Streszczenie/Abstract

Wprowadzenie: Mastitis to stan zapalny gruczotu mlekowego, ktory moze wystgpowaé w
formie latwo dostrzegalnych ,,golym” okiem objawow klinicznych, jak i subklinicznej postaci
diagnozowanej za pomocg posrednich wskaznikow, np. liczby komorek somatycznych w
mleku. Choroba jest wywolywana przez drobnoustroje (bakterie, wirusy, grzyby), ktorych
obecnos¢ w tkankach wymienia krowy wywoluje stan zapalny. Zaobserwowano genetyczne
réznice w podatnosci/odpornosci na chorobe wsrod bydla. Podatno$¢ czy odpornos$¢ na
mastitis jest cechg wielogenows, ktorej sposéb dziedziczenia jest skomplikowany do
przesledzenia ze wzgledu na istnienie nieaddytywnych oddzialywan mig¢dzy genami oraz
interakcji pomiedzy $rodowiskiem a genami. Programy hodowlane, majace na celu
ograniczenie zachorowalnosci na mastitis, wykorzystuje genetyczne roznice W
podatnosci/odpornosei na chorobe do poszukiwania markeréow genetycznych zwigzanych z

zapaleniem gruczotu mlecznego.

W niniejszej pracy zostaty przeanalizowane polimorfizmy genéw, ktérych produkty zwigzane
sg z procesem autofagii (CTSD, PRKCQ, SH3GLBI, BCL2 i ATG14). Autofagia jest waznym
procesem, niezbednym do regulacji odpowiedzi immunologicznej (swoiste] i nieswoistej) na
infekcje i dlatego mozna przypuszczaé, ze polimorfizmy zlokalizowane w genach, ktorych
produkty uczestnicza w tym procesie, moga by¢ zwiazane z odpornoscig czy podatnoscig na
mastitis. Ponadto, w pracy zostaly oszacowane efekty nieaddytywne badanych genow, a takze
przesledzono efekty poszczeg6lnych genéw, w zaleznosci od ktorych poziom ekspresji moze

by¢ zalezny od stanu fizjologicznego zwierzgcia.

Cel: Celem pracy bylo poszukiwanie asocjacji pomigdzy polimorficznymi wariantami genow
CTSD, PRKCQ, SH3GLBI, BCL2 i ATG14 a odpornoscig na mastitis u krow mlecznych rasy
holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-bialej. oraz oszacowanie ewentualnych efektow
nieaddytywnych miedzy badanymi genami oraz zmienno$ci efektéw genéw w zaleznosci od

czynnikéw srodowiskowych.

Material i metody: Materiat do badan stanowila krew obwodowa pobrana od 745 krow, z
ktorej wyizolowano DNA i analizowano za pomocg PCR. Zwierzeta byly hodowane w
identycznych warunkach $rodowiska. Badane krowy podlegaty kontroli uzytkowosci
mlecznej metoda A4. Analiza statystyczna wynikéw badan zostala przeprowadzona dla

poszezegolnych stadiow laktacji (I, II, IID), kolejnych laktacji (I, IL III, IV, V i VI) i



Abstract

Introduction: Mastifis is an inflammation of the mammary gland, which can occur either in
the form of easily visible clinical symptoms or in a subclinical form diagnosed on the basis of
indirect indicators such as somatic cell count in milk. The disease is caused by
microorganisms (bacteria, viruses, fungi), whose presence in the cow’s udder tissues triggers
inflammation. It has been found that there are genetic differences in susceptibility/resistance
to udder inflammation in dairy cattle. Susceptibility or resistance to mastitis is a multi-gene
trait, whose inheritance mechanism is difficult to trace due to non-additive interactions
between genes and interactions between genes and environment. Cow breeding programmes
aimed at reducing the incidence of mastitis use genetic differences in susceptibility/resistance

to the disease to search for genetic markers associated with udder inflammation.

In this dissertation, I analyse polymorphic variants of genes whose products are associated
with the autophagy process (C7SD, PRKCQ, SH3GLBI, BCL2 and ATG14). Autophagy is
essential for the regulation of the immune response (both specific and non-specific) to
infection and it can therefore be hypothesised that polymorphisms located in the genes whose
products are involved in this process may be associated with resistance or susceptibility to
mastitis. In addition, during my study I estimated the non-additive effects of the analysed
genes and examined the effects of the individual genes whose expression levels may depend

on the physiological condition of the animal.

Aim: The aim of this study was to search for associations between the polymorphic variants
of the CTSD, PRKCQ, SH3GLBI, BCL2 and ATGI4 genes and resistance to mastitis in
Black-and-White Holstein-Friesian dairy cows, and to estimate possible non-additive effects
between the genes under study and the variability of the gene effects in relation to

environmental factors.

Material and methods: The material for the study was peripheral blood collected from 745
cows, from which DNA was isolated and analysed by PCR. The animals were kept under
identical environmental conditions and subjected to milk performance testing using the A4
method. The results of the study were analysed statistically for individual lactation stages (I,
II, III), subsequent lactations (I, II, III, IV, V and VI) and all lactations combined, and
according to the health class of the cow (clinical, subclinical mastitis). Additionally, cows
suffering from clinical mastitis were included in the study. Clinical cases were documented by

an experienced veterinarian, who recorded data on the incidence of mastitis acuta and
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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
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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.

KIEROWNIK

i amodzielne} Pracowni L@/O

prof. dr hab. Violetta Dziedzigjko
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Anny Stanistawczyk
pt. ,Asocjacje pomiedzy polimorficznymi wariantami wybranych genéw zaangazowanych w procesie
autofagii a odpornoscig na mastitis u kréw rasy polskiej holsztyrisko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej”

Podstawe opracowania recenzji stanowi decyzja Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie z dnia 20.09.2023 oraz pismo
Przewodniczacej Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo ZUT w Szczecinie Pani dr hab. inz. Matgorzaty
Ozgo prof. ZUT z dnia 20.09.2023r.

1. Syntetyczna charakterystyka recenzowanej rozprawy

Promotorem rozprawy doktorskiej jest Pani dr hab. inz. Katarzyna Wojdak-Maksymiec, prof. ZUT.

Przedmiotowa rozprawa doktorska dotyczy problematyki, niezmiernie aktualnej, obejmujacej
zaréwno aspekt badawczy - analiza polimorfizmu genéw uczestniczacych w autofagii jak i aplikacyjny
zwigzany z wptywem tych polimorficznych genédw na podatnos¢ bydta na mastitis. Catoksztatt pracy ma
spojng i przemyslang strukture i sktada sie z:

e 8 zasadniczych i ponumerowanych rozdziatéw, w wiekszosci rozbudowanych o kilka

podrozdziatéw,

e 36 tabel zawartych w tekscie i 4 tabele w aneksie,

e spisu bibliograficznego zawierajacego 316 pozycji literaturowych i opracowan, w tym: 302
pozycje (96%) anglojezyczne; 180 Zrédet (58%) ukazato sie po 2010) roku. Wszystkie sg Scisle
zwigzane z tematem opracowania.

e (Catos¢ pracy, zawarta jest na 170 ponumerowanych stronach.

2. Ocena doboru tematu rozprawy

Schorzenie gruczotu mlecznego jakim jest mastitis to jedna z podstawowych bolaczek w hodowli bydta
mlecznego. W zwigzku z tym, ze generuje wysokie koszty jest przedmiotem licznych badan. Podtoze tej
choroby jest stosunkowo dobrze poznane i zbadane w tym zaréwno czynniki srodowiskowe jak i
uwarunkowania genetyczne. Liczne badania prowadzone nad czynnikami genetycznymi wskazuja na
wielogenowe i ztozone uwarunkowania mastitis. Wieloaspektowe analizy sposobu dziedziczenia tej
choroby nalezg do aktualnych probleméw badawczych. Jednym kierunkéw badan nad genetycznymi
uwarunkowaniami mastistis jest analiza innych niz addytywne oddziatywann miedzy genami. Oprécz

aspektu praktycznego analiza epistazy, plejotropii, dopetniajgcego sie dziatania genéw czy tez modyfikacji
1
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epigenetycznych niesie bardzo interesujgcy walor badawczy pogtebiajacy wiedze na ten temat.
Uwzglednienie w badaniach polimorfizmu gendw uczestniczacych w autofagii dodatkowo podkresla
unikatowy charakter badan.

W zwigzku z tym, bardzo wysoko oceniam dobér tematu rozprawy doktorskiej, w ktérej Doktorantka
podjeta temat zwigzku polimorfizmu genéw analizowanych w réznych ukfadach wspétdziatania
biorgcych udziat w procesie autofagii w kontekscie odpornosci bydta na mastitis.

3. Ogodlna charakterystyka rozprawy

Tre$¢ rozprawy doktorskiej zostata przedstawiona w osmiu zasadniczych i ponumerowanych
rozdziatach, ktére zostaly poprzedzone spisem tresci oraz zamieszczonym na koricu rozprawy
streszczeniem.

We wstepie - rozdziat pierwszy rozprawy Doktorantka przedstawita tfo i geneze poruszanych
zagadnieri. W sposéb syntetyczny naswietlony zostat problem schorzenia, jego znaczenie i etiologia oraz
procesy autofagii jako element odpowiedzi immunologicznej potencjalnie zwigzanej z opornoscig czy
podatnoscig na mastitis.

W rozdziale drugim Autorka przedstawita cel gtdwny jakim byto zweryfikowanie hipotezy o istnieniu
asocjacji pomiedzy polimorficznymi wariantami genéw, ktérych produkty uczestniczg w procesie autofagii
a odpornosciag na mastitis u kréw rasy holsztyisko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej z uwzglednieniem
efektéw dominacyjnych, epistatycznych oraz interakcji genotyp x $rodowisko. Realizacja planu
badawczego zostata podzielona na siedem logicznie wyodrebnionych zadari badawczych. Zaréwno cel
gtéwny jak i zadania szczeg6towe sg wiasciwe, jasno sprecyzowane, a kolejnos¢ ich realizacji uzasadniona
merytorycznie.

Kolejny w pracy rozdziat trzeci — to przeglad literatury jest bardzo obszerny - liczy 36 stron
maszynopisu. Autorka w sposéb kompleksowy przybliza analizowane zagadnienie. Wychodzac od opisu
samego schorzenia poprzez jego diagnostyke, przyczyny, leczenie poprzez konsekwencje po czynniki
érodowiskowe i genetyczne zwigzane z analizowanym schorzeniem. W przegladzie pismiennictwa wida¢
pewng niekonsekwencje. Skoro temat rozprawy jest SciSle zwigzany z aspektami genetycznych
uwarunkowar i zaleznosci z mastitis to oczekiwaé nalezy ze to te aspekty beda gtéwna osig przegladu
pismiennictwa tymczasem jest to 30% catosci tych rozwazan. Autorka. mam wrazenie, postawita sobie
ambitny plan uwzglednienia wszystkich pozycji traktujacych wieloaspektowo o mastitis i w efekcie ten
gléwny aspekt genetyczny ulegt czesciowemu rozmyciu. Z bardzo duzej liczby (316 pozycji) piSmiennictwa
ok 60 % to opracowania po 2010 roku. Z pozostatych, starszych opracowar, oprécz kilkunastu bazowych
w tym temacie, bez szkody dla jakosci pracy, mozna by byto zrezygnowac. Utatwitoby to lekturg i
uwypuklitoby zasadniczy problem badawczy poruszony w pracy. Nalezy réwniez zweryfikowac spis
piémiennictwa ze 7rédfami zamieszczonymi w tekscie pracy - jedenascie pozycji zostato pominigtych a
takze pojawiaja sie btedy w datach publikacji i nazwiskach autoréw.

Materiat i metody czyli rozdziat czwarty zostat zredagowany typowo dla pracy badawczej. W opisie
materiatu Autorka scharakteryzowata zaréwno zwierzeta ktére byty poddane badaniom (krowy mleczne
rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej, ich pochodzenie, warunki utrzymania) jak i
#rodta informacji o wartoéciach fenotypowych analizowanych w pracy (dokumentacji hodowlano-
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weterynaryjnej). Przedstawiono zostat rowniez schemat podziatu danych wedtug zaplanowanych zadan
badawczych. Wybér materiatu badawczego uwazam za wtasciwy dla uzyskania celu badan. W trakcie
analizy tych informacji pojawity sie pytania wymagajace uszczegétowienia. Autorka podaje ze 745 kréw
objetych badaniami pochodzito po 244 buhajach czy to oznacza ze w stadzie byty osobniki spokrewnione?
Nie ma réwniez informacji o poziomie laktacyjnej wydajnosci mlecznej w tym stadzie a czynnik ten moze
tez wptywac na stopien zachorowalnosci na mastitis. Nigdzie nie ma informacji o liczbie osobnikéw w
poszczegblnych grupach badawczych tzn. w poszczegdlnych analizowanych laktacjach, klasach
zdrowotnosci, stadiach laktacji. W tabelach 3 i 4 powinno by¢ chyba zamiast ,,razem” ,$rednio”. W opisie
metod laboratoryjnych przedstawiono kompletng i wtasciwg charakterystyke analiz molekularnych i z
czystej ciekawosci pojawia sie pytanie czy wszystkie te analizy doktorantka wykonywata samodzielnie?
Kolejnym podrozdziatem tej czesci pracy jest opis metod statystycznych. W podrozdziale ocena efektow
badanych loci w sposéb nie budzacy watpliwosci zostaty przedstawione modele uwzgledniajace efekty
addytywne i nieaddytywne dla analizowanych genéw i ich uktadéw (jedyna uwaga dotyczy
niepotrzebnego powtarzania na stronach 58 i 59 tego samego modelu statystycznego w ktérym zmienia
sie tylko analizowany gen. Podrozdziat metody statystyczne pozostawia pewien niedosyt. Doktorantka
zastosowata, moim zdaniem, wtasciwe narzedzia statystyczne ale zapis zastosowanego modelu jest nie do
korica precyzyjny. W opisie modelu pojawity sie efekty state, ktérych nie uwzgledniono w modelu np.
udziatu gendéw rasy holsztyfisko-fryzyjskiej. Podobnie nie do korica precyzyjny jest opis réznych efektow
np. YSm jako efekt klasy roku/miesigca prawdopodobnie wycielenia w opisie modelu jest z kolei
roku/sezonu wycielenia. Ponadto nie podano liczby klas w poszczegélnych efektach. Autorka w pracy
podjeta sie préby analizy asocjacji stanu fizjologicznego kréw w trakcie laktacji a efektami poszczegélnych
uktadéw analizowanych genéw. Zadanie to realizowano analizujac trzy stadia laktacji. Z opisu materiatu i
metod badar nie wynika czy analizowano te same osobniki w kolejnych laktacjach podejrzewam ze nie
ale taka informacja powinna sie znaleiz¢ w metodyce. W opisie metod statystycznych nie ma réwniez
informacji o programie w jakim wykonywano obliczenia.

Rozdziat piaty - wyniki jest najobszerniejsza czescig pracy (liczy 46 stron) a uzyskane rezultaty
zaprezentowano w 29 tabelach. Zostaty przedstawione frekwencje (tabele 8-10) trzech polimorficznych
genéw (CTSD, PRKCQ, SH3GLB1) oraz efekty addytywne, dominacyjne i epistatyczne badanych genow w
analizowanych uktadach doswiadczalnych tj. do InSCC, dobowej wydajnosci mleka (raczej nie mlecznej),
zawartosci ttuszczu, biatka, laktozy, suchej masy analizowane w zaleznosci od kolejnej laktacji, stadium
laktacji, statusu zdrowotnego (tabele 11-31). W tabelach 29-36 przedstawiono efekty addytywne,
dominacyjne i epistatyczne badanych genéw w odniesieniu do liczby przypadkéw mastitis acuta, mastitis
chronica, oba schorzenia tacznie w kolejnej laktacji, w nastepnych tabelach (32-36) przedstawiono efekty
addytywne, dominacyjne i epistatyczne badanych genéw w odniesieniu do liczby ¢wiartek objgtych
infekcja, liczby éwiartko-dni, liczby dni przechorowanych na mastitis acuta, mastitis chronica i oba
schorzenia tacznie w zaleznosci od kolejnej laktacji. Autorka zaréwno w sposobie konstrukcji, przejrzystych
i przemyslanych tabel, jak i w opisie uzyskanych rezultatéw zachowuje konsekwencje dzigki czemu bardzo
obszerny materiat jest tatwiejszy do percepcji i wyciagnigcia uogdélinieri. Na szczegélne uznanie zastuguje
bardzo umiejetne syntetyczne zaprezentowanie wynikéw przeprowadzonych badan. W tym miejscu
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pojawia sie oczekiwanie szerszej i tacznej interpretacji uzyskanych wynikéw np. efekt sumujacy genu CTSD
obniza InSCC i réwnoczeénie podwyisza dobowa wydajnos¢ mleka. Natomiast autorka skupia sig na
analizie pojedynczych efektéw tymczasem moina zaobserwowac ich bardziej kompleksowe
oddziatywanie. Prawdopodobnie wynika to z bardzo duzej liczby uzyskanych rezultatow.

Dyskusja bedaca rozdziatem széstym, liczaca jedenaicie stron maszynopisu, jest dobrze
przygotowana czeécig rozprawy. Autorka w spos6b umiejetny przeprowadza poréwnanie rezultatow
swoich badan na tle badan innych autoréw. W sposéb przejrzysty podzielita rozdziat na cztery logicznie
wyodrebnione podrozdziaty, w ktérych w sposéb uporzadkowany i spdjny odwotuje sie do publikacji
opisujacych polimorfizmy w genach, ktérych produkty zaangazowane s w proces autofagii, zwigzek
autofagii z odpornoscia i procesami zapalnymi, znaczeniem efektéw nieaddytywnych oraz czynnikéw
érodowiskowych. Wydaje sig, ze niektdre, wstepne tresci w podrozdziale pierwszym lepiej wygladatyby w
piémiennictwie. Na podkreslenie zastuguje fakt ze wigkszos¢ zrodet do ktérych Autorka odnosi sie w tej
czesci rozprawy to bardzo aktualne, najnowsze opracowania.

Podsumowanie i wnioski rozdziat si6dmy przedstawione na zakoriczenie pracy w postaci siedmiu
punktéw. Stanowia one konglomerat zaréwno wnioskéw (np. punkty 6 i 7) jak i podsumowania (np.
punkty 1, 2, 3). Proponuje w trakcie przygotowywania pracy do publikacji wyraznie rozdzieli¢ te czesci
pracy. Zastanawiam sie réwniez nad ostatnim zdaniem szostego podpunktu wydaje sie ze w badaniach
nie ujawniono mechanizmu dziedziczenia bo to jest znane od czasow Mendla a raczej sposéb dziedziczenia
analizowanych gendw.

4, Ocena merytoryczna rozprawy

Celem rozprawy doktorskiej mgr Anny Stanistawczyk byto analiza zalezno$ci, w réznych uktadach,
polimorficznych wariantéw wybranych genéw zaangazowanych w procesie autofagii a odpornoscia kréow
na mastitis oraz wartoéciami ich parametréw produkcyjnych w zaleznosci od réznych czynnikow
fizjologicznych. Cel pracy przyjety przez Doktorantke jest prawidtowy i wtasciwie sformutowany.
Metodyka postepowania opisana w pracy moze znaleiC zastosowanie praktyczne. W przedstawionej
dysertacji udowodniono ztozono$¢ i istotnos¢ podejmowanego tematu. Reasumujac stwierdzam, ze pod
wzgledem merytorycznym rozprawa nie budzi wiekszych zastrzezen. Dysertacja przygotowana jest na
dobrym poziomie edycyjnym z zastosowaniem nowoczesnych narzedzi. Uwage zwraca estetyka pracy oraz
czytelnos¢ i komunikatywno$¢. Uktad pracy jest logiczny i przejrzysty, a praca zredagowana poprawnie.
Powyisze uwagi nie wptywajg na pozytywna oceng wartosci merytorycznej pracy. Stanowi ona cenny
dorobek naukowy Autorki w reprezentowanej dyscyplinie naukowej, a jej wyniki sa wazne i interesujace
zaréwno z poznawczego jak i praktycznego punktu widzenia. Doktorantka wykazata sie dobra znajomoscia
zagadnienia i umiejetnoscig prowadzenia prac naukowych o charakterze analitycznym. Praca wnosi
oryginalny wktad do wiedzy z zakresu prowadzonych badar.

5. Podsumowanie i wniosek koricowy
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Praca doktorska pt. ,Asocjacje pomiedzy polimorficznymi wariantami wybranych gendéw
zaangazowanych w procesie autofagii a odpornoscia na mastitis u kréw rasy polskiej holsztyfisko-
fryzyjskiej odmiany czarno-biatej” jest ciekawa zaréwno pod wzgledem naukowym jak i praktycznym.
Przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy aktualnych probleméw zwigzanych z badaniem
zwigzku autofagii i jej uwarunkowan w postaci odziatywar nieaddytywnych pomiedzy polimorficznymi
wariantami gendéw ja warunkujacych i ich asocjacji z odpornoscig bydta na mastitis. Na podstawie
przeprowadzonej analizy tre$ci pracy uwazam, ze Doktorantka dokonata trafnego wyboru tematyki
swoich badan, a praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Przedstawiona dysertacja
nawigzuje do aktualnej wiedzy i praktyki, wnoszac do niej nowe tresci. Cel rozprawy zostat sformutowany
poprawnie, osiggniety i potwierdzony we wnioskach i podsumowaniu. Przedstawiona przez Doktorantke
metoda badain moze mieé wiasciwosci wdrozeniowe, co wpisuje sie w 0gdlng tendencje prowadzonych
badan naukowych, zwigzang z zastosowaniami aplikacyjnymi i wdrozeniowymi. Opiniowana rozprawa jest
opracowaniem o duzych walorach poznawczych i ma charakter opracowania naukowego. Przygotowana
zostata starannie i wyczerpujgco omawia zastosowany aparat badawczy, przeprowadzone badania i
analizy. Zaprezentowane w pracy wyniki badan sg unikalne w skali krajowej cenne zaréwno z naukowego
punktu widzenia, jak i zastosowan praktycznych oraz wnosza elementy nowej wiedzy w dyscyplinie
naukowej biotechnologia. Zgromadzony w ramach realizacji pracy obszerny materiat badawczy moze
zosta¢ wykorzystany do dalszej analizy naukowej. Autorka pracy — Anna Stanistawczyk wykazata sie
umiejetnosciag samodzielnego formutowania i rozwigzywania zadan naukowych na poziomie prac
doktorskich i reprezentuje wysoki poziom wiedzy w dziedzinie tematyki rozprawy. W trakcie czytania
pracy nasunety mi sie pewne watpliwosci i pytania wymagajace wyjasnienia, ktére zawartem w niniejszej
recenzji. W moim przekonaniu nie obnizajg one pozytywnej oceny pracy. Sformutowane przeze mnie
uwagi moga w czesci wynika¢ z odmiennosci pogladéw i réznych ocen omawianych zagadnien, a w czesci
sg zachetg do dyskusji w zakresie poruszanych kwestii. Wysoko oceniam poziom rozprawy oraz
intelektualny wktad Autorki i naktad wtozonej przez Nig pracy.

Biorgc pod uwage sformutowane powyzej opinie wyrazam jednoznaczne stanowisko, ze opracowanie
Pani mgr Anny Stanistawczyk pt.: ,,Asocjacje pomiedzy polimorficznymi wariantami wybranych gendw
zaangazowanych w procesie autofagii a odpornoscia na mastitis u kréw rasy polskiej holsztynsko-
fryzyjskiej odmiany czarno-biatej”, zgodnie z ustawg z o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki zawartych we wtasciwych przepisach (art.13 ust.1 ustawy, z dnia
14.03.2003r., tekst jedn. Dz.U. z 2017r., poz. 1789), spetnia ustawowe wymagania stawiane rozprawom
doktorskim oraz miesci sie w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie biotechnologia. Dlatego wnosze do
Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w
Szczecinie o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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UCHWALA NR 3
Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie

z dnia 19 stycznia 2024 r.
w sprawie nadania stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo

mgr Annie Stanistawczyk

Na podstawie art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace - Prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669 z pézn. zm.) oraz § 1 ust. 1 pkt 2) uchwaty nr 130
Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie z dnia 29 maja 2023 r.
w zwigzku z § 96 ust. 8 Statutu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie,

- Rada Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo uchwala co nastepuje:

§1

Rada Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie po zapoznaniu sie z przebiegiem przewodu doktorskiego postanawia nadaé stopien

doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo mgr Annie Stanistawczyk.

§2

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia.

Przewodniczaca Rady Dyscypliny
Zootechnika i Rybactwo

s
| o
dr hab. inz. Matgorzata\Ozgo, prof. ZUT

Szczecin, dnia 19 stycznia 2024 r.
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