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OCENA 

rozprawy doktorskiej mgr Darii Reczynskiej pt. „Ekspresja bialek ostrej fazy 
i katelicydyn w komorkach krwi i mleka koz mlecznych w odpowiedzi na zakazenie 

lentiwirusem malych przezuwaczy (SRLV)" 
wykonanej pod kierunkiem Pani prof, dr hab. Emilii Bagnickiej 

w Instytucie Genetyki i Hodowli Zwierzqt Polskiej Akademii Nauk w Jastrz?bcu. 
Podstaw? formaln^ recenzji stanowi pismo Dyrektora Instytutu prof, dr hab. Jaroslawa 

Horbahczuka z dnia 29.09.2015 r. powohiĵ ce si? na uchw^? Rady Naukowej Instytutu 
Genetyki i Hodowli Zwierz^t Polskiej Akademii Nauk w Jastrz?bcu z dnia 15.11.2017 r. 

Jedn^ z najwazniejszych chorob zakaznych koz w Polsce jest obecnie podlegaĵ ce 
obowi^kowi rejestracji zapalenie stawow i mozgu koz (CAE). Ta lentiwirusowa choroba o 
charakterze przewleklym, b^d^ca przyczyn^ strat ekonomicznych wynikajqcych ze spadku 
wydajnosci mlecznej oraz koniecznosci eliminacji wyniszczonych choroby zwierz^t, stanowi 
jedno z najwi?kszych wyzwan w hodowli koz. Wielopostaciowosc CAE sprawia wrazenie 
wyst?powania w stadzie wielu roznych schorzen, a zdolnosc wywolywania przez lentiwirus 
malych przezuwaczy (SRLV) zakazen latentnych utrudnia w duzym stopniu uwolnienie stada 
od czynnika etiologicznego na podstawie wynikow badan serologicznych, ktore s^ 
proceduraln^ metod^ rozpoznzwania CAE. Wiedza na temat czynnika etiologicznego wci^z 
jest niepelna. Przede wszystkim nie zostala do konca wyjasniona patogeneza choroby, a w 
tym procesy immunologiczne wyst?puj^ce w przebiegu zakazenia. Glownie z tego powodu 
dotychczas nie opracowano skutecznych metod zwalczania choroby, a wlasciwosci wirusa 
uniemozliwiaJ4 skonstruowanie efektywnej szczepionki. Dlatego tak wazne jest dokladne 
poznanie wszystkich mechanizmow immunologicznych towarzysz^cych zakazeniu SRLV, 
takze reakcji niespecyficznych, jak mechanizmy odpomosci wrodzonej. Zatem podj?cie przez 
mgr Dari? Reczyhsk^ badan nad ekspresji genow kontroluj^cych produkcj? bialek ostrej fazy 
u koz zakazonych SRLV uwazam za uzasadnione. 

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, o ukladzie nieco odmiennym niz tego 
rodzaju opracowania, liczy 127 stron. Sklada si? z 12 rozdzialow, takich jak Wykaz skrotow, 
Wst?p, Hipotezy badawcze, Cel badaii, Przegl^d pismiennictwa. Material i metody, Wyniki i 
dyskusja, Podsumowanie, Wnioski, Streszczenia w j?zyku polskim i angielskim, Bibliografia 
oraz Netografia. Dysertacja zawiera 31 wykresow i 6 tabel. 

W liczqcym 2 strony wst?pie, poprzedzonym wykazem stosowanych skrotow, 
Doktorantka zawarla informacje na temat swiatowej i polskiej populacji koz, trendow 
hodowlanych oraz problemow w hodowli zwi^anych z pojawieniem si? SRLV. Przedstawila 
tez tmdnosci zwi^zane z diagnozowaniem i eliminacjq zakazen. 



W rozdziale „Hipotezy badawcze" Autorka w dwoch zdaniach przedstawila zalozenia, 
zgodnie z ktorymi zakazenie SRLV ma wplyw, poprzez uklad immunologiczny, na ekspresj? 
genow kontroluj^cych produkcj? bialek ostrej fazy (BOF) i katelicydyn oraz na profil 
ekspresji genow koduj^cych mikro RNA (miRNA), czego odbiciem ma bye poziom BOF w 
mleku i surowicy. Celem badan byla obrona zalozen hipotezy badawczej. 

W rozdziale „Przegl4d pismiennictwa", zawieraj^cym trzy podrozdzialy, zostala 
przedstawiona taksonomia i budowa SRLV oraz patogeneza, przebieg, diagnostyka i metody 
zwalczania CAE. Zostal tez opisany przebieg reakcji ostrej fazy oraz charakterystyka i 
mechanizm dzialania BOF maj^cych znaczenie w przebiegu procesow patofizjologicznych u 
koz, takich jak: amyloid surowiczy (SAA), haptoglobina (Hp), ceruloplazmina (Cp), kwasna 
alfa-l-glikoproteina (AGP), fibrynogen (Fb), alfa-laktoglobulina (LALBA), bialko C-
reaktywne (CRP). W osobnych podrozdzialach przedstawiono charakterystyk? katelicydyn 
oraz regulacje epigenetyczne. 

W rozdziale „Material i metody", zawierajqcym 16 stron, zlozonym z dwoch 
podrozdzialow, Doktorantka scharakteryzowala grupy eksperymentalne zwierz^t 
wykorzystanych w doswiadczeniu, wykonywane badania mikrobiologiczne oraz 
fizykochemiczne mleka, badania molekulame i immunoenzymatyczne mleka i surowicy oraz 
zastosowane do ewaluacji wynikow analizy statystyczne. 

Przedstawione badania zostaly przeprowadzone w dwoch gmpach koz mlecznych, 
ktore skladaly si? z 12 koz okreslonych na podstawie badan serologicznych jako zakazone 
SRLV oraz 12 koz serologicznie ujemnych. 

Badania bakteriologiczne mleka zostaly wykonano, jak napisala Doktorantka, „w celu 
wykluczenia wplywu obecnosci bakterii patogennych". Szkoda, ze w tym miejscu nie 
znalazla si? informacja w kierunku obecnosci ktorych bakterii przeprowadzono badania oraz 
ile dokladnie probek mleka poddano badaniom bakteriologicznym. 

Material do badan molekulamych stanowily komorki somatyczne wyizolowane z 
mleka oraz leukocyty krwi, w ktorych metody real-time PGR badano ekspresj? genow 
kontroluj^cych BOF oraz genow koduj^cych miRNA reguluj^cych ekspresj? genow 
koduj^cych BOF. L^cznie przeprowadzono badania 480 probek mleka i 240 probek krwi. 

Na uznanie zashiguje zastosowanie wysoko specjalistycznych metod molekulamych, 
takich jak real time PGR, do badania ekspresji genow oraz mechanizmow regulacji ekspresji 
poprzez geny dla miRNA 

Rozdzial „Wyniki i dyskusja" sklada si? z 4 podrozdzialow, w ktorych Doktorantka 
przedstawila rezultaty badan mikrobiologicznych i parametrow fizykochemicznych mleka, 
badan ekspresji genow koduj^cych BOF i katelicydyny, poziomy BOF w mleku i surowicy 
oraz ekspresji genow miRNA. W poszczegolnych podrozdzialach dokonano porownania 
wynikow uzyskanych od zwierz^t zakazonych SRLV i SRLV- negatywnych w konfrontacji 
do wynikow uzyskanych przez innych badaczy. Uzyskane rezultaty, przedstawione w formie 
opisowej i graficznej, sg interesuj^ce i wnosz^ no we wartosci do obecnego stanu wiedzy na 
temat reakcji ostrej fazy w przebiegu CAE. Badania wykazaly brak wplywu zakazenia SRLV 
u koz na zanieczyszczenie mikrobiologiczne mleka, zarowno bakteriami srodowiskowymi, 
jak i chorobotworczymi oraz na procentow^ zawartosc thiszczu, kazein, laktozy, kwasu 
cytrynowego i mocznika w mleku. Nie wykazano tez wplywu zakazenia na wi?kszosc 
badanych parametrow fizyko-chemicznych mleka ani na ekspresj? genow BOF i katelicyd)^!. 



Wykazano natomiast wi^ksz^ liczb? komorek somatycznych w mleku, nizsz^ zawartosc 
suchej masy i suchej masy bezttuszczowej u koz zakazonych. Stwierdzono tez wyzszy 
poziom transkryptow genow Hp i SAA w leukocytach. U koz zakazonych SRLV stwierdzono 
jednoczesnie spadek st?zenia SAA, Cp i katelicydyny MAP28 oraz wzrost MAP34 w mleku, 
a w surowicy wzrost st?zenia SAA. 

Pewn^ trudnosc stanowila interpretacja opisanych wynikow badan bakteriologicznych. 
Autorka podala wyl^cznie wartosci procentowe probek mleka zanieczyszczonych bakteriami, 
przy czym powolywala si? w dyskusji na wynik badan innych autorow, gdzie oprocz 
procentowej wartosci podano liczb? badanych probek. Kolorowe wykresy nieco ulatwiiy 
interpretacj? rezultatow, chociaz rowniez zawieraly wyl^cznie wartosci procentowe. 

Rozdzial „Podsumowanie" zawiera uj?te w dziewi?ciu pimktach rezultaty badan. 
Recenzowan^ prac? doktorsk^ wiehczy szesc wnioskow, streszczenia w j?zykach 

polskim i angielskim oraz wykaz 169 pozycji pismiennictwa i 8 pozycji netograficznych 
dowodz^cych umiej?tnosci doboru literatury odpowiedniej do analizy i dyskusji uzyskanych 
wynikow badan wlasnych. 

Reasimiujqc, nalezy stwierdzic, ze wykonane przez Doktorantk? obszeme i 
pracochlonne badania dostarczyly ciekawych i cennych wynikow poznawczych oraz 
aplikacyjnych, zashigujqcych na pozytywn^ ocen?. Mgr Daria Reczynska wykazala, ze 
zakazenie koz SRLV nie wplywa na wzrost ekspresji genow odpowiedzialnych za produkcj? 
wi?kszosci badanych BOF, oraz ze bialka uwazane za istotne wskazniki reakcji ostrej fazy u 
koz, takie jak SAA, Hp i Cpmajq niewielkie znaczenie w przypadku zakazenia SRLV. 
Wykazala tez, ze procesy regulacji genetycznej mierzone poziomem ekspresji miR byly 
wyrazniej zaznaczone w komorkach somatycznych w mleku, niz w leukocytach krwi 
obwodowej, oraz ze wyzsze st?zenie SAA we krwi, przy jednoczesnym stalym st?zeniu 
innych BOF oraz spadku st?zenia SAA i Cp w mleku moze sluzyc jako dodatkowy wskaznik 
diagnostyczny zakazenia SRLV u koz, co ma istotne znaczenie aplikacyjne. Na wysok^ ocen? 
zashiguje rowniez staranna analiza statystyczna wynikow. 

Szczegolowa analiza rozprawy ujawnila jednak kilka niescislosci i bl?d6w, ktorych 
autorka nie ustrzegla si? przygotowuj^c ostateczn^ wersj? rozprawy, zatem jako recenzent 

' zobowiqzanajestemjeprzedstawic w formie uwagkrytycznych. 

- Wykaz skrotow zamieszczony na pocz^tku pracy jest bardzo przydatny, niestety, nie 
zawiera wyjasnienia wszystkich stosowanych w pracy skrotow. Zabraklo m. in.: 
o AGID - odczyn immunodyfiizji w zelu agarowym, str. 16 
o BIV - bydl?cy wirus niedoboru odpomosci (bovine immunodeficiency virus), str. 14 
o BRSV - wims syncytialny ukladu oddechowego bydla (bovine respiratory syncytial 

vims), str. 31 
o COX 2 - cyklooksygenaza-2, str. 32 
o DENZ-wimsdenga(denguevims), str. 31 , 
o dUTPase-deoksyurydynopirofosfataza, str. 15 
o EIAV - wims niedokrwistosci zakaznej koni (equine infectious anemia vims), str. 14 
o ELISA - test immunoenzymatyczny (enzyme-linked immunosorbent assay), str. 16, 

17,34,36,44,108, 111 



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

FAWC - Rada Dobrostanu Zwierz^t Gospodarskich (Farm Animal Welfare 
Committee), str. 11 

GSM - blona maziowa, str. 74 ' 
HDL - lipoproteina o wysokiej g?stosci (high density lipoprotein), str. 21 
HIV - ludzki wirus niedoboru odpomosci (human immunodeficiency vims), str. 11, 

14,27,73,86,94,95,1001,104 
HPV - wims brodawczaka ludzkiego (human papillomavims), str. 31,32 
IN - integraza, str. 15 
LDL - lipoproteina o niskiej g?stosci (low density lipoprotein), str. 21, 22, 36 
LKS - liczba komorek somatycznych, str. 36,45, 55, 91 
InLKS - logarytm z liczby komorek somatycznych, str. 45, 55 
LTRs - dlugie koncowe powtorzenia sekwencji (long terminal repeats), str. 14 
NGF - czynnik wzrostu nerwow (nerves growth factor), str. 30 
OPP - Post?powe zapalenie pluc owiec (ovine progressive pneumonia), str. 10 
PBMC - jednojqdrzaste komorki krwi obwodowej (peripheral mononuclear blood 

cells), str. 15 
PC - fosfocholina, str. 25 
PGE2-prostaglandyna E2, str. 34, 35 
PR - proteaza, str. 15 
PRRSV - wims zespohi rozrodczo oddechowego swin (porcine reproductive and 

respiratory syndrom vims), str. 31 
PTX - pentraxyna, str. 25 
RIPA-radioimmunoprecypitacja(radioimmunoprecypitation), str. 16 
RISC - kompleks wyciszajqcy 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 - koronawims ci?zkiego ostrego zespohi oddechowego (severe acute 

respiratory syndrome coronavims), str. 31, 94 
SD - odchylenie standardowe (standard deviation), str. 54 
SE - bl^d standardowy (standard error), str. 54 - 57, 60 - 63, 66 - 69, 76, 78, 82 - 84, 

87-89, 97-100 
SNIP - brodawczak nosowo-zatokowy odwrocony (sinonasal inverted papilloma), str. 

31,32 
SU - bialko powierzchniowe (surface protein), str. 15 
TGF-P2 - transformuj^cy czynnik wzrostu P2 (transforming growth factor), str. 34, 35 
TLKA - tropiomiozynowy receptor kinazy A, str. 30 
TM - bialko transblonowe (transmembrane protein), str. 15 
VEGF - czynnik wzrostu srodblonka naczyniowego (vascular endothelial growth 

factor), str. 30, 95 
VLDL - lipoproteina o bardzo niskiej g^stosci (very low density lipoprotein), str. 21 



o VSV - wirus p?cherzykowego zapalenia jamy ustnej (vesicular stomatitis virus), str. 
30, 95 

o WB - western blotting 
-jednoczesnie brak w tekscie wyjasnienia zastosowanych skrotow: str. 19,24 - komorki 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 „kom6rkach somatycznych mleka". Mleko to wydzielina, 
nie tkanka, nie sklada si? z komorek. Komorki somatyczne pochodzq z naWonka kanalik6w 
mlekowych i z krwi. Prawidlowo stosuje si? okreslenie „kom6rki somatyczne w mleku". 
- Podobnie, Doktorantka cz?sto uzywa okreslenia „ekspresja bialek". Ekspresji ulegaja geny, 
bialka raczej sekrecji. 
- Wydaje mi si?, ze gdyby „Cel badan" zostal uj?ty w punktach zamiast w jednym bardzo 
dhigim zdaniu bylby mniej zawily. 
- Str. 21 -„izoformy genu koduĵ cego SAA" - izoformy to struktury bialek. Powinno bye 
geny koduĵ ce izoformy SAA. 
- W calej pracy Doktorantka zamiennie uzywa okreslenia proby i probki. Prawidlowo do 
badan pobierane s^ probki, natomiast „pr6ba", to zbior obserwacji statystycznych, lub 
czynnosc (test, eksperyment). 
- Tytuly wykresow 12-23 powinny zawierac informacje na temat metody badania 
przedstawionych parametrow, a na osi rz?dnych powirmy bye podane odpowiednie jednostki. 
- Tabele 5 i 6 wykonane na podstawie bazy genow docelowych ustalonych dla ludzkiego 
genomu", ktore zostaly zamieszczone na stronach 92 i 93 oraz 102 -103 w rozdziale „Wyniki 
i dyskusja" powinna si? znalezc w rozdziale „Przegl4d pismiennictwa", poniewaz nie 
zawieraj 4 wynikow pracy Autorki. 

W pracy znalazlo si? tez kilka niescislosci i niezr?cznych sformulowan: 
Str. 31 - „miR-214 jest (.. .) celem terapeutycznym dla brodawczaka" - to raczej 
brodawczaki s^ celem terapeutycznym. 

- W rozdziale „Wyniki i dyskusja znajduje si? podrozdzial 7.3.1 zatytulowany 
„Ekspresja genow bialek ostrej fazy i katelicydyn na poziomie mRNA i bialka 
pomi?dzy tkankami". Sugeruje to istnienie jakiejs nowej formy bialka, zatem tytul 
powinien bye inaczej sformulowany. 
Proponuj? r6wniez zmian? tytuhi podrozdziahi 7.3.2 „Ekspresja bialek ostrej fazy i 
katelicydyn na poziomie mRNA i bialka mi?dzy zwierz?tami wolnymi od zakazenia i 
zakazonymi SRLV" na „Ekspresja bialek ostrej fazy i katelicydyn na poziomie mRNA 
i bialka u zwierz^t wolnych od zakazenia i zakazonych SRLV". 

- W powyzszym rozdziale, na str. 72 znalazla si? informacja, ze SRLV „... mogq 
kontrolowac uklad odpomosciowy gospodarza". W^tpliwe aby wirus mogl przej^c 
kontrol? nad ukladem immunologicznym gospodarza, a z pewnosciq dowodem tego 
nie moze bye zdolnosc unikania odpowiedzi immunologicznej, jak sugeruje 
Doktorantka. Nie jest tez „niewidoczny dla ukladu odpomosciowego", skoro u 



zakazonych zwierz^t stwierdzane przeciwciala anty-SRLV. W koiicu na tej 
podstawie Doktorantka utworzyla jedn^ z grup doswiadczalnych. 

- Radzilabym unikac twierdzenia, ze przedstawione badania dotycz^ ekspresji BOF i 
katelicydyn u malych przezuwaczy w odpowiedzi na zakazenie SRLV, poniewaz 
doswiadczenie nie dotyczyto eksperymentalnego zakazenia koz. Praca miala na celu 
porownanie pewnych parametrow u koz zakazonych i niezakazonych. Badane 
zwierz?ta ulegly zakazeniu w roznym czasie, byly zroznicowane wiekowo oraz 
narazone na rozne okolicznosci dodatkowo wplywaj^ce na poziomy BOF. 

- Str. 86 - Sugeruj? zmian? „W badaniach nad ekspresj^ cytokin..." na „W badaniach 
nad ekspresj^ genow kontroluj^cych produkcj? cytokin". 

- Str. 94 - Autorka napisala, ze „"Nizszy poziom ekspresji w WBC zwierz^t zakazonych 
moze swiadczyc, ze SRLV ma zdolnosc do w>xiszania ekspresji genu miR-214.". To 
miRNA wycisza geny w odpowiedzi na zakazenie wirusem. 

^ Wniosek 3 uwazam za zbyt smialy. Przeprowadzone przez Doktorantk? badania 
dotycz4 jedynie reakcji ostrej fazy i uzyskane wyniki nie daj^ podstawy do 
stwierdzenia, ze „lokalna odpowiedz immunologiczna gruczohi sutkowego jest 
niezalezna i odmienna od odpowiedzi calego organizmu". 

Uwagi dotycz^ce wykazu pismiennictwa: 
- W wykazie brakuje 8 pozycji, na ktore Autorka powoluje 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 pismiennictwa znajduje si? pozycja nie cytowana w pracy : Leitner i wsp., 
2011 

Przedstawione uwagi krytj'czne, maĵ ce w wi?kszosci charakter dyskusyjny, 
porz^dkowy nie umniejszaj^ w znacz^cy sposob wartosci recenzowanej rozprawy doktorskiej 
i nie maj^ fundamentalnego wplywu na jej pozytywn^ ocen?. 

Reasumuj^c, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Darii Reczynskiej pt. 
„Ekspresja bialek ostrej fazy i katelicydyn w komorkach Icrwi i mleka koz 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 okreslonym w § 
6. Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrzesnia 2011 r. w 
sprawie szczegolowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodach 
doktorskich, w post?powaniu habilitacyjnym oraz w post?powaniu o nadanie tytuhi profesora, 
dlatego przedkladam Wysokiej Radzie Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierz^t Polskiej 
Akademii Nauk w Jastrz?bcu wniosek o dopuszczenie mgr Darii Reczynskiej do dalszych 
etap6w przewodu doktorskiego. 

Olsztyn, 29. 10. 2018 r. 


