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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Anety Pluty pt. ,Badanie wplywu mutacji w regionie LTR oraz
genie tax wirusa enzootycznej biataczki bydta na poziom replikacji wirusa u zwierzat
zakazonych”.

Podstawg prawng przygotowania recenzji jest uchwata Rady Naukowej Parstwowego
Instytutu Weterynaryjnego - Paristwowego Instytutu Badawczego w Putawach z dn. 13
grudnia 2017 r. i pismo Przewodniczacego Komisji Doktorskiej Rady Naukowej Paristwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach z dn. 28
kwietnia 2021 r.

Rozprawa doktorska mgr Anety Pluta zostat przygotowana w Zaktadzie Biochemii i Zaktadzie
Analiz Omicznych Pafstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Paistwowego Instytutu
Badawczego w Putawach pod kierunkiem Promotora, prof. dr hab. Jacka Kuzmaka i Promotor
pomocniczej, dr hab. Marzeny Rola-tuszczak.

Rozprawa doktorska oparta jest o cztery opublikowane recenzowane artykuty naukowe, w
ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem:

1. Pluta A, Jaworski JP, Douville RN. Regulation of expression and latency in BLV and
HTLV. Wiruses 2020 (praca przegladowa). IF 3,816, MNiSW — 100.

2. Pluta A, Rola-tuszczak M, Douville RN, Kuzmak J. Bovine leukemia virus long terminal
repeat variability: identification of single nucleotide polymorphism in regulatory
sequences. Virology Journal 2018 (praca oryginalna). IF 2,37, MNiSW — 20.

3. Pluta A, Willems L, Douville RN, Kuzmak J. Effects of naturally occurring mutations in
bovine leukemia virus 5’-LTR and tax gene on viral transcriptional activity. Pathogens
2020 (praca oryginalna). IF 3,018, MNiSW — 100.

4. Pluta A, Blazhko NV, Ngirande C, Joris T, Willems L, Kuzmak J. Analysis of nucleotide
sequence of Tax, miRNA and LTR of bovine leukemia virus in cattle with different
levels of persistent lymphocytosis in Russia. Pathogens 2021 (praca oryginalna). IF
3,018, MNiSW - 100.

Zawartos¢ merytoryczna publikacji przedstawionych jako rozprawa doktorska jest zgodna z
tytutem pracy doktorskiej, w zwigzku z czym rozprawa doktorska spetnia formalny warunek
polegajacy na spdjnosci tematycznej prac wehodzgcych w sktad osiggniecia naukowego.

Nalezy zaznaczyc, ze 3 z 4 publikacji zostato wydrukowanych w bardzo dobrych czasopismach
o wysokim wskazniku IF i wysokiej punktacji MNiSW. taczny IF prac wchodzacych w skfad



rozprawy doktorskiej wynosi 12,22, a faczna liczba punktéw MNiSW wynosi 320. Prace
Doktorantki zostaty opublikowane z udziatem autoréw zagranicznych pracujgcych w
renomowanych os$rodkach naukowych.

Zaréwno informacja zamieszczona w pracach oryginalnych jak i dotaczone do dokumentacji
przestanej razem z egzemplarzem rozprawy doktorskiej oéwiadczenia wspoétautorow
publikacji wyraznie wskazuja, ze Doktorantka odegrata wiodacy role w zaplanowaniu i
przeprowadzeniu badar oraz opracowaniu wynikéw i przygotowaniu manuskryptow prac. W
tym miejscu nasuwa sie tylko uwaga, ze (moim zdaniem) o$wiadczenia te powinny zostac
wfaczone do monografii, a nie wystepowaé w postaci osobnych dokumentéw. Jesli w
monografii sg zamieszczone os$wiadczenia Doktorantki i Promotoréw, to réwniez
oswiadczenia wspotautoréw, kluczowe przeciez dla oceny rozprawy doktorskiej, powinny sig
tam znalez¢.

Rozprawa doktorska sktada sie z dwach gtéwnych czesdci: polskojezyczne; czesci zawierajacej
formalne elementy rozprawy doktorskiej, w ktérej oméwione zostaty szeroko zagadnienia
zwigzane z pracg doktorska oraz czesci zawierajacej teksty publikacji w jezyku angielskim
bedacych podstawa ocenianej rozprawy doktorskiej wzbogacone o obszerne materiaty
dodatkowe (Supplementary Materials), ktére sa dostepne w wersjach online publikacji.
Bogactwo i objetosc¢ tych materiatéw dodatkowych budzi moje duze uznanie.

Ocena rozprawy doktorskiej opartej o opublikowane, szczegélnie w dobrych czasopismach
naukowych, artykuty jest zawsze trudniejsza niz ocena niepublikowanej monografii. Artykuty
wchodzace w sktad niniejszej rozprawy zostaty poddane whnikliwej i krytycznej ocenie
recenzentéw zaréwno co do znaczenia tematyki badawczej, wykorzystanej metodologii
badar jak i uzyskanych wynikdw. Jesli nawet zostana w nich znalezione jakies mankamenty,
to ich poprawienie jest juz, z reguly, niemozliwe. Recenzentowi takiej rozprawy doktorskiej
pozostaje zaakceptowac przedstawione publikacje i wypowiedzieé sie tylko o catoksztatcie
badan Doktorantki.

Pierwsza publikacja (praca Nr. 1) jest praca przegladowa uwzgledniajaca 255 pozycji literatury
i zawierajacy bardzo szeroki i gteboki przeglad literatury dotyczacej zagadnieri regulacji
ekspresji i latencji dwdch deltaretrowiruséw, wirusa BLV i spokrewnionego z nim wirusa
HTLV-1 odpowiedzialnego za wystepowanie u cztowieka agresywnej i nieuleczalnej formy
biataczki pochodzacej z limfocytow (ATL) oraz cigzkich zaburzen neurologicznych. Oba wirusy
wykazuja sktonno$¢ do zakazen bezobjawowych i wystepowania w stanie latencji. Praca ta
jest doskonatym wstepem do zagadnienn bedacych podstawa prac oryginalnych. W pracy
przedstawiono aktualng wiedze na temat mechanizméw wyciszania i regulacji ekspresji tych
deltaretrowirusowych prowiruséw w poréwnaniu do innych retrowiruséw. W pracy
przedstawiono mechanizmy regulacji transkrypcji, ale takze regulacji epigenetycznych, role
motywow obecnych w sekwencjach LTR i rolg ich polimorfizmu w regulacji latencji, role
sekwencji wzmacniajacych i kodowanych przez genom wirusowy biatek aktywujacych, role
regulacji hormonalnych oraz role niekodujgcych kwaséw rybonukleinowych w regulaciji
ekspresji wirusa BLV i HTLV-1. We wspomnianej pracy przedyskutowano réwniez zagadnienie
znaczenia wiedzy na temat mechanizméw regulacji ekspresji i latencji dla efektywniejszego
zwalczania skutkéw zakazer tymi wirusami. Z nieznanych recenzentowi powoddéw omdwienia



tej pracy nie zamieszczono w polskojezycznej cze$ci rozprawy doktorskiej, gdzie zamieszczono
skrétowe omowienia prac oryginalnych.

Pozostate prace wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej sa juz pracami oryginalnymi,
odzwierciedlajgcymi badania przeprowadzone przez Doktorantke.

W pracy Nr. 2 Doktorantka podjeta si¢ zbadania polimorfizmu i relacji filogenetycznych
sekwencji LTR terenowych izolatéw BLV izolowanych od zakazonego bydta w krajach Europy
Srodkowo-Wschodniej. Prébki pochodzity z polskich stad bydta, w ktérych dochodzito do
nowych zakazen w latach 2013-2016, prébki pochodzace z materiatu zebranego wcze$niej w
Polsce (rok 2009) oraz prébki pochodzgce od stad, w ktérych BLV wystepowat endemicznie w
Motdawii, Chorwacji, na Ukrainie i w Rosji. Dokonana analiza molekularna byta wiec oparta
na bardzo zréznicowanym materiale pozwalajgcym na dokonanie badan zaleznoéci
czasowych i terytorialnych, jesli chodzi o zmienno$é sekwencji LTR. Doktorantka stwierdzita,
ze jest to pierwszy w Europie przypadek wykonania takich badari w Europie na tak szerokim
materiale (ogdtem 64 izolaty). Zmienno$¢ analizowano w odniesieniu do sekwencji izolatéw
referencyjnych (17 izolatéw). Doktorantka uzyskata dane o polimorfizmie analizowanych
sekwencji Swiadczace o mozliwosci ewolucji wirusa w kierunku szczepéw o odmiennych cech
biologicznych oraz o mozliwej presji selekcyjnej. Doktorantka nie uzyskata jednakze dowoddéw
na korelacje pomiedzy zmiennoscia badanych sekwencji a poziomem replikacji wirusa. W
pracy Doktorantka starannie przedyskutowata swoje wyniki na tle dostepnego pismiennictwa
a spis literatury liczy 45 pozyciji.

W pracy Nr. 3 Doktorantka podjeta si¢ badan eksperymentalnych nad rolg polimorfizmu
sekwencji LTR i genu tax w regulacji ekspresji prowirusowego genomu. Badania te
Doktorantka uzasadnita prawdopodobnym znaczeniem szczepédw wirusa BLV o obnizonej
ekspresji dla utrzymywania sie zakazer latentnych i, zwigzanym z tym, pojawianiem sie
nowych przypadkdw biataczki bydta w stadach wolnych od tej choroby. Doktorantka
postanowita zbada¢ wptyw polimorfizmu sekwencji wainych dla replikacji wirusa na
efektywnos¢ tego procesu. W swojej pracy Doktorantka analizowata polimorfizm izolatéw
BLV uzyskanych od krow ze stad uznanych za wolne od BLV i przyporzadkowata je do grup na
podstawie analizy filogenetycznej. Nastepnie stworzyta szereg konstruktéw genetycznych
zawierajacych wybrane warianty sekwencji LTR (15 wariantéw) i genu tax (15 wariantdw).
Warto zaznaczy(, ze do uzyskania tych sekwencji Doktorantka zastosowata opracowana przez
siebie metode nested PCR. Uzyskane konstrukty postuzyty do przeprowadzenia badari
funkcjonalnych na komérkach Hela transformowanych plazmidami zawierajgcym geny
lucyferazy oraz plazmidami zawierajacymi badane warianty sekwencji LTR i genu tax. Poziom
ekspresji genu reporterowego w zaleznosci od badanych sekwencji LTR i tax badano na
podstawie poziomu luminescencji lucyferazy w stosunku do poziomu ekspresji genu
referencyjnego uwidacznianej poziomem luminescencji lucyferazy referencyjnej. Doktorantka
stwierdzifa, ze wysoki poziom aktywnosci lucyferazy reporterowej wystepowat w przypadku
wariantow sekwencji LTR i tax z prébek, gdzie okreslono wysoki poziom prowirusowego DNA.
Doktorantka stwierdzita réwniez, ze wszystkie warianty sekwencyjne generowaty poziom
aktywnosci lucyferazy wigkszy, lub réwny, w stosunku do genu referencyjnego, a zaden nie
byt odpowiedzialny za obnizenie poziomu ekspresje genu reporterowego w stosunku do



wirusa referencyjnego. Na tej podstawie powzieta przypuszczenie, ze pojawianie sie nowych
przypadkéw biataczki w stadach wolnych od BLV moie byé¢ spowodowane wiekszg, a nie
mniejsza (jak pierwotnie przypuszczano) aktywnoscig replikacyjng wariantéw  wirusa.
Dyskusja zostata oparta o 78 publikacji.

W pracy Nr. 4 Doktorantka badata zwigzek pomiedzy parametrami hematologicznymi
okreslajgcymi poziom przewlektej leukocytozy a polimorfizmem regionéw LTR i tax szczepow
BLV pochodzacych od bydta ze stad o wysokiej seroprewalencji zlokalizowanych na terenie
Rosji. W celu okredlenia liczby kopii prowirusa Doktorantka zastosowata opracowang przez
siebie metode okreslenia liczby kopii genu referencyjnego H3F3A. Doktorantka wykazata
istotny zwigzek pomigdzy jedng z mutacji wykrytych w sekwencji LTR a wysoka przewlekty
limfocytozg stwierdzona u badanej sztuki bydta. Doktorantka stwierdzita réwniez, ze niektére
mutacje wptywajg na wyiszy poziom replikacji wariantu wirusa w stosunku do wariantu
referencyjnego. Nie stwierdzita natomiast zeby jakakolwiek stwierdzona przez siebie mutacja
wplywata na obnizenie poziomu replikacji w stosunku do wariantu referencyjnego. W tej
pracy, z kolei, lista cytowanej literatury liczy 74 pozycje.

We wszystkich pracach oryginalnych na szczegdlne uznanie zastuguje wtaéciwie dobrana
metodologia oparta o nowoczesne metody badawcze. Nawet biorac pod uwage, ze etap
sekwencjonowania przeprowadzany byt przez firme komercyjnie $wiadczacy takie ustugi,
nalezy doceni¢ niezwykle duzy naktad pracy laboratoryjnej, ktérg wykonata Doktorantka.
Szczegdlnie w pracy Nr. 3 zastosowane metody eksperymentalne majace na celu okreélenie
wptywu polimorfizmu sekwencji LTR i genu tax na aktywnosé transkrypcyjng prowirusa
mozna okresli¢ jako “state of the art”.

Nalezy podkresli¢c rowniez, ze wszystkie prace wchodzace w sktad pracy doktorskiej sg
pracami bardzo obszernymi, ktérych lektura utwierdza recenzenta w przeéwiadczeniu o
wysokich umiejgtnosciach naukowych i technicznych Doktorantki oraz o umiejetnosci
krytycznej analizy uzyskanych danych doswiadczalnych. Doktorantka bardzo trafnie
przedyskutowata uzyskane wyniki z wynikami innych autoréw. Rozdziaty publikacji
poswigcone dyskusji wynikéw s3 zawsze obszerne oraz konsekwentnie napisane. Wynika z
nich, ze Doktorantka posiada rozlegta wiedze w temacie prowadzonych badar potaczong z
umiejetnoscia analizy wtasnych wynikéw i wynikdw innych autordw.

Doktorantka postawita sobie 3 cele:

1. Analiza molekularna i filogenetyczna sekwenciji LTR izolatéw BLV bedacych przyczyna
zakazerh nowopojawiajacych sie oraz endemicznych.

2. Wykazanie zwigzku miedzy okreslonymi mutacjami w sekwencjach LTR i genie biatka
Tax a aktywnoscig transkrypcyjng prowirusa BLV w warunkach in vitro, przy czym
sekwencje pochodzity z wiruséw powodujacych, jak wspomniano wyzej, zakazenia
nowopojawiajgce sie.

3. Zbadanie korelacji miedzy mutacjami w sekwencjach LTR i tax a poziomem
prowirusowego DNA w leukocytach krwi obwodowej.

Na podstawie wynikow uzyskanych w trakcie prowadzenia badari Doktorantka wyciagneta 7
syntetycznych wnioskéw. Wnioski wynikajg ze starannej analizy uzyskanych wynikéw i w



sposob uproszczony przedstawiajg wyniki uzyskanych badan. Trzeba przyznaé, ze bardzo
obszerne i szczegétowe wyniki badar przedstawiono w publikacjach oryginalnych w sposéb
dosy¢ skomplikowany i niefatwy do przesledzenia dla kogo$ kto nie zajmuje sie na co dzieri
tematyka zwigzang z tematem rozprawy. W publikacjach oryginalnych wnioski sg, niestety,
sformutowane w sposéb bardzo ogdlny i lakoniczny. Analiza trafnosci sformutowanych w
rozprawie wnioskow na podstawie prac oryginalnych nie byta sprawg tatwa, ale nie mozna
miec¢ do nich wigkszych zastrzezed. Mam jednak wrazenie, ze Doktorantka czasami sie tutaj
troche gubi. Nalezy zwréci¢ uwage, na przyktad, na Wniosek 5, w ktérym Doktorantka
stwierdza, ze wykryta kilka znaczacych polimorfizméw zwigzanych tylko z niska albo tylko z
wysoka przewlekty limfocytoza, podczas gdy w publikacji oryginalnej (praca Nr. 4)
stwierdzono, ze nie udafo sie znalez¢ wyraznej korelacji pomiedzy badanymi wariantami BLV
a poziomem limfocytozy, stwierdzono natomiast geograficzng segregacje takich wariantéw.

Nalezy zaznaczy¢, ze wnioski wyciggniete przez Doktorantke nie zawsze s3 zgodne z
postawionymi na poczatku hipotezami badawczymi, ale tym wieksze jest znaczenie
przeprowadzonych przez Nig badan. Jedna z gtéwnych hipotez badawczych Doktorantki
zaktadata, Zze pojawiajgce sie w stadach wolnych od BLV nowe przypadki zakazeri moga by¢
spowodowane wystepowaniem wariantdw wirusa o silnie zmniejszonej ekspresji genomu
prowirusowego, natomiast w swoich badaniach Doktorantka nie stwierdzita wariantéw BLV o
poziomie replikacji nizszym od poziomu wybranego szczepu referencyjnego. Doktorantka
znalazta natomiast warianty wykazujace wyzszy poziom replikacji niz szczep referencyjny,
wigc nalezatoby teraz wyjasni¢ wplyw takich wariantéw na nowopojawiajace sie zakazenia.
Umiejgtnosc¢ trafnej interpretacji nieoczekiwanych wynikéw oznacza, ze porusza sie Ona
dobrze w obszarze jeszcze nie do korica zbadanym, a uzyskane wyniki wnosza nowg wiedze
do zagadnienia regulacji replikacji wirusa BLV i jego zdolnosci do wywotywania latentnych i
jawnych zakazen.

Integralng czescig pracy doktorskiej jest opracowana w jezyku polskim kompilacja publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy. Opatrzona jest ona obszernym wstepem wprowadzajgcym
czytelnika w zagadnienia bedace przedmiotem badan wykonanych w niniejszej pracy. Wstep
obszernie opisuje biologie wirusa BLV oraz wywotywana przez niego enzootyczng biataczke
bydta. Doktorantka dofgczyta rowniez bardzo obszerny wykaz wykorzystywanych skrétéw, co
bardzo ufatwia zrozumienie tekstu. Nalezy zaznaczyé, ze wspodtczesna biologia i genetyka
molekularna, tak jak inne dziedziny nauk biomedycznych, oparta jest w ogromnym stopniu
na akronimach, ktére z jednej strony ufatwiajg i przyspieszajg komunikacje, ale z drugiej
strony wymagajg ich dobrej znajomosci.

Co prawda pierwsza z prac wchodzacych w sktad rozprawy nie jest ujeta w syntetycznym
opracowaniu, ale wiedze na temat biologii wirusa zapewnia czytelnikowi, wspomniany juz,
bardzo obszerny Wstep. Nastepne prace s3 w sposéb syntetyczny, aczkolwiek obszerny,
streszczone, z podziatem na zwyczajowe bloki sktadowe pracy oryginalnej.

Tutaj nalezy zawrze¢ niewielka uwage krytyczna. Tekst w jezyku polskim w niektdrych
miejscach wymagatby poprawek stylistycznych i jezykowych, chociaz w niczym nie umniejsza
to jego wartosci naukowe;.



Po wspomnianej juz sekcji dotyczacej wnioskow, oraz streszczen w jezyku polskim i
angielskim znajduje sie spis literatury wykorzystanej w polskojezycznej, syntetycznej czesci
rozprawy. Lista publikacji liczy 107 pozycji i wszystkie z nich nalezy okresli¢ jako bardzo dobrze
dobrane. Na podkreslenie zastuguje to szczegdlnie w dzisiejszych czasach, gdy swobodny
dostep do elektronicznych baz danych sktania czesto autoréw do zamieszczania nadmiernej
liczby cytowani. Ograniczenie liczby cytowanych prac éwiadczy z kolei o umiejetnosci ich
krytycznej oceny i wytowienia tych najwazniejszych.

Tutaj nalezy zgtosi¢ pewne zastrzezenia do polskojezycznego streszczenia pracy Nr. 3
poswigconej badaniom, w zasadzie eksperymentalnym, nad wptywem zmiennogci sekwencji
LTR i genu tax na poziom ekspresji prowirusa BLV. Badania byly wykonane bardzo
nowoczesnymi technikami, ktére sg szczegétowo omdéwione w pracy zrédtowej. W
odréznieniu od pracy Zrédtowej metodyka w polskojezycznym streszczeniu oméwiona jest
bardzo niedokfadnie i skrétowo. W zasadzie, na podstawie tego streszczenia trudno bytoby
si¢ zorientowac co do zastosowanej metodyki.

Inne drobne zastrzezenia dotyczace pracy to np. brak okreslenia typu aparatu do PCR w pracy
oryginalnej Nr. 3 i jej polskojezycznym streszczeniu, czy rozbieznoéé pomiedzy liczba prébek
krwi w pracy oryginalnej Nr. 4 (44) i w jej polskojezycznym streszczeniu (48).

Przedstawione powyzej uwagi krytycznie w niczym nie zmniejszajg wysokiej merytoryczne;j
oceny pracy doktorskiej. Uwazam, ze stanowi ona bardzo znaczacy wktad w badania nad
biologia wirusa enzootycznej biataczki bydta. Podsumowujac, stwierdzam, ze oceniana praca
doktorska spetnia wymogi okreslone w art. 13 Ustawy ,O tytule naukowym i stopniach
naukowych: z dnia 14 marca 2003 r. (w zwigzku z art. 179 Ustawy , Przepisy wprowadzajgce
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” z dnia 3 lipca 2018 r.) i wnosze do Komisji
Doktorskiej Rady Naukowej Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach o dopuszczenie mgr Anety Pluty do dalszych etapéw
postgpowania o nadanie stopnia doktora.

Jednoczesnie, chciatbym wystapi¢ o wyréznienie ocenianej pracy doktorskiej stosowng
nagrody ze wzgledu na jej wysoka warto$é naukowa. Praca jest wykonana bardzo
nowoczesnymi metodami i wnosi duzo do wiedzy na temat molekularnych mechanizméw
kontroli replikacji wirusa. Moje szczegélne uznanie budzi praca Nr. 3, gdzie Doktorantka
wykonata szereg badari eksperymentalnych majacych na celu okreélenie wptywu
polimorfizmy sekwencji LTR i genu tax na ekspresje prowirusa BLV. Badania te wykraczajg w
znacznym stopniu poza sprawy $cisle zwigzane z diagnostyka i sa $wietnym przyktadem
badari naukowych, na granicy badani podstawowych, na bardzo wysokim poziomie.
Doktorantka wykroczyta poza badania analityczne i postanowita eksperymentalnie wyjasnic¢
wplyw wykrytej przez Nig zmiennosci na replikacje wirusa enzootycznej biataczki bydfa.
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