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Ocena pracy doktorskiej mgr Justyny Ciejki

Polimerowe inhibitory i adsorbenty wirusow
wywolujgcych choroby ukladu oddechowego

Praca doktorska mgr Justyny Ciejki zostala wykonana w Uniwersytecie Jagiellonskim
w Krakowie w Zespole Nanotechnologii Polimerdw i Biomateriatéw Zakladu Chemii
Fizycznej i Elektrochemii, Wydzialu Chemii UJ oraz w Zespole Wirusologii Zaktadu
Mikrobiologii, Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ. Promotorem pracy byl
dr hab. Krzysztof Szczubialka, prof, UJ a promotorem pomocniczym dr hab. Krzysztof Pyré
zUlL

Praca ma postac starannie opracowanej rozprawy doktorskiej w ukladzie typowym dla
tego typu prac: obejmuje logicznie uporzadkowane rozdzialy: streszczenie w Jezyku polskim
i angielskim, wykaz stosowanych skr6tow, spis rysunkow i tabel, cel pracy, wstep teoretyczny,
czg$¢ doswiadczalna, wnioski, podsumowanie, biografia zawierajaca 148 cytowanej literatury
oraz liste dorobku naukowego Doktorantki. Eacznie 221 stron.

Doktorantka posiada bogaty dorobek naukowy na ktéry sktadaja si¢ 3 publikacje
zwigzane z praca doktorska o zasiggu miedzynarodowym o tacznej wartosci IF=13,713;
4 ustne prezentacje i 20 prezentacji plakatowych, ktére byly przedstawiane na
migdzynarodowych konferencjach. Ponadto Doktorantka jest wspolautorem w 3 zgloszeniach
patentowych zwigzanych z pracg doktorska. Doktorantka uczestniczyla w nastepujacych
projektach naukowych, ktorych rozprawa doktorska czesciowo byla finansowana;

- Kierownik projektu w ramach programu VENTURES Fundacji na rzecz Nauki
Polskiej sierpien 2013 — czerwiec 20151. Tytut projektu: Funkcjonalizowane nanoczastki do
zastosowart w  profilaktyce i leczeniu choréb wukladu oddechowego wywolanych

koronawirusami (VENTURES/2013-11/1)




- Gléwny wykonawca projektu w ramach programu Wydzialowego Funduszu
Projektéw Doktoranckich Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; styczeh 2013 —
grudzien 2013 r. Tytul projektu: Przeciwwirusowe Jormulacje polimerowe (PSP
K/DSC/001476)

-Wykobawca (stanowisko doktoranta) w ramach projektu badawczego TEAM

koordynowanego przez Fundacje na rzecz Nauki Polskiej; pazdziernik 2011 — luty 2013 1,
Tytut projektu: Polymeric Functional Materials for Biomedical Applications, POLYMED
(TEAM/2008-2/6/styp21); Kierownik projektu: prof. dr hab. Maria Nowakowska.
Niezaleznie od mozliwosci uczestnictwa w projektach naukowych Doktorantka otrzymywala
nastepujace stypendia naukowe :

- Stypendium doktoranckie z dotacji podmiotowej na dofinansowanie zadaf proj ako$ciowych
na Uniwersytecie Jagiellonskim adresowane do 30% najlepszych doktorantéw na danym roku
studiow doktoranckich Wydzialu Chemii UJ; 01.10.2014 — 30.09.2015r.

- Imienne stypendium naukowe dla doktoranta pehnigcego funkcje kierownika projektu

Funkcjonalizowane nanoczgstki do zastosowan w profilaktyce i leczeniu choréh ukiadu
oddechowego wywolanych koronawirusami w programie VENTURES Fundacji na rzecz
Nauki Polskiej; 01.08.2011 —30.06.2015 .

- Imienne stypendium naukowe dla doktoranta i udzial w realizacji projektu Polymeric
Functional Materials for Biomedical Applications (POLYMED) w ramach programu TEAM
Fundacji na rzecz Nauki Polskiej; 01.10.2011 —28.02.2013 r.

- Stypendium doktoranckie z dotacji podmiotowej na dofinansowanie zadar projakosciowych

na Uniwersytecie Jagiellonskim adresowane do 30% najlepszych doktorantéw na danym roku
studiéw doktoranckich Wydzialu Chemii UJ; 01.01.2012 — 30.09.2012 r.

Ponadto Doktorantka brata czynny udziat w organizacji konferencji naukowych jako czlonek
komitetu organizacyjnego w: Fifth Young European Scientists Workshop YES 2014, Krakow,
7-11.09. 2014r., oraz w przygotowaniu i edytorstwo ksiazki abstraktéw XXI International
Sypmosium on Bioelectrrochemistry and Bioenergetics oraz International Spring School BES

“Novel Techniques for Nanobiological Sciences’, Krakéw, luty — maj 2011 r.

Tytut rozprawy doktorskiej mgr Justyny Ciejki : Polimerowe inhibitory i adsorbenty
wirusow wywolujgcych choroby ukladu oddechowego jest bardzo fascynujacy. Jednakze juz
W streszczeniu czytamy, Ze tytul rozprawy nie odpowiada zawartej w niej tresci, poniewaz

dotyczy to jedynie czterech wiruséw wywohijacych choroby uktadu oddechowego,




a mianowicie to wirus grypy, gtéwnego sprawcy wielonarzgdowych powiklar pogrypowych
jak réowniez i zgonéw - co jest godne uznania oraz trzy wirusy oddechowe ludzki
metapneumowirus, ludzki rinowirus oraz ludzki koronawirus. Nalezy mieé $wiadomosé , ze
wirus6w oddechowych jest ponad 200 typow. Dla recenzenta pozostaje zagadkg jakie wzgledy
merytoryczne kierowaty Doktorantke, ze dokonala takiego wyboru tych trzech innych wiruséw
oddechowych ( hMPV, HRV, HCoV). Jestem przekonana , ze dyskusja akademicka podczas
obrony rozprawy doktorskiej z Doktorantka wyjasni te zagadke.

Celem pracy Doktorantki Justyny Ciejki bylo otrzymanie oraz scharakteryzowanie pod
wzgledem fizykochemicznym rozpuszczalnych w wodzie polimeréw, ktére w zalozeniu maja
hamowac replikacje wybranych wiruséw uktadu oddechowego [wirus grypy typu A podtypu
A/H3N2/ (IAV), ludzki metapneumowirusa (WMPV ), ludzki rinowirus (HRV) oraz ludzkie
koronawirusy NL63 i OC43 (HCoV-NL63, HCoV-0OC43)] a w konsekwencji uzycia ich do
leczenia i profilaktyki choréb spowodowanych tymi wirusa. Badania przeprowadzono réwniez
ze Zwierzecym korona wirusem-mysiego zapalenia watroby (MHV).

Do badan uzyto 3 rodzaje polimerow :

- syntetyczne [ N-sulfonowe polialliaminy (NSPAH), chlorek 0-2-hydroksypropylo)-3-
trimetyloamoniowy poli (alkoholu winylowego) (HTPVA), poli (chlorowodorek
alliloaminy)(PAH)];

- na bazie naturalnych polisacharydéw: chlorek N-(2-hydroksypropylo)-3-
trimetyloamoniowy chitzany(HTCC) i jego hydrofobowa pochodna chlorek N-dodecylo-N-(2
hydroksypropylo)-3-trimetyloamonuowy chitozanu (HM-HTCC),

- naturalne : iota-oraz kappa-karagenany.

Aktywnos$¢ antywirusows polimeréw badano i vitro i/lub ex vivo tradycyjna metods przy
uzyciu odpowiednich linii komérkowych dla danego uzytego w badaniach patogenu.

W niniejszych badaniach wykazano, ze zsyntetyzowane nowe N-sulfonowe polialliaminy
(NSPAH) podobnie jak iota-oraz kappa-karagenany sa bardzo silnymi inhibitorami replikacji
wirusa typu A podtypu A/H3N2/. W badaniach wykazano, ze zardwno masa czgsteczkowa
polimeru oraz stopiefi podstawienia grupami sulfonowymi ma wplyw na efektywnosé replikacji
wirusa grypy typu A podtypu A/H3N2/. Cechy te spelnial polimer NSPAH o masie
czgsteczkowej okoto 65 kDa oraz stopnia podstawienia 89% (NSPAH-65-89), ponadto polimer
ten wykazywal zdecydowanie lepszy profil fizykochemiczny i nie wykazywal efektu
toksycznego nawet przy bardzo wysokich dawkach (po wyzej 5000ug/ml). Polianiony
NSPAH podobnie jak karagenany hamujg nie tylko replikacje wirusa IAV (A/H3N2/), ale




réwniez inne takie wirusy wywolujace choroby uktadu oddechowego wywolywane przez:
hMPV i HRV, natomiast nie hamujg replikacji HCoV-NL63.

Nastgpne etapy badan dotyczyly inhibitoréw replikacji korona wirusa nie tylko
syntetycznych, ale réwniez otrzymanych na bazie naturalnych polisacharydow. Wiasciwosci
zahamowania replikacji korona wiruséw wykazywaly polikationy takie jak HTCC,
HM-HTCC, HTTPVA oraz PAH. Najsilniejsze dziatanie antykoronawirusowe zarejestrowano
w przypadku polimeru HTCC, ktéry hamuje efekt cytopatyczny wywolany zakazeniem
wirusem HCoV-NL63 juz przy stezeniu 10pg/ml.

Ponadto dalsze badania wykazaly, ze polimer HTCC nie hamuje replikacji wirusow
nalezacych do innych rodzin 4. IAV ¢zy hMPV.

Metoda spektofotometryczng potwierdzono, ze polimer HTCC oddziatywuje
z powierzchniowym biatkiem spike plaszcza koronawiruséw, kitére odpowiedzialne jest za
zwigzanie korona wirusa z receptorem na powierzchni komérki, a w konsekwencji prowadzi
do wniknigcia wirusa do wngtrza komérki.

W kolejnym etapie badania dotyczyly rozszerzeniu spektrum zastosowania tego
polimeru. Otrzymano nano/mikroczastki metaliczne stabilizowane tym polimerem,
polimerowe i hybrydowe polimerowo-krzemionkowe, o potencjalnych wlasciwosciach
antykoronawiruséwych i /lub mogacych stuzy¢ jako specyficzne adsorbenty do oczyszczenia
i zageszczenia zawiesiny koronawirusow. W nastgpnym etapie badafn Doktorantka podjeta
prébe otrzymania funkcjonalizowanych nanoczgstek metalicznych o wlasciwosciach
antykoronawirusowych. W badaniach tych wykorzystani jeden z naturalnych polisacharydéw
HTCC , ktory podczas syntezy nanoczastek zlota {AuNPs-HTCC) i srebra (AgNPS-HTCC)
posiadal dziatanie zaréwno jako czynnik redukujacy, jak stabilizujgcy nanoczgstki.

Przeprowadzono pelng charakterystyke fizykochemiczng funkcjonalizowanych
powierzchniowo nanoczastek metalicznych oraz pilotazowe badanie biologiczne majgce na
celu oznaczenia ich toksycznosci oraz potencjalnych antykoronawirusowych wihasciwosci
w warunkach in vitro. Badania te nie osiggnely wiasciwosci antykoronawirusowych. Badania
te w nastgpnym etapie postuzg do weryfikacji opracowania innych parametréw eksperymentu,
Przeprowadzono roéwniez badania nad mozliwoécig — zastosowania nano/mikrosfer
polimerowych do adsorpcji koronawirusow, jak réwniez  hybrydowych materialéw
polimerowo-krzemionkowych do oczyszczenia koronawirusow. Badania te miaty na celu
zastosowanie tych technik w powszechnej pracy laboratoryjnej do oczyszczania i zageszczania
wirulentnych czgstek HCoV-NL63. Mam nadzieje¢ , Ze uzyskane wyniki beda pomocne

w dalszych badaniach majacych na celu otrzymania substancji antywirusowych, szczegdlnie
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antygrypowych ze wzgleduna bardzo duze prawdopodobiesistwo wystapienia pandemii grypy
spelniajace od lat ustalone kryteria

Prosilabym aby Doktorantka podczas obrony pracy doktorskiei odpowiedziala na

nastepujace pytania :

1. Prosz¢ poda¢ nazwy handlowe lekéw antywirusowych, ktérych substancig czynng sa
naturalne polisacharydy-karagenany oraz date rekomendacji przez WHO.

2. Proszg o podanie sezonowej zapadalnosci w Polsce wiruséw uzytych wniniej §z€j rozprawie
doktorskiej.

3. Jakie wzgledy merytoryczne kierowaly Doktorantks, ze badania byly prowadzane
z uzyciem typu A, podtypu wirusa grypy A/H3N2/ i jaki to byt sezon epidemiczny?

4. Jakie wzgledy merytoryczne kierowaty Doktorantks, do wyboru innych wiruséw
oddechowych a mianowicie; ludzki metapneumowirus, ludzki rinowirus oraz ludzki
koronawirus.

Zanim praca  zostanie przedstawiona do druku nalezy wykonaé szczegdlowe
merytoryczne poprawki wirusologiczne. Wstep teoretyczny rozdzialy w tym podrozdziaty
(2.2; 2.2.1 - 2.2.4; np. wirus grypy rzekomej jest okresleniem slangowym a nie navkowym,
to wirusy parainfluenzy typ 1-4 , nie wszystkie podtypy wirusa grypy typu A sg transmitowane
na cztowieka, grypa jest chorobg sezonowa a nie roczng, szezyt zapadalnosci na grype
przypada w réznych miesigcach w zaleznosci od sezonu epidemicznego, ale miedzy styczniem
a marcem, charakterystyki objawéw grypy itp. Wyraz pozywka uzywany jest w badaniach
bakteriologicznych a nie w badaniach wirusologicznych.

Zmuszona jestem zauwazy¢, ze Doktorantka nie zadala sobie trudu aby zapoznad si¢
z publikacjami i z badaniami jakie byly i s3 prowadzone w Polsce , zwlaszcza dotyczace
wirusa grypy i podstawowych wiruséw grypopodobnych. Pozwolg sobie dodaé , ze to w Polsce
znajduje si¢ jeden ze 141 Krajowych Ogrodkéw ds. Grypy uznawany i wysoko oceniany przez
WHO. W bibliotece tego o$rodka znajduje si¢ w pargset publikacji gtéwnie badan dotyczgcych
grypy ale 1 réwniez wybranych wiruséw grypopodobnych. Prace byly i sa drukowane
w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym i cytowane na calym S$wiecie. Gdyby
Doktorantka przeczytala chociaz czg$é tych prac - uniknelaby podstawowych bledow
z zakresu wirusologii. Wypada wiedzieé, ze Polska uczestniczy w Global Influenza
Surveillance and Response System — WHO oraz nadzorze prowadzonym przez European
Center for Disease and Control. W polskim pismiennictwie nie uzywa si¢ cyt. str. 36
-doprowadzi¢ do $mierci” — jest to nie prawidtowe thumaczenie z jezyka angielskiego powinno

by¢ doprowadzi¢ do zgonu, ktére pojawia sic w wielokrotnie w pracy. Wirus jaki wywolat
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pandemi¢ grypy w sezonie epidemicznym w 2009/2010 zostat oznakowany jako podtyp
A/HIN1/pdm09. Nalezy wiedzie¢, ze pandemia zostata wywolana przez podtyp wirusa
A/HIN1/pdm09, a nie jak podano w pracy przez wirus grypy A/HIN1/. Zgodnie z danymi
WHO w sezonie epidemicznym 2009/2010 zarejestrowalo znacznie mmiejsza licze zgondéw
w $wiecie niz podczas innych sezonéw epidemicznych, jak réwniez , ze w kazdym sezonie
epidemicznym potwierdza si¢ krazenie nie tylko wiruséw grypy typu A, podtypu A/HIN1/,
A/H3N2/ i typu B w r6éznym nasileniu a od sezonu 2009/2010 réwniez podtypu
A/HIN1/pdm09 podtyp ten krazy w dalszym ciggu. Doktorantka w wielu fragmentach pracy
nie ustrzegta sig ogdlnikéw i tak np. okreslenie niedawno - nie jest okresleniem precyzyjnym.
W przypadku lek6w dopuszczonych do stosowania w lecznictwie przez WHO powinien by
napisany rok w kazdym przypadku . I tak np. Goldamaris flu — to nie jest lek, to wyréb
medyczny-spray do phukania nosa (na bazie soli morskiej). W czesci doswiadezalnej wirusy
grypy typu A szczep H3N2, nieprawidlowa nazwa, powinno byé napisane A/H3N2/ oraz z
jakiego sezonu epidemiologicznego wirus ten pochodzi.

Nie moge zgodzi¢ si¢ z opinig Doktorantki do stosowania w przysziosci tych nowych
zwigzkow do profilaktyki nawet w przypadku infekcji grypowej. Co nie umniejsza celom pracy
jakie sobie Doktorantka postawita. We wszystkich dokumentach , rekomendacjach sezonowych
WHO, ECDC leki antygrypowe nowej generacji-inhibitory neuraminidazy (Zanamiwir,
Oseltamiwir) s3 uzywane do profilaktyki jedynie w bardzo sporadycznych przypadkach

natomiast do leczenia — tak, po spelnieniu odpowiednich warunkéw.

Oceniana praca doktorska spetnia wymagania Ustawy o Stopniach i Tytulach
Naukowych, ktére sg stawiane kandydatom ubiegajacym si¢ o stopien naukowy doktora nauk
chemicznych, dyscyplina chemia.

Pomimo moich krytycznych uwag wnioskuje do Wysokiej Rady Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie o dopuszezenie Pani mgr Justyny Ciejki do dalszych

etapow przewodu doktorskiego,

SAER L WAL,
ciut Badania Wirusow
Krajowy o'stoq&‘;ds. Gwp;m
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