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Recenzja
rozprawy doktorskiej pana mgr. inz. Pawta Mirostawa

,Charakterystyka molekularna szczep6w wirusa biegunki bydta i choroby bton
$luzowych (BVDV) oraz analiza transkryptomu komérek zakazonych tym wirusem”

Recenzowana praca zostata przygotowana w Panstwowym Instytucie
Weterynaryjnym — Panstwowym Instytucie Badawczym w Putawach pod opieka
promotora dr. hab. Mirostawa Polaka i promotora pomocniczego dr hab. Marzeny
Rola-tuszczak. Podstawg prawna do wykonania niniejszej recenzji jest Uchwata Rady
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynarii — Panstwowego Instytutu Badawczego
w Putawach z dnia 26.10.2018 roku.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma tradycyjna forme maszynopisu,
ze standardowym uktadem rozdziatow.

Tematem pracy sga zagadnienia zwigzane z charakterystyka genetyczng i
witasciwosciami szczepow wirusa biegunki bydta i choroby bfon $luzowych (BVDV)
pochodzacych z réznych regionéw Polski. Zakazenia wirusem BVD wystepuja
powszechnie w stadach bydta w naszym kraju i na catym $wiecie, a kliniczna postac
choroby prowadzi do powaznych strat ekonomicznych. Wiadomo réwniez, ze
zmienno$¢ genetyczna wiruséw prowadzi do trudnosci w diagnostyce zakazen oraz
wptywa na skutecznosé szczepienn. Wydaje sie wiec, ze podjecie przez Doktoranta
prac zwigzanych z badaniem réznych, polskich szczepéw wirusa jest w pefni
uzasadnione.



W rozdziale ,Wstep®" szczegbétowo scharakteryzowano sam wirus, omoéwiono
mozliwoéci wykorzystania mikromacierzy w badaniach ekspresji genéw oraz

scharakteryzowano procesy odpornosciowe zachodzace w trakcie zakazenia BVDV.

Charakteryzujac BVDV podano jego systematyke i przedstawiono takze pozostate
wirusy nalezace do rodzaju Pestivirus. Dobrym pomystem byto opracowanie drzewa
filogenetycznego w oparciu o fragmenty kodujace cze$¢ poliproteiny pestiwirusow. W
tej czeséci pracy podano takze podstawowe informacje epidemiologiczne dotyczace
choroby (zrédto zakazenia, drogi szerzenia sig) oraz krétko oméwiono jej przebieg. Tu
pojawiaja sie pewne, drobne niescistosci. Doktorant wspomina jedynie o przebiegu
klinicznie jawnym, nie wspominajac o tak waznym w tym przypadku przebiegu
subklinicznym choroby. Uzyte stwierdzenie ,Infekcja ostra ma zazwyczaj przebieg
tagodny i czesto moze pozostawac niezauwazona" (str. 8) jest niewtasciwe - przeczy
samo sobie. Niefortunne jest réwniez zdanie ,Pestiwirusy sa wydalane we wszystkich
wydalinach i wydzielinach zwierzat zakazonych trwale” (str. 9) — stowo .wydalane”
powinno by¢ zastapione np. stowem ,obecne”. Zdanie ,... u zwierzat zakazonych nie
mozna wykryé przeciwciat swoistych dla wirusa ani limfocytow T lub B.” (str.10) jest
takze niezrozumiate. Nalezy jednak pamieta¢, ze recenzowana praca doktorska jest
poswiecona charakterystyce samego wirusa, a nie chorobie, a wigc zdecydowanie te

niedopatrzenia nalezy uzna¢ za mato istotne.

Bardzo szczegotowo w pracy oméwiono budowe samego wirusa po$wigcajac duzo
miejsca opisowi roli biatek kodowanych przez wirus, co jest w oczywisty sposob
uzasadnione tematyka pracy. Dokfadnie i w jasny sposob opisane zostaty mechanizmy
powodujace pojawianie sie biotypu cytopatycznego BVDV, co jak wiadomo odgrywa
kluczowa role w patogenezie BVD-MD. Duzo miejsca poswigcono opisowi
zroznicowania genetycznego wirusa BVD oraz metodyki badania.

Elementem pracy doktorskiej byta analiza transkryptomu z wykorzystaniem
techniki mikromacierzy. We wstepie oméwiono wigc doktadnie t¢ problematyke. W
jasny i zrozumialy sposéb przedstawiono podstawowe informacje dotyczace
mechanizméw regulaciji ekspresji genéw. Wiecej miejsca poswigcono samej technice
mikromacierzy. Oméwiono rodzaje sond stosowanych w tej metodzie badawczej,
sposoby ich umieszczania na ptytce oraz zasady odczytu i analizy uzyskanych danych.
W tym ostatnim opisie warto poprawi¢ sformutowanie ....przeprowadzajgc testy t-
studenta specyficzne dla genu...” (str. 28).



Bardzo doktadnie oméwiono procesy odpornosciowe wywotywane przez BVDV.
Przedstawiono procesy zwigzane z rozpoznaniem antygenu oraz odpowiedzig
immunologiczng zaréwno wrodzong jak i nabyta. Tu warto poprawi¢ sformutowanie
....wrodzony uktad odpornosciowy..." (str. 37 i inne).

Cel pracy zostat w sposob jasny i jednoznaczny okreslony.

Materiat do badan stanowito ponad dziewie¢ tysiecy probek. Mysle, ze opisujac
materiat nalezato poda¢ réwniez informacje na temat liczby stad, z ktérych pochodzity
te probki, liczby prébek pobranych w kazdym stadzie oraz ich przyblizonej lokalizacji.
Dane te znalazty sie dopiero w rozdziale Wyniki (tab. 4).

Doktadnie opisano metody izolacji RNA, wykonania badarnn metodg RT-PCR,
rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji, sekwencjonowania i analizy
uzyskanych wynikow.

Podano takze wszelkie niezbedne informacje dotyczace przeprowadzonej analizy
transkrytomicznej. W badaniach wykorzystano dwa terenowe niecytopatyczne
szczepy wirusa BVD oraz szczep referencyjny (cytopatyczny). Doktorant niezwykle
doktadnie opisat metodyke zakazania hodowli komoérkowych, izolacji RNA oraz
wszystkich etapéw badania technika mikromacierzy. Opisujgc analize statystyczng
podat, ze wykorzystano ,test t-studenta przy poziomie istotnosci p<0,05" (np. str. 55,
str. 72, str. 80 i inne). Sformutowanie to nie jest wiasciwe. Powszechnie uzywa sie
sformufowania ,na poziomie istotnosci’, a takze trzeba pamieta¢, ze wartos¢ p
(prawdopodobienstwo testowe) to nie to samo co poziom istotnosci (a) .

Otrzymane wyniki analizy transkryptomicznej poréwnano z wynikami badan
przeprowadzonych za pomoca metody RT-gPCR. Uzyte w opisie metodyki
sformutowania ,walidacja wynikéw” wydaje sie by¢ niefortunne. W innych czesciach
pracy zamiast tego stowa uzyto pojecia ,potwierdzenie”, ktére jest zdecydowanie
trafniejsze.

Wyniki przeprowadzonych badan zostaty przedstawione w bardzo szczegotowy i
logiczny sposob z wykorzystaniem czytelnych tabel i starannie przygotowanych rycin.
Sg one niezwykle rzetelnie udokumentowane. W 30 stadach, w ktorych
przeprowadzono badania stwierdzono siedem podtypéw wirusa BVD-1. Podtypy 1s i
1r zostaty wykryte po raz pierwszy w Polsce. Informacje te w istotny sposob poszerzaja



wiedze dotyczacg epidemiologii choroby w Polsce. Przeprowadzone badania
wykazaly, ze zakazenie komoérek zaréwno szczepem cytopatycznym jak i
niecytopatycznym wptywa na ekspresje wielu genéw. Szczep cytopatyczny wywotat
ekspresje wiekszej liczby gendw, a sama ekspresja byta rowniez silniejsza. Wykazano,
ze zakazenie szczepem cytopatycznym jak i niecytopatycznym wptywato na ekspresje
réznych gendw. Obserwacje te sa bardzo wazne. Uzupetniajg one wspoéiczesng
wiedze na temat patogenezy BVD-MD.

Wyniki badan zostaty poddane bardzo obszernej i rzetelnej dyskusji. Doktorant
wykorzystat starannie dobrane publikacje, ktérych zdecydowana wigkszoS¢ ukazata
sie w ciagu ostatnich dziesieciu lat.

W pracy sformutowano 5 wnioskéw. Sg one jednoznacznie powigzane z wynikami
przeprowadzonych badan i poparte wtasciwie przeprowadzong dyskusjg. Wnioski sg
wtasciwie sformutowane, Mam jedynie zastrzezenia do drugiego z nich. Moim zdaniem
jest zbyt daleko posuniety. Opisane w pracy badania miaty charakter badarn in vitro |
byt bym bardziej ostrozny w bezposrednim przenoszeniu ich wynikow na poziom
kliniczny.

Ujednolicenia wymaga takze sposéb podania piSmiennictwa.

W pracy zauwazytem takze kilka sformutowan, ktére moim zdaniem nalezy
skorygowaé. Moze zamiast stowa transmisja” (np. transmisja pionowa - str. 9,
transmisja choroby - str. 20) lepiej uzy¢ stowa ,szerzenie si¢”. Warto tez zastgpic¢ stowo
,specyficzny” (np. BVDV nie jest specyficzny dla jednego gospodarza - str. 9,
specyficzne przeciwciata - str. 13, przeciwciata specyficzne dla glikoproteiny - str. 20,
startery specyficzne dla regionu - str. 40) stowem ,swoisty”, skoro nie mowimy
(jeszcze?) o ,odpornosci specyficznej" a uzywamy (wcigz?) terminu ,odporno$¢
swoista”. Dla tatwiejszego odbioru pracy mozna tez stra¢ sie unika¢ skomplikowanych
i obcobrzmigcych sformutowan (np. indukujac aktywacje biologiczng komoérek - str. 31,
dysregulacja autofagii - str.121). Warto takze unika¢ dos¢ powszechnych bigdow
popetnianych w pracach naukowych (np. ,globalny profil” str. 71, globalny oznacza, ze
badania przeprowadzono na catym $wiecie; ,wigksza ilos¢ szlakéw” - str. 91, w
przypadku rzeczy policzalnych méwimy o liczbie; ,zakazno$¢ wirusa” - str. 121, kazdy
wirus jest czynnikiem zakaznym, ale moga sie od siebie réznic¢ zarazliwoscia).



Podkreslam, ze wszystkie moje uwagi krytyczne majg charakter jezykowy i nie
odnoszg si¢ do merytorycznej strony pracy, ktérg oceniam bardzo wysoko.

Temat badarn zostat wybrany bardzo trafnie i poparto go dobrze przeprowadzonym
przegladem pismiennictwa. Cel pracy zostat poprawnie sformutowany. Metodyka
badan jest wiasciwa. Wyniki zostaty rzetelnie udokumentowane, w bardzo czytelny
sposob przedstawione i wta$ciwie przedyskutowane. Wnioski wynikaja z uzyskanych
wynikéw badan. Praca jest bardzo obszerna i dobrze napisana. Stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i w sposob znaczny wptywa na poszerzenie wiedzy
dotyczacej wirusa BVD. Doktorant bezspornie wykazat sie bardzo duzg wiedza
teoretyczng oraz umiejetnosciami samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Biorac powyzsze pod uwage, z przyjemnoscig stawiam wniosek o wyrdznienie
recenzowanej pracy stosowng nagroda.

Stwierdzam, ze recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska pana mgr. inz.
Pawta Mirostawa na temat ,Charakterystyka molekularna szczepéw wirusa biegunki
bydta i choroby bton Sluzowych (BVDV) oraz analiza transkryptomu komérek
zakazonych tym wirusem” odpowiada warunkom okreslonym w ustawie Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 roku (Dz. U. 2018 poz.1668 z
pozniejszymi zmianami) i wnioskuje o dopuszczenie pana mgr. inz. Pawta Mirostawa
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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