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Ocena

- rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Szostak pt.: ,,Effect of a diet enriched with omega-6
and omega-3 fatty acids on the pig liver transcriptome” (“Wplyw diety wzbogaconej
w kwasy tluszczowe omega-6 i omega-3 na transkryptom watroby §wini”) wykonanej
pod kierunkiem naukowym prof. dra hab. Mariusza Pierzchaly oraz
dra Marinus F.W. te Pas z Wageningen University and Research Centre w Holandii.

Wyniki badan z zakresu genomiki funkcjonalnej zwierzat hodowlanych majg wazne
znaczenie w naukach zootechnicznych. Znaczgcy wzrost produkcyjnosci zwierzat
gospodarskich, ktéry mial miejsce w ubiegtym wieku, byl mozliwy dzigki zastosowaniu
osiagnieé¢ nauk zootechnicznych, w tym dokonan w zakresie genetyki i genomiki zwierzat.
Jeden z kierunkéw badan w obszarze genomiki funkcjonalnej obejmuje nutrigenomike, ktéra
obecnie zajmuje wazne miejsce w pismiennictwie $wiatowym, gtéwnie w aspekcie badan
biomedycznych cztowieka, ale rowniez w ostatnich latach — zwierzat hodowlanych.

Temat wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych (WNKT) omega-3 i omega 6 jest
czesto i szeroko poruszany w aspekcie zdrowia cztowieka, ale takze hodowli zwierzat
gospodarskich. WNKT majg istotne znaczenie w komorce. Sg waznym sktadnikiem
strukturalnym blon komorkowych, stanowiag zrédio energii dla tkanek i narzadow, ale tez
petnig funkcje czgsteczek sygnatowych, ktére moga wptywaé na regulacje ekspresji genow.
WNKT omega-3 i omega-6 sg przedmiotem zainteresowania w aspekcie zywienia ludzi
i zwierzat przede wszystkim z powodu korzystnego dziatania kwaséw omega-3 u pacjentow
z problemami kardiologicznymi oraz przewleklymi chorobami zapalnymi. Obecnie wiele
badan koncentruje sie na zagadnieniach z zakresu nutrigenomiki, czyli systemowych
zmianach ekspresji gendéw zaleznych od skladnikéw diety na réznych poziomach
(transkryptomicznym, proteomicznym i metabolomicznym) w celu wyjasnienia
wielokierunkowych mechanizméw ich dziatania. Zastosowanie metod transkryptomicznych
w badaniach z zakresu nutrigenomiki jest nadal ograniczone. Jednak jest coraz bardziej
oczywiste, ze r6zne spozycie i sktad kwasow tluszczowych w diecie majg istotny wplyw na
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regulacje mechanizmu kontroli homeostatycznej i adaptacj¢ komdrkowa poprzez regulacje
transkrypcji genéw. Przedstawiona mi do recenzji praca wpisuje sie w $wiatowe trendy
naukowe i w sposdb znaczacy poszerza wiedze z zakresu genomiki funkcjonalnej,
a w szczegblnosei nutrigenomiki swin.

Mechanizmy biologiczne, jakie zachodza w watrobie pod wplywem stosowania w diecie
$win pasz o wysokiej zawartosci kwasow omega-6 i omega-3 nie sg do konca znane,
a wiadomo, ze zwigzek miedzy nimi, a procesami fizjologicznymi zachodzacymi w watrobie
istnieje. Dlatego tez uwazam, ze badania podjete przez Doktorantke sg w pelni uzasadnione.
Maja one istotne znaczenie dla poznania proceséw zachodzacych w watrobie $win pod
wplywem suplementacji dawki pokarmowej kwasami tluszczowymi omega-6 i omega-3. Ich
wyniki sa wartosciowe ze wzgledéw poznawczych dla §win, ale tez mozna je wykorzystac
w lepszym wyjasnieniu m.in. zaburzen metabolicznych u czlowieka. Badania podjete
w ocenianej rozprawie, na populacji ludzkiej nie sg mozliwe, z uwagi na wzgledy etyczne.
Natomiast $winia jest w wielu aspektach traktowana jako organizm modelowy dla cztowieka.
W mojej opinii otrzymane w pracy wyniki sa w tym wzgledzie szczegdlnie wartosciowe
i mozliwe do wykorzystania nie tylko u §win, ale i w badaniach biomedycznych.

Biorac pod uwage powyzsze uwazam, ze tematyka rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki
Szostak jest aktualna i warto$ciowa a wybor tematu — trafny i w pelni uzasadniony.

Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Oceniana praca zostala przygotowana w postaci monografii w jezyku angielskim
zgodnie z zasadami przyjetymi dla klasycznej rozprawy naukowej. Liczy 191 stron, na
ktérych zawarto 39 tabel i 55 rysunkéw. Rozprawa doktorska jest niezmiernie obszerna,
jednak z uwagi na wieloptaszczyznowy charakter badan i imponujacg ilo$¢ istotnych,
nowatorskich wynikéw — jest to uzasadnione. Wprawdzie mozna podnosi¢, Ze niektdre tabele
o objetosci czterech do dwunastu stron moglyby si¢ znalez¢é w materiatach uzupetniajgcych,
jednak rozumiem i szanuje decyzje Doktorantki o umieszczeniu tabel w czgsci wynikowej
pracy, poniewaz z calg pewnoscia kazdy z otrzymanych rezultatéw byt dla niej istotny.
Niewatpliwie podczas przygotowywania pracy do druku informacje zawarte w tabelach
zostang przedstawione w bardziej syntetyczny sposob lub tabele te znajdg si¢ w plikach
uzupelniajacych, a nie w tekscie artykulow. Opracowanie ma przemyslang strukture i ukfad
typowy dla eksperymentalnych rozpraw doktorskich. Sklada sie z szesciu glownych
rozdzialow (Wstep, Cele badawcze, Material i metody, Wyniki, Dyskusja oraz. Wnioski), oraz
wykazu cytowanego pismiennictwa zrodtowego. Do pracy dotaczono réwniez streszczenie
w jezyku polskim i angielskim oraz z uwagi na objgto$¢ pracy — zasadnie wyodrgbnione
materialy uzupelniajgce w postaci plikdow Excel z dwunastoma tabelami (S1-S12)
odnoszacymi sie do czesci wynikowe]j pracy. Dysertacja zostata napisana z zachowaniem
wlasciwej sekwencji opisu, w ktérej zawarte informacje przedstawione sg w sposob
uporzadkowany.

Wprowadzeniem do rozprawy jest liczacy 17 stron komputeropisu Wstep nakreslajacy,
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na tle bogatego pismiennictwa, problematyke zwigzang z zalozonymi w pracy celami badan.
Rozdzial ten prawidlowo podzielony zostal na podrozdzialy, w ktérych mgr Agnieszka
Szostak juz na wstepie przedstawila hipotezy badawcze. Doktorantka podjela zadanie
uzupelnienia brakujacych w pismiennictwie informacji i przeprowadzenia serii doswiadczen
majacych na celu weryfikacje sformulowanych przez nig trzech szeroko nakreslonych hipotez
badawczych. W dalszej czesci Wsigpu, Doktorantka z wykorzystaniem wlasciwie dobranych
artykuléw naukowych, scharakteryzowala wielonienasycone kwasy tluszczowe pod
wzgledem biochemicznym i funkcjonalnym, jak tez wyjasnila ich znaczenie w diecie zwierzat
i czlowieka. Zasadnie tez opisala znaczenie $wini, jako modelu w badaniach biomedycznych
czlowieka, W tej czesci Autorka przedstawila réwniez zastosowanie technik
transkryptomicznych w badaniach z zakresu nutrigenomiki, co bylo w pelni uzasadnione.
Wtym rozdziale mgr Agnieszka Szostak wykazala si¢ bardzo dobrg orientacja
w problematyce z szerokiego zakresu tematyki podjetych badan, co $wiadczy o solidnym
teoretycznym przygotowaniu Autorki do prowadzenia analiz.

Wiasciwy dobér pozycji pi$miennictwa pozwolil Autorce wytyczy¢ dwa jasno
sprecyzowane i prawidtowo sformulowane cele dysertacji, oraz 12 celow szczegdlowych
odzwierciedlajacych poszczegdlne etapy przeprowadzonych badan. Gléwnym celem pracy
bylo przesledzenie zmian w transkryptomie watroby $wini bedacych efektem diety
wzbogaconej w WNKT omega-6 i omega-3 poprzez analize réznic poziomu ekspresji genow
w watrobie oraz $ciezek metabolicznych powigzanych z dwoma pulami genowymi Swin (rasg
polska biata zwistoucha oraz krzyzéwke $win zwistouchych i duroc). Podkresli¢ nalezy
warto$¢ celu rozprawy, poniewaz jego realizacja, prowadzaca do otrzymania w duzej czgsel
pionierskich wynikéw, wymagata od Autorki znajomosci wielu metod i technik z zakresu
genomiki funkcjonalnej, ale tez zglebienia zagadnien i programéw bioinformatycznych
i biostatystycznych.

W rozdziale Material i metody mgr Agnieszka Szostak przedstawila uwzgledniony
w badaniach prawidlowo wybrany i skolekcjonowany material badawczy 1 zastosowane
techniki molekularne, nalezace do najnowoczesniejszych technik wykorzystywanych
w badaniach nutrigenomicznych. Szczegblowo opisala tez analizy bioinformatyczne jak tez
biostatystyczne. Doswiadczenie zostato przeprowadzone na dwoch populacjach swin (1) rasy
polska biala zwistoucha (PBZ) oraz (2) jej kizyzowce z rasg duroc, roznigcych sig miedzy
soba ottuszczeniem oraz profilem kwasow tluszczowych w tkankach. Zwierz¢tom podawano
pasze wzbogacong w WNKT omega-6 i omega-3 (poczgtkowo testowano trzy diety) lub pasze
standardowa (kontrola). Profile kwasow tluszczowych w watrobie przeanalizowano za
pomoca chromatografii gazowej. Na uwage zasluguje wykonanie sekwencjonowania nowe;j
generacji (NGS) metodg sekwencjonowania transkryptomu (RNA-Seq) az dla 22 osobnikow.
Jest to metoda, ktdra jest kosztochtonna, a opracowanie otrzymanych wynikow jest
czasochtonne i wymaga znajomosci obstugi nielatwych programéw bioinformatycznych oraz
wysokiego poziomu wiedzy z zakresu genomiki funkcjonalnej. Metodologia eksperymentu
NGS wykonanego na tych prébach nie budzi zadnych zastrzezen. Bioinformatyczne analizy
poréwnawcze odezytéw RNA-Seq migdzy rodzajem diety i genotypem $win pozwolily na
identyfikacje genéw ulegajacych istotnie zmienionej ekspresji (DEGs; differentially expressed
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genes). Zastosowano prawidlowe podejscie do wyznaczenia biologicznych interakcji
pomiedzy sieciami gendw i $ciezkami metabolicznymi na podstawie zidentyfikowanych
gendéw ulegajacych istotnie zmienionej ekspresji. Wyniki sekwencjonowania transkryptomu
(RNA-Seq) potwierdzono za pomocg ilo$ciowej tancuchowej reakcji polimerazy w czasie
rzeczywistym (qQRT-PCR), co bylo prawidlowym podejsciem weryfikacyjnym.

Autorka starannie zaplanowata i wykonata czes¢ doswiadczalng pracy. Godnym uznania
jest skrupulatny opis analiz laboratoryjnych. Informacje zawarte w tym rozdziale wskazuja, ze
doswiadczenie zostalo zaprojektowane i przeprowadzone wlasciwie, z uwzglednieniem
prawidlowo wybranych metod badawczych. Nalezy rdéwniez zwrdci¢ uwage na ogromng
czaso- i pracochtonnosé zastosowanych w pracy technik, jak tez analiz bioinformatycznych
i biostatystycznych. Material i metody opisane zostaly w sposéb precyzyjny i mozliwy do
odtworzenia. Dobdr materiatu, zakres analizowanych parametréw oraz metody badawcze sa
wlasciwe w kontekscie przyjetych celow badawczych.

W rozdziale Wyniki Autorka przedstawila uzyskane rezultaty zkolejnych etapow
badafi w uporzadkowany sposéb. Wyniki zestawiono w 23 tabelach (oraz 12 tabelach
w materialach uzupelniajgcych) i na 50 rysunkach. Zaprezentowano je w logiczny
i konsekwentny sposdb, natomiast ich uktad jest komunikatywny. Wyniki rozprawy,
o istotnym znaczeniu poznawczym, odpowiedzialy na postawione cele pracy. Autorka
w doswiadczeniu zywieniowym stwierdzita, ze sposrod trzech testowanych pasz, pasza
wzbogacona w WNKT w ilosci 2% oleju Inianego i 1% oleju rzepakowego skutecznie
zmienita profil kwasow thuszczowych w watrobie, zmniejszajac proporcje kwaséw omega-
6/omega-3 zar6wno dla rasy PBZ (z 32,73 do 4,25; p<0,001) jak i PBZ x duroc (z 14,42 do
4,74; p<0,01). Do tej czesci doswiadczenia mam kilka pytan:

Pomimo ogromne;j ilosci przeprowadzonych badan, w eksperymencie zywieniowym
zabraklo mi czwartej grupy zywionej paszg wzbogacong w WNKT w ilosci 2% oleju
Inianego. Czy zdaniem Autorki takie podejscie bytoby zasadne?

Interesujace rowniez byloby uzyskanie odpowiedzi na pytanie, jaki jest wplyw
wzbogaconej w WNKT diety na cechy gospodarczo wazne $win. Czy mozna go ocenié
wykorzystujac wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie?

Czy Doktorantka bierze pod uwage kontynuacje badan, na podstawie uzyskanych
wynikow, w aspekcie wartosci odzywezych i prozdrowotnych uzyskiwanych produktéw od
zwierzat suplementowanych nienasyconymi kwasami tluszczowymi, w tym miedzy innymi
uzyskiwanymi z podrobéw wieprzowych? — tematu rzadko poruszanego, acz w mojej opinii
waznego.

Autorka dowiodla, ze zmienione profile kwasow tluszczowych w watrobie wplynely
na ekspresje gendw na poziomie transkryptomu zaréwno dla rasy PBZ jak i mieszancow
miedzyrasowych. Poprzez pordwnanie gendéw ulegajacych réznej ekspresji (DEGs)
regulowanych w gére i w dol, podczas analiz poréwnawczych zidentyfikowata sieci genow
i $ciezki metaboliczne specyficzne dla diety i genotypu. Otrzymane wyniki zmienionych
$ciezek potwierdzily antystluszczeniowa funkcje kwasow ttuszczowych omega-3 w watrobie.
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Autorka stwierdzila, ze endogenne kwasy tluszczowe omega-3 wplynely na $ciezki
fizjologiczne zaangazowane gldwnie w procesy zwigzane ze zmniejszong akumulacjg lipidow
w komorce. Mgr Agnieszka Szostak potwierdzila istotng role kwaséw tluszczowych omega-6
1 omega-3 w homeostazie poprzez znaczgco zmieniony profil kwasoéw tluszczowych
w watrobie, a w nastepstwie regulacje ekspresji wielu gendw zaangazowanych w metabolizm
lipidéw, przekaznictwo sygnalowe oraz $ciezek zwigzanych z odpowiedzig zapalng.

Nowatorstwo wigkszosci wynikéw badan otrzymanych przez Doktorantke jest
niekwestionowane. Przeprowadzita ona analizy wielkoskalowe genomu — badania aktywnosci
transkrypcyjnej calego genomu s$wini z wykorzystaniem najnowoczesniejszych technik
w aspekcie badan nutrigenomicznych, ktore obecnie sg jednym z szeroko badanych
1 dyskutowanych zagadnien w pismiennictwie $wiatowym. Podejscie analizy wielkoskalowej
genomu, pomimo nielicznych doniesien analiz aktywnosci transkrypcyjnej poszezegdlnych
gendow w watrobie $win, jest pionierskie w odniesieniu do pismiennictwa miedzynarodowego.
Nowatorskie podejscie tyczy si¢ rowniez wykorzystania do badan transkryptomu watroby
swin dwéch populacji réznych pod wzgledem genetycznym i fenotypowym (rasa PBZ oraz
krzyzéwka $win zwistouchych i duroc), co jest nie bez znaczenia dla wykorzystania
uzyskanych wynikéw w badaniach biomedycznych cztowieka.

Interpretacjia wynikéw na tle pismiennictwa $wiadczy o bardzo dobrym
przygotowaniu mgr Agnieszki Szostak do problemu badawczego podjetego w pracy
doktorskiej. Dyskusja jest zwigzta, merytoryczna i skoncentrowana wokét wynikdw. Autorka
zacytowata 160 anglojezycznych pozycji pismiennictwa publikowanych w uznanych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Potwierdzeniem aktualnosci tematyki badawczej
jest fakt, ze niemal 80% cytowanych przez Doktorantke prac ukazato sie w periodykach
naukowych w ostatnich dziesigciu latach. Poszczegélne pozycje w spisie piSmiennictwa
zostaly przedstawione w kolejnosci cytowania ich w tekscie pracy, a nie alfabetycznie.
Wydaje si¢, ze przy tej dlugosci pracy lepszym podejsciem bytby ukiad alfabetyczny
artykutéw, ale zastosowana przez Autorke kolejnos¢ pozycji piSmiennictwa jest rowniez
praktykowana, wiec jest to sprawa dyskusyjna. Oceniajgc tre$¢ merytoryczng rozdziatu
Dyskusja stwierdzam, ze mgr Agnieszka Szostak wykazata si¢ bardzo dobrg orientacja
w piSmiennictwie naukowym dotyczacym problematyki badan oraz umiejetnoscia jego
wykorzystania przy dyskusji wlasnych rezultatow. Lektura rozdziatu sktania do stwierdzenia,
ze Autorka w pelni odpowiedziala na postawione cele pracy a opis wynikdw i ich dyskusja
sa kompletne.

Rozprawe konczy rozdzial Wrioski uzasadniajacy otrzymane wyniki i odpowiadajgcy
na postawione cele pracy. Wnioski sg poprawne, tak w kontekscie wynikow, jak i w Swietle
dyskusji.

Moja ogélna ocena wartosci merytorycznej pracy jest wysoka. W uzasadnieniu
podkresli¢ nalezy szeroki zakres badan i fakt, ze praca wnosi nowe wartosci poznawcze, ktore
znaczaco poszerzyly wiedze z zakresu nutrigenomiki $win, ale tez w aspekcie wykorzystania
modelu $wini w badaniach biomedycznych cztowieka. Doktorantka wykazata si¢ bardzo
dobra znajomoscig planowania i przeprowadzenia eksperymentu badawczego oraz
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umiejetnoscia analizy uzyskanych wynikow. Autorka podjela sie pracochlonnego zadania,
w ktorym zalozone cele badan zostaly w pelni zrealizowane.

Podkresli¢ nalezy, ze drobne sugestie, ktore zawarlam w recenzji sg raczej dyskusja
powstala w trakcie zglebiania wynikéw i w zaden sposob nie umniejszaja wysokiej wartosci
merytorycznej rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Szostak.

Whiosek koncowy

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Agnieszki Szostak, pt.: ,,Effect
of a diet enriched with omega-6 and omega-3 fatty acids on the pig liver transcriptome”
(“Wplyw diety wzbogaconej w kwasy tluszczowe omega-6 i omega-3 na transkryptom
watroby $wini”) spelnia warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie
z dn. 14. marca 2003 t. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. Nr. 65 z2003r., z pdzn. zm.), natomiast Doktorantka wykazata
wszelkie umiejetnosci niezbedne dla otrzymania stopnia doktora nauki, a niniejsza rozprawa
moze stanowi¢ podstawe do nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych,
dyscyplinie zootechnika i rybactwo. Wnosz¢ zatem do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Genetyki i Biotechnologii Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Jastrzgbcu wniosek
o dopuszczenie mgr Agnieszki Szostak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



