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Znaczenie podjetych badan

Mastitis jest jedng z najbardziej rozpowszechnionych i kosztownych choréb krow
mlecznych na calym $wiecie. Straty generowane przez przypadki zapalenia wymienia
wynikajg gléwnie ze zmniejszonej produkgcji i pogorszenia jakosci mleka, zwigkszonych
nakladéw pracy i wydatkow na leczenie, a takze czestszego brakowania krow. Koszty
zwigzane te roznig sie w zalezno$ci od czynnika etiologicznego, przebiegu stanu
klinicznego, cen mleka i zwierzat, pasz, ustug i lekéw. W réznych krajach koszty te s3
zréznicowane, aczkolwiek za kazdym razem sg duzym obcigzeniem finansowym w
gospodarstwach mlecznych. Rollin i wspoétautorzy (2015) podajg, ze przecietny
przypadek klinicznego zapalenia wymienia w stadzie bydia mlecznego utrzymywanego
w USA powodowat catkowity koszt ekonomiczny w wysokosci 444 USD, w tym 128 USD
przypadato na koszty bezposrednie i 316 USD na posrednie. Koszty bezposrednie
obejmowaty diagnostyke (10 USD), leczenie (36 USD), mleko nienadajgce si¢ do
sprzedazy (25 USD), ustugi weterynaryjne (4 USD), prace (21 USD) i przypadki
$miertelne (32 USD). Koszty pos$rednie obejmowaty przyszte straty w produkcji mleka
(125 USD), przedwczesny ubdj i straty zwigzane z odtworzeniem (182 USD) oraz
przyszle straty reprodukcyjne (9 USD). W warunkach polskich straty wynikajgce z
wystgpienia przypadku klinicznego mastitis w stadzie szacuje sie $rednio na 100-200 zt
za odrzucone mleko, a kolejne na 100-500 z1 wynika z leczenia.

Stany zapalne wymienia powodowane s3 przez ponad 140 réznych typow
drobnoustrojow bytujgcych zaré6wno na zwierzeciu, jak i w jego Srodowisku. Przyczyna
stanéw zapalnych wymienia mogg by¢ bardzo réznorodne drobnoustroje, takie jak:
bakterie, mykoplazmy, grzyby drozdzakopodobne, algi i w rzadkich przypadkach
wirusy. Jednak u kréw mlecznych najczestsza przyczyna choroby sg bakterie. Rolg
dominujgcg w wywolywaniu zapalenn wymienia majg gronkowce ztociste i paciorkowce
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bezmlecznosci oraz $rodowiskowe, tj. E. coli i inne coli-podobne. Leczenie stanéw
zapalnych wymienia klasycznymi antybiotykami coraz cze$ciej utrudnione jest obecnie
faktem zwiekszajgcej sie lekoopornosci bakterii.

Podatnos¢ czy tez odpornos¢ na zapalenie wymienia kréw mlecznych ma podtoze
genetyczne. Jednakze zaobserwowany zostat antagonizm genetyczny pomiegdzy
wydajnoscig mleka i stanem zdrowotnym wymienia, polegajacy na pogarszaniu stanu
zdrowia wymienia w efekcie prowadzenia selekcji na wzrost wydajnos$ci mleka. Choroba
ta jest zatem problemem w stadach wysoko produkcyjnych, w ktérych stosowane sg
warunki chowu intensywnego. Dlatego tez obecnie gtéwnym zadaniem nauki jest
poszukiwanie takiego narzedzia, ktére pozwoli na poprawe stanu zdrowia wymienia
krow przy réwnoczesnym utrzymaniu wysokiej produkcji mleka, bedgcej warunkiem
optacalno$ci chowu kréw mlecznych. Jednym z nich jest selekcja wspomagana
markerami genetycznymi lub selekcja genomowa w kierunku zwiekszenia odpornosci
na mastitis. Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP) w genach zwigzanych z
odpornoscia immunologiczng moga by¢ takim uzytecznym markerem we wczesnym
wykrywaniu przypadkéw mastitis u bydta mlecznego.

Podjete zatem przez Panig mgr Kaje Priiffer badania, majace na celu odnalezienie
zwigzkéw pomiedzy odpornosScig/podatnoscia na mastitis (wyrazong jako liczba
komorek somatycznych w mleku), dobowg wydajnoScia mleczng, procentowag
zawartoScig biatka i tluszczu w mleku a genetycznymi wariantami gendw
zaangazowanych w procesy immunologiczne - microRNA2467, microRNAZ2313,
microRNA2489, microRNA29b-2 i microRNA29e sg w pehi zasadne, gdyz poszerzaja
wiedze na temat ewentualnego wykorzystania tych genow jako markeréw odpornosci
na mastitis w selekcji i ich wptywu na wydajno$¢ bydta mlecznego.

Ocena formalna

Rozprawe doktorskg przygotowano w postaci zwartego 132-stronicowego
manuskryptu, skladajgcego sie z 11 rozdziatéw, tj. streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, wstepu, przegladu pi$miennictwa, celu pracy, materiatu i metod, wynikow,
dyskusji, podsumowania i wnioskéw, bibliografii oraz aneksu, w ktérym zawarto czes¢
tabel z wynikami badan doktorantki. W pracy zamieszczono 17 tabel oraz 17 wykresow.
W wykazie piSmiennictwa zamieszczono 211 pozycji piSmiennictwa zwigzanego z
tematyka pracy. Nalezy =zaznaczy¢, ze 73% pozycji piSmiennictwa to prace
opublikowane w ostatnim 15-leciu. Starsze pozycje literatury, Doktorantka uwzglednita
w pracy, w celu przedstawienia czytelnikowi rysu historycznego postepu badan
genetycznych na $wiecie.

Ocena merytoryczna

W mojej opinii tytul pracy nie w peini odzwierciedla tre$ci w niej zawartych,
gdyz nie wskazuje na to, Ze oprocz identyfikacji wariantéw genetycznych wytypowanych
gendw, probowano réwniez okresli¢ ich zwigzek z odpornoscia/podatnoscig na mastitis
i produkcyjnoscig krow.



Wstep jest krotkim i zwiezlym wprowadzeniem czytelnika w problematyke
pracy.

Przeglad piSmiennictwa jest natomiast do$¢ obszerny, w ktorym Autorka
poczawszy od zdefiniowania terminu ,mastitis”, przechodzi do opisania jego objawow w
postaci klinicznej i podklinicznej, zmian w sktadzie chemicznym mleka, patogenow
wywotujgcych te chorobe oraz metod jej diagnozowania. W dalszej kolejnosci opisuje
mechanizmy odpowiedzi immunologicznej oraz szczeg6towo czynniki genetyczne
zwigzane z wystepowaniem mastitis, ostatecznie koncentrujac si¢ na przedstawieniu
dostepnych informacji dotyczacych genéw uwzglednionych w badaniach. Mozna
dyskutowad, czy tak obszerne potraktowanie tego problemu, w niektérych przypadkach
wykraczajgcych poza zakres realizowanych badan, jest potrzebny? Z drugiej jednak
strony wskazuje to na fakt, ze Doktorantka dobrze zgtebita tg problematyke, stosujac
wiasciwy dobér pozycji pisSmiennictwa. Pokazato to réwniez, ze Doktorantka posiada
umiejetno$¢ logicznego posegregowanie tej wiedzy w sekwencyjnie nastgpujgce po
sobie grupy tematyczne.

Glownym celem pracy byto poszukiwanie asocjacji pomiedzy odpornos$cig na
mastitis u kréw mlecznych rasy holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej a
genetycznymi wariantami genéw microRNA2467, microRNA2489, microRNA2313,
microRNA29b-2 i microRNA29e. Ten syntetycznie sformutowany cel zostat rozwiniety
piecioma szczegotowo przedstawionymi zadaniami badawczymi, ktére w petni zostaty
zrealizowane.

W rozdziale Material i metody Doktorantka dokonala opisu materiatu
badawczego oraz zastosowanych metod analitycznych i statystycznych z reguty w
sposob przejrzysty i do$¢ szczegbtowy. Doboér oraz liczebno$¢ materiatu badawczego
(664 krowy), zastosowane metody laboratoryjne, w tym wykorzystanie nowoczesnych
technik biologii molekularnej pozwolito w sposéb wiarygodny udokumentowac
zaobserwowane fakty i zalezno$ci. W rozdziale tym Doktoranta nie zamie$cita jednak
informacji o wyrazeniu zgody wlasciwej komisji etycznej na przeprowadzanie
doswiadczen naukowych na zwierzetach. Materialem badawczym byta wszak krew
pobierana od zywych zwierzat i taka zgoda jest bezwzglednie wymagana. Uwzgledniajgc
w analizach statystycznych takie czynniki jak liczba komérek somatycznych w mleku i
kolejna laktacja Doktorantka szczegétowo opisata kryteria podziatu na poszczegdlne
grupy, natomiast dla stadium laktacji (3 okresy) nie znalaztam informacji jakie dni byty
granicznymi w wyodrebnionych okresach. W tabeli 1, prezentujgcej liczebnoS¢ krow i
prébnych udojéw uwzglednionych w analizach nie podano wartosci dla trzeciej grupy
SCC, tzn. > 400 tys./ml. Ponadto uwazam, Ze uzywanie w pracy zredagowanej w jezyku
polskim nie powinno sie uzywac¢ anglojezycznego skrétu SCC (somatic cell count), a LKS
- liczba komorek somatycznych.

Rozdziat Wyniki przedstawiono wraz z tabelami i wykresami. Pozostale tabele
prezentujgce wyniki badan zamieszczono w aneksie.

W wyniku przeprowadzonych badan, Pani mgr Kaja Priffer zidentyfikowala
polimorficzne warianty genéw microRNA2313 i microRNA2467 oraz stwierdzila
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monomorfizm w microRNA2489, microRNA29b-2 i microRNA29e. Wykazata statystycznie
istotne zwigzki pomiedzy polimorfizmem wybranych genoéw microRNA2313 i
microRNA2467 a odporno$cig/podatnoscig na mastitis wyrazong jako liczba komorek
somatycznych w mleku. Przeprowadzona analiza wykazala istnienie efektow nie tylko
addytywnych, ale takze dominacyjnych oraz epistatycznych w ksztattowaniu zmiennosci
liczby komérek somatycznych w mleku w badanej populacji kréw. Stwierdzita rowniez,
ze oszacowane efekty addytywne, dominacyjne i epistatyczne w odniesieniu do LKS nie
sg stale i zmieniajg sie w zaleznosci od stanu fizjologicznego krowy.

Po lekturze tego rozdzialu mam jednak pewne uwagi do podrozdziatu ,Statystyki
opisowe”. Po pierwsze, nie rozumiem dlaczego zostat tak zatytutowany, a po drugie
interpretacja uzyskanych wynikow w niektérych przypadkach nie pokazuje
zachodzgcych tendencji lub jest mylna. Takim przykladem jest zdanie zaczynajgce si¢ w
ostatnim wersie na str. 60 ,Ponadto w I laktacji stwierdzono jednq z najwyzszych
zawartosci biatka oraz najnizszq zawartos¢ ttuszczu”. Podczas gdy z tabeli 5. wynika, Ze
najwyzsza zawarto$¢ biatka w mleku byta u kréw w II laktacji (3,63%), natomiast
najnizszg zawarto$¢ ttuszczu stwierdzono w I, V oraz VI i kolejnych. W zdaniu na stronie
61 (wers 1-2), Doktorantka stwierdzita, cytuje: ,NajwyZszq procentowq zawartosciq
ttuszczu charakteryzowaly sie zwierzeta w Il stadium laktacji, natomiast biatka w
ostatnim stadium”. Z tabeli 5 wynika natomiast, Ze najwyzsza zawarto$¢ ttuszczu i biatka
w mleku byta u kréw bedacych w III stadium laktacji. Zwracam réwniez uwagg, ze to nie
zwierzeta zawieraty thuszcz i biatko, tylko mleko od nich pozyskane. Poza tym szkoda, ze
w tabeli 5 przy wartosciach $rednich dla prezentowanych wskaznikoéw mleka dla
poszczegblnych grup w obrebie analizowanych czynnikéw nie zaznaczono istotnoSci
réznic. Uwazam, ze tatwiej bytoby wtedy zinterpretowaé Doktorantce zamieszczone tam
wyniki. Mam takze pytanie, na jakiej podstawie Doktorantka twierdzi, cytuje (str. 61,
wersy 9-10): ,Trzeba pamietad, Ze cho¢ procentowa zawartos¢ ttuszczu i biatka pozornie
wzrosta, to produkcja biatka i ttuszczu w kilogramach juz nie”? Przeciez takich wynikow
w pracy nie zamieszczono. Kolejne zdanie nie powinno sie znalez¢ w tym rozdziale (str.
61, wers 10-11) cytuje: ,Ponadto zmienia sie niekorzystnie profil biatkowy pociggajqc za
sobq gorszq jakosé technologiczng mleka”. Takich badan Doktorantka rowniez nie robita i
nie ma z tego zakresu wynikow.

Rozdzial Dyskusja wedtug mojej opinii, jest ponownym przeglagdem literatury,
czesto wykraczajgcym poza obszar zrealizowanych badan. W wielu przypadkach
ogranicza sie do prostego przedstawienia wynikéw badan innych autoroéw, czesto
dotyczacych innych genéw lub proceséw zachodzacych na poziomie komoérkowym. Brak
jest natomiast typowej dyskusji, czyli odniesienia wynikéw wlasnych do uzyskanych
przez innych autoréw. Bez watpienia, dla doktoranta rozdzial poSwigcony dyskusji
wynikéw jest najtrudniejszy do napisania. Ponadto moze to wynika¢ z faktu, ze takich
badan na wytypowanych przez Doktorantke genach byto niewiele lub wcale. Uwazam,
ze rozdzial ten wymaga przeredagowania i odniesienia sie do danych literaturowych
dotyczacych stricte przeprowadzonych badan.



W rozdziale Podsumowanie i wnioski, ktéry zawiera 9 punktéw, kilkukrotnie
rozbudowanych jeszcze w podpunkty, Autorka odniosta sie do postawionego celu i
szczegbtowych zadan badawczych. W punktach tych zamieScita najwazniejsze
stwierdzenia wynikajgce z przeprowadzonych badan. Trzy ostatnie z nich sg natomiast
pewnego rodzaju uogdlnieniami, odnoszacymi sie do ewentualnego wykorzystania
badanych gen6w jako markeréw w selekcji bydta mlecznego, zasadnosci zastosowanych
modeli statystycznych oraz stwierdzenia, ze efekty poszczegdlnych genéw nie s3 state
przez cale zycie zwierzecia, ale moga zmienia¢ sie w zaleznoSci od jego stanu
fizjologicznego.

Zaktadajgc, ze uzyskane wyniki zostang opublikowane, sugeruje wnikliwsze
podejscie do ich opisu, dyskusji i podsumowania.

W pracy wykorzystano bogata i wlasciwie dobrang literature Zrédiowa.

Podsumowanie

W konteks$cie wymogéw ustawowych stawianym pracom doktorskim, ktoére
obejmujg oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz ogélng wiedze kandydata z
danego zakresu, przedstawiona do oceny praca speinia te wymagania. Tematyka
przedstawionej do oceny pracy wpisuje sie w dyscypline zootechnika, a uzyskane wyniki
majg warto$¢ poznawczg. Opisane w dysertacji badania zostaly przeprowadzone
prawidtowo pod wzgledem metodycznym, a Doktorantka wykazala si¢ duza wiedzg
dotyczacg roznych aspektow zwigzanych z mastitis oraz czynnikow genetycznych
warunkujacych wystepowanie tej jednostki chorobowe;j.

Biorgc pod uwage wszystkie aspekty, zaréwno pozytywne, jak i krytyczne
stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja Pani mgr inZz. Kaje Priffer pt.
,Polimorfizm wybranych miRNA zwigzanych z odporno$cig na mastitis” speinia warunki
okreslone w art. 13 ust 1 ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017 poz. 1789 ze zm.), w zwigzKku z
art. 179 ust. 1 Ustawy z dn. 3 lipca 2018 r. - przepisy wprowadzajace Ustawe Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 ze zm. W Dz. U. z 22 marca
2019 r. poz. 534).

W zwigzku z powyzszym przedktadam Senatowi Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej
i dopuszczenie mgr inz. Kai Priiffer do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Lublin, dn. 7 lipca 2023 r.
Prof. dr hab ]oanna Bar}owska



