje nastepnie
przeglad informacji dotyczacych skomplikowanych systeméw opracowywania VLP. Ze
wzgledu na zakres, prowadzonych w ramach wykonywanej rozprawy doktorskiej badan
autorka najwigcej uwagi po$wiecita prokariotycznym systemom ekspresji. Przy zastosowaniu
takich systemow ekspresyjnych uzyskano miedzy innymi czgsteczki VLP wirusa choroby
Newcastle. Z roznych powodow (gtownie ekonomicznych) aktualnie najczesciej wykorzystuje

si¢ do produkcji czasteczek VLP eukariotyczny system ekspresji oparty na komorkach
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owadzich. Rzadziej wykorzystuje si¢ w tym celu drozdzowy system ekspresyjny (uzyskano
rekombinowane szczepionki przeciwko wirusowi zakaznemu, zapaleniu bursy Fabrycjusza)
oraz przy zastosowaniu transgenicznych ro$lin, ktéore moga by¢ rowniez skutecznie
wykorzystane do produkcji czastek wirusopodobnych. Bez watpienia najbardziej przydatng
metoda produkcji VLP w praktyce sa bakteryjne systemy ekspresyjne, ktore umozliwiajg
uzyskanie wysokiego poziomu ekspresji rekombinowanego biatka, co wazne, koszty hodowli
biomasy sg niskie a proces jest stosunkowo tatwo wyskalowac. T¢ cze$¢ rozdziatu pierwszego
recenzowanej dysertacji nalezy oceni¢, jako bardzo szczegotowy i wielowatkowy przeglad
pismiennictwa a jego lektura wyraznie wskazuje, ze w praktyce uzyskanie szczepionek typu
VLP przeciwko patogenom drobiu bedzie mozliwe w trudnej do okreslenia przysztosci.

Druga cze$¢ wstgpu jest natomiast obszernym przegladem obejmujagcym biologie
parwowirusow wystepujacych u drobiu. Pani magister w pieciu podrozdziatach opisuje
taksonomie¢, budowe, i biologi¢ wirusa (podrozdziat 1.2.1), dalej kolejno epidemiologig i
transmisje, diagnostyke laboratoryjng oraz zapobieganie, natomiast w podrozdziale 1.2.5.
dokonuje obszernego przegladu szczepionek VLP przeciwko réznym chorobom
wywolywanym przez parwowirusy. Autorka pracy stwierdza, ze liczne badania wskazuja, ze
zarazki z rodziny Parvoviridae sg odpowiednig grupg wirusow do generowania szczepionek
opartych na chimerycznych czasteczkach VLP. W ostatnich latach na stosunkowo szeroka skale
prowadzone byly badania parwowiruséw psow, $win, cztowieka, natomiast jak dotychczas nie
prowadzono badan nad uzyskaniem czasteczek VLP kurzego parwowirusa. Jak podkresla Pani
magister Romanik - Chruscielewska pionierskie badania rozpoczete przez nig w ramach
wykonywanej pracy doktorskiej pozwolg na uzyskanie informacji o czasteczkach VLP
aviparwowirusow.

W mojej ocenie wstep jest obszerng, ale poprawnie skomponowang czgscig pracy,
dobrze wprowadzajaca czytajacego w cato§¢ zagadnien bedacych przedmiotem badan.

Cel pracy (rozdziat 2 dysertacji) zostal sformulowany bardzo ogolnie bowiem
doktorantka zaplanowala ,,uzyskanie funkcjonalnych czqstek wirusopodobnych parwowiruséw
kur- ChPV i ich wszechstronng charakterystyke”. Tak szeroko sformutowany cel zostat
doprecyzowany poprzez wyznaczenie, w formie zadan, kolejnych etapéw pracy. Zadania te to:
klonowanie genu kodujacego gtoéwne biatko kapsydowe VP2 ChPV; uzyskanie bakteryjnego
szczepu produkujagcego rekombinowane biatko VP2 na wysokim poziomie; opracowanie
metody oczyszczania 1 sktadania rekombinowanego biatka VP2 w czasteczki wirusopodobne;
okreslenie wlasciwosci fizyko-chemicznych otrzymanego produktu; sprawdzenie aktywnosci

biologicznej uzyskanych czastek; sprawdzenie wlasciwos$ci immunogennych otrzymanego
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VLP, okre$lenie potencjalnego zastosowania dla uzyskanych czgstek wirusopodobnych.

W rozdziale 3 dysertacji, opisujacym materiaty i metody zastosowane przez
Doktorantke w dwoch odrebnych podrozdziatach, przedstawita ona szczegotowy spis aparatury
I materialow (odczynnikow), buforéw, podlozy hodowlanych, szczepow i1 plazmidow,
starterOw, oraz matryc zastosowanych w badaniach. Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze badania
wykonano przy zastosowaniu specjalistycznego warsztatu badawczego, w ktorego posiadaniu
sa niezbyt liczne laboratoria krajowe. W rozdziale 3.2 autorka przedstawila krok po kroku
zastosowane protokoty badan. Sg to dane bardzo techniczne, ale doktadnie opisuja sposob
postgpowania Doktorantki W procesie utrzymywania czasteczek VLP parwowirusa kurzego.
Autorka szczegotowo opisala takze protokot oceny immunogennosci otrzymanych czasteczek
VLP w badaniach eksperymentalnych in vivo na kurczetach SPF. T¢ cz¢$¢ badan wykonano w
PIWet-PIB, w specjalistycznym wiwarium posiadajacym status bezpieczenstwa klasy ACL3.
Na wykonanie badan autorka uzyskata zgode lokalnej komisji etycznej 1 wykonata je przy
zachowaniu wymogow prawnych obowigzujacych w tym zakresie. W badaniach uzyto 20
kurczat z ktérych 10 podano uzyskane przez Panig magister VLP ChPV zmieszane z
adiuwantem, natomiast ptakom grupy kontrolnej podano tylko adiuwant. Obecnos¢
specyficznych przeciwcial VLP w surowicy oceniono przy zastosowaniu posredniego testu
ELISA opracowanego przez Doktorantke.

Rozdziat ,,Wyniki” jest obszernym fragmentem ocenianej pracy liczacym 26 stron i
poprawnie prezentuje dokonania Doktorantki. Zgodnie z protokolem zaplanowanych badan
autorka opisuje w kolejnych podrozdziatach uzyskanie plazmidu pUCVP2k, analiz¢ sekwencji
biata VP2 polskiego szczepu ChPVG 064/13 oraz uzyskanie plazmidu pIGCmT7VP2. W
podrozdziale 4.4 Doktorantka opisuje z kolei proces transformowana kompetentnych komorek
E. coli plazmidem ekspresyjnym pIGCmT7VP2 w celu uzyskania ekspresji biatka VP2d-
ChPV, ktére to komorki bakteryjne hodowano w celu uzyskania cial inkluzyjnych. W
optymalizowanej produkcji izolacje tych struktur prowadzono bezposrednio po hodowli
produkcyjnej, ze wzgledu na wyzsza czystos¢ uzyskiwanego w ten sposob produktu
koncowego. W dalszej kolejnosci autorka opracowata metode skutecznej, wydajnej i
stosunkowo taniej metody otrzymywania struktur wirusopodobnych. Z optymalizowanej przez
Doktorantke metodzie wyizolowane ciala inkluzyjne po ich denaturacji oczyszczano na
kolumnie wypelnionej ztozem DEAE Sepharose Fast Flow. Schemat zamieszczony na rycinie
15 opisuje w pogladowy sposéob protokot otrzymywania VP2d-ChP VLP.

Jest wazne, ze przy zastosowaniu kilku metod analitycznych Doktorantka dokonata

charakterystyki biatka VP2ChPV i tworzonych przez niego czastek wirusopodobnych. Byly to
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analiza in silico i spektrometria mas, natomiast ocen¢ wielkosci uzyskanych czasteczek
przeprowadzono metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta DLS. W pracy autorka
przedstawila rowniez obraz morfologii struktur uzyskanych VLP w transmisyjnym
mikroskopie elektronowym. Zdjecia wykonane w szwedzkim laboratorium Viranowa wskazuja
na obecno$¢ zdefiniowanych struktur o S$rednicy ok. 20 nm z wyraznymi granicami
zewnetrznymi. Dodatkowym potwierdzeniem, ze uzyskany produkt posiada wlasciwosci
charakterystyczne dla czasteczek VLP byla ocena ich zdolno$ci wysalania w niskich st¢zeniach
soli metalu lekkiego. Autorka stwierdza, ze we wszystkich otrzymanych seriach VP2dChP VLP
uzyskane biatko w 100% ulegalo wytraceniu 5-10% roztworze siarczanu amonu. W koncowej
czeSci rozdzialu 4 (podrozdziat 7.4.8) Doktorantka przedstawita wyniki proby in vivo i
wykazala, ze otrzymane struktury maja bardzo dobre wtasciwo$ci immunogenne. Jednorazowe
podskoérne podanie 7 dniowym pisklgtom SPF indukowalo wysokie poziomy specyficznych
przeciwciat anty-VP2dChPVLP w surowicach pobranych w trzecim tygodniu po szczepieniu.

Ze wzgledu na fakt, ze praca miata na celu przygotowanie autorskiego protokotu
otrzymania i charakterystyki VLP parwowirusa kur, Autorka nie sformutowata klasycznych
wnioskOw ze swoich badan a otrzymane rezultaty opisala w obszernym rozdziale
,Podsumowanie i dyskusja”. Rozdziat ten konfrontuje wyniki badan wiasnych doktorantki z
danymi zrodtowymi. Autorka podkresla, ze zainteresowanie VLP, jakie obserwuje si¢ w
ostatnich latach, wynika gtéwnie z przewagi, jaka struktury te posiadajg w poréwnaniu z
klasycznymi antygenami szczepionkowymi. Ich zastosowanie pozwala na unikniecie ryzyka
powiktan  poszczepiennych  spowodowanych bledami  podczas przygotowywania
atenuowanych czy inaktywowanych patogenéw €0 moze prowadzi¢ do rozwoju infekcji u
zaszczepionych osobnikow. Zatem trudno nie zgodzi¢ si¢ z Doktorantka, ze stworzenie
bezpiecznych i skutecznych szczepionek nowej generacji stanowi rowniez kluczowe wyzwanie
dla rozwoju wakcynologii weterynaryjnej. Brak patogenno$ci, mozliwo$¢ zastosowania
strategii DIVA i co istotne duzy potencjal rynkowy, wplywa na zainteresowania nowymi
rozwigzaniami w wakcynologii weterynaryjnej gigantow przemyshu farmaceutycznego. Jak
wspomniano wczesniej jako potwierdzenie, ze czasteczki VLP moga by¢ praktycznie
zastosowane w profilaktyce chordb zwierzat Autorka podaje przyktad szczepionki stosowanej
w profilaktyce zakazen cirkowirusem $win typu II. Doktorantka stwierdza, ze aktualnie nie ma
publikacji opisujacych tworzenie czastek wirusopodobnych parwowiruséw kur, uwaza jednak
ze dostepnos¢ takich struktur mogtaby sie przyczyni¢ do postepu w badaniach nad patologiami
(enteropatiami) wywotywanymi przez te patogeny. W dziewigciu szczegdtowych punktach

Autorka podsumowuje swoje osiggnigcia w tworzeniu protokotu uzyskiwania i charakterystyki
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czasteczek wirusopodobnych parwowirusa kur. Protokoét ten jest merytorycznie spojny i dobrze
charakteryzuje nowatorska technologi¢ przygotowang przez Doktorantke. Majac na wzgledzie
aspekty ekonomiczne przy wprowadzaniu na rynek szczepionek VLP, Autorka pracy wybrata
prokariotyczny system ekspresyjny, jako najbardziej optacalny przy analizie kosztow produkcji
takich preparatow. Wykorzystanie wiasnego (Opracowanego w Zakladzie Bioinzynierii
Instytutu Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie w oparciu o plazmid pIGDM1) systemu
ekspresyjnego zastosowanego przez Doktorantkg, moze jej zdaniem ulatwi¢ ewentualng
komercjalizacje uzyskanego produktu, co wydaje si¢ jednak mato realne bo wigkszos¢
produktow nowej generacji rozwijanych w obszarze szczepionek weterynaryjnych jest nadal w
fazie badan podstawowych. Enteropatic wywotane przez parwowirusy mimo, ze wazne w
patologii kur i indykéw nie stanowig zagrozenia dla zdrowia publicznego i jako$ci produktow
drobiowych. W moim przekonaniu ewentualna decyzja o podjeciu produkcji komercyjnej
szczepionki VLP dla zapobiegania zakazeniom parwowirusowym na tym etapie rozwoju tej
technologii biomedycznej nie bylaby uzasadniona ekonomicznie. Oczywiscie dostepnosé
czastek VLP bedzie uzyteczna w diagnostyce zakazen parwowirusowych. O duzym naktadzie
pracy 1 wysitku jaki wlozyla Doktorantka w przygotowanie protokotu tworzenia czastek VLP
parwowirusa kury swiadczy fakt, ze byt on opracowany metodg prob i btedéw, poniewaz nie
byty dostepne szczegotowe dane piSmiennictwa w tym zakresie. Dokonujgc charakterystyki
uzyskanych czastek VLP autorka potwierdzita, ze otrzymane czasteczki maja morfologi¢
zblizong do kurzych parwowirusow, rowniez wielkosci uzyskanych czasteczek odpowiadaty
wirionom ChPV, nalezy zatem przypuszczaé, ze uzyskane struktury posiadaly prawidtowsa
konformacje przestrzenng. Przywolujac najnowsze wyniki badan nad szczepionkami VLP
Autorka potwierdza, ze zastosowanie w jej badaniach adiuwantu Montanide ISA 71 VG
(Seppic) pozwolito na uzyskanie produktu, ktory okazal si¢ skuteczny po jednokrotnym
podaniu. W dalszej czgsci podsumowania i dyskusji Autorka przedstawita stan wiedzy w
zakresie wykorzystania rekombinowanego biatka VP2 parwowiruséw uzyskanego w E. coli w
formie ciat inkluzyjnych. W kliku pracach wymienionych przez Doktorantke, autorzy zwracaja
uwage, ze potencjal czasteczek VLP parwowiruséw, jako platformy do prezentacji
heterologicznych biatek lub peptydéw jest bardzo wysoki. Zdaniem mgr inz. Agnieszki
Romanik - Chruscielewskiej otrzymane w ramach opracowanego protokotu nanoczasteczki
maja potencjal antygenu szczepionkowego oraz platformy do prezentacji heterologicznych
antygendéw w rozwoju szczepionek w profilaktyce chorob infekcyjnych drobiu. Podkresla
réwniez, ze mozliwe jest zastosowanie rekombinowanego biatka VP2, jako antygenu do

monitorowania przeciwcial anty parwowirusom W komercyjnych stadach drobiu. Konczac
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przeglad doktoranta wskazuje, iz konieczne bytoby opracowanie technologii przygotowania
hodowli bakterii komodrek produkujacych rekombinowane biatko VP2d-ChPV z kolb na
bioreaktor i okreslenie optymalnych warunkéw dla hodowli o wysokiej gestosci. Podkreslajac,
ze wykonane badania wskazaty nowe kierunki do przeprowadzenia ciekawych eksperymentow,
ktore pozwolilyby na dalsze charakterystyke uzyskanych czgsteczek VLP w zakresie ich
stabilnosci i efektywnosci. Szczegdlnie ciekawe bytoby uzyskanie zjadliwego parwowirusa kur
w celu wykonania eksperymentu zakazenia kontrolnego, ktory potwierdzitby czy uzyskany
poziom przeciwciat wyindukowany szczepieniem, rzeczywiscie zapewnia skuteczng ochrong
przeciwwirusowa. Jak si¢ wydaje spelienie tego warunku jest bezwzglednym wymogiem,
bowiem bez takiej wiedzy, dalsze badania nad komercyjna szczepionka VLP przeciwko
zakazeniom parwowirusom drobiowym sg bezcelowe.

Po krytycznej analizie opracowania, stwierdzam, iz Pani mgr inz. Agnieszka Romanik
- Chruscielewska wykazata w pracy doktorskiej dobre przygotowanie merytoryczne do
rozwigzywania postawionych celéw badawczych.

Recenzowana rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz w
pehi potwierdza og6lng wiedze teoretyczng Doktorantki, a tym samym spetnia wymagania
stawiane tego typu opracowaniom okreslone w art.13 ust.1. Ustawy o stopniach naukowych i
tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr
164, poz. 1365).

Po caloSciowym rozwazeniu wartosci poznawczej recenzowanej dysertacji
zwracam si¢ z wnioskiem do Wysokiej Rady Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach o dopuszczenie
Pani mgr inz. Agnieszki Romanik - Chruscielewskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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