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Polska jest jednym z najwiekszych producentéw drobiu na Swiecie. W 2019 roku
krajowa produkcja kurczat brojlerow wynosita okoto 1,5 mld co uczynito nasz kraj liderem w
Europie oraz dato nam trzecig pozycje na rynku swiatowym. W przypadku migsa indyczego
Polska przy produkcji 70 mln indykow rzeznych zajmuje rowniez pierwsze miejsce na podium
rynku europejskiego. Znaczaca jest rowniez krajowa produkcja jaj konsumpcyjnych oraz migsa
drobiu wodnego (10 min gesi oraz okoto 20 miIn kaczek). Polskie migso drobiowe oraz jaja
towarowe eksportowane sg nie tylko na rynki europejskie, ale rowniez i $wiatowe, w tym do
krajow azjatyckich. Pandemia zwiazana z zakazeniami SARS-CoV-2 negatywnie wptyne¢ta na
wiekszo$¢ sektorow gospodarki, nie omijajac rowniez drobiarskiego, nie mniej jednak krajowa

produkcja drobiu jest nadal niebagatelna.



Tak duze znaczenie produkcji drobiarskiej sprawia, ze stada tych ptakow musza by¢
objete profesjonalng opieka, sprawowang przez wyspecjalizowanych lekarzy weterynarii ktora
nie moglaby by¢ skuteczna gdyby nie opracowanie szybkich i czutych technik diagnostycznych
oraz metod immunoprofilaktyki. Mimo wszystko chow ptakow na masowg skal¢ boryka si¢ z
wieloma problemami zdrowotnymi wynikajagcymi nie tylko z istnienia czynnikow
chorobotworczych, ale bardzo czgsto rowniez z btedow w technologii chowu, w tym braku
bioasekuracji. Brak lub nie przestrzeganie procedur bezpieczenstwa biologicznego prowadzi
do rozprzestrzeniania si¢ czynnikéw zakaznych nie przenoszacych si¢ droga pionowa. Takimi
czynnikami sg m.in. wirusy enteropatogenne. Enteropatie to Stany patologiczne przewodu
pokarmowego, ktore mogg by¢ przyczyna wysokich strat ekonomicznych zwigzanych
niekoniecznie z padni¢ciami ptakow, czy ich leczeniem ale przede wszystkim z gorszego
wspotczynnika konwersji, czyli stabszego wykorzystania paszy w przeliczeniu na kilogram
przyrostu masy ciala oraz obnizenia koncowej wagi ptakow. Enteropatie to choroby dotykajace
drob grzebigcy najczesciej na poczatku odchowu mogace by¢ wypadkowa zardéwno
pojedynczych jak i mieszanych zakazen réznymi wirusami. Udowodniono to w badaniach
krajowych, w ktoérych wykazano obecno$¢ materialu genetycznego zaréwno astrowirusow,

koronawiruséw rotawirusOw czy parwowirusOw w probkach jelit kur 1 indykow.

Obicktem zainteresowan badawczych doktorantki staly si¢ aveparwowirusy drobiu
grzebigcego. Aktualnie wirusy nalezace do tej grupy izolowane s3 od okoto 70 % zaréwno
kurczat jak 1 indykow rzeznych w USA, co przemawia za trafnym doborem obiektu badan. Nie
mniej jednak wykazana w naszym kraju prewalencja zakazen parwowirusami drobiu
grzebigcego byta nizsza 1 wynosita 22-29%, przy czym izolowano je nie tylko od ptakéw z
klinicznymi objawami enteropatii, ale rowniez od ptakoéw catkowicie zdrowych. 1zolacja tych
wirusow od ptakow nie wykazujacych objawoéw klinicznych utrudnia niestety wydanie
jednoznacznej opinii dotyczacej ich patogennosci. Powyzsze utrudnia rowniez brak metodyki
namnazania tych wirusow w warunkach in vitro, co przektada si¢ na brak mozliwosci
przeprowadzenia  do$wiadczenia  uwzgledniajagcego  zakazenie  eksperymentalne,

potwierdzajace chorobotworczos¢ parwowiruséw wystepujacych u drobiu grzebigcego.

Mimo wszystko kluczowym elementem zwalczania zakazen parwowirusowych poza
prawidlowa bioasekuracja ferm wydaje si¢ opracowanie odpowiedniej strategii szczepien, a do
tego z kolei niezbedne sa metody oceny immunogennosci antygendéw. Ze wzgledu na
wspomniany wyzej brak mozliwo$ci namnazania parwowirusow drobiu grzebigcego w

warunkach laboratoryjnych jedynym racjonalnym rozwigzaniem wydaje si¢ uzyskiwanie



antygené6w metodami inzynierii genetycznej. Kandydatem na takie antygeny sa
rekombinowane biatka wiruséw, ktore mozna uzyskiwa¢ w réznych systemach ekspresyjnych.
Biatka te nie zawsze posiadaja wilasciwa natywnej formie strukture, ale jesli tak to
spontanicznie agregujg, tworzagc czastki wirusopodobne - virus like particles (VLP). VLP
stanowig bardzo ciekawg alternatywe dla klasycznych antygendéw szczepionkowych, poniewaz
morfologicznie przypominaja one natywne wirusy, jednakze pozbawione sg catkowicie
materialu genetycznego. Wobec tego sg doskonalym immunogenem ale jednoczesnie sa
bezpieczne, poniewaz nie wystepuje w tym przypadku ryzyko rewersji patogenu do formy
zjadliwej. VLP majg jeszcze jedng bardzo wazng zalete, ktora bezposrednio przektada si¢ na
tematyke podjeta przez doktorantke cho¢ nie wspomina Ona o tym w ocenianej dysertacji.
Zaletg tg jest potencjalne szybkie tempo uzyskania antygendw (zarowno diagnostycznych jak i
szczepionkowych) wirusow charakteryzujacych sie duza zmienno$ciag genetyczna.
Sekwencjonowanie pelnych genoméw lub gendéw odpowiedzialnych za kodowanie biatek
antygenowych pozwala na zdobycie informacji niezb¢dnych do laboratoryjnego otrzymywania
syntetycznych konstruktow nukleotydowych odpowiadajacych sekwencji konkretnych genow.
W trakcie opracowywania takich konstruktoéw mozliwe jest rOwniez optymalizowanie kodonow
na potrzeby poszczegdlnych metod ekspresji. Duzo szybsze w tym przypadku w poréwnaniu z
tradycyjnymi  metodami  hodowlanymi  uzyskiwanie = zr6znicowanych antygendéw
diagnostycznych, czy szczepionkowych umozliwia swoisty po$cig za zmiennoscig antygenowa
mutujgcego W terenie zarazka. Ma to tez czeSciowe przetozenie na tematyke podjeta przez
Doktorantke, bowiem cecha charakterystyczng wielu ssDNA wirusow, w tym rowniez
parwowirusdw wystepujacych u drobiu grzebigcego jest wysoki wspoétczynnik mutacji

genomu.

Majac na uwadze wszystkie przytoczone powyzej argumenty Wysoko oceniam wybor
tematyki badawczej ewaluowanej dysertacji, bowiem dotyczy ona nie tylko problemu
niezwykle interesujagcego z naukowego punktu widzenia, ale rowniez o duzym znaczeniu
praktycznym i co najwazniejsze o potencjale wdrozeniowym, co moze mie¢ przelozenie na

aspekt gospodarczy.

Oceniana rozprawa ma strukture i uktad typowy dla prac doktorskich opracowywanych
w formie monografii i napisana jest bardzo starannie. Ewaluowana dysertacja zawarta jest na
138 stronach (wliczajac wszystkie tabele 1 materialy uzupetniajace) i zawiera tgcznie 27 rycin
oraz 1 tabel¢. Oceniang rozprawe doktorska napisano w oparciu o wyniki przeprowadzonych

badan wiasnych oraz 0 222 (wg spisu) pozycje starannie dobranego pi$miennictwa, z ktorego



49 prac opublikowano w ciggu ostatnich trzech lat. Powyzsze $wiadczy nie tylko o
umiejetnosciach Doktorantki w dobieraniu i selekcji wlasciwego piSmiennictwa, co jest
niezwykle wazne w pracy badacza, ale réwniez o aktualnosci podejmowanego przez Nig
problemu badawczego. Opracowanie rozpoczyna si¢ wykazem skrotow i symboli, bardzo
przydatnym w rozprawach wielostronicowych. Jednakze w rozdziale tym nie zawarto

wszystkich skrotow uzywanych w tekscie.

Rozdziat ,,Wstep” wprowadza czytelnika w problematyke zwigzang z pracg badawczg i
sktada sie z dwoch podzielonych wtornie podrozdziatéw, co znacznie zwigksza czytelnosé
pracy i ulatwia jej analizowanie. Wprowadzenie w tematyke badawczg rozpoczyna si¢ od
wyjasnienia czym sg VLP, jak sg klasyfikowane oraz jaki jest ich mechanizm immunogennego
dzialania. Przejrzystos$ci tej czesci wstgpu zdecydowanie dodajg ryciny 11 2. VLP uzyskiwane
sa metodami inzynierii genetycznej i ekspresjonowane moga by¢ w komorkach ssakdw, roslin,
owadow, drozdzy oraz bakterii. Wszystkie te systemy ekspresji Doktorantka szczegotowo
scharakteryzowata w omawianym rozdziale. Najbardziej obszerny opis dotyczy
ekspresjonowania biatek w systemach bakteryjnych. Nie powinno to dziwi¢, poniewaz wtasnie
ta metoda uzyskiwania antygenu zostata zastosowana przez Doktorantke w ramach omawiane;j
dysertacji. W moim mniemaniu stanowi to doskonate wprowadzenie w tematyke pracy. W tym
miejscu chciatbym jednak zwréci¢ Doktorantce uwage na stosowanie skrotu VLP. W tytule
dysertacji VLP scharakteryzowane sa prawidtowo jako ,,czastki wirusopodobne”. Natomiast w
przewazajacej czgsci dysertacji, rozpoczynajac od wykazu skrotow, Doktorantka uzywa
okreslenia ,,czasteczki VLP”. Czasteczki to molekuly, a VLP to wicloczasteczkowe
rekombinowane biatka tworzace struktury przypominajace kapsyd wirusa, wigc tytutowe
,»czastki” sa tu bardziej prawidlowym okresleniem. Ponadto w angielskim rozwinigciu skrotu
,VLP”, P’ oznacza czgstki, wiec i Z tego powodu nieprawidlowe wydaje si¢ stosowanie przez
Doktorantke sformutowania ,,czasteczki VLP”. Jako wnikliwy recenzent zwrocitem uwage na
ten drobny element dotyczacy kosmetycznego aspektu ocenianej pracy, jednak podkreslam, ze
nie umniejsza on w niczym jej merytoryce. W drugiej czesci wstepu Doktorantka szczegdtowo
charakteryzuje parwowirusy drobiu poczynajac od ich taksonomii poprzez budowe
molekularng 1 morfologiczng po aspekty epidemiologiczne 1 ich rol¢ w patologii drobiu.
Doktorantka stusznie zauwaza, ze ze wzgledu na brak mozliwo$ci namnazania parwowirusow
w warunkach laboratoryjnych, diagnostyka zakazen ogranicza si¢ do badan molekularnych,
bowiem metody serologiczne nie znalazly wigkszego zastosowania, gtéwnie ze wzgledu na

ograniczong dostepnos¢ antygenow diagnostycznych. Brak metodyki laboratoryjnej propagacji



parwowirusow jest powodem braku na rynku szczepionek konwencjonalnych. Rozwigzaniem
tej sytuacji jest wlasnie produkcja VLP, co zostato bardzo obszernie przez Doktorantke opisane
w ostatniej czeSci wstepu, ktorg uwazam za wartosciowy element tego rozdziatu. Moim
zdaniem doktorantka zbytnio koncentruje si¢ jednak na VLP parwowirusow pséw, §win oraz
ludzi. Powyzsze zapewne wynika z niewystarczajacej liczby publikacji dotyczacych VLP
aveparwowiruséw oraz checi wskazania potencjatu czastek wirusupodobnych jako antygenow

szczepionkowych, co zostato pod koniec rozdziatu stusznie skonkludowane.

Cel pracy, ktorym bylo otrzymanie funkcjonalnych czgstek wirusopodobnych
parwowirusa kur (ChPV) i ich charakterystyka zostat jasno sprecyzowany. Doktorantka
postanowila zalozone cele osiagnaé w 7 kolejnych etapach badawczych poczynajac od
klonowania genu kodujacego biatko kapsydu (VP2) ChPV, nastgpnie przez uzyskanie
transformowanych szczepoéw bakteryjnych zdolnych do produkcji rekombinowanego biatka,
opracowanie metod jego oczyszczania, okreslenia wlasciwosci fizyko-chemicznych,
sprawdzenie aktywnos$ci biologicznej i immunogennos$ci a takze okreslenie potencjalnego

zastosowania uzyskanych VLP.

Rozdzial zatytutowany ,,Materiaty i Metody” rozpoczyna si¢ od wylistowania oraz
scharakteryzowania zastosowanych w badaniach odczynnikdw i ich mieszanin, a takze
aparatury. W dalszej cze$ci omawianego rozdzialu Doktorantka bardzo doktadnie
charakteryzuje wszystkie metody badawcze zmierzajace do otrzymania czystego
rekombinowanego biatka kapsydu ChPV. Doktorantka zastosowala model ekspresji w
komorkach bakteryjnych E. coli szczepu BL21 (DE3) z wklonowanym wczesniej plazmidem
zawierajacym sekwencje kodujaca VP2 ChPV. Jest to najtansza metoda ekspresji, jednak
rekombinowane bialka uzyskane ta metoda bardzo czesto wystepuja w formie ciat
inkluzyjnych, co wymaga ich dodatkowej izolacji oraz oczyszczania. Cala procedura
rozpuszczania ciat inkluzyjnych 1 oczyszczania otrzymanego biatka zostala przez Doktorantke
bardzo dobrze opisana. W opisywanym rozdziale znajduja si¢ tez deskrypcje otrzymywania
VLP przez wysalanie rekombinowanych biatek oraz analiza obecnosci czastek
wirusopodobnych ChPV z zastosowaniem metody mikroskopii eklektronowej oraz metody
dynamicznego rozpraszania $wiatta. Z kolei ocene wlasciwosci biologicznych otrzymanego
biatka przeprowadzono metoda hemaglutynacji, a w celu potwierdzenia jego immunogennosci
wykonano eksperyment polegajacy na immunizacji 2 grup kurczat SPF. Ptaki immunizowano
W 7 dobie zycia mieszaning antygenu i adiuwantu olejowego (grupa badana) lub buforu uzytego

do zawieszania rekombinowanego biatka i adiuwantu (grupa kontrolna). Od wszystkich ptakoéw
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pobierano krew do badan serologicznych przed oraz 3 tygodnie po immunizacji. Pomimo
prostoty modelu eksperymentalnego uwazam go za wystarczajacy do uzyskania odpowiedzi na
pytanie czy otrzymany antygen jest immunogenny dla kurczat. Na wykonanie eksperymentu
Doktorantka uzyskata zgode¢ Lokalnej Komisji Etycznej. Przeprowadzenie wspomnianego
wyzej do$wiadczenia uwazam za bardzo cenny element zaplanowanych badan, poniewaz
pozwala on na weryfikacj¢ potencjatu aplikacyjnego otrzymanych VLP. W tym miejscu mam
jednak pytanie do Doktorantki - na jakiej podstawie ustalona zostata dawka antygenu stuzacego
do immunizacji (20 ug r-VLP/ ptaka)?

Ocena swoistej odpowiedzi humoralnej na immunizacje, przeprowadzona zostata za
pomoca testu in house ELISA, w ktorym do optaszczania ptytki uzyto buforu zawierajacego 1
pug antygenu/ ml i serie dwukrotnych rozcienczen surowicy (od 1:200 do 1:100 min).
Domys$lam sie, ze st¢zenie antygenu jak 1 koniugatu przeciwcial zostalo wczedniej
zoptymalizowane, jednak uwazam, ze metoda optymalizacji rowniez powinna znalez¢ si¢ w

tym rozdziale.

Badania bedace tematem ocenianej dysertacji maja charakter stricte metodologiczny,
wobec czego w rozdziale ,,Wyniki” przedstawiono bardzo obszernie i z maksymalng liczba
szczegotow efekty kolejnych etapow otrzymywania rekombinowanego antygenu ChPV. Tresé
tego rozdzialu wzbogacona jest licznymi rycinami, co znacznie utatwia analize wynikow. W
ramach prac badawczych Doktorantka uzyskata plazmid zawierajacy insert odpowiadajacy
fragmentowi genu VP2 ChPV. Otrzymany produkt poddano sekwencjonowaniu, ktore
wykazalo jego wysoka homologie z referencyjnymi sekwencjami parwowirusow Kkur i
indykéw. Zweryfikowane pod katem prawidlowosci sekwencji amplikony ligowano z
plazmidem ekspresyjnym, ktorym transformowano komorki kompetentne E. coli BL21(DE3)
metoda elektroporacji. Selekcji transformantéw dokonywano stosujac dodatek antybiotyku
(chloramfenikol) do podtoza. Moim zdaniem brakuje w tym miejscu informacji, czy
Doktorantka sprawdzala przed przesianiem kolonii do pozywki ptynnej, czy wyroste na
podiozu LB z antybiotykiem bakterie posiadaja plazmid z insertem genu VP2 ChPV, czy
plazmid ,,pusty”. Analiza metodg SDS-PAGE wykazata, ze po 2 godzinach od indukcji
komorek dochodzito do produkcji biatka odpowiadajgcego masg VP2 ChPV. W tym miejscu
mam kolejng drobng uwagg - na str. 72 zaréwno w tekscie jak i w opisie do ryc. 10 nie widnieje
zadna informacja dotyczaca spodziewanej wielkosci biatka. Informacji tej tez nie znalaztem w
rozdziale ,,Materiaty i Metody”. Dopiero na stronach 79 (ryc. 16) oraz 80 (w tekscie) znajduja
si¢ informacje o jego masie (0k. 58 KDA). Komorki otrzymane po indukcji ekspresji postuzyty
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Doktorantce za bank komodrek wykorzystywany w dalszych etapach otrzymywania
rekombinowanego antygenu. W zwigzku z faktem, ze do uzyskania VP2 ChPV Doktorantka
wybrala bakteryjny system ekspresyjny, rekombinowane biatko odkladane bylo w
agregujacych wewnatrz bakterii ciatach inkluzyjnych. Jest to bardzo powszechne zjawisko w
tego rodzaju systemach ekspresyjnych prowadzace nierzadko do probleméw z uzyskaniem
czystych frakcji biatka o dobrej rozpuszczalnosci. Z problemem tym Doktorantka poradzita
sobie doskonale stosujac caty szereg dziatlan poczynajgc od rozpuszczania w warunkach
denaturujacych zawartych w osadzie bakteryjnym ciat inkluzyjnych, pozniejszego
oczyszczania wstgpnie wyizolowanego biatka metodg kolumnowa, a nastepnie jego renaturacji
metoda rozcienczen, wysalaniu, ponownemu rozpuszczaniu w warunkach denaturujacych,
kolejnej renaturacji, by w koncowym etapie przeprowadzié¢ zat¢zanie oczyszczonego biatka
metoda filtrach stycznej. Wszystkie etapy tego zmudnego procesu sa bardzo dobrze opisane, a
duzym ulatwieniem analizy tego fragmentu rozdzialu ,Wyniki” jest schematyczne
przedstawienie calej procedury na ryc. 15. Wydajnos¢ ekspresji biatka nalezy uzna¢ za dobra —
wynosita ona okoto 10% pierwotnej masy ciatl inkluzyjnych i biatek nierozpuszczalnych,
natomiast okreslona technikg przeptywow czysto$¢ koncowej zawiesiny biatka mozna uznaé
za bardzo dobra, poniewaz wyniosta az 93%. Zrekombinowane biatko zostato zidentyfikowane
metoda spektometrii mas, ktéra wykazata zbiezno$¢ uzyskanego profilu masowego peptydow

z profilem VP2 szczepu referencyjnego.

Jednakze uzyskanie rekombinowanego biatka to tylko polowa zamierzonego przez
Doktorantke celu, poniewaz z zalozenia uzyskane biatka musza spontanicznie agregowac¢ w
VLP oraz posiada¢ wtasciwe cechy biologiczne - w tym wypadku zdolno$¢ do aglutynowania
krwinek kurzych. Przeprowadzone metodami TEM oraz dynamicznego rozpraszania $wiatta
analizy wykazaly, ze w $wiezo przygotowanym roztworze biatka wystepowaty czastki o
$rednicy 19-20pum posiadajace wyrazne granice zewngtrzne co wskazuje, ze zaktadany cel
zostat przez Doktorantke osiagniety. Trzeba mie¢ jednak na uwadze, ze rekombinowane biatka
bardzo szybko ulegaja proteolizie. Zostato to réwniez uwzglgednione w ocenianej dysertacji,
bowiem testem hemaglutynacji Doktorantka potwierdzita nie tylko wlasciwosci biologiczne
uzyskanego rekombinowanego antygenu ale rowniez wykazata jak przechowywanie
otrzymanego roztworu wpltywa na jego stabilnos¢. Powyzsze badanie uwazam za bardzo
zasadne 1 wazne z praktycznego punktu widzenia. Wyniki zaprezentowane na rycinie 22 sg
dowodem na to, ze 5-dniowe przechowywanie konstruktu biatkowego zaréwno w warunkach

chtodniczych (4°C) jak i w warunkach zwyktego mrozenia (-20°C) nie wptywa znaczgco na



aktywnos$¢ biologiczng rekombinowanego biatka. Niestety wydtuzenie okresu przechowywania
do 43 dni w warunkach chlodniczych skutkowalo znacznym obnizeniem zdolnos$ci
aglutynowania krwinek kurzych przez rekombinowane biatko, co wiaze si¢ z koniecznos$cia
dodawania inhibitoréw proteaz. Jest to bardzo wazna obserwacja w konteksScie potencjalnego
wdrazania do produkcji masowej opracowywanego biatka, ktore moze by¢ zastosowane nie
tylko jako antygen diagnostyczny ale roéwniez jako antygen szczepionkowy. Dowiodla temu
Doktorantka przeprowadzajac eksperyment, w ktorym otrzymanym biatkiem immunizowano
kurczeta. Eksperyment ten wykazal, ze pojedyncza inickcja mieszaning rekombinowanego
biatka i adiuwantu zaindukowala swoista odpowiedZz humoralng, co potwierdza silng
immunogennos¢ tak przygotowanego preparatu. W tym miejscu chciatbym zwroci¢ uwage na
nieco niefortunne zaprezentowanie wynikow na ryc. 25, na ktérej miana przeciwcial z grupy
kontrolnej przedstawione sa jako warto$§¢ usredniona, natomiast w przypadku probek
pochodzacych od ptakow z grupy badanej przedstawiono zarowno pojedyncze jak i usrednione
warto$ci. Moim zdaniem wprowadza to pewne ,,zamieszanie” do ryciny i nieco utrudnia analizg¢
danych w niej zawartych. Wobec tego uwazam, ze lepszym rozwigzaniem byloby
zamieszczenie wartosci $rednich dla obu grup z uwzglednieniem odchylen standardowych.
Moja uwage zwrocita rowniez ryc. 27, na ktorej zaprezentowane zostaly wyniki badan
serologicznych badanych kurczat przed immunizacja. W moim odczuciu zestawienie na jedne;j
rycinie wynikow sprzed i po immunizacji ptakow z obu grup bytoby lepszym rozwigzaniem.
Ze wzgledu na zastosowanie licznych rozcienczen surowicy na rycinie moglyby znalez¢ si¢
jedynie wyniki poimmunizacyjne dla surowicy nierozcienczonej oraz dla surowicy w
najwyzszym rozcienczeniu dajacym wynik dodatni. Powyzsza uwaga powinna by¢ traktowana
jednak jako zyczliwa sugestia do rozpatrzenia przed publikacjag wynikow w formie pracy

oryginalnej i w niczym nie umniejsza przeprowadzonym przez Doktorantke badaniom.

Rozdziatem, ktory czgsto przysparza doktorantom najwigcej trudnosci jest ,,Dyskusja”,
bowiem wymaga od autorOw umiej¢tnosci nie tylko prawidtowej analizy osiggnietych przez
siebie wynikow ale rowniez odpowiedniego poréwnania ich z danymi dostgpnymi w §wiatowe;j
literaturze. W zawartym na niecalych 19 stronach rozdziale, ktory w tym przypadku
zatytutowano ,,Podsumowanie 1 dyskusja” Doktorantka opisuje wszystkie etapy badan
zmierzajagcych do uzyskania rekombinowanego biatka, dyskutujac 1 wyjasniajac wiele
zaistnialych po drodze probleméw zwigzanych z tym zmudnym procesem. Autorka poddaje
réwniez ocenie zdolnos¢ agregowania otrzymanego biatka w czastki wirusopodobne oraz jego

wiasciwos$ci biologiczne, jak i stabilno$¢ w roznych warunkach przechowywania. W rozdziale



tym mgr inz. Agnieszka Romanik - Chruscilewska zwraca uwage na jedng istotng obserwacjg,
mianowicie ze do tworzenia struktur VLP nie sg potrzebne poczatkowe aminokwasy (n=39) w
N-koncu biatka oraz, ze biatko takie nie traci swoich wlasciwosci biologicznych. W dalszej
czgsci omawianego rozdziatu Doktorantka dyskutuje uzyskane wyniki eksperymentalnej
immunizacji. Uwzgledniajgc aspekt praktyczny immunizacji, zastosowany w niniejszej pracy
model eksperymentalny polegajacy na szczepieniu pisklat w 7 dobie zycia moze nie by¢
idealnym rozwigzaniem , poniewaz do wirusowych enteropatii u drobiu dochodzi wtasnie w
pierwszych tygodniach odchowu. Wobec tego lepszym rozwigzaniem moze by¢
immunizowanie stad rodzicielskich, w celu zapewnienia piskletom odporno$ci biernej w
pierwszych tygodniach zycia, oraz ewentualne 1 lub dwukrotne doszczepianie po spadku mian
przeciwcial matczynych. Doktorantka w omawianym rozdziale rowniez zauwaza konieczno$é
takich badan jednocze$nie zwracajac uwage na olbrzymie ograniczenia metodologiczne
wynikajace z braku mozliwo$ci weryfikacji skuteczno$ci szczepienia przez niemozliwosé
przeprowadzenia zakazenia eksperymentalnego oraz niektorych testow, jak np. test HI. Bardzo
istotnym elementem komercyjnego wdrazania rekombinowanych antygendéw jest cena ich
otrzymywania, z tego powodu w dalszej czgsci rozdziatu ,,Podsumowanie i dyskusja”
Doktorantka poréwnuje i opisuje rézne techniki ekspresji VLP parwowirusow roznych
gatunkow zwierzat z metoda wykorzystywang we wilasnych badaniach, co uwazam za bardzo

warto$ciowy element ocenianego rozdziatu.

Podsumowujac uwazam, ze czes$¢ dysertacji poswiecona dyskusji omawianych
wynikow napisana jest w sposob klarowny i odzwierciedla duza wiedze Doktorantki z zakresu
prowadzonych przez siebie badan. Jednakze mam tez jedng dosy¢é powazng uwage. Moim
zdaniem po rozdziale dotyczacym dyskusji otrzymanych wynikéw brakuje wnioskow jakie
zostaty wyciagnigte z przeprowadzonych badan. W mojej opinii zamieszczone na stronach 96
-97 podsumowanie moze zosta¢ usuniete z tego rozdziatu 1 stanowi¢ podstawe do utworzenia
rozdziatu ,,Wnioski”. Dla przyktadu kluczowe informacje z punktéw 1-5 mogtaby stanowié
whniosek pierwszy. Wniosek drugi moze zostaé utworzony przez informacje wynikajace z
punktow 6 1 7; natomiast punkty 8 i 9 po niewielkim przeredagowaniu moglyby stanowi¢

kolejne dwa wnioski.

Ostatnig czeS$cig omawiane] dysertacji sg streszczenia w jezyku polskim i angielskim, w

ktorych Doktorantka w sposob zwigzly podsumowata cele badawcze, metodyke oraz wyniki.

Recenzowang rozprawe doktorska oceniam pozytywnie ze wzgledu na jej nastgpujace

walory:



stanowi ona nie tylko wazne uzupelienie wiedzy z zakresu otrzymywania
rekombinowanych bialek kapsydu ChPV, ale jest wrecz swoistym instruktarzem jak
otrzymaé zadowalajaca ilo$¢ takiego bialka przy zachowaniu jego odpowiedniej
czystosci, wobec czego uzyskane wyniki moga mie¢ charakter wdrozeniowy,
przeprowadzone badania dotyczace immunogennoS$ci otrzymanego antygenu mogg by¢
podstawa do dalszych prac zmierzajacych do opracowania programoéw szczepien
przeciwko chorobie przynoszacej duze straty ekonomiczne w produkcji drobiu
rzeznego,

zastosowano metody badawcze zgodne z aktualnie panujagcymi w nauce trendami.

Z obowiazku wnikliwego recenzenta pragne jednak zwrdci¢ uwage Doktorantce na

nastgpujace, wezesniej nie wymienione, jej niedociggniecia:

na str. 16 podano, ze ,,Wirus CAV nalezy do rodziny Circoviridae..”, jednakze zgodnie
z aktualng nomenklaturg utworzong przez Migdzynarodowy Komitet ds. Taksonomii
Wiruséw (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) wirus ten nalezy do
rodziny Anelloviridae. Ponadto okreslenie “Wirus CAV” jest nieco niefortunne,
poniewaz we wspomnianym wyzej skrocie, wtasnie ,,V”’ oznacza wirusa,

na str. 24 niepotrzebnie zdefiniowano znaczenie skrotu ,,IBDV”, poniewaz po raz
pierwszy zostal on zdefiniowany na str. 16; to samo dotyczy skrotu ,,HBCAg”
dotyczacego rekombinowanego antygenu wirusa zapalenia watroby typu B, ktéry na
stronie 28 jest niepotrzebnie dwukrotnie zdefiniowany,

na str. 31 omytkowo podano, ze wegierski izolat CHPV ABU-P1 przedstawiony jest na
ryc. 1C, a taka nie istnieje. Struktura genomu wspomnianego wyzej izolatu
przedstawiona jest na ryc. 3C (str. 32),

na str. 33 znajduje si¢ niefortunne sformulowanie wyjasniajace droge poziomg zakazen
jako ,,droga kat-dziob”, moim zdaniem lepszym okresleniem bytoby ,.droga per os”,
na str. 34 wkradl si¢ btad, bowiem podano, ze prowadzono badania ,,prewencji
parwowirusow w stadach indykow”. W tym wypadku badano ,,prewalencje”,

na str. 35 podano, ze ,, U 2-4 tygodniowych indykow mozna obserwowac osteoporoze”,
jednakze deformacje konczyn stwierdzane u indykéw w tym wieku to peroza,

str. 53, 54, 63, 66, 92, 93 w odniesieniu do ,probek” (np. DNA) nieprawidtowo

stosowane jest okreslenie ,,proby”,
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na str. 63 podano, ze do testu HA ,,zastosowano swiezy preparat erytrocytow pobranych
z krwi kurczqt”, jednakze to krew zostata od kurczat pobrana, a erytrocyty zostaty z niej
wyizolowane,

str. 67, na ryc. 5B brakuje sciezki markera wielko$ci mas,

str. 69 w podanym zwrocie ,,reakcja PCR” ,,R” oznacza reakcje,

str. 94 zwrot ,,powrot atenuowanego szczepu szczepionki do bardziej zjadliwego stanu™
sugeruj¢ zamieni¢ na ,,rewersja do formy zjadliwe;j”,

w wykazie pi$miennictwa poszczegélne pozycje tego samego pierwszego autora
wykazywane sg niechronologicznie, np. prace Zsak L. i wsp. wylistowane na str. 137,
poz. 53 piSmiennictwa — nazwisko pierwszego autora nie koresponduje z cytowaniem na
str. 23 (,,Fuenmayo i wsp. 2017 zamiast ,,Fuenmayor i wsp. 2017”), podobnie poz. 69
pisSmiennictwa nie zgadza si¢ z cytowaniem na str. 104 (,,Hau i wsp. 2020” zamiast ,,Hua
i wsp. 2020”), podobny btad dotyczy poz. 142 pismiennictwa, w ktorym nazwisko
pierwszego autora nie koresponduje z cytowaniem na str. 21 (,,Pattended i wsp. 2005”
zamiast ,,Pattenden i wsp. 2005”), jak rowniez poz. 220 nie zgadza si¢ z cytowaniem na
str. 33 (,,Zask 1 wsp. 2015” zamiast ,,Zsak | wsp. 2015”),

proponuje by dla tatwiejszej analizy tekstu i odnoszacych si¢ do niego referencji, w
przypadku prac tego samego autora opublikowanych w jednym roku opatrze¢ referencje
dodatkowymi symbolami, np. A, B, C itp.). Dotyczy to referencji nr 80-82 oraz 97-98,
na str. 35 znajdujemy referencj¢ Barnas i wsp. (2003), jednakze taka praca nie znajduje
si¢ w wykazie piSmiennictwa, podobnie na str. 36 zacytowano prace autorstwa Tarasiuk
(2015), jednak w wykazie pismiennictwa znajduja si¢ tylko prace Tarasiuk i wsp. z lat
2012 i 2019; podobny btad istnieje na stronach 104 i 105, gdzie dwukrotnie cytowana
jest praca Zeng 1 wsp. (2008) nie widniejaca w wykazie pismiennictwa,

w tekscie brak jest cytowania widniejagcego w wykazie pismiennictwa opracowania
autorstwa Saif i wsp. 2020 (poz. 1686, str. 132).

Ponadto w pracy wystepuja nieliczne btedy literowe i edycyjne.

Reasumujac stwierdzam, ze pomimo powyzszych uwag, moja ocena tej dysertacji

jest pozytywna. Zrealizowana rozprawa doktorska poszerza niewatpliwie wiedz¢ na temat

otrzymywania VLP parwowiruséw kur i ich immunogennosci dla tego gatunku ptakow.

Konkludujac wyrazam opinig, iz rozprawa doktorska pt. ,,Otrzymanie i charakterystyka

czastek wirusopodobnych parwowirusa kur oraz ich wykorzystanie w diagnostyce i

profilaktyce chordb drobiu ” odpowiada warunkom okre§lonym w art. 13 Ustawy z dnia 14
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marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65 poz. 595 z 2003 r. ze zmianami w Dz. U. z 2005 r.) oraz § 6
Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrzesnia 2011 roku w
sprawie szczegdlowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodach
doktorskich, w postepowaniu habilitacyjnym oraz postepowaniu o nadanie tytulu profesora
(Dz. U. Nr 204, poz. 1200), dlatego przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o
dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Romanik — Chruscielewskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z uwagi na fakt, ze przedtozona mi do oceny praca
bez watpienia stanowi doskonate odzwierciedlenie przetozonej na praktyke wiedzy z
dziedziny biotechnologii potaczonej z potencjalem wdrozeniowym w dyscyplinie
»Weterynaria”, torujac tym samym droge dalszym badaniom z tego zakresu, wnioskuje o

wyroznienie ewaluowanej dysertacji stosowna nagroda.

{
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dr hab. Toma}’sés?tenzel, prof. UWM
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