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Recenzje opracowano w oparciu o uchwatg Nr 27/2023 Rady Naukowej
Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 7
lipca 2023 r. w sprawie wyznaczenia recenzentéw w postepowaniu o nadanie stopnia
doktora w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie weterynaria lek. wet. Dominice

Grzybowskiej.

Oceniana praca doktorska w ogolnym zarysie obejmuje bardzo wazny i czgsto
niedoceniany problem hiperketonemii wysoko wydajnych krow mlecznych spotykanej
najczesciej w tzw. okresie przejciowym (ang. transition period), tj. od 3. tyg. przed
do 3-4. tyg. po porodzie, a zwigzanej z ujemnym bilansem energii — NEB (ang.
negative energy balance) i uruchamianiem rezerw tluszczowych na jego pokrycie.
Niektorzy autorzy przy tym stawiajg znak réownoéci pomiedzy pojawieniem si¢
hiperketonemii, a stanem podklinicznej ketozy (SCK — ang. subclinical ketosis), co
nie do korca wydaje sie wiasciwe zwazywszy na duze zmiennosci w koncentracjach
B-hydroksymaslanu (BHB) jako jej wyznacznika. W pewnych, potwierdzonych
bowiem stanach subklinicznej ketozy krow, wskaznik ten — uwazany dotychczas za
wyjatkowo czuty ich indykator jest niejednokrotnie nizszy (ok. 1,0 mmol/l) niz przyjete
powszechnie poziomy referencyjne dla tego zaburzenia (> 1,2-1,4 mmol/l). Dlatego

tez, istnieje pilna potrzeba szerszej dyskusji naukowej na ten temat i jednoznacznego



zdefiniowania co jest podkliniczng ketozg, a co wytacznie hiperketonemig bez
wyraznych konsekwencji zdrowotnych. Niniejsza praca wpisuje sie tez w te szerszg
polemike i porusza nowe zagadnienia zwigzane z hiperketonemia wyrazong
podwyzszonym stezeniem BHB. Trzeba réwniez pamigtaé, ze podwyzszenie
stezenia tego wskaznika u kréw mlecznych poza typowym podejrzeniem ketozy jest
rowniez wigzane z innymi zaburzeniami obejmujgcymi réznorodne stany zapalne
organizmu, jak tez tgczone jest ze zmianami apoptotycznymi jego obumierajgcych
komorek, a takze procesami degeneracji ustrojowej wielu narzgdéw, w tym
zwtaszcza watroby w nastepstwie diugotrwatego stresu oksydacyjnego.

Obecny zakres wiedzy nt. hiperketonemii w powigzaniu z patomechanizmem
zmian w przebiegu SCK, a zwlaszcza dobrze poznanej i w miare gruntownie
przebadanej klinicznej formy ketozy bydta (CKet — ang. clnical ketosis), jest dosé
znaczacy. Nie mozna zapomina¢ jednak, ze sam problem hiperketonemii oraz jej
skutkow dla utrzymania wiaéciwej produkcyjnosci bydta mlecznego nie traci na
znaczeniu, a niektére jego aspekty wymagajg nadal glebszego poznania i
wyjasnienia. W tym kontekscie szczegdlng role nalezy przypisa¢ mechanizmom
przemian na poziomie molekularnym oraz ustaleniu najbardziej indykatorowych
markerow genetycznych w przebiegu hiperketonemii oraz szerszego wykorzystania
w celach diagnostycznych réwniez innych bardziej rutynowych wskaznikéw, w tym
biochemicznych i hematologicznych. Pozwolitoby to o wiele skuteczniej niz
dotychczas, w tym zwlaszcza przed porodem, wskazaé potencjalnie wrazliwe
osobniki na wystapienie hiperketonemii i ograniczyé jej skutki. Praktycznym
zatozeniem takiego postepowania bytoby szybsze przeciwdziatanie spodziewanym
zaburzeniom i skuteczna minimalizacja ich skutkéw, a w konsekwencji poprawa
rentownosci w preznie rozwijajgcym sie ostatnio sektorze produkgji zwierzecej jakim
jest hodowla wysoko wydajnych kréw mlecznych zwlaszcza rasy hf.

Przedstawiona do récenzji praca doktorska wpisuje sie w ten wazny ogélny
trend. Jej oryginalnym zatozeniem bylo zbadanie zachowania sie wybranych
parametrow molekularnych poprzez okreslenie ekspresji odpowiednich gendéw w
watrobie potgczonej z oceng stopnia jej stluszczenia oraz wskaznikéw
biochemicznych i hematologicznych w okresie przejsciowym u krow mlecznych rasy
hf charakteryzujacych sie nizszym (0,8-1,2 mmol/l) niz u osobnikéw zwykle
podejrzewanych o podkliniczng ketoze - stezeniem BHB. Cele szczegotowe



realizowane w pracy doktorskiej w odniesieniu do zasadniczego zadania obejmowaty

natomiast:

- ocene ogoélnego stanu klinicznego zwierzat na postawie zmian wskaznikow
morfologicznych i biochemicznych krwi;

- ocene obecnoéci cech tuszczowego nacieczenia hepatocytéow w badaniu
ultrasonograficznym watroby;

- izolacje RNA w celu okreslenia poziomu ekspresji genow kodujacych dysmutaze
ponadtlenkowg i peroksydaze glutationowa;

- okreslenie wplywu podwyzszonego stezenia B-hydroksymaslanu w surowicy krow
rasy hf na poziom ekspresji genéw kodujgcych dysmutaze ponadtlenkowg i
peroksydaze glutationowa w watrobie.

Doktorantka dla realizacji postawionych sobie bardzo ambitnych celéw badan
postuzyta sie przemyslanym schematem do$wiadczenia popartym dobrze dobranym
nowoczesnym panelem metod badawczych, z ktérych na szczegblng uwage
zastuguja zwlaszcza te z obszaru metod molekularnych. Cato$¢ badan
przeprowadzono we wiasnym, uniwersyteckim o$rodku hodowlanym  (Stacja
Dydaktyczno-Badawcza Batdy UWM w Olsztynie) gwarantujac tym samym spetnienie
wszelkich, obligatoryjnie wymaganych obecnie, kryteribw odnosnie dobrostanu
zwierzat, a takze zapewniajac zwierzgtom statg kontrolg weterynaryjng oraz fachowy
nadzér nad wiasciwym przebiegiem doswiadczenia. W badaniach ekspery-
mentalnych wykorzystano w sumie 23 krowy rasy hf (po drugiej laktacji; $rednia
wydajnoéé 9500 kg mleka) podzielone na dwie grupy, ti. kontrolng (n=11) -
stanowiaca zwierzeta zdrowe, ktére w okresie od tyg. przed do 3. tyg. po porodzie
nie wykazywaty podwyzszonego stezenia BHB w surowicy oraz doswiadczalng
(n=12), w ktérej badane zwierzeta w tym samym przedziale czasowym miaty co
najmniej raz stezenie BHB w surowicy w granicach od 0,9 do 1,4 mmol/l, a $rednia
jego koncentracja w pierwszych 3. tyg. po porodzie wynosita ponad 0,8 mmol/l.
Materiat badawczy, pozyskiwany od krow w okresie od tyg. przed do 9. tyg. po ich
porodzie, stanowita krew pefna i surowica gromadzona co tydzien oraz obrazy
ultrasonograficzne watroby (z 4. i 7. tyg. po porodzie) i podskérnej tkanki tluszczowej
okolicy zadu — BFT (ang. backfat thickness) archiwizowane w odstepach tyg., a takze
wycinki watroby (z 4. i 7. tyg. po porodzie) pobierane drogg biopsji gruboigtowej pod
kontrolg USG.



Dla osiagnigcia jak najbardziej wszechstronnego wglagdu w ksztattowanie sie
przemian ustrojowych w okresie przejsciowym u kréw mlecznych i oceny jego
nastepstw w zwigzku z towarzyszgcym mu zwykle w takich przypadkach ujemnym
bilansem energetycznym i hiperketonemig w podjetych badaniach Doktorantka
zastosowata szeroki i zréznicowany warsztat badawczy uwzgledniajacy wiele
aspektow zwigzanych z omawianymi stanami. Warto podkreslic przy tym, ze
zastosowane metody badawcze, a zwlaszcza uzycie bardzo nowoczesnej techniki
iloSciowej oceny stopnia ekspresji wybranych genéw w watrobie nalezy uznaé¢ za
szczegbinie pozadane i umozliwiajagce badania na bardziej zawansowanym
poziomie, a w konsekwencji pozwalajagce uzyska¢ nowe, wartosciowe rezultaty. W
ramach zastosowanej techniki przeprowadzono wstepng izolacje RNA z hepatocytow
watroby krow zgodnie zobowigzujgcym protokotem PureLink TM RNA, a nastepnie
poddano go procesowi odwrotnej transkrypcji i reakcji amplfikacji w met. gRt-PCR dla
wybranych genéw kodujgcych trzy izoformy dyzmutazy ponadtlenkowej (SOD1,
SOD2, SOD3) oraz peroksydaze glutationowg typu 3 (CPX3). Ponadto, biorac pod
uwage przyjety w pracy doktorskiej profil prowadzonego do$wiadczenia nie mniej
wazne byty roéwniez podjete badania biochemiczne, poprzedzone wczesniej
rutynowym badaniem morfologicznym krwi, w ktérym wykorzystano bardzo
rozbudowany panel wskaznikéw ocenianych w surowicy krwi kréw, obejmujgcy
analize: stezenia glukozy, cholesterolu (CHOL), tréjglicerydéw (TG), wapnia (Ca),
niezestryfikowanych kwaséw ttuszczowych (NEFA) i B-hydroksymaslanu (BHB) oraz
aktywnosci aminotransferazy asparaginianowej (AST), aminotransferazy alaninowej
(ALT), kinazy kreatynowej (CK), dehydrogenazy mileczanowej (LDH), fosfatazy
alkalicznej (ALP), peroksydazy glutationowej (GSH-Px) i dysmutazy ponadtlenkowe;
(SOD). W tym miejscu warto réwniez wspomnie¢ o duzym zaangazowaniu i wiedzy
praktycznej (instrumentalnej) Doktorantki zwigzanej z pozyskiwaniem danych
odnosnie ogolnej kondycji kréw oraz stopnia utraty ich m.c. po porodzie (pomiar BFT)
i nacieczenia tluszczowego watroby z wykorzystaniem ultrasonografii. Trudno nie
doceni¢ réwniez Jej niewatpliwg biegto$¢ praktyczng, ktéra Doktorantka musiata
posigs¢ w celu przyzyciowego pobierania wycinkéw watroby od krow dosé
wymagajgca, inwazyjng metodg biopsji gruboigtowej prowadzong ze wzgledéw
bezpieczenstwa pod kontrolg USG, co wymagato tez z Jej strony niematego

doswiadczenia. Dla utrzymania wysokiego poziomu reprezentatywnosci koricowe;



oceny stwierdzonych zmian uzyskane wyniki badarn poddano szczegétowej analizie
statystycznej z uzyciem podwojnego oprogramowania: Python 3.10.0 i R 4.3.1.

W toku przeprowadzonych badan Doktorantce udato sie wykaza¢, ze w badaniach
biochemicznych, w ktoérych stwierdzono szereg istotnych zmian, stezenie glukozy w
grupie do$wiadczalnej bylo istotnie wyzsze (7. tydzien po porodzie — p.p.), a wapnia
nizsze (9. tydzien p.p) niz w grupie kontrolnej. Z kolei w obu grupach kréw po
wycieleniu doszto do obnizenia stezenia trojglicerydéw (TG), ktory w 2. tyg. p.p. u
zwierzat grupy doséwiadczalnej byt nawet istotnie nizszy niz w kontrolnej. W
przypadku zmian stezen BHB, ktéry wydaje sie by¢ szczegélnie waznym
wskaznikiem w kontroli hiperketonemii oraz ryzyka wystgpienia SCK i jej nastgpstw
nalezy podkres$li¢, ze u zwierzat doswiadczalnych w pierwszych trzech tyg. po
porodzie parametr ten utrzymywat sie na wysokim poziomie (0,888 — 0,904 mmol/l) i
3 tygodnie p.p. byt jeszcze istotnie wyzszy (0,888 mmol/l) niz w kontroli (0,560
mmol/l). Dla odmiany aktywno$¢ ALT i ASP w grupie do$wiadczalnej spadata istotnie
po porodzie, a stezenia NEFA w tym czasie nie réznito sig istotnie miedzy grupami.
Wieksze wartoéci SOD obserwowano w grupie do$wiadczalnej poréwnujac je z
kontrolng, a aktywno$é¢ ALP wykazywata tylko istotne réznice w poszczegdinych
grupach zwierzat rozpatrywane w czasie trwania obserwacji bez widocznych zmian
bezposrednio pomiedzy nimi. Istotnych zmian pomigdzy grupami nie zanotowano
réwniez w stezeniach cholesterolu oraz aktywnosci CK, LDH i GSH-Px. W innych
badaniach dotyczacych oceny grubosci podskoérnej tkanki ttuszczowej u kréw réwniez
nie wykazano statystycznie istotnych réznic migdzy grupami przez caly okres
doswiadczenia, parametr ten wykazywat za$ istotne zmiany analizowane w danej
grupie liniowo w czasie jego trwania. W podobnym badaniu ultrasonograficznym
dotyczacym dla odmiany oceny stopnia stluszczenia watroby zmiany
charakteryzujgce 2. i 3. poziom sttuszczenia wykazano w grupie do$wiadczalnej, a
odsetek kréw z prawidtowym obrazem USG byt generalnie wyzszy w grupie
kontrolnej. Szczegdlinie interesujgce wyniki badan, zwazywszy na unikalng
molekularng ich metodyke, uzyskata Doktorantka oceniajgc ekspresje okreslonych
genéw w watrobie i wykazujgc istotne roéznice migdzy grupami dla ekspresji SOD2
skorelowane przy tym z ekspresjg SOD3.

Podsumowuijgc, waznym odkryciem, zwtaszcza z praktycznego punktu widzenia o
duzym potencjale diagnostyczno-prognostycznym, byto wykazanie, ze u krow z
utrzymujgcym sie po porodzie wyzszym stezeniem BHB (> 0,8 mmol/l) poziom



mobilizacji rezerw ttuszczowych nie odbiegat zasadniczo od stwierdzanego u
osobnikow nie wykazujgcych tego podwyzszenia. Kolejnym waznym spostrzezeniem
bylo zaobserwowanie, ze ocena aktywnosci ALT moze by¢ przydatnym
alternatywnym wskaznikiem roznicujgcym krowy narazone na negatywne skutki
hiperketonemii, u ktérych pierwotnie nie wystapit podwyzszony poziom BHB
wskazujagcy na SCK. Szczegolnie obiecujgcym za$ odkryciem Doktorantki byto
wykazanie, ze ocena poziomu transkrypcji wybranych genéw, zwtaszcza SOD2 moze
byé z powodzeniem w przysztoéci szerzej wykorzystywana jako przydatny biomarker
ketozy u kréw. Ponadto, analiza ekspresji odpowiednio dobranych innych genéw
moze byé pomocna do okreslenia mozliwosci regeneracyjnych watroby u kréw po
wystapieniu ketozy, zwlaszcza w stanach zaburzen metabolizmu ustrojowego
prowadzgcego w konsekwencji do powaznych nastepstw na skutek stresu
oksydacyjnego.

Owocem przeprowadzonych badan byto przygotowanie rozprawy doktorskiej
prezentujgcej szczegdtowo jej wyniki, pokrotce juz omoéwione wyzej, zredagowanej w
klasycznej formie jako ,manuskrypt ksigzki” zgodnie z wytycznymi ustawy z dn. 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 ze
zm.) art. 187. Oceniana rozprawa doktorska zawiera 95 stron tekstu poprzedzonego
wykazem skrétéw stosowanych w pracy i podzielonego na kolejne rozdziaty takie jak,
wykaz tabel i rycin, streszczenie w polskiej i anglojezycznej wersji, wstep, cel pracy,
materiat i metody, wyniki, omowienie wynikéw, wnioski i pi$miennictwo
(przedstawione na 11 stronach i liczace w sumie 108 pozyciji). Wyjatkowo bogata
dokumentacja graficzna wynikoéw badan przedstawiona zostata w postaci 18 rycin i
15 tabel zamieszczonych bezposrednio w tekscie pracy.

Tytut przedstawionej do recenzji dysertacji doktorskiej odzwierciedla zasadniczy cel
zaplanowanych badan, ktérego czteropunktowe rozwiniecie obejmujgce bardziej
szczegblowo  sprecyzowane zadania  badawcze, realizowane nastepnie
konsekwentnie z zachowaniem przyjetej chronologii pozwolito niewatpliwie na jego
osiggniecie. Odpowiednie jednak sprecyzowanie celu badan nie bytoby mozliwe bez
gtebokiej wiedzy w temacie reprezentowanym przez Doktorantke. Znalazto to swoje
odbicie w bardzo konkretnie przedstawionym wstepie pracy doktorskiej (6 stron
maszynopisu), W ktorej Doktorantka bardzo szczegbtowo nakreslita role
metabolicznych mechanizméw adaptacyjnych krow mlecznych w okresie
przejéciowym, ktéry jest kluczowym momentem dla dobrostanu, produkcyjnosci i



statusu zdrowotnego tych zwierzat zwtaszcza, ze towarzyszy im obok wielu stricte
typowo metabolicznych zmian réwniez szereg o charakterze fizjologicznym, a nawet
immunologicznym i neuro-hormonalnym. Nie mniej waznym poruszanym tez we
wstepie dysertacji opisywanym szerzej problemem byt aspekt hiperketonemii krow i
jej przyczyn oraz nastepstw, a takze pewnych spotykanych czesto kontrowersji
zwigzanych z jej laboratoryjng diagnostyka oparta na badaniach poziomu ciat
ketonowych, w tym zwiaszcza stezen BHB oraz wiasciwej interpretacji uzyskanych
wynikéw. Niektére zdawatoby sig¢ jednoznaczne dane w konfrontacji z przyjetymi
wartosciami referencyjnymi oceniane sg bowiem czesto na pograniczu fizjologii i
patologii, a wyciggane na ich podstawie wnioski nie sg wigzace i ograniczajg
skuteczno$é¢ ewentualnego postepowania zapobiegawczego. Problem pogtebia
rowniez fakt duzej zmiennosci w ksztattowaniu sie poszczegoinych wskaznikow u
osobnikéw o wysokim poziomie produkcji bardziej podatnych na wszelkiego rodzaju
odstepstwa i wplywy ewentualnych rozwijajacych sie patologii. Dlatego tez, tak
wazny jest odpowiedni dobér badanych wskaznikow diagnostycznych wraz z ich
oceng i wiarygodng interpretacjg, a takze wtasciwie dobrany warsztat badawczy z
wykorzystaniem  nowych,  bardziej miarodajnych,  nowoczesnych metod
rozpoznawczych. Na tym polu wydaja sie interesujgce i potencjalnie godne uwagi,
nowe metody stuzace do diagnostyki zaburzen okresu przejéciowego u krow w
powigzaniu z towarzyszgca mu hiperketonemig, SCK i CKet. Metody te, w tym
zwlaszcza bazujgce na wykorzystaniu najbardziej indykatorowych markerow
genetycznych i  biochemicznych mogtyby by¢ w niedalekiej przyszto$ci
wykorzystywane szerzej rbwniez w praktyce hodowlanej do badan podejmowanych u
ciezarnych krow zagrozonych hiperketonemig jeszcze przed porodem oraz jako
wsparcie w kompleksowym postepowaniu  weterynaryjnym poprzedzonym
odpowiednim rozpoznaniem, a nastepnie, kolejnymi dziataniami przeciwdziatajgcymi
powstaniu spodziewanych zaburzen metabolicznych.

Tym zagadnieniom poéwiecita sig szerzej Kandydatka w swojej pracy doktorskiej.
Do oceny statusu zdrowotnego kréw z podwyzszonym poziomem BHB tradycyjnie
podejrzewanych o wystgpienie SCK wykorzystata dostepny panel stosowanych
rutynowo metod hematologicznych oraz biochemicznych o znacznie rozszerzonym w
tym przypadku zakresem ocenianych wskaznikéw (w sumie az 11), a przede
wszystkim zastosowata nowoczesng metode molekularnej oceny poziomu ekspresji

wybranych genéw w watrobie.



Zaprezentowane w pracy doktorskiej efekty nowej metodologii badawczej skfaniajg
do przyjecia tezy o zdecydowanie korzystnym i trafnie dobranym profilu badanych
wskaznikow, ktory pozwolit uzyska¢ interesujgce wyniki dowodzac o duzym
potencjale poznawczym i aplikacyjnym podjetych badan. W wyniku wykonanych
badan Doktorantce udato sie wykaza¢, ze wysokie stgzenie B-hydroksymaslanu
(BHB) u krow nie ma w zasadzie wigkszego wptywu na charakter zmian
morfologicznych we krwi tych zwierzat, stad typowe badania hematologiczne
zastosowane w tym przypadku bylty mniej przydatne i niewiele wniosty w szerszej
analizie zasadniczych tez dysertacji. Z kolei badania biochemiczne dotyczace oceny
aktywnosci aminotransferazy alaninowej (ALT) w surowicy zwierzat okazaty si¢ w
petni przydatne i moga by¢é nawet polecane w procesie réznicowania Kkrow
narazonych na negatywne skutki hiperketonemii. Ponadto, jak wykazano utrzymujgce
sie wyzsze stezenie BHB u kréw po porodzie powoduje tez podwyzszenie aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), natomiast nie wplywa ono istotnie na aktywnos¢
peroksydazy glutationowej (GSH-Px). Warto w tym miejscu podkresli¢ réowniez, ze
krowy z utrzymujgcym sie wyzszym stezeniem BHB po porodzie (powyzej 0,8
mmol/l) charakteryzuja si¢ podobnym poziomem mobilizacji rezerw ttuszczowych jak
te, u ktorych takich zmian nie stwierdzono. W kontekscie szerszego wykorzystania w
praktyce metod molekularnych uzytych w pracy doktorskiej jako ewentualnej, nowej
sktadowej nowoczesnej diagnostyki w patologii okresu przejéciowego u Krow
mlecznych zwigzanej m.in. z nadmierng mobilizacjg tuszczu i towarzyszacych jej
zaburzen przemian lipidowych organizmu oraz rozwojem hiperketonemii,
subklinicznej i klinicznej ketozy trzeba stwierdzi¢, ze materiat zastosowany do takich
badan w postaci RNA izolowanego z watroby krow podejrzanych o w/w zaburzenia
jest w petni wartosciowy. Jak wykazano bowiem, stwierdzana zwykle w przebiegu
omawianych zaburzen obecno$¢ cech tluszczowego nacieczenia hepatocytéow nie
wptywa na jakosc¢ i przydatno$¢ analityczng wybranej matrycy badawczej. Jest to
szczegolnie wazne w przypadku kiedy Doktorantka w swoich oryginalnych badaniach
bedacych przedmiotem pracy doktorskiej wykazata, ze wyniki analiz molekularnych
wskazujg na mozliwo$¢ wykorzystania oceny poziomu transkrypcji genow, w
szczegblnosci SOD2 jako potencjalnego swoistego biomarkera stopnia nasilenia
ketozy u kréw. Ponadto, analiza ekspresji genéw moze by¢ tez wykorzystana w

procesie oceny przyzyciowego potencjatu regeneracyjnego watroby u kréow po



wystgpieniu ketozy, w szczegblnosci w odniesieniu do zaburzonego metabolizmu
powodujgcego stres oksydacyjny.

Biorac pod uwage powyzsze nalezy stwierdzi¢, ze recenzowana praca doktorska
stanowi wazny wkiad Autorki na etapie poszukiwania nowych rozwigzan w poprawie
efektywnoéci  stosowanych dotychczas metod w diagnostyce i poznawaniu
mechanizmoéw przemian metabolicznych krow okresu przejéciowego zwigzanych z
wystepowaniem zjawiska hiperketonemii i jego zdrowotnych nastepstw. Warto przy
tym podkresli¢, ze uzyskane efekty byty mozliwe nie tylko dzieki dobrze dobranemu
warsztatowi badawczemu i gteboko przemyslanej metodyce do$wiadczenia ale
réwniez rozeznaniu i indywidualnej wiedzy Doktorantki w zakresie uprawianej przez
nig tematyki naukowo-badawczej. W odniesieniu do zasadniczych zatozen
metodycznych pracy doktorskiej Autorka wlasciwe dobrata odpowiedni materiat
eksperymentalny bazujagc na rasie bydta mlecznego hf najbardzie] obecnie
poszukiwanej w nowoczesnej hodowli uwzgledniajac ich wyjatkowg specyfike rasowa
i nadprzecietne zdolnosci produkcyjne. Swoimi badaniami Doktorantka objeta przy
tym wazng i mniej poznang dotychczas grupe zwierzat, w ktorej analizowane
koncentracje BHB stwarzaty pewne problemy w koricowej interpretacji ocenianych
stanéw klinicznych kréw rzucajgc wigcej swiatta na artykutowane przez wielu autorow
watpliwosci i przyczyniajac sie ostatecznie do poprawy kryteriow wtasciwej diagnozy.
Tak przemyslany dobér materiatu badawczego, pozwolit jak zaktadano na bardziej
miarodajng analize rzeczywistego stanu zdrowotnego analizowanych zwierzat, a w
rezultacie na wyciggniecie interesujgcych wnioskéow o bardziej aplikacyjnym
charakterze. Warto zwiaszcza to podkresli¢, kiedy dotychczasowe dostepne dane
literaturowe w tym zakresie sg niewystarczajace i czesto niejednoznaczne. Jest to
szczegblnie wazne réwniez w przypadku gdy wiarygodna ocena rzeczywistych
zaleznoéci na ptaszczyznie: umiarkowane zmiany stezenia BHB w surowicy krow
okresu przejéciowego, a ich aktualny stan zdrowotny - zalezna jest od sposobu
interpretacji wynikow biezacych badan lab. BHB i przyjetych dla tego wskaznika
wartosci referencyjnych. Sam wskaznik za$ i jego wahania wynika¢ mogg tez z
aktualnej sytuacji w zakresie bilansu energetycznego w danej populacji bydfa, stanu
odzywienia i technologii chowu bydta, a nawet z indywidulanej skifonnosci
poszczegbinych zwierzat do rozwoju zaburzen metabolicznych na etapie nadmiernej

mobilizacji ttuszczu i okreslonych konsekwencji z tym zwigzanych. Dlatego tez,
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szczegoblnie pozadane i potrzebne dla praktyki, a jej bezspornie aplikacyjny charakter
moze postuzy¢ do opracowania w przysztoéci bardziej skutecznych programow
ograniczania zachorowan u Krow okresu przejéciowego, a nawet sta¢ si¢ punktem
wyjécia do opracowania podstaw kompleksowego postepowania zapobiegawczego
popartego  wykorzystaniem  bardziej miarodajnych, nowoczesnych metod
diagnostycznych, w tym réwniez metod molekularnych. Otrzymane dotychczas
wyniki zaprezentowane w dysertacji dajg taka szanse ale wymagajg one jeszcze
szerszego potwierdzenia w praktyce hodowlane;.

Badania wykonane przez Doktorantke w sposob wnikliwy dokumentujg omawiane
wyzej aspekty nie tylko natury stricte naukowo-badawczej, ale majg one przy tym
duzy potencjat aplikacyjny oraz wskazujg na nowe kierunki zmian i tendencje w
przysztych modelach diagnostycznych i aktualnie preferowanych sposobach
interpretacji uzyskiwanych wynikéw. Pozwolity one ponadto poznaé¢ ztozono$¢ wielu
zjawisk okresu przejsciowego u krow narazonych na hiperketonemie w kontekscie
szerszego wgladu w mechanizmy przemian biochemicznych, jak tez, co jest
szczegoblnie interesujgce, na poziomie subkomorkowych reakcji molekularnych,
zwigzanych z ekspresjg wybranych genéw indykatorowych w watrobie zwierzat.
Dotychczasowe dane literaturowe na ten temat byly niewystarczajgce, a podjecie
przez Doktorantke tego wyzwania i jego realizacja w trudnych, szczegolnie
wymagajacych warunkach terenowych pozwolita uzyska¢ ostatecznie wiarygodne i
przydatne dane. O wiasciwym ukierunkowaniu badan $wiadczg m.in. uzyskane
wyniki, ktére pozwolity Autorce na sformutowanie az 7 wnioskéw, ktore
przedstawione zostaly w dostatecznie syntetycznej cho¢ moze w niektorych
przypadkach w zbyt ogdlnej formie (np. dla wniosku nr 6, ktory nie podaje jakie byty

wiasciwie, te szczegotowe, wyniki analiz molekularnych wskazujace w konkluzji na

ich przydatnos¢ diagnostyczng ? czy tez tre$¢ 7-mego wniosku o bardziej
deklaratywnym wydzwieku?)  podsumowujacej - prawie wszystko (brak np.

odpowiedzi w postaci niezaleznego wniosku jakie byty cechy i zakres ttuszczowego
nacieczenia watroby ?) co udafo si¢ w pracy wykaza¢. Wykonane badania wnoszg
duzo do rozszerzenia wiedzy o analizowanych zjawiskach i pozwolity poznaé ich

specyficzne aspekty.

Z obowigzku Recenzenta nalezy jednak zwréci¢ uwage na pewne niedociggniecia i

uchybienia, ktorych nie ustrzegta sig Autorka w trakcie przygotowywania dysertacji
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doktorskiej (cze$¢ juz pokrotce przytoczono), w wigkszo$ci jednak natury
stylistyczno-porzadkowej (np. na str. 8 w Wykazie tabel w zapisie: Tabela 14. Wyniki
testu U Manna-Whitneya dla poréwnania ekspresji.... itd. btednie zapisano w 4
tygodniu zamiast w 7 tygodniu po porodzie. Z kolei w nazwie: Tabela 11. Odsetek
krow ,,w” cechami tuszczowego nacieczenia... itd. zapisano ,w" zamiast ,2z”
cechami ..... i ten sam biad pojawia sie w nazewnictwie tab. rowniez na str. 68), a
tylko niektére o bardziej merytorycznym charakterze, ktorych korekta bytaby

wskazana przed ostatecznym wystaniem pracy do druku. Ponizej, niektére z nich:

1. Juz na wstepie pewne watpliwosci natury jezykowej budzi przyjeta w tytule
dysertacji nazwa rasy krow hf pisana duzg litera... tj. ,Wplyw podwyzszonego
stezenia B-hydroksymaslanu w surowicy krow rasy Holsztynsko-Fryzyjskiej
...itd. ,. zwtaszcza, ze nawet w tej samej pracy doktorskiej na jej stronie tytutowej
u dotu podano informacie o projekcie NCN, z ktérego $rodkéw finansowano
realizacje badan pracy doktorskiej, ktérego tytut brzmiat: ,Analiza transkryptomu
watroby u kréow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej przy uZzyciu techniki
AMPLI-seq” gdzie wida¢ wyraznie, ze nazwe rasy pisano matg literg i zdaje sie,
ze ta forma jest bardziej wtasciwa.

2. W przypadku 6 i 7-go z zaprezentowanych w pracy doktorskiej wnioskéw ich
charakter jest bardziej ogéinej i deklaratywnej natury nie do korica wyptywa z
uzyskanych konkretnych wynikow i zatozonych szczegdtowych celéw pracy.
Warto byloby rozwazy¢ bardziej krytycznie ich tre¢ i ewentualnie przeredagowac,
uszczegbtowiajac je najlepiej pod kontem konkretnych danych.

3. W dotaczonym do pracy piémiennictwie zrédiowym pewne pozycje nie maja
swoich bezposrednich cytowan w tekécie (w sumie 3; przytoczone ponizej)
inne réznia si¢ data wydania (np. DEODATO F., BOENZI S., SANTORELLI F. M,,
DIoNIsI-VIcI C. (2006), a w tekscie na str. 21 - 2004 r.; TANAKA A., URABE S.,
TAKEGUCHI A., MIzUTANI H., SAKO T., IMAI S,, YOSHIMURA 1., KIMURA N., ARAI T.
(2006) a na str. 77 — 2011 r.; VAN ROSSUM G., DRAKE JR F.L. (1995) na str.46 - 2009 1.).
Z kolei dla pozycji autorstwa: TIENKEN R., KERSTEN S., FRAHM J., MEYER U., LOCHER
L., REHAGE J., HUBER K., KENEZ A., SAUERWEIN H., MIELENZ M., DANICKE S. (2015)
brakuje dopisku w postaci liter “b” (patrz str. 24). We wszystkich tych
wymienionych przyktadach konieczna jest weryfikacja i korekta podanych danych.
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- MOSTERT P.F., BOKKERS E.A.M., VAN MIDDELAAR C.E,, HOGEVEEN H., DE BOER
1.J.M. (2018) Estimating the economic impact of subclinical ketosis in dairy
cattle using a dynamic stochastic simulation model Animal 12: 145-154. DOL:
10.1017/S1751731117001306
- PUTMAN A.K., BROWN J.L., GANDY J.C., WISNIESKI L., SORDILLO L.M. (2018)
Changes in biomarkers of nutrient metabolism, inflammation, and oxidative
stress in dairy cows during the transition into the early dry period Journal of
Dairy Science 101: 9350-9359. DOI: 10.3168/jds.2018-1459.
- STEENEVELD W., AMUTA P., VAN SOEST F.J.S., JORRITSMA R., HOGEVEEN H. (2020)
Estimating the combined costs of clinical and subclinical ketosis in dairy cows
PLoS One 15: €0230448. DOI: 10.1371/journal.pone.0230448
Dodatkowo w odniesieniu do cytowanej w tekscie pozycji pismiennictwa na str. 23
wers 2 od dotu z podanym tu nazwiskiem autora: McArtK i wsp. 2012 pisanym
prawdopodobnie btednie, tj. razem z literg K - jezeli porbwnamy to z danymi

zawartymi w pozycji 58 omawianego pismiennictwa.

Wspomniane i zawarte w tekscie uwagi nie majg jednak istotnego wptywu na
ogding pozytywng ocene przygotowanej rozprawy doktorskie;.

Podsumowujac, pragne podkreslic, ze recenzowana rozprawa doktorska wnosi
nowe, istotne dane do nauki i w sposdb znaczacy pogtebia wiedze z zakresu
ksztattowania sie mechanizméw przemian metabolicznych okresu przejéciowegb u
wysoko wydajnych kréw mlecznych rasy hf narazonych na wystepowanie
subklinicznej ketozy i hiperketonemii z réznie interpretowanym referencyjnym
stezeniem B-hydroksymaslanu uznawanym za ich potencjalny biomarker. W realizacji
dysertacji doktorskiej Pani lek. wet. Dominika Grzybowska dobrze wywigzata sie z
postawionego sobie zadania, doéwiadczenia zaplanowata prawidtowo i doktadnie je
wykonata, przy uzyciu powszechnie akceptowanych i aktualnych metod badawczych,
gwarantujgcych wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikéw, a zamieszczona w pracy
szczegbtowa dokumentacja graficzna z przeprowadzonych badar jest jasna, czytelna
i utatwia czytajgcemu skuteczng weryfikacje wynikow badan. Stwierdzam zatem, ze
rozprawa doktorska Pani lek. wet. Dominiki Grzybowskiej pt. ,Wplyw
podwyiszonego stezenia p-hydroksymaslanu w surowicy krow rasy
holsztynsko-fryzyjskiej na poziom ekspresji wybranych genéw w watrobie”
odpowiada warunkom okreslonym w artykule 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 .
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Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) i moze
stanowi¢ podstawe do nadania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk
rolniczych w dyscyplinie weterynaria. W zwigzku z powyzszym wnioskujg do
Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria UWM w Olsztynie o dopuszczenie

lek. wet. Dominike Grzybowska do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

prof. dr hab. Dariusz Bednarek



