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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Michaliny Marii Bartak

Niniejsza recenzja rozprawy doktorskiej zostata przygotowana w odpowiedzi na
pismo Przewodniczgcego Rady Dyscypliny Weterynaria, Szkoty Gtdéwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, prof. dr hab. Tomasza Sadkowskiego z dnia
18 czerwca 2025 roku. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ,Mechanizmy
neuropatogenezy oraz neurotropizmu MHV (Mouse Hepatitis Virus) oraz SDAV
(Sialodacryoadenitis Virus) na modelu in vitro hodowli pierwotnej mysich komaérek
centralnego uktadu nerwowego - astrocytéow, neurondw oraz mikrogleju” zostata
przygotowana przez mgr inz. Michaline Marie Bartak pod kierunkiem dr hab. Joanny
Cymerys-Bulenda, prof. SGGW. Badania zostaty przeprowadzone w Katedrze Nauk

Przedklinicznych Instytutu Medycyny Weterynaryjne;j.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa doktorska mgr inz. Michaliny Bartak zostata przygotowana w jezyku
polskim, obejmuje 68 stron czesci opisowej oraz kopie publikacji sktadajgcych sie na
rozprawe doktorskg. Praca ma spdjng oraz logiczng strukture. Przedstawione stowo
wstepne sktada sie ze streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykazu skrétow,
wstepu uzupetnionego o uzasadnienie podjecia tematu, opisu celu i zakresu pracy
oraz hipotez badawczych, opisu metodyki, wynikdbw badan z prac stanowigcych
podstawe rozprawy, dyskusji, podsumowania uzupetnionego o wnioski oraz

bibliografii.

Ocena merytoryczna
Koronawirusy od wielu lat pozostajg przedmiotem badan. Przed rokiem 2003
postrzegane byly jako patogeny o stosunkowo niewielkim znaczeniu dla medycyny,

powodujgce (podobnie jak wiele innych patogenéw) przeziebienia o tagodnym
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przebiegu. Wraz z pojawieniem sie wirusa SARS-CoV w 2002/2003 roku o
Smiertelnosci okoto 10% i wysokiej transmisyjnosci, ten obraz drastycznie sie
zmienit; badania wykazaty, ze rodzina koronawiruséw byta mocno niedoceniana
zaréwno jezeli chodzi o patogennosc, jak i liczbe gatunkow wsrdd ludzi i zwierzat. Co
wiecej, prowadzone badania jasno pokazaty zdolnos¢ koronawiruséw do
przekraczania bariery gatunkowej. Te obserwacje potwierdzity sie w 2012 roku, kiedy
odkryto, ze na potwyspie arabskim pojawit sie wsréd wielbtgdéw koronawirus MERS-
CoV. Patogen ten co prawda nie przenosi sie efektywnie miedzy ludzmi, jednak
dochodzi do zakazen odzwierzecych, ktére charakteryzuje sie bardzo wysoka
$miertelno$cig. Swiadomi tego zagrozenia, po kolejnej dekadzie do$wiadczylismy
pierwszej pandemii wywotanej przez wirus SARS-CoV-2.

Wzrost zrozumienia znaczenia koronawiruséw przyniost ze sobg rowniez lepsze
zrozumienie patogenezy zakazenia. Chociaz juz wiele lat wczesniej pojawialy sie
doniesienia o chorobie Kawasakiego u dzieci zakazonych koronawirusem NL63, a
badania pokazywaty obecnos¢ RNA sezonowych koronawiruséw w tkance
mozgowej, to dopiero badania kliniczne i laboratoryjne na SARS-CoV-2 wykazaty, ze
réwniez u ludzi wirusy te majg wtasciwosci neurotropowe i zakazenie moze miec
znacznie powazniejsze konsekwencje niz tylko przezigbienie.

Przedstawiona do oceny praca dotyczy dwdéch zwierzecych koronawirusow, ktére
wykazujg witasciwosci neurotropowe. Chociaz nie stanowig one zagrozenia dla
cztowieka, stanowig wygodne modele badawcze pozwalajgce na lepsze zrozumienie
podstaw molekularnych naszych obserwac;ji klinicznych.

Celem przedtozonej pracy doktorskiej byta analiza wptywu dwéch wirusow
gryzoni, MHV (mysi wirus zapalenia watroby) oraz SDAV (wirus sialodakryoadenitis
szczurdw) na komoérki pochodzace z osrodkowego uktadu nerwowego, astrocyty,
komorki gleju oraz neurony. Przedstawiona praca zostata przygotowana w oparciu o
cztery publikacje naukowe opublikowane w czasopismach Viruses (MDPI; praca
przeglagdowa), BMC Veterinary Research (Biomed Central), International Journal of
Molecular Sciences (MDPI) oraz Cells (MDPI). Wszystkie te czasopisma s3
recenzowane i uwzgledniane w miedzynarodowych bazach danych, jednak

obiektywnie rzecz biorgc sg uznawane za periodyki o sredniej jakosci.
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Wstep teoretyczny przedtozonej pracy opisuje rodzine koronawirusow, ze
szczegolnym uwzglednieniem historii naturalnej ludzkich koronawiruséw oraz dosy¢
ogolnikowo opisuje koronawirusy uwzglednione w pracy. W rozdziale dotyczacym
celéw szczegobtowo opisano cele badawcze, precyzujac je nieco technicznie, zgodnie
ze schematem ,zbadanie mechanizméw”, ,okreslenie profilu cytokin” oraz ,wptyw

zakazenia na”.

Niezaleznie od mojej oceny samych czasopism, prace prezentujg wysokg jakos¢ i

wnoszg wartos¢ merytoryczng do dziedziny.

W pierwszej pracy pt.: ,SDAV, the Rat Coronavirus—How Much Do We Know about
It in the Light of Potential Zoonoses” (praca przegledowa) przedstawiono obszerng
charakterystyke wirusa SDAV jako przedstawiciela betakoronawiruséw z podrodzaju
Embecovirus. Autorzy opisujg historie odkrycia SDAV w latach 60., jego tropizm
tkankowy do gruczotéw slinowych, tzowych i drog oddechowych, a takze obraz
kliniczny obejmujgcy obrzek S$linianek, zapalenie spojéwek, wydzieline o
charakterystycznym zabarwieniu oraz powiktania prowadzgce do zmian w obrebie
rogéwki. Szczegétowo przedstawiono strukture wirionu, role biatek S, E, M, N i HE, jak
réwniez proces replikacji, wtgczajgc w to proces replikacji nieciggtej i powstawaniem
kompleksu replikacyjnego. Cennym elementem pracy jest opisanie podobienstw
miedzy SDAV a innymi koronawirusami oraz dyskusja na temat transmisji

miedzygatunkowej tych gatunkdw.

W drugiej pracy pt. ,Neurons cytoskeletal architecture remodeling during the
replication cycle of mouse coronavirus MHV-JHM: a morphological in vitro study”
autorka skupita sie na wptywie zakazenia neurotropowym szczepem koronawirusa
mysiego MHV-JHM na cytoszkielet zakazonych neuronow. Autorzy wykazali, ze
wirus replikuje w hodowlach pierwotnych neurondéw, a w trakcie zakazenia dochodzi
do dynamicznych zmian w architekturze filamentow aktynowych i mikrotubul.
Zaobserwowano kondensacje filamentéw w warstwie korowej cytoplazmy, tworzenie
struktur pierscieniowych oraz obecnos¢ antygendw wirusowych w dtugich
filopodiach i strukturach nanorurek, co autorzy interpretujg jako dowdd na ich

wykorzystanie do transportu wiriondw miedzy komoérkami. Szczegolnie istotne byto
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wykazanie, ze MHV wykorzystuje mikrotubule do transportu wewnatrzkomaérkowego,
a zaburzenie ich organizacji przez inhibitory, takie jak noskapina czy nokodazol,

prowadzito do znaczgcego spadku replikacji wirusa.

W trzeciej pracy, pt.: ,ATPase Valosin-Containing Protein (VCP) Is Involved During
the Replication and Egress of Sialodacryoadenitis Virus (SDAV) in Neurons” autorka
pokazuje, ze wirus SDAV replikuje w pierwotnych neuronach mysich, a w jego cyklu
replikacyjnym role petni ATP-aza VCP/p97. W pracy pokazano, ze zakazenie
prowadzi do pojawienia sie efektu cytopatycznego w neuronach, wtgczajagc w to
powstawanie syncytiow, ognisk litycznych i spadek konfluencji komorek.
Jednoczesnie, nie wszystkie komoérki ulegaty infekcji litycznej. Analiza wykazata
stopniowy wzrost ekspresiji biatka nukleokapsydu SDAV w czasie. Pokazano rowniez,
ze poziom ATPazy wzrasta podczas zakazenia, a analiza konfokalna wykazata
kolokalizacje antygenu wirusowego z ATPazg. Zastosowanie inhibitora
Eeyarestatyny | (Eerl), ktéry blokuje funkcje ATPazy VCP/p97, skutkowato
ograniczeniem replikacji i wyraznym zmniejszeniem miana wirusa. Ponadto
obserwowano lokalizacje biatek wirusowych w okolicy btony komérkowej zamiast ich
transportu wzdtuz wypustek neuronalnych, co sugeruje wedtug autorki, ze VCP

uczestniczy w sktadaniu i uwalnianiu wirionéw.

W pracy czwartej pt.: ,Cytokine Profile Analysis During Sialodacryoadenitis Virus
and Mouse Hepatitis Virus JHM Strain Infection in Primary Mixed Microglia and
Astrocyte Culture—Preliminary Research” autorka analizuje produkcje cytokin oraz
innych czynnikéw zwigzanych ze stanem zapalnym przez neurony zakazone wirusem
SDAV. Praca pokazuje, ze zakazenie skutkuje znacznym wzrostem ekspresji
prozapalnych cytokin, w tym IL-6, TNF-a i IFN-B. Autorka zwraca uwage na indukcje
ekspresji chemokin odpowiedzialnych za rekrutacje leukocytéw, takich jak CXCL10
czy CCL5 i sugeruja, ze w zwigzku z tym SDAV ma potencjat do wywotywania stanu

zapalnego w obrebie OUN.
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Chociaz pozytywnie oceniam prace, zaréwno jezeli chodzi o wstep, ktéry
dostarcza nam kompleksowe wprowadzenie do tematu, jak i same prace naukowe,

mam kilka pytan i uwag dotyczgcych meritum pracy.

1. Brakuje mi szczeg6towego opisu molekularnego badanych koronawirusow
zwierzecych. O ile praca przegladowa opisuje szczegétowo nature wirusa
SDAV, wirus MHV wydaje sie by¢ nieco zaniedbany. Nie jest to pytanie, ale
jedynie uwaga i prosze jg poming¢ w odpowiedziach.

2. Jak wspomniano powyzej, cele pracy zdefiniowano nieco ,technicznie”.
Bardzo prosze o redefinicje celéw, tak oby odpowiadaty one na pytanie ,po
co?”.

3. W pracy wykorzystano komorki pierwotne pobrane od myszy. Na duzag
pochwate zastuguje wykorzystuje zastosowanie tego modelu zamiast linii
komorkowych. Jednakze, czy w kontekscie analizy wptywu wiruséw na
cytoszkielet oraz odpowiedz tkanki na zakazenie nie warto bytoby
rozwazy¢ zastosowanie organoidow OUN myszy zamiast hodowli 2D? W
jaki sposéb monitorowano zréznicowanie (i naturalne zmiany w
zréznicowaniu w czasie) komorek w pracy czwartej?

4. W jaki sposéb wielokrotne pasazowanie wiruséw (np. szczep JHM MHV)
wptywa na wartosc¢ uzyskanych wynikow?

5. W pracy drugiej, z obecnosci antygendéw wirusowych w strukturach
nanorurek autorka wysnuta wniosek, ze wirus ten moze przenosi¢ sie
pomiedzy komodrkami z pominieciem naturalnego procesu paczkowania,
bezposrednio pomiedzy komoérkami. Jest to mechanizm opisany dla
innych  wiruséw, jednak mojg watpliwos¢ budzi przedstawiona
interpretacja. Nie przedstawiono migracji w czasie kapsydow z RNA ani nie
przedstawiono dowoddéw na transfer RNA wirusowego przez te struktury.
Czy przedstawione dowody faktycznie mozna interpretowac¢ tak
jednoznacznie?

6. W pracy drugiej przedstawiono interpretacje, ze cytoszkielet jest
elementem niezbednym do transportu wirusow do miejsca replikacji.
Jednakze, proces dowodowy opierat sie na analizie ilosciowego RT-qPCR,

CO ma swoje ograniczenia. Po pierwsze, czy zakazenie byto prowadzone w
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pojedynczym cyklu zakazenia, czy w wielu cyklach (24 h moze oznaczaé
wiele cykli)? W drugim przypadku mozna réwniez wnioskowaé, ze
cytoszkielet jest niezbedny w procesie fuzji wirus-komorka oraz
praktycznie na kazdym etapie zakazenia, tgcznie z dostepnoscia
receptoréw na powierzchni komérek. W jaki sposob autorka wyklucza
mozliwos¢, ze hamujacy efekt wynikat z zablokowania transportu wiruséw
potomnych poza komorke?

. W pracy trzeciej pojawia sie sugestia, ze ATPaza CVP/p97 petni istotng
role w cyklu replikacyjnym wirusa. Moje pytanie dotyczy faktu, czy
faktycznie ten proces ma charakter przyczynowo-skutkowy, czy raczej
ATPaza (ktéra uczestniczy w kontroli jakos$ci i kierowania na $ciezke
degradacji biatek nieprawidtowo sfatdowanych) kolokalizuje z biatkami
wirusowymi; taka kolokalizacja, ze wzgledu na charakter biatek
wirusowych i czeste problemy z fatdowaniem nie bytaby specjalnie
zaskakujgca. Zastosowanie inhibitora ATPazy sugeruje faktyczng role tego
enzymu, jednak pamietajgc o ograniczonej specyficznosci inhibitoréw, bez
zastosowania metod komplementarnych (np. CRISPR/Cas, siRNA)
wykazanie takiego zwigzku jest wedtug mnie bardzo trudne.

. Tytut pracy ,Mechanizmy neuropatogenezy oraz neurotropizmu MHV
(Mouse Hepatitis Virus) oraz SDAV (Sialodacryoadenitis Virus) na modelu
in vitro hodowli pierwotnej mysich komodrek centralnego uktadu
nerwowego - astrocytow, neurondéw oraz mikrogleju” wydaje mi sie nieco
nadmiarowy, uwzgledniajgc, ze tylko w pracy czwartej de facto
wykorzystywano ko-kulture, jednak bez analizy zréznicowania komérek

oraz sktadu populaciji.
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Ocena edytorska

Praca zostata napisana poprawnym jezykiem naukowym i w sposéb przyjemny
wprowadza czytelnika w zagadnienie. Grafiki zostalty przygotowane w sposob
profesjonalny i klarownie opisane. Konstrukcja pracy prawidtowa, bibliografia

obszerna i aktualna.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr inz. Michaliny Marii Bartak stanowi wartosciowy wktad
w rozwoj dyscypliny, a przeprowadzone badania sg wysokiej jakosci i majg charakter
aplikacyjny. Autorka wykazata sie zaréowno kompetencjami eksperymentalnymi, jak i
dobrg znajomoscig literatury naukowe;.

Na podstawie przeprowadzonej oceny stwierdzam, ze praca spetnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Wnioskuje o dopuszczenie mgr inz.

Michaliny Bartak do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.

Z wyrazami szacunku,

Signed by /
Podpisano przez:
7 -~ Krzysztof Antoni
L Y
‘ %f{@/y/ - %g Pyr¢
Date / Data:

Krzysztof Pyré 2025-09-30 23:37
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