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Ocena Formalna

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Panj mgr inz. Elzbiety Pietrzak wykonana
zostata w  formie cyklu publikacji  opatrzonych wspOlnym  tytulem | Wphw
galaktooligosacharydéw  na modulacje  ekspresji  genéw zwigzanych  z  ukladem
immunologicznym ptakéw i ryb”. Realizacja pracy doktorskiej odbywata si¢ pod opieka
promotorskg Pani dr hab. inz. Anny Stawinskiej, prof. uczelni w Katedrze Biotechnologii
1 Genetyki Zwierzat, Wydziatu Hodowli i Biologii Zwierzat, Uniwersytetu Technologiczno-

Przyrodniczego im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich w Bydgoszczy.

Cykl publikacji stanowia dwa oryginalne artykuly naukowe opublikowane
W czasopi$mie Animals w 2020 roku. Laczny wspotezynnik wplywu (impact factor) dla tych

publikacji za rok opublikowania wynosi 4,646. Sumaryczna wartosé punktowa publikacji



wedlug MEIN wynosi 200. Czasopismo Animals skategoryzowane jest w wykazie czasopism

naukowych, jako przynalezne do dyscypliny zootechnika i rybactwo.

Ponadto, nalezy zwréci¢ uwage, ze ujete w dysertacji doktorskiej prace naukowe
przeszly proces recenzji, w ktérych dokonano ich merytorycznej i formalnej oceny, przez
przynajmniej dwoch niezaleznych recenzentéw. Pani mgr inz. Elzbieta Pietrzak jest pierwszym
autorem obu artykutéw naukowych stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej, ponadto jej
wklad w realizacje do$wiadczen w nich opisanych, a takze opracowanie merytoryczne
artykutow byt znaczacy. Potwierdza to deklarowany w oswiadczeniach wysoki procentowy
wkiad w powstanie opracowan na poziomie 40 oraz 80%, a takze opisany w nich udziat

Autorki.
Ocena rozprawy doktorskiej

Oceny rozprawy doktorskiej dokonano na podstawie nadestanego egzemplarza.
W strukturze pracy wyszczegdlniono nastgpujace podrozdzialy: Wstep; Wykaz artykutow
naukowych stanowigcych cykl publikaciji rozprawy doktorskiej; Uzasadnienie spéjnosci
tematycznej cyklu publikacji rozprawy doktorskiej; Hipoteza badawcza i cel badawczy;
Material i metody badan; Wyniki; Dyskusja; Podsumowanie wynikow 1 wnioski; Zatgczniki
(obejmujacy kopie manuskryptow prac wehodzgeych w eykl publikacii stanowigcych podstawe

ubiegania si¢ o stopien; oswiadczenie doktorantki oraz o$wiadezenia wspotautoréw prac).

Podrozdzial ,,Wstep”, stanowiacy przeglad literatury, przybliza wspélna droge
ewolucyjna gromad ryb kostnoszkieletowych oraz ptakéw. a takze charakteryzuje genomy obu
gatunkow zwierzat wykorzystanych jako modele w przeprowadzonych przez Doktorantke
badaniach. Nastgpnie Doktorantka dokonuje syntetycznego opisu uktadu immunologicznego
ryb  kostnoszkieletowych i ptakow. Wskazujac na istotny udziat w odpowiedzi
immunologicznej tkanki limfatycznej zwigzanej ze skéra (SALT - ang. skin associated
lymphoid tissue), uzasadniajac tym samym podjecie badan tego obwodowego kompartmentu
ukladu odpornosciowego. W nastepnej kolejnosci, doktorantka dokonuje syntetycznego
przegladu organizacji uktadu odpornosciowego drobiu wskazujac, poza centralnymi o$rodkami
limfatycznymi, na znaczacy udziat tkanki limfoidalnej uktadu pokarmowego (GALT ang. gut
associated lymphoid tissue) w ksztattowaniu odpornosci ptakéw oraz charakteryzuje
najwiekszy wtérny narzad limfoidalny ptakow, sledziong. Nastepnie, okresla istotng funkcje
odpowiednio uksztaltwowanej mikrobioty jelitowej w utrzymaniu homeostazy organizmu,
wskazujac na jej istotne dziatanie ochronne. Obrazuje rowniez negatywne‘efekty zaburzen

sktadu mikrobioty jelitowej, w szczegdlnosci podkreslajac ich wplyw na obnizenie



integralnosci bariery jelitowej. W kolejnym akapicie omdwione zostaly prebiotyki,
wraz z przytoczeniem ich definicji na podstawie publikacji Robertfroida i wsp. (2010). Cho¢
obrazuje ona efekty stosowania prebiotykdw, to ogranicza ich zastosowanie jedynie
do przewodu pokarmowego. W perspektywie zrealizowanych przez doktorantke badan bardziej
odpowiednia wydaje si¢ obecna definicja prebiotyku jako substancji ,.selektywnie
wykorzystywanej przez mikroorganizmy gospodarza i wywierajgcego w ten sposob efekty
prozdrowotne” zaproponowana przez Gibsona i wsp. w 2017 roku. Nie ogranicza ona puli
substancji prebiotycznych jedynie do niestrawnych weglowodanéw, ponadto uwzglednia ich
stosowanie rowniez poza przewodem pokarmowym. Wstep wiencza, pozytywne efekty
stosowania GOS jako dodatku paszowego dla ryb oraz w systemie stymulacji in-ovo u kurczat.
W tej czgsei, w zdaniu ,,Obraz histologiczny ujawnit poprawe wysokosci i grubosci kosmkow
Jelitowych, co sugeruje lepsza dojrzatosé blony $luzowe;j jelita po suplementacji GOS” uzyty
zostal kolokwializm ,lepsza dojrzatosé”. Stosowniejszym wydaje sie okreslenie - Obraz
histologiczny ujawnil zmiane wysokosci i szerokosci kosmkéw Jelitowych, co wplyneto

na stopien dojrzatosci funkcjonalnej blony $luzowej jelita.

Kolejnym podrozdziatem jest ,,Wykaz artykutéw naukowych stanowigcych cykl
publikacji rozprawy doktorskiej” w ktérym podano dane bibliograficzne i bibliometryczne

rzeczonych publikacji, ktére zostaty omdwione w ocenie formalnej przedtozonej recenzji.

Kolejny rozdzial stanowi ,,Uzasadnienie spojnosci tematycznej cyklu publikacii
rozprawy doktorskiej” w ktorym doktorantka wskazuje problematyke badawczg obu prac jako
analiz¢ ,,immunomodulujacego wptywu prebiotyku GOS (...) na dwa rézne gatunki zwierzat
gospodarskich z gromady ptakow i ssakéw”. Wydaje si¢ ze, zamiast okresla¢ ryby mianem
zwierzgt gospodarskich mozna by obie grupy okresli¢ jako zwierzeta hodowlane. Poczatkowo,
zaskakujacym wydaje si¢ polaczenie w jednej rozprawie analiz dotyczacych wptywu GOS
u zwierzat reprezentujacych dwie gromady. Miedzy innymi ze wzgledu na odmienny sposob
podania prebiotyku. W mojej ocenie bardziej adekwatnym byto by poréwnanie wptywu GOS
na odpowiedz immunologiczna oceniang na poziomie ekspresji genu w wybranych
komponentach tkanki limfatycznej przewodu pokarmowego obu gatunkéw zwierzat,
lub poréwnanie ekspresji wybranych paneli genéw u obu gatunkow w poszukiwaniu
podobienistw efektéw immunostymulacji pomiedzy GALT oraz SALT. Uznaje¢ jednak
argumentacje Autorki, ze ,,badania nad wptywem GOS na zmiang poziomu mRNA genéw
zwigzanych z odpowiedzia immunologiczna u odlegtych ewolucyjnie gatunkéw zwierzat,

jak kury i karpie, dostarczajg szerokie(go) spektrum danych o interakcji miedzy podanym



prebiotykiem a modulacja nieswoistej odpowiedzi immunologicznej.” Pomimo tego,
ze zrealizowane analizy dotycza odmiennych komponentow uktadu odpornosciowego.
Powyzsze pozwala uznaé obie prace badawcze jako stanowigce cykl jednotematycznych badan.
W mojej ocenie chybiony jest jednak argument wskazujacy na spojnosé tematyczna publikacji

poprzez zastosowanie wspolnej dla obu opracowan ,,metod(y) badawcz(ej) (RT-qPCR)”

Za prawidlowo sformutowane uznaj¢ zaréwno ogélna hipoteze badawcza zaktadajaca
ze: ,,Prebiotyk GOS podany in ovo lub w paszy wplywa na modulacje ekspresji gendw
zwiqzanych z ukladem immunologicznym u ptaka (kura) i ryby (karp)” oraz idace w $lad za nig
hipotezy szczegotowe: 1. ,,GOS podany in ovo w 12. dobie inkubacji jaj wplywa na odpowied?
immunologiczng oraz odpowied:? na stres cieplny u kur wolno rosngcych (Gallus gallus
domesticus)” oraz 2. ,,GOS podany w formie dodatku paszowego wplywa na modulacje
wzglednej ekspresji genow zwigzanych z nieswoistg odpowiedziq immunologiczng w Sluzie
skérnym karpia zwyczajnego (Cyprinus carpio)”. Wydaje sig, ze realizacja postawionego przez
doktorantke celu ogélnego oraz celow szczegdtowych pozwala na weryfikacje zakladanej
hipotezy.

Rozdziat ,Material i metody badan” napisany jest w Sposéb  przejrzysty,
w odpowiednich miejscach autorka stosuje odsytacze do odpowiednich publikacji. Dobér
zwierzat, wielkos¢ grup do$wiadczalnych oraz dobér metod badawczych oceniam pozytywnie
1 nie mam do niego zastrzezen. Badania przeprowadzono w oparciu o odpowiednie przepisy
oraz zgody komisji ds. badan prowadzonych z uzyciem modeli zwierzgcych. Podsumowujac.
Autorka wskazuje zastosowany w obu doswiadczeniach prebiotyk GOS jako produkt Bistos®.
Pierwsze doswiadczenie przeprowadzono na wolno rosnacych kurczetach mieszancach linii
Hubbard. W 12. dniu inkubacji jaj dokonano iniekcji in-ovo w przypadku grupy kontrolnej
prebiotyku (3,5mg/jajo) oraz roztworu soli fizjologicznej w przypadku grupy kontrolnej.
Po 36 dniach odchowu kurczat, podzielono je na dwie podgrupy, jedng z nich utrzymujac
w warunkach komfortu cieplnego, za$ zwierzeta drugiej poddano stresowi cieplnemu: ostremu
(8h) oraz chronicznemu (14 dni). Zwierzeta grup kontrolnych oraz badawczych poddano
ubojowi w odpowiednich punktach czasowych zaleznych od  dlugosci przebywania
w warunkach stresowych. Podezas dysekcji pobrano sledziony, z ktorych wyizolowano mRNA.

Pomiaru ekspresji panelu odpowiednio dobranych genéw dokonano technikg RT-qPCR.

Drugie doswiadczenie przeprowadzono na dwoch grupach rocznych karpi o masie ciata
okoto 180g w uktadzie dwéch grup badawcezych: kontrolnej oraz eksperymentalnej, zywionych

odpowiednio dietg kontrolng oraz suplementowana 2% dodatkiem prebiotyku GOS przez



50 dni. Po zakonczeniu doswiadczenia zywieniowego od zwierzat przyzyciowo pobrano $luz
skorny, w ktérym po wyizolowaniu mRNA dokonano pomiaru ekspresji panelu gendw, ktore
weryfikowano jako stabilne geny referencyjne dla $luzu skornego karpi, a takze genow

zwigzanych z procesami odpornosciowymi.

W rozdziatach ,,Wyniki” i ,,Dyskusja” odpowiednio opisano i podsumowano uzyskane
wyniki badan. Tu nalezy zwrdcié uwagge, ze w celu utatwienia ich $ledzenia w tekdcie pracy
powinny znalez¢é sie odpowiednie tabele i ryciny. W dos$wiadczeniu dotyczacym kurczat
oszacowano wplyw czynnikéw doswiadczalnych z zastosowaniem dwuczynnikowej analizy
wariancji. W ktérej wskazano istotny wpltyw GOS, ostrego stresu cieplnego oraz interakcji obu
czynnikow na ekspresje genu 7L-4 w $ledzionie kurczat. Wykazano takze, wplyw stymulacji
GOS in ovo, na ekspresje wybranych genow indukowanych stresem (BAG3, CAT i SOD).
Analiza efektu stymulacji in-ovo, chronicznego stresu cieplnego, oraz interakcji tych
czynnikow wykazaty, ze stymulacja GOS istotnie wplywa na ekspresje genéw dla 1L.-2 oraz
IL-4. Natomiast, stres cieplny istotnie reguluje ekspresje IL-4 oraz IL-12p40. Interakcja obu
czynnikdw, wplyneta na ekspresje gendw kodujacych enzymy antyoksydacyjne CAT i SOD.
Nalezy jednak nadmieni¢, ze zarowno w manuskrypcie pracy doktorskiej, jak i odpowiedniej
publikacji nie przedstawiono trendéw zmian ekspresji tych genéw. Wiedza na temat kierunku
zmian umozliwita by szersze wnioskowanie o efekcie wplywu analizowanych czynnikéw.
Ponadto w punkcie 3.3.2. dotyczacym ,.efektow stymulacji in-ovo oraz formy stresu cieplnego
na badane geny Doktorantka podaje odnosnik do rozdziatu 4.2, ktory nie jest czedcia

analizowanej rozprawy doktorskiej.

W drugiej czgsci doswiadezenia analizowano relatywna ekspresje genéw wynikajaca
z typu indukowanego stresu cieplnego oraz wplywu GOS na wzér ekspresji analizowanych
genow podezas ekspozycji na odpowiedni czynnik stresogenny. Wykazano, ze krotkotrwaly
stres cieplny nie wptywa na regulacje ekspresji badanego panelu genéw w $ledzionie kurczat.
Wezesna stymulacja prebiotykiem GOS in-ovo, powodowata regulacje w dot ekspresji genu dla
IL-4. W pracy wykazano rowniez istotny wplyw dtugotrwatego stresu cieplnego na wzrost
poziomu ekspresji gendw zwigzanych z odpowiedzig ukladu immunologicznego (Il-10 oraz
[1-12p40), a takze wskazujacych na indukcje stresu oksydacyjnego (CAT, SOD) w sledzionie
kurczgt. Efektem wezesnej stymulacjii GOS in-ovo, byl odmienny wzor ekspresji gendow
w sledzionie kurczat w wyniku ekspozycji na ten typ stresu cieplnego. Stymulacja GOS
spowodowata istotne obnizenie ekspresji gendéw dla obu indukowanych chrohicznym stresem

cieplnym cytokin (II-10 oraz 11-12p40), a takze wplyneta na obnizenie ekspresji genu dla I1-4.



W doswiadezeniu przeprowadzonym na karpiach wykorzystujac do tego celu
oprogramowanie GeNorm wytypowano dwa stabilne geny referencyjne (40s s11; ACTB), ktore
wykorzystano do normalizacji pomiaréw ekspresji mRNA w $luzie skornym. Wykazano,
ze suplementacja diety GOS stymuluje ekspresje gendw kodujacych INFy oraz lizozym G,
co wskazuje na stymulacje przez ten prebiotyk zaréwno mechanizmoéw opornosci,
jak i ukierunkowanej odpowiedzi immunologicznej. Analizujac, publikacje stanowigcg
podstawg omawianych wynikow uwage zwraca obnizenie (cho¢ nie potwierdzone
statystycznie) ekspresji genu kodujgcego lizozym C, co stanowi odwrotny trend w poréwnaniu
do zaobserwowanego wzrostu ekspresji genu LyzG. W zwiazku z powyzszym, prosze
doktorantke o probe wyjasnienia tego fenomenu. Ponadto, w doswiadczeniu obserwowano
obnizenie ekspresji genu kodujacego biatko C reaktywne, ktére nalezy do biatek odpowiedzi

ostrej fazy, co moze wskazywa¢ na przeciwzapalny wplyw zastosowanego prebiotyku.

Rozdziat ,,Podsumowanie wynikéw i wnioski” wskazuje, ze w przeprowadzonych
badaniach potwierdzono zakladang hipoteze, jednoznacznie wykazujgc ze niezaleznie od formy
podania, jako wczesna suplementacja in-ovo w przypadku kurczat, czy tez wraz z dieta
w przypadku karpia zwyczajnego, ,,GOS (...) wplyngl na modulacje ekspresji genow
zwigzanych z ukladem immunologicznym™, a takze odpowiedzia na stres. Doktorantka
formutuje prawidlowe wnioski odzwierciedlajgce wyniki uzyskanych badan. Cho¢ wniosek
drugi w ktérym doktorantka opisuje wzrost ekspresji SOD oraz CAT jako czynnikow
wskazujacych na indukcje stanu zapalnego wywolanego stresem oksydacyjnym, wydaje sie
nieco na wyrost. We wniosku trzecim, Doktorantka wprost okresla kierunek zmiany ekspresji
genu dla IL-2, ktéry nie zostal opisany w dysertacii. Uwagi te nie umniejszajg jednak wysokiej

wartosci uzyskanych wynikow badan.

Wysoko oceniam problematyke badawceza podj ¢ta przez Doktorantke. Wynika to z faktu
ze od momentu wyeliminowania ze stosowania od 2006 roku antybiotykow, jako dodatkow
paszowych i stymulatorow wzrostu wykorzystywanych w zywieniu zwierzat, wciaz poszukuje
si¢ kolejnych sposobéw wplywania na mikrobiom organizmu poprzez stosowanie m.in.
substancji o charakterze prebiotycznym. Okreslanie spektrum bezposredniego i posredniego
oddziatywania prebiotykéw na organizm zwierzat hodowlanych jest weiaz niezwykle aktualny,
o czym Swiadcza pojawiajace sie w literaturze kolejne opracowania dotyczace tego
zagadnienia. Oceniajac prace Pani mgr inz. Elzbiety Pietrzak przez ten pryzmat za
najwazniejsze osiagniecia przedstawione w dysertacji nalezy uznaé. 1) W doswiadczeniu

przeprowadzonym na kurczetach. Wykazanie mozliwosci ograniczenia strat produkcyjnych



wywolanych stresem cieplnym poprzez zastosowanie wezesnej stymulacji prebiotykiem GOS
in-ovo, poprzez tagodzenie skutkdw stresu cieplnego. Czego dowodzi modulacja ekspresji
genow dla cytokin oraz poprzez prawdopodobna redukcja stresu oksydacyjnego, obrezowana
obnizeniem ekspresji genéw CAT oraz SOD. Mozna zaktada¢, ze jest to prawdopodobny efekt
odmiennego uksztaltowania sktadu mikrobioty przewodu pokarmowego wynikajacy
z wezesnej stymulacji prebiotykiem. Wiadomym jest, ze mikrobiota przewodu pokarmowego
kur ksztaltuje sie dynamicznie w pierwszych dobach od wyklucia, a wiec poprawa jej sktadu
na tym etapie zycia zwierzat moze wywieraé szereg pozytywnych efektéw na stan zdrowia
gospodarza w pézniejszych etapach zycia, tym samym istotnie wplywajac na efekty
produkeyjne. 2) W dos$wiadczeniu przeprowadzonym na karpiach zwyczajnych. Wykazanie,
ze suplementacja diety tych ryb prebiotykiem GOS wywotuje immunomodulujgcy efekt
w blonie sluzowej skory, manifestowany obnizeniem »poziomu ekspresji genu CRP nalezacego
do biafek ostrej fazy oraz aktywacje ekspresji genow [FNy i LyzG, wplywajacych na poprawe
wlasciwosci przeciwwirusowych i antybakteryjnych”. Ponadto 3) Wyniki obu do$wiadczen
wskazujg na pozytywny immunomodulacyjny wptyw GOS, niezaleznie od gromady zwierzat

w przypadku ktorej zastosowano jego suplementacje.

Zakres, badan przeprowadzonych w ramach realizacji pracy doktorskiej oraz znaczacy
deklarowany udzial w pracach naukowych bedgcych podstawg analizowanej rozprawy
swiadeza o duzej samodzielnosci i dojrzatodci naukowej Doktorantki. Nalezy podkreslié,
ze doktorantka opanowata technike analizy ekspresji genéw za pomoca reakcji RT-gPCR
metoda AACY, a takze analize z wykorzystaniem odpowiednich narzedzi bioinformatycznych
umozliwiajacych wytypowanie genow referencyjnych. Nalezy takze podkresli¢  fakt,
ze zrealizowane badania zostaly wykonane w ramach dwéch projektéw badawczych:
migdzynarodowego (OVOBIOTIC - ,In ovo delivery of prebiotic in commercial and
indigenous Italian chicken breeds provides a contribution to healthy food production under
a heat stress”- finansowanego przez wloskie Ministerstwo Edukacji, Szkolnictwa Wyzszego
1 Nauki) oraz krajowego (BN 51/2019 — , Badania z zakresu biotechnologii i genetyki zwierzat"
— zrédlo finansowania pochodzace z subwencji na badania naukowe Ministerstwa Nauki

1 Szkolnictwa Wyzszego).

Biorgc powyzsze pod uwage, stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani mgr inz. Elzbiety
Pietrzak pt.: ,, Wplyw galaktooligosacharydéw na modulacje ekspresji gendw zwigzanych
z ukladem immunologicznym ptakéw i ryb” wykonana pod kierunkiem dr hab. dr hab. inz Anny

Stawinskiej, prof. UTP spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r.



o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr
65 poz. 595) z pézniejszymi zmianami w brzmieniu z dnia z dnig 15 wrzesnia 2017 r. (Dz. U.
2017 r. poz. 1789.), zgodnie z Art. 175. 1. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy

wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669).

W zwigzku z powyzszym przedktadam wniosek Szanownej Pani Przewodniczacej Rady
Dyscypliny 1 Rybactwo, Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszczy

o dopuszczenie mgr inz. Elzbiety Pietrzak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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