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rozprawy doktorskiej mgr Darii Reczyiiskiej pt. ,,Ekspresja bialek ostrej fazy
i katelicydyn w komérkach krwi i mleka kéz mlecznych w odpowiedzi na zakazenie
lentiwirusem malych przezuwaczy (SRLV)”
wykonanej pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Emilii Bagnickiej
w Instytucie Genetyki i Hodowli Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Jastrzebcu.
Podstawe formalng recenzji stanowi pismo Dyrektora Instytutu prof. dr hab. Jarostawa
Horbaficzuka z dnia 29.09.2015 r. powolujace si¢ na uchwate Rady Naukowej Instytutu
Genetyki i Hodowli Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Jastrzebcu z dnia 15.11.2017 .

Jedng z najwazniejszych choréb zakaznych kéz w Polsce jest obecnie podlegajace
obowigzkowi rejestracji zapalenie stawow i mézgu k6z (CAE). Ta lentiwirusowa choroba o
charakterze przewleklym, bedaca przyczyng strat ekonomicznych wynikajacych ze spadku
wydajnosci mlecznej oraz koniecznosci eliminacji wyniszczonych chorobg zwierzat, stanowi
jedno z najwigkszych wyzwan w hodowli kéz. Wielopostaciowosé CAE sprawia wrazenie
wystgpowania w stadzie wielu réznych schorzen, a zdolnos¢ wywolywania przez lentiwirus
matych przezuwaczy (SRLV) zakazen latentnych utrudnia w duzym stopniu uwolnienie stada
od czynnika etiologicznego na podstawie wynikéw badan serologicznych, ktére sa
proceduralng metoda rozpoznzwania CAE. Wiedza na temat czynnika etiologicznego wcigz
Jest niepelna. Przede wszystkim nie zostata do korica wyjasniona patogeneza choroby, a w
tym procesy immunologiczne wystepujace w przebiegu zakazenia. Gléwnie z tego powodu
dotychczas nie opracowano skutecznych metod zwalczania choroby, a wlasciwosci wirusa
uniemozliwiaja skonstruowanie efektywnej szczepionki. Dlatego tak wazne jest doktadne
poznanie wszystkich mechanizméw immunologicznych towarzyszacych zakazeniu SRLV,
takze reakcji niespecyficznych, jak mechanizmy odpornosci wrodzonej. Zatem podjecie przez
mgr Dari¢ Reczynskg badari nad ekspresja genow kontrolujacych produkcje biatek ostrej fazy
u k6z zakazonych SRLV uwazam za uzasadnione.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, o ukladzie nieco odmiennym niz tego
rodzaju opracowania, liczy 127 stron. Skiada si¢ z 12 rozdzialéw, takich jak Wykaz skrotéw,
Wstep, Hipotezy badawcze, Cel badan, Przeglad pismiennictwa, Material i metody, Wyniki i
dyskusja, Podsumowanie, Wnioski, Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Bibliografia
oraz Netografia. Dysertacja zawiera 31 wykresow i 6 tabel.

W liczacym 2 strony wstgpie, poprzedzonym wykazem stosowanych skrétow,
Doktorantka zawarla informacje na temat $wiatowej i polskiej populacji koz, trendéw
hodowlanych oraz probleméw w hodowli zwigzanych z pojawieniem si¢ SRLV. Przedstawila
tez trudnosci zwigzane z diagnozowaniem i eliminacjg zakazen.




W rozdziale ,,Hipotezy badawcze” Autorka w dwdch zdaniach przedstawila zalozenia,
zgodnie z ktérymi zakazenie SRLV ma wplyw, poprzez uklad immunologiczny, na ekspresje
genéw kontrolujgcych produkcje¢ biatek ostrej fazy (BOF) i katelicydyn oraz na profil
ekspresji gen6w kodujacych mikro RNA (miRNA), czego odbiciem ma byé poziom BOF w
mleku i surowicy. Celem badan byta obrona zatozen hipotezy badawczej.

W rozdziale ,,Przeglad piSmiennictwa”, zawierajacym trzy podrozdzialy, zostala
przedstawiona taksonomia i budowa SRLV oraz patogeneza, przebieg, diagnostyka i metody
zwalczania CAE. Zostat tez opisany przebieg reakcji ostrej fazy oraz charakterystyka i
mechanizm dzialania BOF majacych znaczenie w przebiegu proceséw patofizjologicznych u
koz, takich jak: amyloid surowiczy (SAA), haptoglobina (Hp), ceruloplazmina (Cp), kwasna
alfa-1-glikoproteina (AGP), fibrynogen (Fb), alfa-laktoglobulina (LALBA), bialko C-
reaktywne (CRP). W osobnych podrozdziatach przedstawiono charakterystyke katelicydyn
oraz regulacje epigenetyczne.

W rozdziale ,,Material i metody”, zawierajacym 16 stron, ztozonym z dwéch
podrozdzialéw, Doktorantka scharakteryzowala grupy eksperymentalne zwierzat
wykorzystanych w  doswiadczeniu, wykonywane badania mikrobiologiczne oraz
fizykochemiczne mleka, badania molekularne i immunoenzymatyczne mleka i surowicy oraz
zastosowane do ewaluacji wynikow analizy statystyczne.

Przedstawione badania zostaly przeprowadzone w dwoch grupach kéz mlecznych,
ktore skladaly si¢ z 12 koz okreslonych na podstawie badaf serologicznych jako zakazone
SRLYV oraz 12 kéz serologicznie ujemnych.

Badania bakteriologiczne mleka zostaly wykonano, jak napisata Doktorantka, ,,w celu
wykluczenia wplywu obecnosci bakterii patogennych”. Szkoda, ze w tym miejscu nie
znalazla si¢ informacja w kierunku obecnosci ktérych bakterii przeprowadzono badania oraz
ile dok}adnie prébek mleka poddano badaniom bakteriologicznym.

Material do badan molekularnych stanowily komérki somatyczne wyizolowane z
mleka oraz leukocyty krwi, w ktérych metodg real-time PCR badano ekspresj¢ genow
kontrolujacych BOF oraz genéw kodujacych miRNA regulujgcych ekspresje gendw
kodujacych BOF. Lacznie przeprowadzono badania 480 probek mleka i 240 probek krwi.

Na uznanie zasluguje zastosowanie wysoko specjalistycznych metod molekularnych,
takich jak real time PCR, do badania ekspresji genéw oraz mechanizméw regulacji ekspresji
poprzez geny dla miRNA.

Rozdzial ,,Wyniki i dyskusja” sklada si¢ z 4 podrozdzialéw, w ktérych Doktorantka
przedstawila rezultaty badan mikrobiologicznych i parametréw fizykochemicznych mleka,
badan ekspresji genéw kodujacych BOF i katelicydyny, poziomy BOF w mleku i surowicy
oraz ekspresji gendow miRNA. W poszczegdlnych podrozdziatach dokonano poréwnania
wynikéw uzyskanych od zwierzat zakazonych SRLV i SRLV- negatywnych w konfrontacji
do wynikow uzyskanych przez innych badaczy. Uzyskane rezultaty, przedstawione w formie
opisowej i graficznej, sg interesujgce i wnoszg nowe wartosci do obecnego stanu wiedzy na
temat reakcji ostrej fazy w przebiegu CAE. Badania wykazaty brak wptywu zakazenia SRLV
u kéz na zanieczyszczenie mikrobiologiczne mleka, zardwno bakteriami Srodowiskowymi,
jak i chorobotwérczymi oraz na procentows zawarto$¢ tluszczu, kazein, laktozy, kwasu
cytrynowego i mocznika w mleku. Nie wykazano tez wplywu zakazenia na wiekszo$¢
badanych parametréw fizyko-chemicznych mleka ani na ekspresje genéw BOF i katelicydyn.




Wykazano natomiast wigksza liczb¢ komoérek somatycznych w mleku, nizsza zawarto$é
suchej masy i suchej masy beztluszczowej u kéz zakazonych. Stwierdzono tez wyzszy
poziom transkryptéw genéw Hp i SAA w leukocytach. U k6z zakazonych SRLV stwierdzono
jednoczesnie spadek stezenia SAA, Cp i katelicydyny MAP28 oraz wzrost MAP34 w mleku,
a w surowicy wzrost stezenia SAA.

Pewng trudnos¢ stanowila interpretacja opisanych wynikéw badan bakteriologicznych.
Autorka podata wylacznie wartosci procentowe probek mleka zanieczyszczonych bakteriami,
przy czym powolywata si¢ w dyskusji na wynik badan innych autor6w, gdzie oprocz
procentowej wartosci podano liczb¢ badanych probek. Kolorowe wykresy nieco ulatwity
interpretacje rezultatow, chociaz rdwniez zawieraty wylgcznie wartosci procentowe.

Rozdziatl ,,Podsumowanie” zawiera ujete w dziewigciu punktach rezultaty badan.

Recenzowang prace¢ doktorska wienczy szes¢ wnioskéw, streszczenia w jezykach
polskim i angielskim oraz wykaz 169 pozycji piSmiennictwa i 8 pozycji netograficznych
dowodzacych umiejetnosci doboru literatury odpowiedniej do analizy i dyskusji uzyskanych
wynikow badan wilasnych.

Reasumujac, nalezy stwierdzi¢, ze wykonane przez Doktorantke obszerne i
pracochlonne badania dostarczyly ciekawych i cennych wynikéw poznawczych oraz
aplikacyjnych, zashigujacych na pozytywng oceng¢. Mgr Daria Reczynska wykazala, ze
zakazenie k6z SRLV nie wplywa na wzrost ekspresji genéw odpowiedzialnych za produkcje
wigkszosci badanych BOF, oraz ze biatka uwazane za istotne wskazniki reakcji ostrej fazy u
koéz, takie jak SAA, Hp i Cpmajg niewielkie znaczenie w przypadku zakazenia SRLV.
Wykazala tez, ze procesy regulacji genetycznej mierzone poziomem ekspresji miR byly
wyraznie] zaznaczone w komoérkach somatycznych w mleku, niz w leukocytach krwi
obwodowej, oraz ze wyzsze stezenie SAA we krwi, przy jednoczesnym staltym stezeniu
innych BOF oraz spadku st¢zenia SAA i Cp w mleku moze stuzy¢ jako dodatkowy wskaznik
diagnostyczny zakazenia SRLV u kéz, co ma istotne znaczenie aplikacyjne. Na wysoka ocene
zasluguje réwniez staranna analiza statystyczna wynikow.

Szczegélowa analiza rozprawy ujawnila jednak kilka niescistosci i blgdow, ktérych
autorka nie ustrzegla si¢ przygotowujac ostateczng wersje rozprawy, zatem jako recenzent
» zobowigzana jestem je przedstawié¢ w formie uwag krytycznych.

— Wykaz skrétow zamieszczony na poczatku pracy jest bardzo przydatny, niestety, nie
zawiera wyjasnienia wszystkich stosowanych w pracy skr6tow. Zabrakto m. in.:
o AGID - odczyn immunodyfuzji w zelu agarowym, str. 16
o BIV - bydlecy wirus niedoboru odpornosci (bovine immunodeficiency virus), str. 14
o BRSV — wirus syncytialny uktadu oddechowego bydta (bovine respiratory syncytial
virus), str. 31
COX 2 — cyklooksygenaza-2, str. 32
DENZ — wirus denga (dengue virus), str. 31
dUTPase — deoksyurydynopirofosfataza, str. 15
EIAV — wirus niedokrwistosci zakaznej koni (equine infectious anemia virus), str. 14
ELISA — test immunoenzymatyczny (enzyme-linked immunosorbent assay), str. 16,
17, 34, 36, 44, 108, 111

O O O O O




o O

(0] O O O O O 0O O O O O O O O OO OO0 O 0 O

O O 0O O O

EMT - przejscie epitelialno-mezenchymalne (epithelial — mesenchymal transition), str.
95

FAWC — Rada Dobrostanu Zwierzat Gospodarskich (Farm Animal Welfare
Committee), str. 11

GSM - blona maziowa, str. 74

HDL - lipoproteina o wysokiej gestosci (high density lipoprotein), str. 21

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci (human immunodeficiency virus), str. 11,
14,27, 73, 86, 94, 95, 1001, 104

HPV — wirus brodawczaka ludzkiego (human papillomavirus), str. 31, 32

IN — integraza, str. 15

LDL - lipoproteina o niskiej gestosci (low density lipoprotein), str. 21, 22, 36

LKS - liczba komorek somatycznych, str. 36, 45, 55, 91

InLKS - logarytm z liczby komérek somatycznych, str. 45, 55

LTRs — dlugie koficowe powtorzenia sekwencji (long terminal repeats), str. 14

NGF — czynnik wzrostu nerw6w (nerves growth factor), str. 30

OPP — Postepowe zapalenie ptuc owiec (ovine progressive pneumonia), str. 10

PBMC - jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej (peripheral mononuclear blood
cells), str. 15

PC — fosfocholina, str. 25

PGE2 — prostaglandyna E2, str. 34, 35

PR — proteaza, str. 15

PRRSV — wirus zespotu rozrodczo oddechowego $win (porcine reproductive and
respiratory syndrom virus), str. 31

PTX — pentraxyna, str. 25

RIPA - radioimmunoprecypitacja (radioimmunoprecypitation), str. 16

RISC — kompleks wyciszajacy RNA (RNA-induced silencing complex), str. 29

RT — odwrotna transkrypcja (reverse transcription), str. 16

RZS — reumatoidalne zapalenie stawow, str. 30

SAM-s - adenozylometionina-s, str. 28

SARS- CoV - koronawirus cigzkiego ostrego zespotu oddechowego (severe acute
respiratory syndrome coronavirus), str. 31, 94

SD — odchylenie standardowe (standard deviation), str. 54

SE — blad standardowy (standard error), str. 54 — 57, 60 - 63, 66 — 69, 76, 78, 82 — 84,

87-89,97-100
SNIP — brodawczak nosowo-zatokowy odwrdcony (sinonasal inverted papilloma), str.
31,32

SU — bialko powierzchniowe (surface protein), str. 15

TGF-B2 - transformujgcy czynnik wzrostu B2 (transforming growth factor), str. 34, 35

TLKA — tropiomiozynowy receptor kinazy A, str. 30

TM — bialko transblonowe (transmembrane protein), str. 15

VEGF - czynnik wzrostu §rédblonka naczyniowego (vascular endothelial growth
factor), str. 30, 95

VLDL - lipoproteina o bardzo niskiej ggstosci (very low density lipoprotein), str. 21




o VSV —wirus pgcherzykowego zapalenia jamy ustnej (vesicular stomatitis virus), str.
30, 95
o WB — western blotting
- jednoczesnie brak w tekscie wyjasnienia zastosowanych skrétéw: str. 19, 24 — komérki NK,
str. 21 - HDL, str. 22 - SCF, str. 26 — LDL, str. 29 — RAN, str. 27, 31 - HSV, str. 31 - WSN,
str.32 — DNMT, str. 34 — system INRA

- W rozdziale ,,Netografia” brak http://www.genecards.org/- pozycja cytowana na str. 44.

- W calej pracy Doktorantka pisze o ,,komérkach somatycznych mleka”. Mleko to wydzielina,
nie tkanka, nie skiada si¢ z komérek. Komérki somatyczne pochodza z nablonka kanalikéw
mlekowych i z krwi. Prawidlowo stosuje si¢ okreslenie , komérki somatyczne w mleku”.
- Podobnie, Doktorantka czesto uzywa okre$lenia »ckspresja bialtek”. Ekspresji ulegaja geny,
biatka raczej sekrecji.
- Wydaje mi si¢, ze gdyby ,,Cel badan” zostal ujety w punktach zamiast w jednym bardzo
dlugim zdaniu bytby mniej zawily.
- Str. 21 -, izoformy genu kodujacego SAA” - izoformy to struktury bialek. Powinno byé
geny kodujace izoformy SAA.
- W calej pracy Doktorantka zamiennie uzywa okreslenia préby i probki. Prawidlowo do
badaf pobierane sa probki, natomiast ,,préba”, to zbiér obserwacji statystycznych, lub
czynnos¢ (test, eksperyment).
- Tytuly wykreséw 12-23 powinny zawieraé informacje na temat metody badania
przedstawionych parametr6w, a na osi rzgdnych powinny byé podane odpowiednie jednostki.
- Tabele 5 i 6 wykonane na podstawie bazy genéw docelowych ustalonych dla ludzkiego
genomu”, ktére zostaly zamieszczone na stronach 92 i 93 oraz 102 -103 w rozdziale » Wyniki
i dyskusja” powinna si¢ znalezé w rozdziale »Przeglad pismiennictwa”, poniewaz nie
zawieraja wynikéw pracy Autorki.

W pracy znalazlo sig tez kilka nie$cistoci i niezrecznych sformutowan:

—  Str. 31 - ,miR-214 jest (...) celem terapeutycznym dla brodawczaka” — to raczej
brodawczaki sg celem terapeutycznym.

- W rozdziale ,,Wyniki i dyskusja znajduje si¢ podrozdzial 7.3.1 zatytulowany
»Ekspresja genéw bialek ostrej fazy i katelicydyn na poziomie mRNA i bialka
pomigdzy tkankami”. Sugeruje to istnienie jakiejs nowej formy bialtka, zatem tytut
powinien by¢ inaczej sformutowany.

—  Proponuj¢ réwniez zmiang tytulu podrozdziatu 7.3.2 ,,Ekspresja bialek ostrej fazy i
katelicydyn na poziomie mRNA i bialka migdzy zwierzetami wolnymi od zakazenia i
zakazonymi SRLV” na ,,Ekspresja biatek ostrej fazy i katelicydyn na poziomie mRNA
i biatka u zwierzat wolnych od zakazenia i zakazonych SRLV”.

— W powyzszym rozdziale, na str. 72 znalazla si¢ informacja, ze SRLV ... moga
kontrolowa¢ uklad odpornosciowy gospodarza”. Watpliwe aby wirus mégt przejaé
kontrol¢ nad uktadem immunologicznym gospodarza, a z pewnoscia dowodem tego
nie moze by¢ zdolno$é unikania odpowiedzi immunologicznej, jak sugeruje
Doktorantka. Nie jest tez ,niewidoczny dla ukladu odpornosciowego”, skoro u




zakazonych zwierzat stwierdzane sa przeciwciata anty-SRLV. W koficu na tej
podstawie Doktorantka utworzyla jedna z grup do$wiadczalnych.

—  Radzitabym unika¢ twierdzenia, ze przedstawione badania dotycza ekspresji BOF i
katelicydyn u matych przezuwaczy w odpowiedzi na zakazenie SRLV, poniewaz
doswiadczenie nie dotyczylo eksperymentalnego zakazenia kéz. Praca miata na celu
poréwnanie pewnych parametréw u kéz zakazonych i niezakazonych. Badane
zwierzgta ulegly zakazeniu w réznym czasie, byly zréznicowane wiekowo oraz
narazone na ro6zne okolicznosci dodatkowo wplywajace na poziomy BOF.

—  Str. 86 — Sugeruj¢ zmiang ,,W badaniach nad ekspresja cytokin.r..” na ,,W badaniach
nad ekspresjg genéw kontrolujacych produkcje cytokin™.

—  Str. 94 - Autorka napisata, ze ,,"Nizszy poziom ekspresji w WBC zwierzat zakazonych
moze swiadczy¢, ze SRLV ma zdolno$¢ do wyciszania ekspresji genu miR-214.”. To
miRNA wycisza geny w odpowiedzi na zakazenie wirusem.

—  Wniosek 3 uwazam za zbyt $mialy. Przeprowadzone przez Doktorantke badania
dotycza jedynie reakcji ostrej fazy i uzyskane wyniki nie daja podstawy do
stwierdzenia, ze ,lokalna odpowiedz immunologiczna gruczotu sutkowego jest
niezalezna i odmienna od odpowiedzi catego organizmu”.

Uwagi dotyczace wykazu pismiennictwa:
— W wykazie brakuje 8 pozycji, na ktére Autorka powotuje si¢ w rozprawie:
Brenaut i wsp., 2014, str. 45, Blacklaws, 1995, str. 72, Dong i wsp., 2013 str. 43,
Finot i wsp., 2011, str. 43, Holmberg i Laurell, 1948, str. 23, Restelli i wsp., 2014,
str. 43, Shamove i wsp., 1999, str. 43, Thomson i wsp., 2013
— W wykazie pi$miennictwa znajduje si¢ pozycja nie cytowana w pracy : Leitner i wsp.,
2011

Przedstawione uwagi krytyczne, majace w wigkszoéci charakter dyskusyjny,
porzadkowy nie umniejszajg w znaczacy sposob wartosci recenzowanej rozprawy doktorskiej
1 nie maja fundamentalnego wptywu na jej pozytywna ocene.

Reasumujgc, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Darii Reczynskiej pt.
»EKspresja bialek ostrej fazy i katelicydyn w komérkach krwi i mleka kéz mlecznych w
odpowiedzi na zakaZenie lentiwirusem malych przezuwaczy (SRLV)” odpowiada
warunkom okreslonym w Art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz warunkom okre§lonym w §
6. Rozporzagdzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrzesnia 2011 r. w
sprawie szczegélowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnos$ci w przewodach
doktorskich, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora,
dlatego przedkladam Wysokiej Radzie Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat Polskiej
Akademii Nauk w Jastrzebcu wniosek o dopuszczenie mgr Darii Reczyniskiej do dalszych
etap6w przewodu doktorskiego.

Olsztyn, 29. 10. 2018 r. | ’3 , { Q /&W\M




