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1. Imie i Nazwisko
Marzena Rola-t.uszczak

2.  Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

* 2003 - doktor nauk weterynaryjnych, Panstwowy Instytut Weterynaryjny -
Pafnstwowy Instytut Badawczy (PIWet-PIB) w Putawach. Tytul rozprawy
doktorskiej: ,,Opracowanie testu ELISA do diagnostyki zakaze wirusem
niedoboru odpornosci bydla oraz okre$lenie wplywu tego wirusa na przebieg
zakazenia wirusem bialaczki bydta”, Promotor: Prof. dr hab. Jacek Kuzmak

= 1997- magister biotechnologii, na podstawie pracy magisterskiej pt.:
»Lipopolisacharydy mutantéw TnS5 Rhizobium leguminosarum bv.trifolii 24.1
o zmienionych wlasciwosciach symbiotycznych”, Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie, Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi, Instytut
Mikrobiologii i Biotechnologii, Promotor: Doc. dr hab. Maria Glowacka

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

= od 01.01.2004 - adiunkt - Zaklad Biochemii, Panstwowy Instytut
Weterynaryjny - Paiistwowy Instytut Badawczy w Putawach.
= od 01.052002 — asystent - Zaklad Biochemii, Panstwowy Instytut

Weterynaryjny - Pahistwowy Instytut Badawczy w Putawach.
= (Od 01.10.1997 - specjalista inZynieryjno-techniczny biotechnolog- Zaklad
Biochemii, Pafistwowy Instytut Weterynaryjny - Pafstwowy Instytut Badawczy
w Pulawach.
= staze zagraniczne:
o Cztery staze w Szkole Weterynaryjnej w Lyonie, Laboratorium INRA
lentiwiruséw matych przezuwaczy ( w sumie dziewigé miesiecy)
1999 — staz miesieczny - stypendium COST action 834
2000 — staz dwumiesieczny - program POLONIUM
2001 — staz trzymiesigezny — stypendium FEMS
2001/2002 — staz trzymiesigczny — program POLONIUM
o Staz po doktorski - 26-miesigczny - (2004-2006) School of Biological
Sciences, The Nebraska Center for Virology, University of Nebraska,
Lincoln, USA
o Staz dwutygodniowy- program EPIZONE, laboratorium CIRAD,
Montpellier, Francja ( marzec 2007)
o Dwukrotny miesieczny staz w ramach programu BRITISH-POLISH
YOUNG SCIENTISTS PROGRAMME, Veterinary Laboratories
Agency (VLA), New Haw, Addlestone, Wielka Brytania, (listopad 2008
oraz pazdziernik 2009)
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4. Wskazanie osiagni¢cia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm, w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.)

4a) Tytul osiggniecia naukowego

Badania nad diagnostyka molekularng zakazefi wirusem biataczki oraz
Zmiennoscig genetyczng wirusa

4b) Publikacje wchodzjce w sklad osiagni¢cia naukowego

H-1. Rola-Luszczak M., Finnegan C., Olech M., Choudhury B., KuZmak J.:
Development of an improved real time PCR for the detection of bovine leukaemia
provirus nucleic acid and its use in the clarification of inconclusive serological test results;
Journal of Virological Methods, 2013, 189, 258-264. doi: 10.1016/j.jviromet
(IF2013 1,883; MNiSW2q13 20, liczba cytowan 7)

Mdj wklad w powstanie tej pracy polegal na udziale w: wykonaniu wigkszosci badah
laboratoryinych ( zaprojektowanie starteréw, sondy, przygotowanie standardy,
walidacja metody, analiza prébek terenowych metodq real time PCR oraz nested PCR -
444pz, wykonanie poréwnania do testu real time PCR MGB), a nastepnie w opracowaniu
wynikéw (wykonanie wykresow, tabel), pisaniu manuskryptu, autor korespondencyjny.
Mdj udziat procentowy szacuje na 90%.

H-2. Jaworski J.P., Pluta A., Rola-Euszczak M., McGowan S.L., Finnegan C.,
Heenemann K., Carignano H.A., Alvarez 1., Murakami K., Willems L., Vahlenkamp
T.W., Trono K.G., Choudhury B., Kuzmak J.: Interlaboratory Comparison of Six Real-
Time PCR Assays for Detection of Bovine Leukemia Virus Proviral DNA. Journal of
Clinical Microbiolology. 2018 Jun 25;56(7). pii: €00304-18. doi: 10.1128/JCM.00304-
18. Print 2018 Jul. (TF2017 4,054 ; MNiSW 20132016 35, liczba cytowar 0)

Mdj wklad w powstanie tej pracy polegat na udziale w kolekcjonowaniu materiatu,
planowaniu badar, interpretacji wynikéw oraz przygotowaniu manuskryptu i odpowiedzi
na uwagi recenzentow. Moj udzial procentowy szacuje na 40%.

H-3. Rola-Luszezak M., Pluta A., Olech M., Donnik L., Petropavlovskiy M., Gerilovych
A, Vinogradova L., Choudhury B., Kuzmak J.: The molecular characterization of bovine
leukaemia vitus isolates from Eastern Europe and Siberia and its impact on phylogeny;
PLoS ONE, 2013, 8(3):e58705. doi:10.1371/ journal. pone.0058705. (IF2015 3,534 ;
MNiSW0:3 40, liczba cytowan 31)

Mdj widad w powstanie tej pracy polegatl na udziale w: wykonaniu charakterystyki
molekularnej wigkszosci izolatow BLV ( kolekcjonowanie maieriaty, otrzymanie DNA,
amplifikacja, przygotowanie produktow PCR do sekwencjonowania, analiza sekwencji
i umieszczenie ich w bazie GenBank), opracowaniu wynikéw, przygotowaniu
manuskryptu, autor korespondencyjny. Mdj udzial procentowy szacuje na 80%.

Zatgcznik nr 2 AUTOREFERAT



H-4. Rola-Luszczak M., Grabowska A., Szewczyk B., Kuzmak J.: Baculovirus
expression and potential diagnostic application of the gp51 envelope glycoprotein of
genetic mutants of the bovine leukaemia virus Journal of Veterinary Research 2019, 63,
1-6 DOI:10.2478/jvetres-2019-0020 (IF2015 0,811; MNiSW 2013.2016 20, liczba cytowan 0)

Md6j wikiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w: pozyskaniu srodkéw na badania,
zaplanowaniu badan, wykonaniu badan molekularnych (konstrukcja kasety ekspresyjnej
dla wariantow i szczepu dzikiego, kionowanie to wektora transferowego pFastBac,
transpozycja w komorkach bakteryjnych DHI10Bac, otrzymanie bakmidowego DNA),
wykonaniu badan serologicznych ( opracowanie i wykonanie roznorodnych modeli
testéw ELISA), interpretacji wynikéw bada¥i oraz przygotowaniu manuskrypitu
i odpowiedzi na uwagi recenzentow, autor korespondencyjny. Mdj udzial procentowy
szacuje na 85%.

F.gczna punktacja prac wchodzgcych w sklad jednotematycznego cyklu publikacji:
- wedtug listy Ministerstwa i Szkolnictwa Wyzszego: 115 punktéw
- taczny impact factor wg listy JCR: 10,282

- laczna liczba cytowani wg WoS Core Collection (zdan.15.04.2019): 38

4c) omoéwienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiagni¢tych wynikéw wraz
z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wstep
Enzootyczna biataczka bydla (EBB) jest chorobg nowotworowg o wybitnie

przewleklym przebiegu, ktérg cechuje rozwd} zmian proliferacyjnych ukfadu
limforetikularnego, prowadzacy do przewleklej limfocytozy tzw. forma leukemiczna
i do zmian guzowatych w weztach chtonnych i narzgdach wewngtrznych, co okresla si¢
jako forme¢ guzowatg EBB. Czynnikiem etiologicznym jest wirus biataczki bydla (Bovine
leukemia virus-BLV) zaliczany do rodziny Retroviridae, rodzaju Deltaretrovirus, gdzie
jest klasyfikowany razem z wirusem ludzkiej biataczki T komorkowej (HTLV - Human
T-Cell Leukemia Virus) (Gillet i wsp. 2007).

W przebiegu choroby wyrdézniamy forme aleukemiczng, wystgpujaca
u wigkszoéci zakazonych zwierzat, dla ktérej charakterystyczny jest brak objawow
klinicznych, obecno$¢ swoistych przeciwcial i wirusowego DNA zintegrowanego w
formie tzw. prowirusa z genomem komorek (Burny i wsp. 1988). Faza ta moze trwaé
roznie dtugo, zwykle jednak po 12-16 miesigcach od zakazenia u okolo 30% osobnikéw
rozwija si¢ forma subkliniczna EBB, dla ktérej typowym objawem jest przewlekla
limfocytoza, przy braku objawow klinicznych. Towarzyszy jej wzrost odsetka
prolimfocytéw i limfoblastéw, co zwigzane jest z poliklonalng proliferacjg limfocytéw B
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o fenotypie CD5+ IgM+ (Aida i wsp. 1993). Wystepowanie przewleklej limfocytozy ma
$cisty zwigzek z obecnoscia okreslonych genéw MHC klasy II, oznaczonym jako BolLA-
DRB3 (Lewin i wsp. 1988). U okoto 5-10% zwierzat z formg subkliniczna, zwykle po
kilku latach od zakaZenia, rozwija si¢ forma guzowata bialaczki. Nieznany jest
mechanizm leukomogenezy w przypadku EBB, lecz przypuszcza si¢, ze jest to zwigzane
z obecnoscia gendéw regulatorowych w genomie BLV, kodujacych biatka Tax i Rex,
aktywujgcych onkogeny, co prowadzi do dysregulacji funkcji uktadu immunologicznego
(Rodriguez i wsp. 2011).

Wystepowanie EBB ma zasieg swiatowy, co nalezy lgczy¢ z migracjami ludzi
i zakazonego bydla na przetlomie XIX i XX wieku, gléwnie z Europy do Ameryki
Péinocnej oraz z pdZniejszymi przemieszczaniami bydla po II wojnie $wiatowej, gldwnie
w krajach europejskich oraz z USA do Ameryki Poludniowej, Australii i krajow
Dalekiego Wschodu (Johnson R i Kaneene J, 1992). Odsetek zakazonych osobnikéw,
notowany na podstawie dodatnich odczyndéw serologicznych, jest zréznicowany
w poszczegdlnych strefach geograficznych, wykazujac najwyzsze wartoéci (60% do
80%) w krajach Ameryki Péinocnej 1 Potudniowej (EFSA, AHAW Panel 2015).
Najbardziej korzystna sytuacja epidemiologiczna notowana jest w Europie, gdzie
wiekszo$é krajow wspdlnoty jest oficjalnie uznana za wolne od EBB, poza krajami
bafkanskimi i niektérymi krajami Europy Srodkowo-Wschodniej. Program rozpoczety
w 2007 r. doprowadzit do uznania Polski za kraj urzgdowo wolny od EBB, zgodnie
z decyzja Komisji Europejskiej 2017/888 z 22 maja 2017 roku.

Enzootyczna biataczka bydla umieszczona jest na liscie choréb podlegajacych
obowigzkowi zwalczaniu. Ramy prawne zwalczania EBB reguluje zalagcznik D
Dyrektywy Rady 64/432 oraz rozdzial 11.9 Kodeksu Zdrowia Zwierzat Lgdowych
Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (OIE). Prawodawstwo wielu krajéw wypelnia
zalozenia tych dokumentéw w zakresie dotyczgcym uzyskania i utrzymania statusu kraju
lub regionu wolnego od EBB, co naklada obowigzek usuwania ze stada wszystkich
zwierzat reagujacych dodatnio w testach diagnostycznych oraz koniecznosc
przeprowadzania okresowych badant kontrolnych w celu potwierdzenia statusu wolnego
od EBB. Postgpowanie to, okreslane jako ,.test and eliminate” z powodzeniem bylo
stosowane w wielu krajach europejskich, w tym w Polsce, jako efektywny sposob
uwalniania stad od EBB (Nuotio i wsp. 2003, Acaite i wsp. 2007). Ujemng strona takiego
postgpowania jest koniecznos¢ ponoszenia znacznych nakladéw finansowych,
zwigzanych z wykupem i ubojem zakazonych zwierzat oraz wprowadzaniem nowych
osobnikow do stada (Pollari 1 wsp. 1993). Jednak argumentem przemawiajacym za
stosowaniem takich programéw zwalczania EBB jest fakt negatywnego wplywu zakazen
BLYV na produkcyjnoé¢ bydia, zwigzanego z obnizong produkcjg mleka (Ott i wsp. 2003)
oraz obnizong reprodukcjg (Bartlett 1 wsp. 2013). Nie bez znaczenia jest negatywny
wplyw zakazef BLV na niektére parametry ukltadu immunologicznego bydia (Blagitz
i wsp. 2017) oraz wicksza podatno$¢ zakazonych zwierzagt na wspétinfekcje innymi
patogenami (Jacobs i wsp. 1995, Scott i wsp. 2006 ). Dodatkowo, badania
przeprowadzone w ostatnich latach sugerujg mozliwy zwigzek BLV z wystgpowaniem
raka piersi u kobiet (Buehring i wsp. 2014).
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Ze wzgledu na to, ze programy zwalczania EBB bazujg na identyfikowaniu
i eliminowaniu bydta zakazonego BLV, kluczowe jest zatem stosowanie efektywnych
metod diagnostycznych. Poznanie w 1969 roku BLV pozwolilo na wyprodukowanie
swoistego antygenu i zastosowanic metod serologicznych w diagnostyce zakazeit BLV,
posréd ktorych metodami zalecanymi przez OIE s3 metoda immunodyfuzji w zelu
(AGID) i metoda immunoenzymatyczna (ELISA) (Manual OIE, 2018).

W Polsce, podobnie jak w wielu innych krajach obserwuje si¢ tendencj¢ to
szerokiego stosowania metody ELISA, ze wzgledu na jej wysoka czulo$é, mozliwosé
badania probek pulowanych surowicy lub mleka oraz obiektywny odczyt wynikoéw.
Istotne, z praktycznego punktu widzenia, ograniczenia w stosowaniu tej techniki odnieéé
mozna do niskiego miana swoistych przeciwcial, zwigzanego z wezesnym okresem po
zakazeniu. Pewnym mankamentem metody ELISA jest tez mozliwo$¢ wystapienia
wynikow falszywie dodatnich (Reichel i wsp. 1998,). Za ich przyczyne powszechnie
uwazany jest wysoki, patologiczny poziom immunoglobulin w surowicy krwi, co
spowodowane moze by¢ przewleklymi stapami zapalnymi, stosowaniem terapii
bodzcowej, wzglednie szczepieniami (Moreno i wsp. 1990). Obserwowano tego rodzaju
reakcje po szczepieniach przeciwko piroplazmozie i papilomatozie (Klintevall 1995).
Falszywie dodatnie wyniki mogg tez by¢ wynikiem obecnosci przeciwcial pochodzenia
siarowego w surowicy krwi badanych cielgt (Ballagi-Pordany i wsp. 1992) oraz
obecnosci tzw. przeciwciat heterofilnych, wigzacych nieswoiscie immunoglobuliny
mysie, co ma krytyczne znaczenie w testach ELISA wykorzystujacych monoklonalne
przeciwciala.

Majac na uwadze takie ograniczenia testu ELISA w ostatnich latach opracowano
metody pozwalajgce na bezposrednie wykrywanie prowirusowego DNA u zakazonych
zwierzat, w oparciu o technike laficuchowej reakcji polimerazy (Polymerase Chain
Reaction - PCR). Metoda ta ujgta jest w przepisach OIE jako tzw. metoda alternatywna,
uzupetniajgca badanie serologiczne, zalecana do wykrycia prowirusowego DNA migdzy
innymi u cielgt, karmionych siarg zakazonych matek, do potwierdzenia obecnosci
prowirusa w tuszach zwierzgt, wykazujacych zmiany wskazujace na EBB w trakcie
badania poubojowego Iub jako pomocna metoda w diagnostyce réznicowej EBB
i biataczek sporadycznych, kiedy badanie histopatologiczne nie daje jednoznacznych
rezultatow (Manual OIE 2018, Klintevall i wsp. 1993, Duncan i wsp. 2005). Do tej pory
opracowano szereg metod takich jak nested PCR, PCR in situ, izotermiczna amplifikacja
DNA (LAMP), CoCoMo-qPCR czy real time PCR, reprezentujacych rézny poziom
czutoscl i swoistosci, a takze wykorzystujacych geny env, gag i pol, jako matryce do
amplifikacji (Eaves i wsp. 1994, Kubis i wsp.2007, Komiyama i wsp. 2009, Jimba i wsp.
2012, Kuckleburg i wsp. 2003, Lew i wsp. 2004, Heenemann i wsp. 2012).

Jednak w opracowaniach tych nierozstrzygnigta pozostaje kwestia opracowania
testu PCR przydatnego do wykrywania prowirusa u zwierzat wykazujacych
niejednoznaczne wyniki badan serologicznych w tescie ELISA lub wyniki wzajemnie
wykluczajace sie, kiedy do badafi wykorzystywane sg handlowe zestawy ELISA,
reprezentujace rozne warianty testu takie jak indirect ELISA, double-well ELISA czy
blocking ELISA. Ma to szczegdlne znaczenie z punktu widzenia laboratoriow
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referencyjnych, ktérym zadaniem jest potwierdzanie watpliwych lub niejednoznacznych
wynikéw badan, otrzymywanych przez laboratoria terenowe.

Badanie zmiennosci genetycznej izolatéw terenowych BLV, szczegdlnie w skali
ogllnoswiatowej, jest aktualnie jednym z wazniejszych obszardw zwigzanych
z badaniami nad BLV i bylo przedmiotem licznych publikacji w ostatnich latach. Analiza
dostepnych sekwencji BLV wskazuje na ich bardzo wysoki stopien homologii, co jest
typowe dla wiruséw rodzaju Deltretroviridae (Mansky i Temin 1994) Badania wielu grup
badaczy skupione byly przede wszystkim na analizie sekwencji genu env, kodujgcego
glikoproteing powierzchniowa gp51. Biatko to odgrywa kluczowa role w procesie
replikacji wirusa. Zawiera ono ponadto epitopy konformacyjne indukujgce synteze
przeciwcial neutralizujgcych oraz tzw. receptor binding domain, strukturg niezbedng do
wigzania wirusa z receptorem na komérkach (Johnston i wsp.2002). Efektem tych badan
bylo poznanie sekwencji genu env, reprezentujacych ponad 100 izolatéw BLV z licznych
krajow i prawie wszystkich kontynentéw oraz przeprowadzenie licznych analiz
filogenetycznych, potwierdzajgcych wystepowanie aktualnie 10 genotypéw BLV (Lee i
wsp. 2016). Dane te w zakresie wystepowania genotypéw G1, G2, G4, G6 i G9 zostaty
nastgpnie potwierdzone poprzez badanie sekwencji calego genomu BLV technikg
glebokiego sekwencjonowania (Polat i wsp. 2016). Generalnie, analiza filogenetyczna
wykonywana tak precyzyjnymi narz¢dziami bioinfomatycznymi jak metoda maximum
likelihood czy Bayesian inference wykazala écisty zwigzek pomiedzy wystepowaniem
poszczegolnych genotypdéw, a ich geograficzng lokalizacja (Moratorio i wsp. 2010,
Rodrigues i wsp. 2009). Obserwacje te zostaly nastgpnie potwierdzona w badaniach
wskazujgcych na unikatowe lokalizacj¢ genotypu G8 w Chorwacji (Balic i wsp. 2012),
G9 w Boliwii (Polat i wsp. 2016) oraz genotypu G10 u bydla w Tajlandii (Lee i wsp.
2016).

Wyniki wielu grup badaczy wskazuja na zwigzek pomigdzy wystgpowaniem
mutacji punktowych w genach lub sekwencjach regulatorowych a cechami biologicznymi
retrowiruséw. Badania takie nabierajg szczegdlnego znaczenia w przypadku genu env
biorac pod uwagg znaczenie biatka ENV w replikacji wirusa i patogenezie zakazen BLV.
Do tej pory, w szeregu pracach, opisanc liczne mutacje w genie env, skutkujgce zmianami
w sekwencji aminokwasowej biatka gp51. Jakkolwiek, nie zanotowano bezposredniego
zwigzku pomiedzy zakazeniami wywolanymi przez okreslone genotypy BLV
a zmieniong odpowiedzig humoralng (Licursi i wsp. 2002, Asfaw i wsp. 2005), to fakt
czestego wystgpowania mutacji w epitopie G, majacych charakter selekcji pozytywnej,
moze Swiadczyé o wystgpowaniu mutantéw BLYV, indukujgcych synteze przeciwcial
0 Zmienionym powinowactwie niz te, indukowane przez szczepy nie wykazujgce mutacji
(Zhao 1 wsp. 2007). Mozna przyjaé, ze podobnie jak w przypadku wirusa ludzkiej
biataczki T komdrkowej zmiany aminokwaséw w obrebie poszczegdinych epitopéw
biatka gp51 indukowaé moga odpowiedz humoralna, specyficzng dla danych wariantéw
genetycznych (Tallet i wsp. 2001). Ponadto, podobnie jak w przypadku zmian
w epitopach konformacyjnych, notowano szereg mutacji wystepujacych w domenach
neutralizujacych i seskwencjach kodujacych receptory dla limfocytéw CD4 i CD8 (Dube
i wsp. 2009), co w oczywisty sposéb moduluje odpowiedZz gospodarza na zakazenie
takimi wariantami wirusa,
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Dlatego wydaje sie, ze badanie zmiennosci genetycznej izolatéw terenowych
BLV jest niezwykle wazne, biorgc pod uwage Swiatowy zasigg wystgpowania wirusa.
Analiza filogenetyczna oraz badania nad wystgpowaniem nowych genotypéw lub
subgenotypéw BLYV, typowych dla okreSlonych regiondw geograficznych, otwierajg
nowe mozliwoéci w obszarze epidemiologii molekularnej. Analiza mutacji w genie env
moze potwierdzi¢ istnienie zjawiska ucieczki wirusa spod kontroli ukladu
immunologicznego, a takze okresli¢ znaczenie tych mutacji dla efektywnodci diagnostyki
serologicznej oraz stworzy¢ mozliwosci opracowania nowych testow diagnostycznych
wykrywajacych zakazenia indukowane wariantami genetycznymi. Nie bez znaczenie jest
takze fakt mozliwego wykazania zwigzku tych mutacji z nowymi cechami biologicznymi
BLV.

Cel badan

Badania przedstawione w publikacjach stanowigcych omawiane osiagniecie naukowe
skupione byly na dwéch glownych celach:

1. Opracowaniu techniki real time PCR do wykrywania prowirusowego DNA BLV
w leukocytach krwi bydta, szczegélnie w odniesieniu do osobnikéw wykazujgcych
niejednoznaczne wyniki w badaniach serologicznych (ELISA) oraz poréwnaniu tej
techniki wobec testéw, opracowanych przez inne laboratoria.

2. Analizie zmiennos$ci genetycznej izolatéw terenowych BLV wystepujacych u bydta w
Polsce, Biatorusi, Ukrainie i Rosji oraz otrzymaniu rekombinowanych bialek gp51
w systemie bakulowirusowym, reprezentujacych warianty genetyczne BLV.

Badania przedstawione w publikacjach stanowigcych omawiane osiggnigcie naukowe
zostaly wykonane w ramach projektu British Council (Young Scientist Program,
WAR/342/124), grantu MNiSW 2 PO4B 009 27 oraz w ramach aktywnosci laboratorium
referencyjnego ds. enzootycznej biataczki bydta Swiatowej Organizacji Zdrowia
Zwierzat (OIE).

Omoéwienie wynikéw prac wskazanych jako szczegélne osiggni¢cie naukowe

H-1. Rola-Luszczak M., Finnegan C., Olech M., Choudhury B., KuZmak J.:
Development of an improved real time PCR for the detection of bovine leukaemia
provirus nucleic acid and its use in the clarification of inconclusive serological test results;
Journal of Virological Methods, 2013, 189 258-264. doi: 10.1016/j.jviromet

Celem pracy bylo opracowanie techniki real time PCR przydatnej do wykrywania
prowirusowego DNA BLV w leukocytach krwi bydla wykazujacego niejednoznaczne
wyniki badan serologicznych w tescie ELISA. Dysponowanie takg technika, szczegélnie
przez krajowe laboratoria referencyjne, jest istotne biorac pod uwage konieczno$é
potwierdzania wynikow otrzymywanych przez laboratoria terenowe oraz z drugiej strony,
istnienie pewnych ograniczei w stosowaniu testéw ELISA, co wynika z niskiej
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zawartosci przeciwcial w okreslonych prébkach surowicy czy tez podejrzenia wynikow
falszywie dodatnich na skutek reakcji nieswoistych.

Metode real time PCR oparto o wykorzystanie sondy typu TagMan, a jej
sekwencje oraz sekwencje starterow opracowano w oparciu o programy Primer3
i BLAST. Istotnym elementem opracowania testu bylo przygotowanie standardu DNA
poprzez amplifikacje fragmentu 120 pz z obszaru genu pol, jego klonowanie
w plazmidzie pST-Bluel, zlinearyzowanie poprzez trawienie enzymem restrykcyjnym
Pstl i uzycie réznych rozcieficzen plazmidowego DNA. Dodatkowo do walidacji testu
wykorzystano panel 19 prébek DNA, dodatnich i ujemnych, uprzednio badanych przez
laboratoria referencyjne OIE. Wyniki odnoszace si¢ do analitycznej czulosci testu
wykazaly, ze limit wykrywalnosci opracowanej metody wynosi 10° kopii oraz iz istnieje
silna zaleznos¢ liniowa pomi¢dzy wartosciami C a roznymi rozcieficzeniami kontrolnego
DNA (wspdtczynnik korelacji 1=0,992) przy zachowanych parametrach dotyczacych
efektywnos¢ amplifikacji (od 97,3% do 107,7%). Badanie prébek referencyjnego DNA,
uwzgledniajace probki ujemne i dodatnie, o roznej liczbie kopii, potwierdzilo
spodziewany stopien swoistosci i specyficznosci metody.

W badaniach majacych na celu ocene zdolnosci metody real time PCR do
weryfikacji wynikéw badan serologicznych w tescie ELISA istotny byt dobor
odpowiednich probek. Wykorzystano 51 probek genomowego DNA wyizolowanego
Z leukocytéw krwi bydta, w tym 46 pochodzgcych od krow ze stad uznanych za wolne
od EBB, jednak zakwalifikowanych przez laboratoria terenowe jako dodatnie na
podstawie badania testami ELISA oraz 5 wykazujacych niejednoznacznie lub watpliwe
wyniki, kiedy badano je réznymi testami ELISA. Dodatkowo badano 6 prébek DNA
uzyskanych z weztéw chlonnych bydta, wykazujacych w trakcie badania poubojowego
zmiany wskazujace na EBB. Probki DNA badano takze przy uzyciu trzech
konwencjonalnych metod PCR, amplifikujacych fragmenty genu env i LTR. Uzyskane
wyniki potwierdzily wystepowanie prowirusa metodg real time PCR u 28 kréw, ktore
réwniez byly dodatnie w tescie ELISA. Takie wyniki potwierdzono jedynie u 17
osobnikéw badanych konwencjonalng technikg PCR (liczba kopii od 7 do 20000),
poniewaz w pozostalych probkach technika ta wykazala wyniki niespéjne (liczba kopii
ponizej 7). W probkach DNA od 23 kréw, ktére okazaly si¢ ujemne w tescie ELISA,
badanie 4 z nich wykazalo Ct korespondujace z minimalng liczbg kopii prowirusa (mniej
niz 1), co bylo podstawg do przeprowadzenia reakcji real time PCR w pieciu
powtbrzeniach, celem okreslenia limitu wykrywalnosci dla metody. Uzyskane dane
potwierdzity wynik dodatni w 3/5 reakcji, potwierdzajac obecnos¢ prowirusowego DNA.
Badanie 6 probek DNA izolowanego z wezitéw chionnych potwierdzilo obecno$é
prowirusa w dwoch probkach, przy niskiej liczbie kopii wahajacej si¢ od 2,7 do 1,9 na
500 ng genomowego DNA.

Uzyskane wyniki potwierdzily wyzsza czulo$¢ metody real time PCR
w poréwnaniu do klasycznego PCR oraz wskazaly na scisla zalezno$¢ pomigdzy
wykrywalnoscig prowirusa a liczba kopii. Potwierdzily tez, ze opracowana technika real
time moze by¢ wykorzystywana do potwierdzana stanu zakaZenia wirusem biataczki
u osobnikéw, kiedy wyniki badan serologicznych sg niejednoznaczne lub kiedy do
badania dostepne sg tylko prébki DNA izolowane z tkanek.
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H-2. Jaworski J.P,, Pluta A., Rola-Luszczak M., McGowan S.L., Finnegan C,,
Heenemann K., Carignano H.A., Alvarez 1., Murakami K., Willems L., Vahlenkamp
T.W., Trono K.G., Choudhury B., KuZmak J.: Interlaboratory Comparison of Six Real-
Time PCR Assays for Detection of Bovine Leukemia Virus Proviral DNA. Journal of
Clinical Microbiology 2018 Jun 25;56(7). pii: €00304-18. doi: 10.1128/JCM.00304-18.
Print 2018 Jul.

Opracowanie w ostatnich latach szeregu testow wykrywajgcych prowirusowy
DNA BLV, opartych na metodzie real time PCR, rodzi szereg pytan o ich mozliwosci
diagnostyczne w kontekécie walidacji i standaryzacji takich testéw. Fakt
ogblnos$wiatowego wystepowania zakazefh BLV oraz znaczny wzrost obrotu zwierzgtami
i produktami zwierzecego pochodzenia, co jest jednym z elementéw globalizacji handlu,
narzuca konieczno$é harmonizacji metod diagnostycznych. Znalazto to odzwierciedlenie
w szeregu wytycznych OIE, wskazujacych na potrzebe miedzynarodowej harmonizacji
metod diagnostycznych, szczegélnie tych odnoszacych si¢ do chordéb o wainym
Znaczeniu gospodarczym.

W omawianej pracy podjgto probg oceny zdolnosci wykrywania prowirusowego
DNA BLYV przez szes¢ testow opartych na metodzie real time PCR, opracowanych
wzglednie wykorzystywanych w laboratoriach referencyjnych OIE w Polsce, Niemczech
i Anglii oraz w laboratoriach diagnostycznych w Argentynie, Japonii i Belgii.
Laboratoria te wykorzystywaly testy oparte o metode real time PCR, wykorzystujac
sonde molekularng typu TagMan bgdZ bazujgc na wlasciwosciach fluorescencyjnych
barwnikow interkalujacych SYBR lub MESA Green, a amplifikowany fragment
zlokalizowany byl gtéwnie w genie pol i fax (test opracowany w Japonii). Dla badan
poréwnawczych kluczowy byt dobor prébek DNA, przygotowanych przez laboratorium
w PIWet-PIB, kiére w liczbie 58 pochodzity od zakazonych kréow z réznych krajow:
Ukrainy, Rosji, Moldawii, Chorwacji, Japonii, Argentyny i Polski. Jako§é DNA oceniono
w oparciu o analize liczby kopii genu referencyjnego H3F34 testem real time PCR
i wykazano, ze wartosci te byly znormalizowane i nie odbiegaty od normy (test Grubbsa).
Dodatkowo, analiza testem ¢ potwierdzita ich stabilnos¢ poprzez brak réznic w liczbie
kopii w prébkach poddanych przechowywaniu w 4°C, przez okres 21 dni. Prébki te
nastepnie wystano do wszystkich wspdlpracujacych laboratoridow, w celu okreslenia
liczby kopii prowirusa, wykorzystujac testy real time PCR, zgodnie z obowiazujgcymi w
tych laboratoriach protokdétami.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze najwyzsza czulo$é diagnostyczng (98% i 93%)
wykazaly testy oparte o t¢ samg metode (opisang w publikacji nr 1), stosowang przez
laboratorium w Anglii i Polsce. Czuto$é pozostalych testéw wahala si¢ od 86% do 56%.
Analiza zgodno$ci wynikéw pomiedzy poszczegdlnymi laboratoriami potwierdzila tez
najwyzsza zgodnosé (94,8%, wspdlczynnik kappa=0,549) pomiedzy laboratoriami
w Polsce 1 Anglii, jakkolwiek zgodnos¢ ta byla nizsza dla laboratorium w Argentynie,
wykorzystujacego ten sam uklad starteréw, jednak wykorzystujgc barwnik SYBR Green.
Potwierdza to wyzsza warto$¢ diagnostyczng technik real time z sondami typy TagMan.
Analiza wynikéw wykazata tez, ze posrdd 58 probek wyniki zgodne zanotowano w 34
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przypadkach, a wyniki niezgodne w 24. Dlatego w kolejnym etapie badan podjeto prébe
zinterpretowania tych réznic, odnoszac je do mozliwych zmian w sekwencjach
nukleotydowych, wykorzystywanych jako sekwencje starteréw i sekwencje sond. W tym
celu 74 sekwencje BLV dostepne z bazy GenBank, reprezentujace genotypy G1, G2, G3,
G4, G6, G9 1 G10, zostaly uzyte do analizy tzw. multiple-sequence alignment, dostepnej
w programie MAFFT. Analiza ta wykazata, ze gen fax wykazal mniejszg zmienno$¢ niz
gen pol. Dodatkowo ocena zmiennosci tych genéw, wykonana poprzez analize stopnia
entropii Shannona wykazala, ze miejsca wigzania starteréw i sond znajdujg si¢ w wysoce
konserwatywnych regionach. Zatem powyzsze réznice pomigdzy testami nie miaty zrédta
w zmiennosci sekwencji wirusa. W kolejnym etapie badan oceniano mozliwo$é wykrycia
liczby kopii prowirusowego DNA. W grupie probek dajacych wyniki zgodne, $rednia
liczba kopii wynosita 20310, podczas gdy w prébkach wykazujacych wyniki rozbiezne
liczba ta wynosita 902. W tej grupie probek, wysoki odsetek probek (31%) z niska liczba
kopii (mniej niz 20) byl elementem decydujacym o réznym poziomie zgodnosci testow
i réznicach w ich czulosci diagnostycznej., Wysoka czulo$¢ wykazana dla testu
wykorzystywanego w laboratoriom w PIWet oraz w Anglii (APHA, Weybridge)
potwierdza zdolnos¢ tego testu do identyfikowania probek z niskg liczbg kopii prowirusa.

Wyniki te, jak i rezultaty opisane w publikacji nr H-1 byly podstawg do
zaakceptowania tej techniki przez Komisje Norm i Preparatow OIE, jako testu zalecanego
do diagnostyki EBB i opisania jej w ostatnim wydaniu podrecznika Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals, OIE 2018, rozdzial 3.4.9.
Enzootic Bovine Leukosis.

H-3. Rola-L.usz¢zak M., Pluta A., Olech M., Donnik 1., Petropavlovskiy M., Gerilovych
A, Vinogradova I., Choudhury B., Kuzmak J.: The molecular characterization of bovine
leukaemia virus isolates from Eastern Europe and Siberia and its impact on phylogeny;
PLoS ONE, 2013, 8(3):58705. doi:10.1371/ journal. pone.0058705.

Celem pracy byla szeroko rozumiana analiza zmiennosci genetycznej izolatow
terenowych wirusa enzootycznej biataczki bydla wystepujacych u zakazonego bydla w
krajach Europy Srodkowo-Wschodniej i Syberii. Badanie zmiennoéci genetycznej BLV,
szczegllnie w odniesieniu do kontekstu geograficznego, jest istotnym zagadnieniem,
majgcym zwigzek z usprawnieniem diagnostyki serologicznej i molekularnej zakazen,
molekularng epidemiologia oraz lepszym poznaniem zjawiska ewolucji wirusa
w kierunku powstawania form o nowych cechach biologicznych.

Do badan uzyto 44 probki genomowego DNA, wyizolowane z leukocytow krwi
bydta z potwierdzong obecnoscig przeciwciat dla BLV, pochodzacego z czterech krajéw:
Polski (18 prébek), Ukrainy (9) , Biatorusi (2) i Rosji (15 préobek). Przy uzyciu metody
nested PCR amplifikowano fragment dlugosci 444 pz, zlokalizowany w koficu 5’ genu
env BLV i po oczyszczeniu produktow amplifikacji poddawano je sekwencjonowaniu
metodg Sangera. Otrzymane sekwencje analizowano wstepnie przy pomocy programu
BioEdit a 44 wlasciwe sekwencje konsensusowe otrzymano w programie Geneious. Ich
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analiza przebiegala kilkutorowo i dotyczyla analizy filogenetycznej i oceny stopnia
zmiennosci genetycznej na poziomie nukleotydowym i aminokwasowym.

Do poréownania otrzymanych 44 sekwencji i analizy filogenetycznej uzyto
dodatkowo 40 sekwencji reprezentujgcych 8 éwezednie znanych genotypéw, dostepnych
z bazy GenBank oraz wykorzystano dwie metody (Neibour-Joining i metod¢ Bayesa).
Wybér tej drugiej metody, ktéra uwzglednia szacowanie ryzyka bledu i przedstawia
wyniki w oparciu o wyliczone wartoéci prawdopodobienistwa (prawdopodobiefistwo
a posteriori), podyktowany byl potrzeba walidacji danych otrzymanych w metodzie
Neibour-Joining. Analiza filogenetyczna wykazata afiliacje 15 sekwencji do genotypu
G7, 25 sekwencji do genotypu G4 oraz przynalezno$é czterech sekwencji z Ukrainy do
nowego genotypu G8, ktory do tej pory byl identyfikowany tylko w Chorwacji. Dalsza
analiza, poparta wysokimi wartosciami wsparcia dla danego wezla (boolsirap)
i wysokimi warto$ciami prawdopodobienstwa a posteriori w metodzie Bayesa, wykazala
przynaleznosé tych izolatéw do odrebnych podgrup G7A, G7B, G7C, grupujacych
izolaty wylacznie z Rosji, Ukrainy i Polski. Analogicznie, w genotypie G4 wigkszosé
izolatéw mozna byto pogrupowa¢ w obrebie dwoch podgrup G4A i G4B, ktore zawierajg
wylacznie izolaty z Polski, ze Sciéle geograficznie okreélonych regionéw. Dane te,
potwierdzajgce afiliacj¢ badanych izolatéw do genotypow G4 i G7 sg pierwszymi tego
typu badaniami dla krajéw FEuropy Srodkowo-Wschodniej i Zachodniej Syberii
i podkreslajg w pewien sposéb wystgpowanie tych genotypéw w obrebie krajéw
europejskich, co wczesniej byto potwierdzone jedynie dla obszaru Europy Zachodnie;j.
Niewsgtpliwym osiagnieciem tych badan jest potwierdzenie wystgpowania odrebnych
genetycznie podgrup, grupujacych izolaty ze scisle okreslonych geograficznie miejsc, co
stwarza dogodne warunki do stosowania takiej analizy jako narzgdzia w molekularne;
epidemiologii.

Ocena stopnia zmiennosci genetycznej na poziomie nukleotydowym, wykazata
wartosci 3,1% i 2,8% dla genotypu G7 i G4 dla izolatéw przez nas pozyskanych. Zmiany
te zostaly odzwierciedlone w badaniach sekwencji aminokwasowych bialka gp51
badanych izolatéw. Dla fragmentu srodkowej czeéei glikoproteiny gp51, ktora byla
przedmiotem tej analizy, ogdélem zanotowano wystepowanie 21 substytucji
aminokwasowych. Chociaz wiekszo$¢ z nich wystgpowala pojedynczo,
w poszczegblnych izolatach, cztery zmiany (arginina na histydyng¢ w pozycji 121,
histydyna na argining w pozycji 142, izoleucyna na treoning w pozycji 144, i izoleucyna
na leucyng w pozycji 176) wystepowaty u licznych izolatéw. Istotnym jest fakt, ze zmiany
te dotyczyly waznych epitopdw na biatku gp51 takich jak czg$¢ epitopu konformacyjnego
G, domeny ND2, indukujacej przeciwciata neutralizacyjne czy peptydu wigzacego jony
cynku, co jest warunkiem lgczenia si¢ wirusa z receptorami komorki. Co wiecej, 71%
wszystkich substytucji aminokwasowych nigdy wezeséniej nie bylo notowanych w innych
izolatach BLV, z innych odleglych geograficznie regionéw. Analiza tych zmian moze
okresli¢ nowe kierunki badan zwigzane z badaniem znaczenia tych mutacji np. w procesie
ucieczki BLV spod kontroli uktadu immunologicznego.

H-4. Rola-Luszczak M., Grabowska A., Szewczyk B., Kuzmak J.: Baculovirus
expression and potential diagnostic application of the gp51 envelope glycoprotein of
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genetic mutants of the bovine leukaemia virus Journal of Veterinary Research 2019, 63,
1-6, DOI:10.2478/jvetres-2019-0020

Celem pracy bylo otrzymanie w systemie bakulowirusowym, rekombinowanych biatek
glikoproteiny gp51, reprezentujacych warianty genetyczne BLV, charakteryzujgce si¢
zmianami w obrgbie epitopéw konformacyjnych G i H na tym biatku. Punktem wyjscia
dla tych badan bylo w zidentyfikowanie, w oparciu o badanie metodg SSCP (single strand
conformation polymorphism - polimorfizm konformacyjny pojedynczych nici DNA)
trzech wariantéw BLV (prowirusa) w DNA izolowanym z leukocytéw krwi zakazonych
krow, jednak nie wykazujacych obecnosci przeciwcial. Analiza sekwencji
prowirusowego DNA wykazala obecno$¢ mutacji dotyczacych epitopow G i H, ktére
determinowaly zmieniony fenotyp wariantu wirusa w stosunku do szczepu dzikiego
BLV. Na tej podstawie zidentyfikowano trzy warianty: #317 o fenotypie (G-H-GG-G-),
#306 o fenotypie (G+H-GG-G-) i #18 o fenotypie (G-H+GG-G-). DNA z leukocytow
bydla z obecnosciag powyzszych wariantéw zostat uzyty do badan.

Pierwszym etapem badan bylo otrzymanie plazmidéw chimer zawierajacych
fragmenty genu env, kodujace epitopy danych wariantéw BLV. W tym celu w pierwszym
etapie fragment genu env, dlugosci 903 pz amplifikowano metodg PCR z DNA
wyizolowanego z hodowli komérkowej FLK, zakazonej dzikim szczepem i sklonowano
go do wektora plazmidowego pCR-Blunt, tworzac w ten sposéb tzw. kasete ekspresyjna.
Réwnolegle, metoda PCR, przy uzyciu primeréw z dodatkowymi miejscami
restrykcyjnymi dla enzymow Avrll i Bglll, amplifikowano fragmenty dtugodci 146 pz,
kodujace region genu env, obejmujacy epitopy G i H poszczeg6lnych wariantéw, W
kolejnym etapie produkty amplifikacji trawiono endonukleazami Avril i Bglll
1 subklonowano do kasety ekspresyjnej, uprzednio pozbawionej fragmentu AvrIl / Bglll,
Otrzymano w ten sposéb trzy plazmidy chimery zawierajgce sekwencije BLV,
odpowiadajace wariantom BLV. W kolejnym etapie fragmenty 903 pz z plazmidéw pCR-
Blunt 317, 306 i 18 klonowano do bakulowirusowego wektora transferowego pFastBacl,
wprowadzano go do bakterii £.coli szczep DH10Bac, zbierano rekombinowane bakmidy
i transfekowano nimi komorki owadzie Sf9, produkujace nastepnie rekombinowane
bakulowirusy. Istotng czeécig badan bylo potwierdzenie ekspresji rekombinowanych
bialek gp51 BLV przez komoérki Sf9 testem immunoperoksydazowym (IPMA), przy
uzyciu przeciwcial monoklonalnych dla epitopu DD’. Metoda western blot-ECL, przy
uzyciu tych samych przeciwcial potwierdzono obecnoé¢ glikoproteiny gp51 we frakcji
cytoplazmatycznej i bfonowej komérek S9 jak i w supernatancie z nad ich hodowli. Ten
ostatni element zostal wykorzystany do opracowania testu ELISA, wykorzystujacego
jako antygen diagnostyczny rekombinowane biatka wariantow genetycznych BLV oraz
antygen przygotowany na bazie szczepu dzikiego. W reakcji z autologicznymi
surowicami, uzyskanymi od osobnikéw zakazonych odpowiednimi wariantami oraz
z surowica kontrolng uzyskana od zwierzecia zakazonego szczepem dzikim BLV
uzyskano wyniki potwierdzajace wysoki stopien reaktywnosci tych antygenéw.

Uzyskanie rekombinowanych bialek gp51 BLV, reprezentujacych warianty
genetyczne wirusa, otwiera nowe mozliwosci konstrukcji testow ELISA do badania
zakazen wywolywanych takimi wariantami. Uzyskane bialka mogg tez byé wykorzystane

Zatacznik nr 2 AUTOREFERAT



14

jako antygen do otrzymywania monoklonalnych przeciwcial dla epitopéw BLV,
reprezentujgcych fenotyp innym niz szczep dziki.
W podsumowaniu do najwazniejszych osiagni¢é rozprawy habilitacyjnej zaliczam:

1. Opracowanie testu real-time PCR BLV przydatnege do wykrywania
prowirusowego DNA wirusa enzootycznej biataczki bydla celem potwierdzenia
stanu zakazenia ze szczegllnym uwzglednieniem zwierzat wykazujacych
niejednoznaczne wyniki badan serologicznych w tescie ELISA. Ma to szczegblne
znaczenie z punktu widzenia laboratoriéw referencyjnych, ktérych zadaniem jest
potwierdzanie  watpliwych lub  nicjednoznacznych  wynikéw  badan,
otrzymywanych przez laboratoria terenowe (H-1).

2. Umozliwienie wykrywania zakazern BLV z bardzo wysoka czuloscia, w krotkim
czasie 1 przy zminimalizowanym ryzyku kontaminacji probek. Przeprowadzone
badania miedzylaboratoryjne wykazaly, ze opracowany test real-time PCR BLV
jest jednym z najczulszych opisywanych w literaturze $wiatowej (H-1, H-2).

3. Praktyczne znaczenie opracowanej metody real-time PCR BLV w diagnostyce
BLYV. Jest ona zalecana jako test uzupelniajacy do diagnostyki EBB i zostala
opisana w ostatnim wydaniu podrecznika Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines for Terrestrial Animals, OIE 2018, rozdzial Enzootic bovine leukosis.

4. Analiza licznej grupy 44 sekwencji genu env reprezentujacych izolaty BLV
wystepujgcych u bydla w Polsce, Rosji, Ukrainie i Biatorusi ugruntowala
dotychczas obowigzujgca klasyfikacje BLV, poszerzajac dostgpnos¢ unikalnych
sekwencji reprezentujagcych genotyp 7 i 8 wirusa (H-3). Praca ta byla swego
rodzaju pionierem badari prowadzonych w takim zakresie, a liczba publikacji
w tej tematyce intensywnie wrasta od czasu jej ukazania.

5. Wykazanie czgstego wystepowania mutacji w konformacyjnym epitopie G oraz
okreslenie znaczenia tych mutacji dla efektywnosci diagnostyki serologiczne;.
Probe opracowania nowych testéw wykrywajgcych zakazenia indukowane
wariantami genetycznymi podjeto dla trzech wariantéw BLV pochodzacych od
bydta naturalnie zakazonego, a nie wykazujacego odpowiedzi serologicznej na
antygen gp51. Bazujac na sekwencji DNA genu env wariantéw BLV, otrzymano
rekombinowany antygen diagnostyczny w systemie bakulowirusowym
i opracowano testy ELISA. Uzyskano wyniki potwierdzajace wysoki stopien
reaktywnosci tych antygendéw z surowicami homologicznymi oraz z surowicg
kontrolng, co otwiera mozliwosé konstrukeji nowych testow ELISA do badania
zakazen wywolywanych wariantami BLV (H-4).

W ocenie osiggniecia habilitacyjnego nie bez znaczenia pozostaje fakt,
wyrdznienia opracowanego testu real-time PCR BLV i jego aplikacyjnego
charakteru nagroda Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi za osiagniecia
w zakresie postepu w rolnictwie, rozwoju wsi, rynkach rolnych i ryboléwstwic
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a takze uhonorowanie poszczegllnych publikacji nagrodami przyznawanymi
przez Polskie Towarzystw Nauk Weterynaryjnych oraz Dyrektora PTWet-PIB.
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5. Omoéwienie pozostalych osiagni¢é naukowo - badawczych

Po ukoniczeniu studiéw rozpoczelam prace w Zakladzic Biochemii Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego. Moje zainteresowania naukowe koncentrowaly si¢ wokét
zastosowania metod biologii molekularnej do diagnostyki i badait nad patogeneza
zakazen retrowirusowych. Mojg dziatalnosé¢ w tym obszarze mozna zakwalifikowaé do
siedmiu nurtéw badawczych.

5.1 Badania nad diagnostyks i patogeneza zakazen wirusem niedoboru odpornosci
bydia (BIV) (A.1.1, A2.1,A22,A2.10,D.1.1.3,D.1.2.1)

Jedne z moich pierwszych doswiadczefi laboratoryjnych dotyczyly metod
serologicznych, wirusologicznych i biologii molekularnej w badaniach nad wirusem
niedoboru odpornosci bydla (BIV). Wirus ten nalezy do rodzaju Lentivirus, rodziny
Retroviridae 1 obok wirusa enzootycznej biataczki bydta (BLV) i wirusa syncytialnego
bydla (BFV) jest jednym z trzech egzogennych retrowiruséw, bedacych patogenami
bydla w warunkach naturalnego zakazenia. W pracach przegladowych opisatam aktualne
dane na temat budowy, zmiennosci genetycznej, powinowactwa komorkowego a takze
konsekwencji wystepowania BIV (D.1.2.1) oraz najnowsze doniesienia dotyczace
wystgpowania i diagnostyki zakazen oraz patogennego potencjatu tego wirusa (A.2.1).
W pierwszej z prac doswiadczalnych razem ze wspolpracownikami wykazatam, ze owce
mogg by¢ wartosciowym modelem do badan nad BIV, (obecnosé swoistych przeciwciat
oraz provirusowego DNA BIV) (A.1l.1). W kolejnej pracy okreslitam czestosé
wystepowania przeciwciat dla BIV u bydia w Polsce, ktory wynosil 4,9%, a warto$é ta
byla porownywalna z wynikami otrzymanymi w innych krajach europejskich (A.2.10).
Nastepnie we wspolpracy z Pracownikami z Zakladu Wirusologii PIWet-PIB — badalismy
zakazenie wirusem niedoboru odpornosci bydta w aspekcie wspdlinfekeji wirusami
BHV-1, BLV i BVD-MD (A.2.2). Ciekawym elementem prac nad BIV byla udana
amplifikacja prowirusowego DNA BIV w probkach przestanych przed dr O. Limanskaia
z Academy of Medical Sciences of Ukraine, co zostalo opisane w pracy Limanskaia
iwsp.(D.1.1.3).

Glé6wnym owocem tej tematyki badan bylo uzyskanie przeze mnie stopnia doktora nauk
weterynaryjnych w Pafistwowym Instytucie Weterynaryjnym w Pulawach na podstawie
pracy obronionej w listopadzie 2003 roku, ktdrej promotorem byt prof. dr hab. Jacek
Kuzmak.
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5.2 Badania nad molekularnymi aspektami diagnostyki i patogenezy enzootycznej
biataczki bydla (A.1.2, A.1.6, A.1.7, A2.4, A2.6, A2.13, A2.16, A2.18, D.1.1.1,
D.1.2.4)

Najszerzej eksplorowanym przeze mnie tematem podczas mojej pracy zawodowej s3
zagadnienia zwigzane z zastosowaniem metod biologii molekularnej do badan nad
wirusem enzootycznej biataczki bydta. Na poczatku mojej pracy powstal artykut
przegladowy (D1.1.1) pozwalajacy mi na zapoznanie si¢ z budowa genomu BLV i jego
funkcjonowaniem ze szczegdlnym uwzglednieniem latentnego charakteru zakazenia
wywolywanego przez ten wirus. Wiasnie ze wzgledu na przetrwaly charakter zakazenia
BLV zajetam si¢ zastosowaniem testu PCR-ELISA do wykrywania zakazen BLV.
Metoda ta okazala sig by¢ bardzo czula, pozwalajgca na wykrycie 10™ng prowirusowego
DNA BLV (A.1.2). W nastepnej pracy, ktorej celem bylo wykazanie czy
monocyty/makrofagi (M/M) izolowane z krwi naturalnie zakazonych zwierzat mogg by¢
rezerwuarem wirusa bialaczki bydla (A.1.7). Obecnosé¢ zakazenia BLV w M/M
potwierdzitam metodg PCR, wykorzystujge ponadto produkt PCR w metodzie badania
polimorfizmu konformacji pojedynczych nici DNA (SSCP), ktéra pozwolila nam na
wykrycie genetycznie réznych form BLV w PBMC i M/M. Technika SSCP byla juz
wczesnie] przez nas z powodzeniem wykorzystywana do wykrywania zmiennosci
genetycznej BLV (A.1.6) a ponadto pozwolila na identyfikacje mutantéw genetycznych
tego wirusa o zmienionej immunogennosci, pozyskanych od zwierzat charakteryzujacych
sic brakiem przeciwcial przy jednoczesnym wystgpowaniu DNA-BLV (A.2.4).
W oparciu o sekwencje tych mutantow genetycznych zsyntetyzowano peptydy
komplementarne do poszczegdlnych epitopéw na biatku gp51, odpowiadajgce
zmienionym epitopom oraz trzy peptydy niezmienione opracowane na podstawie
sekwencji referencyjnej. Opracowali$my testy ELISA w oparciu o peptydy syntetyczne
jako antygen diagnostyczny. Zaobserwowali$my podwyzszong reaktywnosé¢ wobec
zmutowanego epitopu G kilku surowic dajgcych wynik uyjemny w komercyjnych testach
ELISA, co sugerowalo mozliwoé¢ wystepowania zakazenia BLV przez izolat, ktory
wymkngt si¢ spod kontroli ukladu immunologicznego (A.2.6 oraz cz¢$é skladowa
kierowanego przeze mnie projektu MNiSW 1.1.3). Zmienno$¢ genetyczna genu env BLV
byta réwniez badana przez nas metoda RFLP, w oparciu o ktéra prowadzilam szkolenie
dla stazystoéw z Rosji (I11.1.1.4), a wyniki tej pracy zostaly opublikowane w manuskrypcie
pt. Revisiting the Issue of the Molecular-genetic Structure of the Causative Agent of the
Bovine Leukemia Virus in the Russian Federation (D.1.2.4). Zmiennos$ci genetycznej
genu env dotyczyla takze praca wykonana w oparciu o prébki pozyskane z Moldawii.
Wykazali$my, ze izolaty BLV pochodzace z tego kraju reprezentowaly genotypy 41 7.
(A.2.15). Zaawansowang analiz¢ in silico sekwencji nukleotydowej genu env i sekwencji
aminokwasowej gpS51 w oparciu o 256 sekwencji reprezentujgcych izolaty BLV
pochodzace z calego $wiata przedstawiono w pracy autorstwa Pluta i wsp. (A.2.16).
Zbadano w ten sposéb globalng zmienno$é wszystkich determinantéw antygenowych w
obrebie biatka gp51, co pozwolito okresli¢ ich stopien konserwatywnosci oraz wskazac
domeny, ktore cksponowane na powierzchni biatka gp51 moga mie¢ wplyw na
cfektywne indukowanie odpowiedzi immunologicznej. Ostatnio w naszym zespole
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badawczym zajeliSmy si¢ zmiennoS$cia wirusa bialaczki bydla w regionie LTR.
WykazaliSmy, badajac izolaty ze wschodniej Europy, ze analiza filogenetyczna
wykonana w oparciu o region LTR potwierdza podzial genetyczny BLV na 10
genotypéw. Ponadto zidentyfikowaliSmy istnienie polimorfizmu pojedynczych
nukleotydéw (SNP) w miejscu wigzania czynnikow transkrypcyjnych, co wskazuje na
mozliwosé wplywu tych mutacji na poziom transkrypcji
ireplikacji BLV (A.2.13., A.2.18.).

Badania nad BLV nadal kontynuuje wykorzystujagc technike glebokiego
sekwencjonowania (NGS) do dalszego poszerzenia wiedzy na temat zmiennosci wirusa
biataczki bydla analizujac  aktualnie wystgpowanie zjawiska quasispecies
i kompartmentalizacji w obrebie tego wirusa (1.1.6, 1.1.7).

53 Badania nad wykorzystaniem rybozyméw do otrzymania zwierzat
transgenicznych opormnych na zakazenie wirusem biataczki bydla (A.1.5, D.1.1.2)

Biataczka bydla jest réwniez zwiazana z moja kolejna pozycja w dziatalnosci naukowe;.
Prof. dr hab. Jacek Kuzmak zainspirowat mnie do zajecia si¢ zagadnieniem rybozyméow
w kontekscie ich aktywnodci przeciwwirusowej. Otrzymalismy wniosek grantowy
pt.:, Wykorzystanie przeciwwirusowego dzialania rybozyméw do uzyskania zwierzat
transgenicznych opornych na zakazenie wirusem biataczki bydta (BLV)( I.1.1.), ktory
nastepnie realizowali§my razem z zespolem z Instytutu Zootechniki w Balicach
k/Krakowa, kierowanym owczesnie przez prof. dr hab. Z. Smoraga. W wyniku projektu
powstaly dwie prace — jedna doswiadczalna pt: ‘Development of transgenic rabbits with
ribozyme directed to bovine leukemia virus rex/tax mRNA’(A.1.5) i druga przegladowa
traktujaca o  zastosowaniu  rybozyméw  , hammerhead” jako czynnikéw
przeciwwirusowych (D.1.1.2).

54 Badania nad diagnostyka i patogeneza zakazeh lentiwirusami matych
przezuwaczy (SRLV) uowiecikoz ( A.1.3, A.1.4,A 1.8, A23,D.1.2.2,D.1.2.3, A.2.5,
A27,A29,A211)

W trakcie mojej pracy w Zakladzie Biochemii bylam réwniez zaangazowana w prace
naszego zespolu dotyczace zakazen lentiwirusami matych przezuwaczy. Pierwsze z nich
dotyczyly wirusa maedi-visna (MVV), ktéry jest czynnikiem etiologicznym przewleklej
choroby owiec okreslanej wlasnie jako maedi i visna. Poczatkowe badania dotyczyly
oceny swoistosci i czulosci handlowych testow AGID i ELISA wykorzystywanych w
diagnostyce serologicznych zakazen MVV oraz okreglenia zasiegu zakazen tym wirusem
w Polsce, ktory zanotowano Srednio na poziomie 49,1% (A.1.3). Nast¢pnie ocenialiémy
przydatno$¢ techniki semi-nested PCR, ktore to badania wykonatam, wobec testu ELISA
w diagnostyce zakazen MVV. Zaobserwowalismy, nieco nizsza czulo$é testu PCR
w poréwnaniu do testu ELISA, ale przyczyny tego zjawiska upatrywalismy
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w wystepowaniu heterogennej pod wzgledem molekularnym populacji wirusa MVV
w Polisce (A.1.4). Powyzsze badania, jak i nastgpne byly przeprowadzone przy
wspotudziale Dr Yahii Chebloune ze Szkoly Weterynaryjnej w Lyonie. Wspélpraca ta
byla realizowana w ramach projektow, COCOP INRA/KBN (1.2.1.) oraz POLONIUM
(1.2.2), w ktoérych uczestniczylam jako wykonawca. Ponadto w latach 1999-2002
odwiedzatam czterokrotnie laboratorium Dr Yahii Chebloune zapoznajac si¢ z technika
izolacji

i hodowli monocytow i makrofagéw wywodzacych si¢ z komdrek jednojadrzastych krwi
obwodowe;j, izolacji wirusa poprzez kokultywacje z komdrkami blony maziowej torebki
stawu kolanowego kozy (GSM - goat synovial membrane) czy technikg pozwalajaca na
potwierdzanie ekspresji bialek wirusowych metoda immunoprecypitacji. Uzyskane
przeze mnie do$wiadczenie zostato zaadaptowane do prac w Zakladzie Biochemii
i pozwolilo na przeprowadzenie izolacji i wstepnej charakterystyki dwbch izolatéw
wirusa maedi visna z owiec z Polski (A.2.3).

W pracy dotyczace] zakazenia drugim lentiwirusem matych przezuwaczy - wirusem
zapalenia stawoéw 1 mozgu u kéz - CAEV (ang. caprine arthritis encephalitis virus)
(A.1.8) wykazalisSmy przydatno$é testu nested PCR, ze zwigkszong czuloscia poprzez
zastosowanie hybrydyzacji z sondg pPBSCA CAEV, znakowana DIG do potwierdzenia
obecnosci prowirusowego DNA CAEV u zwierzat serologicznie ujemnych. Na podobna
kwesti¢ zwrécilisémy uwage w pracy Gil 1 wsp. (D.1.2.2) gdzie kombinacja dwéch testéw
serologicznego ELISA i molekularnego PCR dala najlepsze wyniki w diagnostyce
zakazen lentiwirusami matych przezuwaczy. W tym miejscu warto nadmienié, ze wlasnie
w roku 2006 wykazano, ze MVV i CAEV s3 w stanie pokona¢ bariere gatunkowsg
wywolujac zakazenia miedzygatunkowe (cross-species infections) i wprowadzono nowg
klasyfikacje tej grupy lentiwirusoéw jako lentiwirusy malych przezuwaczy (small
ruminant lentiviruses — SRLV). Po moim powrocie ze Standw Zjednoczonych (L.2.),
gdzie zapoznatam sie z metodami dotyczacymi analizy sekwencji DNA przygotowalismy
prace pt.: Molecular characterization of lentiviruses from goats from Poland based on gag
gene sequence analysis ( A.2.5) opisujacg wlasnic wystgpienie migdzygatunkowej
infekcji u kozy naturalnie zakazonej izolatem 21PL, wykazujgcym blizsze
pokrewienistwo genetyczne do MVV niz CAEV.

W ramach tego nurtu badan uczestniczylam réwniez we wspoélpracy z dr hab. I. Kaba,
SGGW, Warszawa (Isolation and characterization of caprine arthritis encephalitis virus
goats from Poland., A.2.7) oraz z dr hab. inz. Maciejem Murawskim i Prof. dr hab.
Edwardem Wierzchosiem z Wydzialu Hodowli i Biologii Zwierzat, Uniwersytetu
Rolniczego w Krakowie (Transplantacja zarodkéw jako metoda uzyskiwania owiec
wolnych od zakazenia wirusem maedi-visna, D.1.2.3) wykonujac w tych pracach cz¢sé
badan przeprowadzonych metodami biologii molekularnej. Pozostaly mi do opisania
dwie ostanie prace z tego panelu, w ktérych bratam udziat. Ciekawe zagadnienie zostato
poruszone w pracy Materniak i wsp. (A.2.9) gdzie wykazano obecnoé¢ zakazenia MVV
w komorkach epitelialnych izolowanych z mleka zakazonych owiec wskazujac na to, ze
komorki te sg miejscem aktywnej replikacji wirusa. W ostatniej z prac z tego dzialu
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wykorzystano metode SSCP w celu wykazania heterogennoscei lentiwiruséw malych
przezuwaczy wystgpujacych w Polsce (A.2.11).

5.5. Okreélenie wladciwosci glikoproteiny gpl120 HIV-1 subtypu C oraz
charakterystyka kodujgcego ja genu env w aspekcie transmisji wirusa z organizmu matki
do dziecka (A.2.8).

Ta tematyka badan zajmowalam si¢ podczas mojego ponad dwuletniego pobytu
w Nebraska Center for Virology, University of Nebraska, Lincoln, w Stanach
Zjednoczonych w laboratorium kierowanym przez dr C. Wood’a. Wspélpracuje ono
z Uniwersytetem w Zambii, reprezentowanym przez dr C. Kankasa i razem prowadzg
szeroko zakrojone badania dotyczace zakazen wywotywanych przez wirus HIV i KSHV
(wirus migsaka Kaposiego). Uczestniczylam w projekcie dotyczacym charakterystyki
wirusa HIV w aspekcie okoloporodowej transmisji wirusa z matki na dziecko i roli biatka
Env wirusa w tej transmisji. Opisana w publikacji (A.2.8) czgé¢ badan przeprowadzona
byla w oparciu o probki pochodzace z Zambii a pobrane od szesciu par 0séb zakazonych
tzn, matek i ich dzieci. W pracy analizowano prébki DNA pozyskane z krwi pobranej
w momencie narodzin jesli chodzi o matki i czasu pierwszej pozytywnej reakcji PCR,
w przypadku dzieci. Biatko Env bylo charakteryzowane pod wzgledem genetycznym
(poznanie sekwencji fragmentu V1-V5 genu env, okreslenie wzoru glikozylacji) oraz
biologicznie (synteza bialka Env i jego dojrzewanie (processing), przylaczanie biatek
otoczki do formowanej czasteczki wirionu (incorporation), zdolnos$é¢ biatka Env do fuzji
z komorka, infekeyjno$¢ wirusa, poziom replikacji wirusa). Otrzymane wyniki wskazuja,
ze wlasciwosci biologiczne poszczegoblnych form quasipecies wirusa HIV nie maja raczej
znaczenia, a gldwna rol¢ w transmisji wirusa ogrywaja indywidualne cechy dawcy
1 biorcy.

Podczas wyjazdu poszerzylam, ale i ugruntowatam swéj warsztat bicloga molekularnego.
Uczestniczylam w otrzymywaniu chimerycznych konstruktéw ekspresyjnych biatka Env
dla kazdej z par matka-dziecko wykonujac szereg transformacji, izolacji plazmidowego
DNA czy analiz restrykcyjnych, zachowujgc przy tym rygorystyczne wymagania
zabezpieczajace przed kontaminacja probek. Wzbogacilam swoje umiejetnosci
o sekwencjonowanie i obrobke danych oraz podstawy analizy filogenetycznej.
Wykonywatam eksperymenty typu pulse-chase. Bardzo wartosciowym etapem pracy
bylo dla mnie tez poznanie funkcjonowania laboratorium
i prowadzenia prac dodwiadczalnych na trzecim poziomie bezpieczenstwa (BCL-3 ).

5.6. Wykorzystanie mikromacierzy DNA do badan nad odpornoscig immunologiczng
zwierzat w nastepstwie zakazer réznymi patogenami (A.2.12, A.2.17).

W przeciagu ostatnich lat razem z dr Magdaleng Materniak-Kornas zaangazowalysmy si¢
w aktywnos¢ zwigzang z wykorzystaniem mikromacierzy ekspresyjnych specyficznych
dla réznych zwierzat gospodarskich i laboratoryjnych. Dzigki Prof. dr hab. Jackowi
KuZmakowi stworzylySmy pracowni¢ mikromacierzows, ktéra wchodzi teraz w sklad
nowej jednostki badawczej PIWet-PIB -Zakladu Analiz Omicznych.
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Jako pierwsza w naszych badaniach pojawila sie tematyka dotyczaca zastosowania
techniki mikromacierzy DNA do okre§lenia profilu transkrypcyjnego komdrek
prezentujgcych antygen (monocyty, makrofagi, komérki dendrytyczne) po zakazeniu
BIV lub BFV w warunkach in vitro i in vivo oraz wykazaniem, ktére z genéw kodujacych
biatka zaangazowane w procesy immunologiczne w APC ulegaja nadekspresji lub
wyciszeniu jako wynik zakazenia retrowirusami. Prace te zostaly zapoczgtkowane
w ramach VI Programu Ramowego UE - EPIZONE. —WP.5.2. Host immune response to
infection,(I.B.4.) w ktérym bylam wykonawcg, W ramach dwoch stazy ufundowanych
przez. EPIZONE zapoznatam si¢ z metoda pozyskiwania monocytéw z komoérek
jednojadrzastych krwi oraz procesu ich hodowli prowadzgcej do wyrdznicowania si¢
komoérek dendrytycznych (dr L. Dedieu, CIRAD, Montpellier, Francja) a takze metodami
analiz bioinformatycznych potrzebnych do opracowania wynikéw mikromacierzowych
(dr M.Hulst, Wageningen University and Research Centre, Holandia). Ta tematyka
badawcza byta kontynuowana w ramach kierowanego przeze mnie projektu badawczego
MNiSW - N N308 182438 (I.1.5.). Wyniki badan, ktore opublikowalismy
w Archives of Virology (A.2.15), wykazaly, ze zmiany profilu ekspresji genow
makrofagéw bydlecych zakazonych in vitro odpowiednio BFV dotycza gendéw
zaangazowanych w procesy zwigzane z cyklem komérkowym i organizacjg przestrzenng
komérki, metabolizmem 1 transportem wewnatrzkomérkowym, a takze w procesy
odpowiedzialne za odpowiedZ na bodzce oraz aktywnos$¢ uktadu immunologicznego.
Wyszczegolniono trzy biatka o podwyzszonej ekspresji Hsp90bl, HILA-DRb1 oraz
Cxorfl5 zaangazowane w procesy immunologiczne. W przygotowaniu sa kolejne dwie
publikacje dotyczace zmian transkryptomu komérek zakazonych wirusem niedoboru
odpornosci bydta.

Celem badann w ostatnio opublikowanej pracy (A.2.17) bylo przeprowadzenie analizy
poréwnawceze] profilu ekspresji réznych grup genéw technika mikromacierzy DNA w
grupach §wifi zakazonych réznymi typami wirusa PRRS i §win niezakazonych. Badania
te przeprowadziliémy we wspotpracy z dr K. Podgérska (Zaklad Chorob Swin, PIWet-
PIB) oraz Prof. dr hab. Tomaszem Stadejkiem (SGGW, Warszawa). Wykazalismy, ze
szczepy BOR i ILI (Europa Wschodnia, subtyp 2) w poréwnaniu do szczepu duniskiego
(subtyp 1) charakteryzowaly si¢ znacznie silniejsza indukcja genéw zaangazowanych
w procesy odpowiedzi immunologicznej, w tym elementy odpowiedzi antywirusowej
stymulowane przez interferon oraz wskazniki stanu zapalnego.

5.7.  Wirus syncytialny bydla (Bovine Foamy Virus) (A.2.14).

W roku 2014 dr Magdalena Materniak —Kornas i Prof. dr hab. Jacek KuZmak
zorganizowali miedzynarodowa konferencje na temat spumawirusow, w ktéra
zaangazowalam si¢ jako pracownik Zakladu. Niedawng tradycjg tych spotkan jest
przygotowanie  publikacji  streszczajace] najnowsze  osiagni¢cia  dotyczace
Spumaretrovirinae prezentowane na danej konferencji na tamach cenionego periodyku
wirusologicznego Viruses-Basel. Zostalam zaproszona przez Organizatorow do
wspétudziatu w niniejszym opracowaniw: Tenth International Foamy Virus Conference
2014 — achievements and perspectives ( A.2.14),
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6. Podsumowanie dorobku naukowego (Szczegélowy wykaz prac naukowych oraz

informacji o osiggnieciach dydaktycznych, wykonywanych recenzjach, wspdtpracy
naukowej i1 popularyzacji nauki znajduje si¢ w zalgczniku nr 3 do wniosku
o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego)

6.1. Zestawienie dorobku naukowego ( na dzien 15.04.2019)

Liczba publikacji w czasopismach z listy JCR L 30
- w tym: opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora 22
- w tym: stanowigcych osiagnigcie habilitacyjne 4
Liczba publikacji w czasopismach spoza listy JCR oraz autorstwa .
w monografiach
Liczba komunikatéw konferencyjnych 61
Sumaryczny wsp&lczynnik wplywu (Impact Factor, IF) 37,048
- w tym: dla publikacji po uzyskaniu stopnia doktora 33,418
- w tym: dla publikacji stanowigcych osiggnigcie habilitacyjne 10,282
Suma punktéw MNiSW 490
- w tym: dla publikacji po uzyskanin stopnia doktora 425
- w tym: dla publikacji stanowiacych osiggniecie habilitacyjne 115
Liczba cytowan wg. Web of Science Core Collection 164
- w tym: bez autocytowan 152
Indeks Hirscha wg. Web of Science Core Collection 7

6.2. Udzial w projektach badawczych
Projekty krajowe:

1.

Grant KBN (1998-2001) Nr 5P06K01315 — Wykorzystanie przeciwwirusowego
dziatania rybozyméw do wuzyskania zwierzat transgenicznych opornych
na zakazenie wirusem biataczki bydta (BLV) - kierownik

Grant KBN (2000-2002) Nr 5P06K02718 — Charakterystyka mutantow
genetycznych wirusa enzootycznej biataczki bydta (BLV) izolowanych od bydla
w Polsce i ich znaczenie w diagnostyce serologicznej zakazen tym wirusem -
glowny wykonawca

Grant KBN (2003) Nr 5P06K03124 — Opracowanie testu ELISA do diagnostyki
zakazen wirusem niedoboru odpornosci bydta oraz okreélenie wpltywu tego wirusa
na przebieg zakazenia wirusem biataczki bydla - gléwny wykonawca

Grant MNiSW (2004-2007) 2 PO4B 009 27 - Opracowanic testbw ELISA do
wykrywania zakazen indukowanych wariantami wirusa enzootycznej bialaczki
bydta (BLV) — kierownik

Grant MNiSW (2010-2013)- N N308 182438 -Wplyw zakazen retrowirusami bydia
— wirusem niedoboru odpornosci (BIV) i wirusem syncytialnym bydla (BFV)
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na aktywno$é komorek prezentujacych antygen w warunkach zakazenia in vitro
1 in vivo- kierownik

6. Projekt MNiSW Konsorcjum Naukowe KNOW . Zdrowe Zwierze — Bezpieczna
Zywnos$€™— -(2015-2018) wiodgce laboratorium badawczego
KNOW2015/PIWetPIB/LAB1/02/06- ,Zastosowanie nowoczesnych technik
w badaniach nad patogenezg i zmiennoScig genetyczng retrowiruséw bydia
i matych przezuwaczy” - kierownik

7. Projekt badawczy w ramach Funduszu Badan Witasnych PIWet-PIB (2019-2020)-
Wystepowanie pseudogatunkéw (quasispecies) 1 zjawiska kompartmentalizacji
wirusa w przebiegu naturalnego zakazenia wirusem enzootycznej biataczki bydta
u kréw — kierownik

Projekty miedzynarodowe:

1. Program COCOP INRA/KBN (2001-2002) nr DSUR-NGE-4C1-701 — Molecular
characterization of small ruminant lentivirus infection in Poland — wykonawca

2. Program POLONIUM (2002-2003) nr KBN-584/E-180/S Wystepowanie zakazen
wywolanych przez maedi-visna (MVV) u owiec i charakterystyka molekularna
wirusa izolowanego w Polsce -wykonawca

3. British Council / KBN (2002-2003) nr WAR/341/201 — Improvement of diagnosis
of Bovine Immunodeficiency Virus (BIV) infection in cattle from Poland —
wykonawca

4. VI Program Ramowy UE - EPIZONE. —Work Package 5.2. Host immune
response to infection — EPIZONE-Network of excellence for epizootic disease
diagnosis and control, 2006-2011 —wykonawca

5. British Counci/MNiSW, nr WAR/342/124 (2008-2009)- Improvement
of diagnosis of infection with bovine retroviruses: bovine leukaemia virus, bovine
immunodeficiency virus and bovine foamy virus BLV, BIV and BFV in cattle
from Poland, BRITISH-POLISH YOUNG SCIENTISTS PROGRAMME,
kierownik

6¢) Nagrody za dzialalno$¢ naukows

*= Nagrody na konferencjach:

1. Wyr6znienie dla mgr M. Roli za prace pt.. ,, Evidences for Bovine
Immunodeficiency Virus (BIV) infection in cattle from Poland”
zaprezentowang podczas 6" International Students Scientific Conference,
Gdansk, 1998

2. Dyplom za najlepsza prezentacje ustna dla mgr M.Reli pt.: ,,Wykorzystanie
przeciwwirusowego  dzialania rybozyméw do uzyskania zwierzat
transgenicznych opornych na zakazenie wirusem bialaczki bydla (BLV)”
podczas XI Zjazdu Polskiego Towarzystwa Immunologii Doswiadczalne;
i Klinicznej w Olsztynie, 18-21 wrzesnia 2002

3. Wyrdznienie za najlepszg prezentacje plakatu pt. Genetic diversity of Bovine
Leukemia Virus — evidences for dual infection with two different BLV
genotypes. Rola-Buszezak M., Pluta A., Olech M., Kuzmak J., XIII
Konferencja Naukowa DIAGMOL, Warszawa, 24.11.2012
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® Nagrody Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych 1, II i III stopnia
w kategorii prac oryginalnych (lata 2004, 2008, 2014, 2018)

= Nagrody I, II i III stopnia przyzmawane przez Dyrektora PIWet-PIB
w konkursach na najlepsza publikacje pracownikéw naukowych PIWet-PIB
w kategorii prac oryginalnych (2071, 2014, 2015).

= Nagroda Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi za osiggniecia w zakresie
postepu w rolnictwie, rozwoju wsi, rynkach rolnych i ryboléwstwie:

»Opracowanie i wdrozenie do rutynowej praktyki laboratoryjnej metody real-
time PCR do wykrywania prowirusowego DNA wirusa enzootycznej biataczki
bydla celem weryfikacji wynikoéw badan serologicznych i potwierdzenia stanu
zakazenia” Rola — Buszczak M., Olech M., Kubi$ P., Materniak M, Kozaczynska
B, Krawczak B, Smagacz M., Furtak B., KuZzmak J. — podano do wiadomosci
22.11.2012

7. Dorobek dydaktyczno-popularyzatorski

Picciokrotnie powierzono mi funkcje promotora pomocniczego. Trzy prace doktorskie
zostaly juz obronione ( dr Monika Olech, dr Ewelina Iwan, dr Ewa Kwit), dwie sg w
trakcie realizacji ( mgr Aneta Pluta, mgr Pawel Mirostaw). Wielokrotnie prowadzilam
lub wspétprowadzitam szkolenia dla pracownikéw gléwnie z zagranicznych osrodkow
naukowych w ramach dzialalnodci Zakladu Biochemii jako Laboratorium
Referencyjnego OIE ds. enzootycznej bialaczki bydia. Prowadzilam kilkukrotnie
wyklady naukowe dla Pracownikéw PIWet-PIB oraz Doktorantéw. Wyglositam
prelekcje na UMCS Lublin miedzy innymi dla cztonk6w Towarzystw Naukowych: PTG,
PTM, PTBioch, PTW oraz Studentow. Kilkukrotnie recenzowalam publikacje dia
czasopism naukowych ( Journal of Virological Methods, Journal of Veterinary Research/
Bulletin of Veterinary Institute in Pulawy, Veterinarni Medicina, Veterinary
Microbiology). Bytam zaangazowana we wspoltworzenie Zakladu Analiz Omicznych,

. oo~ Grmesde
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