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Recenzja rozprawy doktorskiej pt.: ,,Wplyw stosowania dodatkéw glukogenicznych na
ekspresje genéw oraz aktywno$¢ enzymdéw odpowiedzialnych za metabolizm glukozy i
tluszezu w watrobie krow w okresie okoloporodowym”, wykonanej przez mgr inz. Anng
Barteczko w Katedrze Zywienia i Dietetyki Zwierzat Uniwersytetu Rolniczego w
Krakowie pod kierunkiem prof. dr hab. Zygmunta M. Kowalskiego oraz dra inz. Pawla
Gorke, promotora pomocniczego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Anny Barteczko porusza
niezwykle wazny z punktu widzenia hodowcéw problem zwigzany z zaburzeniami
metabolicznymi w okresie okoloporodowym u bydla, ktéry obejmuje ostatnie tygodnie okresu
zasuszenia i pierwsze tygodnie po porodzie, do osiagnigcia szezytu laktacji. Szczegdlnie
krytyczny jest okres przejsciowy, obejmujacy ostatnie 3 tygodnie cigzy, wycielenie oraz
pierwsze 3-4 tygodnie laktacji. W tym czasie odbywajg sie wszystkie najistotniejsze w
produkeji mleka oraz w rozrodzie procesy i zmiany, ktore w decydujgcym stopniu wplywajg
na dostosowanie sie organizmu do nowych warunkéw, w szczegdlnosci do sposobu
gospodarowania energig.

W dobrze pojetym interesie hodowcy bydla, warunkiem uzyskania wysokiej
wydajnosci mleka w okresie kolejnej laktacji ale takze minimalizacji zaburzen
metabolicznych i zaburzen rozrodu, jest zapewnienie zwierzgeiu, wlasnie w  okresie
okoloporodowym odpowiedniego statusu metabolicznego, co przeklada si¢ na odpowiednig
ilo$¢ i jako$é przyjmowanego pokarmu, uwzgledniajgcego wystarczajgcy poziom czynnego
biologicznie bialka, witamin i substancji mineralnych ale przede wszystkim odpowiednig
wartosc energetyczng.

Zaproponowany przez Doktorantke eksperyment mial na celu poznanie wplywu

glicerolu i glikolu propylenowego, na aktywno$¢ modelowych enzymow procesu



glukonecogenezy oraz na ekspresj¢ genow zwigzanych z metabolizmem glukozy i tluszczu w
wagtrobie krow rasy holsztynsko-fryzyjskiej w okresie okoloporodowym. Obie te substancje sg
dos¢ powszechnie stosowane przez hodowcdw bydla, w celu unikania ujemnego bilansu
energetycznego, w odpowiedzi na zaobserwowany niski poziom bialka w mleku lub wysoki
poziom cial ketonowych w moczu.

W tym kontekscie tematyke rozprawy doktorskiej nalezy uzna¢ za przedsigwziecie
bardzo celowe 1 w pelni uzasadnione, bo mimo wydawaloby si¢ dostatecznej wiedzy na ten
temat, nawet najlepsi hodowcy bydla borykajg si¢ z takimi problemami.

Eksperyment przeprowadzono na 30 krowach rasy holsztynsko-fryzyjskiej,
pochodzgcych z hodowli Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzgt PAN w Jastrzebcu,
podzielonych na pie¢ grup, w ramach ktorych poszczegdlne osobniki otrzymywaly
doprzelykowe wlewy, odpowiednio: 1 grupa [woda, w objetosci 450 ml/dzien], 2 i 3 grupa
[glicerol, 450 ml 1 900 ml], 4 1 5 grupa [glikol propylenowy, 450 ml i 900 ml].
Dosdwiadezeniem objeto osobniki od 21 dnia przed spodziewanym porodem do 28 dnia po
wycieleniu. W czesei pracy Material i metody szczegdblowo opisano metody pomiaru
indywidualnego spozycia paszy, chemiczny sklad pasz, metodyke oznaczania suchej masy,
popiolu surowego, bialka ogolnego w probkach pasz oraz mase i sklad chemiczny
niedojadow. Dalej opisano sposdb pozyskiwania materialu biologicznego do analiz — krwi i
tkanki watrobowej. Warunki eksperymentu zostaly zaakceptowane przez 1. Lokalng Komisje¢
Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzg¢tach w Krakowie czy w Warszawie? [zezwolenie NO.
99/2009] a praca wykonana w ramach projektu badawczego mr N N311 632438
finansowanego przez MNiSW,

Krew do analiz pobierano z zyly jarzmowej dwukrotnie — 15 minut przed oraz 45
minut po wlewie dodatku, w 7 dniu przed przewidywanym porodem oraz w 3 i 21 dniu po
porodzie. W uzyskanym osoczu oznaczano stezenie glukozy, kwasu B-hydroksymastowego i
triacylogliceroli. W surowicy oznaczano zawartos¢ wolnych kwasow tluszczowych i stezenie
insuliny. Stezenie kwasu [-hydroksymaslowego, wolnych kwasow tluszezowych i
triacylogliceroli oznaczano jedynie przed wlewem dodatku a stezenie glukozy i insuliny,
zarowno przed jak i po wlewie.

Biopsj¢ watroby wykonywano w 1-szej i 2 godzinie po wlewie wody lub dodatku, w 7
dniu przed spodziewanym wycieleniem oraz w 3 i 21 dniu po porodzie. W supernatantach
waltroby oznaczano aktywnos¢ karboksylazy pirogronianowej [PC] i karboksykinazy
tosfoenolopirogronianowej [PEPCK-C, cytoplazmatycznej] i [PEPCK-M, mitochondrialne;j].
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Analizowano rowniez ekspresj¢ genow — karboksylazy pirogronianowej, karboksykinazy
fosfoenolopirogronianowej, apolipoproteiny B100 i mikrosomalnego bialka transportujgcego
triacyloglicerole [MTTP].

Autorka wykazala si¢ wielkg pracowitoscig przede wszystkim w odniesieniu do
samego ukladu doswiadczenia, ktore zostalo w sposob przemyslany interesujgco
skonstruowane, na odpowiednio dobranym i zweryfikowanym materiale zwierzecym. Cel
pracy zostal w pelni zrealizowany zaréwno w ukladzie laboratoryjnym jak i statystycznym
oraz udokumentowany w postaci tabel 1 wykreséw. Na uznanie zasluguje wnikliwie
przeprowadzona dyskusja wynikéw. Rozdzial ten sSwiadczy o wszechstronne] wiedzy
Doktorantki i dobrym Jej przygotowaniu do realizacji omawianych zadan badawczych.

W pracy szezegolowo opisano metody i procedury pozyskiwania krwi oraz
supernatantu z tkanki watrobowej do analiz enzymatycznych oraz procedury zwigzane z
analiza  ekspresji  genéw —  karboksylazy  pirogronianowej, karboksykinazy
fosfoenolopirogronianowej, apo B100 oraz mikrosomalnego biatka transportujgcego
triacyloglicerole.

Oznaczanie  aktywnosci  karboksylazy  pirogronianowej i karboksykinazy
fosfoenolopirogronianowej przeprowadzono w Leibniz Institute for Farm Animal Biology w
Dummerstorf w Niemeczech, wykorzystujge metod¢ izotopowego znakowania produktow w
reakcji enzymatycznej. Analiza ekspresji genodw obejmowala izolacje calkowitego RNA,
reakcje odwrotnej transkrypeji [termocykler 2720 Thermal Cycler; Applied Biosystems,
Massachusetts, USA] oraz amplifikacj¢ tragmentow analizowanych genow przy zastosowaniu
metody Real-time PCR [termocykler Real-time PCR System, Step One Plus, Applied
Biosystem, USA].

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, stosujge procedure MIXED pakietu
statystycznego SAS [2002]. Przed przystapieniem do analizy statystycznej, wyniki testowano
pod wzgledem normalnosci rozkladu danych. Dla pomiaréw powtarzalnych, model
statystyczny uwzglednial jako zmienne klasyfikujgce — efekt grupy, dzien pomiaru, czas
pobrania probki w stosunku do wlewu dodatku oraz tréjeczynnikowa interakcje pomiedzy tymi
efektami. Ostatecznie, wyniki dla czasu pobrania probki w stosunku do wlewu dodatku
analizowano oddzielnie, poniewaz pomiedzy tymi czynnikami nie wykazano interakeji.
Interpretacje  wynikdw przeprowadzono przy zastosowaniu procedury CONTRAST, w

oparciu o zaplanowane kontrasty — efekt dodatku paszowego i efekt dnia pomiaru.



Wyniki eksperymentu Doktorantka przeanalizowala na tle specjalistycznej,
adekwatnie cytowanej literatury w liczbie 161 pozycji [w tym 32 po 2010 roku]. W tekscie
pracy znalazlam jedynie jedng niezgodno$é cytowanej pozycji [w tekscie jest Bergman i
Heitman, 1978, w spisie Bergman i Heitmann, 1978], podobnie w spisie literatury
[nieprawidiowa kolejno$¢ White i wsp., 2011, 2012ab, str. 107], co swiadezy o wielkiej
dbalosci i staranno$ci w przygotowaniu i zestawieniu literatury. Tak zestawione
pismiennictwo pozwala na przeglad dokonan w dziedzinie wiedzy bedgce] przedmiotem
zainteresowan Doktorantki, cho¢ mozna zauwazy¢, ze na 161 wykazanych pozycji az 69
[prawie 43%], to artykuly z Journal of Dairy Science?

Uzyskane wyniki pozwolily Doktorantce na sformulowanie nastepujgcych wnioskow:
1/glicerol i glikol propylenowy mialy istotny wplyw na proces glukoneogenezy w watrobie
kréw, w tym na ekspresje gendw i aktywnosé¢ enzymow tego procesu; 2/ glikol propylenowy
okazal sie mniej efektywnym substratem glukoneogenezy niz glicerol, wobec tego, jego
zastosowanie wymaga nie tylko wyzszych aktywnosci karboksylazy pirogronianowej i
karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej ale tez wigkszej ekspresji gendéw kodujgcych
synteze tych enzymow w watrobie; 3/ glicerol i glikol propylenowy mialy wplyw na ekspresje
genow kodujgeych synteze apo B100; mniejsze ich dawki zwigkszaly ekspresje genu apo
B100 a niezaleznie od wielkosci dawki, obydwa dodatki zwigkszaly ekspresj¢ genu
kodujgcego mikrosomalne bialko transportujgce triacyloglicerole; 4/ obserwowane zmiany w
aktywnosci kluczowych enzymow procesu glukoneogenezy [karboksylazy pirogronianowej i
karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej| oraz ekspresji wybranych genow w
poszezegdlnych dniach okresu okotoporodowego sg wynikiem zmian metabolizmu glukozy i
tuszezu.

Ten ostatni wniosek, wydaje si¢ szczegolnie cennym z punktu widzenia hodowey, bo
przeciez zakres i tempo zmian metabolicznych, szczegdlnie w okresie okotoporodowym u
krowy s$wiadezy o jej indywidualnych mozliwosciach adaptacyjnych w odpowiedzi na zmiany
zachodzace w jej organizmie w zwigzku z porodem i rozpoczgciem laktacii.

Uwagi dotyczace pracy:

1/ Lekture tekstu pracy utrudnia umieszczenie tabel z danymi metodycznymi na koncu
pracy. Lektura tej czesci pracy wymaga skupienia a czytelnik co chwilg odsylany jest do
zestawien informujgcych o skladzie dawek pokarmowych, ukladzie doswiadezenia, skladzie
mieszanin reakeyjnych — kilka razy. Zestawien takich jest 15, wigc tyle razy nalezy przerwac
czytanie i znalez¢ odniesienie tekstu do wlasciwej tabeli. Analogicznie tabele oraz wykresy z
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uzyskanymi wynikami — dla wygody ich weryfikacji — powinny znalez¢é si¢ pomig¢dzy
treSciami interpretujgecymi dane; 2/ W czgsci pracy Wykaz skrotow uzytych w  tekscie
obserwuje si¢ nielad, poniewaz nie zawsze rozwinigcie skrétow, chociaz merytorycznie
poprawne jest adekwatne z ich ,zawartoscig polska lub angielska”, np. BHBA — kwas -
hydroksymaslowy [ang. B-hydroxybutyric acid]; DEPC — dietylopiroweglan [ang. diefthyl
pyrocarbonate]. Jesli w wykazie znajduje si¢ skrét WKT, to dlaczego konsekwentnie nie
podano skrétu TP [temperatura pokojowa)] a jest RT? W literaturze stosuje si¢ skrot ER dla
okreslenia  retikulum  endoplazmatycznego oraz rER  dla  okreslenia  retikulum
endoplazmatycznego szorstkiego; 3/ W tabelach 16 1 17, jako jednostk¢ poziomu insuliny
zamiast IU/ml blednie napisano ulU/ml; 4/nie wyjasniono zasady dzialania poidla systemu
RIC [czy jest analogiczna jak dla stanowisk zywieniowych systemu RIC?; 5/Nie wyjasniono
skrotu TMR [Total Mixed Ration, mieszanina pasz objetosciowych, stosowana w systemie
pelnoporcjowego zywienia krow mlecznych, analogicznie TMRz i TMR1? 6/ Przy podawaniu
RCF, mozna bylo podaé¢ wymiary promienia rotora lub dodatkowo RPM/minutg. Zauwazone
uchybienia, nie umniejszajg wysokiej wartosci i oceny merytorycznej pracy.

Biorge pod wuwage calo$é przeprowadzonego eksperymentu, jego staranne
zaplanowanie, sformutowanie hipotez badawczych, odpowiednio dobrane metody badawcze,
pracochlonne analizy laboratoryjne, kompetentng analiz¢ 1 interpretacj¢ uzyskanych
wynikéw, dyskusje rezultatow oraz prawidlowo sformulowane wnioski wnoszgce nowosé
interpretacyjng do literatury przedmiotu, uwazam, ze przedstawiona mi do oceny dysertacja
doktorska Pani mgr inz. Anny Barteczko pt. ,,Wplyw stosowania dodatkéw glukogenicznych
na ekspresje gendw oraz aktywnos¢ enzymow odpowiedzialnych za metabolizm glukozy 1
thuszezu w watrobie krow w okresie okoloporodowym™ spelnia wszystkie wymogi stawiane
dysertacjom doktorskim.

7 ta pozytywng opinig, zwracam si¢ do Pana Dziekana i Wysokiej Rady Wydzialu
Geograficzno-Biologicznego Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej
w Krakowie o przyjecie jej i dopuszczenie Autorki do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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Dr hab. Bozena Witek, prof. nadzw. UJK
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