UNIWERSYTET MEDYCZNY W LUBLINIE
Zaklad Genetyki Klinicznej

ul. Radziwillowska 11, 20-080 Lublin

tel./fax. 81 448 61 10

Kierownik: dr hab. n. med. med. Janusz Kocki, prof. UM

Lublin, dnia 20. 10. 2015 r.

OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

pt ,,Ocena aktywnosci komérek dendrytycznych u zwierzat zakazonych wirusem
bialaczki bydla (BLV)”

Mgr Eweliny Iwan
z Zakladu Biochemii
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego

— Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach

W odpowiedzi na prosbe prof. dr hab. Dariusza Bednarka, Przewodniczacego Komisji
Doktorskiej Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego
Instytutu Badawczego w Pulawach, przedstawiam recenzj¢ rozprawy doktorskiej mgr

Eweliny Iwan.

Uprzejmie informuje, ze zapoznatem si¢ z trescig manuskryptu rozprawy doktorskiej
autorstwa mgr Eweliny Iwan pt. ,,Ocena aktywno$ci komoérek dendrytycznych u zwierzat
zakazonych wirusem biataczki bydla (BLV)”. Rozprawa doktorska zostala wykonana pod
kierunkiem promotora pracy, dr hab. Marii Szczotki, prof. nadzw. i promotora pomocniczego

— dr Marzeny Roli-L.uszczak.



Rozprawa ma charakter monotematycznej monografii liczacej 128 stron, napisanej w
formie wydruku komputerowego. Manuskrypt posiada typowy uklad zgodny z wymogami
stawianymi dysertacjom doktorskim. Ztozony jest z nastepujgcych rozdzialow: Wykaz
skrotow (str. 6-8), Streszczenie (str. 9-11), streszczenie w jezyku angielskim (str. 12-14),
Wstep (str. 15-44), Cel pracy (str. 45), Opis ukladu doswiadczen (str. 46-47), Material i
Metody (str. 48-62), Wyniki (str. 63-87), Dyskusja (str. 88-102), Whnioski (str. 103),

Pismiennictwo (str. 105-128)).

Rozprawa doktorska spelnia wymogi formalne przedstawione w Art. 12. 1 13 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. (z p6zn. zmianami) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o

stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595).

Temat rozprawy doktorskiej dotyczy badan oceniajacych aktywno$¢ komorek

dendrytycznych u zwierzat zakazonych wirusem biataczki bydta — BLV.

Komorki dendrytyczne, znane jako komorki prezentujace antygen, sg wysoko
wyspecjalizowanymi komorkami z funkcjami wychwytywania, przetwarzania i prezentacji
antygenow limfocytom — zwlaszcza dziewiczym. Biorg rowniez udzial w polaryzacji
immunologicznej. Komorki dendrytyczne wystepuja w réznych tkankach, dzieki czemu
patogen jest wykrywany szybko a komorki efektorowe sg pobudzone skutecznie i szybko.
Komorki dendrytyczne sg heterogenna grupg komorek ze wzgledu na ich potencjat
immunologiczny i mozliwosci zastosowania w immunoterapii. Pomimo wielu badan
prowadzonych w ostatnich latach na komoérkach dendrytycznych, ich rola w ukladzie
immunologicznym nadal jest nieznana — szczegdlnie w warunkach klinicznej infekcji BLV.
Temat realizowane]j pracy wpisuje sie¢ w ten sposob w trendy literatury swiatowej dotyczace;j

tego zagadnienia.



We wstegpie Doktorantka szeroko opisuje budowe i geny wirusa biataczki bydta (BLV)
oraz regulacje ich ekspresji. Kolejne rozdzialy przedstawiaja epidemiologie 1 patogeneze
enzootyczne] bialaczki bydta oraz onkogenne wihasciwosci BLV. Doktorantka przedstawia
szeroka charakterystyke komorek dendrytycznych — ich klasyfikacje, funkcje, znaczenie w
uktadzie immunologicznym. Dalej znajduje si¢ opis cytokin, sekwencji telomerowych 1 ich
roli w komorce prawidlowej i nowotworowej. Uklad wstgpu bardzo dobrze wprowadza
czytelnika w problematyke badawcza. Cennymi uzupelnieniami tej czg$ci pracy sa dwie

ryciny.

Uwazam, ze Autorka wyczerpujaco dokonala analizy literatury dotyczacej zagadnien
omowionych we wst¢pie. Po odpowiednim opracowaniu rozdzial ten moze stanowié

publikacje pogladowa gotowa do wystania do druku.

Doktorantka postawila ambitne cele pracy — oceng sekrecji cytokin oraz aktywnosci
telomerazy i1 dlugo$ci telomerow w populacjach komoérek dendrytycznych otrzymanych z
krwi obwodowej i tkanek limfatycznych zwierzat zakazonych BLV. Cennym elementem

pracy jest dalszy komentarz w postaci opisu uktadu doswiadczen.

Badania przeprowadzono na grupie krow serologicznie dodatnich rasy polskiej
nizinnej czarno-biatej, w wieku od 4 do 7 lat. Zakazenie potwierdzano testem ELISA oraz
technika nested-PCR. Poubojowo pobierano wycinki sledziony, wezléw chlonnych oraz
szpiku. Komorki dendrytyczne generowano z monocytow CDI14+, izolowanych z krwi,
szpiku, wezlow chionnych i $ledziony. Material pobierano od 10 zwierzat naturalnie
zakazonych BLV oraz 10 zwierzat niezakazonych, jako grupy kontrolnej. Z materiatu
pobranego od zwierzat naturalnie zakazonych, niezakazonych oraz w komorkach

dendrytycznych wygenerowanych in vifro z monocytdw zakazanych BLV in vifro oznaczano



profile sekrecyjne: 11-6, 11-10, 11-12(p40) i 11-12(p70). Eksperymentalne zakazenie BLV

potwierdzano metoda PCR.

Z krwi zwierzat zakazonych i niezakazonych BLV izolowano komorki dendrytyczne
mieloidalne i plazmacytoidalne oraz monocyty, z ktérych generowano komorki dendrytyczne.
Metoda cytometrii przeptywowej oznaczano: I1-6, 11-10, [1-12(p40), 11-12(p70), IFN-y i TNF-

a.

W  pracy oceniano aktywnos¢ trzech populacji komorek dendrytycznych:
generowanych z monocytow, frakcji mieloidalnych i plazmatocytoidalnych. Material
pochodzil od 35 zwierzat naturalnie zakazonych BLV 1 15 zwierzat niezakazonych;
kontrolnych. W kazdej z populacji komorek dendrytycznych oceniano profil sekrecyjny,
aktywnos¢ telomerazy i dtugosé sekwencji telomerowych. Stosowano metody cytometrii
przeptywowej, ELISA. real-time PCR, immunofluorescencyjng detekcje telomerazy oraz
FISH. Wyniki badan porownywano z wynikami otrzymanymi z analizy czterech linii
komorkowych: FLK-BLV, Hela, Jurkat i 1301. Metodami molekularnymi wykrywano
obecnos¢ prowirusa BLV we wszystkich generowanych komdrek dendrytycznych i

wszystkich komorkach dendrytycznych pochodzacych od zwierzat naturalnie zakazonych.

Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycznej, stosujac powszechnie przyjete
metody oraz typowy poziom istotnosci. Analize danych przeprowadzono w programie

Statistica v. 10.

Dobdr metod badawczych pozwolil na wielowatkowe badania laboratoryjne. Autorka
w pracy zastosowal wspolczesne, trudne technicznie metody badawcze. Swiadezy to dobrym

jej przygotowaniu do prowadzenia badan naukowych.



W rozdziale ,,Wyniki” Doktorantka udokumentowata wyniki swoich badan w postaci
21 rycin i 6 tabel. Nalezy podkresli¢, ze przy bardzo duzej ilosci otrzymanych wynikow sa
one przejrzy$cie przedstawione i opisane w sposob bardzo przystepny dla czytelnika. Wysoko
oceniam oryginalnoéé planu badan, oryginalnos¢ zastosowanych metod badawczych 1 trud
pracy wlozony w ich wykonanie. Podkresli¢ nalezy wysokie umiejetnosci doktorantki na polu
hodowli komoérkowych. Sukcesem =zakonczyly si¢ stymulowane hodowle komorkowe
monocytow i otrzymanie komérek dendrytycznych w warunkach in vitro. Otrzymane komorki
charakteryzowaly sie adhezjg do podioza, rozbudowanym systemem blon z wypustkami
cytoplazmatycznymi i duzym jadrem komorkowym. Zdjecia preparatow mikroskopowych
komorek potwierdzaja doskonaty warsztat Doktorantki, wynikajacy zapewne z wieloletnich

doswiadczen Promotora.

Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorantka udowodnita, ze komorki
dendrytyczne generowane z krwi zwierzat zakazonych BLV charakteryzowaly si¢ istotnym
wzrostem sekrecji 11-6, 11-10 i Il-12(p40) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Komorki
dendrytyczne izolowane ze $ledziony lub weztow chlonnych zakazonych zwierzat
charakteryzowat wzrost sekrecji I1-6 i 11-10, przy jednoczesnym obniZeniu poziomu obu form
[I-12. Doktorantka wysnuta stuszny wniosek, wskazujacy na ostabienie odpowiedzi
immunologicznej obserwowane w przewleklych infekcjach wirusowych. Potwierdzaja to
rowniez obserwacje zakazanych BLV komorek dendrytycznych, w ktérych sekrecja

wszystkich badanych cytokin byta obnizona.

Mieloidalne komorki dendrytyczne zakazone BLV charakteryzowaty si¢ wzrostem
poziomu 11-10 i II-12(p70) oraz obnizonym poziomem IFN-y. Wzrost sekrecji IFN-y
zaobserwowano w plazmacytoidalnych komorkach dendrytycznych. Zakazone komorki

dendrytyczne wykazywaly zwigkszong sekrecje 11-6, I1-12(p40) i TNF-a.



W badanych populacjach komorek dendrytycznych zwierzat zakazonych BLV
zaobserwowano wzrost aktywnosci telomerazy przy jednoczesnym skroceniu telomerow.
Komorki dendrytyczne moga odgrywaé rowniez decydujaca role w mechanizmach latencji i

onkogenezy BLV.

Zaobserwowane roznice w profilach sekrecyjnych badanych komorek dendrytycznych
wskazuja na ich odmienne role w przebiegu infekcji BLV. Moze to indukowac proces

nowotworowy i by¢ przyczyng jego progresji.

Analiza wynikow badan potwierdzila bardzo dobry dobor grup badawczych i bardzo
dobre zaplanowanie do$wiadczen. Otrzymane wyniki badan dajag realne mozliwosci

opracowania wartosci referencyjnych badanych parametrow.

W dyskusji Autorka odniosta si¢ krytycznie do otrzymanych wynikow. Autorka
podjeta udang probe poréwnania wynikow wlasnych z wynikami publikowanymi w
naukowym pismiennictwie polskim i swiatowym. Rozdziat ,Dyskusja” uwazam za bardzo

istotne osiagnigcie tej pracy.

Brakuje mi jednak krotkiego podsumowania dyskusji i gtosu Doktorantki, jakie
znaczenie praktyczne majg badania przez nia wykonane. Czy obserwowane zmiany w
profilach sekrecyjnych badanych populacji komoérek dendrytycznych udowadniaja czy tez

przecza wykorzystaniu tej wiedzy w testach klinicznych?

Autorka w swoich badaniach wykorzystata cztery linie komorkowe, nie podata jednak

zrodta ich otrzymania.

Przedstawione powyzej moje uwagi, jako recenzenta, nie zmniejszaja wartosci pracy

ale powinny by¢ rozwazone w czasie przygotowania pracy do publikacji.



W pracy zamieszczono spis 262 publikacje w jezyku polskim i angielskim, w

wiekszosci z ostatnich kilkunastu lat, prawidlowo cytowanych w tekscie.

Rozprawa doktorska mgr Eweliny Iwan spetnia wszystkie warunki okreslone w Art. 13.
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. (z pozn. zmianami) o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595): zostala
przygotowywana pod opieka promotora, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
przez Autorke, wykazuje duza, ogdlng wiedze¢ teoretyczna kandydatki w dyscyplinie naukowej

oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Biorac pod uwage nowatorski charakter badan, starannos¢ i dbatos¢ w przygotowaniu
manuskryptu rozprawy oraz potencjalne znaczenie dla przysztych praktycznych aplikacji
klinicznych, rozprawe oceniam pozytywnie i bardzo wysoko, stawiajac wniosek do Wysokiej
Komisji Doktorskiej Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach o dopuszczenie kandydatki do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Zgtaszam jednoczesnie wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Iwan
ze wzgledu na jej wzorcowe opracowanie. W uzasadnieniu wyrdznienia rozprawy doktorskie;
jeszcze raz podkreslam nowatorski charakter badan oraz wszechstronne wykorzystanie
umiejetnosci przez Doktorantki w planowaniu i wykonaniu skomplikowanych badan

laboratoryjnych.



