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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Troszok
pt. ,Badania in vitro wptywu wybranych analogéw nukleozydéw na namnazanie sig
wirusa CyHV-3 w liniach komérkowych karpia (Cyprinus carpio L.)"
wykonanej w Zaktadzie Ichtiobiologii i Gospodarki Rybackiej PAN w Gotyszu
pod kierunkiem naukowym dr hab. inz. Andrzeja Pilarczyka, prof. PAN

oraz promotora pomocniczego dr ligiza Irnazarowa.

Na podstawie udostepnionych dokumentéw, przekazanych przez prof. dr hab.
Wande Olech-Piasecka, Dyrektora Instytutu Nauk o Zwierzetach SGGW w
Warszawie (pismo nr WNZ.510.3.2018 INZ-20/2020 z dnia 18.02.2020 r.),
przygotowano ocene poprawionej rozprawy doktorskiej zgodnie z kryteriami
okreslonymi w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr. 65, poz.595) z
pozniejszymi zmianami z dnia 15 wrzeénia 2017 r. (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789) oraz
zgodnie z art. 175. 1. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz.U. 2018 poz.1669).

Otrzymana do recenzji poprawiona praca doktorska posiada klasyczny uktad
dla tego typu opracowan na stopien naukowy. Zostata przedstawiona na 112
stronach z uwzglednieniem 25 rysunkéw oraz 3 tabel. Podzielona jest na 8
rozdziatéw obejmujacych: wprowadzenie, cel pracy, materiat i metody, wyniki,
dyskusja wynikéw, podsumowanie i wnioski oraz pi$miennictwo i zrodta internetowe.
Streszczenie w jezyku polskim i angielskim zostato zamieszczone na poczatku
dysertacji przed spisem tresci. Do tre$ci dysertacji wprowadzono bardzo wazny
rozdziat ,Podsumowanie i Wnioski".

Cytowane pi$miennictwo w poprawionej wersji dysertacji zamyka sie liczbg
115 pozyciji literaturowych. Dobér bogatego, najnowszego pisémiennictwa wskazuje
na duzag dojrzato$¢ naukowq doktorantki i umiejetno$¢ selekcji bogatej w tym
zakresie literatury zrodtowej. Opracowanie zawiera nowatorskie elementy, dotyczace
wptywu wybranych analogéw nukleozydéw na replikacje wirusa CyHV-3. Koncepcja
badan jest bardzo interesujaca, a uzyskane wyniki badan posiadajg znaczacy aspekt



poznawczy i praktyczny. Bogaty zbiér najnowszego pi$miennictwa prezentowany w
dysertacji Swiadczy o dobrym przygotowaniu merytorycznym doktorantki do realizacji
zatozonych celéw badawczych. Podjety problem jest nowatorski, a uzyskane wyniki
badar wnoszg nowe dane do terapii zakazer wirusowych prowadzonej w warunkach
in vitro oraz stwarzajg nowe mozliwosci dotyczace ograniczenia strat powodowanych
tym wirusem w hodowli karpia.

Przedstawiona do recenzji dysertacja napisana jest poprawnym jezykiem z
prawidfowym uzyciem nazewnictwa fachowego. Rozdziat ,Wprowadzenie” jest
zwartg, logiczng i dobrze skomponowang czescig dysertacji. Doktorantka w
przekonywujacy sposob uzasadnia potrzebe podjecia ukierunkowanych badan
bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej.

Cel pracy napisany jest przekonywujaco i bardzo przejrzyscie. Autorka w
sposoéb precyzyjny okreslita najwazniejsze cele zaplanowanych badan.

Rozdziat ,Materiat i metody” podzielony jest na 6 podrozdziatéw w ktérych
autorka przedstawita cenne elementy dotyczace:

o dwoch linii komérkowych (CCB i KF 1) uzytych do badan oraz ich pasazowanie

w warunkach in vitro,

* pochodzenia, namnazania si¢ i oznaczanie miana wirusa CyHV-3 uzytego do

badan do$wiadczalnych,

* analogéw nukleozydéw oraz ich cytotoksycznosci,

« okreslenia przeciwwirusowej aktywnosci wybranych analogéw nukleozydow.
Do badan w ramach dysertacji autorka uzyta dwa analogi nukleozydéw: acyklowir
(ACV, Carbosynth, Wielka Brytania) substancja czynna stosowana w preparatach
przeciwwirusowych zarejestrowanych i dopuszczonych do stosowania w medycynie
ludzkiej oraz trojcykliczng pochodng acyklowiru o nazwie 3,9-dihydro-3-[(2-
hydroksyetoksy)metylo]-6-(4-metoksyfenylo)-9-okso-5H-imidazo-[1,2-a]puryna
(TACV) zsyntetyzowanq i udostepniong przez dr hab. Tomasza Ostrowskiego z
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Do badar oceniajacych wptyw
roznych stezen badanych preparatdw doktorantka uzyta najnowsze metody
stosowane w ocenie skutecznosci in vitro preparatow syntetycznych czy
pochodzenia naturalnego w hamowaniu replikacji wiruséw patogennych dla zwierzat i
cztowieka. W sposéb jasny i zrozumiaty opisuje zastosowane metody badawcze oraz

uzasadnia konieczno$¢ ich uzycia w ukierunkowanych badaniach w ramach



dysertacji. Cennym elementem tej czesci pracy jest precyzyjne przedstawienie
zakresu badan eksperymentalnych obejmujacych:

- oceng wptywu analogéw nukleozydéw na zahamowanie efektu cytopatycznego
powodowanego przez wirus CyHV-3,

- okreslenie ilo$¢ kopii wirusowego DNA,

- ocene poziomu ekspresji gendéw wirusowych.

Doktorantka samodzielnie wykonata i prawidlowo uzyta standardy plazmidowe do
pomiaru iloéci kopii wirusowego DNA oraz komérkowego DNA metodg Real Time
qPCR typu TagMan. W celu powielania fragmentu sekwencji DNA wirusa CyHV-3
oraz fragmentu sekwencji genu karpiowej glukokinazy doktorantka uzyta prawidtowe
startery, ktére zostaly zsyntetyzowane dla potrzeb badan przez IBB PAN w
Warszawie. Do poréwnania ekspresji genéw wirusowych pomiedzy grupami
eksperymentalnymi autorka zastosowata metode RT qPCR, ktéra pozwolita na
precyzyjng oceng stopnia w jakim ekspresja genéw wirusa CyHV-3 zostata
zahamowana przez ACV i ACV-MP. Ta czes¢ pracy jest skomponowana prawidtowo
i nie budzi zastrzezen merytorycznych.

Metody badawcze uzyte w realizacji badan zaplanowanych w ramach
dysertacji opisano bardzo zwiezle i przejrzyScie. Zastosowane techniki badawcze
zaliczane sg do nowoczesnych metod powszechnie uzywanych w wirusologii
poréwnawczej. Opis metod badawczych okreslajacych przeciwwirusowg aktywno$é
badanych analogéw nukleozydéw nie budzi zastrzezen, a przedstawiony tok
postgpowania metodycznego jest uzasadniony merytorycznie. Zastosowane techniki
zaliczane sg do najnowocze$niejszych metod in vitro stosowanych do oceny
skutecznosci dziatania preparatéw przeciwwirusowych.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw badan jest prawidtowa i pozwala
przesledzi¢ zachodzace zmiany, takze w postaci dynamicznej, co w znaczacy
sposéb utatwia czytajagcemu dokona¢ obiektywnej oceny i interpretacji uzyskanych
wynikéw badan prezentowanych w dysertacji. Rysunki sg przygotowane starannie, a
ich uktad jest przejrzysty, co w znaczacy sposoéb utatwia przesledzenie kinetyki zmian
w oznaczanych parametrach w poszczegoéinych etapach realizacji badan.

Rozdziat ,Dyskusja wynikéw” to préba analizy uzyskanych wtasnych wynikow
badan, na tle dostepnej literatury zrédtowej. Konfrontacja wynikéw badarn z wynikami
uzyskanymi przez wiodace w tym zakresie o$rodki naukowe na $wiecie, zostata
przedstawiona jasno i precyzyjnie. Ta bardzo istotna czes¢ dysertacji jest realng i



obiektywna oceng wtasnych badan na tle literatury $wiatowej. Doktorantka w sposob
logiczny i przekonywujacy stara si¢ przedstawi¢ uzyskane wyniki badan nad
wptywem wybranych analogéw nukleozydéw na tempo namnazania sie wirusa
CyHV-3. Uzasadnia w sposoéb przekonywujacy —mozliwosci praktycznego
wykorzystania uzyskanych wynikéw badan. Zatozone cele zrealizowata doktorantka
W sposoéb optymalny, przy uzyciu nowoczesnych metod badawczych. Przedstawione
w dysertacji wyniki badan jednoznacznie wykazaty, ze ACV oraz T-ACV wykazujg
dziatanie hamujace na wzrost wirusa CyHV-3, podobnie jak w przypadku ludzkich
herpeswiruséw (HSV-1 i HSV-2). Jednakze stwierdzono, ze T-ACV wykazuje stabszg
aktywno$¢ niz ACV przeciwko wirusowi CyHV-3.

Uzupetnienie dysertacji o rozdziat ,Podsumowanie i wnioski” w znaczacy
spos6b wzbogacit opracowanie i pozwolit na obiektywna oceng uzyskanych wynikow.
Doktorantka w sposéb bardzo przejrzysty przedstawita uzyskane wyniki w formie
krotkich 6 wnioskéw, ktére sg sformutowane zwiezle i odzwierciedlajg w peini zakres
badan oraz akcentujg nowatorskie elementy dysertacji doktorskiej.

Cennym uzupetnieniem poprawionej dysertacji jest wpisanie na liste publikacji,
w rozdziale ,PISMIENNICTWO” dwéch wiasnych publikacji, w ktorych doktorantka
jest pierwszym autorem. Sg to prace opublikowane w roku 2018 i 2019 w
czasopismach anglojezycznych z wysokim IF, ktére zawierajg cze$¢ wynikéw badan
przedstawionych w dysertacji. Doktorantka przedstawita i przestata na adres Instytutu
Nauk o Zwierzetach SGGW w Warszawie o$wiadczenia wspoétautoréow tych prac z
okresleniem procentowym indywidualnego wkfadu w ich powstanie. Cytowanie
wiasnych publikacji umiescita doktorantka w tekécie na 13 wybranych stronach. Jest
to bardzo istotny element poprawionej dysertacji, pozwalajacy na prawidtowg ocene
zakresu badan przedstawionych w pracy doktorskiej.

Po petnej analizie pracy nalezy stwierdzi¢, ze doktorantka przeanalizowata
ponownie tre$¢ dysertacji i zmienita szereg niezrecznych sformutowan, ktére w
znaczacy sposob poprawity poziom merytoryczny pracy. Réwniez doktorantka w
sposéb przemyslany przedstawita na jednej stronie ,podziekowania” osobom, ktére
wspieraty doktorantke w trakcie realizacji dysertacji. Tak przedstawiona forma
podziekowan jest bardziej czytelna i jest znacznie lepiej odbierana przez
czytajacego.

Na podstawie przedstawionej oceny stwierdzam, ze mgr Agnieszka Troszok
opanowata w petni zasob wiedzy, pozwalajacych na realizacje badan w zakresie



wymaganym od pracownika ze stopniem naukowym doktora, a oceniana praca
doktorska posiada duzg warto$¢ naukowa i praktyczna.

Whiosek koricowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Agnieszki Troszok w petni
odpowiada warunkom stawianym tego typu opracowaniom na stopien naukowy
doktora oraz spetnia warunki okre$lane w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr. 65,
poz.595) z pézniejszymi zmianami z dnia 15 wrzesnia 2017 r (Dz.U. z 2017 r. poz.
1789) oraz zgodnie z art. 175. 1. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r (Dz.U. 2018
poz.1669). W zwiazku z pozytywna ocena dysertacji doktorskiej przedktadam
Wysokiej Radzie Wydziatu Nauk o Zwierzetach SGGW w Warszawie wniosek o
przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Agnieszki Troszok do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Réwnocze$nie wnioskuje o wyrdznienie rozprawy stosowng

nagroda ze wzgledu na duzg warto$¢ poznawcza i praktyczng badan.
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Olsztyn, dnia 26.02. 2020 r. Prof. A Sfwicki__—

profesor zwyczajny



