STRESZCZENIE

Jednym z wazniejszych i najbardziej rozpowszechnionych probleméw, z ktérym
borykaja si¢ hodowcy bydta mlecznego, sa infekcje wymienia. Mastitis, definiowane jako
zapalenie gruczolu mlekowego, jest jednostka chorobowa. ktérej zréznicowane podioze,
nasilenie i wplyw na stan fizjologiczny zwierzecia zaleza od $rodowiska, czynnika
chorobotworczego i organizmu gospodarza. Mleko z zainfekowanych ¢wiartek wymienia jest
niezdatne do konsumpcji, co niejednokrotnie prowadzi do duzych strat finansowych
ponoszonych przez przemyst mleczarski. Jedna z drog ograniczenia wystgpowania mastitis jest
wykorzystanie w pracy hodowlanej réznic w genetycznych skfonnosciach do tego schorzenia.
Caly czas trwaja badania nad poszukiwaniem genéw markerowych powigzanych
z wystgpowaniem mastitis. Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP) w genach
zwigzanych z odpowiedzia immunologiczng, moga by¢ takim uzytecznym markerem we
wezesnym wykrywaniu przypadkoéw mastitis u bydta mlecznego.

Celem niniejszej pracy bylo odnalezienie zwigzkéw pomiedzy odpornoscia/
podatnoscia na mastitis (wyrazona jako liczba komérek somatycznych SCC w mleku), dobowa
wydajnoscia mleczng oraz procentowg zawartoscig biatka i tluszczu w mleku a genetycznymi
wariantami genow zaangazowanych w procesy immunologiczne — microRNA2467,
microRNA2313, microRNA2489, microRNA29b-2 i microRNA2%e.

Badaniami obje¢to stado liczace 644 krowy rasy polskiej holsztynisko-fryzyjskiej
odmiany czarno-bialej. W pracy zostaly zebrane wyniki z 22 292 prébnych udojow,
pochodzace z dokumentacji hodowlanej i dotyczace dobowej wydajnosci mlecznej,
procentowej zawartosci biatka i tluszczu oraz liczby komoérek somatycznych SCC.
Od wszystkich badanych zwierzat zostata pobrana krew obwodowa, nastepnie wyizolowano
genomowe DNA. Polimorfizm badanych genow microRNA — microRNA2467, microRNA2313,
microRNA2489, microRNA29b-2 i microRNA29e — identyfikowany byt metodg PCR — RFLP,
Badane krowy byly w laktacji od pierwszej do ¢ésmej. Analizy przeprowadzono osobno dla
kazdej laktacji, jedynie ze wzgledu na stosunkowg mata liczebno$¢é w pozniejszych laktacjach
polaczono laktacje 6., 7; i 8. w jedna klasg. Efekty wybranych gendéw byly badane takze
w trzech kolejnych stadiach laktacji. Ponadto, w badanych prébkach mleka przyjeto trzy klasy
wartosci poziomu komdrek somatycznych: krowy zdrowe SCC<200 tys/ml, stan podkliniczny
200<SCC=<400 tys/ml i krowy chore SCC>400 tys/ml. Podzial ten zastosowano ze wzgledu na
mozliwo$¢ wystepowania odmiennych efektéw badanych genéw w roéZznych stanach

fizjologicznych.



Uzyskane wyniki zostaly opracowane ipoddane analizie statystycznej. Okreslona
zostala struktura genetyczna badanej populacji, tj. frekwencje alleli i genotypdw analizowanych
genéw. Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw objela takze poszukiwania asocjacji
pomigdzy klinicznymi przypadkami infekcji a polimorfizmem wytypowanych gendéw.
Modelowanie cech, przeprowadzone z zastosowaniem efektéw dominacyjnych oraz efektow
epistazy pomigdzy genami, obejmowato 4 kombinacje interakcji (addytywny — addytywny,
addytywny — dominujacy, dominujacy — addytywny, dominujacy — dominujacy). Efekty byty
badane w zaleznosci od czynnikéw takich jak kolejna laktacja, stadium laktacji i liczba
komorek somatycznych SCC.

W wyniku przeprowadzonej analizy w badanej grupie kréw zidentyfikowano
polimorficzne warianty genéw microRNA2313 i microRNA2467 oraz stwierdzono
monomorfizm w microRNA2489, microRNA29b-2 i microRNA29¢. W pracy dowiedziono, ze
istnieja  statystycznie istotne zwiazki pomiedzy polimorfizmem wybranych genéw
microRNA2313 i microRNA2467 a odpornoscia/podatnoscia na mastitis wyrazong jako liczba
komérek somatycznych w mleku. Co wazne, przeprowadzona analiza wykazala istnienie
efektéw dominacyjnych oraz interakcji pomigdzy genetycznymi wariantami wytypowanych
genow w ksztattowaniu zmiennosci liczby komérek somatycznych w mleku w badanej
populacji kréw oraz wykazala, ze efekty dominacyjne i interakcyjne badanych alleli stanowia
wazny element pozwalajacy kompleksowo ocenié¢ catkowity efekt allelu.

Dokonano szczegdtowej analizy asocjacji pomiedzy allelami wybranych genéw a liczba
komorek somatycznych w mleku w kolejnych laktacjach, w wybranych stadiach laktacji oraz
klasach SCC, jednak na tym etapie badan trudno jednoznacznie, na podstawie uzyskanych
wynikéw, wytypowaé geny markerowe, ktorych polimorfizm mogiby stanowié podstawe do
prowadzenia selekcji majacej na celu ograniczenie wystepowania mastitis, nie zmniejszajac
jednoczesnie wydajnosci mlecznej i koncentracji zawartych w mleku sktadnikow takich jak
ttuszcz czy biatko. Nadzieje budzi jednak dominacyjny efekt allelu T genu microRNA2467,
ktory w kazdej laktacji zwiagzany byl z nizsza zawartosciag SCC w mleku. Wydaje sie wiec, Ze
selekcja skoncentrowana na zwigkszeniu frekwencji allelu T microRNA2467 moglaby
przynie$¢ zadawalajace rezultaty pod katem obnizenia zawartosci SCC w mleku u krow rasy

holsztynsko- fryzyjskiej.
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ABSTRACT

One of the most important and widespread problems faced by dairy cattle breeders is
udder infections. Mastitis, defined as inflammation of the mammary gland, is a disease whose
varied underlying causes, severity, and impact on the animal's physiological state depend on
the environment, the pathogenic factor, and the host organism. Milk from infected quarters of
the udder is unsuitable for consumption, which often leads to significant financial losses
incurred by the dairy industry. One way to reduce the incidence of mastitis is to use genetic
differences in susceptibility to this condition in breeding work. Research is ongoing to identify
marker genes associated with mastitis. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes
related to the immune response can be a useful marker for early detection of mastifis in dairy
cattle.

The aim of this study was to find associations between immunity/susceptibility to
mastitis (expressed as somatic cell count (SCC) in milk), daily milk yield, as well as the
percentage of protein and fat in milk, and genetic variants of genes involved in immune
processes - microRNA2467, microRNA2313, microRNA2489, microRNA29b-2, and
microRNA29e.

The study involved a herd of 644 Polish Holstein-Friesian cows of the black-and-white
variety. Results from 22 292 milk yield samples were collected from breeding records and
included daily milk yield, percentage of protein and fat, and SCC. Peripheral blood was taken
from all animals studied, and genomic DNA was isolated. Polymorphism of the microRNA
genes studied - microRNA2467, microRNA2313, microRNA2489, microRNA29bh-2. and
microRNA29e - was identified by PCR-RFLP method. The studied cows were in lactation from
the first to the eighth. The analyses were conducted separately for each lactation, and only due
to the relatively small number of cows in later lactations, lactations 6th, 7th; and 8th were
combined into one class. The effects of the selected genes were also studied in three successive
lactation stages. In addition, the milk samples studied were divided into three classes of somatic
cell count values: healthy cows with SCC<200 thousand/ml, subclinical state 200<SCC<400
thousand/ml, and sick cows with SCC>400 thousand/ml. This division was made due to the
possibility of different effects of the studied genes in different physiological states.

The obtained results were analyzed and subjected to statistical analysis. The genetic
structure of the studied population was determined, i.e., the frequencies of alleles and genotypes
of the analyzed genes. The statistical analysis of the results also included the search for

associations between clinical cases of infection and the polymorphism of the selected genes.



The feature modeling, conducted using dominant effects and epistatic effects between genes,
included 4 combinations of interactions (additive-additive, additive-dominant, dominant-
additive, dominant-dominant). The effects were investigated depending on factors such as
subsequent lactation, lactation stage. and somatic cell count (SCC).

As a result of the analysis carried out on the group of cows, polymorphic variants of
microRNA2313 and microRNA2467 genes were identified, and monomorphism was found in
microRNA2489, microRNA29b-2, and microRNA29e. The study demonstrated statistically
significant associations between the polymorphism of the selected microRNA2313 and
microRNA2467 genes and resistance/susceptibility to mastitis expressed as the number of
somatic cells in milk. Importantly. the analysis showed the existence of dominant effects and
interactions between genetic variants of the selected genes in shaping the variability of the
somatic cell count in milk in the studied cow population and showed that the dominant and
interactive effects of the studied alleles are an important element that allows for
a comprehensive assessment of the overall effect of the allele.

A detailed analysis of the associations between the selected gene alleles and the number
of somatic cells in milk in subsequent lactations, selected lactation stages, and SCC classes was
carried out. However, at this stage of the research, it is difficult to unambiguously identify
marker genes based on the obtained results, whose polymorphism could serve as a basis for
conducting selection aimed at reducing the occurrence of mastitis without reducing milk yield
and the concentration of components such as fat or protein in milk. However, the dominant
effect of the T allele of the microRNA2467 gene. which was associated with lower SCC content
in milk in each lactation, presents a promising avenue that selection focused on increasing the
frequency of the T allele of microRNA2467 could yield satisfactory results in terms of reducing

SCC content in milk in Holstein-Friesian cows.
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Recenzja pracy doktorskiej mgr Kai Priiffer

pt. Polimorfizm wybranych miRNA zwiazanych z odpornoscia na mastitis,
wykonanej pod kierunkiem
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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.

Prof. dr hab. Urszula Czarnik



Prof. dr hab. Joanna Bartowska
Wydzial Nauk o Zwierzetach i Biogospodarki
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Kai Priffer
pt. ,Polimorfizm wybranych miRNA zwiazanych z odpornoscia na mastitis”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Katarzyny Wojdak-Maksymiec prof. ZUT
w Katedrze Genetyki

Podstawa formalna

Recenzje przygotowano w zwigzku z pismem Pana dr hab. inz. Arkadiusza
Pietruszki, prof. ZUT, Dziekana Wpydzialu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie (nr pisma:
WBIiHZ/67/2023).

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



UCHWALA NR 35

Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
z dnia 29 listopada 2023 r.

w sprawie nadania stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo

mgr inz. Kai Priffer

Na podstawie art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce - Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669 z pdzn. 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 nastepuije:

§1

Rada Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie po zapoznaniu sig z przebiegiem przewodu doktorskiego postanawia nada¢ stopien

doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo mgr inz. Kai Priiffer.

§2

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia.

Przewodniczgca Rady Dyscypliny
Zootechnika i Rybactwo

020
dr hab. inz. Matgorzata Ozgo, prof. ZUT

Szczecin, dnia 29 listopada 2023 r.
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