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Ocena pracy doktorskiej mgr Moniki Olech zatytutowanej
,Charakterystyka molekularna lentiwiruséw matych przezuwaczy
oraz diagnostyka serologiczna zakazen tymi wirusami”

Praca doktorska mgr Moniki Olech stanowi bardzo wazny element
tematyki badawczej prowadzonej w Zaktadzie Biochemii Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach. Podstawowym
celem pracy mgr Olech bylo opracowanie diagnostyki lentiwirusow matych
przezuwaczy, owiec i kéz, oraz lepsze poznanie tych wirusbw na poziomie
molekularnym.

Rozprawa doktorska zawiera obszerny wstep, gdzie w pierwszej czesci w

sposdb wyczerpujgcy Autorka omawia historie rozwoju wiedzy na temat wirusa
choroby maedi visna i wirusa zapalenia stawow i mozgu u kéz, co w efekcie
doprowadzito do zmian taksonomicznych i objecia tych dwoch wiruséw jedng nazwg -
lentiwirusy matych przezuwaczy (SRLV). W dalszej czesci wstepu Autorka krétko
opisuje aktualny podziat filogenetyczny lentiwiruséw matych przezuwaczy i w sposéb
wyczerpujgcy charakteryzuje SRLV od strony molekularnej i cyklu zyciowego.
Nastepnie dos¢ szeroko omowiona jest charakterystyka zakazen wywotywanych
przez SRLV. Autorka przedstawia aktualny stan wiedzy na temat tropizmu SRLV do
okreslonych tkanek i komorek i opisuje stan badan dotyczgcych poszukiwania
receptorow komérkowych. Kolejne podrozdziaty opisujg drogi rozprzestrzeniania sie
zakazen i patogeneze zakazen SRLV. W ostatnich czesciach wstepu Autorka
przedstawia stan wiedzy na temat tych elementéw, ktdére bezposrednio sg zwigzane
z jej pracg doktorska, tzn. diagnostyki zakazen SRLV i pochodnym aspektem dobrej

diagnostyki czyli zwalczaniem zakazen wirusowych.



Mam bardzo niewiele krytycznych uwag dotyczgcych poczatkowych czesci

rozprawy. Sg to przewaznie drobne niedociggniecia jezykowe lub btedy edytorskie:

str. 1, 1.7 od gory — powinno by¢ ,Orthovirinae”

str.3, 1.6 od dotu — powinno by¢ ,transkryptazg”

na tej samej str. 3 u dotu sg 2 stowa, ktére majg lepsze odpowiedniki w
jezyku polskim, a Autorka ttumaczy je niezbyt fortunnie z jezyka
angielskiego: - ,membrana komorki” to prostu ,btona komérkowa”;
,macierz” (ang.matrix) to po polsku ,rdzen”. Te okreslenia sg pézniej
uzywane wielokrotnie w catej pracy doktorskiej

str.6, .12 od goéry — uwaga analogiczna do poprzedniej — ,linearne epitopy”
to po prostu ,epitopy liniowe”

str.21, 1.2 od dotu — powinno by¢ ,challenge” jesli uzywamy okreslenia

angielskiego

Kolejny rozdziat to prezentacja gtéwnych celdw pracy — przedstawione sg one

logicznie i w sposéb syntetyczny. Nie mam tutaj zadnych uwag.

Nie mam tez zadnych powaznych uwag do rozdziatu ,Materiaty i Metody”. Drobne

uwagi wymieniam ponizej:

str. 28, 1.1 od goéry i 1.3 od dotu — powinno by¢ ,merkaptoetanol” a nie po

angielsku ,mercaptoethanol”; petna nazwa ABTS powinna tez zosta¢ podana

po polsku tak jak pozostate nazwy odczynnikéw

str. 39, podrozdziat dotyczagcy SDS-PAGE — wczesniej Autorka uzywata

wiasciwych polskich nazw ,zel zageszczajgcy” i ,zel rozdzielajgcy”; w tym

podrozdziale zele te zostaty nazwane ,koncentrujgcy” i ,separujgcy”. Ponadto

nie tylko tam jest popetniany drobny btgd w nazewnictwie — w jezyku polskim

wiasciwa chemiczna nazwa to ,zel poliakryloamidowy”. Opuszczanie ,0” w

Srodku nazwy jest bardzo czeste w wielu pracach polskich, ale oczywiscie nie

jest to wiasciwe

str. 42, 1.7 od gory — ,wizualizacja zelu” to nie jest zbyt szczesliwe okreslenie

na uwidocznienie prgzkow. Chyba, ze Autorce chodzi o co$ innego — prosze o

wyjasnienie



e str. 50, 1.16 od goéry — ,pelet” po polsku nazywa sie ,0sad”; trzy linijki dalej
Autorka uzywa nazwy ,szesciohistydynowoasparaginowy znacznik” Czy to

oznacza, ze jest tam szes¢ histydyn i sze$¢ asparagin? Prosze o wyjasnienie.

Rozdziat ,Wyniki” zostat podzielony na osiem podrozdziatéw, w ktérych opisane
sg Srodki eksperymentalne jakie stosowata Autorka, aby mogta osiggng¢ dwa gtéwne
cele pracy, czyli:

e scharakteryzowanie zmiennosci genetycznej SRLV w Polsce

e uzyskanie fragmentow niektorych biatek SRLV metodami inzynierii
genetycznej i zastosowanie ich do diagnostyki serologicznej, przede
wszystkim metodg ELISA

Do wykonania pierwszego zadania badawczego uzyfa ona najpierw metode
polegajgca na analizie heteroduplekséw (HMA). W metodzie tej miesza sie produkty
reakcji PCR odcinkdw genomoéw referencyjnych i badanych, czyli odpowiednie
fragmenty cDNA, denaturuje sie termicznie DNA, a nastepnie zostawia sie probki w
niskiej temperaturze, zeby pozwoli¢ na hybrydyzacje nici komplementarnych. Takg
mieszanke heterodupleksow i homoduplekséw analizuje sie metodami
elektroforetycznymi. Druga metoda to bezposrednie sekwencjonowanie fragmentéw
wirusowego cDNA. W mojej opinii metoda HMA daje niewiele informaciji; wtasciwie
tylko mamy przestanki, ze sg réznice w sekwencji badanych fragmentéw szczepu
badanego i referencyjnego (wieksze lub mniejsze w zaleznosci od ruchliwosci
elektroforetycznej). Sekwencjonowanie, mimo ze tak w jak poprzedniej metodzie nie
analizujemy genomu RNA, a tylko fragmenty gendw przepisane na cDNA, jest
metodg nieporéwnanie lepszg. Sekwencjonowanie daje solidne podstawy do analizy
filogenetycznej na podstawie sekwencji fragmentéw DNA, jak i polipeptydow
kodowanych przez te fragmenty. W swojej pracy Autorka przedstawia zalety metody
HMA, ja jednak uwazam, ze jest to metoda odchodzgca ze wzgledu na lawinowy
rozwoj metod sekwencjonowania. Szybkos¢ sekwencjonowania, pewnosé
uzyskanych wynikow i przede wszystkim coraz nizsze ceny sekwencjonowania
czynig jg w tej chwili bezkonkurencyjng. Bardzo prosze Autorke o ustosunkowanie
sie do mojej opinii; by¢ moze nie jestem sSwiadomy wszystkich zalet HMA. Dla
przyktadu metoda SSCP, o ktérej tez jest wzmianka w pracy doktorskiej, w pewnych
okreslonych sytuacjach (np. koinfekcji wirusowej) moze dawac informacje, ktérych

sekwencjonowaniem ciggle nie jesteSmy w stanie uzyskac.



W wyniku uzycia wspomnianych wyzej metod Autorka stwierdzita, ze istnieje
znaczgca roznorodnosc genetyczna SRLV w stadach polskich. 1zolaty wirusowe
nalezg do trzech znanych typéw B1, B2 i A1, ale okazato sie, ze wykryto trzy nowe
typy w obrebie grupy A, ktére wystepujg tylko na terenie Polski. Zostaty one
oznaczone jako A12, A13 i A16. Wyniki Pani Moniki Olech wskazujg réwniez na
pokonywanie bariery miedzygatunkowej i zakazanie konkretnym wirusem zarowno
owiec jak i koz. Wskazujg one réwniez na mozliwo$¢ koinfekcji zarowno wirusem z
grupy A jak i z grupy B.

Drugie zadanie badawcze polegato na uzyskaniu fragmentéw niektorych biatek
SRLV metodami inzynierii genetycznej i zastosowanie ich do diagnostyki
serologicznej. W tym celu doktorantka prownata sekwencje aminokwasowe
wybranych polskich izolatéw wirusowych, a nastepnie na bazie typéw genetycznych
Al, A13, Bl i B2, otrzymata metodami inzynierii genetycznej fragmenty biatka
rdzenia i biatka kapsydu, oraz domeny SU1 i SU5 w postaci fuzji polipeptydowe;j.
Polipeptydy te zostaty oczyszczone, a nastepnie uzyte do testow
immunochemicznych. Mam kilka uwag do tej czesci pracy:

e Schemat doboru fragmentéw i klonowania jest do$¢ ztozony. Prosze o
zwrocenie uwagi na jasne ale dos¢ szczegotowe przedstawienie tej czesci
pracy podczas prezentaciji

e Ryc.13 — nie zaznaczono mas czgsteczkowych przy wzorcach (a to pozwala
na oszacowanie masy czgsteczkowej produktu); dla A1 ekspresja nie jest
przekonywujgca — silniejszy prazek moze by¢ po prostu efektem wiekszej
ilosci probki niz w kontroli.

e Ryc.14 — brak mas wzorcow jak i na poprzedniej rycinie

e Str.69 — podrozdziat 5 dotyczy immunoblottingu — oczekiwatbym rycin z
replikami zeli, ale ich niestety nie ma

Czes¢ dotyczaca wykonania testéw ELISA i analiza wynikow tych testéw jest

wykonana bardzo porzgdnie i nie mam tutaj zadnych zastrzezen.

Nie mam tez zastrzezen do omowienia wynikéw i dyskusji, poza wspomnianym
wczesniej opisem zalet metody HMA. Zgadzam sie tez, ze stosowane dotychczas
testy ELISA oparte o jeden izolat wirusowy majg ograniczone zastosowanie.

Podejscie naukowe Autorki polegajgce na uzyciu mieszanki antygenow



pochodzacych od réznych typow genetycznych jest jak najbardzie) zasadne,
szczegolnie w aspekcle uzdrawiania stad.

Wymienione przeze mnie drobne krytyczne uwagi nie zmieniaja faktu, ze
razprawe mgr Moniki Clech oceniam bardzo wysoko. Stwierdzam, 2e doktorantka
apanowala nowoczesne techniki analizy genetycznej, rekombinacji genetycznej |
immunadiagnostyki w stopniu pozwalajacym na samodzielng prace w le| dziedzinie.
Wyniki badan sa bardzo wazne dla dalszego rozwoju lego obszaru wiedzy.
Whioskuje o dopuszczenie mgr Moniki Olech do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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