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,,Charakterysfyka molekularna szczep6w wirusa biegunki bydla i choroby blon

Sluzowych (BVDV) oraz analiza transkryptomu kom6rek zakaLonych tym wirusem"

Wirus biegunki bydta i choroby blon Sluzolvych (ang. bovine viral diarrhea virus -
mucosal disease - BVDV-MD) nale?y do rodziny Flaviviridae, rodzaju Pestivirus.

Wywolywana przez niego choroba wystgpuje na calym Swiecie i jest przyczynq znacznych

strat ekonomicznych w hodowli bydla. Szacuje sig, ze w Europie czgstoSd wystgpowania

zwierzqt serologicznie dodatnich w krajachbez systematycznej kontroli wirusowej biegunki

bydta wynosi od 60 do 85%, dlatego wszelkie badania poSwigcone zaka?eniom BVD,

mechanizmom chorobotw6rczoSci oraz drogom szerzenra sig wirusa wydaja sig byi w pelni

uzasadnione.

W przeslanej do oceny pracy doktorskiej mgr. rnZ. Pawel Miroslaw przedstawil

wyniki badan poSwigconych charakterystyce molekularnej szczepow BVDV oraz badah nad

transkryptomem kom6rek nim zakahony ch.

Uklad redakcyjny ocenianej dysertacji odpowiada wymogom stawianym pracom

naukowym. Liczy ona 142 strony wydruku komputerowego, w tym streszczenie w jgzyku

polskim i angielskim, spis treSci, wykaz skr6t6w, wstgp, cel pracy, materiaLy i metody,

wyniki, dyskusjg, wnioski, i piSmiennictwo. Dokumentacja jest bardzo bogata i obejmuje 29

rycin i 12 tabel umiejgtnie wLqczonych w tekst pracy.

Praca porusza interesuj4ce zagadmenra zarowno z praktycznego, jak i naukowego

punktu widzenia. Dotyczy choroby o duzym znaczenru ekonomicznym, stanowi4cej

zagro2enie dla hodowli bydla na Swiecie. Fakt, iz mimo podjgtych szerokich pr6b opanowania

ognisk BVD-MD, choroba w dalszym ciqgu notowana jest na calym Swiecie, w tym w Polsce,

stanowi v,rystarczajqcy i uzasadniony pow6d podjgcia przez Doktoranta badan. Decyzjg o

rcahzacjr przedstawionych w pracy badari podj4t on z peLnq SwiadomoSci4 spodziewanych

trudnoSci zwlaszcza zwtqzanych z nakladem praay oraz interpretacjq znacznej iloSci wynik6w



badari molekularnych i genetycznych, ale r z nadziej4 2e wyniki przeprowadzonych badari

przyczynry sig do lepszej charakterystyki szczepow wirusa i lepszego poznania jego

chorobotw6rczoSci.

Dotychczasowe opracowania dotyczqce wirusa biegunki bydLa i choroby blon

Sluzowych odnosz4 sig w wigkszoSci do prewalencji zaka2eri tym patogenem w populacji

rodzimego bydla. W zasadzie do tej pory tylko w nielicznych pracach zaprezenlowano

szczegol.ow4 charakterystykE molekularn4 polskich szczepow BVDV, a tym bardziej nie

analizowano transkryptomu kom6rek zakahonych tym wirusem. Dlatego teL badania

Doktoranta nale?y uzna1 za nowatorskie, przyczymajqce do lepszego poznanra choroby i jej

czynnika etiolo gicznego.

W tym kontekScie podjgcie przez mgr. inL Pawla Miroslawa badah dotycz4cych

zagadnieh zaprezentowanych w tytule pracy naleLy uznad za trafne i w pelni uzasadnione

zar6wno w aspekcie poznawczym, jak i praktycznym.

Pracg rozpoczyna, poprzedzony streszczeniem w jgzyku polskim i angielski, spisem

treSci oraz Wkazem skr6t6w, trzydziestojednostronicowy wstgp. Wydaje sig, ze ta czE66

doktoratu jest zbyt obszerna, jednak by m6c wlaSciwie zrozumret ideg badari mgr. rnL. Pawla

Miroslawa konieczne bytro przedstawienie we wstgpie dokladnego r przejrzystego opisu

technik i problem6w badawczych, kt6re stanowily ich sedno. We wstgpie Doktorant

przedstawil szczegolowo opis wirusa BVD-MD, wykorzystanie mikromacierzy w analizie

profili ekspresji gen6w, a takhe zjawiska odpornoSci wrodzonej i nabytej w stosunku do

omawianego patogenu. Pomimo znacznej objgtoSci, wstgp powinien zostal uzupelniony o

informacje dotycz4ce sytuacji epizootycznej BVD-MD w Polsce, co pokazalo by jak istotny

jest to problem w populacji rodzimego bydla i dlaczego badania nad t4 chorob4 majqtak duhe

znaczenie.

Wstgp wskazuje na dobr4 znajomoSi przez Doktoranta badanej tematyki i

piSmiennictwa. W zasadzie jest on tak napisany, 2e tzasadnia celowoSi prowadzenia

zaproponowanych przez Doktoranta badanipozwalana sformulowanie ich ostatecznego celu,

kt6ry logicznie wyplywa z przedstawionego we wstgpie opisu, Badania prezentowane w tej

pracy mialy na celu charakterystykg molekulan4izolat6w terenowych wirusa biegunki bydla

(BVD) oraz podjgcie pr6by zbadania zmian poziom6w ekspresji gen6w i identyfikacjg

aktywowanych lub tlumionych szlak6w metabolicznych oraz sygnalowych na wczesnym

etaoie zakazent a ho dowli kom6rkowei wirusem B VD.



W Rozdziale ,,Materialy i Metody", liczqcym 20 stron Autor opisal u?yte w pracy

materraly oraz metodyki badawcze. Przedstawil metodykE badaf filogenetycznych oruz

analrzE transkryptomrcznE, opisuj4c dokladnie kaldy z elapow prowadzonychanahz.

Badania molekularne i f,rlogenetyczne przeprowadzono na reprezentatywnej iloSci

pr6bek (9290 pr6bek). Ich metodyka zostaLa przedstawione wlaSciwie, aczkolwiek

niepotrzebnie Doktorant opisywal szczegolowo rozdzial elektroforetyczny produkt6w PCR

(podrozdzial 3.1.4). Elektroforcza jest dzi6 rutynowo wykonywan4 technika, wigc w mojej

opinii v'rystarczyloby jedynie napisa6 w pracy, 2e produkty PCR byLy anahzowane w procesie

elektroforezy w l,5oh aelu agarczorym. W przypadku podrozdziaNu 3.L3 bardziej trafnym

tytulem niz ,,Przygotowanie RT-PCR", wydaje sig ,,Przeprowadzenie RT-PCR". Doktorant

nie optymahzowal metody, poslugiwal sig starterami dostgpnymi w publikacjach, wigc trudno

tu m6wii o samodzielnymprzygotowaniu tego badania.

SpoSr6d dodatnich pr6bek BVDV, dla kt6rych uzyskano produkty amplifikacji w

obrgbie 5'UTR do amplifikacji regionu E2 wybrano tylko 30. W tekScie pracy naleLaloby

vtryIlumaczyt dlaczego akurat taka liczba pr6bek byla anahzowana dla genu F,2, a nie

wszystkie dodatnie dla 5'UTR.

W rozdziale ,,Analtza transkryptomiczna", w podrozdziale 3.2.4. Autor nie podaje co

stanowilo wzorzec mas wykorzystywany przy pomiarue stghenia RNA, a Iakle jakiego

barwnika uLyto podczas tej procedury.

Og6lnie rozdziaN ,,Materral i Metody", choi doSc obszerny, napisany jest bardzo

przejrzyicie, dzigki czemu badanra przeprowadzone przez Doktoranta mog4 byd bez

wiEkszego problemu powt6rzone przez innych badaczy. Na szczeg6lne uznanie zasluguje

bardzo jasno I rzeczowe opisanie badanra z wykorzystaniem mikromacierzy, zwlaszcza w

odniesieniu do poZniejszej analizy uzyskanych wynikow.

Wyniki stanowi4 najbardziej rozbudowanq czE\c doktoratu. Zostaly one przedstawione

na 37 stronach tekstu, w kt6ry umiejgtnie wlqczono ryciny i tabele, starannie opracowane i

czytelne.

W pierwszej czgSci wynik6w Autor przedstawil pokrewienstwo badanych szczepow

terenowych oraz referencyjnych BVDV. Doktorant v'rykazal, ze wszystkie szczepy wirusa

naleZaly do gatunkuBVDV-I orazdo siedmiupodtyp6w 1b, 1g, lf, 1d, 1r, 1s i 1e.

Zwwzgta z tego samego stada byly zakahone tym samym podtypem, a procent

identycznoSci sekwencji migdzy izolatami wirusa na poziomie stada byL bardzo wysoki.

Wyniki badafr filogenetycznych zestawiono w postaci dendrogram6w prezentuj4cych

podobieristwo sekwencji nukleotydowych badanych odcink6w gen6w wirusa. W tej czEici



pracy Doktorant nie przedstawil mgdzie rycin obrazuj4cych wyniki rozdzialu

elektroforetycznego produkt6w amplifikacji, co w mojej ocenie powinno siE znale26 w

doktoracie, tym bardziej, 2e w Materiatach i metodach doSi szczeg6Lowo opisal proces

elektroforezy.

W dalszej czEici Wynik6w Doktorant przedstawitr profil ekspresji gen6w kom6rek

MDBK eksperymentalnie zakazonych wirusem BVD wykorzystuj4c do tego celu metodg

oligonukleotydowych mikromacierzy ekspresyjnych. Ta czE66 ptacy zostala wykonana i

zaprezentowana doskonale. Swiadczy o du2ym potencjale Doktoranta jako badacza, kt6ry

wykorzystuje nowoczesne technikibadawcze i potrafi wlaSciwie interpretowai ich wyniki, co

w przypadku badari nad zmianami ekspresji gen6w wcale nie jest proste. Analiza zmrany

profilu ekspresji gen6w kom6rek MDBK 24 i 72h po zakaheniu szczepem cytopatycznym

(cp) wirusa wykazala, 2e wzmohonej ekspresji ulegaly geny koduj4ce chemokiny GRO1

(CXCLI) oraz CXCL8 (IL-8), Najwigkszy spadek poziomu ekspresji dotyczyl genu

koduj4cego asporyng (ASPN), genu koduj?cego kasetE biatka macierzy zewnqtrzkom6rkowej

(ECM2) oraz genu koduj4cego S-transferazg glutationu A.2 (GSTA2). Geny o zwigkszonej

ekspresji powi4zane byty z procesami regulacji biologicznej i procesami kom6rkowymi oraz

ich regulacj4. W przypadku gen6w o obni2onej ekspresji molna zauwa2y6, ze wigksza ich

czEic zwiqzana jest z procesami metabolicznymr. Gl6wn4 funkcj4 molekulam4 tych gen6w

jest wi4zanie bialek, atakhe aktywnoSi katahtyczna.

Ta sama anahza z vrrykorzystaniem szczep6w niecytopatycznych (ncp) BVDV

WkazaNaw zakahonych kom6rkach MDBK zwigkszon4 ekspresjg gen6w bior4cych udzial w

procesach biologicznych i kom6rkowych oraz w regulacji tych proces6w. SpoSr6d gen6w o

obnizonej ekspresji wiEksza ich czgSi bytra zwrEzana z procesami metabolicznymi.

Mgr. rnL. Pawel Mirostraw wykazal, 2e pod wplywem zakahema szczepami ncp

zmianom ekspresji ulegtro mniej gen6w nrL w nastgpstwie zakahenra szczepami cp. Tym

samym zaka2enie szczepamr ncp mialo znacznie mniejszy wplyw na funkcjonowanie

kom6rek niL zakalenie szczepem cp. ZakaAeme szczepem cp wywolalo znacznie wylsze

zmiany poziom6w ekspresji gen6w nrL szczepami ncp. Geny regulowane wskutek zakazenia

szczepem cp wzbogacily wigksz4 ilold szlakow niz te regulowane przez szczepy ncp co

potwierdza ich duzy wplyw na funkcjonowanie kom6rek, zmiany degeneracyjne, czy wej$cie

w proces apoptozy. Zakahenie szczepem cp w przeciwienstwie do zakahenra szczepamr ncp



wywolalo r6wniez wzbogacenie szlak6w zwiqzanych z ukladem immunologicznym

s zl ak6w zw razanv ch z metab olizmem.

W przypadku obu biotyp6w wirusa, po zakaheniu kom6rek MDBK wzbogacone

zostaly szlaki odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy.

W licz4cym 28 stron rozdziale,,Dyskusja" Doktorant podkreSlil, 2e przeprowadzone

badanra s4 jednymi z niewielu dotycz4cych analizy filogenetycznej BVDV w Polsce. Ich

wyniki wskazujq, 2e lic,zba podtyp6w BVDV w Polsce wzrosla, ale BVDV-1b jest nadal

podtypem dominuj4cym. Wyniki badari Doktoranta nie potwierdzajq by rodzime bydlo

ulegalo zakaheniu BVDV-2 i BVDV-3. Co ciekawe zakahema BVDV Doktorant zanotowal w

6 stadach, w kt6rych stosowano immunoprofrlaktykg swoist4 przeciwko chorobie w oparciu o

preparaty inaktywowane zawieraj4ce BVDY-Ia, co mohe wskazywai na brak skutecznoSci

tego typu szczepien.

W dyskusji Doktorant podkreSlil, 2e analiza transkryptomu kom6rek MDBK

zakahonych wirusem BVD pozwolila na wyodrgbnienie szeregu gen6w, kt6rych ekspresja

ulegla zmtanie w wyniku zakahenia, przy czym wirus BVD jest w stanie indukowai zmrany

ekspresji zr6Znicowanej liczby gen6w w zalelnoSci od rodzaju kom6rek, w kt6rych sig

namnaZa. Ponadto niecytopatyczne szczepy wirusa BVD, kt6re stanowr4 zdecydowan4

wigkszoSi szczepow izolowanych od zwierzq|, v,rywoluj4 mniej nasilone zmrany na poziomie

transkryptomu ni2 szczepy cytopaty czne.

Mgr, inz. Pawel Miroslaw, poprawnie i umiejgtnie podjEl pr6bg krytycznej anahzy r

oceny uzyskanych wynik6w, konfrontuj4c je z literatur4 2rodtowq. W czgSci dyskusji

dotyczqcej badania transkryptomu odnosi sig wraZenra,2e nieco zbyt czqsto Autor povtrtarza

informacje zaprezentowane juL w wynikach, zamrast skupii sig na konfrontowaniu wlasnych

rezultat6w z danymr literaturowymi, Po czgSci wynika to z faktu, rL nte ma wielu publikacji

na tym polu. Niemniej jednak w mojej ocenie w pracy powinny znale1c sig odniesienia do

publikacji dostgpnych wbazach internetowych jak: ,,Liu C, Liu Y, Liang L, Cui S,ZhangY.:

RNA-Seq based transcriptome analysis during bovine viral diarrhoea virus (BVDV) infection.

BMC Genomics. 2019 OII24;20(I):774", czy "Lopez BI, Santiago KG, Lee D, Ha S, Seo K.;

RNA Sequencing (RNA-Seq) Based Transcriptome Analysis in Immune Response of

Holstein Cattle to Killed Vaccine against Bovine Viral Diarrhea Virus Type L Animals

(Basel). 2020 Feb 2I;10(2):344".



Doktorant dowiodtr nie tylko bardzo dobrej znajomoSci badanej problematyki, ale

r6wnieL umiejgtnoSci weryfikacji wynikow badan wlasnych w kontekScie wynik6w

uzyskanych przez innych autor6w. W dyskusji Autor przedyskutowal w zasadzie kazdy

aspekt prowadzonych badan. Na uznanie zastruguje spos6b, w jaki mgr. inZ. Pawel Miroslaw

v'rytlumaczyl wplyw zakaLefi BVDV (zar6wno cp, juk i ncp) na przebieg cyklu

kom6rkowego, nasilenie apoptozy, przebreg proces6w metabolicznych, proces6w

immunologtcznych i homeostazy organizmu. Pozwala to lepiej poznac patogenezg wirusowej

biegunki bydla i choroby blon Sluzowych oraz powoduje, 2e pracama wyd?wigk praktyczny

- umoZliwiaj4c lepsze zrozumienie istoty tej choroby.

Praca zakoiczona jest pigcioma wnioskami, kt6re logicznie wynikaj4 z kontekstu

doktoratu i stanowi4 jego podsumowanie.

Wykaz piSmiennictwa krajowego i zagranicznego jest bardzo bogaty, (liczy 305

pozycji), co Swiadczy o zdolnoSci doboru wlaSciwych material6w 2r6dlovrych do analizy

wynik6w i dyskusji w ramach tematyki bgd4cej przedmiotem badari.

Reasumuj4c stwierdzam) ze przedstawione w pracy zagadnienia stanowi4 waLne

uzupelnienie dotychczasowej wiedzy dotycz4cej zmiemoSci genetycznej BVDV i patogenezy

wirusowej biegunki bydta i choroby blon Sluzolvych. Uzyskane wyniki s4 w mojej ocenie

wartoSciowe zwlaszcza z uwagi na fakt, i2 jest to pierwsze tego typu opracowanie zwlaszcza

dotycz4ce badan nad transkryptomem BVDV w Polsce. Praca zawiera elementy nowatorskie,

zostala wykonana metodycznie poprawnie, a wynikibadahmajq duhe znaczenre poznawcze.

OczywiScie szczegolowa anahza rczptary ujawnia pewne niedoci4gnigcia na kt6re

czgSciowo zwrociLem uwagg w treSci recenzji

Autor powinien byd bafiziej precyzyjny w stosowaniu terminologii weterynaryjnej.

np. na str. 8 pisze ,,gl6wne objawy to: przemijaj4ce leukopenia....". Leukopenia nie jest

objawem, tylko nieprawidlowoSci4 hematologrczn1. Na str. 9 zamrast,,wigkszoSi zwrerzyt

zdrowrala", lepiej uIyc sl6w ,,wigkszoSc zwretz4t powracala do zdrowia", Na str. 2l

Doktorant pisze ,,wirusy to obligatoryjne pasozyty" co nie jest prawd4, Pasozyty do

organizmy kom6rkowe, do kt6rych z pewnoSci4 nie zahcza sig wirus6w.

Te i wczesniejsze uwagi maja,w wiEkszoSci charakter porz4dkowy i nie wplywajE na

pozylywn4 oceng recenzowanej rczprawy, Doktorantwlo?yl wiele pracy w wykonanie badari,

wywtqzujqc siE w pelm z zadaf okreSlonych w celach badawczych.

W konkluzji stwierdzam, 2e praca doktorska pt.: "Charakterystyka molekularna

szczep6w wirusa biegunki bydla i choroby blon Sluzowych (BVDV) oraz analiza

transkryptomu kom6rek zakaLonych tym wirusem" odpowiada warunkom okreSlonym w



art, 13 ustawy z dnta 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o

stopniach i tytule w zakresie sztuki, dlatego przedkladam Wysokiej Radzie Naukowej

Pahstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Paristwowego Instytutu Badawczego w Putawach

wniosek o dopuszczenie mgr. inZ. Pawla Miroslawa do dalszych etap6w przewodu

doktorskiego, Jednoczesnie w zwiqzku z tym, i2 praca jest nowatorska dotyczy bardzo

aktualnego problemu w hodowli bydla, a zaprezentowane w niej wyniki maj4 szansq byi

szeroko cytowanymi, (co po czgi:ci juL ma miejsce np. w praay Gao X, Niu C, Wang Z, Jra S,

Han M, Ma Y, Guan X, Wang L, Qiao X, Xu Y.: Comprehensive analysis of lncRNA

expression profiles in cytopathic biotype BVDV-infected MDBK cells provides an insight

into biological contexts of host-BVDV interactions. Virulence. 2021 Dec;12(1):20-34,)

wnioskujg o wyr6znienie ocenianej rozprawy doktorskiej stosowana nagrodg Dyrektora PIW-

PIB w Pulawach.
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