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rozprawy doktorskiej mgr inz. Michaliny Marii Bartak
pt. ,Mechanizmy neuropatogenezy oraz neurotropizmu MHV (Mouse Hepatitis
Virus) oraz SDAV (Sialodacryoadenitis Virus) na modelu in vitro hodowli
pierwotnej mysich komorek centralnego uktadu nerwowego — astrocytow,
neuronow oraz mikrogleju”
przygotowanej w formie monotematycznego cyklu prac doswiadczalnych oraz pracy
przegladowej
w Katedrze Nauk Przedklinicznych
Instytutu Medycyny Weterynaryjnej
Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

pod kierunkiem dr hab. Joanny Cymerys-Bulendy, prof. SGGW

Dysertacje doktorskg przygotowano jako zbior opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykutdbw naukowych (zgodnie z wymaganiami art. 187 ust.1, pkt.3
obowigzujgcej obecnie Ustawy ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” z dnia 20
lipca 2018 r. Dz. U. poz. 1668 z pdzn. zmianami) pod wspolnym tytutem
.Mechanizmy neuropatogenezy oraz neurotropizmu MHV (Mouse Hepatitis
Virus) oraz SDAV (Sialodacryoadenitis Virus) na modelu in vitro hodowli
pierwotnej mysich komodrek centralnego uktadu nerwowego - astrocytow,
neuronow oraz mikrogleju” Zbior ten sktada sie z pracy przegladowej i 3 prac
doswiadczalnych.  Wszystkie  artykuty  opublikowano w  czasopismach
angielskojezycznych z listy JCR.

We wszystkich czterech pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, co
$wiadczy o jej wiodgcej roli w ich powstaniu. Dotyczy to wszystkich etapdw
obejmujgcych: tworzenie koncepcji zarbwno pracy przegladowej, jak i prac
doswiadczalnych, wyboru metodologii i wykonania badan doswiadczalnych,
koncowej analizy wynikow, przygotowania manuskryptow oraz ich korekty w

odpowiedzi na uwagi recenzentoéw. Zostato to potwierdzone deklaracjami gtéwnego



autora w podsumowaniach prac (,Author Contributions”), a zaakceptowanymi tez, co
do ich tresci oraz osobistego wktadu, przez pozostatych twdrcow wymienionych w
szeregu autoréw. Indywidualny wkiad pracy Doktorantki w 3 publikacjach
doswiadczalnych wyniost 70%, 65% oraz 70%. Prace te zostaty zamieszczone w
uznanych i renomowanych czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym i
wysokich wskaznikach bibliometrycznych (sumaryczny wskaznik wptywu tych prac IF
= 18,12; liczba punktdéw wg listy czasopism MNiISW - 520 pkt.). Oznacza to, ze przed
ich opublikowaniem przeszty niewatpliwie wieloetapowg i wnikliwg oceng na drodze
recenzji pod katem ich jakosci i stusznosci przyjetych zatozen, metod badawczych,
uzyskanych wynikow i przedstawionych wnioskow.

Nalezy zatem przyjac¢, ze pod wzgledem formalnym i naukowym spetniajg one
wszystkie przyjete kryteria i trudno je w tej kwestii ponownie oceniac. Potwierdzi¢
mozna jednak ich duza warto$¢ naukowag oraz niewatpliwe zastugi i wktad
Doktorantki w poszerzenie aktualnej wiedzy w interesujgcym Jg przedmiocie
obejmujgcym neuropatogeneze i neurotropizm dwoch koronawirusdw gryzoni.
Badania te znalazty swoj finat w przygotowanej przez Doktorantke dysertaciji
doktorskie;.

Uktad rozprawy doktorskiej poza streszczeniem, wykazem publikacji i
wykazem skrotow zawiera typowy ukiad pracy doswiadczalnej ze wstepem, celem
pracy, materiatami i metodami badan, wynikami, dyskusjg oraz podsumowaniem i
wnioskami. Bibliografia dotgczona do rozprawy doktorskiej zawiera 129 pozyciji
pismiennictwa i prawie potowa z nich (56) pochodzi z lat 2020-2024, co potwierdza
aktualnosc podijetej tematyki badawcze;.

Globalna pandemia COVID-19 miata znaczgcy wptyw na zycie i zdrowie ludzi
na catym swiecie. Do 13.04.2024 r. zanotowano ponad 704 min zachorowan oraz
ponad 7 min zgonow. W Polsce zachorowato ponad 6,6 min ludzi, a ponad 120 tys.
zmarto. Chociaz wiekszos¢ zakazonych os6b przezyto ostre skutki pandemii, u wielu
0s6b zaobserwowano objawy tzw. dlugiego COVID obejmujgce zmeczenie,
duszno$¢, zaburzenia funkcji poznawczych, trudnosci ze snem, gorgczke oraz
niepokoj i depresje. Nawet u osob, ktdre nie chorowaty obserwowane sg negatywne
zmiany w zachowaniu z powodu stresu zwigzanego z pandemia.

Rodzina Coronaviridae obejmuje wirusy, ktére zakazajag ptaki i ssaki. Sg one

odpowiedzialne za choroby ukfadu oddechowego, nerwowego i pokarmowego.



Najbardziej znane choroby zwierzat gospodarskich wywotywane przez te patogeny to
zakazne zapalenie oskrzeli u drobiu, zakazne zapalenie otrzewnej kotow czy
epidemiczna biegunka sSwin. W medycynie ludzkiej opisano 7 gatunkow
koronawirusbw wywotujgcych zachorowania cziowieka z najbardziej znanym B-
koronawirusem zespotu cigzkiej ostrej niewydolnosci oddechowej typu 2: SARS-CoV-
2. Pod koniec kwietnia 2021 r. SARS-CoV-2 zostat wykryty w dwoch fermach norek
w Holandii, gdzie zaobserwowano u zwierzat problemy ze strony uktadu
pokarmowego i oddechowego oraz ich zwiekszong $miertelnos¢. Podejrzewa sig, ze
wirus zostat przeniesiony na zwierzeta przez zakazonych pracownikéw fermy (u kilku
wystgpity objawy COVID-19), a nastepnie rozprzestrzenit sie miedzy norkami jak
rowniez dochodzito do transmisji SARS-CoV-2 od zwierzat do ludzi. Przypadki
COVID-19 u norek zanotowano takze w Danii i w Polsce. Takie przypadki zakazen
zwierzgt SARS-CoV-2 od ludzi okreslane sa terminem zooantroponoza lub
odwrocona zoonoza.

Neurotropizm koronawirusOw nie jest do korica poznany, a czeste mutacje
materiatu genetycznego koronawirusow wskazujg na potencjalne zagrozenie dla
cztowieka nie tylko ze strony SARS-Cov-2. Jak wskazujg dane literaturowe wszystkie
zakazenia ludzi wywotane przez koronawirusy byty efektem przekroczenia bariery
miedzygatunkowej czlowiek-zwierze. W  przypadku SARS-CoV-2 byt to
prawdopodobnie nietoperz. Dlatego tez nie mozna wykluczy¢ ryzyka ewentualnych
zachorowan ludzi po zakazeniu koronawirusami gryzoni takimi jak wirus mysiego
zapalenia watroby czy szczurzy koronawirus zapalenia gruczotow slinowych i weztdw
chtonnych ktére to wirusy byty przedmiotem zainteresowan badawczych Pani mgr
inz. Michaliny Marii Bartak.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska wpisuje sie w petni w trend
zainteresowan naukowo-badawczych rozwijanych bardzo szeroko w wielu osrodkach
naukowych na catym Swiecie, szczegolnie w ostatnich latach. Badania Doktorantki
stuzyty realizacji trzech celow badawczych:

1) zbadanie mechanizmow interakcji MHV i SDAV z komoérkami OUN in vitro;

Il) okreslenie profilu cytokin wydzielanych przez komorki atrocytow i
mikrogleju podczas zakazenia tymi wirusami oraz

ill) wplyw zakazenia MHV oraz SDAV na produkcje reaktywnych form tlenu i

zywotnos¢ astrocytow i mikrogleju.



Prace doswiadczalne Doktorantki poprzedzita praca przegladowa. Dokonano
W niej szczegoOtowej analizy dostgpnej literatury w zakresie szczurzego koronawirusa
- SDAV w kontekscie jego potencjatu zoonotycznego. Opisano sposob szerzenia sie
zakazenia, objawy kliniczne choroby oraz mozliwosci diagnostyczne. W kolejnych
podrozdziatach pracy przedstawiono klasyfikacje tego patogenu w rodzinie
koronawirusow, strukture wirionu, funkcje zardwno genow, jak i biatek SDAV oraz
proces zakazania komorek i cykl replikacyjny wirusa. Wskazano, ze dostepna
literatura opisuje jedynie zakazenia uktadu oddechowego wywotywane przez ten
wirus i brakuje badan nad oddziatywaniem tego patogenu na uktad nerwowy
gospodarza. Tekst uzupetnia pie€ rycin, z ktérych trzy sg autorstwa Doktorantki.
Praca ta stanowi doskonate kompendium wiedzy na temat jednego z przedmiotéw
zainteresowan Doktorantki, jakim byt wirus SDAV.

W czesci eksperymentalnej rozprawy doktorskiej Doktorantka wyodrebnita
sze$¢ zadan badawczych, ktdre zostaty zaprezentowane w trzech publikacjach
doswiadczalnych wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej.

W pierwszym etapie badan okreslono efekt zakazenia wirusami MHV-JHM
(szczep neurotropowy VR-76513) oraz SDAV (szczep 682) komorek hodowli
pierwotnej mysich neurondw, astrocytéw i mikrogleju in vitro. Wirusy te pierwotnie
namnozono na mysich hepatocytach (MHV) oraz komérkach nabtonka ptuca szczura
(SDAV). Efekt cytopatyczny oceniano z wykorzystaniem systemu do przyzyciowej
obserwacji komorek, ktéry umozliwia monitorowanie zmian w czasie rzeczywistym.
Wykorzystano takze technike barwienia immunofluorescencyjnego antygenu
wirusowego i biatek komoérkowych oraz technike obrazowania za pomocg mikroskopii
konfokalnej klasycznej i wysokoprzepustowe;.

W kolejnym etapie badan (opisanym w publikacji nr 2) okreslono wptyw
zakazenia MHV na elementy cytoszkieletu (mikrotubule oraz filamenty aktynowe)
neuronéw hodowanych in vitro z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej oraz
techniki RT-gPCR.

W publikacji nr 3 scharakteryzowano proces uwalniania wiriondw potomnych
SDAV z neurondéw hodowanych in vitro okreslajgc role VCP z uzyciem mikroskopii
konfokalnej oraz przyzyciowego systemu monitoringu hodowli komorkowe;.
Zastosowano takze technike analizy wysokoprzepustowe] z wykorzystaniem

mikroskopu i programu komputerowego do oceny poziomu fluorescencii.



W czwartym etapie badan (opisanym w publikacji nr 4) oceniono odpowiedz
komoérkowg badajac wpltyw zakazenia MHV oraz SDAV na mikroglej i astrocyty
hodowane in vitro podczas miesiecznego zakazenia z wykorzystaniem mikroskopii
konfokalnej, cytometrii przeptywowej, wysokoprzepustowego testu
immunologicznego, systemu Luminex dla 48 cytokin i chemokin oraz klasycznego
testu ELISA dla wybranych cytokin.

W analizie statystycznej zastosowano jedno- i dwu-czynnikowg analize
wariancji z testem post-hoc oraz testy nieparametryczne Kruskal-Wallis i Friedman z
testem post-hoc lub niesparowanym testem t studenta. Do analiz wykorzystano
program komputerowy GraphPad™. Kazdy eksperyment wykonano przynajmniej w 3
powtérzeniach biologicznych i technicznych, a roznice statystyczne zdefiniowano
jako wysoce istotne przy p=0,001, za istotne dla p<0,05 i p<0,01 oraz jako nieistotne
przy p=0,05. Dane te wskazujg na rzetelne podejscie do badan i che¢ uzyskania
wiarygodnych i powtarzalnych wynikéw prac doswiadczalnych, potwierdzonych
odpowiednig analizg statystyczna.

Ocena zmian architektury cytoszkieletu neurondw podczas replikacji
koronawirusa myszy MHV-JHM, wykazata, ze cytoszkielet aktynowy jest kluczowy na
etapie skladania i opuszczania neurondédw przez wiriony potomne. Natomiast
nanorurki (mikrotubule) odpowiedzialne sg gtownie za wewngtrzkomérkowy transport
wirionéw MHV-JHM, co zapobiega aktywacji odpowiedzi komorkowej (publikacja nr
2) i utatwia skuteczniejsze rozprzestrzenianie si¢ wiriondw w neuronach. W pracy tej
po raz pierwszy opisano zmiany w cytoszkielecie aktynowym w trakcie zakaZenia
neuronow MHV-JHM.

W publikacji nr 3 wykonano przyzyciowg obserwacje hodowli pierwotnych
neuronow po zakazeniu SDAV, ktéra byta pierwszg tego typu analizg tego wirusa.
Umozliwita ona potwierdzenie produktywnego zakazenia w postaci syncytialnego
oraz ogniskowego efekiu cytopatycznego. Po raz pierwszy wykazano, ze SDAV
zwieksza ekspresje VCP w neuronach, co wyjasnia wykorzystanie tej ATPazy w
cyklu replikacji wirusa. Potwierdzeniem kluczowej roli tego biatka byto zastosowanie
inhibitora VCP, co doprowadzitlo do wysoce istotnego statystycznie spadku miana
wirusa. Biatko VCP wykazuje powinowactwo do retikulum endoplazmatycznego, a

poniewaz do uwalniania strukiuralnych biatek wirusowych dochodzi wfasnie tam,



mozna zatozy¢ jako wysoce prawdopodobny udziat VCP w pdzniejszych etapach
replikacji SDAV.,

W ostatniej pracy oryginalnej cyklu (publikacja nr 4) w trakcie miesigcznej
obserwacji potwierdzono indukcje apoptozy przez obydwa wirusy, zarowno w
mikrogleju jak i astrocytach. Analiza iloSci wytwarzanych reaktywnych form tlenu
(ROS) wykazata szybki i istotny wzrost ich produkcji po zakazeniu obydwoma
wirusami, a wysoki poziom ROS utrzymujgcy sie przez co najmniej tydzien (MHV) lub
1 miesigc (SDAV) sugeruje przedtuzony stan stresu oksydacyjnego w mikrogleju i
astrocytach. Nasila to stan zapalny i moze prowadzi¢ do rozwoju encefalopatii
(zapalenie moézgu). Analiza porownawcza profilu cytokin i chemokin wydzielanych
przez zakazone komorki glejowe wykazata, ze SDAV indukuje znacznie szerszy profil
cytokin w porownaniu do MHV. Stwierdzono roznice w rodzajach cytokin
stymulowanych przez obydwa wirusy po miesigcu od zakazenia hodowli pierwotnej
mysich komoérek centralnego uktadu nerwowego. Podsumowujgc, badania wykonane
przez Doktorantke w spos6b jednoznaczny potwierdzajg neurotropowy charakter
obydwu koronawirusdw w oparciu o ocene ich interakcji z neuronami, mikroglejem i
astrocytami.

Z obowigzku Recenzenta nalezy tylko dodac¢, ze opublikowanie prac
stanowigcych dysertacje doktorska w renomowanych czasopismach naukowych daje
tez rekojmie ich niekwestionowanej wartosci naukowej i z tych wzgleddéw ewentualny
krytyczny wglad w ich treS¢ nalezy uznac za nieco spdzniony. W trzech publikacjach
doswiadczalnych Pani mgr inz. Michalina Maria Bartak zadeklarowata swoj
indywidualny wktad pracy na poziomie 70%, 65% i 70%, co potwierdza jej wiodgcg
role w projektowaniu i wykonaniu badan, analizie uzyskanych wynikow oraz
przygotowaniu publikacji. Choé nie ma takiego wymogu to jednak nalezy
wskazac¢, ze brakuje oswiadczen niektorych wspotautoréw prezentowanych
publikacji co do ich udziatu i wktadu w przygotowanie przedstawionych
opracowan naukowych. Dla pracy przegladowej brakuje takich os$wiadczen od
wszystkich wspotautorow. W trzech publikacjach doswiadczalnych brakuje
os$wiadczen 1, 3 oraz 3 wspoétautoréw, co uniemozliwia weryfikacje deklarowanego
udziatu procentowego Doktorantki w przygotowanie publikacji przedstawionych w
ramach rozprawy doktorskiej. Z drugiej strony na koricu kazdej publikacji podany jest

wktad kazdego z autorow w przygotowanie danego opracowania, co posrednio
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pozwala oceni¢ skale zaangazowania Doktorantki w prowadzone badania.
Wspomniana uwaga nie ma istotnego wptywu na ogoélng bardzo dobrg oceng
przygotowanej rozprawy doktorskie;.

Podsumowujgc, pragne podkre$lic, Zze recenzowana rozprawa doktorska
wnosi nowe dane do nauki i pogtebia wiedze z zakresu interakcji obydwu
koronawirusow gryzoni z komoérkami OUN, a Pani mgr inz. Michalina Maria Bartak
bardzo dobrze wywigzata sie z postawionego sobie zadania. Potwierdzita efektywna
replikacie MHV w neuronach pierwotnych poprzez zaobserwowane zmiany
morfologiczne w postaci kondensacji filamentow aktynowych, obecnos¢ licznych
struktur nanorurek oraz cystern mikrotubularnych w neurytach. W oparciu o dane
literaturowe wiadomym byto, Zze koronawirusy szczurdw wykazujg tropizm do
gruczotow Slinowych, gruczotdw tzowych i nabtonka uktadu oddechowego bez
dowodéw na zaangazowanie ukfadu nerwowego. Dlatego jako nowatorskie nalezy
uzna¢ wyniki badann Doktorantki, ktére wykazaty produktywng replikacie SDAV w
neuronach in vitro bez koniecznosci adaptacji wirusa, co potwierdzito jego
neurotropizm. Po raz pierwszy wykazano, ze SDAV zwigksza ekspresj¢ biatka VCP
w neuronach, co wyjasnia wykorzystanie tej ATPazy w replikacji wirusa. W oparciu o
te wyniki, uznano MHV i SDAV za dobry model do oceny wplywu zakazenia tymi
wirusami na hodowle pierwotng mikrogleju i astrocytow. W dalszych pracach podjeto
probe scharakteryzowania typu Smierci komorek, poziomu produkcji reaktywnych
form tlenu (ROS) i ekspresji cytokin/chemokin w odpowiedzi na zakazenie tymi
patogenami potwierdzajgc m.in. wystepowanie apoptozy, przediuzony stan stresu
oksydacyjnego w mikrogleju i astrocytach, co moze prowadzic do rozwoju
encefalopatii oraz roznice w profilach cytokin oraz w rodzajach cytokin
stymulowanych przez obydwa wirusy po miesigcu od zakazenia hodowli pierwotnej
mysich komorek centralnego ukfadu nerwowego.

Doswiadczenia zostalty wykonane przy uzyciu nowoczesnych metod
badawczych, takich jak: mikroskopia konfokalna, RT-qPCR, western-blot,
obrazowanie przyzyciowe komorek czy wysokoprzepustowa mikroskopia konfokalna,
ktére zagwarantowaty wiarygodno$¢ uzyskanych wynikdow prowadzonych badan. W
pracach do$wiadczalnych stanowigcych dysertacje doktorskg zamieszczono rzetelnie

wykonang i obszerng dokumentacje graficzng z przeprowadzonych badan, ktora



utatwia czytajgcemu weryfikacje prezentowanych wynikéw badari (11, 11 oraz 8
rycin).

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Michaliny Marii
Bartak pt. ,Mechanizmy neuropatogenezy oraz neurotropizmu MHV (Mouse
Hepatitis Virus) oraz SDAV (Sialodacryoadenitis Virus) na modelu in vitro
hodowli pierwotnej mysich komorek centralnego ukiadu nerwowego -
astrocytow, neuronéw oraz mikrogleju” odpowiada warunkom okreslonym w art.
187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2024 r. poz. 1571 z pdzn. zm.) i przedktadam Radzie Dyscypliny Weterynaria Szkoty
Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie wniosek o dopuszczenie Panig mgr
inz. Michaling Marie Bartak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie majac na wzgledzie oryginalny zakres tematyczny
prowadzonych badan, ich aktualnos¢ oraz zastosowanie wielu technik badawczych,
ktore pozwolity na uzyskanie ciekawych wynikow badarnn wnosze o uhonorowanie

Pani mgr inz. Michaliny Marii Bartak stosowng nagrodg lub wyréznieniem.

V\/\

Prof. dr hab. Mitostaw P. Polak

Putawy, 08.08.2025 r.
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Szanowny Panie Profesorze,
Dziekujac za powolanie mnie na recenzenta w zalaczeniu przesylam recenzj¢ rozprawy
doktorskiej Pani mgr inz. Michaliny Marii Barta kpt.: ,,Mechanizmy neuropatogenezy oraz
neurotropizmu MHV (Mouse Hepatitis Virus) oraz SDAV (Sialodacryoadenitis Virus) na
modelu in vitro hodowli pierwotnej mysich komorek centralnego ukladu nerwowego —

astrocytow, neuronow oraz mikrogleju”.

Z powazaniem,

Prof. dr hab. Mirgstaw P. Pelak
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24-100 Putawy
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