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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Marka Kowalczyka pt.:
»Polimorfizm molekularny wirusa choroby aleuckiej
w populacji norki amerykanskiej (Neovision vision) oraz w-jej srodowisku

hodowlanym w Polsce”

Wykonanej w Zakladzie Genetyki Ogélnej i Molekularnej, Instytutu Biologicznych
Podstaw Produkeji Zwierzgcej, Wydzialu Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, pod
kierunkiem promotora dr hab. Andrzeja Jakubczaka prof. uczelni i promotora pomocniczego
dr Beaty Horeckiej. Choroba aleucka norek (AMD) wywolywana przez parwowirusa z rodzaju
Amdovirus jest od wielu lat zaréwno w Polsce jak i na §wiecie niezwykle istotnym czynnikiem
wplywajacym na obnizenie parametrow rozrodezych norek takich jak ilos¢ mtodych w miocie,
obnizenie ich wagi urodzeniowej oraz powodujgcym utrate ciazy. Bezposrednim efektem
rozprzestrzeniania si¢ choroby aleuckiej jest utrata dochodéw i rentownosci ferm hodowlanych.
Brak szczepionki zmusza do podjgcia badan w kierunku zwigkszenia efektywnosci wezesnej
diagnostyki i opracowania procedur umozliwiajgcych efektywna profilaktyke choroby.

Tematyka pracy wpisuje si¢ w aktualne zagadnienia badawcze zwigzane z rozwojem i
poszerzaniem metod diagnostycznych choroby aleuckiej, epidemiologig wirusa AMD, oraz
charakterystyka molekularng wirusa.

Cele przedstawionej do oceny pracy to: okreslenie skali epidemiologii wirusa AMD w
populacji norek hodowlanych oraz w ich srodowisku hodowlanym w Polsce, przygdfowanie
charakterystyki molekularnej izolatéw wirusa powodujacych chorobe o przebiegu klinicznym
i subklinicznym oraz zbadanie jaki jest wplyw immunostymulacji methisoprinolem na
parametry hodowlane na fermie trwale zakazonej wirusem AMD. Badania ujgte w pracy
wykonano za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach nr
zgody 30/2010.



Cele pracy sg sformutowane przejrzyscie a kolejne etapy badan powigzane sg ze sobg
przyczynowo-skutkowo. Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze przedstawiona do oceny praca
jest obszerna i zawiera duzg ilo$¢ danych bedacych rezultatem dobrze przemys’lﬁnego i
przygotowanego ecksperymentu badawczego. Zastosowane w pracy techniki badawcze
Swiadczg o duzej bieglosci analitycznej w obszarze metod stosowanych w genetyce i biologii
molekularne;j.

Wyniki badan bgdacych podstawg dysertacji doktorskiej co nalezy podkreslié zawarte
s3 az w 7 publikacjach o lgcznym IF=9,058. A udziat Doktoranta w publikacjach jest bardzo
rzetelnie okreslony na 55%. Oméwienie wynikéw badan w sposéb jasny i klarowny
przedstawione jest na 24 stronach maszynopisu.

W pierwszym etapie pracy Autor ocenil zmienno$¢ wirusa AMD pomigdzy ferma
polozong w pénocno-wschodniej czgsci Polski a fermg z zachodniej czesci Polski. W obu
fermach u okolo 60% zwierzat stwierdzono trwale zakazenie wirusém AMD a choroba
przebiegata z objawami subklinicznymi. Materiat do badan pobierano ze Sledziony i wezléw
chionnych. Uzyskane wyniki wykazaly wysokie zréznicowanie wirusa w obrebie badanych
ferm. Autor przeanalizowal wplyw zmian w sekwencji nukleotydowej na sekwencje
aminokwaséw w biatku VP2. Na fermie z péinocno-wschodniej czesci Polski (ferma A)
zidentyfikowano obecnosé 4 genotypoéw wirusa AMD, natomiast na fermie z zachodniej Polski
(ferma B) wyrézniono 5 genotypéw. Poréwnanie otrzymanych wynikéw z danymi dostepnymi
w bazie NCBI pozwolito na zidentyfikowanie czterech zmian ktére nie wystgpowaly w
zdeponowanych sekwencjach. Autor po raz pierwszy wykazal obecnoéé zmian w genomie
wiruséw z fermy B skutkujacych zamiang izoleucyny na leucyne w pozycji 325 (325I>L),
zamiang asparaginy na histydyn¢ w pozycji 332 (332N>H), zamiang kwasu glutaminowego na
lizyng w pozycji 349 (349E>K), oraz w jednym z izolatéw wirusa z fermy A wykazal obecnosé
dwoch po raz pierwszy opisanych zmian (241D>1 oraz 349E>K). Autor wykazal réwniez
istnienie 21 zmian pomigdzy sekwencjg szczepu referencyjnego (NC_001662.1-AMDV-G) a
uzyskanymi genotypami z czego 8 wystgpowalo w regionie hiperzmiennym. Dla izolatéw z
fermy B charakterystyczne byly zmiany 172F>Y, 324L>1, 328Q>E, 332N>H, ktorych nie
zaobserwowano w prébach z fermy A. W przypadku préb z fermy A zmiang wystgpujaca w
kazdym izolacie, réznicujacg od izolatéw z fermy B byta 325[>V.

Autor wykonat réwniez ilosciowe oznaczenie liczby kopii wirusa metoda qPCR i
wykazal, ze w przypadku norek z fermy B (przebieg subkliniczny choroby) liczba kopii
utrzymywala si¢ na poziomie 10°, natomiast w przypadku fermy A (przebieg kliniczny
choroby) byla o dwa rzedy wielkosci wyzsza i wynosita 10°.
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W kolejnym etapie pracy Autor podjgt si¢ oceny zréznicowania wirusa AMDV
pomigdzy populacja wolno Zyjgca a hodowlang. Norki hodowlane pozyskano z ferm w ktérych
wystepuje trwata subkliniczna posta¢ choroby aleuckiej u 60% badanych zwierzat é norki
wolno zyjace od mysliwych prowadzgcych legalny odtéw zwierzat. Materiat do badan pobrano
ze S§ledzion. Analiza sekwencji kodujgcej fragment biatka VP2 wykazala znaczne
zrdimicowanie pomigdzy zwierzetami hodowlanymi a wolno zyjacymi. W populacji zwierzat
hodowlanych wyr6zniono pigé, natomiast u osobnikéw zyjacych wolno cztery warianty
genetyczne wirusa. Autor wykazat, ze podobiefistwo pomigdzy izolatami wirusa z obu grup
wynosito 94%, jednoczesnie wykazat obecnosé 35 réznic w sekwencji nukleotydowej, sposréd
ktéorych 20 dotyczylo pojedynczych zmian w kodonie, 6 powodowalo zmiane dwodch
nukleotydéw w kodonie, a 9 prowadzito do zmian sekwencji catych kodonéw. Autor wykazat,
2e znalezione zmiany w sekwencji nukleotydowej powodowaty powstanie 9 zmian w sekwencji
aminokwasowej biatka VP2. Uzyskane wyniki pozwolily na stwierdzenie, Zze dla wariantéw
wirusa wystepujacego u zwierzagt hodowlanych charakterystyczne sg dwa polimorfizmy:
N331H, Y359M, natomiast polimorfizm 1451V wystepuje wylgacznie u zwierzat dzikich. Autor
wykazal réwniez obecno$¢ specyficznych réznicujacych obie grupy polimorfizméw w
regionach oddziatujgcych z przeciwcialami, co moze przeklada¢ si¢ na zréznicowang
wirulencj¢ i moze tlumaczy¢ fakt utrzymywania si¢ wirusa w populacjach zwierzat wolno
zyjacych. Autor wykazal wzajemne podobienstwo zaréwno w obrebie wariantéw fermowych
wirusa jak i w obrgbie wariantdw wirusa zwierzat wolno zyjacych.

Wyniki analizy filogenetycznej przeprowadzonej przez Autora wskazuja, ze warianty
infekujgce osobniki wolno zyjace, zajmujg osobng galaz w obrebie tego samego kladu co
warianty infekujace zwierzgta hodowlane.

W Kkolejnym etapie badawczym Autor w celu przeprowadzenia charakterystyki
molekularnej wirusa na polskich fermach wykonat poszerzong analiz¢ zmiennosci obejmujaca
27 ferm. Wyniki badaf potwierdzity polimorfizm populacji wirusa AMD na terenie Polski, co
moze wynika¢ z wielokrotnego wprowadzenia wirusa z réznych Zrédet. Przeprowadzona przez
Autora analiza filogenetyczna wykazala obecnos¢ czterech giéwnych kladéw w polskiej
populacji AMDV. Grupa | w skiad ktérej wchodza warianty z wojewddztwa zachodnio-
pomorskiego, wykazuje podobiefistwo przekraczajgce 99% w stosunku do wariantéw
izolowanych w Grecji i Holandii. Grupa II w skiad ktérej wchodza warianty z Polski
wschodniej, réznig si¢ znaczaco w stosunku do zasobéw bazy NCBI, co moze wskazywa¢ na
ich lokalny i endemiczny charakter. Niejednorodna grupa III zostala podzielona na dwie
podgrupy. Do podgrupy IIIA wchodzg warianty z okolic Wielkopolski, ktére wykazywaty



okoto 99% podobiefistwo do wariantow AMDV izolowanych na terenie Polski w roku 2016,
oraz do izolatéw z Holandii. Warianty z grupy IIIB byly najbardziej zblizone do izolatéw z
Holandii (ponad 97% podobienstwa). Grupg IV stanowily warianty wirusa ADM izolo;avane z
okolic Podkarpacia i Matopolski, ktére wykazywaly ponad 97% podobieristwa do sekwencji
wirusa izolowanego w Polsce i na Litwie w roku 2016.

W nastgpnym etapie Autor wykonat badania majace na celu ocene tadunku wirusowego
zar6wno w poszczeg6lnych tkankach jak i w srodowisku. W tym celu pobrany zostat materiat
ze Sledzion, krew i wymazy srodowiskowe z ferm z dodatnimi wynikami CIEP. We wszystkich
probach krwi w $ledzionach i w 69% wymazéw srodowiskowych potwierdzono obecnosé
materialu genetycznego wirusa. Wyniki analizy ilosciowej (QPCR) wykazaty, ze najwyzsza
ilos¢ materiatu genetycznego wirusa znajduje sig w $ledzionie. Potwierdzenie obecnosci wirusa
w Srodowisku fermowym potwierdza konieczno$é badania nie tylko ‘zwierzat, ale takze
srodowiska hodowlanego ktére staje si¢ rezerwuarem wirusa i sprzyja rozprzestrzenianiu sie
choroby z udzialem wektoréw takich jak owady, ubrania pracownikéw fermy, pojazdy
odwiedzajgce fermy. i

Autor wykazat réwniez na przykladzie doswiadczenia z uzyciem methisoprinolu, ze
stosowanie zwigzkéw immunostymulujacych wplywa znaczaco na zmniejszenie ilosci kopii
wirusa w tkankach limfoidalnych u zwierzat leczonych, w poréwnaniu do grupy kontrolnej (nie
leczonej). Uzyskane przez Autora wyniki badan wykazaly, ze efektem obnizonej replikacji
wirusa i dzialania immunostymulujacego methisoprinolu jest zwiekszenie liczebnosei miotu i
WyZsza masa zwierzat.

Opracowana przez Autora metoda duplex PCR przyczynila si¢ do wyeliminowania
wynikéw fatszywie ujemnych i umozliwita detekcje wirusa zaréwno w prébach biologicznych
jak i srodowiskowych na poziomie 10°kopii.

Z obowigzku Recenzenta chciatabym jedynie powiedzieé, ze odczuwam w
przedstawionej mi do oceny rozprawie doktorskiej brak jasnego i klarownego opisu materiatu
badawczego i metod badawczych zastosowanych w pracy. Recenzent musi si¢ domyslaé czy
zwierzeta ktdre byty uzyte do okreslenia zmiennosci wirusa pomigdzy fermami z réznych
czgdci Polski i zwierzgta ktdre byly uzyte do oceny zréznicowania wirusa AMDV pomigdzy
populacja wolno zyjaca a hodowlang to s3 te same zwierzgta pomimo réznej liczby zwierzat
uzytych do doswiadczenia czy nie sq to te same osobniki? Jednoczesnie chciatabym zauwazyé,
ze Autor w moim odczuciu zbyt skromnie podkre§lit a wiasciwie nie podkreslit nowatorstwa
uzyskanych przez siebie wynikéw. Przedstawione uwagi zupelnie nie umniejszajg wartosci

pracy a maja przyczyni¢ si¢ jedynie do dyskusji.
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Doktorant w pelni zrealizowat postawione sobie w pracy cele. Uzyskane wyniki
Znaczaco zwigkszajg wiedzg na temat epidemiologii choroby aleuckiej, zréznicowania wirusa
AMDV oaz wplywu zwigzkéw immunostymulujacych na poziom wiremii oraz z“quszenie
liczebnosci miotu norek hodowlanych.

W podsumowaniu stwierdzam, e praca doktorska mgr inz. Marka Kowalczyka stanowi
samodzielne rozwigzanie problemu naukowego przez Autora, zawiera elementy nowosci
naukowe;j i potwierdza Jego duzg wiedzg teoretyczng w reprezentowanej dyscyplinie naukowe;.
Praca spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim i wnioskuj¢ o dopuszczenie
Doktoranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorge pod uwage aktualnosé podjetej przez Autora tematyki badawczej,
zréznicowany warsztat badawczy, wielkg liczbe uzyskanych wynikéw i jakos$é ich
opracowania, wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Marka Kowalczyka.




