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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr F.ukasza Rabalskiego
pt. ,Zastosowanie technik elektroforetycznycﬁ rozdzialu jednoniciowego DNA
oraz Real-time PCR (qPCR) do ﬁetekcji i r6znicowania zakazen wirusem
rzekomego pomoru drobiu”

(Promotor: prof. dr hab. Boguslaw Szewczyk)

Praca doktorska przedstawiona do recenzji zostala przygotowana przez Pana mgr
Yukasza Rabalskiego, pod kierunkiem promotora Pana prof. dr hab. Bogustawa Szewczyka.
Praca doktorska opiera si¢ na dwoch publikacjach, ktére ukazaly sie w wysoko notowanych
czasopismach naukowych, w ktorych mgr Rabalski jest odpowiednio drugim i pierwszym
autorem. Opracowania sa poprzedzone obszernym wprowadzeniem do tematyki pracy.
Autor wykazat si¢ bardzo dobra znajomoscig zagadnien, ktérym sie poswiecit.

Tematyka pracy obejmuje badania nad opracowaniem metod diagnostyki zakazeh
wirusem rzekomego pomoru drobiu (NDV). Zakazenia tym wirusem stanowig jedno z
najwigkszych zagrozen dla hodowli drobiu na §wiecie. Problem stanowi zmiennosé Szczepow
NDV, ktora umozliwia uzyskanie zjadliwosci przez szczepy uznawane za nie zjadliwe, w
wyniku dwéch mutacji punktowych w genie kodujgcym biatko F. Szczepy, ktore ulegly
uzjadliwieniu np. w Australii wystgpuja rowniez w Azji i Europie i rowniez stanowig realne
zagrozenie jesli dojdzie do wymienionych mutacji. Autor we wstepie bardzo szczegotowo
opisal biologie paramyksowirusow, ebidemiologiq: NDV oraz zwalczanie choroby

wywolywanej przez wirus. Mato jest natomiast informacji na temat patogenezy rzekomego



pomoru drobiu a brak zupetnie danych na temat dawniej i obecnie stosowanych metod
diagnostyki choroby. Autor nie ustrzegt si¢ tez przed uzyciem zargonowych okreslen (np.
»przyczepienie si¢ sond”, streszczenie, strona 2).

Obecnie diagnostyka zakazen NDV opiera sie na wykrywaniu wirusa metodg RT-PCR
lub RT real time PCR. Zastosowanie sond molekularnych, np. TagMan, w real time PCR, jak
w przypadku innych wiruséw o genomach zbudowanych z pojedynczej nici RNA napotyka
trudnosci wynikajace z czgsto pojawiajacych sie mutacii genetycznych uniemozliwiajacych
hybrydyzacje sond co jest powodem uzyskiwania zafalszowanych wynikow.

Pan mgr Rabalski zaproponowal rozwiazanie zmniejszajace zagrozenie uzyskaniem
wynikéw fatszywie ujemnych poprzez zastosowanie metody real time PCR z wykorzystaniem
fluorescencyjnego barwnika interkalujacego SYBR Green. Publikacja na ten temat:
»Detection and differentiation of virulent ;md avirulent strains of Newcastle disease virus by
real-time PCR” zostata zamieszczona wysoko notowanym czasopi$mie Journal of Virological
Methods. Inaczej niz w teoretycznie bardziej specyficznych metodach opartych na
wykorzystaniu  sond molekularnych, wybrana przez doktoranta metoda umozliwia
potwierdzanie swoistosci uzyskanego produktu reakcji PCR w wyniku oznaczenia
temperatury dysocjacji fragmentu DNA, po jej zakoAczeniu. Na uwage zashuguje
opracowanie pary zdegenerowanych starteréw PCR umozliwiajgcych amplifikacje zjadliwych
Jak i niezjadliwych szczepéw NDV.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze produkty PCR uzyskane w wyniku amplifikacji
szczepow wysoko lub nisko patogennych ulegajg dysocjacji w réznych temperaturach. Na
podstawie badania 18 szczepow NDV (w tym 14 szczepéw polskich), nalezacych do czterech
podgrup genetycznych, poszczegélne z nich przyporzadkowano do grupy A - niskopatogenne;
(temperatura  topnienia w zakresie 81,63-82,35 C) lub grupy B - wysoce patogennej
(temperatura topnienia w zakresie 85,22-87,52 C). Opracowana metode poréwnano do
metody referencyjnej wykorzystujagc materiat od trzech ptakéw  doswiadczalnie
inokulowanych szczepem szezepionkowym. Wyniki tych badan poréwnawczych potwierdzity
wysokg czuto$¢ opracowanej metody okreslona na 2x10? kopii plazmidu zawierajgcego
amplifikowany gen.

Niezbyt uzasadnione wydaje sie wykorzy;;tf;nie wirusa klasycznego pomoru $win w
badaniu specyficznosci opracowanej metody poniewaz wirus ten nie zakaza ptakow.
Okreslanie temperatury topnienia produktéw real time PCR jest bardzo uzyteczne,
szczegolnie w odniesieniu to detekcji zmiennych matryc. Nalezy jednak pamigtaé, ze na

temperaturg topnienia wplywa roéwniez sklad buforu reakcyjnego w zwigzku z  czym



kazdorazowo przy zmianie odczynnikow czy aparatu do PCR nalezy przeprowadzié powtorng
walidacj¢ metody. Z praktycznego punktu widzenia lepsze wydaje sie réwniez wykonanie
odwrotnej transkrypcji w tej samej probéwece co PCR. Z calg pewnoscia wykorzystanie
SYBR Green umozliwia znaczne obnizenie kosztow real time PCR.

W drugiej publikacji zamieszczonej w BioMed Research International: ,Detection of
Newcastle Disease Virus Minor Genetic Variants by Modified Single-Stranded
Conformational Polymorphism”, Pan mgr Rabalski opisal metode detekcji i réznicowania
szezepow w sytuacji koinfekcji réznymi wariantami wirusa rzekomego pomoru drobiu.
Technika, ktérg Autor zastosowal w badaniach polega na ocenie ruchliwosci
elektroforetycznej pojedynczej nici DNA w zelu poliakrylamidowym, w zmiennej
temperaturze, zaleznej od zmian w sek\_vencjach nukleotydowych , MSSCP” (ang. Multi
temperature single-stranded conformationaj polymorphism).

Dzigki tej metodzie jest mozliwe nie tylko réznicowanie poszczegélnych Szczepow
NDV ale réwniez ich identyfikacja w prébkach zawierajacych kilka z nich. Umozliwia to
rowniez Sledzenie rozprzestrzenienia szczepéw w populacji oraz do pewnego stopnia
monitorowanie ich zmiennosci genetycznej. Wynikiem analizy sa specyficzne dla danego
szczepu (lub ich mieszanek) wzory prazkow. Autor zaprojektowal zupelnie nowy zestaw
starterow, ktére tym razem wykorzystat juz na etapie odwrotnej transkrypcji, co usprawnia
procedurg diagnostyczng i ogranicza mozliwosé kontaminacji.

W publikacji opisano dwie symulacje: pierwsza dotyczyta koinfekoji roznymi
szczepami, a druga zakazen z pojawiajgcymi si¢ quasispecies. Obydwa przypadki wskazaty
Jednoznacznie na przydatno$¢ opracowanej metody. Cenna inicjatywa Autora jest rowniez
propozycja stworzenia banku wzoréw elektorforetycznych poszezegdlnych szczepow NDV,
Opracowana metoda jest nowatorska i posiada duzy potencjat aplikacyjny lecz jak Autor
podkresla wymaga precyzyjnej optymalizacji i walidacji warunkéw elektroforezy.

Podsumowujge, w pracy opisano opracowanie dwéch réznych, wzajemnie sig
uzupelniajgcych, cennych metod o duzych mozliwosciach aplikacji w laboratoriach
diagnostyki choréb ptakéw. Autor precyzyjnie nakreélit cele swoich badad i sprawnie je
osiggnal, uzyskujac dwie wartosciowe publikacje w czasopismach naukowych o zasiegu
swiatowym, ktére nalezy mie¢ nadzieje zostan‘a edocenione duza liczbg cytowan. Autor
wykazal si¢ umiejetnoscia planowania i realizacji badah oraz interpretacji uzyskanych
wynikow. _

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 wnosz¢ do Rady Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pana mgr

Hukasza Rgbalskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Tomasz Stadejek



