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Recenzja Rozprawy Doktorskiej mgr Dawida Nidzworskiego pt. ,Nowe metody wykrywania

wirusa grypy i rzekomego pomoru drobiu”

Rozprawa Doktorska mgr Dawida Nidzworskiego pt. ,Nowe metody wykrywania wirusa grypy i
rzekomego pomoru drobiu” wykonana w Zaktadzie Szczepionek Rekombinowanych Miedzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdariskiego i Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem
Prof. Bogutawa Szewczyka dotyczy nowych rozwigzarh w diagnostyce molekularnej wiruséw. Praca
obejmuje opracowanie systeméw PCR stuzacych do szybkiej i czutej detekcji wiruséw grypy i rzekomego
pomoru drobiu oraz konstrukcji biosensora opartego na Elektrochemicznej Spektroskopii Impedancyjnej do
detekcji wirusa grypy. Znaczenie podjetego w pracy problemu obrazujg szacunki Swiatowej Organizacji
Zdrowia: miliard ludzi rocznie ulega infekcji wirusem grypy, a okoto 500 tysiecy ludzi umiera z powodu
powikian pogrypowych.

Rozprawa doktorska mgr Dawida Nidzworskiego obejmuje pie¢ publikacji dotyczgcych molekularnej
diagnostyki wiruséw, ktére ukazaty sie w latach 2011-2014, zaopatrzonych szesciostronicowym, petnigcym
role komentarza, streszczeniem w jezykach polskim i angielskim. Pie¢ prac sktadajacych sie na rozprawe
opublikowano w czasopismach z listy filadelfijskiej, w tym jedng w prestizowym w dziedzinie bioczujnikéw
_ ,Biosensors & Bioelectronics” ze wspotczynnikiem wph/w:u (IF) 5,437.

Streszczenie stanowi zwiezte i przejrzyste wprowadzenie do znaczenia i tematyki badai oraz

zestawienie najwazniejszych wynikéw. Poniewaz publikacje wchodzgce w sktad rozprawy przeszly krytyczng
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recenzje i oceng edytordw, ogranicze si¢ jedynie do krétkiego podsumowania rezultatéw przedstawionych
badan.

Pierwsza z publikacji wchodzacych w sktad rozprawy (Nidzworski, Dawid, et al. "Detection and
differentiation of Newcastle disease virus and influenza virus by using duplex real-time PCR." Acta
biochimica Polonica 60.3 (2013): 475.) przedstawia konstrukcje ukfadu do jednoczesnej detekeji wirusa
ptasiej grypy i rzekomego pomoru drobiu przy uzyciu metody PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem
sond hybrydyzacyjnych typu ,TagMan”. Uzyskano $wietng czuto$¢ 100 kopii, ale byta ona oszacowana
jedynie przez oznaczenia kontroli w postaci plazmidowego DNA, co bylo w artykule wyraznie
zaakcentowane. W kolejnej pracy dotyczacej jednoczesnej detekcji tych dwéch wiruséw (Nidzworski,
Dawid, et al. "Detection of avian influenza virus and newcastle disease virus by duplex one step RT
PCR." Central European Journal of Biology 8.6 (2013): 520-526) opisano jednoetapowg metode RT-PCR, w
ktorej synteza cDNA i amplifikacia PCR prowadzone sg w tej samej probdwce. Czutoéé oznaczenia
oszacowano na 1000 kopii wirusa, stosujac bardziej adekwatny do badania wiruséw RNA standard
przygotowany przez transkrypcje in vitro. Proponowane rozwigzanie jest te: przedmiotem polskiego
zgloszenia patentowego (P-391305). Trzecia publikacja {Nidzworski, Dawid, Lukasz Rabalski, and Beata
Gromadzka. "Detection and differentiation of virulent and avirulent strains of Newcastle disease virus by
real-time PCR." Journal of v.-'ro:‘ogigo! m__ethods 173.1 (2011): 144-149) dotyczy konstrukcji systemu
ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym umozliwiajacego rozréinienie wysoko- niskopatogennych szczepéw
wirusa rzekomego pomoru drobiu przy wykorzystaniu jednej pary starteréw poprzez analize krzywych
topnienia amplikonow zawierajacych niewielkie réinice w sekwencji nukleotydowej, ktére z kolei sg
bezposrednio zwigzane ze zjadliwoscig wirusa. W, tym wypadku uzyskano takie bardzo dobry limit
oznaczenia szacowany na 200 kopii przy uzyciu standardéw w postaci plazmidowego DNA albo 1000 kopii w
odniesieniu do miana wirusa EIDs, Kolejny artykut (Nidzworski, Dawid, et al. "Universal biosensor for
detection of influenza virus."Biosensors and Bioelectronics 59 (2014): 239-242) opisuje konstrukcje
prototypu immunosensora do wykrywania wirusa grypy ludzkiej za pomoca samodzielnie przygotowanego
przeciwciata przeciwko wirusowemu bialku M1 oraz techniki Elektrochemicznej Spektroskopii
Impedancyjnej. Bez stosowania amplifikacji PCR osiagnieto krétki czas oznaczenia 30 min i imponujacy limit
detekcji szacowany na 80-100 kopii na mikrolitr wyznaczony przez badanie rozciericzed samodzielnie
otrzymanego rekombinantowego biatka M1. Rozwigzanie to jest przedmiotem patentowego zgloszenia
polskiego (P-399993) i miedzynarodowego (PCT/PL2013/000092), co dodatkowo podkreéla wartoéé
osiggnigcia. Pigta praca (Nidzworski, Dawid, et al. "A multiplex real-time PCR assay for detection of
oseltamivir-resistant strains of influenza virus." Central European Journal of Biology 9.6 (2014): 628-633.)
prezentuje opracowanie systemu PCR w czasie rzeczywistym pozwalajacego na detekcje wirusa grypy przez
amplifikacje fragmentu genu M1 i jednoczesne rozréinienie szczepdw wirusa wrazliwego i niewrazliwego
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na lek przeciwwirusowy oseltamivir przy wykorzystaniu roznic w sekwencji nukleotydowej genu
neuraminidazy. Zastosowano multipleksowy system PCR w czasie rzeczywistym z uiyciem dwdéch sond
~TagMan” i uzyskano réwniez bardzo dobry limit detekcji 400 kopii oszacowany na podstawie analizy
standardu w postaci DNA plazmidowego.

W oparciu o opisane wyzej rozwigzania Autor proponuje dwie procedury postepowania
diagnostycznego. Pierwsza procedura obejmuje detekcje wirusa grypy u ludzi przy pomocy biosensora i
oznaczenia opornosci na oseltamivir metoda PCR. Druga z procedur, taczaca uzycie kilku systeméw PCR, ma
postuzy¢ do wykrywania i rozroznienia wirusow grypy ptasiej od wirusa rzekomego pomoru drobiu, a takie
szczepow niskopatogennych od srednio- i wysokopatogennych tego ostatniego.

Dawid Nidzworski jest w tych publikacjach pierwszym i zarazem jedynym korespondencyjnym
autorem. Zgodnie z zatagczonymi oéwiadczeniar;ﬁi o udziale w publikacjach, we wszystkich pieciu pracach
petnit on wiodaca role i wnidst wktad w postaci koncepcji, prowadzenia do$wiadczer, interpretacji wynikéw
i tworzenia manuskryptu. Nalezy zaznaczyc, ze, za wyjatkiem pracy opublikowanej w ,Journal of virological
methods”, D. Nidzworski byt samodzielnym twdrcg koncepcji. Jest on tez jedynym z autoréw, ktéry
odpowiadat za zdobycie funduszy i analize statystyczng wynikéw. Tak znaczny udziat w publikacjach
$wiadczy nie tylko o znaczacym, ale ponadprzecietnym wkiadzie pracy, znacznie przekraczajgcym zwykty
zakres aktywnosci doktorantéw. '

Dawid Nidzworski jest pona'd'to wsbéiautorem dwdch innych prac dotyczacych badan nad nowymi
chemoterapeutykami przeciwwirusowymi, ktére zostaly réwniez opublikowane w bardzo dobrych
czasopismach z listy filadelfijskiej, ale nie zostaty wiaczone w sktad jego rozprawy doktorskiej (Krol, Ewelina,
et al. "Anti-influenza A virus activity of uridine derivatives of 2-deoxy sugars." Antiviral research 100.1
(2013): 90-97.; Krol, Ewelina, et al. "Synthesis and ént]viral activity of a novel glycosyl sulfoxide against
classical swine fever virus." Bioorganic & medicinal chemistry 22.9 (2014); 2662-2670). Jest on te:
wspotautorem artykutu w jezyku polskim poswieconego problemowi szczepionek w czasopismie ,Nauka i
Gospodarka”  (Nidzworski, Dawid, and Beata Gromadzka. "Szczepionki-problem naukowo-
gospodarczy." Nauka i Gospodarka 1 (2009): 43-50.).

Podkredlajac wiodacy udziat w badaniach i znakomite osiagniecia Doktoranta, naleiy te:
wspomniec role jego promotora i srodowiska naukowego, w ktérym pracuje. Z pewnoscia doswiadczenie,
opieka merytoryczna i zyczliwosc prof. Bogustawa Szewczyka otworzyly Doktorantowi droge do sukceséw.

W celu dopetnienia oceny sylwetki Doktoranta warto wymieni¢ szereg jego innych, poza
publikacjami, osiggniec. Dawid Nidzworski jest Iaulreatem programu ,Innodoktorant”, programu , Ventures”
Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej, programu Lider ora zdobywca grantu ,Patent Plus” NCBIR, a dodatkowo,

dziata aktywnie na polu biotechnologii jako wiceprezes konsultingowej firmy Pro-Science.
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Warstwa edytorska rozprawy nie budzi zastrzezen, schematy opracowanych systeméw diagnostyki
przedstawione w streszczeniu sg bardzo pomocne, a na uznanie zastuguje tez estetyka druku i grafiki.
Dostrzegtem jedynie drobne uchybienia terminologiczne: w streszczeniu w jezyku polskim uzyto angielskiej
nazwy metody ,real-time PCR” zamiast polskiego odpowiednika ,PCR w czasie rzeczywistym”, natomiast w
streszczeniu w jezyku angielskim wystepuje zamiast ,primers” btedny w kontekécie PCR termin ,starters”.

Kilku istotnych watkéw, poruszonych wprawdzie w publikacjach wchodzgcych w skiad rozprawy,
nie omowiono w streszczeniu dos¢ dokladnie. Przydatne bytoby wyszczegdlnienie elementéw nowosci
naukowej, zwiaszcza wyjasnienie, na czym polega przewaga proponowanych w rozprawie rozwigzan
diagnostycznych w poréwnaniu z juz istniejacymi. Wskazane bytoby tez podanie informacji o potencjalnym
znaczeniu ekonomicznym wykrywania wirusa rzekomego pomoru drobiu - np. jakie sg szacowane straty
ekonomiczne w Polsce. Doktorant nie wyjasnia takze, czy wdrozenie opracowanych metod diagnostycznych
wymaga rozwigzania problemdéw merytorycznych, czy dodatkowej weryfikacji skutecznosci testow.
Stosunkowo niewiele miejsca w rozprawie poswiecono krytycznej dyskusji potencjalnych probleméw we
wdrozeniu i uzyciu proponowanych rozwiazan diagnostycznych, dlatego chciatbym postawié nastepujace
pytania.

1. Jak Autor ocenia praktyczne ryzyko, ze wobec ogromnej zmiennosci genetycznej wirusa grypy
proponowane systemy okazg sig nieskuteczne w detekcji czeéci badanych szczepéw lub
zmutowanych wariantéw?

2. Czy bardzo wysoka czuto$é oznaczenia moie prowadzi¢ do falszywego alarmu w przypadku
obecnosci w srodowisku sladéw materiatu genetycznego wirusa? Czy jest np. mozliwe ze do
nosogardzieli trafi kurz zawierajacy nieaktywne wiriony?

3. Jakie sa obecnie perspektywy wdrozenia bmawianych systemow diagnostycznych?

W mojej opinii badania aplikacyjne w dziedzinie diagnostyki molekularnej stanowia szczegdlne
wyzwanie. Nalezy by¢ swiadomym, iz wiekszos¢ proponowanych metod nie wchodzi do uiytku, a wiele
szybko ulega eliminacji przez nowe, doskonalsze technologie. Rozwoj metod diagnostyki molekularnej w
ostatnich latach jest niezwykle gwattowny. Diagnostyka molekularna po wprowadzeniu metody PCR,
mikromacierzy hybrydyzacyjnych i sekwencjonowania drugiej generacji, wspomagana przez nowe
rozwigzania elektroniczne, informatyczne oraz urzadzenia mikroprzeptywowe umozliwiajgce miniaturyzacje
instrumentéw i automatyzacje oznaczen daje z jednej strony ogromne mozliwoéci, ale tez konfrontuje
osiggniecia wynalazcéw z olbrzymia konkurencja. Wyrazam wiec zyczenie, zeby kolejnym sukcesem Autora
stato sie wdrozenie wynikow jego badan w praktyce weterynaryjnej i klinicznej.

Podsumowujgc, praca Dawida Nidzworskiego stanowi oryginalne rozwigzanie zagadnienia
naukowego dotyczacego molekularnej detekcji wirusow grypy i rzekomego pomoru drobiu. Wiodaca rola
Dawida Nidzworskiego w badaniach taczacych elementy biotechnologii i diagnostyki molekularne;j,
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wirusologii, nauk weterynaryjnych i medycznych, wymagajacych koordynowania dziatar
wspoétpracownikéw z rdinych dziedzin, stanowi jednoznaczne potwierdzenie nie tylko umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, ale predyspozycji do petnienia roli lidera
multidyscyplinarnego zespotu badawczego. Swietne wyniki publikacyjne, sukcesy w pozyskiwaniu grantéw i
sprawne przeprowadzenie ambitnych projektéw swiadcza, bez watpienia, o doskonalej wiedzy teoretycznej
Doktoranta w dziedzinie prowadzonych prac.

Stwierdzam, ie przedstawiona mi do recenzji praca mgr Dawida Nidzworskiego zatytutowana
~Nowe metody wykrywania wirusa grypy i rzekomego pomoru drobiu” spetnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim, w tym warunki art. 13 ustawy Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyiszego o
stopniach naukowych i tytule naukowym. Wnosze zatem do Wysokiej Rady Miedzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdariskiego i Gdarnskiego Uniwersytetu Medycznego o
dopuszczenie mgr Dawida Nidzworskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnosze do Woysokiej Rady Miedzyuczelnianego Woydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego o wyréinienie rozprawy mgr Dawida

Nidzworskiego.
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