Szczecin, 15.11.2023 r.

Prof. dr hab. Violetta Dziedziejko

Katedra Biochemii i Chemii Medyczne;j
Samodzielna Pracownia Biochemii Farmaceutycznej
Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

Al Powstancow Wikp. 72

70-111 Szczecin

Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Anny Stanistawczyk, zatytulowanej: "Asocjacje pomigdzy polimorficznymi
wariantami wybranych genéw zaangazowanych w procesie autofagii a odpornoscia na mastitis
u kréw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-bialej".

Praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem Pani drhab. inz. Katarzyny Wojdak-
Maksymiec, prof. ZUT w Katedrze Genetyki na Wydziale Biotechnologii 1 Hodowli Zwierzat

Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie.

Znaczenie podjetej tematyki badawczej

Wspdlczesne bydlo rasy holsztynsko-fryzyjskiej wymaga zaspokojenia potrzeb w kwestii
zywienia, utrzymania oraz zarzadzania stadem by w pelni ujawni¢ swoje zaloZenia genetyczne
dotyczace wysokiej produkcji mleka.

Zapalenie wymienia (mastitis) jest jedna z najbardziej kosztownych chorob
dotykajacych stada bydla mlecznego. Bezposéredni skutek ekonomiczny jest zwigzany z
obnizeniem iloéci 1 jako$ci mleka, zwickszeniem kosztoéw interwencji weterynaryjnych,
odrzuceniem mleka przez mleczamie i karami za przekroczenie poziomu liczby komorek
somatycznych.

Mastitis jest chorobg wieloczynnikowa, w ktorej otoczenie, patogeny i gospodarz
(krowa) wchodzg ze soba w interakcje. Znanych jest wiele czynnikéw wywotujacych tg
chorobe — bakterie z grupy Gram-dodatnich, Gram-ujemnych, chorobotwoércze grzyby, wirusy
(np. BVD; wirusowa biegunka bydfa). Czgs¢ z tych czynnikow zwigzana jest z organizmem
samego zwierzecia, inne za$ ze sSrodowiskiem (sa to tzw. zarazki wsz¢dobylskie, znajdujace si¢
w otoczeniu krowy). Pierwsze przenoszone sg podczas doju, drugie znacznie bardziej
niebezpieczne zasiedlaja m.in. brudne legowiska. Na mastitis wplywaja takze czynniki
niezakazne jak stres (zwlaszcza cieplny), kulawizny czy zywienie, a takze czgstotliwos$¢ doju.

Jak wspomniano wyzej mastitis czy ogoélnie ujmujgc stan zdrowotny wymienia jest

gldéwng, ale nie jedyng przyczyna zmian liczby komérek somatycznych obserwowanych w

1



mleku kréw. Innymi czynnikami majacymi wplyw na zawarto$¢ komorek somatycznych w
mleku s m.in. wiek krow, stadium laktacji, pora roku, rodzaj aparatury udojowej i higiena
doju, wydajnoéé mleczna, wielko$¢ stada, polozenie geograficzne obory, a wéréd czynnikow
wymieni¢ nalezy takze uwarunkowania genetyczne. llo$¢ probleméw ze zdrowotnoscig
wymion jest w ogromnej czesci uzalezniona od warunkow oraz zarzadzania, jednak badania
pokazuja, ze dokonujac odpowiedniej selekcji, jesteSmy w stanie wplywaé na poziom
probleméw z mastitis takze poprzez genetyk¢. Zaobserwowano genetyczne roznice w
podatnosci/odpornoscei na mastitis wérod bydla. Odpormos$¢ czy tez podatnos¢ na mastitis jest
cechg wielogenowa i bardzo trudno przesledzi¢ sposob dziedziczenia tej choroby ze wzgledu
na istnienie pozaaddytywnych oddziatywan pomiedzy genami, a takze interakcje pomi¢dzy
genami a $rodowiskiem. Dlatego od dluzszego czasu ulepsza si¢ i modyfikuje wskazniki i
indeksy, ktére pozwola na lepsza selekcje w kierunku tej niezmiernie istotnej cechy. Ze
wzgledu na niskg odziedziczalno$é odpornosci na infekcje gruczolu mlecznego poszukiwane
sa markery genetyczne, ktore sa szczegoOlnie przydatne w doskonaleniu zwierzat w takich
sytuacjach.

Uwazam, ze temat podjety przez Doktorantk¢ w niniejszej rozprawie doktorskiej
jest niezwykle wazny i aktualny, tak pod wzgledem poznawczym, jak i profilaktycznym w
dzialalnoéci weterynaryjnej. Dodatkowo moze w przyszlosci mie¢ pozytywne przelozenie

ekonomiczne.

Charakterystyka pracy

Uklad przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej jest klasyczny. Rozprawa liczy 170
stron i ma typowy uklad pracy doktorskiej zawierajagcy wstep, cel, przeglad literatury,
materialy, metodologie, wyniki badan i ich oméwienie, dyskusje, podsumowanie i wnioski,
bogate piSmiennictwo, streszczenie, wykaz skrotow, wykaz tabel oraz dane uzupemniajace. W
pracy znajduje si¢ 40 tabel (cztery z nich w ,,danych uzupeliajgcych”).

Rozprawe doktorska otwiera bardzo obszemna, rzeczowo napisana czgS¢ teoretyczna.
Autorka skrupulatnie wprowadza czytelnika w podjeta tematyke jaka jest zapalenie gruczotu
mlekowego u krow, a w szczegdlnosci jego diagnostyke, przyczyny, leczenie i konsekwencje
tej choroby. Dodatkowo opisuje czynniki $rodowiskowe 1 genetyczne zwigzane z rozwojem
mastitis. W ostatnim podrozdziale wyjasnia mechanizm dzialania, rodzaje autofagii oraz
precyzyjnie charakteryzuje wybrane geny i ich bialkowe produkty uczestniczace w tym
procesie.

Pozytywnie oceniam ogdlna wiedzg teoretyczng Doktorantki w zakresie tematu pracy.

Autorka dokonata szczegdlowego przegladu pisSmiennictwa w w/w obszarze. Czgs¢
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teoretyczna rozprawy napisana zostala zgodnie z aktualnym stanem wiedzy w zakresie
omawianych zagadnien i ma istotny zwiazek z czg¢écig badawczg pracy. Jednakze w ocenie
recenzentki ,,przeglad literatury” nie stracitby na wartosci merytorycznej gdyby byl

nieznacznie krotszy/zwigzty.

Majac na uwadze powyzsze fakty, zasadnym jest podjgte przez Doktorantke
zagadnienie dotyczace zweryfikowania hipotezy dotyczace] istnienia asocjacji pomig¢dzy
polimorficznymi wariantami genow, ktorych produkty uczestnicza w procesie autofagii a
odpornoscia na mastitis u krdéw rasy holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czamo-bialej z
uwzglednieniem efektéw dominacyjnych, epistatycznych oraz interakcji genotyp x
srodowisko. Cel pracy jest zrozumialy i zgodny z zawartoScia tematyczng prowadzonych
badan.

Szczegolowe cele obejmowaly mi¢gdzy innymi: identyfikacje polimorficznych
wariantow wybranych genoéw (CTSD, PRKCQ, SH3GLBI, BCL2, ATG14) oraz oszacowanie
czestoscl alleli 1 genotypow wystepujacych w badanej grupie krow; ustalenie zwigzkow
pomigdzy polimorfizmem wybranych genow (C7SD, PRKCQ, SH3GLB, BCL2, ATG14) a
odporno$cig na mastitis, z uwzglednieniem réznych warunkéw $rodowiskowych; ustalenie, czy
addytywne i nieaddytywne efekty badanych gendw sg stale, czy tez zmieniajg si¢ w zaleznosci
od kolejnej laktacji; wykazanie istnienia ewentualnych efektow dominacyjnych i
epistatycznych pomiedzy genetycznymi wariantami wytypowanych genow (CTSD, PRKCQ,
SH3GLBI, BCL2, ATG14) w ksztaltowaniu zmiennos$ci liczby komoérek somatycznych;
zweryfikowanie hipotez dotyczacych mozliwosci wykorzystania badanych genéw (CTSD,
PRKCQ, SH3GLB1, BCL2, ATGI14) jako markeréw w selekcji prowadzonej w kierunku

odporno$ci na mastitis oraz uzytkowosci mlecznej bydia.

W rozdziale ,Material 1 metody” przedstawiono charakterystyke badanej grupy.
Badaniami objgto 745 kréw mlecznych rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czamo-
bialej. Zwierzeta utrzymywane byly w tej samej oborze wolnostanowiskowej i hodowane w
identycznych warunkach srodowiskowych, co jest niezwykle istotne przy tego typu badaniach.
W tej czesci opisu zabraklo liczebnosci kréw w poszczegdlnych klasach podzielonych wg
przebiegu laktacji (od I-szej do VIII-gj). Doktorantka réwniez nie podala liczebnosci w klasach
polaczonych VI, VII i VIII facznie — wskazujac jedynie Ze liczebnos$¢ byta mata, warto bytoby
te liczebnos¢ podac.

Z krwi obwodowej pochodzacej od badanych kréw wyizolowano DNA. Identyfikacje
wybranych polimorfizméw genéw CTSD, PRKCQ, SH3GLBI, BCL2iATG 14 (wszystkie typu
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insercja-delecja) przeprowadzono za pomoca lancuchowej reakcji polimerazy PCR.
Wykonanie tak duzej ilosci analiz laboratoryjnych/genetycznych (745 prob x 5 polimorfizméw
= 3725 analiz) wymagalo duzego nakladu pracy i czasu. W ocenie recenzentki zabraklo tu
przedstawienia przyktadowych rozdziatéw elektroforetycznych (w postaci zdje¢) probek
kolejnych polimorfizméw z opisem diugosci otrzymywanych produktow.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, w ktorej dobor stosowanych metod
i narzgdzi statystycznych jest wlasciwy. W poprawny sposob przedstawiono trudne zagadnienia

matematyczno-statystyczne i uzyte modele w pracy.

Otrzymane obszerne wyniki opisano w trzech podrozdzialach w sposob zrozumialy i
zaprezentowano w 29 przejrzystych tabelach wewnatrzrozdziatu ,,wyniki”, a cztery w ,,danych
uzupekiajacych”. Wyniki pracy sa wartosciowe i oryginalne, $wiadcza o skrupulatnosei i
rzetelnosci Autorki. Tabele sa prawidlowo opisane i zawierajg szczegélowe legendy pod
tabelami. Doktorantka wyjasnita dlaczego w analizie statystycznej pomini¢to wyniki badan
polimorfizmu genéw BCL2 1 ATG14. W przypadku genow BCL2 i ATG14 wystgpowal tylko
jeden wariant genu (monomorfizm) i z uwagi na ten fakt w pracy zostaly przeanalizowane

asocjacje z badanymi cechami jedynie dla genow CTSD, PRKCQ 1 SH3GLBI.

Rozdzial ,Dyskusja” zostala podzielona na cztery podrozdzialy, zgodnie =z
wezesniejszym opisem wynikow 1 zalozonymi celami pracy. Obejmuje ona 12 stron
maszynopisu. Doktorantka analizuje i interpretuje swoje wyniki, odnosi si¢ do cytowane)
literatury. Zgadzam si¢ z Autorka, ze wicle prac badawczych uwzglednia w modelach
statystycznych jedynie proste sumowanie efektow alleli danych genéw, ktére nie odzwierciedla
w peli naturalnego mechanizmu dziedziczenia. Dlatego zasadne jest wlaczanie w badaniach
efektu dominacii, epistazy oraz interakcji genotypu ze §rodowiskiem, co uczynila Doktorantka.
Analiza pi$miennictwa wskazuje na niewielka ilos¢ prac zwigzanych z w/w tematem. Na
podkreslenie zashuguje fakt, Zze niniejsza praca jest pierwszym badaniem potwierdzajacym
istnienie asocjacji pomiedzy polimorfizmami genéw, ktérych produkty uczestnicza w
procesie autofagii, a odpornoscia na mastitis u bydla mlecznego.

Z roli recenzentki musze stwierdzié, iz trochg za duzo uwagi w dyskusji po§wigcono ponownie
samemu procesowi autofagii (scharakteryzowano ten proces juz we wstgpie). W tymrozdziale

zabraklo szerszego wlasnego punkt widzenia na otrzymane wyniki badan.

W dysertacji zamieszczono siedem wnioskow wynikajacych z zaloZzonego celu i

zawartych w nim zadan badawczych. Pragng zauwazy¢, ze wnioski pierwszy, drugi i trzeci to
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racze] wyniki. We wnioskach drugim i trzecim zabraklo wskazania czy otrzymane

statystycznie istotne asocjacje/zwiazki majg charakter pozytywny/negatywny.

Cytowane pi$miennictwo jest bardzo obszeme obejmuje 316 pozycji literaturowych, w
zdecydowanej wigkszosci anglojezycznych. Ponad polowa pismiennictwa (57%) to prace z
ostatnich 13 lat (w tym okolo 10 % z trzech ostatnich lat). Format pismiennictwa jest jednolity.

W opinii recenzentki nalezy unika¢ cytowania bardzo starych juz prac np. z 1954, 1983.

Doktorantka dodatkowo umiescila w rozprawie streszczenie ktére w sposéb zwigzly

prezentuje cel badan, wyniki 1 wnioski.

Oceniana rozprawa nie budzi zastrzezen merytorycznych, a przytoczone ponizej uwagi
majg charakter redakcyjny, sg niedoskonatosciami jezykowymi lub sg sugestiami, ktére mogg
by¢ uwzglednione podczas przygotowania publikacji do druku.

1) str. 15 ,,aktywnosci dehydratu mleczanu genazy (LDH)” ??7? powinno by¢ dehydrogenazy
mleczanowej

2) str. 37 ,kompleksu oksydazy fosforanowej dinukleotydu nikotyn amidowego” —
Doktorantka chyba miata na mysli oksydazg NADP(H)czyli oksydaze fosforanu dinukleotydu
nikotynoamid oadeninowego

3) sporo blednych koncowek — tzw. literowki np. str 16, 108, 111

4) nazwy gendw powinny by¢ pisane kursywa — nie zawsze ta zasada zostala zachowana np.
str. 36

5) niezrgcznodé jezykowa — str. 36 ,,Genotyp GA i AA mialy znaczaco wyzszy SCS niz genotyp
GG”- genotyp nie moze mie¢ SCC.

6) w tabelach 8,9,10 — wystarczyloby zaprezentowa¢ wyniki do jednego miejsca po przecinku
— zasada cyfr znaczacych

7) tabela 11 i tekst na str. 63 zostaly obcigte

8) dobrze byloby umiesci¢ w pracy tzw. ,,ograniczenia w pracy’’.

Whiosek koncowy:

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Anny Stanistawczyk zatytulowana
"Asocjacje pomiedzy polimorficznymi wariantami wybranych gendéw zaangazowanych w
procesie autofagii a odpornoscig na mastitis u krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej
odmiany czarno-bialej" stanowi warto$ciowe opracowanie problemu naukowego i spelnia

warunki okre§lone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i



tytule naukowym oraz stopniach i tytutach z zakresu sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r., poz.
1789).

Mam przyjemno$¢ wnioskowaé do Wysokiej Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie o depuszczenie Pani

mgr Anny Stanistawczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego celem nadania

stopnia naukowego doktora.
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