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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr Krzysztofa Lepka
pt. ,Diagnostyka szczepéw wirusa grypy przy uzyciu nowych metod molekularnych”

(Promotor: prof. dr hab. Boguslaw Szewczyk)

Praca doktorska przedstawiona do recenzji zostata przygotowana przez Pana mgr
Krzysztofa Lepka, pod kierunkiem promotora Pana prof. dr hab. Bogustawa Szewczyka.
Praca opiera si¢ na czterech publikacjach, ktére zostaty opublikowane w latach 2011-2015 w
migdzynarodowych czasopismach naukowych: Journal of Clinical Microbiology (IF4,068,
Ql), Human Vaccines and Immunotherapeutics (IF2,367, Q2), Biomed Research
International (IF1,593. Q3) i Acta Biochimica Polonica (IF1,463, Q4). Opracowania sg
poprzedzone obszernym wprowadzeniem do tematyki pracy, w ktorym Autor wykazat sie
bardzo dobrg znajomoscig zagadnien, ktérym sie poswiecit.

Grypa jest jednym z wazniejszych wirusowych patogendéw cztowieka, zwierzat
hodowlanych i dziko zyjacych. Trudnosci w zwalczaniu choroby wynikaja zarowno z biologii
wirusa jak i z rozwoju demograficznego spoleczenstw, globalizacji, a takze z rozwoju
hodowli zwierzat domowych. Jednym z zagrozen zwigzanych z ewolucja wiruséw grypy jest
zdolnos¢ do reasortacji, czyli wymiany segmentéw genomu miedzy réznymi szczepami
jednoczesnie zakazajacymi gospodarza, co w efekcie moze prowadzi¢ do powstawania
nowych, bardziej zjadliwych podtypéw wirusa. Metody badania tego typu zjawisk sg
stosunkowo proste i moga by¢ wykorzystywane do monitoringu zmiennosci szczepdw wirusa

u ludzi i zwierzat.



Nieco innym problemem jest pojawianie sie w genomie wirusa grypy mutacji
punktowych. Zmutowane szczepy koegzystuja w organizmie gospodarza obok szczepu
macierzystego w postaci tak zwanych quasi-wariantéw. Te niewielkie subpopulacje wiruséw
najczesciej pozostaja nie wykryte, lecz w sprzyjajacych okolicznosciach moga staé si¢
dominujgcymi, co moze mie¢ trudne do przewidzenia konsekwencje epidemiologiczne.
Monitorowanie tego typu zmiennosci ma wigc duze znaczenie poznawcze, a takze potencjal
praktyczny. Wykrywanie quasi-wariantow wirusa grypy jest jednak trudne, jesli nie
niemozliwe, przy uzyciu metod standardowych, jak PCR i sekwencjonowanie amplikonow.
Metody sekwencjonowania nowej generacji czy spektroskopii masowej sa z kolei zbyt
kosztowne i pracochtonne aby mogly by¢ zastosowane w rutynowym dochodzeniu
diagnostycznym czy epidemiologicznym. Mgr Krzysztof Lepek zastosowal w swoich
badaniach nad quasi-wariantami wirusa grypy stosunkowo nowa metode analityczng opartg
na analizie polimorfizmu konformacyjnego pojedynczych nici DNA w zmiennej temperaturze
(MSSCP), ktora umozliwia szybka i tanig analize wystepowania koinfekcji.

Autor we wstepie na 36 stronach bardzo szczegélowo opisat biologie, epidemiologie i
metody zwalczania grypy. Ten element pracy nalezy docenié bardzo wysoko ze wzgledu na
niezwykle przystgpny sposob przedstawienia wszystkich aspektow dotyczacych grypy.
Pewien niedosyt pozostawia nieco zbyt waskie potraktowanie problemu grypy u drobiu, czy u
swin. Obecna wiedza na temat roli $win w epidemiologii grypy jako patogenu cztowieka jest
bardzo szeroka. Znaczenie ostrych wybuchéw choroby w fermach $win, przebiegajacych z
wysoka goraczkg i niekiedy ronieniem u zakazonych loch, jest dobrze znane wsrod lekarzy
weterynarii 1 na ogot nie nastrecza probleméw diagnostycznych. Mniej natomiast wiadomo o
roli zakazen endemicznych w fermach $win, ktére czesto wystepuja w formie dwéch lub
wigee] fal choroby, niekiedy o bardzo stabo wyrazonych objawach klinicznych lub przy ich
braku, dotykajgc tych samych grup zwierzat. Takie zjawiska w wielu przypadkach sa
wynikiem koinfekcji stad $win wieloma szczepami wirusa grypy o ograniczonym
pokrewiefistwie antygenowym. Wplyw takich zakazen na przyrosty $win jak 1 rola wirusa
grypy w wieloczynnikowych infekcjach ukiadu oddechowego jest niedokladnie poznana.
Podobnie zreszta jak zmiennos¢ genetyczna szczepéw rezydujacych w populacjach swin
zasiedlajacych fermy. Wydaje sie wiec, ze metoda MSSCP moze by¢ szczegblnie przydatna
w  badaniach tego problemu. Odrgbnym zagadnieniem jest dyskusyjna skutecznosé
szezepionek przeciw grypie u loch. Niektére obserwacje amerykanskie (informacja ustna,
prof. K.-J. Yoon, lowa State University) wskazuja, ze w pewnych przypadkach przebieg

choroby w szczepionych populacjach moze byé ostrzejszy niz w nieszczepionych. Metoda



MSSCP mogtaby znalez¢ zastosowanie rowniez w badaniu takich zjawisk.

Celem pracy, jak pisze autor na stronie 51, bylo ,opracowanie nowej metody
wykrywania i charakterystyki szczepéw wirusa grypy. wykorzystujgcej roéznice w
sekwencjach nukleotydowej poszezegdlnych genéw”. Prawdopodobnie cel badah mozna
byloby sformutowa¢ nieco bardziej precyzyjnie, biorac pod uwage, ze wszystkie prace
dotycza wykorzystania MSSCP do badania koinfekcji ludzi i $win réznymi wariantami wirusa
grypy.

Pierwsza publikacja zamieszczona w Acta Biochimica Polonica w 2015 roku, w
streszczeniu okreslona jako czwarta, stanowi prace przegladowa traktujaca o zastosowaniu
metod genotypowania wirusa grypy opartych na SSCP. Stanowi ona przeglad w wiekszosci
prac autora, w tym rowniez prac bgdacych czescia rozprawy doktorskiej. Publikacja stanowi
znakomite wprowadzenie czytelnika do oryginalnych prac doswiadczalnych bedacych
przedmiotem rozprawy.

W drugiej zalaczonej pracy opublikowanej w Journal of Clinical Microbiology w 2011
roku, autorzy, w szeregu ktorych mgr Krzysztof Lepek zajmuje miejsce trzecie z dziewieciu,
poddali analizie probki pobrane od 23 pacjentow z objawami grypodobnymi z Polski, i u
ktorych wczesniej metoda real time PCR wykryto infekcje pandemicznym szczepem
A(HIND)pdm09. U czterech z 23 pacjentéw analiza MSSCP wykazala koinfekcje
sezonowym  wariantem  szczepu A/HINI, co ostatecznie potwierdzono metoda
sekwencjonowania DNA. Jak autorzy piszag w podsumowaniu, odkrycie to byto jednym z
pierwszych na $wiecie przypadkéw wykrycia koinfekcji pandemicznym i sezonowym
wirusem grypy A/HIN1 w sezonie 2009-2010.

W trzeciej  zalgczonej pracy opublikowanej w Human Vaccines and
Immunotherapeutics w 2014 roku, i w ktérej mgr Krzysztof Lepek jest plerwszym autorem,
analiz¢ MSSCP  zastosowano do badania rejonu genu hemaglutyniny zawierajacego
sekwencje jednego z gléwnych epitopow dla przeciwcial neutralizujgcych wirus grypy, w
izolatach pandemiéznego szezepu A(HIN1)pdmO09 uzyskanych od pacjentéw z Tajwanu w
latach 2009-2011. Badania wykazaly, ze w izolatach z lat 2010 i 2011 pojawily sie mutacje, z
ktérych trzy zlokalizowane byly w obrebie fragmentu kodowania epitopu E. Jedna z nich
powoduje podstawienie aminokwasu w pozycji 66, w miejscu wigzania przeciwcial
neutralizujacych. Wykryte mutacje teoretycznie moga wplywaé na skutecznosé szczepionki
przeciw grypie. Obliczenia autoréw przeprowadzone na z wykorzystaniem danych
epidemiologicznych wskazuja, ze teoretyczna skutecznosé szczepionki przeciw zmutowanym

szczepom moze spasc¢ z 52,7% do 35,2%.



W czwartej zalaczonej pracy opublikowanej w BioMed Research International w 2015
roku, i w ktorej mgr Krzysztof Lepek jest pierwszym w szeregu autoréw, analiza MSSCP
zostala zastosowana do badania wirusow grypy uzyskanych od $wif z trzech ferm z terenu
Polski z lat 2011-2013, ktére metoda PCR zaliczono do typu HINI o pochodzeniu ptasim.
Analiza MSSCP oraz sekwencjonowanie DNA produktéw PCR wskazywaly na
prawdopodobienstwo koinfekcji $win réznymi wariantami wirusa grypy. Dokladniejsza
analiza MSSCP klonoéw amplifikowanych fragmentéw HA wykazala ich przynaleznos¢ do
trzech réznych grup genetycznych.

Wszystkie zalaczone publikacje jednoznacznie dowodza wielkiego potencjatu metody
MSSCP w badaniach nad wirusem grypy i nalezy mie¢ nadzieje, ze opracowana metoda
bedzie znajdowac coraz szersze zastosowanie w praktyce diagnostycznej i epidemiologicznej,
rowniez w weterynarii.

Mgr Krzysztof Lepek w pelni osiagnal zaplanowany cel pracy, publikujac wyniki
badan w czasopismach o wysokiej randze dla reprezentowane;j dyscypliny, ktére
najprawdopodobniej zostang docenione duza liczba cytowan. Autor wykazal sie duza
umiejetnoscig planowania i realizacji badan oraz krytycznej interpretacji uzyskanych
wynikow.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska odpowiada warunkom okreslonym w art.
IT Ustawy o tytule naukowym i stopniach naukowych (Dz.U. nr 65/90 poz. 386). Na
podstawie powyzszego wnosz¢ do Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pana mgr
Krzysztofa Lepka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzglgdu na wage osiagnie¢ naukowych mgr Krzysztofa Lepka i opublikowanie
wynikoéw pracy w kilku artykulach naukowych o zasiegu miedzynarodowym wnioskuje do

Rady Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii o wyréznienie jego pracy doktorskiej.
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