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Akwakultura stanowi istotny element §wiatowej gospodarki rolno-spozywczej. Infekcje
wirusowe ryb s powaznym zagrozeniem dla rozwoju tej dziedziny gospodarki ze wzgledu na
mozliwos¢ duzych strat wywolanych szybkim szerzeniem sie patogenéw w $rodowisku
wodnym. Istnieje zatem konieczno$¢ prowadzenia badan podstawowych w zakresie
mechanizméw wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej u ryb, co moze w przysztosci
przyczyni¢ si¢ do rozwoju akwakultur, ale rowniez do ochrony szeroko pojetych siedlisk ryb w
obliczu zagrozenia wyginieciem. Danio pregowany (Danio rerio) zaliczany do karpiowatych
stanowi doskonaly organizm modelowy, o dobrze poznanej biologii, scharakteryzowanym

genomie i fatwosci manipulacji w warunkach laboratoryjnych.

Przedstawiona do oceny dysertacja zawiera na 152 stronach wszystkie wymagane
rozdziaty. We wstgpie Doktorantka opisuje szczegoétowo ryby karpiowate wykorzystywane do
badan odpowiedzi przeciwwirusowej oraz charakteryzuje zakazenia wirusowe stanowiace

najwigksze zagrozenie dla hodowli, takie jak wirus wiosennej wiremii karpia (spring viremia




of carp virus, SVCV), chum salmon reovirus (CSV) oraz wirus TiLV (tilapia lake virus).

Wymienione zakazenia wirusowe ryb sg w dalszej czesci przedmiotem badan Autorki.

W dalszej kolejnosci Doktorantka szczegélowo opisuje udzial receptoréw
rozpoznajacych wzorce (PRP), tym receptory RLR (RIG-I-like receptors) oraz nienalezgce do
RLR DExD/H-box RNA helikazy i ich udzial w przebiegu transdukcji sygnatu odpowiedzi
przeciwwirusowej w komorce. Nastepnie w sposob wyczerpujacy opisuje wystepowanie i role
interferondéw typu I oraz cytokin prozapalnych u ryb. Szczegotowos¢ przedstawionego opisu
odpowiada tresci pracy przegladowej stanowiacej sktad rozprawy doktorskiej, zatytulowanej
,»Cytosolic sensors for pathogenic viral and bacterial nucleic acids in fish” opublikowanej w
International Journal of Molecular Sciences, 2020; 21:7289. Przedstawiona praca przegladowa,
w ktorej Doktorantka ocenia swoj udzial na 30%, jest wszechstronng, poréwnawcza praca
przegladowa umozliwiajacg poznanie wewnatrzkomorkowych sensoréw rozpoznajacych PRP
oraz uruchamianych przez nie szlakéw odpowiedzi immunologicznej u ryb. Na szczegolng
uwage w tej pracy zastuguje wysilek wlozony w charakterystyke oraz ocene roli szlakow

molekularnych u ryb w poréwnaniu do pozostatych kregowedw, w tym gldwnie ssakow.

W dalszej czgsci wstgpu Autorka opisuje szczegélowo mechanizmy wrodzonej
odpornosci przeciwwirusowej w obrebie centralnego uktadu nerwowego u ryb, ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli komérek glejowych: astrocytow i mikrogleju. Szeroko opisane zostaty
zachowania chorobowe, czyli zjawisko zmian zachowania zwierzat podczas infekcji i/lub
zapalenia, oraz rola cytokin prozapalnych w regulacji taknienia, aktywnosci lokomotorycznej

oraz w indukcji tzw. goraczki behawioralnej.

W mojej opinii wstep do rozprawy stanowi dobre i wyczerpujace wprowadzenie do
tematyki rozprawy doktorskiej. W swojej rozprawie doktorskiej Doktorantka postawita
hipotezg badawczg zaktadajaca, ze szlak aktywacji IFN typu I w odpowiedzi przeciwwirusowej
jest silnie konserwatywny, a opisane u ssakéw DExD/H-box RNA helikazy sa takze
zaangazowane w aktywacje odpowiedzi przeciwwirusowej u ryb. Ponadto, zatozono, ze szlak
Ifn typu I aktywowany w wyniki infekcji wirusowej mozgu prowadzi do stanu zapalnego i
powigzanych z nim zmian zachowania zwierzat. Cel badawczy Doktorantka realizowata przy
uzyciu dwoch gatunkéw ryb karpiowatych — danio pregowanego oraz karpia, zakazanych
trzema wirusami: SVCV, CSV oraz TiLV.

Wyniki badafi Doktorantka przedstawita w formie dwoch publikacji oryginalnych. W
pierwszej publikacji zbadata role¢ DExD/H-box RNA helikaz (Dx1, Dx3, Dx9, Dx21, Dx36) w




aktywacji nieswoistej odpowiedzi przeciwwirusowej u ryb. W publikacji postuzyta sig
metodami analizy filogenetycznej pigciu form helikaz RNA, a nastepnie sprawdzita poziom ich
ekspresji konstytutywnej w tkankach danio pregowanego i karpia, oraz linii komorkowej ZF4.
Wyniki pokazaly obecnos¢ transkryptdw wszystkich pieciu helikaz w badanych tkankach oraz
wzrost ekspresji wybranych helikaz podczas infekcji komoérek ZF4 wirusem SVCV oraz w
tkankach danio pregowanego oraz karpia zakazonych SVCV i CSV. Jak stusznie zauwazyta
Doktorantka w Dyskusji, udato si¢ wykazaé, ze helikazy RNA mogg by¢ zaangazowane w
aktywacje wrodzonej odpowiedzi przeciwwirusowej, chociaz miarodajng odpowiedZ na to
pytanie moglyby przynies¢ badania z wykorzystaniem mutantéw z wylgczonymi genami

helikaz, a w szczegdlnosci genu ddx /.

W drugiej publikacji oryginalnej Doktorantka podjeta si¢ okreslenia ekspresji genow
szlaku IFN typu I oraz cytokin pro- i przeciwzapalnych, zbadania aktywacji mikrogleju i
astrocytdow w mozgu danio pregowanego podczas zakazenia wirusem TiLV oraz opisania
zachowan chorobowych ryb w przebiegu tego zakazenia. Praca ta stanowi oryginalny wktad
badawczy w poznanie dlugotrwalej neuroinfekcji u ryb oraz jej wptywu na neurozapalenie oraz
zachowanie ryb. Najciekawszym aspektem tej pracy jest wykazanie dlugotrwalego
wystepowania zakazenia TiLV w mozgu (do 90 dni po zakazeniu) oraz powigzanego z nim
stanu zapalnego utrzymujacego si¢ do 45 dni po zakazeniu. Dtugotrwaty stan zapalny w wyniku
utrzymujacego si¢ zakazenia moézgu jest zjawiskiem dos¢ powszechnie stwierdzanym u
ssakow, jednak do chwili obecnej mato zbadanym dla ryb. Stanowi to o oryginalnosci
przeprowadzonych badan oraz ich wkladzie w stan wiedzy o neurozapaleniu u kregowcow. W
dalszej kolejnosci pracy zawarte sa obserwacje korelacji neurozakazenia ze zmianami
zachowania (krotszy dystans, zmniejszona aktywno$¢é lokomotoryczna, nietypowy ruch

spiralny), spadek wagi ciala u osobnikéw dorostych, zakazonych TiLV.

Wazng czgscig rozprawy doktorskiej jest przeprowadzona na 12 stronach Dyskusja, w
ktorej omowione zostaty uzyskane wyniki w oparciu o ponad 200 pozycji literaturowych oraz
cztery tabele pogladowe. Autorka dokonuje wszechstronnej i celnej analizy, nie uciekajac od
mozliwosci alternatywnych wyjasnien uzyskanych wynikéw w stosunku do zakltadanej
hipotezy badawczej, co $wiadczy o dojrzatosci naukowej i umiejetnosci krytycznego spojrzenia
na pozyskane wyniki. Autorka formutuje wnioski w Scistym powigzaniu z uzyskanymi

wynikami badan.

W obowigzku recenzenta pozostaje mi jednak zadaé pytania zwigzane bezposrednio ze

sposobem wykonywania badan, ktéry mogt wptywac¢ na wyniki i ich interpretacje.




- Czy zakazenie TiLV mozna uzna¢ za infekcje persystentna? Czy co$ wiadomo na
temat komorek (astrocyty/neurony, komoérki endotelialne), ktore zakaza TiLV? Mikroglej
zzwyczaj nie ulega zakazeniu, podobnie jak monocyty, ze wzgledu na silng i szybka odpowiedz
nieswoistg. Zatem jakie komorki stanowig miejsce dtugotrwalego zakazenia (persystencii)

TiLV w mézgu danio rerio?

- Dlaczego badania behawioralne przeprowadzono w 6 i 11 dniu po zakazeniu, wiedzac
(lub nie), ze infekcja utrzymuje si¢ do 90 dnia po zakazeniu, za$§ neurozapalenie do 45?
Zbadanie zmian w zachowaniu w dhuzszej perspektywie czasowej wniostoby duzg warto$é do
zbadania korelacji neurozapalenie wywolane dlugotrwatym zakazeniem a zmiany w

zachowaniu ryb.

- Aktywacje mikrogleju zbadano w ciggu 48h przy wykorzystaniu transgenicznych larw
Tg(mpegl.1:mCherryF)ump2 postugujac si¢ obrazami pozyskanymi przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej. Zwazywszy na mozliwo$¢ naciekania tkanki mézgu przez monocyty obwodowe,
w jaki sposoéb Doktorantka wykluczyta mozliwos¢ zaliczenia do ameboidalnych form
mikrogleju  obwodowych makrofagéw/monocytow zapalnych naciekajgcych miejsca

zakazenia?

- Czy Doktorantka rozwazala mozliwo$¢ wykonania badan histopatologicznych/przy
uzyciu mikroskopii konfokalnej majgcych na celu zidentyfikowanie charakteru
nacieku/komorek biorgcych udziat w neurozapaleniu w 14-45 dniu po zakazeniu TiLV u
osobnikow dorostych? Wzrost ekspresji cd68 oraz csflr wskazywalby na udzial mikrogleju o
fenotypie M1 (prozapalnym), jednak z badan nad innymi dhugotrwatymi neurozapaleniami
wywolywanymi przez wirusy (np. HSV-1) wiadomo, ze mikroglej moze przyjmowaé formy

posrednie pomiedzy formg prozapalng M1 a przeciwzapalng M2.

- Czy fakt pojawienia si¢ markera astrocytow we wczesnej fazie zakazenia TiLV nie

nalezy uzna¢ za typowa dla neurozakazen wirusowych astrocytoze?

- Na str 26 Wstepu Autorka wspomina o roli, jaka astrocyty odgrywajg w aktywacji i
kontrolowaniu migracji komérek odpornosciowych, w tym mikrogleju na terenie CUN. Trudno
si¢ z tym do kofica zgodzi¢, poniewaz w przypadku wielu innych zakazen CUN (wirus
scieklizny bgdz HSV) do mikrogleju nalezy aktywacja wczesnej, wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej majacej na celu aktywacje obwodowych, peryferyjnych mechanizméw

odpowiedzi immunologicznej, jak rowniez aktywacja astrocytow. Tej informacji zabrakto.




- Czy fakt utrzymywania si¢ neurozakazenia u danio pregowanego mozna jako$
powiaza¢ z biologia wirusa TiLV? Jest to efekt niespecyficzny zakazenia, czy tez stanowi

element jakiej$ strategii ewolucynej?

- Autorka pisze we wstepie o IL-8, jako o cytokinie prozapalnej. Oznaczenie genu cxcl8
sugeruje chemoking. By¢ moze nalezaloby to wyjasni¢ celem unikniecia nieScisto$ci.
Praca doktorska zawiera kilkanascie drobnych bltedéw edytorskich bez zwigzku z wartoscia

merytoryczng, ktore pomijam.

Rozprawa doktorska mgr Miriam Mojzesz jest napisana starannie, logicznie a poziom
merytoryczny Swiadczy o duzej wiedzy Autorki i umiejetnosci jej wykorzystania przy

formulowaniu zatozen pracy i dyskusji wynikow.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa jest oryginalnym i wartosciowym dorobkiem
mgr Miriam Mojzesz wniesionym do wiedzy o mechanizmach aktywacji wrodzonych reakeji
obronnych podczas infekcji wirusowej u ryb, jak rowniez do wiedzy dotyczacej ewolucyjnie

konserwatywnych mechanizméw funkcjonowania odpowiedzi przeciwwirusowe;.

Podsumowujac, rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki i tym samym wnoszg¢ do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Jagielloniskiego o dopuszczenie magister Miriam Mojzesz do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne

oraz wnioskuje o jej wyrdznienie.




