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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Magdaleny Duszy
pt.: ,,Zwiazek pomiedzy polimorfizmem genéw CXCRI1, IL-17A 1 SELL a zdrowotnoscig
wymienia i uzytkowoscig mleczng krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-
bialej”, wykonanej Zaktadzie Hodowli Bydta Instytutu Nauk o Zwierzetach Uniwersytetu
Rolniczego w Krakowie, pod kierunkiem dr hab. inz. Joanny Makulskiej, prof. UR

oraz promotora pomocniczego dr inz. Joanny Pokorskiej

Przedlozong do oceny rozprawe¢ doktorska stanowig trzy spojne tematycznie oryginalne
prace tworcze:

1. Pokorska J., Dusza M., Kutaj D., Zukowski K., Makulska J. 2016. Single nucleotide
polymorphisms in the CXCR1 gene and its association with clinical mastitis incidence in
Polish Holstein-Friesian cows. Genetics and Molecular Research 15 (2): gmr.15027247
(IF=0,764; 15 pkt. MNiSW)

2. Dusza M., Pokorska J., Kutaj D., Makulska J. 2018. Identification of polymorphism in the
bovine interleukin-17A gene and its association with mastitis in Polish Holstein-Friesian
cattle. Turkish Journal of Veterinary and Animal Sciences 42 (4): 346-352 (IF=0,489;
15 pkt. MNiSW)

3. Dusza M., Pokorska J., Makulska J., Kutaj D., Cupiat M. 2018. L-selectin gene
polymorphism and its association with clinical mastitis, somatic cell score, and milk
production in Polish Holstein-Friesian cattle. Czech Journal of Animal Science 63 (7): 256-
262 (IF=0,955; 25 pkt. MNiSW)

Wymienione publikacje zostaty opatrzone zwigztym, sporzadzonym w jezyku polskim 12-
stronicowym opracowaniem, zawierajacym przeglad literatury, hipoteze i cel badan, materiat
I metody, podsumowanie wynikow, uzasadnienie spdjnosci tematycznej przedktadanego zbioru
artykulow oraz spis literatury. Do pracy dotgczono tez wykaz skrotow, oswiadczenia
wspoétautoréw dotyczace ich udziatu w powstawaniu publikacji oraz streszczenie w jezyku

polskim i angielskim.



Wszystkie publikacje wchodzace w sktad dysertacji zostaty opublikowane w czasopismach
z listy Journal Citation Reports (JCR) w latach 2016-2018, a ich tgczny Impact Factor i suma
punktow MNiSW (zgodnie z rokiem publikacji) wynosza odpowiednio 2,208 i 55. W dwoch
publikacjach Doktorantka jest pierwszym i jednocze$nie korespondencyjnym autorem,
w jednej pracy - drugim autorem, a Jej deklarowany i potwierdzony o$wiadczeniami
wspotautorow udzial w powstaniu manuskryptéw jest wiodgcy i wynosi 45% (publikacja
pierwsza) i 60% (publikacja druga i trzecia). Kandydatka byta gtbwnym pomystodawca badan,
wykonawcg wiekszo$ci analiz molekularnych i statystycznych oraz autorem tekstow publikacji.

Biorgc powyzsze pod uwage uwazam, ze strona formalna przedstawionej dysertacji nie

budzi zastrzezen.

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Duszy nawigzuje do szeroko
prowadzonych w ostatnich latach badan nad markerami genetycznymi zwierzat gospodarskich
i ich zwigzkiem z waznymi cechami uzytkowymi. Badania te polegaja na wyznaczaniu genow
kandydujacych w oparciu m.in. 0 miejsce ich ekspresji lub funkcj¢ kodowanego przez nie
polipeptydu, ktoéra powinna by¢ zwigzana z procesami fizjologicznymi prowadzacymi do
ujawnienia si¢ analizowanej cechy. Nastepnie metodami statystycznymi Szacuje si¢ stopien
zaleznos$ci miedzy zmienno$cig fenotypowa cechy a polimorfizmem wybranego genu. Analiz
tego typu przeprowadzono juz w Polsce 1 na $wiecie bardzo wiele, jednak w wigkszo$ci
przypadkow wykrytych asocjacji nie udato si¢ potwierdzi¢ w innych badaniach, obejmujacych
inne rasy i populacje zwierzat lub wykorzystujacych inne modele statystyczne. W przypadku
bydta, znaleziono zaledwie kilka genow, ktorych polimorfizm wykazuje wyrazny i powtarzalny
zwigzek z cechami produkcyjnymi. Nalezag do nich geny kodujace acylotransferazg
diacyloglicerolowa 1 (DGAT1), receptor hormonu wzrostu (GHR) i kappa-kazeing (CSN3),
wplywajace na wydajno$¢ i sktad mleka lub jego przydatno$¢ technologiczng do produkc;ji sera,
oraz gen miostatyny (MSTN, GDF-8) o duzym efekcie na stopien umigsnienia zwierzat. Jeszcze
wigkszym wyzwaniem jest wykrycie polimorfizméw odpowiedzialnych za zmiennos$¢ cech
nisko odziedziczalnych, takich jak ptodno$¢ czy podatnos¢ na wystgpowanie réznego rodzaju
schorzen.

Doktorantka podjeta si¢ zatem bardzo trudnego zadania identyfikacji markerow
genetycznych dla cech uzytkowych bydta mlecznego, ze szczegdlnym uwzglednieniem
zdrowotnosci wymienia. Jako geny kandydujace wybrata gen receptora chemokinowego a
(CXCR1), interleukiny 17 typu A (IL-17A) oraz L-selektyny (SELL), w ktorych analizowata

odpowiednio szes¢, jeden oraz dwa polimorfizmy. Wybor gendw uwazam za wiasciwy, gdyz



wszystkie koduja biatka uczestniczace W rdéznych mechanizmach regulacji odpowiedzi
immunologicznej. Ponadto, nie przeprowadzono dotad wielu badan nad ich efektem na
podatnos¢ krow na mastitis. Dotyczy to szczegélnie genu SELL, ktérego polimorfizm
Doktorantka analizowata w tym aspekcie po raz pierwszy. Natomiast opublikowane wcze$niej
wyniki dotyczace efektow genu CXCR1 nie sg jednoznaczne. Zasadno$¢ podjecia badan
dodatkowo potwierdza fakt, ze byty one finansowane z projektow MNiSW.

Mastitis jest jedng z najczesciej wystepujacych chorob kréw mlecznych i zarazem jedng
najczestszych przyczyn brakowania. Doskonalenie odpornos$ci na to schorzenie utrudnia niski
wspotczynnik odziedziczalno$ci cechy oraz fakt, ze w wiekszo$ci stad w Polsce (i nie tylko),
wystepowanie przypadkoéw klinicznych nie jest rejestrowane, a najczgsciej stosowang miarg
oceny stanu zdrowotnego wymienia jest poziom komoérek somatycznych w mleku. Tylko
w niektorych krajach cecha ta jest rutynowo monitorowana i uwzgledniona w indeksach
selekcyjnych. Dlatego z uznaniem nalezy zauwazy¢, ze Doktorantka jako podstawe
identyfikacji krow chorych uwzglednita w swoich badaniach nie tylko liczb¢ komorek
somatycznych mleka (LKS), ale takze czgsto$¢ zachorowan na kliniczng forme mastitis.
W przypadku genu L-selektyny, analizowata dodatkowo takie cechy produkcyjne, jak
wydajno$¢ mleczna oraz zawarto$¢ w mleku biatka, thuszczu i laktozy. Szkoda jednak, ze efekt
polimorfizmu CXCR1 oszacowata tylko dla wystepowania klinicznych postaci zapalenia
wymienia, z pomini¢ciem pozostatych cech, a szczegdlnie LKS.

Badania zostaly przeprowadzone w populacji bydta rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej,
liczacej 146 krow (gen CXCR1) lub 206 krow (geny IL-17A i SELL). Analizowana proba nie
byla zatem zbyt duza. Jednak fakt, ze krowy pochodzity z jednej fermy i utrzymywane byty
W jednakowych warunkach $rodowiskowych moégt w znacznym stopniu  poprawic
wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow. Do ustalenia genotypoéw Doktorantka uzyta metody PCR-
RFLP, a wstepnej identyfikacji miejsc polimorficznych we fragmentach kodujacych genow IL-
17A i SELL dokonata na podstawie wynikéw sekwencjonowania. Wszystkie wykryte w ten

sposob polimorfizmy byty jednak juz wezesniej opisane w literaturze.

Najwazniejsze wyniki uzyskane w trakcie realizacji badan obejmuja:
1. Wykazanie statystycznie istotnej zalezno$ci migdzy polimorfizmem c¢.365T>C w genie
CXCR1 a czestosciag wystepowania klinicznych form zapalenia wymienia, przy ponad
dwukrotnie wyzszym ryzyku zachorowania u krow o genotypie CC w pordéwnaniu

z genotypem TT (publikacja 1).



2. Wykazanie braku asocjacji migdzy polimorfizmem genu IL-17A a liczbg komorek
somatycznych w mleku oraz czestoscia wystepowania klinicznych postaci mastitis
(publikacja 2).

3. Wykazanie zalezno$ci miedzy polimorfizmem ¢.165G>A oraz ¢.567C>T w genie SELL
a poziomem komorek somatycznych w mleku oraz wydajnoscig i sktadem chemicznym
mleka, a takze bliskiego istotnosci efektu polimorfizmu c¢.165G>A na czg¢sto$¢ zachorowan

na kliniczne zapalenie wymienia (publikacja 3).

Uwazam, ze badania prowadzone w ramach rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny
Duszy dostarczajg nowych informacji i rozszerzaja wiedz¢ na temat genetycznego podtoza
podatnos$ci kréw na zapalenie wymienia. Wskazuje na to réwniez fakt, ze zostaly pozytywnie
ocenione przez recenzentow 1 redaktorow migdzynarodowych czasopism naukowych,
w ktorych Doktorantka opublikowata swoje wyniki. Lektura rozprawy nasuwa jednak pewne
uwagi i watpliwosci, dotyczace przede wszystkim polskojezycznej czesci dysertacji:

1. Thumaczenie skrotu BTA jako bydlecy autosom (strona 2) uwazam za niewlasciwe,
poniewaz skrét ten odnosi si¢ rowniez do chromosoméw pici X 1Y, a wywodzi sie od
pierwszej litery nazwy rodzajowej i dwdch pierwszych liter nazwy gatunkowej bydta (Bos
taurus).

2. W rozdziale ,,Przeglad literatury przedmiotu” brakuje jakiegokolwiek nawigzania do cech
zwigzanych z wydajnoscig i sktadem mleka, ktére réwniez byty (chociaz w mniejszym
stopniu) przedmiotem prowadzonych badan.

3. Jako cel badawczy, Autorka podata analize ,,polimorfizmu wybranych genow zwigzanych
z funkcjonowaniem uktadu odpornosciowego (receptora chemokinowego-a, interleukiny
17A oraz L-selektyny) oraz jego wptywu na wystepowanie standw zapalnych wymienia
i uzytkowos¢ mleczng krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biate;j”.
Tak ogodlnie sformulowany cel nie zostal w peini zrealizowany, poniewaz cechy
uzytkowos$ci mlecznej analizowane byly tylko w powigzaniu z polimorfizmem genu L-
selektyny. Ponadto, uzycie stowa ,,wptyw” (w celu badawczym oraz w innych fragmentach
rozprawy) jest pewna niescistoscia, gdyz metodyka zastosowana w pracy nie pozwala na
udowodnienie bezposredniego oddzialywania poszczegolnych polimorfizmow na
zmienno$¢ badanych cech. Bardziej wlasciwe okreslenia, ktérych mozna by uzy¢, to
zwiazek, zaleznos¢ lub asocjacja.

4. W opisie materialu i metod, zaréwno w polskojezycznej czeSci dysertacji, jak

I W poszczegdlnych publikacjach wchodzacych w jej sktad, zabrakto moim zdaniem nieco



doktadniejszej charakterystyki analizowanych zwierzat, obejmujacej np. przeci¢tng
wydajno$¢ mleczng krow i $redni poziom LKS. Przydatna bylaby rowniez analiza
wzajemnych zaleznosci migdzy poszczegdlnymi cechami w ocenianym stadzie,
a szczegolnie miedzy LKS a czestoscig wystepowania klinicznych postaci mastitis.

5. Prowadzone badania skupiaty si¢ gtdéwnie na analizie fragmentéw kodujgcych genow
CXCR1, IL-17A oraz SELL. Mozna zatem odnie$¢ wrazenie, ze Doktorantka poszukiwata
przede wszystkim polimorfizméw modyfikujacych wlasciwosci biatkowych produktow
genow. Takim polimorfizmem mogla by¢ zmieniajagca sekwencje aminokwasow
w syntetyzowanym polipeptydzie substytucja ¢.365T>C w genie CXCR1, o czym Autorka
pisze zarowno w polskojezycznym podsumowaniu wynikow na stronie 10, jak
i wpublikacji 1. W dysertacji brakuje natomiast proby wyjasnienia mechanizmoéw
potencjalnego oddziatywania polimorfizméw genu SELL, ktore byty synonimiczne i nie
zmienialy sekwencji kodowanego biatka.

6. Zdanie ,,Dla pozostalych pigciu polimorfizméw typu SNP (c.+291C>T, c.+816C>A,
c.+819G>A, +1093C>T oraz +1373C>A) zidentyfikowanych w obrebie genu CXCRI1 nie
wykazano zwigzku z zachorowalnos$ciag na mastitis” zamieszczone w podsumowaniu
wynikow na stronie 10 jest niedciste. Z tresci publikacji 1 wynika bowiem, ze cztery
z wymienionych polimorfizméw nie byly uwzglgdnione w analizie asocjacji
Z wystgpowaniem zapalenia wymienia ze wzgledu na efekt tzw. nierdwnowagi sprzg¢zen.

7. W spisie literatury konczacym polskojezyczng cze¢$¢ dysertacji  (strony 13-15)
umieszczono pozycje Radosz i Obuchowicz (2013), do ktorej wezesniej nie odwotywano
si¢ w tek$cie. Brakuje tam natomiast dwoch prac cytowanych na stronie 5 (Pighetti i in.,
2012 oraz Verbeke i in. 2012).

8. Streszczenie pracy w jezyku angielskim powinno by¢ raczej zatytutowane ,,Abstract” lub
,»,Summary”. Proponuje tez zastapi¢ wyrazenie ,,value of milk traits” innym zwrotem, np.

,,milk production traits” lub ,,milk yield and composition”.

Powyzsze uwagi wynikaja z obowigzku recenzenta 1 nie umniejszajg wartosci
merytorycznej ocenianej dysertacji. Praca dobrze wpisuje si¢ we wcigz aktualny nurt
poszukiwan markeréw genetycznych waznych cech produkcyjnych i funkcjonalnych bydta,
wsrod ktorych odporno$¢ na mastitis jest szczegdlnie istotna. Zastosowane metody dowodza
dobrego opanowania przez Doktorantke warsztatu badawczego, a przestawione wyniki

stanowig warto$ciowe uzupetnienie dotychczasowej wiedzy z zakresu prowadzonych badan.



Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr inz.
Magdaleny Duszy pod tytutem “Zwiazek pomiedzy polimorfizmem genéw CXCRI1, IL-17A
1 SELL a zdrowotno$cia wymienia 1 uzytkowoscia mleczng krow rasy polskiej holsztynsko-
fryzyjskiej odmiany czamo-bialej” w pelni odpowiada wymogom stawianym rozprawom
doktorskim, okreslonym w ustawie z dnia 14. marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym
oraz o stopniach 1 tytule z zakresu sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 oraz Dz. U. z 2005
r. Nr 164, poz. 1365). Dlatego przedktadam Wysokiej Radzie Wydzialu Hodowli 1 Biologii
Zwierzat Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Koltataja w Krakowie wniosek o dopuszczenie
mgr inz. Magdaleny Duszy do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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dr hab. Jolanta Komisarek
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