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Ocena wyboru i znaczenia podjetej tematyki badawczej

Badania nad podiozem genetycznym odpornosci/podatnosci bydta na stany zapalne
gruczolu mlekowego, majg stosunkowo diuga historie. Wystepowanie zaburzen
czynno$ciowych wymienia okreslanych jako mastitis nalezy uznaé¢ za ,chorobe
zawodowg” krow mlecznych. Intensyfikacja badan stymulowana jest nieporéwnywalnie
duzymi stratami gospodarczymi, w zestawieniu z innymi chorobami bydta. Koszty
diagnostyki, profilaktyki, leczenia, przedwczesnej eliminacji zwierzat podatnych,
zmniejszenie wydajnosci i dyskwalifikacja mleka pozyskiwanego od krow chorych sa
bardzo wysokie. Czynnikiem patogennym s3g na ogél bakterie, przenoszone przez kanat
strzykowy. Powszechnie przyjetym wskaznikiem zdrowotnos$ci wymienia jest liczba
wystepujacych w mleku elementéw komérkowych (somatic cells score — SCS lub liczba
komérek somatycznych - LKS).

Odpornos¢ jest cechg o nadrzednym znaczeniu w caloksztalcie mechanizmoéw
sprawno$ci czynnoéciowej organizmu. Wykorzystanie naturalnych predyspozycji
obronnych, niweczacych oddzialywanie czynnikdw patogennych bylo i jest nadal
w centrum zainteresowania nauki i praktyki hodowlanej. Doskonalenie odpornosci jako
poligenicznej cechy ilosciowej jest jednak utrudnione ze wzgledu na niska
odziedziczalno$é, nieaddytywny charakter uwarunkowania przejawéw odpornosci
i réznorodno$¢ form ekspresji. Mimo duzego zaangazowania licznych Swiatowych
o$rodkéw naukowych dotychczas nie rozpoznano ewentualnych genetycznych
predyspozycji bydla do zapadalno$ci na mastitis. Jednym z alternatywnych podejs¢ jest
rozpoznanie genéw a w ich obrebie mutacji zwigzanych z modelowaniem wrodzone;j

odpowiedzi immunologicznej. Dlatego uwazam, Ze podjgta tematyka badawcza
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w przediozonej do oceny rozprawie doktorskiej dotyczaca detekcji zwigzku miedzy
polimorfizmem w wybranych microRNA a odpornoécia/podatnoscig kréw mlecznych na
mastitis jest w petni uzasadniona i wpisuje sie w cykl prowadzonych badan.

Charakterystyka pracy

Praca doktorska mgr Kai Priiffer ma charakter poznawczy i stanowi synteze wiedzy
na temat rozpoznania ewentualnych zwigzkow miedzy polimorfizmem pojedynczych
nukleotydéw (SNP) wybranych genéw microRNA, ktére zgodnie ze wskazaniami
literaturowymi mogg by¢ zaangazowane w procesy immunologiczne, co moze réwniez
sugerowal zwigzek z odpornoscia/podatnodcia kréw na mastitis. Ma ona forme
klasycznej rozprawy naukowej i obejmuje rozdziaty: Wstep, Przeglagd piémiennictwa, Cel
pracy, Material i metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i wnioski oraz Bibliografia,
tworzace 1acznie wraz ze spisem tresci, spisem wykreséw i tabel, streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim oraz aneksem zawierajacym tabele odnoszacymi si¢ do czesci
wynikowej pracy, przejrzysty strukture cato$ci opracowania, liczaca 132 strony
maszynopisu. Dysertacja zostala napisana z zachowaniem wlasciwej sekwencji
omawianych zagadnien a poszczegélne fragmenty tekstu zawieraja informacje podane
w sposéb uporzadkowany i przejrzysty. Na podkreslenie zastuguje staranno$é
przygotowana strony graficznej a zamieszczone ryciny i tabele umozliwiajg $ledzenie
omawianych zagadnieni. Wykaz cytowanej literatury jest obszerny i obejmuje 211 pozycji,
w tym zaledwie 4 to opracowania polskojezyczne. Zdecydowana wigkszoé¢ prac zostata
opublikowana w czasopismach o uznaj renomie miedzynarodowej a 92 (44%) prace
pochodzi z ostatnich 10. lat. Pozycje piSmiennictwa, mimo ich duzej liczby, dobrane
zostaly w sposdb przemyslany i ograniczony gléwnie do zakresu badan.

Problematyke¢ rozprawy Autorka zasygnalizowala w trzystronicowym wstepie,
w ktérym skupita sie na uzasadnieniu potrzeby kontynuowania badar nad wskazaniem
genetycznych markeréw odpornosci/podatnosci kréw na mastitis. W rozdziale Przeglad
pi$miennictwa podzielonym na 7 podrozdzialéw i liczacym 35 stron maszynopisu
Autorka wprowadza w tematyke badawcza. W sposob czytelny omawia problem
wystgpowania stanéw zapalnych gruczotu mlekowego u bydia mlecznego
z uwzglednieniem jego wplywu na wydajnoé¢ i sktad mleka oraz wskazuje czynniki
patogenne je wywotujgce. W dalszej czesci chronologicznie omawia stosowane metody
diagnostyczne, poczawszy od najprostszych, polegajacych na okreélaniu liczby komérek

somatycznych, a nastepnie skupia sie na analizach mikrobiologicznych, badaniu



wzrokowym i palpitacyjnym wymienia, przewodno$ci mleka i jego zmiennosci jonowej
oraz monitorowaniu zawartosci laktozy. W dalszej czeéci przedstawia tematyke
fizjologicznych podstaw odpowiedzi immunologicznej organizmu zamieszczajgc wiedze
na temat odpowiedzi nieswoistej i swoistej z podziatem na pierwotng i wtérna.
W kolejnych podrozdziatach skupia sie na oméwieniu czynnikéw S$rodowiskowych
a nastgpnie genetycznych, w obrebie ktérych omawia problem odziedziczalnosci
odporno$ci na mastitis, dziedziczenie cech iloSciowych, zjawisko dziedziczenia
poligenicznego i nieallelicznego wspdétdziatania genéw oraz plejotropii. W ostatnim
podrozdziale Autorka dokonuje przegladu wiedzy na temat biogenezy microRNA i ich
funkcji w odpornoéci na infekcje, po czym formutuje hipoteze badawcza a nastepnie
charakteryzuje 5 genéw microRNA uwzglednionych w badaniach.

Podsumowujac ten rozdzial pracy uwazam, Ze zostal on zbyt rozbudowany poprzez
zamieszczenia w mojej ocenie dos¢ powszechnej wiedzy dotyczacej np.:

- wplywu mastitis na wydajno$¢ i sktad mleka,

- metod pomiaru liczby komérek somatycznych,

- informacji o mechanizmach odpowiedzi immunologiczne;j,

- genetycznego uwarunkowania cech.

W kolejnym rozdziale zatytulowanym Cel pracy Doktorantka przedstawia cel ogélny
wykonywanych badan z piecioma zadaniami skladajgcymi sie na jego realizacje. Zostaty
one sformulowane poprawnie a na podkreslenie zastuguje zakres zaplanowanych analiz
statystycznych. W mojej ocenie w rozdziale tym powinna by¢ zamieszczona hipoteza
badawcza, ktéra niejednoznacznie zostala zdefiniowana i znajduje si¢ na str. 44. a tytul
rozdziatu powinien zosta¢ zmieniony na Hipoteza badawcza i cel pracy.

W rozdziale Material i metody zamieszczonym na 9 str. maszynopisu Autorka opisata
material zwierzecy, przeprowadzone analizy laboratoryjne oraz kolejno$é¢ dziatan
statystycznych zmierzajacych do osiagnigcia zalozonego celu pracy. W badaniach
uwzglednila 664 krowy rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej
w okresie od pierwszej do 6smej laktacji. Nalezy podkresli¢, ze byly one utrzymywane
w tych samych warunkach §rodowiskowych, co jest niezwykle wazne w badaniach nad
oporno$cia/podatnoscia kréw na mastitis. Szkoda, ze nie podala przedzialu czasowego,
co doprecyzowaloby informacje dotyczaca jednolitoéci warunkéw. Materialem do badan
polimorfizmu byla krew obwodowa, natomiast baze danych stanowily wyniki kontroli

uzytkowosci mlecznej z uwzglednieniem kolejnosci i stadium laktacji. Mimo, iz Autorka



podaje, Zze podzialu na stadia dokonano na podstawie przebiegu laktacji proponuje, aby
przygotowujac prace do publikacji zamieéci¢ informacje o dtugosci ich trwania. R6wniez
w tabeli 1 nalezy doprecyzowa¢ zapis dotyczacy laktacji VI, gdyz wczeéniej zamiescita
informacje, ze ze wzgledu na malg liczbe zwierzat analizowata lacznie laktacje 6., 7.1 8.
jako jedna klase.

W czesci opisowej metod laboratoryjnych brak informacji jakiej dlugosci {pz) byty
amplifikowane fragmenty analizowanych microRNA i z uzyciem jakich enzymoéw
restrykcyjnych rozpoznawano polimorfizm, gdyz Autorka na str. 51 podaje jedynie
informacje, iz fragmenty restrykcyine rozdzielane byly w 2 % zelu agarozowym
z dodatkiem bromku etydyny.

Rozdzial Wyniki Autorka zamiescila na 32 stronach i podzielita na 5 podrozdziatéw,
w ktorych kolejno omawia uzyskane rezultaty zgodnie z zakiadanymi celami badan.
Obszerne wyniki badan zestawita na 16. wykresach, 3. tabelach znajdujgcych sie w tekscie
pracy i 12. tabelach stanowigcych aneks do czeéci wynikowej pracy. Uzyskane wyniki sa
interesujgce i maja warto$¢ poznawcza. Na szczegélne podkreslenie zastuguje dobrze
opracowana graficzna prezentacja wynikéw, ktéra bez trudu pozwala czytelnikowi
zapoznac sie z duza dawka informacji zamieszczonej w tej czesci pracy. Konstrukcja oraz
objasnienie zestawien tabelarycznych i rysunkéw sa informatywne i nie wymagaja
korekty redakcyjnej. Mam jednak uwagi dotyczace pierwszego podrozdziatu, w ktérym
opisuje frekwencje genotypow i alleli dwdch sposréd pieciu badanych microRNA, jako
rezultat rozpoznanego polimorfizmu, natomiast w trzech pozostalych wystepowal
monomorfizm. Szkoda, Ze ten podrozdzial nie zostal wzbogacony fotografiami
amplifikowanych produktéw PCR i analizy restrykcyjnej z podaniem informacji o dtugosci
uzyskanych fragmentéw w przypadku microRNA, u ktérych stwierdzono polimorfizm.

Kolejnym rozdzialem jest dyskusja. Obejmuje ona 5 podrozdzialéw, zamieszczona
zostala na 13. stronach maszynopisu. Redakcja tej czesci dysertacji wskazuje na
znajomos¢ piSmiennictwa $wiatowego z zakresu prowadzonych badan. Musze zwrdcié
jednak zwrécic¢ uwage, ze przedstawiana dyskusja ze wzgledu na brak podobnych badan
ma bardziej charakter przegladu literatury niz krytycznej interpretacji wynikow
wlasnych analiz w kontekscie rezultatow uzyskanych przez innych autoréw.

Rozprawa zakonczona jest rozdziatem Podsumowanie i wnioskami. Zamieszczone

uogélnienia i wnioski wynikaja z zaloZonego celu i zawartych w nim zadan badawczych.



Na og6l zamieszczone w 9 punktach informacje stanowia podsumowanie uzyskanych
wynikow.

Podsumowanie

Reasumujac stwierdzam, ze praca doktorska mgr Kai Priffer pt. Polimorfizm
wybranych miRNA zwiqzanych z odpornosciq na mastitis jest cenna, nowatorska
i perspektywicznie wazng pozycja pi$miennictwa naukowego. Wnosi oryginalne wyniki,
istotnie poszerzajgce wiedzg z zakresu roli microRNA w procesach odpornoiciowych
kréw ma mastitis oraz mogg by¢ powigzane z cechami uzytkowosci mlecznej. Warto$é
rozprawy powigksza fakt, iz uwzgledniona grupa kréw rasy holsztynisko-fryzyjskiej
odmiany czarno-biatej utrzymywana byla w jednolitych warunkach $rodowiskowych.
Z pewnoscia bedzie to cytowana pozycja literatury naukowej. Zakres przeprowadzonych
analiz $wiadczy o znajomoéci problematyki badawczej oraz umiejetnosci stosowania
metod badawczych i analiz statystycznych do opracowania wynikéw. Zgromadzone
informacje z zakresu genetyki molekularnej i statystyki umiejetnie powigzane ze sobg s3
niewatpliwie walorem rozprawy. Wymienione w recenzji uwagi maja wylacznie
charakter porzadkowy i nie obnizaja og6lnej, pozytywnej oceny merytorycznej
opracowania.

Whniosek koncowy

W posumowaniu stwierdzam, ze przedlozona do oceny rozprawa doktorska
autorstwa mgr Kai Priffer pt. Polimorfizm wybranych miRNA zwiqgzanych
z odpornosciq na mastitis, stanowi oryginalne opracowane problemu naukowego
i spetnia wymogi okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.z 2017 r.,
poz. 1789 z p6Z. zm.) oraz w przepisach wprowadzajacych ustawe - Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 z p6zZ. zm.). W zwigzku z tym przedktadam
Wysokiej Radzie Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo na Wydziale Biotechnologii
i Hodowli Zwierzat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
wniosek o przyjecie pracy doktorskiej mgr Kai Priiffer bez zastrzezen i dopuszczenie Jej

do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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