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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Witek
pt.: ,Charakterystyka fenotypowa i molekularna szczepow wirusa polio izolowanych z

probek materiatu Srodowiskowego w Polsce”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostala wykonana pod kierownictwem
naukowym Pani Profesor dr hab. Bogumily Litwiniskiej w Zakladzie Wirusologii Narodowego
Instytutu Zdrowia Publicznego — Panstwowego Zaktadu Higieny w Warszawie,

| Rekomendowane przez WHO monitorowanie krazenia wirusa polio w materiale

srodowiskowym  (4cieki komunalne) dostarcza cennych informacji o charakterze
epidemiologicznym i prognostycznym na danym obszarze geograficznym. Jest to szczegllnie
istotne ze wzgledu na stosowanie szczepionki OPV, ktére niesie ryzyko rewersji szczepéw
szczepionkowych wirusa polio do fenotypu neurowirulentnego. Szczepy VDPV mogg by¢
przyczyna zachorowari w populacjach niedostatecznie uodpornionych. W przeciwiesstwie do
wielu krajéw, w Polsce nie wykonywano dotychczas badan srodowiskowych w kierunku
obecnosci wirusa polio, zaréwno jego szezepow dzikich, jak i pochodzenia szczepionkowego
oraz ich rewertantéw. Badan tych, po raz pierwszy w Polsce, podjela sie Pani mgr Agnieszka
Witek.



Ocena poprawnosei struktury rozprawy

Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Witek ma typowy uklad dia pracy eksperymentalnej i
miesci sie na 133 stronach zawierajacych: Wstep, Cel pracy, opis Materialéw i Metod,
Wyniki, Dyskusje, najwazniejsze Wyniki i Whnioski, Streszczenia w jézyku polskim i
angielskim, Pismiennictwo oraz Wykazy rycin, tabel i skrétéw. Moim zdaniem wykaz
skr6téw  stosowanych w pracy powinien poprzedzaé jej wstgp. Zachowane zostaty

odpowiednie proporcje migdzy poszezegdlnymi rozdziatami pracy.
Ocena merytoryczna rozprawy

Szesnastostronicowy Wstep przedstawia najwazniejsze informacje dotyczace wirusa polio,
patogenezy choroby, stosowanych szezepionek oraz programu eradykacji poliomyelitis, W
tym miejscu mgr Agnieszka Witek opisuje réwniez wyniki badaf materiatu srodowiskowego
przeprowadzonych w réznych rejonach Swiata, ze szczegélnym uwzglednieniem ognisk
epidemiologicznych i wykrywalnosci zaréwno dzikich szczepéw wirusa polio typu 3, jak i
neurowirulentnych rewertantéw. Rozdziat ten, napisanym dobrym jezykiem, stopniowo
wprowadza czytelnika w problematyke i przyczyne podjetych przez Autorke badan - mam
jednak dwie uwagi. Pierwsza dotyczy mechanizmu transportu RNA wirusa do cytoplazmy
komérki — mgr Agnieszka Witek przedstawia istniejace na ten temat hipotezy w oparciu o
piSmiennictwo z lat 1962-2002. Jednak w roku 2007 ukazala si¢ praca (B.Brandenburg et al.,
PLOS Biology, Imaging poliovirus entry in live cells) dokumentujaca penetracje wirusa
wylacznie droga endocytozy. Druga uwaga zwiazana jest z proba odpowiedzi na pytanie,
dlaczego szczepionka przeciwko typowi 3 PV jest bezpicczna, skoro mutacja punktowa
nukleotydu 472 (a nie 471 - str. 14) wirusa szczepionkowego nie prowadzi, ¢czy tez raczej nie
gwarantuje, obnizenia zjadliwosci tego szezepu. Oprécz przedstawionych wyjasnieh Autorka
nie rozwaza roli odpowiedzi immunologicznej, zwlaszcza IFNa/B.  Rewersja
szczepionkowego PV3 wystepuje znacznie czgsciej, niz wskazuje na to odsetek zachorowan
wsréd  zaszezepionych. Przyczyna tego jest niewlasciwa/niepelna odpowieds ukladu
immunologicznego. Zagadnienie to jest dos¢ dobrze opisane w pracy, ktéra mgr Agnieszka
Witek takze cytuje (V.R, Racaniello, Virology 2006).

Cel pracy jest sformutowany jasno i realizowany poprzez wykonanie 4 precyzyijnie

opisanych zadan, dobrze wpisuj acych si¢ w temat rozprawy,
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Rozdziat Materialy i Metody zostal opracowany bardzo starannie i zredagowany w sposéb
umozliwiajacy  powtdrzenie kazdego doswiadczenia. Miejsca pobierania  prébek
srodowiskowych wybrane zostaly w oparciu o rézng liczbe mieszkancéw i pokrywaja
wigkszos¢ obszaru Polski, Dla pelniejszego obrazu sytuacji w Polsce brakuje mi bodaj po
Jednym osrodku zlokalizowanym na zachodzie i poinocno-wschodnim kraficu, ale rozumiem,
iz Doktorantka wiozyla ogromny wysilek organizacyjny i logistyczny, aby zebraé i
opracowac¢ material z 14 oczyszczalni zlokalizowanych w réznych rejonach kraju — acznie
165 prébek. Na podkreslenie zastuguje fakt niezwyklej dbalosci o jakos¢ prowadzonych
badari - Autorka zaplanowata i wykonata do$wiadczenia sprawdzajace czulodé stosowanych
metod, a ich rezultaty $wiadcza o trafnie dobranej metodyce i gwarancji whasciwej
interpretacji przedstawionych w pracy wynikéw. Pod wzgledem metodycznym mgr
Agnieszka Witek wyrdznia si¢ znajomoscia wielu technik, poczawszy od umiejetnosci pracy
z materialem $rodowiskowym, hodowlami komérkowymi i wirusami, po techniki
immunolo'giczne, molekularne i inzynierii genetycznej, co czyni z Niej wszechstronnego i

wartoéciowego pracownika naukowego.

Opis wynikéw stanowi najobszerniejsza czesé pracy i zawarty zostal na 44 stronach. W
blisko 77% zgromadzonych prébkach $ciekéw komunalnych zidentyfikowano material
genetyczny enterowiruséw, za$ dodatni wynik izolacji zakaznych czgstek stwierdzono w
przypadku 19% prébek; Co prawda do izolacji poliowiruséw WHO rekomenduje stosowanie
dwu linii komérkowych (L20B oraz RD), jednak Jak wykazata Doktorantka uzycie komérek

linii Caco-2 znaczaco zwigksza czulosé tej izolacji.

Charakterystyka  izolatéw (serotypowanie, badanie termowrazliwodei,  typowanie
molekularne) wykazala obecnogé wszystkich trzech typéw wirusa polio, ktérego Zrodiem byt
material szczepionkowy. Ze wzgledu na wysoka czestosé rekombinacji wirusa polio
(zwlaszcza w tak sprzyjajacych warunkach jak stosowanie OPV) Autorka dokonata
molekularnej charakterystyki uzyskanych izolatéw. W tym cely wykorzystala metody analizy
polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) dwéch- oraz sekwencjonowania
trzech regionéw genomu, Wyniki badat ujawnity wysoki stopieri homologii sekwencji
nukleotydowych regionéw 5'UTR oraz VP1 ze szczepami referencyjnymi PV Sabin 1-3.
Natomiast uzyskane profile restrykeyjine RFLP oraz analiza sekwencyjna regionu 3Dpar
wskazaly na istnienie rekombinantéw pomigdzy réznymi serotypami wirusa polio. Skoro, wg
zalecen WHO, do stwierdzenia obecnosci fenotypu neurowirulentnego VDPV wystarcza

okreslenie % zmian w regionie VP1, jakie znaczenie (oprécz poznawczego) w monitoringu
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moze mie¢ analiza molekularna regiondéw 5°UTR i 3Dpor wiruséw polio izolowanych ze

sciekéw komunalnych?

Wyniki doswiadczen zostaly skrupulatnie udokumentowane poprzez przedstawienie
poprawnie opisanych tabel, wykreséw i rycin, do ktérych w tekscie zostaly umieszczone

odnoéniki.

Zawarta na 10 stronach zwiezla Dyskusj¢ rozpoczyna uzasadnienie badania srodowiska w
kierunku obecnosci i pochodzenia wirusa polio. Autorka przytacza liczne przyklady krajow
rutynowo prowadzacych taki monitoring. Dyskusja prowadzona jest w  sposéb
uporzgdkowany, a konfrontacja wynikéw badar wlasnych z bogatym i odpowiednio
dobranym pismiennictwem Swiadczy o sprawnym i pewnym poruszaniu si¢ Autorki w
realizowanej tematyce, Ponadto, Doktorantka ma $wiadomosé pewnych ograniczer
stosowanych metod, potrafi je dostrzec oraz Wyjasni¢ powstate w zwiazku z tym réznice w

wynikach analiz.

Rozdziat Najwazniejsze Wyniki i Wnioski stanowi kwintesencje przeprowadzonych badan

oraz wynikajace z nich jasno sformulowane wnioski, $cisle odpowiadajace celom pracy.

Bibliografia obejmuje 177 pozycil, oprécz adreséw internetowych ujete sa prace
anglojezyczne z szerokiego przedziah czasowego (1940-2012), co jednak jest uzasadnione

tematyka pracy.
Ocena strony edytorskiej rozprawy

Praca jest przejrzysta, napisana poprawnym jezykiem z nielicznymi bledami typograficznymi
(np. na str.14 zamiast ,, mutacja punktowa 471 nukleotydu” powinno by¢ ., mutacja punktowa
472 nukleotydu™, czy na str. 15 zamiast VPDF — VDPYV). W pozycji pismiennictwa nr 136

brakuje roku opublikowania pracy.
Podsumowanie recenzji

Przedstawiona mi do recenzji praca stanowi pierwsze w Polsce opracowanie o charakterze
epidemiologicznym dotyczace krazenia w $rodowisku wirusa polio. Autorka postawita jasne
cele, ktore sprowadzaly sie do izolacji, identyfikacji i doglebnej charakterystyki pozyskanych
szczepow wirusowych, W realizacjii tych celéw stosowala metody biologiczne,
immunologiczne, a takze techniki molekularne. Mimo, iz w prébkach srodowiskowych Pani

mgr Agnieszka Witek nie wykazala obecnosci szezepow dzikich, czy nawet VDPV, to
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do$wiadczenia innych krajéw Europy wynikajace z zastosowania réznych szczepionek
(IPV/OPV), odsetka 0s6b zaszczepionych czy intensywnej migracji turystycznej wskazuja, ze
w Polsce taki monitoring réwniez jest uzasadniony. Pragne nadmienié, iz przedstawione w
recenzji nieliczne uwagi nie podwazaja w zaden sposéb merytorycznej wartosci pracy, sa

jedynie wskazéwka do przygotowania jeszeze lepszej publikacii.

Reasumujac, stwierdzam, ze przedstawiona przez Pania mgr Agnieszke Witek rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w ustawie ,,0 stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” z dnia 14.03.2003 roku (DZ.U. Nr 13.65.595 z
dnia 16.04.2003) i wnosz¢ o dopuszczenie Kandydatki do dalszych ctapéw przewodu
doktorskiego.
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