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RECENZJA

rozprawy doktorskiej lek. wet. Dominiki Grzybowskiej pt.: Wptyw
podwyzszonego poziomu B-hydroksymaslanu w surowicy kréw rasy
holsztynsko-fryzyjskiej na poziom ekspresji wybranych genéw w watrobie”.
Opinie wykonano zgodnie z uchwatg Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 7 lipca 2023 r. Praca
doktorska wykonana zostata w Uniwersytecie Warminsko-Mazurskim w
Katedrze Choréb Wewnetrznych z Klinikg. Promotorem pracy jest prof. dr hab.
Przemystaw Sobiech a promotorem pomocniczym dr hab. Katarzyna Zarczynska,
prof. UWM. Badania sfinansowano ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki w
ramach projektu nr 2018/29/N/NZ5/00520,, pt. , Analiza transkryptomu
watroby u kréw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej przy uzyciu techniki AMPLI-

n

seq”.

Najwiekszy postep w polskim rolnictwie w ostatnich latach dokonano w
zakresie hodowli bydta mlecznego, zwigzanej z tym produkcji mleka i jego
przetwdrstwa. Dokonano tego poprzez zwiekszenie populacji bydta o genetyce
gwarantujacej wysoka wydajnos¢ mleczng ( rasa Holsztynsko-Fryzyjska ), znaczna
poprawe dobrostanu w tym warunkéw utrzymania, zywienia i zarzadzania tymi
procesami. Wszystkie okresy zycia i produkcji u zwierzat gospodarskich sg bardzo
wazne. Ale biorgc pod uwage ich stan zdrowotny i jego wptyw na produkcje
mleka, to tak zwany okres przejSciowy trwajacy od poczatku zasuszenia (
niektdrzy autorzy podajg od 3 tygodnia przed porodem ) do 3 tygodnia po
porodzie jest najwazniejszy. Btedy organizacyjne, gtéwnie zywieniowe
popetnione w okresie zasuszenia ujawniajg sie w okresie porodu i
poporodowym, w postaci ciezkiego porodu oraz choréb metabolicznych.
Skutkuje to spadkiem jakosci i ilosci produkowanego mleka oraz zaburzeniami
ptodnosci. Schorzenia metaboliczne okresu poporodowego to nastepstwo nie
wiasciwego zywienia w okresie zasuszenia i nie dostosowania jego wartosci do
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wydajnosci mlecznej w okresie poporodowym. W nastepstwie nie dostosowania
dawki pokarmowej do okreslonej wydajnosci mlecznej oraz zmniejszenie jej
pobierania w omawianym okresie dochodzi do ujawnienia sie ujemnego bilansu
energetycznego co prowadzi do powstania takich zaburzen jak: ketoza, syndrom
sttuszczenia watroby, schorzenia spowodowane niedoborem makro i
mikroelementdéw. Zjawiska te szczegdlnie uwidaczniajg sie w fermach o wysokiej
wydajnosci mlecznej oraz ztym zarzadzaniu tymi gospodarstwami. Biorgc pod
uwage wymienione czynniki, stwierdzam, ze doktorantka dokonata stusznego
wyboru obszaru badan i tematu pracy doktorskiej. To ciggle aktualny obszar
badan, zmieniajgcy sie wraz ze wzrastajgcymi wydajno$ciami mlecznymi oraz
dazeniem do uzyskiwania rekordowych wydajnosci.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska obejmuje 95 stron
maszynopisu z nastepujgcymi rozdziatami: wykaz skrotéw, wykaz tabel, wykaz
rycin, streszczenie, wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki, omowienie
wynikow, wnioski, piSmiennictwo. Wyniki badan zestawiono w bogatej
dokumentacji na ktorg sktada sie 15 tabel oraz 22 ryciny. Uzyskane wyniki
poddano analizie, stosujgc rézne metody statystyczne, opisane w rozdziale 8.8
» Analiza statystyczna”. Pismiennictwo obejmuje 108 dobrze dobranych pozycji.

Celem pracy byta ocena zmian wybranych wskaznikow hematologicznych
i biochemicznych krwi krow rasy Holsztynsko-Fryzyjskiej oraz okreslenie zmian
poziomu ekspresji wybranych genéw w watrobie w przebiegu podwyzszonego
surowiczego stezenia BHB. Wymieniony cel realizowano poprzez nastepujgce
zadaniach szczegotowe: - ocene ogodlnego stanu klinicznego zwierzat na
podstawie zmian wskaznikéw morfologicznych i biochemicznych krwi, - ocene
obecnosci cech tluszczowego nacieczenia hepatocytéw w  badaniu
ultrasonograficznym watroby, - izolacje RNA w celu okreslenia poziomu ekspresji
genéw kodujacych dysmutaze ponadtlenkowg i peroksydaze glutationowsg, -
okreslenie wptywu podwyzszonego stezenia B-hydroksymaslanu w surowicy
krow rasy Holsztynsko-Fryzyjskiej na poziom ekspresji gendw kodujgcych
dysmutaze ponadtlenkowg i peroksydaze glutationowg w watrobie.

Badania zostaty przeprowadzone w stadzie bydta mlecznego rasy
Holsztynsko-Fryzyjskiej liczagcego 189 kréw mlecznych, utrzymywanych w oborze
wolnostanowiskowej z zachowaniem wymogow dobrostanu. D6j odbywat sie
dwa razy dziennie w hali udojowej z zachowaniem wtasciwych srodkow higieny
doju. Szescio miesiecznemu monitoringowi poddano wszystkie krowy w stadzie
bedgce co najmniej 3 tygodnie przed porodem. Z doswiadczenia zostaty



wykluczone krowy u ktérych stwierdzono schorzenia wymagajace leczenia
farmakologicznego lub chirurgicznego w przedziale czasowym: od tygodnia
przed porodem do 3 tygodni po porodzie. Wykluczono rowniez wszystkie
pierwiastki i jatowki. Do wifasciwego doswiadczenia po przeprowadzeniu
monitoringu zakwalifikowano 23 krowy bedace po drugiej laktacji, o wysokiej
wydajnosci mlecznej w poprzednich laktacjach ( srednio 9500 kg mleka ).
Zwierzeta podzielono na grupe kontrolng — CONT ( n=11 szt.) oraz doswiadczalng
-EXP ( n=12 szt). W grupie kontrolnej zwierzeta nie wykazywaty podwyzszonego
stezenia BHB w surowicy natomiast w grupie doswiadczalnej co najmniej raz w
okreslonym przedziale czasowym stezenie BHB znajdowato sie w przedziale od
0,9 do 1,4 mmol/l, a Srednie steienie tego zwigzku w trzech tygodniach po
porodzie wynosito 0,8 mmol/l. Materiat badawczy w obu grupach stanowity:
krew petna, surowica, wycinki watroby, obrazy ultrasonograficzne watroby i
podskornej tkanki ttuszczowej okolicy zadu . Do wykonania zadan szczegotowych
przeprowadzono: badania biochemiczne i morfologiczne krwi, ocene kondycji
kréw, ultrasonograficzng ocene obrazéw watroby, gruboigtowg biopsje watroby
pod kontrolg USG, izolacje RNA, reakcje qRT-PCR, analize statystyczng.

Doswiadczenia zostaly przeprowadzone na zwierzetach wiasciwie
dobranych pod wzgledem rasy, wydajnosci mlecznej i okresu reprodukcji.
Harmonogram wykonanych doswiadczen w aspekcie doboru materiatu, ijego
oceny byt wtasciwy w odniesieniu do zatozonego celu pracy. Zastosowane
metody badan klinicznych i laboratoryjnych s3 adekwatne do stosowanych i
opisywanych w literaturze krajowej i zagranicznej.

Na podstawie przeprowadzonych badan i otrzymanych wynikow,
doktorantka sformutowata 7 wnioskow w ktérych odnosi sie do zatozonego celu
i zadan szczegoétowych pracy. Ocena otrzymanych wynikow badan jest
nastepujgca: - wysokie stezenie BHB nie wptywa na wyniki badania
morfologicznego krwi, - aktywnos¢ ALT jest przydatnym wskaznikiem
roznicujgcym krowy narazone na negatywne skutki hiperketonomii, -
utrzymujace sie wyisze stezenie BHB u krow po porodzie powoduje
podwyzszenie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej, natomiast nie wptywa
istotnie na aktywnosc peroksydazy glutationowej, - krowy z utrzymujgcym sie
wyzszym stezeniem BHB po porodzie ( powyzej 0,8 mmol/l ) wykazujg podobny
poziom mobilizacji rezerw ttuszczowych do kréw nie wykazujgcych takich zmian,
- obecnos¢ cech ttuszczowego nacieczenia hepatocytow nie wptywa na jakos¢
RNA izolowanego z wycinkéw watroby, - wyniki analiz molekularnych wskazujg
na mozliwo$¢ wykorzystania oceny poziomu transkrypcji genow, w szczegdlnosci
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SOD2 jako wskaznika biomarkera stopnia ketozy, - analiza ekspresji gendw moze
by¢ pomocna do okreslenia potencjatu regeneracyjnego watroby u kréw po
wystgpieniu ketozy, w szczegdlnosci w odniesieniu do zaburzonego metabolizmu
powodujgcego stres oksydacyjny.

Przeprowadzone przez doktorantke badania i otrzymane wyniki s3 wazne,
poniewaz dotyczg wcigz aktualnego problemu zaburzen przemiany materii a w
tym gtownie hiperketonemii i jej skutkow u krow wysokowydajnych w okresie
okotoporodowym. Pomimo bardzo duiej ilosci badan w tym obszarze w
ostatnich kilkudziesieciu latach, problem hiperketonemii jest nadal tematem
zainteresowan wielu osrodkéw naukowych na catym Swiecie. Zasadne staje sie
wiec poszukiwanie nowych czynnikow i mechanizméw powstawania
hiperketonemii na poziomie molekularnym uwzgledniajgcym szlaki
metaboliczne, geny kodujace, sieci regulacyjne gendw i poziom ekspresji
wybranych gendéw w poszczegdlnych narzgdach. Badania takie beda pomocne w
odnalezieniu markerow genetycznych i biochemicznych pozwalajacych na
wczesng, przed porodowg identyfikacje krow zagrozonych hiperketonemis.
Pozwoli to na szybkie podjecie dziatan zapobiegajacych eliminacje tych zwierzat
ze stada i polepszenia wskaznikow ekonomicznych w danym gospodarstwie.

Rozprawa doktorska napisana jest w sposob zwarty i uporzadkowany. Jej tresc¢
$wiadczy o tym, ze doktorantka dysponuje odpowiednim zasobem wiedzy i ma
opanowany warsztat badawczy w omawianej tematyce.

Mimo pozytywnej oceny pracy, z obowigzku recenzenta pragne wskazac
na nastepujgce usterki:

- badania zostaty przeprowadzone na zbyt matej populacji zwierzat,

- doswiadczenie przeprowadzono tylko w jednym gospodarstwie o
jednolitych warunkach dobrostanu,

- biopsja watroby zostata dokonana na bardzo ograniczonym jej wycinku,

- prébki do badan morfologicznych krwi oraz biopsja watroby

przeprowadzane byty w zbyt duzych odstepach czasowych



Nieliczne uwagi dotyczace przedmiotowej dysertacji nie obnizajg jej
wartosci merytorycznej. Podsumowujgc stwierdzam, ze oceniana rozprawa
doktorska przedstawia duze wartosci aplikacyjne a otrzymane wyniki rozszerzajg
wiedze naukowa w tej dyscyplinie badan.

W mojej ocenie rozprawa doktorska lekarza weterynarii Dominiki
Grzybowskiej pt.” Wptyw podwyziszonego stezenia B-hydroksymaslanu w
surowicy krow rasy Holsztynsko-Fryzyjskiej na poziom ekspresji wybranych
gendw w watrobie,, stanowi interesujgce samodzielne rozwigzanie problemu
naukowego w odniesieniu do zatozern badawczych, opracowania wynikow,
metodyki i wnioskdw a prezentacja redakcyjna wynikow przeprowadzonych
badan jest rowniez dowodem umiejetnosci autorki do prowadzenia pracy
naukowej. Rozprawa spetnia ustawowe kryterium dotyczace oryginalnego
rozwigzania w zakresie zastosowania wynikéw wtasnych badan naukowych w
sferze gospodarczej.

Uwazam, ze rozprawa doktorska odpowiada przepisom ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (tj. Dz. U.z 2017 r., poz. 1789 ) w zwigzku z art. 179 Ustawy z dnia 3 lipca
2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
( Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r. poz. 1669 ze zm.).

Przedktadam zatem wniosek Radzie Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o przyjecie pracy i dopuszczenie lekarza
weterynarii Dominki Grzybowskiej do dalszych etapéw postgpowania w
przewodzie doktorskim.
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