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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr inz. Malgorzaty Wraobel
pt.: ,,Przeciwwirusowa i immunomodulujgca
aktywnos¢ laktoferyny wobec

Enterovirus eibovi — badania in vitro”

Rozprawa doktorska, ktorej autorka jest mgr inz. Matgorzata Wrobel, ztoZzona zostata
celem uzyskania stopnia doktora w dziedzinie Nauk weterynaryjnych, w dyscyplinie
Weterynaria. Tematyka badan opisanych w tej dysertacji dotyczy aktywnosci bydlecej
laktoferyny (bLF) w badaniach in vitro, wobec wirusa bgdacego przedstawicielem rodziny
Picornaviridae, ktérym jest Enterovirus eibovi (EV-E). Doktorantka zwrécita szczegdlna
uwage na aspekty dotyczace bezposredniego wptywu bLF na wirus w warunkach in vitro oraz
na ocen¢ immunologicznego dzialania bLF w tychze warunkach wobec jednojadrzastych
komorek krwi obwodowej bydta zakazonego EV-E.

Oceniana rozprawa ma forme¢ dwoch artykutéw naukowych opublikowanych w jezyku
angielskim w migdzynarodowych czasopismach jakimi s3: Molecules i1 Journal of Dairy
Science. W tych artykutach mgr inz. Malgorzata Wrdbel jest pierwszym autorem, a
przygotowane na tg okoliczno$¢ o$wiadczenia nie pozostawiajg watpliwosci, ze odegrala Ona

kluczowa rolg w ich powstawaniu.
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Oceniajgc merytoryczng warto$¢ pracy doktorskiej, ktorg przedstawita Pani mgr inz.
Matgorzata Wrobel, nalezy wskaza¢ na kilka najwazniejszych osiagni¢¢ naukowych opisanych
w tej dysertacji, ktore byly udokumentowane dwoma zasadniczymi do§wiadczeniami, ktore
zostaly przedstawione w artykutach bedacych podstawa Jej rozprawy. W pierwszym
Doktorantka przeprowadzita analiz¢ zar6wno w fazie adsorpcji, jak i po wniknigciu wirusa do
komorki w badaniach na linii komoérek nerki bydlgcej (MDBK) wysokich stg¢zen bLF (0,125-1
mg/ml), hamujacych replikacje EV-E w fazie adsorbcji, jak i po wniknigciu wirusa do komorki.
Wskazata w tej analizie na mozliwe trzy efekty dzialania przeciwwirusowego bLF wobec EV-
E. Jako pierwszy wskazata bezposrednia interakcje bLF z czasteczkami wirusa powodujacy
dziatanie wirusobdjcze. Drugi efekt dziatania dotyczyt bezposrednich interakcji z komorka,
gdzie dochodzi do blokowania receptorow wirusa oraz wskazuje na mozliwe dziatanie
ochronne na komorke. Jako trzeci efekt dzialania bLF przedstawia zdolno§¢ hamowania
replikacji wirusa w komoérce na réznych etapach tego procesu. W drugim do$wiadczeniu
dokonata oceny immunomodulujacego dziatania bLF, takze w warunkach in vitro, wobec
jednojadrzastych komorek krwi obwodowej (PBMC) bydta zakazonego EV-E. W zakresie tego
eksperymentu ustalita zakres stezen tego biatka, bezpiecznych dla bydlecych PBMC
sprawdzajac zywotno$¢ komorek oraz wplyw bLF na podstawowe funkcje komorek
fagocytujacych i limfocytow. Ocenita takze wplyw biatka na podstawowe funkcje zakazonych
komorek, w tym na proliferacj¢ limfocytow, wybuch tlenowy i aktywno$¢ bdjcza komorek
fagocytujacych. Doktorantka ocenita tez sktad odsetkowy gltoéwnych populacji limfocytow o
receptorze CD4+, CD8+, CD4+CD8+, CD21+ oraz WC1 — marker limfocytéw Tyd,
niestymulowanych lub stymulowanych mitogenami (konkawalina — ConA, lipopolisacharyd —
LPS E. coli), a takze ekspresje genéw kodujacych wybrane cytokiny takie jak /LI-f, IL-2, IL-
6, IL-10, TNF-a, IFN- o, IFN- B, IFN-y i NFkB w komorkach niestymulowanych lub
stymulowanych tymi mitogenami. Takie podejscie eksperymentalne w zakresie zastosowania
réznorodnych metod badawczych budzi szacunek do Jej pracy badawczej jaka doktorantka
wykonata bardzo rzetelnie i precyzyjnie, co udokumentowata w przedstawionych w dysertacji

artykutach.
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Wskazujac na opisane przez Doktorantke wyniki warto wskazaé, ze jedynie najwyzsze
testowane stezenie bLF znaczaco zmniejszato koncowe miano wirusa EV-E. Ponadto bLF
wykazywata dziatanie ochronne na komorki na etapie adsorpcji wirusa i bezposrednio po.
Ciekawe wyniki dotyczyly testowanych stgzen bLF. W tych badaniach w zakresie wptywu bLF
na zywotno§¢ PBMC wykazata Doktorantka ich zmienno$¢. Natomiast wptyw bLF na
proliferacje limfocytow T wskazywal, ze wysokie ste¢zenia bLF hamowaly ich proliferacje, a
najnizsze stymulowaty proliferacj¢ tych komodrek. Natomiast w przypadku limfocytow B nie
zarejestrowano takich wynikow. Reasumujac ten zakres dos§wiadczenia Doktorantka wskazata,
ze maksymalne tolerowane najwyzsze st¢zenie (MTC) bLF zostato okreslone jako 25 pg/ml.
Natomiast do testowanych dalszych eksperymentow Doktorantka stosowata bLF w st¢zeniach
od 1 do 25 pg/ml. W badaniu dotyczacym wplywu bLF na komorki zakazone EV-E
Doktorantka stwierdzila, ze w poréwnaniu z kontrolg tak ujemna jak i dodatnia, tylko jedno z
testowanych stezen bLF — 10 pg/ml zwigkszato proliferacje komérek T w odpowiedzi na
stymulacje¢ zastosowanym w doswiadczeniu mitogenem jakim byta ConA. Natomiast zadne z
testowanych stezen bLF w tym eksperymencie nie wplywato na proliferacje komorek B w tym
przypadku w odpowiedzi na stymulacj¢ mitogenu w postaci LPS z E.coli. Natomiast w
eksperymencie dotyczacym wpltywu bLF na aktywno$¢ fagocytow krwi obwodowej
zakazonych EV- E, Doktorantka wskazala, ze najwyzsze stosowane st¢zenie bLF - 25 pg/ml
zmniejszylo potencjalng aktywno$¢ bojcza komorek, a glownie stezenie 10 pg/ml obnizyto
aktywno$¢ wybuchu tlenowego. Wptyw bLF na rozklad populacji, w tym subpopulacji
limfocytow krwi obwodowej w obecnosci EV-E nie wykazal r6znic tak w przypadku komorek
niestymulowanych jak i stymulowanych LPS, natomiast w przypadku komorek stymulowanych
ConA tak najnizsze -1 pg/ml, jak 1 najwyzsze - 25 pg/ml stezenia bLF spowodowaty spadek
komoérek WCI1+ w pordwnaniu do komorek niezakazonych. W przypadku wptywu bLF na
ekspresje genéw cytokin w PBMC zakazonych EV-E Doktorantka wykazala zwigkszong
ekspresje IFN a i f przy dwoch najnizszych stezeniach bLF 1 1 2,5 pg/ml w komodrkach
niestymulowanych mitogenem w poréwnaniu do komorek niezakazonych EV-E. Natomiast

odwrotng zalezno$¢ zaobserwowala w komorkach stymulowanych mitogenem przy dwodch
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najwyzszych stgzeniach bLF 10 i 25 pg/ml, co powodowato zwigkszong ekspresje IFNS w
poréwnaniu do kontroli ujemnej i dodatniej. W przypadku [FNy istotny wptyw bLF
zaobserwowano jedynie w komorkach stymulowanych ConA i dotyczyt on obnizenia ekspresji
IFNy w stosunku do komorek zakazonych EV-E. Takze zaobserwowano istotny wzrost
ekspresji /L2 w przypadku PBMC zakazonych wirusem i niestymulowanych mitogenem w
porownaniu do kontroli ujemnej, podobnie jak i zastosowane niskie stezenia bLF — 1-5 pg/ml.
Natomiast PBMC stymulowane ConA wykazywaly zwigkszona ekspresje /L2 tylko w
przypadku stezenia 1 pg/ml. W przypadku /L10 tylko wysokie stezenia bLF — 10 1 25 pg/ml
zwigkszaty ekspresj¢ tej cytokiny przeciwzapalnej w komorkach niestymulowanych i
stymulowanych - 25 pg/ml, w poréwnaniu do kontroli niezakazonej. Cickawym jest, ze zadne
z testowanych st¢zen bLF nie wplyneto na poziomy ekspresji gendéw cytokin takich jak: TNFa,
IL1f 11IL6 w komorkach niestymulowanych i stymulowanych LPS. W przypadku wplywu bLF
na ekspresje¢ genu NFkB, zakazenie EV-E zwiekszato ekspresje tego czynnika transkrypcyjnego
w komorkach niestymulowanych mitogenem, a w komodrkach stymulowanych ConA, jedynie
stezenie bLF 25 pg/ml powodowalo zwigkszenie ekspresji genu NFxB, w poréwnaniu do
kontroli ujemne;j.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki pozwalaja —jak wskazuje Ona - na pewne zweryfikowanie
opinii dotyczacej Enterovirus eibovi, ze jest on czynnikiem infekcyjnym o ograniczonym
znaczeniu chorobotworczym. Co jest interesujace, to to, ze wykluczyta Ona bezposrednie
dziatanie wirusobdjcze bLF wobec czastek EV-E oraz dziatanie ochronne wobec komorek
MDBK - tak jak to wskazywane jest w przypadku prac dotyczacych ludzkich enterowirusow,
a co jest wyjatkowe, ze stwierdzita iz silne dziatanie przeciwwirusowe bLF wobec EV-E jest
rejestrowane po adsorpcji tego wirusa. Natomiast wskazata, ze bLF hamowato replikacje
wirusa w komorce gtownie we wezesnych etapach zakazenia. Przeprowadzone eksperymenty
dotyczace przeciwwirusowego dziatania bLF wobec EV-E uwzgledniaty warto$¢ temperatury
kontaktu zgodnie z polska norma, opisujaca okreslenie wirusobojczego dziatania $rodkow
dezynfekcyjnych i antyseptycznych stosowanych w weterynarii, ale nie mozna jednak

wykluczy¢ bezposredniej interakcji bLF z czasteczkami EV-E w $rodowisku kwasnym.
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Ponadto zaobserwowana w modelu komorkowym MDBK aktywno$¢ przeciwwirusowa bLF
wobec EV-E data mozliwo$¢ wskazania, ze moze odzwierciedla¢ fizjologiczng funkcj¢ bLF w
organizmie mtodych ssakow w tym cielat. Ponadto zastosowany w badaniach szeroki zakres
badanych stezen bLF obejmowat wartosci zblizone do fizjologicznych, jak i wysokie, ktore w
warunkach in vitro hamowaty replikacje¢ wirusa w komoérkach MDBK. Takze ciekawym
efektem badan jest wskazany wptyw bLF na zywotno$¢ komorek. Ciekawe byty tez wyniki
badan immunologicznych, a dotyczace zmian zaobserwowanych po zakazeniu PBMC przez
EV-E w dawce MOI=1, w zakresie podwyzszenia jedynie poziomu ekspresji genéw /L2 oraz
NFxB w komorkach niestymulowanych mitogenami takimi jak ConA i LPS, a nie wplywato na
aktywno$¢ komorek nimi stymulowanych. Zapewne efekt immunomodulujacego wptywu bLF
na -ogolnie nazywajac- makroorganizm w tym przypadku zwierzat, wymagatby rozszerzenia
cech, czy wickszej ilosci analizowanych danych. Natomiast analizowany wplyw bLF na
aktywno$§¢ PBMC bydta zakazonych EV-E wykazal wyrazng zalezno$¢ od st¢zenia biatka.
Nasilenie w komorkach niestymulowanych mitogenami ekspresji /FN a i S, IL2 i czynnika
NFkB. Wskazuje to na wczesng aktywacje odpowiedzi przeciwwirusowej, co zapewne ma
znaczenie przy we wczesnym etapie zakazenia tym wirusem. Takze zwigkszona ekspresja IFN
typu I (/FNa i IFNS) w komorkach zakazonych EV-E i inkubowanych z niskimi st¢zeniami
bLF wskazuje, ze zdolnos¢ tego biatka do indukcji interferondéw ma charakter konserwatywny
gatunkowo 1 jest elementem jej aktywnos$ci przeciwwirusowej, jak i powoduje ksztaltowanie
pamigci immunologicznej. Doktorantka wskazata tez na aspekt praktyczny przeprowadzonych
badan podajac, ze otwieraja one mozliwos¢ zastosowania bLF jako naturalnego skladnika
preparatow o dziataniu przeciwwirusowych i immunomodulujagcym w profilaktyce zakazen
enterowirusowych u bydla, a szczegélnie u cielat. Ponadto zaobserwowane dwufazowe
dziatanie bLF wskazuje, ze biatko to moze wspiera¢ réwnowage immunologiczng zwierzat i
ogranicza¢ nadmierng odpowiedz zapalng. Te wtasciwosci tego bialka stanowia, ze moze ono
by¢ takze dodatkiem paszowym, jak i preparatow poprawiajacych kondycj¢ zdrowotng i
dobrostan zwierzat, bez stosowania ostonowej antybiotykoterapii w zakazeniach wirusowych.

Ponadto model interakcji bLF z EV-E moze stanowi¢ wzorca do badan nad mechanizmami
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odpornosci przeciwwirusowej u innych niz bydlo gatunkéw zwierzat, bedac naturalnym
czynnikiem profilaktyki i terapii zakazen wirusowych.

Doktorantka finalnie wnioskuje w 9 punktach, ktére potwierdzaja przedstawione cele pracy i
podaja uzasadnienie hipotez wytypowanych w dysertacji. W tym miejscu chciatabym poprosié¢
Doktorantke o zaproponowanie optymalnego — wedtug Jej oceny — schematu postepowania

metodycznego w zakresie stosowania bLF w profilaktyce zakazenia bydta wirusem EV-E.

W podsumowaniu mojej oceny stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska spetnia wszystkie warunki okreslone w art.187 ust. 1 12 ustawy z dnia 20 lipca 2018r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 poz.1571 ze zm.). Autorka wykazata
0g6lnag wiedzg teoretyczng, umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a takze
rozwigzata problem naukowy.

Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr inz. Matgorzaty Wrobel do dalszych etapow postepowania

doktorskiego.
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