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Recenzja pracy doktorskiej mgr Darii Reczynskiej
pt. ,Ekspresja bialek ostrej fazy i katelicydyn w komérkach krwi
i mleka k6z mlecznych w odpowiedzi na zakazenie
lentiwirusem malych przezuwaczy (SRLV)”

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Emilii Bagnickiej — promotora
oraz dr. Michata Czopowicza — promotora pomocniczego
w Instytucie Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu

Przedtozona praca doktorska dotyczy badan okreslenia wpltywu zakazenia
lentiwirusem matych przezuwaczy — SRLV kéz mlecznych na ekspresje genow
bialek ostrej fazy oraz katelicydyn, ktérych wyniki czesciowo zostaly opublikowane
w dwoch artykutach naukowych.

Wystgpowanie choréb u zwierzat moze powodowaé powazne straty
ekonomiczne w hodowli zwierzat gospodarskich, dlatego badania zwiazane
z diagnostykg choréb i rozwojem metod ich zwalczania ciagle cieszg sie duzym
zainteresowaniem. W hodowli owiec i k6z szczegdlne znaczenie ma wystepowanie
lentiwirusa matych przezuwaczy — SRL'V powodujgcego wirusowe zapalenie stawéw
1 mézgu. Zakazenie tym patogenem w poczatkowych fazach, trwajacych nawet kilka
lat, nie wywoluje objawéw klinicznych, co w konsekwencji prowadzi do znacznych
strat w stadach matych przezuwaczy, a w koncu do powaznych strat ekonomicznych.
Zasadne jest zatem poszukiwanie testow, szczegélnie tych na poziomie
molekularnym, umozliwiajagcych wczesne wykrycie zakazenia zwierzat SLRV,
dlatego tematyka badawcza rozprawy P. mgr Darii Reczynskiej jest jak najbardziej
aktualna i ma charakter zaréwno poznawczy, jak i aplikacyjny.

Zakazenia retrowirusowe, do ktérych zalicza si¢ SRLV czesto przyczyniaja
si¢ do powstania nieodwracalnych zmian na poziomie molekularnym, bedacych
poczatkiem procesu patogenezy licznych choréb. Proces zapalny wywoluje
w organizmie szereg zaburzen hormonalnych, metabolicznych i neurologicznych
prowadzacych do aktywacji uktadu immunologicznego, objawiajacego si¢ zmiang
stezen niektorych bialek ostrej fazy - BOF, co moze by¢ wykorzystane, jako jeden ze
wskaznikéw oceny zdrowotnosci. Analiza stezenia BOF na poziomie molekularnym
moze da¢ mozliwos¢ wezesnej diagnostyki, co jest szczegdlnie wazne w identyfikacji
zakazen bezobjawowych, oraz da¢ szanse na opracowanie skutecznych metod
zapobiegawczych.



Fakt ten wykorzystata Doktorantka i przyjeta hipoteze badaweza, zaktadajac, ze
lentiwirus matych przezuwaczy oddzialuje na system immunologiczny organizmu
koéz poprzez:

-wplyw na poziom transkryptéw genow bialek ostrej fazy i katelicydyn
w komérkach somatycznych mleka i leukocytach krwi,

- stezenie bialek ostrej fazy i katelicydyn w mleku i surowicy krwi.

Ponadto zalozyla, ze zakazenie SRLV moze wplywac¢ na profil ekspresji miRNA
w komoérkach somatycznych mleka i leukocytach krwi,

-oraz, ze poziom transkryptéw lub/i produktéw biatkowych genéw
zaangazowanych w procesy immunologiczne mogg stuzy¢ jako biomarker zakazenia
SRLV — co wedlug mnie jest juz raczej celem pracy, zmierzajacym do oceny czy
»poziom transkryptéw i produktéw biatkowych genéw moga mie¢ zastosowanie jako
biomarker zakazenia SRLV?

Za cel badan Doktorantka wyznaczyla sobie przeanalizowanie ,...wplywu
zakazenia SRLV kéz mlecznych na ekspresj¢ genéw bialek ostrej fazy oraz
katelicydyn na poziomie mRNA w komérkach somatycznych mleka i leukocytach
krwi oraz na poziomie biatka w mleku i surowicy krwi na tej podstawie
zidentyfikowanie dodatkowego wskaznika zakazenia oraz okreslenie poziomu
ekspresji wybranych genéw miRNA, mogacych mie¢ wpltyw na ekspresje genéw
biatek ostrej fazy i katelicydyn”.

W' mojej opinii przedstawienie celu badan w kolejnych punktach
przedstawiajacych zadania jakich podjeta si¢ Autorka pracy bytoby bardziej czytelne
1 informatywne (o wyborze ras kéz do badan, wskaznikéw, czy metod dowiadujemy
si¢ dopiero w rozdziale Materiat i metody).

Przedlozona do recenzji rozprawa ma forme klasycznej rozprawy naukowej
1 obejmuje rozdzialy: Kroétki Wstep (2 strony), przedstawienie Hipotez badawczych,
Cel badan, Przeglad pismiennictwa (20 stron), Materiat i metody (16 stron), Wyniki
i dyskusja przedstawione razem w jednym rozdziale na 56 stronach, Podsumowanie,
Whioski a nastepnie streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz Bibliografia
liczagca 168 pozycji. Rozprawe koriczy wyodrebniona Netografia. Calo$é pracy
tacznie ze spisem tresci i wykazem stosowanych skrotow stanowig przejrzystg
strukturg catosci opracowania liczaca 128 stron maszynopisu.

Doktorantka dokonata szerokiego Przegladu pi$miennictwa. Scharakteryzowata
SRLV opisujgc nie tylko jego taksonomig¢ i genom, ale takze procesy zakazenia
komorki i replikacji, przebieg i objawy choroby oraz przedstawila obecnie stosowane
metody diagnostyczne zakazen SRLV zaznaczajac, ze dotychczas nie udato sie
opracowa¢ skutecznych metod zwalczania choréb wywolywanych przez retrowirusy.
Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze powszechnie stosowane metody immunodyfuzji
w zelu agarozowym i test ELISA, nie zawsze sg wystarczajgce do wykrycia
zakazenia, dlatego wydaje sig, ze poszukiwanie i zastosowanie metod analizy na
poziomie DNA, pozwoli na skuteczniejsza diagnostyke zakazonych zwierzat i ich
eliminacje ze stad.

Dalej P. magister z duzg staranno$cig dokonata charakterystyki biatek ostrej fazy
1 mechanizmo6w ich dziatania. Dokladnie opisata 7 wybranych biatek ostrej fazy:
Amyloid surowiczy, Haptoglobulina, Ceruloplazmina, Kwasna alfa - 1-glikoproteina,
Fibrynogen, a-Laktalbumina i Biatko C-reaktywne. Nast¢pnie scharakteryzowata
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katelicydyny, a rozdziat zakonczyla opisem regulacji epigenetycznych zwracajac
szczegOlng uwage na znaczenie ekspresji genéw na poziomie mRNA w réznych
Jednostkach chorobowych u ludzi i zwierzat. Opis poparta liczna, najnowsza
literaturg naukowa (gtéwnie z 2013-16r.) potwierdzajac zasadno$¢ wyboru do
wihasnych badan genéw mogacych byé potencjalnymi wskaznikami w diagnostyce
SRLV.

Przeglad pismiennictwa napisany jest w sposob czytelny i systematyczny, bazuje
na licznej literaturze. Autorka wykazala si¢ dobrg znajomo$é problematyki
badawczej rozprawy.

Natomiast niezrozumiatly jest dla mnie podziat rozdziatu 6. Material i metody
na 2 podrozdziaty 6.1 Baza doswiadczalna — zwierzeta i 6.2 Analiza statystyczna.

Pierwszy podrozdziat , Baza doswiadczalna — zwierzeta™ zawiera zaréwno opis
zwierzat, materiatu biologicznego i zastosowanych metod: opisata grupy badawcze
zwierzat, zastosowane metody w analizach mikrobiologicznych, fizyko-
chemicznych, molekularnych, a nastgpnie przedstawita materiat biologiczny
(w obrgbie ktérego zawarto analiz¢ krwi i mleka) i metody: odwrotng transkrypcje,
Real-Time, test ELISA i profilowanie miRNA.

Taki uklad opisu zwierzat do$wiadczalnych, materialu badawczego
1 zastosowanych licznych metod badawczych jest trudny do przesledzenia.

Baze doswiadczalng stanowily kozy dwoéch ras mlecznych polska biata
uszlachetniona (PWI) i polska barwna uszlachetniona (PFI). Razem do badan
wybrano 24 kozy — podzielone na dwie gruby badawcze po 12 osobnikéw. Jedna
grupa zwierzat to osobniki wolne od zakazenia, druga naturalnie zakazona SRLV,
u ktérych co najmniej dwukrotnie stwierdzono dodatni wynik badaf serologicznych.
Liczebnos¢ zwierzat w obserwowanych grupach wyselekcjonowane, wg rasy
i numeru laktacji przedstawiono na rysunku.

Mam uwagi do opisu zwierzat:

Autorka podata jedynie skroty ras kéz PWI i PF1. Mysle, ze w metodach, gdzie
po raz pierwszy byly podane rasy wybrane do badan, powinna by¢ podana najpierw
pelna nazwa rasy i stosowany skrot, a pézniej dopiero stosowanie samego skrétu.
Szczegolnie, ze w wykazie skrotow wkradt sie blad w rozwinigciu skrétu rasy PWI.
Brak informacji o badanych osobnikach - z jakich stad pochodza, jak byty
identyfikowane? Zabraklo réwniez pozycji do odno$nika (IZ-PIB-INRA, 2009).

Do przeprowadzenia badan immunoenzymatycznych oraz analizy
molekularnej pobrano razem 480 probek, 240 probek mleka i 240 — krwi.

Probki mleka oraz surowicy krwi wykorzystano do przeprowadzenia testow
ELISA, natomiast komoérki somatyczne mleka i leukocyty krwi stanowity materiat
wyjSciowy do izolacji RNA. Ekspresj¢c wybranych genéw przeprowadzono
z wykorzystaniem reakcji Real-Time PCR.

Sekwencje starteréw badanych genéw BOF i katelicydyn przedstawiono
w tab. 1., natomiast sekwencje starterowe do profilowania siedmiu wytypowanych
do badan miRNA przedstawiono w tab.2. W tytule tabeli nr 1 wymieniono ,,pozycje
w genie”, ktorej nie umieszczono w tabeli.

Zastosowano testy statystyczne postuzyly do oszacowania parametrow
fizykochemicznych mleka, analizy wzglednej ekspresji badanych genéw i miRNA
w komoérkach somatycznych mleka i leukocytach krwi oraz stezenia biatka w mleku
1 surowicy krwi.
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Zabrakto informacji o tescie, na podstawie ktérego wyliczono istotnosci réznic
pozioméw kolejnych ocenianych parametréw (czy zastosowano test chi-kwadrat?)

Otrzymane rezultaty analiz zostaly przedstawione i opisane w rozdziale
Wyniki i dyskusja, wyniki zobrazowano na licznych wykresach (31 wykresow)
oraz zebrano w szesciu tabelach.

Przed przystapieniem do realizacji wyznaczonych gléwnych celow pracy
Doktorantka przeprowadzita Badania mikrobiologiczne, ktére wykazaty
wystepowanie w podobnej proporcji bakterii patogennych oraz srodowiskowych
zarowno w mleku kéz wolnych, jak i kéz zakazonych SRLV, co sugeruje
wykluczenie wptywu zakazen bakteryjnych na odpornosé kéz.

Analiza Parametréw fizyko-chemicznych mleka potwierdzita wczesniejsze
badania innych autoréw w zakresie wydajnosci mleka - wykazujgc brak roznic
migdzy zwierzetami zdrowymi a chorymi. Istotne réznice zaobserwowano jedynie
w liczbie komérek somatycznych (p<0,01), zawartosci suchej masy i suchej masy
beztluszczowej (p<0,05). Dla pozostatych parametréw: tluszczu, bialka, kazeiny,
laktozy, kwasu cytrynowego i FFA nie odnotowano istotnych réznic.

W opisie wynikéw Ekspresja genéw kodujacych BOF i katelicydyny na
poziomie mRNA i Biatka Pani mgr. Daria Reczynska stwierdza, ze ,»W badaniach
whasnych nie wykazata wpltywu rasy, numeru laktacji oraz roku pobrania prébek
mleka i krwi kéz wolnych od zakazenia i zakazonych SRLV na ekspresje BOF
i katelicydyn. .. .. covsoses , zaroOwno na poziomie mRNA, jak i biatka”, jednak nie
prezentuje otrzymanych wynikéw. Wedlug mojej opinii takie stwierdzenie w pracy
naukowej powinno by¢ poparte wynikami chociazby, jako zatacznik na koficu
rozprawy, czy odnosnikiem do literatury.

Tytut podrozdzialu ,Ekspresja genéw kodujacych bialek BOF
i Okatelicydyny na poziomie mRNA i Bialtka pomiedzy tkankami” zostat do$é
niefortunnie sformutowany — powinien zostaé¢ przeredagowany. Prezentowane
wyniki ekspresji genéw pomigdzy mlekiem a surowicg krwi wykazaty wysoce istotne
roznice w ekspresji genu Cp i Fby oraz w stezeniu 4 bialek SA44, Hp, Cp i AGP,
jednak zaréwno u kéz zakazonych jak i wolnych od zakazenia.

Natomiast analiz¢ réznic w ekspresji genow BOF i katelicydyn pomiedzy
zwierzetami wolnymi i zakazonymi SRLV, Doktorantka przedstawila na
wykresach oraz szczegétowo opisala i skonfrontowata z wynikami badaniami
dostgpnych w literaturze. Dodatkowo podsumowata wyniki w komérkach
somatycznych mleka / mleku oraz leukocytach / surowicy krwi kéz zakazonych
w stosunku do kéz wolnych od zakazenia w formie tabelarycznej, co wg mojej opinii
jest bardzo dobrg formg przedstawienia wynikow ulatwiajaca czytelnikowi analize,
porownanie wynik6w i wnioskowanie. Z tego zestawienia jasno wynika, ze u koz
zakazonych w komoérkach somatycznych mleka nastapit wzrost poziomu transkryptu
genu Hp i stezenia MAP34 oraz spadek stezenia SA4, Cp i MAP28, natomiast
w leukocytach krwi wzrost poziomu transkryptu genu Hp i SA4 oraz stezenia SAA.

P. magister Daria Reczynska, podjeta si¢ i przedstawita, jako pierwsza badania
dotyczgce Ekspresji genéw BOF i katelicydyn na poziomie mRNA i biatka
w trakcie przebiegu laktacji, jednak nie zaobserwowala réznic w ekspresji BOF
i katelicydyn na poziomie mRNA i biatka pomigdzy kozami wolnymi a zakazonymi
SRLV w poszczegolnych stadiach laktacji. Rowniez w wyniku przeprowadzonych
analiz miRNA nie wykazata réznic w ekspresji w wiekszosci wybranych miRNA



migdzy badanym materialem biologicznym, zaréwno u kéz zdrowych, jak
1 zakazonych. Jednak na uwage zastuguje fakt odnotowania ekspresji miR-141
w KSM koéz wolnych od zakazenia, przy jej braku u zwierzat zakazonych oraz
odwrotnie w przypadku miR-93-5p, gdzie Jego ekspresje stwierdzono jedynie
w WBC zwierzat zakazonych.

Otrzymane wyniki Autorka podsumowata w 9 logicznie i jasno
skonstruowanych punktach i zakoficzyla rozwazania 6. wnioskami, ktore
odzwierciedlaja osiggniecia naukowe wykonanej pracy i opisujg realizacje zadan
zawartych w celach pracy. Mam jedynie uwagi do wnioskéw 3 i 4 dotyczacych
odpowiedzi immunologicznej gruczotu sutkowego, ktore sg zbyt ogélne i nie
potwierdzone do konca rezultatami omawianej rozprawy.

Reasumujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska P. mgr Darii Reczynskiej jest
efektem ogromnego nakladu pracy, a zgromadzone wyniki moga stanowig punkt
wyjscia do dalszych badan w zakresie poznania mechanizmow immunologicznych
wystepujacych przy zakazeniu SRLV oraz w poszukiwaniu skutecznych metod
zapobiegania i zwalczania zakazen. Mozna przypuszczaé, ze pomiary poziomu stezen
SAA i Cp we krwi mogg mieé praktyczne zastosowanie w diagnostyce zakazen
wirusowych.

Wymienione w recenzji uwagi szczegétowe maja niemal wylgcznie charakter
porzadkowy i nie obnizaja ogolnej, bardzo pozytywnej oceny merytorycznej tresci
opracowania. Oceniajac wysoko poziom naukowy i aspekty przydatnosci praktycznej
stwierdzam, ze praca doktorska P. mgr Darii Reczynskiej pt. ,,Ekspresja biatek ostrej
fazy i katelicydyn w komérkach krwi i mleka kéz mlecznych w odpowiedzi na
zakazenie lentiwirusem matych przezuwaczy (SRLV)” spelnia wszystkie wymogi
okreslone Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz. 595, z pozn. zm.).
Przedstawiajac pozytywng, wysoka ocene wykonanej pracy przedkladam Wysokiej
Radzie Naukowej Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu wniosek
0 przyjecie pracy mgr Darii Reczynskiej bez zastrzezef i dopuszczenie do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorac pod uwage zakres
przeprowadzonych badan i aplikacyjny charakter pracy wnioskuje o wyréznienie
pracy.
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