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rozprawy doktorskiej lek. wet. Anny Marzec-Grzadziel pt. ,,Wplyw inhibitoréw TNF-a,
IL-6 i MAPKS na przezywalnos¢ oraz przebieg procesow zapalnych u myszy zakazonych

wirusem wscieklizny” wykonanej pod kierunkiem Pana dr hab. Marcina Smreczka, prof.

nadzw. w Zakladzie Wirusologii Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego

Instytutu Badawczego w Pulawach

Podstawe formalng recenzji stanowi pismo Przewodniczacego Komisji Doktorskiej Rady
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego w
Putawach prof. dr hab. Dariusza Bednarka z dnia 31.08.2018r. powotujace si¢ na uchwate
Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach z dnia 27.04.2016 .

Wicieklizna jest jedna z najstarszych znanych ludzkosci chordb zakaznych.
Wspomina juz o niej kodeks Hammurabiego z XVII w. p.n.e. Jest tez jedng z najstarszych
chordb, z ktorymi rozpoczgto planowa walke. Przyczyng wscieklizny jest niezwykly,
neurotropowy wirus nalezacy do rodziny Rhabdoviridae, rodzaju Lyssavirus, ktorego
wilasciwosci, mimo wielu lat badan, dotychczas do konca nie poznano. Nie poznano tez
ostatecznie patogenezy choroby i sposobow jej leczenia. Ciagle pojawiaja si¢ nowe zdarzenia
nie mieszczgce si¢ w ramach dotychczasowych pogladoéw, dlatego tez wscieklizna nadal si¢
szerzy. Wprawdzie zostaly opracowane skuteczne szczepionki profilaktyczne i1 post-
ekspozycyjne, lecz jesli dojdzie do rozwiniecia si¢ klinicznej postaci choroby u cztowieka, to
jej przebieg jest dramatyczny i zawsze, poza nielicznymi wyjatkami, konczy si¢ $miercia.
Uderzajacy jest kontrast pomiedzy skgpymi zmianami anatomo-patologicznymi i histo-
patologicznymi a niezwykle cigzkimi objawami klinicznymi. Nie ustalono do konca jakie
sygnaly wysyla wirus podczas infekcji, ze doprowadza do tak cigzkiego spustoszenia

organizmu. Nie udalo si¢ rowniez wytlumaczy¢ ostatecznie, dlaczego chorzy na wscieklizng



umierajag. Wyjasnienie tych kwestii jest niezbedne do opracowania skutecznych metod
leczenia choroby. Zatem, podjecie przez lek. wet. Anng Marzec-Grzadziel badan nad
wpltywem nadmiernej odpowiedzi immunologicznej wrodzonej rozwijajacej si¢ w wyniku
zakazenia wirusem wécieklizny na przebieg choroby i $mier¢ zaatakowanego organizmu jest
w peini uzasadnione.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 105 stron. Sklada si¢ z 11
rozdziatow, takich jak: Wstep, Cel i uzasadnienie pracy, Material i metody, Wyniki,
Dyskusja, Whnioski, Spis rycin. Spis tabel, Streszczenie w jezyku polskim i Streszczenie w
jezyku angielskim oraz PiSmiennictwo. Dysertacja zawiera 17 rycin i 12 tabel.

We wstepie poprzedzonym wykazem stosowanych skrotéw, podzielonym na 5
rozdzialow i 9 podrozdzialow, obejmujacym 16 stron, Doktorantka szczegotowo przedstawita
aktualny stan wiedzy na temat cyklu zyciowego wirusa wscieklizny (RABV), budowy
wirionu, procesow immunologicznych zachodzacych w przebiegu zakazenia oraz patogenezy
zakazen szczepami atenuowanymi, laboratoryjnymi i terenowymi RABV. W ostatnim
podrozdziale wstgpu zostaly opisane proby poszukiwania sposobow leczenia wscieklizny.

Wstep dowodzi bardzo dobrej znajomosci badanej problematyki oraz piSmiennictwa
zwigzanego z obszarem podjetych badan. Opracowane przez Doktorantke bardzo interesujace
kolorowe ryciny w duzej mierze utatwiajg zrozumienie opisanego materiatu. Szkoda tylko, ze
niektore napisy zawarte w ilustracjach maja tak matlg czcionke, ze z trudem udaje si¢ je
odczytac.

RABV w przebiegu zakazenia unika odpowiedzi immunologicznej zakazonego
organizmu, jednocze$nie intensywnie pobudza procesy zwigzane z odpowiedzig
immunologiczng wrodzong. Wedtug przyjetej hipotezy to wlasnie nadekspresja chemokin w
przebiegu zakazenia RABV jest odpowiedzialna za wigkszos$¢ objawodw wscieklizny i1 $mieré¢
gospodarza.

W rozdziale zatytutowanym ,,Cel pracy” przedstawiony zostat jeden gléwny cel,
ktorym byla weryfikacja hipotezy zaktadajgcej, ze zastosowanie inhibitoréw wybranych
aktywatorow szlakow przekazywania sygnatu w czasie zakazenia wirusowego, takich jak
inhibitory TNF-a, IL-6 i MAPK, ograniczy odpowiedz immunologiczng wrodzong i wydtuzy
przezywalno$¢ zwierzat do$wiadczalnych pozwalajac na wytworzenie przeciwcial anty-
RABV. W tym celu postanowiono (*) porownaé czas przezywalnosci zwierzat w grupach
doswiadczalnych, w ktorych myszom zakazonym RABV podawano poszczeg6lne inhibitory
szlakow immunologicznych w odniesieniu do grupy kontrolnej, (**) przeprowadzi¢ analize

miana i liczby kopii genu N wirusa wscieklizny w OUN myszy, ktorym podawano inhibitory



szlakow immunologicznych po zakazeniu RABV oraz myszy z grupy kontrolnej (zakazonych
RABV), oraz (***) zbada¢ eckspresje genow dla wybranych markeréw odpowiedzi
immunologicznej gospodarza na zakazenie RABV oraz markeréw $mierci komorkowej w
poszczegbdlnych grupach doswiadczalnych.

W rozdziale ,,Materiat i metody”, liczacym 15 stron i zawierajacym 10 podrozdziatow,
Doktorantka scharakteryzowata wykorzystany w do$wiadczeniu model zwierzecy, zasady
randomizacji, uzyty w zakazeniu szczep wirusa oraz wybrane inhibitory cytokin i kinaz.
Nastepnie opisata schemat doswiadczenia, pobierania probek do badan, zasady okres$lania
miana i ilo$ci wirusa w badanych probkach oraz metody okreslania ekspresji wybranych
genow wrodzonego uktadu immunologicznego. Rozdzial konczy doktadny opis metod
wykorzystanych do analizy statystycznej.

Badania przeprowadzono na 66 myszach laboratoryjnych podzielonych losowo
na 7 grup doswiadczalnych, gdzie w trzech grupach podano wirus oraz poszczegodlne
inhibitory szlakow immunologicznych, w jednej, stanowigcej grupe kontrolng, podano
jedynie wirus wscieklizny oraz trzech kontrolnych grupach podano wytacznie inhibitory
szlakéw immunologicznych.

Dobor uzytych technik badawczych jest uzasadniony i1 prawidlowo koreluje z
zalozonym celem pracy. Na wysoka ocen¢ zasluguje =zastosowanie W badaniach
nowoczesnych technik molekularnych do okre$lania liczby kopii wirusa i ekspresji genow, a
ich szczegétowe opisy $wiadczg 0 bardzo dobrym opanowaniu technik badawczych
Doktorantki.

Bardzo dobrym pomystem byto przedstawienie do$¢ zawitej charakterystyki grup
doswiadczalnych 1 schematu planu do$wiadczalnego w tabeli 1 za pomoca ryciny. Dla
tatwiejszego zrozumienia ich tresci warto bytoby umiesci¢, zardéwno pod tabela, jak i rycina,
legend¢ zawierajaca zastosowane w nich skroty. Wedtug informacji zawartej w tabeli 1 dwie
grupy doswiadczalne, w ktorych podawano inhibitory TNF-a i IL-6 zawieraty po 10 myszy
zakazonych wirusem wscieklizny, natomiast grupa, w ktérej podawano inhibitory MAPK
ztozona byla z 20 zwierzat. Dobrze by bylo wyjasni¢ w dyskusji powody tych roznic.

Do zakazenia doswiadczalnego myszy wykorzystano szczep SHBRV-18 wyizolowany
z przypadku wscieklizny u czlowieka pogryzionego przez nietoperza. W pracy nie pojawila
si¢ informacja na temat genotypu tego szczepu. Jest to istotne, poniewaz istniejg sugestie, ze
genotypy ,,nietoperzowe” wirusa wécieklizny moga powodowac¢ nieco inne zmiany w OUN

zakazonego organizmu niz nalezacy do genotypu 1 klasyczny wirus wscieklizny.



Wyniki zostaly przedstawione na 21 stronach w formie opisowej i graficznej. Rozdziat
ztozony z pigciu podrozdziatdéw zawiera 7 rycin i 6 tabel, obejmuje obszerny i szczegotowy
opis uzyskanych wynikow badan. Starannie wykonane diagramy w sposob przejrzysty
obrazuja rezultaty doswiadczenia. Rozdzial obejmuje wyniki analizy przezywalno$ci, miana
SHBRV-18 i liczbe kopii genu N SHBRV-18 w grupach doswiadczalnych oraz poziomy
ekspresji mRNA wybranych markeréw genetycznych w OUN zwierzat do§wiadczalnych.

Wyniki badan, poddane wielokierunkowej analizie statystycznej réwniez zostaly w
sposob jasny przedstawione na diagramach oraz w tabelach. Rezultaty badan zostaty
przedstawione zgodnie z zalozonymi celami pracy 1 wnosza nowe wartosci do obecnego stanu
wiedzy na temat proceséw patogenetycznych w przebiegu zakazenia wirusem wécieklizny.

Otrzymane wyniki uwazam za bardzo interesujace. Lek. wet. Anna Marzec-Grzadziel
wykazala miedzy innymi, Ze najdluzszy czas przezycia osiggnigto w grupie, ktora
otrzymywata inhibitor TNF-a. Najwyzsze miana wirusa oraz najwigksza liczbe kopii genu N
SHBRV-18 stwierdzano w odcinku szyjnym rdzenia kr¢gowego, co moim zdaniem jest
bardzo istotne, biorgc pod uwage material pobierany do badan w rutynowej diagnostyce
wscieklizny, gdzie badane sa fragmenty mézgowia.

Mocng strong dysertacji jest liczacy 16 stron rozdziat ,,.Dyskusja”, ktory zawiera
analize wynikow badan wilasnych w konfrontacji z wynikami uzyskanymi przez innych
autoréw. Doktorantka w rozdziale tym dowiodla umiejetnosci prowadzenia naukowej
polemiki a odpowiednio dobrane pismiennictwo $wiadczy o znajomo$ci badanej
problematyki.

Rozprawe koncza trzy wnioski opracowane na podstawie uzyskanych wynikéw. W
oparciu o zaprezentowany schemat badan doswiadczalnych oraz opisang wczesniej metodyke
lek. wet. Anna Marzec-Grzadziel wykazata, ze zastosowanie inhibitorow TNF-q, 1L-6 oraz
MAPK spowodowato wydtuzenie czasu przezycia zwierzat poprzez ograniczenie nadmiernej
reakcji uktadu immunologicznego organizmu gospodarza w odpowiedzi na zakazenie
SHBRV-18 najwyrazniej zaznaczone w grupie, w ktorej zastosowano inhibitor TNF-q.
Doktorantka wykazata tez brak wplywu inhibitorow szlaku immunologicznego na
intensywno$¢ namnazania wirusa oraz brak znaczenia apoptozy w przebiegu zakaZenia
szczepem SHBRV-18.

Na koncu rozprawy umieszczono spis rycin, tabel oraz streszczenia w jezykach
polskim 1 angielskim oraz liczaca 180 pozycji liste cytowanych w pracy artykutow. Nalezy

podkresli¢, ze dysertacja zostata napisana bardzo starannie, pigkng polszczyzng, w sposob



przejrzysty, mimo dos$¢ skomplikowanego schematu doswiadczalnego i nielatwego tematu
badawczego, ktdrego podjeta si¢ Doktorantka.

Podsumowujgc, nalezy stwierdzi¢, ze wykonane przez lek. wet. Anng Marzec-
Grzadziel obszeme i pracochtonne badania dostarczyly ciekawych i cennych wynikéw
poznawczych oraz aplikacyjnych, zastugujacych na wysoka oceng. Zawarte w recenzji uwagi
majg w wiekszosci charakter porzadkowy lub dyskusyjny i nie wplywaja na wysoka oceng
recenzowanej rozprawy doktorskiej. Niewatpliwie jednym z cenniejszych aspektow pracy jest
wzbogacenie wiedzy na temat procesoéw patogenetycznych wscieklizny. Uzyskane przez lek.
wet. Anna Marzec-Grzadziel rezultaty badan moga przyczyni¢ si¢ do opracowania skuteczne;j
terapii klinicznej postaci wscieklizny.

Reasumujgc, stwierdzam, ze rozprawa doktorska lek. wet. Anny Marzec-Grzadziel pt.
,Wplyw inhibitorow TNF-0, IL-6 i MAPKs na przezywalno$¢ oraz przebieg procesow
zapalnych u myszy zakazonych wirusem wiécieklizny” odpowiada warunkom okreslonym w
Art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz warunkom okreslonym w § 6. Rozporzadzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrzeénia 2011 r. w sprawie szczegétowego
trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich, w postgpowaniu
habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytulu profesora, dlatego przedkladam
Wysokiej Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu
Badawczego wniosek o dopuszczenie lek. wet. Anna Marzec-Grzadziel do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Whnoszg tez o wyrdznienie pracy, poniewaz uwazam, ze rozprawa doktorska lek. wet.
Anna Marzec-Grzadziel w spos6b znaczacy wzbogaca wiedz¢ na temat patogenezy i

potencjalnych metod leczenia wscieklizny.
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