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Recenzja pracy doktorskiej mgr Darii Recryrfiskiej
pt. n,Ekspresja bialek ostrej fary i kateticydyn w kom6rkach krwi

i mleka k6z mlecznych w odpowiedzi na zakatenie
lentiwirusem malych prueiuwaczy (SRLV)'

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Emilii Bagnickiej - promorora
oraz dr. Michala Czopowicza - promotora pomocniczego
w Instytucie Genetyki i HodowliZwierz4tpAN w Jasfizgbcu

Przedlozona praca doktorska dotyczy badan okreslenia wplywu zakshenia
lentiwirusem matych przeZuwaczy - SRLV k6z mlecznych na ekspresjg gen6w
bialek ostrej fazy orazkatelicydyn, kt6rych wyniki czgsciowo zostaly opublikowane
w dw6ch artykulach naukowych.

Wystgpowanie chor6b u rwierz4t moze powodowai powazne straty
ekonomiczne w hodowli nxrierz4t gospodarskich, dlatego badania zwi4zane
z diagnostyk4 chor6b i rozwojem metod ich zwalczania ci4gle ciesz4 sig duzym
zainteresowaniem. W hodowli owiec i k6z szczeg6lne znaczenie ma wystgpowanie
lentiwirusa malych przehtwacey - SRLV powoduj4cego wirusowe zapalenie staw6w
i m6zgu. Zaktzenietympatogenem wpocz4tkowych fazaeh,trwaj4cych nawet kilka
lat" nie wywofuje objaw6w klinicznych, co w konsekwencji prowadzi do znacznych
strat w stadach matych przeiruwacry, aw koficu do powaZnych strat ekonomicznych.
Zasadne jest zatem poszukiwanie test6w, szczegdlnie tych na poziomie
molekularnym, umoZliwiaj4cych wczesne wykrycie zakuzenia zwieru4t SLRV,
dlatego tematyka badawcza rozprawy P. rngr Darii Reczyriskiej jest jak najbardziej
aktualna i ma charakter zar6wno poznawczy, jak i aplikacyjny.

Zakrtenia retrowirusowe, do kt6rych zalicza sig SRLV czgsto przycryniajq
sig do powstania nieodwracalnych zmian na poziomie molekularnym, bgd4cych
pocz4tkiem procesu patogenezy licanych chor6b. Proces z-apalny wywofuje
w organizmie szereg zaburzefi hormonalnych, metabolicznych i neurologicznych
prowadz4cych do aktywacji ukladu immunologicznego, objawiaj4cego sig zmian4
stgZeri niekt6rych bialek ostrej fary - BOF, co moze byd wykorzystane. jako jeden ze
wskaarik6w oceny zdrowotno$ci. Analiza stgzenia BOF na poziomie molekularnym
moze dai mozliwoii wczesnej diagnostyki, co jest szczeg6lnie wazne w identyfikacji
zakaheiL bezobjawowych, oraz da(, szansg na opracowanie skutecznych metod
zapobiegawczych.



Fakt ten wykorzrystala Doktorantka i przyjgta hipotezg badawcz4,zakladaj4c,Ze
lentiwirus matych przeZuwaczy oddziatuje na system immunologiczny organizmu
k6z poprzez:

-wptyw na poziom trdnskrypt6w genow bialek ostrej fazy i katelicydyn
w kom6rkach somatycznych rnleka i leukocytach krwi,

- sQZenie bialek ostrej tazy i katelicydyn w mleku i surowicy krwi.
Ponadto zaNoiyta 2e zakafuenie SRLV moze wptywad na profil ekspresji miRNA

w kom6rkach somatycznych mleka i leukocytach krwi,
-oraz., 2e poziom transkrypt6w lub/i produkt6w bialkowych gen6w

zaangtlowanych \M procesy immunologiczre mog4 sluzyd jako biomarker zakairenia
SRLV - co wedfug mnie jest juz raczej celem pracy, anierzaj4cym do oceny czry
,,poziom transkrypt6w i produkt6w bialkowych gen6w moge miei zastosowanie jako
biomarker zakui:enia SRLV?

7.* cel badsi Doktorantka wywncryla sobie przeanalizowanie ,:...wptJrwu
zakahenia SRLV kdz mlecmych na ekspresjg gen6w bialek ostrej fary oraz
katelicydyn na poziomie mRNA w kom6rkach somatycznych mleka i leukocytach
krui oraz na poziomie bialka w mleku i surowicy krwi na tej podstawie
zidentyfikowanie dodatkowego wskaurika zakahenia oraz okre$lenie poziomu
ekspresji h gen6w miRNA, mog4cych mied wptyw na ekspresjg gen6w
biatek ostrej faa-y i katelicydyn".

W mojej opinii przedstawienie celu badan w kolejnych punktach
przedstawiaj4cych zadania jakich podjpla sig Autorka pracy bytoby bardziej czytelne
i informatywne (o wyborze ras k6z do badari, wska2nik6w, czy metod dowiadujemy
sig dopiero w rozdziale Material i metody).

Przedlo2ona do recenzji roqprawa ma formg klasycznej rozprawy naukowej
i obejmuje rozdzialy: Kr6tki Wstgp (2 strony), przedstawienie Hipotez badawczych.
Cel badafi, Przegl4d pi$miennictwa (20 stron), Material i metody (16 stron), Wyniki
i dyskusja przedstawione razem wjednym rozdziale na 56 stronach, Podsumowanie,
Wnioski a nastgpnie streszczenie w jEzyku polskim i angielskim oraz Bibliografia
Licz4ca 168 pozycji. Rozprawg koriczy wyodrEbniona Netografia. Calo$i pracy
l4cznie ze spisem treSci i wykazem stosowanych skr6t6w stanowi4 przejrzyst4
strukturg calo$ci opracowan ia licz4c4 I 2 I stron maszynopisu.

Doktorantka dokonala szerokiego Przegl4du piSmiennictwa. Scharakteryzowala
SRLV opisuj4c nie tylko jego taksonomig i genom, ale takze procesy zaktaenia
kom6rki i replikacji, przebieg i objawy choroby orazprzedstawila obecnie stosowane
metody diagnosfyczne zakairefl SRLV zazr:rrczajqc, 2e dotychczas nie udalo sig
opracowad skutecznych metod mrtalczania chor6b wywotywanych przezretrowirusy.
Nalezy r6wnie2 zannczyt, te powszechnie stosowane rnetody immunodyfuzji
w Zelu agilozowym i test ELISA, nie zawsze sQ wystarczaj4ce do wykrycia
zakaZenia" dlatego wydaje sig. 2e poszukiwanie i zastosowanie metod analiry na
poziomie DNA, pozwoli na skuteczniejsz4 diagnostykg zakazonyeh zwierz4t i ich
eliminacjg ze stad.

Dalej P. magister z duL4starannoSci4 dokonala charakterystyki bialek ostrej fazy
i mechanizm6w ich dzialania. Dokladnie opisala 7 wybranych bialek ostrej fary:
Amyloid surowiczy, Haptoglobulina, Ceruloplazmin4 Kwa6na alfa -l-glikoproteina,
Fibrynogen, a-Laktalbumina i Bialko C-reaktywne. NastEpnie scharakteryzowala



katelicydyny, a rozdzial zakoriczyla opisem regulacji epigenetycznych zv*racaj4c
szczegolnq utragg na anaczenie ekspresji gendw na poziomie mRNA w r6Znych
jednostkach chorobowych u ludzi i avierz4t. Opis poparla liczn4, najnowsz4
literatur4 naukowq (gt6wnie z Za1,3-1,6r.) ponvierdzaj4c zasadnodi wyboru do
wlasnych badan gen6w mog4cych byd potencjalnymi wska2nikami w diagnostyce
SRLV.

Przegl4d pi$miennictwa napisany jest w spos6b czytelny i systematycffiy, bazuje
na licznej literaturze. Autorka wykazala sig dobr4 znajomo$i problematyki
badawczej rozprawy.

Natomiast niezrozumialy jest dla mnie podziat rozdziafu 6. Material i metody
na 2 podrozffialy 6.lBaza dofwiadczalna - zwierzqta i 6.2 Analiza statystyczna.

Pienvszy podrozdzial ,,Bara doSwiadczalna - mtierzgta" zrrwierl zar6wno opis
mrierz4t, materiatu biologicznego i zastosowanych metod: opisala gupy badawcze
nnierz4t, zastosowane metody w analizach mikrobiologicznych, fizryko*
chemicznych, molekularnych, a nastgpnie przedstawila material biologiczny
(w obrgbie kt6rego zawarto analizg krwi i mleka) i metody: odwrotn4 transkrypcjg,
Real-Time, test ELISA i profilowanie miRNA.

Taki uklad opisu mierz4t do$wiadczalnych, materiafu badawczego
i zastosowanych licmych metod badawcrych jest trudny do pruesledzenia.

Bazg do$wiadczaln4 stanowily kozy dw6ch ras mleczrych polska biala
usdachetniona (PWI) i polska barwna uszlachetniona (PFI). Razem do badan
wybrano 24 kory - podzielone na dwie guby badawcze po 12 osobnik6w. Jedna
grupa zrw.reru}t to osobniki wolne ad, za?,ailenia druga naturalnie zakalona SRLV,
u kt6rych co najmniej dwukrotnie stwierdzono dodatni wynik badan serologicznych"
Liczebno$d mieruqt w obserwowanych grupach wyselekcjonowane, wg rasy
i numeru laktacji przedstawiono na rysunku.

Mam uwagi do opisu mtierz4t:
Autorkapodalajedynie skr6ty ras k6z PWI i PFI. My51g, 2e w metodach, gdzie

po rae pierwszy byty podane rasy wybrane do badan, powinna byd podana najpierw
pelna nazwa rasy i stosowany skr6t, a p6zniej dopiero stosowanie samego skr6tu.
Szczeg6lnie, 2e w wykazie skr6t6w wkradl sig bl4d w rozwinigciu skr6tu rasy PWI.
Brak informacji o badanych osobnikach - z jakich stad pochofuq, jak byty
identyfftowane? Zabraklo r6wnie2 pozycji do odno3nika (IZ-PIB-INRA, 2009).

Do przeprowadzenia badan immunoenzymatycurych oraz analizy
molekularnej pobrano razem 480 pr6bek,240 pr6bek mleka i240 - krwi.

Pr6bki mleka oftu surowicy krwi wykorzystano do przeprowadzenia test6w
ELISA, natomiast kom6rki sornatyczne mleka i leukocyty krwi stanowity rnaterial
wyj$ciowy do izolacji RNA. Ekspresjg wybranych gen6w przeprowadzono
z wykorzystaniem reakcji Real-Time PCR.

Sekwencje starter6w badanych gen6w BOF i katelicydyn przedstawiono
w tab. 1., natomiast sekwencje starterowe do profilowania siedmiu wytypowanych
do badan miRNA przedstawiono w tab.Z. W grtule tabeli nr I wymieniono ,,pozycjg
w genie"n kt6rej nie umieszczono w tabeli.

Zastosowano testy statystyczne posfuzyty do oszacowania parametr6w
fizykochemicznych mleka, analiry wzglgdnej ekspresji badanych gen6w i miRNA
w kom6rkach somatycznych mleka i leukocytach krwi oraz stgZenia bialka w mleku
i surowicy krwi.



Zabrakto informacji o te$cie, na podstawie ktdre-eo wyliczono istotnoSci r6znic
poziom6w kolejnych ocenianych parametrdw (czy zastosowano test chi-kwadrat?)

Onzymane rezultaty analiz zostaty przedstawione i opisane w rozdziale
Wyniki i dyskusja, wyniki zobrazowano na licznych wykresach (31 wykres6w)
oraz zebrarto w szeSciu tabelach.

Przed przyst4lrieniem do realizacji wyanaczonych gl6wnych cel6w pracy
Doktorantka przeprowadzila Badania mikrobiologiczne, kt6re ,ryUaraty
wystgpowanie w podobnej proporcji bakterii patogennych oraz Srodowiskowych
zardwno w mleku k6z wolnych" jak i k6z zakazonych SRLV. co sugeruje
wykluczenie wplywu zakuZefi bakteryjnych na odpomoSi k6z"

Analiza Parametr6w fiz,yko-chemicznych mleka potwierdzila wczesniejsze
badania innych autor6w w zakresie wydajno$ei mleka - wykazujqc brak r62nic
miEdzy rwierzEtarti zdrowymi a chorymi. Istotne r6Znice zaobserwowano jedynie
w liczbie kom6rek somatycznych (p<0,01), zawartoSci suchej masy i suchij masy
beztNttszczowej (p<0,05). Dla pozostatych parametr6w: ttuszczu, bialka, kazeiny,
laktozy, kwasu cytrynowego i FFA nie odnotowano istotnych r6znic.

w opisie wynik6w Ekspresja gen6w koduj4cych BoF i katelicydyny na
poziomie mRNA i Bialka Pani mgr. Daria Reczyriska stwierdza, Le ,,W badaniach
wlasnych nie wykazala wpfywu rasy, numeru laktacji oraz roku pobrania pr6bek
mleka i krwi k6z wolnych od zakahenia i zakaionych SRLV na ekspres;g eOf
i katelicydyn..... zar6wno na poziomie mRNA, jak i bialka',, jednak nie
prezentuje otrzymanych wynikdw. Wedlug mojej opinii takie stwierdzenie w pracy
naukowej powinno byd poparte wynikami chociazby, jako zatEcmrk na kofcu
roqprawy, czy odno5nikiem do literatury.

Tytul podrozdziatu ,"Ekspresja gen6w kodujqcych bialek BoF
i 0katelicydyny na poziomie mRNA i Bialka pomigdzy tkankami" zostal doSi
niefortunnie sformulowany - powinien zostai przeredagowany. Prezentowane
wyniki ekspresji gen6w pomiEdzy mlekiem a surowic4 krwi wykazaly wysoce istotne
r6znice w ekspresji genu cp i Fby oftLz w stgzeniu 4 bialek sAA, Hp, cp i AGp,
jednak zar6rryno u k6z zakazonych jak i wolnych od zakuhenia.

Natomiast analizg r6znic w ekspresji genriw BOF i katelicydyn pomigdry
zwierzgtami wolnymi i zal<ailonymi SRLV, Doktorantka przedstawila na
wykresach or?rz szczegolowo opisala i skonfrontowala z wynikami badaniami
dostgpnych w literaturze. Dodatkowo podsumowala wyniki
somatycznych mleka / mleku oraz leukocytach / surowicy krwi

kom6rkach
zakazonvch

w stosunku do k6z wolnych od zakatenia w formie tabelarycanej, co wg mojej opinii
jest bardzo dobr4 form4 przedstawienia wynik6w ulatwiaj4c4 czytelnikowi analizg,
por6wnanie wynik6w i wnioskowanie. Z tego zestawienia jasno wynika, 2e u k6z
zakailanych w kom6rkach somatycmych mlekanast4pil wzrost poziomu transkryptu
genu Hp i stgZenia MAP34 oraz spadek stgzenia SAA, Cp i MAP28, natomiast
w leukocytach krwi waost poziomu transkryptu genu Hp i SAA oraz stgzenia SAA.

P. magister Daria Reczytiska, podjgla sig i przedstawila- jako pierwsza badania
dotycz4ce Ekspresji gen6w BOF i katelicydyn na poziomie mRNA i biatka
w trakcie przebiegu laktacji, jednak nie zaobserwowala rlanic w ekspresji BOF
i katelicydyn na poziomie mRNA i bialka pornigdzy kozami wolnymi a zakazonymi
SRLV w poszczeg6lnych stadiach laktacji. R6wnie2 w wyniku przeprowadzonych
analiz rniRNA nie wykazala r6inic w ekspresji r,v wigkszosci wybranych miRNA

w
k6z



nnigdzy badanym materialem biologicznym, zar6wno u k6z zdrowych, jak
i zakazonych. Jednak na ulvagg zasluguje fakt odnotowania ekspresji miR-i+t
w KSM k6z wolnych od zakazenia przy jej braku u nvierz4t zakaztnych oraz
odwronrie w przypadku miR-93-5p, gdzie jego ekspresjg srwierdzono jedynie
w WBC nxierz4t zakaZonych.

otrzymane wyniki Autorka podsumowala w g logicznie i jasno
skonstruowanych punktach i zakoficzyla rozwuzania 6. wnioskami, kt6re
odzwierciedlaj4 osi4gnigcia naukowe wykonanej pracy i opisujE realizacjg zadari
zawartych w celach pracy. Mam jedynie uwag do wniosk6w 3 i 4 dotycz4cych
odpowiedzi immunologicznej gruczotu sutkowego, kt6re s4 zbyt og6lne i nie
potwierdzone do korica rezultatami omawianej rozprawy.

Reasumuj4c stwierdzam,2e rozprawa doktorska P. mgr Darii Reczyfiskiej jest
efektem ogronmego nakladu pracy, a zgromadzone wyniki mog4 stanowi4 p""f.,
wyj$cia do dalszych badan w zakresie poznania mechanizm6w immunologicznych
wystgpuj4cych ptzy zakazeniu SRLV omz w poszukiwaniu skutecznych meiod
zapobieganiai wvalczaniazakuieh. Mozna przypuszc za6, zepomiary poziomu stg2eri
SAA i Cp we krwi mog4 mied praktyczne zastosowanie w diagnostyce zakuzeir
wirusolvych.

Wymienione w recenzji uwagi szczegolowe maj4 niemal wyt4cznie charakter
porz4dkowy i nie obnizaj4 og6lnej, bardzo pozytywnej oceny mirytoryczrej tresci
opracowania. Oceniaj4c wysoko poziom naukowy i aspekty przydatnoSci prakiycznej
sjwierdzam,2e pracadoktorska P. mgr Darii Reczyrisiiiej pi.,,Ekspresja Uiut*i ostrej
tazy i katelicydyn w kom6rkach krwi i mleka k6z mletznych w odpowiedzi na
zakazenie lentiwirusem malych przeZuwacry (SRLV)" spehria wszystkie wymogi
okre$lone Ustawq z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i brtule naukbwym
or.v o stopniach i tJrtule w zakresie szfuki (Dz.U. Nr 65, poz. 595, z p6in. zrn.).
Przedstawiaj4c pozytywnq wysokq ocene wykonanej pracfprzedkladam Wysokiej
Radzie Naukowej Instytutu Genetyki i Hodowli ZwierzqtPAN w Jastrzgbcu wniosek
o przyjgcie pracy mgr Darii Reczyriskiej bez zastrzeaefi i dopuszczenie do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego. Jednocze$nie, bior4c pod uwagg zakres
pneprowadzonych badan i aplikacyjny charakter pracy wnioskujg o wyr6znienie
pracy.
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