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»Charakterystyka molekularna szczepow wirusa biegunki bydla i choroby blon

sluzowych (BVDYV) oraz analiza transkryptomu komoérek zakazonych tym wirusem”

Wirus biegunki bydta i choroby blon §luzowych (ang. bovine viral diarrhea virus —
mucosal disease - BVDV-MD) nalezy do rodziny Flaviviridae, rodzaju Pestivirus.
Wywolywana przez niego choroba wystepuje na catym $wiecie 1 jest przyczyna znacznych
strat ekonomicznych w hodowli bydta. Szacuje si¢, ze w Europie czgstos¢ wystepowania
zwierzat serologicznie dodatnich w krajach bez systematycznej kontroli wirusowe]j biegunki
bydta wynosi od 60 do 85%, dlatego wszelkie badania poswiecone zakazeniom BVD,
mechanizmom chorobotwoérczosei oraz drogom szerzenia sie wirusa wydajg si¢ by¢ w petni
uzasadnione.

W przestanej do oceny pracy doktorskiej mgr. inz. Pawetl Mirostaw przedstawit
wyniki badan poswigconych charakterystyce molekularnej szczepéw BVDV oraz badan nad
transkryptomem komorek nim zakazonych.

Uklad redakcyjny ocenianej dysertacji odpowiada wymogom stawianym pracom
naukowym. Liczy ona 142 strony wydruku komputerowego, w tym streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, spis tresci, wykaz skrotdw, wstep, cel pracy, materiaty i metody,
wyniki, dyskusje, wnioski, i pi$miennictwo. Dokumentacja jest bardzo bogata i obejmuje 29

rycin i 12 tabel umiejetnie wlaczonych w tekst pracy.

Praca porusza interesujace zagadnienia zaréwno z praktycznego, jak i naukowego
punktu widzenia. Dotyczy choroby o duzym znaczeniu ekonomicznym, stanowigcej
zagrozenie dla hodowli bydta na $wiecie. Fakt, iz mimo podj¢tych szerokich préb opanowania
ognisk BVD-MD, choroba w dalszym ciggu notowana jest na calym $wiecie, w tym w Polsce,
stanowi wystarczajacy 1 uzasadniony powdd podjecia przez Doktoranta badan. Decyzje o
realizacji przedstawionych w pracy badan podjat on z pelng swiadomoscig spodziewanych

trudno$ci zwlaszcza zwigzanych z naktadem pracy oraz interpretacjg znacznej ilosci wynikow
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badan molekularnych i genetycznych, ale i z nadzieja ze wyniki przeprowadzonych badan
przyczynig si¢ do lepszej charakterystyki szczepdéw wirusa i lepszego poznania jego

chorobotworczosci.

Dotychczasowe opracowania dotyczace wirusa biegunki bydla i choroby blon
sluzowych odnosza si¢ w wiekszosci do prewalencji zakazen tym patogenem w populacji
rodzimego bydta. W zasadzie do tej pory tylko w nielicznych pracach zaprezentowano
szczegdtows charakterystyke molekularng polskich szczepdéw BVDYV, a tym bardziej nie
analizowano transkryptomu komérek zakazonych tym wirusem. Dlatego tez badania
Doktoranta nalezy uznaé za nowatorskie, przyczyniajace do lepszego poznania choroby i jej

czynnika etiologicznego.

W tym kontekscie podjecie przez mgr. inz Pawla Mirostawa badan dotyczacych
zagadnien zaprezentowanych w tytule pracy nalezy uznaé za trafne i w pelni uzasadnione
zardéwno w aspekcie poznawczym, jak i praktycznym.

Prace rozpoczyna, poprzedzony streszczeniem w jezyku polskim i angielski, spisem
tresci oraz wykazem skrétow, trzydziestojednostronicowy wstep. Wydaje si¢, ze ta czgs$é
doktoratu jest zbyt obszerna, jednak by mdc W%as’ciwie zrozumie¢ ide¢ badan mgr. inz. Pawla
Mirostawa konieczne byto przedstawienie we wstepie dokladnego i przejrzystego opisu
technik i probleméw badawczych, ktére stanowity ich sedno. We wstgpie Doktorant
przedstawil szczegdtowo opis wirusa BVD-MD, wykorzystanie mikromacierzy w analizie
profili ekspresji genéw, a takze zjawiska odpornosci wrodzonej i nabytej w stosunku do
omawianego patogenu. Pomimo znacznej objgtosci, wstep poWinien zostaé uzupetniony o
informacje dotyczgce sytuacji epizootycznej BVD-MD w Polsce, co pokazato by jak istotny
jest to problem w populacji rodzimego bydta i dlaczego badania nad tg choroba maja tak duze
znaczenie.

Wstep wskazuje na dobrg znajomo$¢ przez Doktoranta badanej tematyki i
pi$miennictwa. W =zasadzie jest on tak napisany, ze uzasadnia celowo$¢ prowadzenia
zaproponowanych przez Doktoranta badan i pozwala na sformutowanie ich ostatecznego celu,
ktory logicznie wyplywa z przedstawionego we wstepie opisu. Badania prezentowane w te]
pracy mialy na celu charakterystyke molekularng izolatéw terenowych wirusa biegunki bydta
(BVD) oraz podjecie préby zbadania zmian poziomoéw ekspresji genow i identyfikacje
aktywowanych lub tlhumionych szlakow metabolicznych oraz sygnatowych na wezesnym

etapie zakazenia hodowli komorkowej wirusem BVD.



W Rozdziale ,,Materiaty i Metody”, liczacym 20 stron Autor opisal uzyte w pracy
materialy oraz metodyki badawcze. Przedstawit metodyke badan filogenetycznych oraz
analiz¢ transkryptomiczna, opisujgc doktadnie kazdy z etapéw prowadzonych analiz.

Badania molekularne i filogenetyczne przeprowadzono na reprezentatywnej ilosci
probek (9290 probek). Ich metodyka zostata przedstawione witasciwie, aczkolwiek
niepotrzebnie Doktorant opisywat szczegdtowo rozdziat elektroforetyczny produktow PCR
(podrozdzial 3.1.4). Elektroforeza jest dzi$ rutynowo wykonywana technika, wiec w mojej
opinii wystarczytoby jedynie napisa¢ w pracy, ze produkty PCR byly analizowane w procesie
elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym. W przypadku podrozdziatu 3.1.3 bardziej trafnym
tytutem niz ,,Przygotowanie RT-PCR”, wydaje si¢ ,,Przeprowadzenie RT-PCR”. Doktorant
nie optymalizowatl metody, postugiwat si¢ starterami dostepnymi w publikacjach, wiec trudno
tu mowi¢ o samodzielnym przygotowaniu tego badania.

Sposréd dodatnich probek BVDV, dla ktérych uzyskano produkty amplifikacji w
obrgbie S’UTR do amplifikacji regionu E2 wybrano tylko 30. W tekscie pracy nalezatoby
wyttumaczy¢ dlaczego akurat taka liczba probek byla analizowana dla genu E2, a nie
wszystkie dodatnie dla S’UTR.

W rozdziale ,,Analiza transkryptomiczna”, w podrozdziale 3.2.4. Autor nie podaje co
stanowitlo wzorzec mas wykorzystywany przy pomiarze st¢zenia RNA, a takze jakiego
barwnika uzyto podczas tej procedury.

Ogélnie rozdziat ,Materiat i Metody”, cho¢ do§¢ obszerny, napisany jest bardzo
przejrzyscie, dzieki czemu badania przeprowadzone przez Doktoranta mogg by¢ bez
wiekszego problemu powtdrzone przez innych badaczy. Na szczegodlne uznanie zastuguje
bardzo jasno i rzeczowe opisanie badania z wykorzystaniem mikromacierzy, zwlaszcza w
odniesieniu do p6zniejszej analizy uzyskanych wynikow.

Wyniki stanowig najbardziej rozbudowang czg$¢ doktoratu. Zostaly one przedstawione
na 37 stronach tekstu, w ktory umiejetnie wiaczono ryciny i tabele, starannie opracowane i
czytelne.

W pierwszej czgsci wynikow Autor przedstawit pokrewienstwo badanych szczepdw
terenowych oraz referencyjnych BVDV. Doktorant wykazal, ze wszystkie szczepy wirusa
nalezaty do gatunku BVDV-1 oraz do siedmiu podtypéw 1b, 1g, 1f, 1d, Ir, 1s 1 le.

Zwierzeta z tego samego stada byly zakazone tym samym podtypem, a procent
identycznosci sekwencji migdzy izolatami wirusa na poziomie stada byl bardzo wysoki.
Wyniki badan filogenetycznych zestawiono w postaci dendrograméw prezentujacych

podobienstwo sekwencji nukleotydowych badanych odcinkow gendw wirusa. W tej czgsci
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pracy Doktorant nie przedstawit nigdzie rycin obrazujgcych wyniki rozdziatu
elektroforetycznego produktow amplifikacji, co w mojej ocenie powinno sie znalezé w
doktoracie, tym bardziej, ze w Materialach i metodach dos¢ szczegétowo opisat proces

elektroforezy.

W dalszej czesci Wynikow Doktorant przedstawit profil ekspresji genéow komorek
MDBK eksperymentalnie zakazonych wirusem BVD wykorzystujac do tego celu metode
oligonukleotydowych mikromacierzy ekspresyjnych. Ta cze$¢ pracy zostala wykonana i
zaprezentowana doskonale. Swiadezy o duzym potencjale Doktoranta jako badacza, ktory
wykorzystuje nowoczesne techniki badawcze i potrafi wlasciwie interpretowac ich wyniki, co
w przypadku badan nad zmianami ekspresji genéw wecale nie jest proste. Analiza zmiany
profilu ekspresji genow komérek MDBK 24 1 72h po zakazeniu szczepem cytopatycznym
(cp) wirusa wykazata, ze wzmozonej ekspresji ulegaly geny kodujgce chemokiny GROI
(CXCL1) oraz CXCLS8 (IL-8). Najwiekszy spadek poziomu ekspresji dotyczyl genu
kodujacego asporyng (ASPN), genu kodujacego kasete biatka macierzy zewnatrzkomorkowe;j
(ECM2) oraz genu kodujgcego S-transferaze glutationu A2 (GSTA2). Geny o zwigkszonej
ekspresji powigzane byly z procesami regulacji biologicznej i procesami komorkowymi oraz
ich regulacjg. W przypadku gendéw o obnizonej ekspresji mozna zauwazy¢, ze wigksza ich
cze$¢ zwigzana jest z procesami metabolicznymi. Glowng funkcjg molekularng tych genow

jest wigzanie biatek, a takze aktywnos$¢ katalityczna.

Ta sama analiza z wykorzystaniem szczepdw niecytopatycznych (ncp) BVDV
wykazata w zakazonych komorkach MDBK zwiekszong ekspresje genéw bioracych udziat w
procesach biologicznych i komoérkowych oraz w regulacji tych proceséow. Sposrod gendéw o

obnizonej ekspresji wigksza ich czes$¢ byta zwigzana z procesami metabolicznymi.

Mgr. inz. Pawetl Mirostaw wykazal, ze pod wplywem =zakazenia szczepami ncp
zmianom ekspresji uleglo mniej gendw niz w nastepstwie zakazenia szczepami cp. Tym
samym zakazenie szczepami ncp mialo znacznie mniejszy wplyw na funkcjonowanie
komorek niz zakazenie szczepem cp. Zakazenie szczepem cp wywolalo znacznie wyzsze
zmiany poziomow ekspresji genéw niz szczepami ncp. Geny regulowane wskutek zakazenia
szczepem cp wzbogacily wigksza ilo§¢ szlakow niz te regulowane przez szczepy ncp co
potwierdza ich duzy wplyw na funkcjonowanie komorek, zmiany degeneracyjne, czy wejscie

w proces apoptozy. Zakazenie szczepem cp w przeciwienstwie do zakazenia szczepami ncp



wywolato rowniez wzbogacenie szlakow zwiazanych z ukladem immunologicznym oraz

szlakow zwigzanych z metabolizmem.

W przypadku obu biotypéw wirusa, po zakazeniu komorek MDBK wzbogacone

zostaly szlaki odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy.

W liczgcym 28 stron rozdziale ,,Dyskusja” Doktorant podkreslit, ze przeprowadzone
badania sg jednymi z niewielu dotyczgcych analizy filogenetycznej BVDV w Polsce. Ich
wyniki wskazujg, ze liczba podtypéw BVDV w Polsce wzrosta, ale BVDV-1b jest nadal
podtypem dominujagcym. Wyniki badan Doktoranta nie potwierdzajg by rodzime bydto
ulegato zakazeniu BYDV-2 1 BVDV-3. Co ciekawe zakazenia BVDV Doktorant zanotowal w
6 stadach, w ktoérych stosowano immunoprofilaktyke swoista przeciwko chorobie w oparciu o
preparaty inaktywowane zawierajace BVDV-1a, co moze wskazywaé na brak skutecznosei

tego typu szczepien.

W dyskusji Doktorant podkreslit, ze analiza transkryptomu komoérek MDBK
zakazonych wirusem BVD pozwolita na wyodrgbnienie szeregu genow, ktorych ekspresja
ulegta zmianie w wyniku zakazenia, przy czym wirus BVD jest w stanie indukowa¢ zmiany
ekspresji zréoznicowanej liczby genow w zaleznosci od rodzaju komoérek, w ktorych sig
namnaza. Ponadto niecytopatyczne szczepy wirusa BVD, ktore stanowig zdecydowang
wiekszo$¢ szczepow izolowanych od zwierzgt, wywotuja mniej nasilone zmiany na poziomie

transkryptomu niz szczepy cytopatyczne.

Mgr. inz. Pawel Mirostaw, poprawnie i umiej¢tnie podjat probe krytycznej analizy i
oceny uzyskanych wynikow, konfrontujac je z literaturg zrédlowa. W czesci dyskusji
dotyczacej badania transkryptomu odnosi si¢ wrazenia, ze nieco zbyt czesto Autor powtarza
informacje zaprezentowane juz w wynikach, zamiast skupi¢ si¢ na konfrontowaniu wlasnych
rezultatéw z danymi literaturowymi. Po czeséci wynika to z faktu, iz nie ma wielu publikacji
na tym polu. Niemniej jednak w mojej ocenie w pracy powinny znalez¢ sie odniesienia do
publikacji dostgpnych w bazach internetowych jak: ,,Liu C, Liu Y, Liang L, Cui S, Zhang Y.:
RNA-Seq based transcriptome analysis during bovine viral diarrhoea virus (BVDV) infection.
BMC Genomics. 2019 Oct 24;20(1):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 1. Animals
(Basel). 2020 Feb 21;10(2):344”.



Doktorant dowiddl nie tylko bardzo dobrej znajomosci badanej problematyki, ale
rOwniez umiejetnosci weryfikacji wynikéw badan wiasnych w kontekscie wynikow
uzyskanych przez innych autoréw. W dyskusji Autor przedyskutowal w zasadzie kazdy
aspekt prowadzonych badan. Na uznanie zastuguje sposob, w jaki mgr. inz. Pawel Mirostaw
wythumaczyt wpltyw zakazen BVDV (zaréwno cp, jak i ncp) na przebieg cyklu
komorkowego, nasilenie apoptozy, przebieg procesow metabolicznych, proceséw
immunologicznych i homeostazy organizmu. Pozwala to lepiej poznaé patogenezg wirusowej
biegunki bydta i choroby bton sluzowych oraz powoduje, ze praca ma wydzwigk praktyczny
— umozliwiajgc lepsze zrozumienie istoty tej choroby.

Praca zakonczona jest pigcioma wnioskami, ktére logicznie wynikajg z kontekstu
doktoratu i stanowig jego podsumowanie.

Wykaz pismiennictwa krajowego i zagranicznego jest bardzo bogaty, (liczy 305
pozycji), co swiadczy o zdolnosci doboru wihasciwych materiatéw zrodtowych do analizy
wynikow 1 dyskusji w ramach tematyki bedacej przedmiotem badan.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawione w pracy zagadnienia stanowig wazne
uzupetnienie dotychczasowej wiedzy dotyczacej zmiennoscei genetycznej BVDV i patogenezy
wirusowe]j biegunki bydta i choroby bton sluzowych. Uzyskane wyniki s w mojej ocenie
warto$ciowe zwlaszeza z uwagi na fakt, iz jest to pierwsze tego typu opracowanie zwlaszcza
dotyczace badan nad transkryptomem BVDV w Polsce. Praca zawiera elementy nowatorskie,
zostata wykor/lana metodycznie poprawnie, a wyniki badan maja duze znaczenie poznawcze.

OczywiScie szczegdtowa analiza rozprawy ujawnia pewne niedociggnigcia na ktére
czeSciowo zwrocitem uwage w tresci recenzji

Autor powinien by¢ bardziej precyzyjny w stosowaniu terminologii weterynaryjne;.
np. na str. 8 pisze ,,gldéwne objawy to: przemijajace leukopenia....”. Leukopenia nie jest
objawem, tylko nieprawidtowoscig hematologiczna. Na str. 9 zamiast ,,wigkszos¢ zwierzat
zdrowiata”, lepiej uzy¢ stow ,,wickszos¢ zwierzat powracata do zdrowia” Na str. 21
Doktorant pisze ,,wirusy to obligatoryjne pasozyty” co nie jest prawda. Pasozyty do
organizmy komorkowe, do ktorych z pewnoscia nie zalicza si¢ wirusow.

Te 1 wezesniejsze uwagi majg w wiekszosci charakter porzadkowy i nie wptywaja na
pozytywng oceng recenzowanej rozprawy. Doktorant wlozyt wiele pracy w wykonanie badan,
wywigzujgc sie w pelni z zadan okreslonych w celach badawczych.

W konkluzji stwierdzam, ze praca doktorska pt.. ”Charakterystyka molekularna
szczepéw wirusa biegunki bydla i choroby blon $luzowych (BVDYV) oraz analiza

transkryptomu komorek zakazonych tym wirusem” odpowiada warunkom okreslonym w
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art, 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki, dlatego przedkladam Wysokiej Radzie Naukowej
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego-Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach
wniosek o dopuszczenie mgr. inz. Pawla Mirostawa do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie w zwigzku z tym, iz praca jest nowatorska dotyczy bardzo
aktualnego problemu w hodowli bydta, a zaprezentowane w niej wyniki maja szans¢ by¢
szeroko cytowanymi, (co po ¢zgsci juz ma miejsce np. w pracy Gao X, Niu C, Wang Z, Jia S,
Han M, Ma Y, Guan X, Wang L, Qiao X, Xu Y.: Comprehensive analysis of IncRNA
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.)
wnioskuj¢ o wyrdznienie ocenianej rozprawy doktorskiej stosowana nagrode Dyrektora PIW-

PIB w Putawach.
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