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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Lukasza Rabalskiego
pt. ,Zastosowanie technik elektroforetycznych rozdziatu jednoniciowego DNA
oraz Real-time PCR (qPCR) do detekcji | rozZnicowania zakazen wirusem
rzekomego pomoru drobiu”
(Promotor: prof. dr hab. Bogustaw Szewczyk)

Tematyka badan, ktorg realizowat mgr tukasz Rabalski, a ktérych wyniki opisat
w przedstawionej do recenzji pracy, miesci sie w gtbwnym nurcie zainteresowan
zespotu naukowego promotora, prof. dr hab. Bogustawa Szewczyka, jakim jest
biologia molekularna wiruséw zwierzecych i ludzkich i zastosowanie wynikéw tych
badan do konstruowania nowych metod diagnostycznych i rekombinowanych
szczepionek.

Pan tukasz Rabalski realizowat temat zwigzany z opracowaniem metod
diagnostyki molekularnej umozliwiajgcych patotypowanie i wykrywanie zakazen
wieloszczepowych wirusa ND - wirusa rzekomego pomoru drobiu. Epidemie
powodowane przez wysokopatogennego wirusa rzekomego pomoru drobiu z rodziny
Paramyxoviridae stanowig obecnie jedno z wiekszych zagrozeri dla hodowli ptactwa
domowego na $wiecie. Szeroko zakrojona akcja szczepien teoretycznie zapewniata
ochrong przed kolejnymi epidemiami. Jednakze okazato sie, ze niegrozne i
powszechnie wystepujgce szczepy wirusa rzekomego pomoru drobiu mogg poprzez
nabycie tylko dwdch mutacji punktowych przeksztaicic sie w typ o wysokiej
zjadliwosci. Obserwacje te zostaly potwierdzone w do$wiadczeniach, w ktérych
wykazano, ze kilkukrotne pasazowanie niskopatogennego wirusa w workach
powietrznych oraz moézgu kurczat moze doprowadzi¢ do znacznego zwiekszenia
wirulencji. Ponadto, ciggle zmieniajgca sie struktura genetyczna populacji wirusow
byta wielokrotnie przedstawiana dla wielu niespokrewnionych gatunkéw patogendw.
Ta zmiennos¢ jest siczegélnie widoczna w wirusach RNA ze wzgledu na brak
mechanizméw naprawczych w trakcie replikacji genomu. W zwigzku z powyzszym
uzasadnione jest wprowadzenie badan przesiewowych pozwalajacych na szybkie
okreslenie wirulencji, jak i wykrycie nowych potencjalnie groznych szczepéw NDV.
Aktualnie stosowane metody diagnostyki molekularnej oparte na wykrywaniu
specyficznych sekwencji nukleotydowych poprzez zastosowanie sond typu TagMan w
real-time PCR nie nadaja sie do tego celu z powodu bardzo matych i trudnych do



przewidzenia zmian w genomie, wymaganych do transformacji patotypu wirusa.
Mutacje te uniemozliwiajg hybrydyzacje sond do badanego kwasu nukleinowego, co
skutkuje btednym odczytem. Z drugiej strony zastosowanie sekwencjonowania duzej
ilosci izolatéw jest zaréwno czasochtonne jak i kosztowne, nawet przy wykorzystaniu
techniki pyrosekwencjonowania. W zwigzku z powyzszym uzasadnionym byto
podjecie sie w ramach pracy doktorskiej badarn nad opracowanie ulepszonych metod
diagnostyki molekularnej, ktére umozliwityby rozwigzanie powyzej wspomnianych
probleméw.

Praca doktorska mgr tukasza Rabalskiego przygotowana zostata w postaci 2
dotgczonych publikacji, poprzedzonych tekstem komputerowym zawierajgcym
streszczenie pracy w j. polskim i angielskim, wprowadzeniem do podjetej tematyki
obejmujacym omdwienie paramyksowiruséw, ich taksonomia, strukturg winionu,
charakterystykg i budowg biatek kodowanych przez geny wiruséw z rodziny
Paramyxoviridae, opisem cyklu zyciowego paramyksowiruséw, opisem rzekomego
pomoru drobiu, obejmujgcego zagadnienia zwigzane z transmisjg zakazen, objawami
i przebiegiem zakazen, réznicami w wirulencji, a takze profilaktyka i zwalczaniem.
Omoéwienie dotychczasowego stanu wiedzy jest klarownie przedstawione i zawiera
praktycznie wszystkie najwazniejsze informacje, popierajagc je cytatami z jak
najbardziej aktualnego pi$miennictwa. Tekst ten jednak nie jest wolny od sformutowar
zargonowych czy tez btedow merytorycznych. Jedno najbardziej razace sformutowanie

to na str 15 cytuje ,....delecja tego biatka nie wptywa na replikacje wirusa...”.

W pierwszej z dotgczonych publikacji, z 2011 w Journal of Virological Methods
(IF=1,9; 20 pkt MNiSW), zaprezentowano mozliwoéé odrozniania patogennych
szczepow NDV od szczepionkowych poprzez wykorzystanie zdegenerowanych
starterow do powielenia fragmentéw odpowiadajacych za wirulencie wirusa za
pomocy techniki RT-PCR z dodatkiem barwnika interferujgcego do DNA (SYBR
Green 1) i analizg krzywych topnienia. Ciekawym wynikiem bylo wydzielenie dwéch
grup izolatbw NDV charakteryzujgcych sie odmiennymi punktami topnienia. Dia
szczepow niskopatogennych byt to przedziat 81,62°C-82,35°C, a dla $rednio i wysoko
patogennych 85,22°C-87,52°C. To odkrycie z pewnoscig daje ciekawe podstawy do
opracowania komercyjnego biomarkera badania patogenno$ci wirusa ND. W
badaniach wykazano tez specyficzno$¢ zastosowanych, zdegenerowanych starteréw

do wykrywania wirusa ND (na podstawie badai miedzy innymi na grupie najblizej



spokrewnionych ~ wirusébw z pozostatych serotypéw APMV (ang. avian
paramyxovirus)). Opracowana metoda umozliwia szybkie patotypowanie izolatow
NDV bez koniecznosci stosowania klasycznych technik, takich jak ustalanie
domézgowego indeksu zjadliwosci.

W drugiej z zatgczonych publikacji, z 2014 w BioMed Research International
(IF=2,88), przedstawiono metode opartg o technike SSCP (ang. single-stranded
conformational polymorphism) wykorzystujgcg zmienng ruchliwo$é elektroforetyczna
pojedynczej nici DNA w Zelu poliakrylamidowym w zaleznosci od sekwencji tej nici
przy jej jednakowej dtugosci oraz prowadzenie elektroforezy w zmiennych warunkach
temperaturowych co dodatkowo poprawia mozliwosci rozdzielcze techniki (odmiana
SSCP nazywana MSSCP, ang. multitemperature single-stranded conformational
polymorphism) do specyficznego rozrozniania poszczegéinych szczepéw, czy
izolatdbw NDV oraz wykrywania ich mieszanek w jednej prébce. Nieosiggalna dla
techniki real-time PCR specyficzno$¢ w tym przypadku pozwala na $ledzenie
rozprzestrzeniania si¢ wirusa w populacji, jak réwniez na monitorowanie jego
stabilnosci genetycznej. Symulowane badania zakazenia quasispecies-NDV, ktore
miaty miejsce w Australi w latach 1998-2002 oraz potencjalny rozwdj infekcji
wysokopatogennym szczepem wirusa u wczeséniej zaszczepionej kury wykazaty, ze
zastosowanie metody MSSCP przynosi bardzo dobre rezultaty i moze sta¢ sie
alternatywa dla sekwencjonowan.

Podsumowujgc w pracy opracowano dwie metody wysoce specyficzne dla
wirusow ND, bazujgce na technikach znacznie tariszych i szybszych od aktualnie

wykorzystywanych, dla ktérych moga sta¢ sie alternatywa.
Nie mam Zzadnych uwag merytorycznych w stosunku do opublikowanych

danych. Sg to rzetelne badania, jak sgdze réwniez pozytywnie ocenione przez
recenzentow publikacji. Mozna z pewnoscig stwierdzi¢, ze Doktorant podjat sie
realizacji tematu bardzo waznego i znakomicie poradzit sobie z trudnym problemem
badawczym i uzyskat bardzo wartosciowe wyniki. Jednakze mam duze watpliwosci
zwigzane z rzeczywistym udziatem Doktoranta w tych badaniach, szczegélnie jesli
chodzi o publikacje nr 1, w ktérej Doktorant jest drugim autorem. Jak wynika z
oswiadczen wspdfautoréw, to pan Dawid Nidzworski (pierwszy i korespondencyjny
autor) miat dominujgcy udziat w badaniach zamieszczonych w omawianej publikacii.



Prosze Doktoranta o szczegétowe przedstawienie jego udziatu w tej pracy w czasie
publicznej obrony dysertacji. Takich watpliwosci nie mam w stosunku do publikacji nr 2.

Podsumowujgc, praca doktorska mgr tukasza Rabalskiego wnosi znaczgcy
wktad do diagnostyki molekularnej pozwalajgcej na wykrywanie oraz genotypowanie
wiruséw ND rzekomego pomoru drobiu. Jestem przekonany, ze uzyskane wyniki
moga pomoc w opracowaniu komercyjnych testow diagnostycznych opartych o
analize materiatu genetycznego wiruséw ND, czynigc diagnostyke tych wiruséw
tanszg i bardziej efektywna.

Stwierdzam, ze uzyskane przez Doktoranta rezultaty sg jednoznaczne,
przekonujgce i stanowig cenny wkiad w $wiatowe badania nad diagnostyka
molekularng wiruséw. Pan mgr tukasz Rabalski wykazat sie przy tym wiedza
teoretyczna w zakresie tematyki prowadzonych badan, a takze umiejetnoscig
interpretacji wynikéw do$wiadczen. Przedstawiona mi do oceny praca doktorska
odpowiada warunkom okreslonym w art. 11 Ustawy o tytule naukowym i stopniach
naukowych (Dz.U. nr 65/90 poz. 386). Na podstawie powyzszego wnosze do Rady
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdarnskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pana mgr tukasza Rabalskiego do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

prof. dr ha' . Jozef Kur



