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RECENZJA

rozprawy doktorskiej lek. wet. Marii Milczarek pt. ,,Zmiany profilu metabolomicznego kéz
W przebiegu naturalnego zakazZenia lentiwirusem malych przezuwaczy”, wykonanej pod
kierunkiem promotoréw — prof. dr hab. Iwony Kosieradzkiej i prof. dr hab. Jarostawa Kaby, w
Instytucie Nauk o Zwierzetach oraz Instytucie Medycyny Weterynaryjnej Szkoly Gléwnej

Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.
Podstawa formalna

Podstawe formalng opracowania recenzji stanowi uchwata Rady Wydzialu Nauk o Zwierzetach

Szkoly Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, z dnia 17 kwietnia 2018 roku.
Oryginalno$¢, aktualno$¢ i przydatno$¢ podjetego problemu naukowego

Doktorantka podj¢ta si¢ badan nad zmianami w profilu metabolomicznym kéz naturalnie
zakazonych lentiwirusem matych przezuwaczy — czynnikiem etiologicznym wirusowego
zapalenia stawdw i mézgu kéz (CAE), choroby powodujacej wyniszczenie zwierzat i znaczne
obnizenie ich produkcyjnos$¢. Diagnostyka CAE jest bardzo trudna ze wzgledu na latentny
charakter zakazenia i dtugi okres bezobjawowy. Doktorantka podjeta sig, po raz pierwszy w
historii, okreslenia stezeri szerokiego zestawu metabolitéw w surowicy dorostych kéz z
bezobjawowym zakazeniem lentiwirusem matych przezuwaczy oraz kéz wolnych od tego
zakazenia. Po raz pierwszy badata takze zmiany w profilu metabolicznym koziéw do 2 roku
zycia, zaréwno tych z bezobjawowym zakazeniem lentiwirusem malych przezuwaczy, jak i
wolnych od zakazenia. Podjete badania uwazam za bardzo oryginalne, wazne i w pelni

uzasadnione,



Ocena formalna

Przedmiotem rozprawy doktorskiej lek. wet. Marii Milczarek jest jednotematyczny cykl 3
artykutéw naukowych:

1) Milczarek M., Czopowicz M., Szara E., Szara T., Nalbert T., Kosieradzka 1., Kaba J.
The concentration of copper, zinc, manganese and selenium in the serum and liver of

goats with caprine arthritis-encephalitis. Pol. J. Vet. Sci. 2018; 21: 715-720.
IF2018 = 0,802; punkty MNiSWag13 = 20

2) Milczarek M., Czopowicz M., Witkowski L., Bereznowski A., Bagnicka E.,
Kosieradzka I., Kaba J. Metabolomic profile of adult Saanen goats infected with small
ruminant lentivirus. Small Rumin. Res. 2019; 170: 12-18.

IF2019 = 1,210; punky MNiSW2¢19 = 100

3) Milczarek M., Czopowicz M., Szalu$-Jordanow O., Witkowski L., Nalbert T.,
Markowska-Daniel 1., Bagnicka E., Puchala R., Kosieradzka 1., Kaba J. Metabolomic

profile of young male goats seropositive to small ruminant lentivirus — A longitudinal
study. Small Rumin. Res. 2019; 174: 135-140.

IF2019 = 1,210; punkty MNiSW2019 =100

Sumaryczny IF prac wynosi 3,222, a punktacja Ministerstwa Edukacji i Nauki 220 punktow.
Doktorantka jest pierwsza autorka we wszystkich 3 wieloautorskich publikacjach. Do prac
dofaczone zostaly o$wiadczenia wspéotautoréw, z ktérych wynika, ze udziat lek. wet. Marii
Milczarek w powstaniu poszczeg6lnych artykuléw byt znaczny (65% w kazdej z prac), a rola
wiodgca. W o$wiadczeniach zabraklo jedynie wskazania roli Doktorantki w procesie analiz
laboratoryjnych, w ktérych z pewnoscig uczestniczyla. Do pracy nr 3 brakuje takze
oswiadczenia jednego ze wspélautorow — Ryszarda Puchaly. Po jego dotaczeniu udziat

procentowy wszystkich wspoélautoréw bedzie wynosit 100% (a nie 99%).

Badania metabolomiczne zostaly sfinansowane ze $rodké6w KNOW grant nr UMO-
KNOW2016/SGGW/ESR3/01/3, umowa nr 05-1/KNOW2/2015. Badania serologiczne zostaty
sfinansowane ze s$rodkéw Narodowego Centrum Nauki grant nr 2013/09/B/NZ6/03514.



Wyposazenie i funkcjonowanie laboratorium, w ktérym wykonano cze$é badan, mozliwe byto

natomiast dzigki grantowi Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 9506/E-385/R/2018.
Ocena merytoryczna

Trzy artykuly wchodzace w skiad pracy doktorskiej przygotowano w spos6b charakterystyczny
dla tego rodzaju opracowan naukowych. Po ztozeniu do czasopism artykuly te zostaty poddane
merytorycznej ocenie przez kompetentnych specjalistow. Rola recenzenta rozprawy
doktorskiej jest zatem ocena spojnosci tematycznej cyklu publikacji i ich wspdlna ocena

merytoryczna.

We wstegpie opracowania stanowigcego rozprawe, Doktorantka zaznajamia czytelnika ze
specyfikg chowu i hodowli k6z w Polsce oraz charakterystyka CAE. Omawia wystepowanie
choroby, jej epidemiologig, objawy kliniczne i przebieg w stadzie, a takze wplyw choroby na
produkeyjnos$¢ kéz. W dalszej czgsci charakteryzuje metody diagnostyczne, a na koniec
przybliza zagadnienie metabolomiki i jej zastosowania w medycynie. W mojej ocenie ta analiza
zgromadzonego piSmiennictwa (60 pozycji), poswieconego omawianym zagadnieniom, jest
moze nieco zbyt zwigzta. Szkoda, ze lek. wet. Maria Milczarek nie opisata chociazby
patogenezy CAE, ktdra jest niezwykle ciekawa, a takze nie rozbudowata nieco bardziej opisu
obrazu klinicznego poszczegélnych postaci choroby. Niemniej jednak, wstep jest napisany w
jasny sposéb, stanowi dobra podbudowg dla przedmiotu badan, uzasadniajac jednoczesnie
potrzebg ich przeprowadzenia. Nastgpnie Doktorantka przedstawia precyzyjnie zdefiniowane
cele swoich badan, do ktérych nie mam zastrzezen. Wybér metod i technik badawczych, jak
réwniez sposob ich zastosowania jest odpowiedni do tego typu badan i uzyskania wiarygodnych
wynikow. Nasuwa si¢ jedynie pytanie, czy sa doniesienia na temat réznicy w stezeniach
poszczegblnych mikroelementow oznaczanych w $wiezo pobranych krwi i watrobie, w
poréwnaniu do materialu mrozonego. Rezultaty badan wiasnych lek. wet. Maria Milczarek

opublikowata w jednotematycznym cyklu 3 artykutéw naukowych.

W pierwszej pracy Doktorantka okre$lata stezenia miedzi, cynku, manganu i selenu we krwi i
tkance watrobowej k6z z zaawansowang postacig kliniczng CAE. Badaniom poddano 54 kozy,
ktére wykazywaly cigzkie objawy kliniczne i uzyskaly dodatnie wyniki posredniego testu
immunoenzymatycznego w kierunku zakazenia lentiwirusem matych przezuwaczy. Sposrod
czterech zbadanych mikroelementéw najwyzsze stezenia, zar6wno w surowicy, jak i w tkance

watrobowej, stwierdzono w przypadku cynku. Stezenie miedzi bylo okolo 2-krotnie nizsze niz
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stgzenia cynku, a stgzenia selenu i manganu najnizsze. W watrobie natomiast stezenie manganu
byfo znacznie wyzsze niz selenu. Doktorantka nie zaobserwowala istotnej korelacji miedzy
st¢zeniem mikroelementéw w surowicy i tkance watrobowej. Stezenia wszystkich badanych
mikroelementéw w tkance watrobowej oraz miedzi w surowicy miescily si¢ w zakresach
referencyjnych, a w przypadku stgzenia cynku, manganu i selenu w surowicy zakresy

referencyjne zostaly przekroczone.

Druga praca dotyczyta okreslenia stg¢zenia szerokiego zestawu metabolitéw w surowicy kéz
oraz proby wykrycia r6znic w profilu metabolicznym u kéz z bezobjawowym zakazeniem
lentiwirusem matych przezuwaczy, w poréwnaniu do kéz wolnych od tego zakazenia. Zbadano
24 kozy — 16 w pierwszej i 8 w drugiej laktacji. Zdecydowana wiekszoéé zwierzat — ok. 70%
wykazata dodani wynik posredniego testu immunoenzymatycznego w kierunku zakazenia
lentiwirusem matych przezuwaczy., Jednoczesnie kozy te nie wykazywaly objawdw
klinicznych CAE. Sposr6d 188 metabolitéw wykrywanych przez test metabolomiczny firmy
Biocrates, stezenie 130 metabolitéw (69%) bylo powyzej dolnej granicy wykrywalnosci.
Stezenie 9 metabolitéw — metioniny, fenyloalaniny, tyrozyny, kreatyniny, jednej sfingomieliny,
trzech lizofosfatydylocholin i jednej fosfatydylocholiny, byto istotnie wyzsze u kéz w pierwszej
laktacji, podczas gdy stezenie sarkozyny bylo istotnie wyzsze u kéz w drugiej laktacji. Stezenie
dwoch metabolitéw — karnozyny i symetrycznej dimetyloargininy bylo istotnie nizsze u kéz

zakazonych lentiwirusem malych przezuwaczy w stosunku do kéz wolnych od zakazenia.

Trzecia praca opisuje zmiany w profilu metabolicznym koztéw w przebiegu pierwszych 2 lat
zycia. Charakteryzuje takze metabolity, ktérych zmiany stezenia w surowicy, w ciagu
pierwszych 2 lat zycia, moga wskazywaé na zakazenie lentiwirusem malych przezuwaczy.
Badano 13 koziéw —u 7 z nich w ciagu pierwszego roku zycia pojawily sie swoiste przeciwciala
przeciwko lentiwirusowi matych przezuwaczy. U pozostatych 6 przeciwcial nie stwierdzono az
do zakoficzenia badania, kiedy to zwierzeta osiggnely wiek ponad 2 lat. Spoéréd 188
metabolitéw wykrywanych testem metabolomicznym firmy Biocrates, stezenie 134
metabolitow (71%) bylo powyzej dolnej granicy wykrywalnosci. Stezenie az 96 metabolitéw
(72% metabolitéw, ktorych stezenie udato si¢ zmierzy¢) zmieniato sie istotnie w pierwszych 2
latach Zycia kozléw. Stezenie 57 metabolitéw istotnie wzrosto i byly to w wiekszosci
fosfatydylocholiny. Stgzenie 12 metabolitéw istotnie spadto i byly to gléwnie aminokwasy i
aminy biogenne, a st¢gzenie 27 metabolitdw zmieniato si¢ w sposdb nieukierunkowany. Stezenie

23 metabolitéw réznito si¢ istotnie miedzy koztami zakazonymi i wolnymi od zakazenia



lentiwirusem matych przezuwaczy w réznych punktach czasowych badania, przy czym
zdecydowana wigkszo$¢ — 21 z 23 metabolitéw, w wieku 6 miesiecy, a dwa pozostale w wieku

24 miesiecy.

Przeprowadzone badania pozwolily Doktorantce na wyciagniecie 4 szczegélowych wnioskéw,
ktére zostaly dobrze sformulowane i maja pokrycie w uzyskanych wynikach., Zabraklto
natomiast krotkiej dyskusji calosci uzyskanych rezultatéw, ktéra bylaby dobrym
podsumowaniem opracowania. Pojawiaja si¢ takze drobne blgdy sktadniowe, czy
interpunkcyijne, ale nie wplywajg one w znaczacy spos6b na odbiér prezentowanych tresci.
Natomiast cykl artykuldw przedstawionych jako podstawa pracy doktorskiej oceniam
pozytywnie — jest spjny tematycznie i koncepcyjnie, a prezentowane wyniki wazne. Nalezy
podkresli¢, ze wigkszo§¢ badan prowadzonych przez lek. wet. Marie Milczarek
przeprowadzana byla w Polsce po raz pierwszy, co $wiadczy o nowatorskim charakterze

otrzymanych wynikéw. Maja one rowniez aspekt aplikacyjny.
Podsumowanie i wniosek konicowy

Przedstawiona do recenzji praca stoi na dobrym poziomie naukowym. Zastosowana metodyka
odpowiada standardom obowigzujacym w tego typu badaniach i nie budzi zastrzezen.
Doktorantka wykazala dobre opanowanie warsztatu badawczego, sprawnoéé w prowadzeniu
badan oraz interpretacji wynikow, ktére stanowia istotny wklad do dotychczasowej wiedzy na
temat zakazenia koz lentiwirusem malych przezuwaczy. Stwierdzam, ze praca doktorska lek.
wet. Marii Milczarek pt. ,,Zmiany profilu metabolomicznego kéz w przebiegu naturalnego
zakazenia lentiwirusem malych przezuwaczy”, odpowiada wymogom okre$lonym w art. 13
ust. 1 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.). Przedkladam zatem Radzie
Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Instytutu Nauk o Zwierzetach Szkoly Gléwnej

Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie wniosek o dopuszczenie lek. wet. Marii Milczarek do
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dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



