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Recenzja pracy doktorskiej Pani Anety Pluta zatytutowanej:

Badanie wptywu mutacji w regionie LTR oraz genie tax wirusa enzootycznej biataczki bydta na poziom
replikacji wirusa u zwierzat zakazonych

Praca doktorska Pani Mgr Anety Pluty dotyczy biologii molekularnej retrowirusa BLV, ktéry od wielu lat
jest przedmiotem szerokich i konsekwentnie prowadzonych badan w grupie kierowanej przez P.
Profesora dr hab. Jacka Kuzmaka . Praca Pani Mgr Pluty stanowi w mojej ocenie bardzo istotny i
wartosciowy wktad w ten nurt badawczy.

Dla wirusologdw zmienno$¢ genetyczna wiruséw byta zawsze jednym z najwazniejszych zagadnien
badawczych. Obecnie, od momentu rozpoczecia pandemii koronawirusa , ten temat nabraf innego
wymiaru, nie tylko w publikacjach ale takze we wszystkich mediach codziennie sg wiadomosci o
mutacjach i wariantach wirusowych. W tym kontekscie tematyka pracy, skupiona na analizie
zmiennosci w rejonie regulacyjnym genomu zwierzecego wirusa biataczki, nabiera szczegélnego
znaczenia, pokazujgc ze nawet drobne zmiany w zapisie genetycznym mogg zmieniac przebieg
infekcji i rozprzestrzeniania sie wirusa. Praca P. Mgr Pluty jest réwniez znakomitym przyktadem
nawigzania do koncepcji ,,One Health” czyli trendu w nauce zmierzajgcego do rownoczesnego
poznawania chordb zwierzat i ludzi w powigzaniu ze wspdlnym, zmieniajgcym sie srodowiskiem.
Gtéwny model badawczy , wirus biataczki bydta, badany przez Autorke pod katem wykrywania
mutacji w szczepach izolowanych od zwierzat i analizie molekularnej tych zmian , jest nie tylko
patogenem zwierzecym o niedostatecznie poznanym potencjale zakaznym i chorobotwérczym, lecz
takze modelem dla pokrewnych retrowiruséw ludzkich, a cechy biologiczne tego wirusa sg w pracy
omawiane i dyskutowane w kontekscie cech innych wiruséw. W tym aspekcie szczegdlng wartosé




ma pierwsza praca przedstawiona przez doktorantke w rozprawie doktorskiej, przeglagdowy artykut
omawiajgcy mechanizmy regulacyjne wirusa BLV i ludzkiego wirusa T-limfotropowego (HTLV).

Jest to pierwsza z czterech publikacji stanowigcych podstawe pracy doktorskiej Pani Anety Pluty, trzy
pozostate to oryginalne prace eksperymentalne. Wszystkie artykuty zostate opublikowane w
renomowanych miedzynarodowych czasopismach naukowych i we wszystkich czterech Doktorantka
jest pierwszym Autorem, a takze Autorem korespondujgcym, co $wiadczy o jej wiodacej roli w
powstaniu tych prac. Jest to bardzo dobry dorobek publikacyjny, przy czym te prace nie sg jedynymi
publikacjami Autorki, w bazie Pubmed jest w sumie 12 publikacji z jej udzialem, a wiec mozna ten
dorobek okresli¢ jako zdecydowanie wyrdzniajgcy sie.

Publikacje stanowigce rozprawe doktorska Pani Anety Pluty stanowig spdjna cato$é. Praca
przegladowa, rozpoczynajgca ten cykl publikacji, zatytutowana: ,Regulation of Expression and
Latency in BLV and HTLV”, opublikowana w czasopismie , Viruses”w 2020 jest obszernym i bardzo
dobrym wprowadzeniem i przewodnikiem do biologii molekularnej BLV. Artykut szczegétowo
przedstawia wspolne i specyficzne cechy tych dwéch delta-retrowiruséw , poréwnujac je z innymi
wirusami z rodziny Retroviridae. Jedng z gtéwnych cech wiruséw z tej rodziny jest niezwykle ztozona
sie¢ oddziatywan z biatkami komdrkowymi; zaprezentowany artykul jest bardzo pomocny w
zrozumieniu skomplikowanej mapy regulacji transkrypcji i kontroli latencji u delta-retrowiruséw.
Najwazniejszym opisywanym rejonem waznym dla mechanizmow regulacji ekspresji gendéw jest
rejon LTR i zawarte w nim elementy strukturalne , kluczowe dla interakcji z komérka gospodarza,
przede wszystkim poprzez odziatywanie z czynnikami transkrypcyjnymi, ktére sa szczegétowo
scharakteryzowane w artykule. Jednak poza charakterystyka regionu LTR , mutacji w nim
wystepujgcych oraz dziataniem bialka (transaktywatora ) Tax, w artykule mozna znalez¢ wiele
informacji dotyczgcych m.in. badan nad udziatem hormondéw w kontroli replikacji BLV , strategii
ucieczki wirusa przed odpowiedzig immunologiczng gospodarza oraz ekspresji i dziatania wirusowych
i komorkowych miRNA i Inc RNA w trakcie infekcji i latencji. W oparciu o charakterystyke
molekularnych mechanizmoéw regulacyjnych , wskazywane sg potencjalne cele terapeutyczne, ktore,
na podstawie badan nad bydlecym wirusie biataczki mogg miec zastosowanie w terapii zakazen
wirusami ludzkimi, takimi jak wirus HTLV. Artykuf jest wyczerpujgcym i wartosciowym kompendium
wiedzy o rdoznych etapach regulacji cyklu zyciowego delta-retrowiruséw. Napisanie dobrej pracy
tego typu wymaga doswiadczenia, szerokiej wiedzy, umiejetnosci w doborze i selekcji prac
zrédtowych ( literatura do tego artykutu zawiera 255 pozycjil) i zawsze Swiadczy od dojrzatosci
naukowej autora.

Nastepne trzy publikacje dotyczg badan nad zmienno$cig genetyczng BLV . Podobnie jak ludzki wirus
HTLV, wirus biataczki bydta odznacza sie stabilng sekwencjg genomowg , szczegdlnie w poréwnaniu
z niezwykle dynamiczng zmiennoscig wirusa HIV. Stosunkowo niska liczba mutacji genomowych
BLV i HTLV wynika z innego sposobu transmisji i doktadniejszego kopiowania sekwencji genomu
przez odwrotng transkryptaze . Indywidualne cechy mechanizmu zmiennosci genetycznej wirusa BLV
na tle innych retrowiruséw powodujg, ze poszukiwanie i wykrywanie Zrédet zmiennosci wirusa
wymaga zastosowania precyzyjnych analiz skupionych na zdefiniowanych fragmentach genomu. Dla
wiekszosci retrowiruséw najwiecej uwagi poswieca sie rejonom kodujgcym biatka powierzchniowe,
ktérych zmiennos$é jest odpowiedzialna za ucieczke przed odpowiedzig immunologiczng gospodarza
i trudnosci w sformutowaniu skutecznych szczepionek. Jednak, jak omdéwiono m.in. w artykule
przegladowym zamieszczonym w pracy doktorskiej, kluczowe sg takze wszelkie mutacje w




regionach regulatorowych , decydujgcych o wydajnosci replikacji wirusa i przebiegu infekcji. W
artykule zatytufowanym: ,, Bovine leukemia virus long terminal repeat variability: identification of
single nucleotide polymorphisms in regulatory sequences”, ktéry ukazal sie w Virology Journal w
2018 r., przedstawione zostaty badania nakierowane na wykrywanie mutacji w rejonie LTR
prowirusowego DNA w 64 prébkach pochodzacych w wiekszosci z réznych regionéw Polski (47
probek) a takze z innych rejonéw Europy. Prébki pochodzity od naturalnie zakazonych zwierzat, u
ktérych infekcje potwierdzono wczesniej metodami serologicznymi . Materiat do badan
genetycznych uzyskano poprzez powielanie rejonu LTR BLV technikg PCR w starannie opracowanych
warunkach. Sekwencjonowanie ( wykonane komercyjnie) pozwolito na wykrycie 97 mutacji , z
ktorych czes¢ powtarzata sie w réznych prébkach, najczesciej w rejonie U3. Szczegétowa analiza
réznych wariantéw sekwencji w rejonie LTR wskazata na korelacje ze zdefiniowanymi genotypami i
podgrupami wirusa BLV , przy czym niektdre z nich miaty wyrazny zwigzek z pochodzeniem
geograficznym badanych prébek. Zaobserwowano takze réznice w czasie pojawiania sie niektérych
wariantéw , co moze sugerowac trend w ewolucji wirusa, przyczyniajgcy sie do pojawiania sie
nowych szczepéw w stadach wolnych od zakazen BLV. Powigzanie okreslonego podtypu
genetycznego wirusa z wystepowaniem w okreslonym rejonie geograficznym ma zasadnicze
znaczenie nie tylko dla indywidualnej strategii/polityki zwalczania zakazen danym wirusem, ale takze
dla poznawania mechanizméw ewolucyjnych oraz $ledzenia sposobdéw i dynamiki rozprzestrzeniania
sie wirusa, wiec wyniki uzyskane w tej pracy majg wartos$¢ zaréwno poznawczg jak i
epidemiologiczng.

Zgodnie z wiedzg o stosunkowej stabilnosci sekwencji genomu BLV, ogdlna liczba wykrytych
poliformizmow w badanych prébach nie byta wysoka, ale analiza sekwencji wykazata, ze niektére z
nich byty zlokalizowane w miejscach wigzania czynnikéw transkrypcyjnych, co moze sie przektadaé na
efektywnos¢ ekspresji gendw wirusa. W nastepnej pracy zaprezentowanej w rozprawie doktorskiej,
Doktorantka skupita sie na analizie tego zagadnienia, przenoszac informacje uzyskane z zakazen
terenowych do obszaru szczegétowych badarn molekularnych.

W tej pracy, opublikowanejw 2020 r w czasopismie , Pathogens” ( ,Effects of naturally occurring
mutations in bovine leukemia virus 5'-LTR and tax gene on viral transcriptional activity”), Autorka
podjeta probe analizy zwigzku mutacji zidentyfikowanych w genomie BLV z funkcjami rejonu LTR i
biatka Tax. Opracowano modelowy uktad badawczy z zastosowaniem lucyferazy jako genu
reporterowego, ktérego ekspresje kontrolowano - w réznych kombinacjach —za pomocg sekwencji
LTR i transaktywatora Tax, przeniesionych do odpowiednich wektoréw plazmidowych. Sekwencje, w
ktérych wykryto i przenalizowano szereg mutacji, pochodzity z 15 wariantéw wyselekcjonowanych
sposérdd 106 probek uzyskanych od zwierzat zakazonych BLV. W ten sposéb Doktorantce udato sie
wykazaé, ze niektdre poliformizmy obecne w sekwencji LTR i w genie Tax w istotny sposob
wplywajg na poziom ekspresji testowanego genu , przy czym zaobserwowano wytgcznie
podwyzszenie tego poziomu, nie wykryto odwrotnego wptywu badanych mutacji. Raporty na temat
podobnego wptywu mutacji punktowych w LTR byty publikowane dla m.in. lentiwiruséw HIV i wirusa
Maedi-Visna, co wskazuje na mozliwy wspdlny mechanizm regulacji wptywajgcy na patogeneze
retrowiruséw. Za bardzo interesujgce uwazam wyniki dotyczgce analizy sekwencji Tax , biatka,
ktorego wielofunkcyjne dziatanie , zwigzane z aktywacjg gendw wirusowych i komérkowych oraz z
onkogenezg delta-retrowiruséw nie jest dla BLV dobrze poznane. Na temat mechanizmu dziatania
odpowiednika Tax u wirusa HIV , transaktywatora TAT, opublikowano ponad 5000 prac; dla biatka




Tax wirusa BLV tylko ok. 160, a niewatpliwie jest to biatko nie tylko kluczowe dla replikacji wirusa ale
takze dla mechanizmu powstawania biataczki u bydta. Zwraca uwage bardzo zaawansowana
metodyka zastosowana w tej pracy , od metod z zakresu biologii komérki do technik molekularnych i
bioinformatycznych. Doktorantka wykazata tez biegto$¢ w analizach statystycznych i
opracowywaniu wtasnych protokotéw eksperymentalnych , np. dotyczacych metod PCR.

W zwigzku z wynikami tej publikacji mam 2 pytania:

poniewaz niektére z wykrytych mutacji dotyczyty oddziatywania z czynnikami transkrypcyjnymi, ktére
moga by¢ komorkowo i gatunkowo specyficzne, czy istnieje mozliwos¢, ze przeprowadzenie
podobnych analiz w komérkach typowego gospodarza ( krowich) mogtyby sie rézni¢ od wynikéw
uzyskane w komadrkach Hela?

Czy znane sg doswiadczenia typu ,,swap” (wymiany) biatka Tax pomiedzy HTLV i BLV ?

W ostatniej pracy wtgczonej do rozprawy doktorskiej , opublikowanej réwniez w czasopismie
,Pathogens” (Analysis of nucleotide sequence of Tax, miRNA and LTR of bovine leukemia virus in
cattle with different levels of persistent lymphocytosis in Russia) w 2021, Doktorantka kontynuowata
analizy genetyczne , skupiajgc sie na poszukiwaniu zwigzku wykrytych zmian z obrazem klinicznym
choroby ( poziomem limfocytozy). Materiatem do badan w tej pracy byta kolekcja prébek zebranych
od zakazonych zwierzat w Rosji, a analiza sekwencji objeta procz rejonu LTR i Tax takze sekwencje
kodujgce wirusowe miRNA. W cyklu zyciowym wirusa BLV wytwarzane jest znacznie wiecej miRNA
niz u wielu innych retrowiruséw, ale biologiczne znaczenie i funkcje tych czgsteczek nie sg dokladnie
poznane, cho¢ opublikowano dane pokazujgce ich wptyw na transformacje komoérek i na modulacje
odpowiedzi immunologicznej. Dane uzyskane w pracy P. Mgr Pluty dostarczajg nowych informacji na
temat roli miRNA w patogenezie zakazen BLV , przy czym fakt, ze badane sekwencje pochodzity od
zwierzat o znanym obrazie klinicznym choroby, nadaje im dodatkowg wartos¢.

We wszystkich badanych sekwencjach po zaobserwowaniu wystepowania réznego rodzaju mutacji,
poszukiwano korelacji pomiedzy poszczegdlnymi poliformizmami , przynaleznoscig do okreslonych
genotypodw, liczba kopii prowirusowego DNA i liczbg leukocytéw ; takie analizy prowadzily do
wyodrebnienia wariantdéw o charakterystycznych cechach. Interpretacja tych zaleznosci jest ztozona,
jednak w tej pracy potwierdzono pokazany we wczesdniejszych publikacjach wptyw zmiennosci
genetycznej, szczegdlnie w rejonie dtugich powtdrzen koricowych, na replikacje BLV i wskazano na
zwigzek tego zjawiska z przebiegiem i skutkami infekcji.

Wszystkie prace wtgczone do rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w miedzynarodowych
czasopismach o znaczgcym wskazniku oddziatywania (IF : 2,37; 3,02 ; 3,8) , bardzo czesto cytowanych
w badaniach z obszaru wirusologii. Recenzenci tych czasopism na pewno bardzo szczegétowo
analizowali wyniki przedstawione w zamieszczonych w rozprawie publikacjach, ja chciatabym zwrécic
uwage na znaczenie tych wynikow i sposéb ich przedstawienia. Prace wtgczone do rozprawy P. Mgr
Pluty tworzg spdjng catos¢, sktadajgca sie tematycznie, tworzgc cykl badan ujmujgcych zagadnienie
zmiennosci genetycznej zwigzanej z rejonami TLR i Tax wirusa BLV w kilku aspektach: identyfikacja
mutacji i poliformizmdw, ich analiza poréwnawcza, zwigzek z regulacjg poziomu ekspresji i replikacji
wirusa oraz z obrazem klinicznym choroby. Powigzanie pracy o profilu weterynaryjnym , zwigzanym
z diagnostyka i epidemiologia zakazen wirusowych z jednoczesnym przeniesieniem wynikdéw tych
badan do analiz molekularnych i bioinformatycznych mozna by okresli¢ jako wzorcowe ,




wieloptaszczyznowe podejscie do zagadnienia naukowego z wykorzystaniem mozliwosci, jakie daje
model zwierzecy oraz dostgpnosc izolatéw terenowych z réznych rejonéw geograficznych. Sama
rozprawa zostata przygotowéna niezwykle starannie , zwraca uwage rzetelnosé, systematycznosé i
kompletnos$c¢ opisania wynikdw. Prace rozpoczyna obszerny wstep , opisujacy wirusa biataczki bydta ,
charakteryzujgcy rézne postacie wywotywanej przez niego choroby oraz zagadnienia zwigzane z
diagnostyka i zwalczaniem BLV. Scharakteryzowane sg poszczegélne geny i biatka BLV, cykl zyciowy,
patogeneza i stan wiedzy dotyczgcej zmiennosci genetycznej tego wirusa. Jedyny element , ktdrego
troche brakuje w tym tekscie, to ilustracja, ktéra pokazywataby caty genom BLV i schemat ekspresji
genow, tacznie z opisem etapdéw procesu ,splicing”, czego nie ma tez w pracy przegladowej
(pokazane sa tylko rejony LTR), a co bytoby pomocne w charakterystyce ekspresji rejonu pX. Cel
pracy zostat doktadnie przedstawiony, a dla utatwienia zapoznania sie z artykutami sktadajgcymi sie
na rozprawe doktorska , Autorka zamiescita tez doktadny opis kazdej z prac eksperymentalnych,
przedstawiajgcy gtéwne wyniki i metodyke zastosowang w pracy, a takze cel i uzasadnienie
podjetych badan. W rozprawie zamieszczono tez streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz
podsumowanie gtéwnych wnioskdw. Bardzo pomocny przy czytaniu pracy jest obszerny i doktadny
spis skrotdéw, co obrazuje ogdlng sumiennos¢ Autorki przy przygotowaniu rozprawy. Praca napisana
jest bardzo poprawnym jezykiem, przejrzyscie sformutowana, starannie zredagowana, do publikacji
dotaczono komplet wszystkich szczegétowych danych uzupetniajgcych (supplementary data),
zawierajgcy sekwencje , porownania sekwencji, opis probek klinicznych i wiele innych danych -
wszystko to utatwia prace recenzenta, ale takze stanowi w moim odczuciu odzwierciedlenie
podejscia Autorki do problemu naukowego i jej osobowosci jako samodzielnego badacza. Literatura
jest starannie dobrana, nie zauwazytam tez btedéw edytorskich ani drukarskich. Wtasciwie tylko w
tekscie pierwszej publikacji znalaztam mate , raczej zabawne niedopatrzenie, w zdaniu : Table 2
shows average genetic distances estimated for the 64 sequences obtained in this study, as well as
17sequences from other studies (insert reference here) zapewne miat sie w tym miejscu znalez¢
odnosnik do pozycji literaturowej !

Publikacje stanowigce rozprawe doktorska powstaty we wspotpracy z naukowcami z kilku krajow, z
Kanady, Belgii, Argentyny , ale jak wcze$niej wspomniatam, we wszystkich prezentowanych
publikacjach Pani Mgr Pluta jest wiodgcym autorem , co niewatpliwie $wiadczy o jej umiejetnosci
wspotpracy w ramach miedzynarodowych projektéw i stanowi dobra prognoze dla dalszego rozwoju
naukowego Doktorantki.

W trakcie obrony chciatabym prosi¢ Doktorantke o krétkie przedyskutowanie dwéch zagadnien:

- W rozprawie czesto pojawia sie termin ,latencja” , w wirusologii termin ten jest uzywany gtownie
dla okreslenia stanu utajenia u herpeswiruséw, ale takze uzywa sie go przy okreslaniu etapu rozwoju
wirusa w komaérce ; jak nalezy rozumie¢ latencje retrowiruséw? czy w czasie obrony Doktorantka
mogtaby zinterpretowac rézne znaczenia tego terminu ?

- Jakie jest zdanie Doktorantki na temat hipotez o udziale BLV w powstawaniu nowotworow piersi u
ludzi, o ktérejwspomina w rozprawie doktorskiej ? Czy zgromadzono na ten temat przekonywujgce
dane?




Podsumowujac, bardzo wysoko oceniam prace doktorska, réznorodny warsztat badawczy i caty
dorobek naukowy Pani Mgr Pluty. Praca Pani Mgr Anety Pluta w petni odpowiada wymogom
stawianym rozprawom doktorskim, wnioskuje wiec do Rady Naukowej Paristwowego Instytutu
Weterynaryjnego w Putawach o dopuszczenie Pani Mgr Pluty do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ze wzgledu na bardzo wysokg warto$¢ naukowa pracy i sposéb jej opublikowania
whnioskuje rowniez o wyrdznienie pracy.
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