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RECENZJA
Pracy doktorskiej mgr Elzbiety Pietrzak

pt. ,, Wplyw galaktooligosacharydéw na modulacj¢ ekspresji genéw zwiazanych z
ukladem immunologicznym ptakéw i ryb.”

Recenzowana praca doktorska dotyczy oszacowania zmian ekspresji wybranych
genéw zwiazanych z uktadem immunologicznym spowodowanych suplementacja
prebiotykiem GOS (galaktooligosacharydy) kur i karpi. W przypadku tego pierwszego
gatunku eksperyment zakladal takze zbadanie drugiego czynnika jakim jest stres cieplny w
formie ostrej i chronicznej. Wyniki badaf zostaly zamieszczone w dwoch wspétautorskich
artykutach naukowych; Splenic gene expression signatures in slow-growing chickens
stimulated in ovo with galactooligosaccharrides and challenged with heat (Artykul 1) 1
Innate immune responses of skin mucosa in common carp (Cyprinus carpio) fed a diet
supplemented with galactoologosaccharides (Artykut 2), opublikowanych w czasopi$mie
Animals (IF= 2.323). Tematyka recenzowanej pracy jest aktualna i wazna tak w kontekscie
hodowli zwierzat jak i samych badan prowadzonych na poziomie molekularnym.

Rozprawa doktorska sktada sie z dwoch czesel. W pierwszej z nich doktorantka
zawarla podstawowe informacje dotyczace gatunkow zwierzat bedacych obiektem badan w
niniejszej pracy (kury i karpie), opisata miedzygatunkowe réznice w budowie i
funkcjonowaniu uktadu immunologicznego i odpornosci oraz przedstawita jaki wptyw na
zdrowie i mikrobiote jelitows zwierzat maja prebiotyki, ze szczegdlnym uwzglednieniem
galaktooligosacharydéw (GOS). Kolejnymi elementami tej czesci pracy doktorskiej jest
wykaz artykutéw naukowych stanowiacych cykl publikacji rozprawy doktorskiej oraz dosy¢
pobiezne uzasadnienie spéjnosci tematycznej tegoz cyklu. Uwazam, ze praca bylaby bardzie;
spojna gdyby dotyczyla wplywu badanego prebiotyku na ekspresj¢ wybranych genéw, na
przyktad u kilku gatunkéw ryb hodowlanych lub kilku réznych gatunkéw lub ras/linii ptakow.
Dalej w tej czesci rozprawy doktorantka przedstawia hipotezy naukowe i cele badawcze. O ile
hipotezy i cel ogdlny pracy sa sformutowane prawidtowo, to forma w jakiej przedstawiono
cele szczegotowe budzi pewne watpliwosci, bo czy analiza molekularna podstaw odpowiedzi
immunologicznej jest rzeczywistym celem badan czy raczej droga do uzyskania wynikow
pozwalajacych na weryfikacje postawionych hipotez? Na kolejnych stronach rozprawy
doktorantka przedstawila zalozenia dwoch eksperymentéw majacych na celu okreslenie
wplywu GOS na ekspresje wybranych genéw zwigzanych z odpowiedziag immunologiczng u



kur i karpi. W przypadku tego pierwszego gatunku eksperyment byl prowadzony takze w
warunkach stresu cieplnego, a analiza molekularna dotyczyta dodatkowo badania ekspresji
genéw powigzanych z odpowiedzia na stres oksydacyjny. Zastanawiam si¢, dlaczego w
przypadku karpi nie zaplanowano wariantéw z podchowem ryb w wodzie o réznej
temperaturze. Tak przygotowany eksperyment pozwolitby na uzyskanie wigkszej ilosci
danych, a obie publikacje tworzylyby bardziej spojny cykl. Szkoda tez, ze w obu publikacjach
skoncentrowano sie tylko na badaniach ekspresji genéw. Mysle, ze réwnolegle warto byto
przeprowadzi¢ badania tempa wzrostu, kondycji oraz fizjologicznej odpowiedzi na stres u
zwierzat, ktorym podawano GOS i ktére byty hodowane w zmiennych warunkach
temperaturowych.

Wyniki prowadzonych badan przedstawiono w tej czgéci rozprawy w formie opisowej,
co niekoniecznie bylo najlepszym rozwigzaniem, gdyz taka ich prezentacja jest miejscami
malo przejrzysta. Zdecydowanie lepiej przedstawiono wyniki badan w artykutach naukowych
sktadajacych sie na cykl publikacji. Nastepnie, doktorantka dokonata analizy uzyskanych
wynikéw w kontekscie dostepnej wiedzy dotyczacej stosowania GOS w hodowli kurczat i
karpi, odpowiedzi na stres cieplny w przypadku kur oraz molekularnej odpowiedzi na
suplementacje prebiotykiem. Analiza uzyskanych wynikéw pozwolita doktorantce wysnuc
wnioski 1 zweryfikowa¢ zalozone hipotezy badawcze. Szczegdlnie ciekawie wypadaja wyniki
dotyczace podania in ovo GOS kurczetom narazonym na stres cieplny. Chroniczny stres
cieplny powoduje aktywacje odpowiedzi prozapalnej i przeciwzapalnej oraz wyzwala tak
zwane zapalenie oksydacyjne u kur. Natomiast, prebiotyk GOS tagodzi tenze stan oraz obniza
odpowiedz humoralng na czynnik stresowy. W przypadku ryb, suplementacja GOS powoduje
mig¢dzy innymi podwyzszenie ekspresji genéw zwiazanych z ochrong przeciwwirusowa i
antybakteryjna.

Cytowane w pierwszej czesci prace naukowe sa zebrane w spisie literatury, po ktérym
to spisie mozemy zapozna¢ sie ze streszczeniami rozprawy przygotowanymi w jezyku
polskim i angielskim. Szczegétowe wyniki badan, gruntowna ich analiza i dyskusja oraz
plynace z niej wnioski sg przedstawione w drugiej czeéci pracy, w dwoch artykutach
naukowych.

Artykul 1: Splenic gene expression signatures in slow-growing chickens stimulated in ovo
with galactooligosaccharrides and challenged with heat

Celem pierwszej publikacji byta ocena wptywu GOS podanego in ovo na ekspresj¢
genéw zwiazanych z odpowiedzia immunologiczng oraz odpowiedzig na stres w $ledzionie
wolno-rosnacych kur, narazonych na stres cieplny (ostry i chroniczny). Hipoteza naukowa
jaka towarzyszyla tym badaniom zaktadala, ze genetycznie rézne od brojlerow kury, ktérym
podano in ovo GOS beda wykazywaly zwigkszona odporno$¢ na szok cieplny. Z opisu
przedstawiajacego zatozenia doswiadczenia i opis badanego materiatu posrednio wynika, ze
cze$é eksperymentu zwigzang z podawaniem GOS in ovo, inkubacja jaj, wychowem kurczat
w warunkach, ktére zaklada eksperyment (stres cieplny) oraz pobieraniem materiatu do
izolacji RNA przeprowadzono we Wloszech. Prosze o doprecyzowanie tej czgsci pracy, gdyz
nie jest ona jasno sformutowana w publikacji.

Czesé ,,podchowowa” eksperymentu zostata tak zaprojektowana by sprawdzi¢ wptyw
stresu cieplnego ostrego i chronicznego na kurczeta, z ktérych czes¢ otrzymata GOS. Brakuje
mi natomiast zaplanowania i przeprowadzenia badan kondycji kurczat w eksperymencie;
tempa wzrostu, jako$ci miesa, efektywnosci wykorzystania paszy i testow pozwalajacych
oszacowaé poziom stresu oksydacyjnego u badanych zwierzat. Zatozenia badan ekspresji
genéw sg prawidtowe, cho¢ niemal identyczne podejécie i podobne panele badanych genow
wykorzystano w poprzedniej pracy firmowanej przez wspotautoréw tej publikacji (Slawinska
i in. 2019). Panele te zawieraly geny zwigzane z odpowiedziag immunologiczng (geny



interleukiny (IL-) 2, 4, 6, 10, 12p40, 17) (panel 1) oraz geny zwiazane z odpowiedzig na stres
(geny dwdch biatek szoku cieplnego — HSP25 i HSP 90, geny BAG bialka opiekuniczego,
katalazy CAT i dysmutazy ponadtlenkowej SOD1 (panel 2).

Uzyskane wyniki zostaly w przejrzysty sposob przedstawione w formie wykresoéw
utatwiajacych czytelnikowi zapoznanie si¢ z nimi. Z wykreséw tych wynika, ze stres
chroniczny powodowat u badanych kurczat wzrost ekspresji genow IL-10, IL-12p40 1 genéw
SOD i CAT. W grupie podlegajacej suplementacji GOS i poddanej na dzialanie ostrego stresu
cieplnego zaobserwowano znaczace obnizenie ekspresji jedynie w przypadku genu
interleukiny 4 (/L-4), natomiast w warunkach stresu chronicznego, takiej reakcji na czynnik
stresowy ulegly geny nie tylko IL-4, ale takze IL-12p40, CAT i SOD. Wyniki te sg
interesujace i pozwalajg na zweryfikowanie hipotezy badawczej i zatozonych celow
naukowych. W tym miejscu ponownie zaznacze, ze praca bytaby merytorycznie petniejsza,
gdyby przeprowadzono takze analizy dotyczace kondycji kurczat oraz przebadano je pod
katem fizjologicznej odpowiedzi na stres.

Uzyskane wyniki badan ekspresji genow u kurczat podchowywanych w optymalnych
warunkach temperaturowych oraz poddanych na dzialanie chronicznego i ostrego stresu
cieplnego, w obecnosci GOS lub bez podania in ovo tego prebiotyku pokazaty, ze dodanie
prebiotyku GOS agodzi odpowiedz komérkowg na czynnik stresowy na poziomie ekspresji
genéw. Stres cieplny wywotluje pojawienie si¢ stresu oksydacyjnego i nadmiar reaktywnych
form tlenu. Organizm odpowiada na taki stan min. przy pomocy enzymatycznych
mechanizméw antyoksydacyjnych takich jak na przyktad dysmutaza ponadtlenkowa (SOD),
katalazy (CAT) czy glutation. Geny kodujace SOD i CAT uleglty wzmozonej ekspresji u
kurczat poddawanych na dziatanie chronicznego stresu cieplnego, ale podanie in ovo GOS
znaczaco ekspresje tych genéw obnizato. Doktorantka sugeruje w tej publikacji, ze brak
reakcji genéw bialek szoku cieplnego na stres termiczny u badanych kurczat wskazywad
moze, ze rasa wolno-rosnacych kur badanych w tym doswiadczeniu jest w pewnym stopniu
odporna na temperatury nieco wyzsze od optymalnych. Do tego miejsca rozdzial Dyskusja w
zasadzie nie wzbudza jakichs$ wigkszych watpliwosci. Takowe pojawiajg si¢ podczas lektury
ostatniego akapitu tej czesci artykutu. W tej czesci doktorantka przedstawia wyniki dotyczace
wplywu stresu temperaturowego i suplementacji GOS na masg ciata badanych kur. Dziwi to
szczegblnie, ze w rozdziale Wyniki nie ma o tym mowy. Sprawa wyjasnia si¢ nieco, kiedy
dowiadujemy sie, Ze sa to nieopublikowane informacje uzyskane od jednego ze wspotautorow
artykutu. Uwazam, ze ten element publikacji nie powinien si¢ w niej znalez¢.

Artykul 2: Innate immune responses of skin mucosa in common carp (Cyprinus carpio)
fed a diet supplemented with galactoologosaccharides

Celem badan, ktérych wyniki przedstawiono w drugiej publikacji sktadajacej si¢ na
cykl artykutéw, byta analiza wptywu prebiotyku GOS podawanego w paszy na ekspresjg
genéw zwigzanych z odpowiedzia immunologiczna w blonie §luzowej skory karpia (Cyprinus
carpio). Jak juz wskazalem wczeéniej, analiza nie powinna by¢ celem, a pewng proceduralng
czynnoscia pomagajacg zweryfikowaé hipoteze lub hipotezy naukowe. Niestety w publikacji
tej nie ma jasno przedstawione] hipotezy badawczej przez co tak postawionemu celowi
brakuje naukowej wazkosci.

Kolejne akapity rozdziatu Wstep (Introduction) dotycza min. budowy i funkcji skory u
ryb, w tym tkanki limfatycznej zawigzanej ze skérg (SALT — skin-associated Iymphoid tissue)
(1), mikrobioty skéry (2) i prebiotykéw (w tym tytutowego GOS) podawanych rybom w celu
modulowania mikrobioty jelitowej, co jak pisze doktorantka poprawia tempo wzrostu,
wplywa na parametry hematologiczne oraz ekspresj¢ genow zwigzanych z odpornoscia (3).
Ostatni akapit tej czesci pracy dotyczy poprawy odpornosci ryb w wyniku suplementacji
immunostymulujgcymi dodatkami (prebiotyki, ziota, probiotyki, etc).



Karpiom z grupy eksperymentalnej w opisanym w tym artykule do§wiadczeniu
podawano karme z dwu procentowym (2%) dodatkiem GOS. Autorka rozprawy nie
przedstawita dlaczego w do§wiadczeniu wybrano tylko taki wariant i dlaczego nie
przetestowano pasz z inng zawarto$cia badanego prebiotyku. Pewne swiatlo na tak
zaplanowany eksperyment rzuca artykut opublikowany w 2017 roku przez Hoseinifar 1 in. w
Aquaculture Research i dotyczacy wptywu wybranych prebiotykéw, w tym min. GOS na
aktywnos¢ enzyméw antyoksydacyjnych i ekspresje genéw zwigzanych z odpowiedzig
immunologiczng w nerce glowowej i jelicie karpi. W tejze publikacji autorzy wykorzystali
wlasnie 2% dodatek prebiotyku GOS. Do analizy ekspresji wybrano osiem ryb i wytypowano
panel zlozony z 16 genéw kodujacych komponenty zwigzane z nieswoistg odpowiedzig
immunologiczna karpia takie jak gen biatka c-reaktywnego, geny peptydoéw przeciw
ustrojowych, cytokin, lektyn, lizozymu, mucyny, peroksydazy, katepsyn i oksydoreduktazy.
Doktorantka w tym artykule sporo miejsca po§wiecita na opis dziatan, ktére doprowadzity do
wylonienia genéw referencyjnych wykorzystanych podczas analiz RT-qPCR. Docelowo
wybrano gen beta aktyny i gen 40s s11. Pierwszy z tych genow byl takze wykorzystany w
tym samym celu w pracy Hoseinifara i in (2017), o ktérej wspomnialem powyzej.

Koncepcja i zalozenia eksperymentalne opisane w tej publikacji nie sg wigc zupelnie
nowe. Co wiccej wykorzystanie tylko jednego wariantu paszy z GOS (2%) oraz ograniczenie
analiz do badan ekspresji wybranych genéw z pominigciem analizy kondycji ryb, tempa
wzrosty, itd. uwazam za niepotrzebne ograniczenie cickawie zapowiadajacego sig
eksperymentu. Poréwnanie ekspresji genow u ryb karmionych pasza z GOS (1) i bez dodatku
tego prebiotyku (2) wykazato u tych pierwszych wzrost ekspresji wigkszosci badanych
gendw, ale statystycznie istotne roznice zaobserwowano tylko w przypadku genu interferonu
gamma i genu lizozymu G zwiazanych odpowiednio z antywirusows i antybakteryjna
odpowiedzig organizmu. Z kolei ekspresja genu CRP w tej grupie ryb byla wyraznie nizsza.
Graficzne przedstawienie tych wynikéw zdecydowanie utatwia ich analize. Niestety, ze
wzgledu na zachowawczo zaprojektowane do§wiadczenie, nie wiemy na co jeszcze przetozyla
si¢ suplementacja GOS u badanych karpi. Dyskusja dotyczaca ekspresji genéw u ryb, ktérym
podaje sie prebiotyki jést poprowadzona prawidtowo, a uzyskane wyniki potwierdzaja
immunomodulujaca role GOS w przypadku karpi, ktérych dieta zawiera 2% dodatek tego
prebiotyku.

Udzial doktorantki w przygotowanie obu publikacji do druku jest podobny i jak
wynika z o$wiadczenia autorki rozprawy i informacji zawartej w obu publikacjach, dotyczyt
zaplanowania (wraz z innymi wspélautorami) eksperymentu pod katem metodycznym (1),
przeprowadzenia tej czgsci eksperymentu, ktéra dotyczyla badania ekspresji genow (2),
samodzielnego przygotowanie draftu pracy (3) oraz przygotowania wraz ze wspétautorami
wersji pracy przeznaczonej do druku (4). O$wiadczenia wspdtautorow potwierdzaja taki
udziat doktorantki w pracach laboratoryjnych oraz podczas przygotowywania publikacji do
druku.

Podsumowujac, wyniki prowadzonych przez doktorantke badan opublikowane w
czasopi$mie naukowym Animals zostaly uzyskane przy wykorzystaniu prawidtowo
dobranych metod badawczych. Wnioski, ktore doktorantka wysnuta na podstawie
przeprowadzonych do$wiadczeti i uzyskanych rezultatéw majg swoje poparcie w czgsci
dyskusyjnej bedacej integralna czescia obu artykulow stanowigcych cykl publikacji rozprawy
doktorskiej. Wnioski te s3 dobrze udokumentowane i zdefiniowane. Hipotezy badawcze
zostaty prawidlowo zweryfikowane w trakeie realizacji postawionych celéw naukowych.
Pewien niedosyt budzi ograniczona liczba badanych przez doktorantke gatunkow zwierzat
oraz niejasny klucz ich wyboru (1), brak wariantow z wykorzystaniem stresu cieplnego w
eksperymencie prowadzonym na karpiach (2), zastosowanie tylko jednej dawki GOS w



prowadzonych doéwiadczeniach (3) oraz ograniczenie prowadzonych badan tylko do
szacowania ekspresji gen6w w odpowiedzi na podawanie prebiotyku GOS 1 stresu cieplnego z
pominieciem analizy kondycji zwierzat (4). Mam nadziej¢, ze doktorantka ustosunkuje si¢ do
tych watpliwosci podczas dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Whiosek koncowy

Pomimo kilku zastrzezen, ktére przedstawilem powyzej uwazam, ze recenzowana
rozprawa spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim, okreslone ustawa z
dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (z pdZniejszymi zmianami). Dlatego wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny
Zootechnika i Rybactwo przy Uniwersytecie Technologiczno-Przyrodniczym im. Jana i
Jedrzeja Sniadeckich w Bydgoszczy o dopuszczenie mgr inz. Elzbiety Pietrzak do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Konrad Ocalewicz
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