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1. Zyciorys naukowy

1.1. Imi¢ i nazwisko

Anna Stawifiska

1.2. Data i miejsce urodzenia

24 maja 1980 w Ketrzynie

1.3. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe —z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

Stopien naukowy doktora: Uniwersytet Technologiczno — Przyrodniczy im. Jana
i Jedrzeja Sniadeckich w Bydgoszczy, Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat,
stopiefi naukowy doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika, specjalnosé:
biotechnologia, uzyskany 3 lipca 2009 roku. Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Badania
nad genetycznymi podstawami odpornosci u kur”. promotor prof. dr hab. inz.

Marek Bednarczyk, Rozprawa doktorska wyr6zniona.

Tytul zawodowy magistra inzyniera: Akademia Techniczno — Rolnicza im. Jana
i Jedrzeja Sniadeckich w Bydgoszczy, Wydziat Rolniczy, kierunek:
biotechnologia, tytut zawodowy magistra inzyniera, uzyskany 24 czerwca 2004
roku, ,,Analiza zréZnicowania genetycznego gesi z wykorzystaniem metody

RAPD-PCR” Promotor prof. dr hab. inz. Marek Bednarczyk.

1.4. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Marzec 2010 do chwili obecnej — Adiunkt, Uniwersytet Technologiczno —
Przyrodniczy im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich w Bydgoszczy, Wydziat Hodowli i
Biologii Zwierzat, Katedra Biochemii i Biotechnologii Zwierzat, Pracownia

Genomiki.

Kwiecien 2010 — Luty 2011 — Konsultant, FAO/IAEA Agriculture and

Biotechnology Laboratory w Seibersdorf (Austria).

Luty 2008 — Luty 2010 — Pracownik techniczny, Uniwersytet Technologiczno —
Przyrodniczy im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich w Bydgoszczy, Wydziat Hodowli i

Biologii Zwierzat, Laboratorium Wydzialowe.



2. Gloéwne kierunki badan

Gtéwnym kierunkiem moich prac badawczych jest wykorzystanie biotechnologicznych
metod ksztattowania fenotypu kurczat. Fenotyp (F) jest wypadkowa wptywu genotypu (G) i
srodowiska (8), zgodnie z formuta: F = G + §. W zwiazku z tym, poprawa cech fenotypowych
kurczat moze odbywac si¢ na drodze selekcji w oparciu o korzystne warianty genetyczne, badz
poprzez modyfikacje Srodowiskowe. Badania z zakresu genetycznych podstaw odpornosci u
kurczat (opisane w rozdziale 4. Pozostale osiagnigcia naukowo — badawcze) wykazaly niska
odziedziczalnos¢ takich cech, jak humoralna odpowiedz immunologiczna. Z tego wzgledu,
szczegblne osiggnigeie naukowe, prezentowane w niniejszym Autoreferacie, oparte jest na
zastosowaniu narzedzi biotechnologicznych na poziomie rozwoju embrionalnego kurczat do
poprawy ich cech fenotypowych. Gtéwne kierunki badan, ujete w szczegdlnym osiggnieciu

obejmuja:
2.1. Analiz¢ mechanizméw biologicznych z wykorzystaniem technik molekularnych

e Regulacja ekspresji genéw zwigzanych z uktadem immunologicznym u kurczat,
na skutek podania prebiotyku lub synbiotyku in ovo;
e Ksztattowanie tolerancji uktadu immunologicznego w trakcie zycia osobniczego

kurczat na skutek stymulacji mikrobiomu w okresie embrionalnym;
2.2. Modulacje cech fenotypowych metodami biotechnologicznymi
e  Wplyw iniekcji prebiotyku lub synbiotyku in ovo na rozwdj gtéwnych narzadow
ukfadu limfatycznego kurczat;

2.3. Okreslenie interakcji miedzykomorkowych w odpowiedzi na czynniki

srodowiskowe

e  Wykorzystanie kurczecej linii komoérkowej DT40 jako modelu biologicznego do
testowania immunomodulujacych wlasciwosci prebiotykéw i probiotykéw in

vitro.



3. Szczegolne osiagni¢cie naukowe wynikajacego z art. 16 ust. 2
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym

3.1. Tytul osiagniecia naukowego

»Biotechnologia in ovo — wplyw prebiotykow i synbiotykow
podanych w okresie embrionalnym na modulacje ekspresji genow
u kurczgt”

3.2. Publikacje wchodzace w sklad szczegbélnego osiagnigcia (autor/autorzy,
tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)
1. Stlawinska A., D’Andrea M., Pilla F., Bednarczyk M., Siwek M. Expression profiles
of Toll-like receptors 1, 2 and 5 in selected organs of commercial and indigenous
chickens. J Appl Genet (2013) 54:489-492. (IF2013 = 1,902, Punkty MNiSW2013 20)

2. Slawinska A., Siwek M., Bednarczyk M. Effects of synbiotics injected in ovo on
regulation of immune-related gene expression in adult chickens. Am J Vet Res (2014)

75:997-1003. (IF2014 = 1,335; Punkty MNiSW2014: 30)

3. Slawinska A., Siwek M., Zylinska J., Bardowski J., Brzezifiska J., Gulewicz K.A.,
Nowak M., Urbanowski M., Plowiec. A., Bednarczyk M. Influence of synbiotics

delivered in ovo on immune organs development development and structure. Folia
Biol-Krakow (2014) 62:277-285. (IF2014 = 0,882; Punkty MNiSW2g14: 15)

4. Plowiec A., Slawinska A., Siwek M., Bednarczyk M. Effect of in ovo administration
of inulin and Lactococcus lactis on immune-related gene expression in broiler

chickens. Am J Vet Res (2015) 76:975-982. (IF2015 = 1,335; Punkty MNiSW2014: 30)

5. Stawinska A., Siwek M., Bednarczyk M. In vitro screening of immunomodulatory
properties of the synbiotics in chicken DT40 cell line. Anim Sci Pap Rep (2016)
34:81-93. (IF2014 = 0,718; Punkty MNiSWao16: 25)



3.3. Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych

wynikow wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Kura (Gallus gallus domesticus) jest waznym modelem w badaniach biologicznych i
biomedycznych, jak rowniez wiodacym gatunkiem gospodarskim w $wiatowej produkcji
zywnosci. Rozwdj embrionalny ptakéw odbywa si¢ w jaju, poza organizmem matki. Umozliwia
to bezposrednig manipulacje zarodkami kurczat w celu $ledzenia wplywu czynnikéw
zastosowanych podczas inkubacji na rozwdj zarodka oraz modulacje parametréw
fenotypowych nowo wylezonych kurczat. Rozw6j embrionalny kurczat wynosi 21 dni i jest
okresem intensywnego wzrostu zarodka oraz réznicowania komérek. Zmiany, jakie zachodza
w tym czasie rzutujg na dalszy rozwdj post-embrionalny. Dlatego, zabiegiem korzystnym z
punktu widzenia ksztaltowania cech osobniczych kurczat jest modulacja srodowiska rozwoju
zarodka w ten sposob, aby uzyska¢ pozadany zestaw cech u danego osobnika po wylegu. Jest
to mozliwe poprzez rozwdj technik in ovo, opierajacych si¢ na zastosowaniu podczas inkubacji
jaj dodatkowych czynnikéw (biotycznych lub abiotycznych). W efekcie zastosowania takiej
stymulacji na etapie embrionalnym, nastepujace zmiany sg mierzalne podczas rozwoju
osobniczego kurczat. Ostatecznym celem jest otrzymanie produktu koncowego (tj. zywno$é
pochodzace z produkcji drobiarskiej) o okreslonej jakosci. Technologia in ovo stanowi wiec
klasyczne narzgdzie biotechnologii, wykorzystywane do pozyskiwania produktéw o
okreslonej, poprawionej z punktu widzenia konsumenta, jakosci.

Modulacja cech produkcyjnych i immunologicznych kurczat na poziomie
embrionalnym, przebiegala poprzez podanie substancji biologicznie aktywnych (prebiotyki,
synbiotyki) in ovo. W celu okreslenia wptywu kolejnych stymulacji na rozwijajacy si¢ zarodek,
prowadzone badania obejmowaly wszystkie etapy post-embrionalnego rozwoju kurczgcia.
Monitorowanie subtelnych zmian fenotypowych zachodzacych podczas rozwoju zarodkowego
wymaga zastosowania specyficznych narzedzi badawczych. W Dbadaniach wlasnych
zastosowano technike RT-qPCR (Reverse Tramscription quantitative PCR), stuzacg do
okreslania zmian w ekspresji genéw na poziomie mRNA. Metoda ta zostata wybrana z tego
wzgledu, ze synteza mRNA jest najbardziej podstawowym fenotypem u zwierzat, stanowigcym
matryce do dalszej biosyntezy biatek w komérkach. Na podstawie zréznicowanej ekspres;ji
gendw, ksztattowane sg indywidualne cechy osobnicze, takie jak masa ciata, czy poziom
odpowiedzi immunologicznej. Wykorzystanie technik molekularnych, stanowiacych narzedzia
wspétczesnej biotechnologii, umozliwia detekcj¢ podstawowych mechanizméw, ktére ulegajg

modulacji pod wptywem cech srodowiskowych.



Celem naukowvm prowadzonvch prac bvlo:

1. Okreslenie molekularnego wzorca ekspresji receptoréw Toll-podobnych u réznych
genotypow kurczat (publikacja 1)

3. Okres$lenie wplywu prebiotyku synbiotyku podanego in ovo na ekspresj¢ genéw
regulujgcych odpowiedZ immunologiczng oraz rozwdj ukladu immunologicznego

kurczat (publikacje 2 i 3)

4. Okreslenie wplywu stymulacji in ovo na ré6znych etapach rozwoju osobniczego kurczat

(publikacja 4)

5. Opracowanie modelu in vitro stuzacego do analizy immunomodulujacych wlasciwosci

substancji bioaktywnych (np. synbiotyki) (publikacja 5)

Osiagniete wyniki:

Publikacja 1

Stawinska A., D’Andrea M., Pilla F., Bednarczyk M., Siwek M. (2013) Expression profiles
of Toll-like receptors 1,2 and S in selected organs of commercial and indigenous chickens.

J Appl Genet 54:489-492.

Odpornos¢ u zwierzat jest warunkowana mechanizmami rozpoznawania czynnikow
immunogennych, takich jak bakterie, wirusy, czy pasozyty, i uruchamianiu odpowiedniej
odpowiedzi badz tolerancji immunologicznej. Jednym z konserwatywnych mechanizmow
rozpoznawania patogendw u zwierzat jest obecnos¢ receptoréw Toll-podobnych (ang. TLR —
Toll-like receptors) na powierzchni blony komérkowej lub w obrebie komoérek. Zdolnosé do
rozpoznawania mikroorganizmow w duzej mierze zalezy od bazowego stopnia ekspresji genow
kodujgcych TLR. Z tego wzgledu, w badaniach wlasnych okreslono stopien ekspresji genow
TLRI, TLR2 i TLR5 w réznych narzadach kur o kontrastujacych genotypach (selekcjonowane
vs. nieselekcjonowane/rodzime). Analizowane TLR odpowiadajg za rozpoznawanie bakterii
Gram-dodatnich (TLR1/TLR2, np. Lactoctobacillus i inne bakterie kwasu mlekowego) oraz
bakterii wyposazonej w wi¢ (TLRS, np. Salmonella). Roznice miedzy dwoma genotypami
dotyczyly miedzy innymi tkanki jelita grubego, w ktérym wykryto silniejsza ekspresje TLRI w
selekcjonowanych kurach niesnych (Hy-line), natomiast wyzsza selekcje TLR5 — w przypadku
nieselekcjonowanej, natywnej rasy kur (Zielonon6zka kuropatwiana). Moze $wiadczy¢ to o
odrebnych mechanizmach odpowiedzi na bakterie kwasu mlekowego, zasiedlajace jelito grube,

badz infekcje enteropatogenem — pateczkami Salmonella. W konsekwencji, potwierdzono, ze
6



bakterie — stymulanty receptoréw TLR — moga by¢ wykorzystywane do modulacji funkcji
ukfadu immunologicznego kurczat. W toku dalszych prac badawezych wysunigto hipoteze, ze
genotyp kurczat determinuje nie tylko profil ekspresji receptoréw TLR ale réwniez odpowiedz
na komensalne bakterie uktadu pokarmowego, stymulowane w sposob bezposredni (inokulacja
probiotycznych szczepéw bakteryjnych) oraz w sposéb posredni (podanie prebiotyku o efekcie
bifidogennym). Mikroflora jelitowa stymuluje nieswoista odpowiedz immunologiczng w
tkance limfatycznej zwigzanej z jelitami (GALT — gut associated lymphatic tissue). Sygnaty
mikrobiologiczne dochodzace do komorek limfatycznych (monocyty, limfocyty), sa
przekazywane miedzy innymi za posrednictwem konserwatywnego szlaku metabolicznego
TLR. W zwigzku z tym, ekspresja odpowiednich TLR w ukladzie pokarmowym kurczat,
warunkuje dalszy prawidlowy rozwoj uktadu immunologicznego, poprzez kontakt z bakteriami

przewodu pokarmowego.

Publikacja 2

Slawinska A., Siwek M., Bednarczyk M. (2014) Effects of synbiotics injected in ovo on
regulation of immune-related gene expression in adult chickens. Am J Vet Res 75:997-
1003.

Publikacja 3

Stawinska A., Siwek M., Zylifiska J., Bardowski J., Brzezinska J., Gulewicz K.A., Nowak
M., Urbanowski M., Plowiec. A., Bednarczyk M. (2014) Influence of synbiotics delivered
in ovo on immune organs development development and structure. Folia Biol-Krakow
62:277-285.

Kolejnym etapem prac nad ksztaltowaniem fenotypu kurczat poprzez modulacje
warunkami Srodowiska w okresie embrionalnym, byto podanie in ovo prebiotyku i synbiotyku.
Preparaty bioaktywne, ktore zostaly wykorzystane w w/w pracach doswiadczalnych, zostaty
podane do komory powietrznej jaja w 12. dobie inkubacji. Sktadaty sie one z: prebiotyku (ORR)
oraz dwdch réznych synbiotykéw (ORR + L. lactis subsp. lactis oraz ORR + L. lactis subsp.
cremoris). Efekty stymulacji byly oceniane u 42-dniowych kurczat brojleréw na dwéch
poziomach: molekularnym (publikacja 2) i anatomicznym (publikacja 3). Analiza
molekularna przeprowadzona na prébach pobranych ze $ledziony i migdatkéw jelit $lepych
kurczat, ktérym podano synbiotyk, in ovo wykazata modulacje profilu ekspresji genow
najwazniejszych cytokin (IL-4, IL-6, IL-12p40, IL-18 oraz IFN-y) i chemokin (IL-8) w
narzgdach odpowiadajacych za lokalng (migdatki jelit $lepych) i systemows ($ledziona)

odpowiedZ immunologiczng. W kontekscie aktywacji genéw immunologicznie czynnych,



dowiedziono, ze ekspresja genéw cytokin i chemokin ulegla zahamowaniu w migdatkach jelit
slepych, natomiast aktywacji w $ledzionie. W konsekwencji — kurczeta, ktére otrzymaty
synbiotyk in ovo w okresie embrionalnym, wykazaty potencjat do rozwoju silniejszej tolerancji
ze strony uktadu immunologicznego, w poréwnaniu do grup kontrolnych. Zmiany na poziomie
molekularnym po podaniu synbiotyku in ovo niosty za sobg réwniez poprawe parametrow
makroskopowych i mikroskopowych organéw limfatycznych, Przejawiajaca sie (1)
zwigkszonym indeksem $ledziony, (2) wigkszg iloscig tymocytow w grasicy oraz (3) wickszym
indeksem bursy Fabrycjusza. W efekcie udowodniono, ze modyfikacje zarodka kury za
posrednictwem biotechnologii in ovo maja silny efekt na modulacje ekspresji genéw u

osobnikéw dorostych, oraz wptywaja na poprawe parametréw uktadu immunologicznego.

Publikacja 4
Plowiec A., Slawinska A., Siwek M., Bednarczyk M. Effect of in ovo administration of

inulin and Lactococcus lactis on immune-related gene expression in broiler chickens. Am
J Vet Res (2015) 76:975-982.

Kolejnym pytaniem badawczym, zwigzanym z wyjasnieniem mechanizmu dziatania
prebiotyku i synbiotyku podanego in ovo byta odpowiedz na pytanie: w jakim momencie zycia
osobniczego mozna spodziewac si¢ najsilniejszych efektéw stymulacji zastosowanej w okresie
embrionalnym? Prebiotyk (inulina) i synbiotyk (inulina w potaczeniu z L. lactis subsp. lactis)
podano in ovo, w 12 dobie inkubacji jaj. Po wylegu przeprowadzono odchéw kurczat, podczas
ktoérego pobrano proby Sledziony oraz migdatkéw slepych w 1 dobie, 14 dobie oraz 35 dobie
po wylegu. W tkankach oznaczono poziom mRNA najwazniejszych cytokin (IL-4, IL-6, IL-
12p40, IL-18, CD80, IFN-f oraz IFN-y) i chemokin (/L-8). Analiza ta pozwolita na
wyciggnigcie szeregu wnioskow: (1) efekt iniekcji in ovo zwigksza si¢ z wiekiem osobnika, (2)
ckspresja gendw cytokin i chemokin ma tendencj¢ spadkowa, poglebiajgcg sie wraz z wiekiem
zwierzat (3) najwazniejszym organem wchodzacym w interakcje z mikrobiomem sg migdatki
jelit slepych (fragment GALT). Moze to wskazywac na ksztattowanie si¢ tolerancji ze strony
uktadu immunologicznego na skutek wezesnego rozwoju mikroflory jelitowej i jest zjawiskiem

niezwykle korzystnym z punktu widzenia praktyki produkcyjne;j.
Publikacja 5

Stawifiska A., Siwek M., Bednarczyk M. In vitro screening of immunomodulatory

properties of the synbiotics in chicken DT40 cell line. Anim Sci Pap Rep (2015) 34:81-93.

Substancje bioaktywne, takie jak prebiotyki i probiotyki, wykazuja r6zne mechanizmy
dziatania; prebiotyki stymuluja rozwoj bakterii jelitowych poprzez dostarczanie substratu do
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fermentacji, natomiast probiotyki bezposrednio zasiedlaja $ciany jelit. Ich korzystne dziatanie
na organizm moze by¢ spotegowane, gdy dobrana kombinacja prebiotyku z probiotykiem
wykazuje synergistyczng interakcje w poréwnaniu do obu komponentéw podanych osobno.
Efekty podania konkretnych synbiotykéw mogag byé ustalone jedynie doswiadczalnie, a ze
wzgledu na potencjalnie nieograniczong liczb¢ dostepnych kombinacji, potrzebne jest
opracowanie przesiewowych metod testowania, z wykorzystaniem technik in vitro. W
badaniach wiasnych, do tego celu wykorzystano lini¢ komorkowa DT40, sktadajaca sie z
uniesmiertelnionych limfocytéw B kury. Limfocyty B stanowig istotng frakcje komorek
limfatycznych, nalezacych do komorek prezentujagcych antygen. Wigksza czes¢ uktadu
immunologicznego jest zlokalizowana w obrebie jelit, w skupiskach limfatycznych
okreslanych jako GALT. Dojrzewanie GALT polega na wzroscie tolerancji korzystnej
mikroflory jelitowej oraz zwalczaniu patogendéw jelitowych. Ma to miejsce podczas kolonizacji
jelit przez mikroorganizmy. W przypadku kurczat, proces ten zachodzi w pierwszych
godzinach po wylegu, podczas kontéktu pisklat ze $cidtkg. Intensyfikacja hodowli drobiu
wymagata zwiekszenia biobezpieczenstwa na fermach, w celu ograniczenia rozprzestrzeniania
chordb zakaznych w wielkotowarowych stadach. Doprowadzito to do znacznej sterylizacji
$rodowiska zycia kurczat, a w konsekwencji do pozbawienia ich naturalnego zrodla szczepow
bakteryjnych do kolonizacji mikroflory jelitowej, takich jak kontakt z powierzchnia jaja,
kwoka, czy S$ciotka. Z tego wzgledu, konieczne jest wczesne podawanie naturalnych
stymulatoréw wzrostu, takich jak prebiotyki i probiotyki, bgdz ich synergistyczna mieszanina
(synbiotyk).

Optymalny dobér tych substancji bioaktywnych jest czynnikiem warunkujacym
prawidlowy rozwdj mikrobiomu, a przez to posrednio wplywajacym na funkcje zyciowe
gospodarza (m.in. dojrzewanie uktadu immunologicznego i pokarmowego, przyswajanie
sktadnikow pokarmowych, ograniczanie enteropatogenow itd.). Jednym z kryteriéw selekcji
synbiotykéw in vitro jest zdolno$¢ substancji bioaktywnych do interakcji z komérkami
gospodarza. W omawianych badaniach, synbiotyki zostaty skomponowane w oparciu o trzy
prebiotyki: ORR (oligosacharydy z rodziny rafinozy), GOS (galaktooligosacharydy) oraz
inuling i trzy rézne szczepy probiotyczne bakterii Lactococcus lactis. Analizie poddano poziom
ekspresji dwudziestu genéw, kodujacych panel cytokin i chemokin, genéw zwigzanych ze
szlakiem sygnalizacyjnym TLR2 oraz genéw zwigzanych z odpowiedzia na kwas tejchojowy.
Na podstawie uzyskanych wynikow wytypowane zostaty dwa synbiotyki o najsilniejszym
dziataniu immunostymulujacym, tj. Lactococcus lactis subsp. lactis + inulina oraz Lactococcus

lactis subsp. cremoris + GOS, ktore zostaty podane do zarodkéw kurczecych in ovo w celu
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okreslenia ich immunomodulujacych wiasciwosci na modelu in vivo (Stawiniska et a., submitted
to PLoS One). W efekcie, opracowano platforme in vitro do przesiewowych analiz
immunostymulujgcych wiasciwosci synbiotykéw, co moze by¢ wykorzystywane do

opracowywania nowych, korzystnych kombinacji substancji bioaktywnych.

Glowne osiagniecia wynikajace z realizacji tych prac oraz

mozliwos§¢ wykorzystania wynikow:

Opracowanie nowych metod poprawy efektywnosci i jakosci produkeji drobiarskiej jest
warunkiem niezbednym do zapewnienia wystarczajacej podazy zywno$ci pochodzenia
zwierzecego dla rosngcej populacji konsumentéw. Poprawa genetyczna (zwlaszcza
wspomagana selekcja genomowa) jest poteznym narzedziem w rgkach firm hodowlanych, ktore
wprowadzaja na rynek krzyzowki najcenniejszych rodéw selekcjonowanych. Z tego wzgledu,
najwigkszy potencjal do poprawy efektow produkeji drobiarskiej oraz jakosci wytwarzanej
zywnosci lezy w stymulacjach $rodowiskowych, zwigzanych m.in. z technologia legu,
zywieniem, suplementacjg, immunizacja i dobrostanem. Celem badan wlasnych,
przedstawionych w niniejszym opracowaniu, byta ocena efektéw manipulacji warunkami
Srodowiska kurczgt (poprzez podawanie prebiotyku i synbiotyku), stosowanych podczas
rozwoju embrionalnego. W zwigzku ze specyfika potaczenia dwéch dziedzin; biotechnologii
(zarbwno w rozumieniu klasycznym, jak i w potgczeniu z technikami biologii molekularnej)
oraz embriogenezy u kurczat, prace badawcze prowadzone byty pod wspdlnym mianownikiem
,,biotechnologii in ovo™.

Podawanie do zarodka kurczecego mieszaniny prebiotykow i synbiotykow, stanowi
nowatorskie podej$cie do istotnego zagadnienia stymulacji mikroflory jelitowej u nowo
wylezonych pisklat. Inokulacja zarodkéw substancja bioaktywng w 12 dobie inkubacji jaj jest
skorelowane z rozwojem uktadu pokarmowego i immunologicznego. W 13 dobie, zarodek
zaczyna pobieraé substancje odzywcze zawarte w jaju droga pokarmowa. W tym samym czasie
rozpoczyna sie proces zasiedlania bursy Fabrycjusza prekursorami limfocytéw B. Podanie w
tym momencie prebiotyku, czy synbiotyku in ovo, ma na celu zasiedlenia jelit korzystng
mikroflora, a przez to — wspomaganie dojrzewania uktadu immunologicznego poprzez kontakt
z niepatogennym antygenem. Analizy wykonane na poziomie makroskopowym i
molekularnym, wyjasnily mechanizmy zwigzane z reakcjg zarodka na zastosowany stymulant.
Przede wszystkim, wykazano ze kurczeta wolnorosngcej rasy Zielonondzka kuropatwiana, po
podaniu synbiotyku mialy powiekszony indeks $ledziony, ktéry jest skorelowany z lepszym
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poziomem odpowiedzi immunologicznej. Dalej, na podstawie analiz molekularnych wykazano
obnizenie poziomu lokalnej odpowiedzi immunologicznej kurczat w tkance limfatycznej
zwigzanej z jelitami (migdatki jelit slepych). Wskazuje na mozliwo$¢ podwyzszenia tolerancji
pokarmowej u kurczat, ktéra jest niezwykle istotna z punktu widzenia praktyki produkcyjnej,
gdyz prowadzi do redukcji negatywnych skutkéw nadmiernej odpowiedzi prozapalnej, takich
jak cellulitis.

Kolejnym osiggnigciem wynikajacym z realizacji prac wchodzacych w sktad gtownego
osiggniecia badawczego, jest odpowiedz na pytanie, czy mozliwe jest zbudowanie modelu in
vitro do testowania kombinacji substancji bioaktywnych, przeznaczonych do podania in ovo.
W prezentowanej pracy zastosowano model linii komérkowej DT40, wykazujac ze z punktu
widzenia odpowiedzi immunologicznej, istotny jest nie tylko wybdr odpowiedniego prebiotyku
i probiotyku, jak i ich specyficzne potaczenie w synergistyczny produkt. W tej sposob, powstato
narzedzie stuzace do selekcji roznych kombinacji prebiotykow i probiotykéw pod wzgledem
wpltywu na komoérki gospodarza in vitro. Bezposrednig implikacja wynikéw tych badan jest
rozwoj technik in vitro, niewymagajacych kosztownego testowania substancji bioaktywnych
na zwierzgtach. Dzigki temu, mozliwe jest poszukiwanie nowych synbiotykéw o specyficznych
wiasciwosciach wzgledem komorek gospodarza (tzw. designer-synbiotics), a takze proba
przewidywania odpowiedzi immunologicznej organizmu gospodarza na dany synbiotyk, na
podstawie badan in vitro.

Prace badawcze opisane powyzej, poza aspektem odkrywczym, stanowig rowniez cenne
narzedzie dla praktyki drobiarskiej. Wskazujg one na zréznicowane mozliwosci zwigzane z
zastosowaniem technologii in ovo do poprawy parametréw immunologicznych i produkeyjnych
kurczat. Warto podkresli¢, ze w praktyce hodowlanej, podczas inkubacji jaja nie sg poddawane
zadnym dodatkowymi manipulacjom, za wyjatkiem domig$niowych szczepien przeciwko
chorobie Marek’a w 18 dobie inkubacji, stosowanych w niektérych krajach (np. USA). Tym
niemniej, zaprezentowane prace wykazaly, ze manipulacja rozwojem zarodka za
posrednictwem technologii in ovo, jest obiecujacym narzedziem dla przemystu drobiarskiego.
Podsumowujgc, biotechnologia in ovo, ktérej efekty na poziomie molekularnym
zaprezentowano w szczegdlnym osiggnigciu badawczym, ma silny potencjat ksztattowania
fenotypu kurczat za posrednictwem stymulacji Srodowiskowych prowadzonych podczas

rozwoju embrionalnego.
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4. Omoéwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo — badawczych

4.1. Analiza molekularna zréznicowania genetycznego réznych populacji
drobiu

Badania nad zréznicowaniem genetycznym drobiu jest jednym z aspektow utrzymania
odpowiedniej puli genetycznej zwierzat gospodarskich. Celem konserwacji biologicznej jest
nie tylko rozwdj genetyczny wysokoprodukeyjnych rodéw ale réwniez zachowanie populacji
lokalnych, czesto lepiej przystosowanych do trudnych warunkéw srodowiska. We wezesnych
pracach badawczych, badania takie prowadzono na prostych markerach genetycznych, takich
jak RAPD (ang. Random Amplification of Polymorphic DNA), ktore nie wymagaty znajomosci
genomu danego gatunku. W badaniach wtasnych stosujgc analizy z wykorzystaniem markerow
RAPD wykazano m.in. zréZnicowanie genetyczne miedzy czterema rodzimymi rasami gesi
(kartuska, kielecka, lubelska i podkarpacka) utrzymywanych w hodowli zachowawczej
prowadzonej w Stacji Zasobéw Genetycznych Drobiu Wodnego Instytutu Zootechniki w
Dworzyskach (publikacja 6). Wykazano podobienstwo genetyczne (wyrazone jako
wspotczynnik wspdlnych alleli RAPD) na $rednim poziomie 0,638, a rasg o najwyzszej
odrebnosci genetycznej, w poréwnaniu do pozostatych, byla ge$ kartuska. W dalszych etapach
badan, wykonano krzyzowania migdzy rodzimymi rasami g¢si, a komercyjnymi liniami W33
(linia ojcowska) i W11 (linia mateczna), wykorzystywanymi do produkcji komercyjnych
mieszancow gesi kotudzkiej (publikacja 7). W efekcie, ujawniono istotny efekt kierunku
krzyzowania na zréznicowanie genetyczne wyrazone wspoOlczynnikiem wspolnych alleli
RAPD; w przypadku krzyzéwek W333 x OZQ (OZ - rasa zachowawcza), zréznicowanie
genetyczne bylo na wyzszym poziomie (0,59) niz w przypadku odwrotnego kierunku
krzyzowania: OZJ x W33Q (0,75). Efekty genetyczne byly réwniez poparte wynikami
fenotypowymi, zebranymi w trakcie odchowu mieszancow (np. masa ciafa, cechy migsne i
reprodukcyjne). Wskazuje to na wptyw chromosomu Z, przenoszonego przez gamete zefiska,
w kodowaniu cech fenotypowych. Uzyskane wyniki potwierdzity zasadno$é ochrony
krajowych zasobow genetycznych gesi, jak réwniez wykorzystania ich w programach
hodowlanych.

W Polsce, poza drobiem wodnym, programami ochrony bioréznorodnosci genetycznej
objetych jest kilkanascie rodzimych ras i rodéw kur. Wsrdd nich na szezeg6lng uwage zastuguje
Zielonono6zka kuropatwiana, ze wzgledu na unikalny fenotyp rezedowej barwy skokéw oraz
zdolno$¢ do adaptacji do trudnych warunkéw $rodowiska. W badaniach wiasnych

przeprowadzono analize¢ pochodzenia, pokrewienstwa genetycznego oraz struktury genetycznej
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populacji Zielononézki kuropatwianej (réd Zk) utrzymywanej w hodowli zachowawczej in situ
na Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie (publikacja 19). Badania te byly prowadzone na
podstawie sekwencji nukleotydowej DNA mitochondrialnego (petla D) oraz markeréw
molekularnych SNP (ang. single nucleotide polymorphism), zawartych w DNA genomowym,
genotypowanych przy uzyciu calogenomowej technologii SNP-chip (60K SNP Illumina
iSelect™ Chicken Microarray). Warto podkreslié, ze postep naukowy, jaki dokonatl sie w
zakresie znajomosci genomu kury (publikacja 10), pozwolit na rozwdéj zaawansowanych
narzedzi do analiz molekularnych, wykorzystywanych w badaniach wilasnych. Analiza DNA
mitochondrialnego wykazata obecnos$¢ przynajmniej dwoch niezaleznych haplogrup w obrebie
populacji Zk, natomiast struktura genetyczna populacji Zk, scharakteryzowana na podstawie
DNA genomowego, wykazata domieszke DNA pochodzacego od ras europejskich (ok. 60%),
wschodnioazjatyckich (ok. 35%) oraz potudniowoazjatyckich (ok. 2%). Tak zr6znicowane
podloze genetyczne Zk (jak rowniez wigkszosci innych ras europejskich) ma zwigzek z
wyodrebnianiem si¢ ras kur podczas globalnej migracji udomowionego drobiu, towarzyszacej
migracjom czlowieka, z terenu potudniowej Azji do Europy. Na podstawie badan genetycznych
Zk wykazano rowniez podloze genetyczne rezedowego ubarwienia skokéw, wynikajace z
obecnosci alleli recesywnych w loci W oraz 1d, odpowiedzialnych za wytwarzanie melaniny w
skérze i naskérku. Uzyskane wyniki umozliwiaja dalsze wykorzystanie Zk jako organizmu
modelowego w badaniach genetycznych, zwlaszcza dotyczacych dziedziczenia cech w
populacjach mieszanych. Podkreslajg rowniez zasadno$¢ zachowania rodzimych ras zwierzat,
jako czescei dorobku cywilizacyjnego.

Badania molekularne z wykorzystaniem genotypu Zk zostaty rowniez prowadzone na
modelu chimer ptasich, uzyskanych poprzez wprowadzenie komérek blastodermalnych dawcy
(Zk) do zarodka biorcy (Leghorn) (publikacja 12). Dzieki wykorzystaniu dwéch odleglych
genetycznie ras kurczat, mozliwa byla identyfikacja chimer przy pomocy markeréw
mikrosatelitarnych. Chimeryzm byt analizowany w gonadach, mie$niu udowym, watrobie,
migsniu piersiowym oraz sercu. Na podstawie czgstotliwosci wystepowania alleli

charakterystycznych dla danej rasy, okreslono $redni poziom chimeryzmu na ok. 50%.

4.2 Identyfikacja podloza genetycznego cech iloSciowych u zwierzat

Badania z zakresu genetyki i genomiki gatunkéw zwierzat gospodarskich majg na celu
detekcj¢ genetycznego podloza waznych cech gospodarskich. Wigkszos¢ cech produkeyjnych
zwierzat to cechy kodowane poligenicznie, przez duza liczbe genow addytywnych o niskim

efekcie. W zwigzku z tym, identyfikacja podloza genetycznego tych cech najczesciej obejmuje
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detekcje regionéw chromosomalnych zwanych loci cech ilosciowych (ang. QTL — Quantitative
Trait Loci). W tym celu wykorzystuje sie trojpokoleniowe populacje eksperymentalne, w
ktorych analizuje sie dziedziczenie markeréw genetycznych i rozklad cech fenotypowych. W
badaniach wiasnych, do analiz immunogenetycznych wykorzystano populacje referencyjna
kur, powstalg przez skrzyzowanie 5 kogutéw pochodzacych z rasy White Leghorn poddane;j
selekcji (WL) z 17 kurami rodzimej rasy Zielonondzka kuropatwiana (Zk). Pokolenia potomne
F1 (113 osobnikéw) i F2 (504 osobnikow) zostaly poddane analizie fenotypowej i genotypowe;j.
Analiza fenotypowa polegata na oznaczeniu poziomu naturalnych przeciwciat anty-KILH, anty-
LPS oraz anty-LTA (nieswoista odpowiedz immunologiczna), a takze pierwotnej odpowiedzi
immunologicznej ksztaltujacej si¢ po podaniu antygenu KLH (wyrazonej poziomem
przeciwcial anty-KLH). Hemocyjanina KLH pochodzi z malza morskiego Megathura
crenulata (ang. KLH — keyhole lympet haemocyanin) i ma silne dzialanie immunostymulujace.
Lipopolisacharyd (LPS) oraz kwas tejchojowy (LTA) stanowig wzorce molekularne zwigzane
z patogenami (ang. PAMP — pathogen associated molecular patterns), takimi jak bakterie
Gram-ujemne (LPS) oraz Gram-dodatnie (LTA). Analiza genotypowa, wykonana dla populacji
referencyjnej WLQ x Zkd, objeta 30 marker6w mikrosatelitarnych, zlokalizowanych w
chromosomach: GGA3, GGA5, GGA6, GGA8, GGA9, GGA10, GGA14, GGA15, GGA18
oraz GGAZ. Selekcja markeréw mikrosatelitarnych zostata przeprowadzona na podstawie
danych literaturowych zdeponowanych w bazie danych ChickenQTLdb, obejmujgcych znane
QTL dla cech: poziom odpowiedzi immunologicznej anty-KLH, anty-LPS oraz anty-LTA. W
oparciu o dane genotypowe i fenotypowe, zebrane dla populacji eksperymentalnej WLQ x Zkd,
przeprowadzono szereg analiz statystycznych, majacych na celu lokalizacj¢ QTL, zwigzanych
z dang cecha.

W przypadku genetycznych podstaw nieswoistej odpowiedzi immunologicznej,
wyrazonej poziomem naturalnych przeciwcial anty-KLH, anty-LPS i anty-LTA (publikacja
13), analizy wykonano przy uzyciu modeli statystycznych: regresji (half-sib oraz line-cross) i
LDLA (ang. linkage disequillibrium linkage analysis). Przeprowadzone analizy pozwolily na
wytypowanie szesciu loci zwigzanych z poziomem naturalnych przeciwcial anty-LPS oraz
czterech loci zwigzanych z poziomem przeciwciat anty-LTA. Trzy QTL zwigzane z poziomem
naturalnych przeciwciat anty-LPS, a dwa z poziomem naturalnych przeciwcial anty-LTA,
stanowity potwierdzenie regionow zidentyfikowanych w innych populacjach referencyjnych.
Dla tych regionéw genomowych, zawartych w chromosomach: GGAS5, GGA6, GGA9,
GGA14, GGA18 i GGAZ wykonano analize genéw kandydujgcych metodg in silico
(publikacja 14). Metoda ta byla oparta o bazy danych: NCBI, KEGG, InnateDB oraz
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GeneOntology. Geny kandydujgce byly wytypowane w oparciu o informacje pozycyjna
(lokalizacja genu w obrebie potwierdzonego regionu QTL) oraz funkcjonalng (udziat w
nieswoistej odpowiedzi immunologicznej). W efekcie, zaproponowano 38 genéw
kandydujacych, bioracych udziat w: (1) proliferacji, réznicowaniu i funkcji fizjologicznej
limfocytow B (np. CXCLI2, BLNK, IL21R, RBP4, CD59, TNFRSF13B); (2) szlaku sygnalizacji
receptoréw TLR (np. TRAF6, FADD, NFxBIA, CARDI1, FAS, FGFS8, TGFB, IL31RA) oraz (3)
kaskadzie sygnalizacyjnej kinaz MAP (np. MAP2K3, MAP2K4, MAP3KI, MAP3KI3,
MAPKSIP3). Uzyskane wyniki daja podstawy poszukiwania mutacji sprawczych w obrebie
gendw kandydujacych.

Region w chromosomie GGA 14, zawierajgcy potwierdzony QTL zwiazany z poziomem
pierwotnej odpowiedzi immunologicznej na antygen KLH zostat réwniez poddany analizom
regresji (half-sib oraz line-cross) i LDLA, a takze analizie gen6w kandydujacych (publikacja
11). Analizy te wykazaly obecno$¢ dwéch QTL w chromosomie GGA 14, zwiazanych z cecha
pierwotnej odpowiedzi immunologicznej na antygen KILH; jeden na 63 cM, a drugi na 76 cM.
W przypadku tego regionu, najbardziej skutecznym modelem statystycznym okazat si¢ model
taczony LDLA, w ktérym wykorzystywana jest informacja o dziedziczeniu cech zaréwno ze
strony ojca, jak i matki. Model ten umozliwit precyzyjna lokalizacje regionu QTL dla
odpowiedzi pierwotnej przeciw antygenowi KLH w dystalnej cze$ci chromosomu. Dodatkowo,
dane genotypowe i fenotypowe dla QTL na GGA14 zostaty poddane dodatkowym analizom
statystycznym, z wykorzystaniem czterech réznych modeli testujgcych na obecnos$é dwoch
niezaleznych QTL w tym samym regionie oraz model zakladajacy efekt epistazy (publikacja
15). Analiza pozycyjnych i funkcjonalnych genéw kandydujacych wykonana dla tego QTL
umozliwita wytypowanie trzech genéw, AXIN, TRAPI1 oraz MAPKS8IP3. Geny te zostaly
poddane genotypowaniu markeréw SNP oraz analizie asocjacji z cechg fenotypowa. W
rezultacie, dwa markery SNP (RS15012401 i RS15012428) w obrgbie genu AXIN okazaty sie
istotnie zasocjowane z cecha pierwotnej odpowiedzi immunologicznej przeciwko antygenowi

KLH.

Dane zebrane podczas realizacji prac nad genetycznymi podstawami humoralnej
odpowiedzi immunologicznej u kur zostaty poddane meta-analizie (analiza na podstawie
wynikéw uzyskanych w réznych projektach) oraz analizie taczonej (ponowna analiza QTL

wykonana dla potaczonych zbioréw danych z réznych projektéw) (publikacja 17). Meta

analiza QTL umozliwita zawegzenie przedziatow ufnosci dla dwdch regionéw QTL potozonych
w GGA14 — jednego dla cechy poziomu naturalnych przeciwcial anty-LTA i drugiego — dla

cechy pierwotnej odpowiedzi immunologicznej na antygen KLH. Z kolei analiza tgczona
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pozwolita na zawezenie przedziatu ufnosci QTL dla cechy odpowiedzi na KLH w GGA14 oraz
QTL dla poziomu naturalnych przeciwcial anty-LPS w GGA18. Regiony te zostaly
wytypowane do analizy asocjacji przeprowadzonej w obrebie gendéw kandydujacych, z
wykorzystaniem GoldenGate Genotyping Assay (Illumina) (publikacja 20). Wytypowane
regiony QTL w chromosomach GGA9, GGA14, GGA18 i GGAZ zawieraly tacznie 617

pozycyjnych genéw kandydujacych oraz 2023 markery SNP. Analiza in silico funkcji genow,
zawezita ich liczbe do 36, a liczbe wyselekcjonowanych markerow SNP do 384. Analiza
asocjacji przy pomocy dwoch niezaleznych modeli statystycznych, RMM i CAR, pozwolila na
wytypowanie najbardziej istotnych SNP dla poszczegblnych typéw odpowiedzi
immunologicznej. Nieswoista odpowiedZ humoralna przeciwko LPS byta najsilniej
zasocjowana z markerami SNP zlokalizowanymi w obrebie genow: EPHBI (GGA9), PRKCB
(GGA14), FOXJI1 (GGAI18) oraz PTGER4 (GGAZ). Dla odpowiedzi immunologicznej anty-
KLH i anty-LTA najsilniejsze asocjacje zostaty zidentyfikowane dla SNP w genach JMJD6
oraz ITGB4, zlokalizowanych w GGA18. Markery te zostaly zakwalifikowane jako nukleotydy
cech ilosciowych (ang. QTN — quantitative trait nucleotide), ktore w najwickszym stopniu
wptywaja na wariancj¢ genetyczng warunkujgcg dang ceche.

Warto wspomniec, ze detekcja QTL przeprowadzona w obregbie populacji referencyjnej
zwierzat, musi by¢ poddana weryfikacji w stadach komercyjnych przed praktycznym
wdrozeniem do selekcji genetycznej. Taka analize wykonano w badaniach wlasnych dla
komercyjnych mieszafcéw $win nalezacych do zasobéw genetycznych holenderskiej firmy
hodowlanej IPG Institute for Pig Genetics BV (obecnie TOPIGS/NORSVIN Beuningen)
(publikacja 8). Genotypowanie przy pomocy markeréw mikrosatelitarnych zostato
przeprowadzone dla ramienia q chromosomu SSC4, natomiast analizowane cechy fenotypowe
objely cechy jakosci tuszy (m.in. othuszczenie oraz masa szynki i poledwicy) oraz migsa (m.in.
barwa, pH oraz marmurkowatos$¢). W efekcie potwierdzona zostaty trzy regiony QTL, ktére
moga sta¢ si¢ podstawg do selekcji wspomaganej markerami (ang. MAS — marker-assisted
selection).

4.3. Stymulacja miogenezy u kurczat poprzez modulacje termiczng i
naswietlanie

Masa migsnia piersiowego u kurczat zalezy gtéwnie od liczby i wielkosci widkien
mig$niowych zbudowanych z podtuznych komoérek migsniowych (mioblastéw). Liczba
widkien migsniowych jest ksztaltowana podczas rozwoju embrionalnego, po czym wigkszos¢
komoérek migsniowych (za wyjatkiem komérek satelitowych) traci zdolno$é do proliferacji

(hiperplazji), a rozrost migsnia nastepuje tylko w wyniku hipertrofii. Procesy tworzenia
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komoérek mig$niowych podczas rozwoju embrionalnego pozostaja pod kontrolg grupy
czynnikoéw transkrypcyjnych kodowanych przez geny miogeniczne (miogenina, MyoD1 oraz
Myf5). W celu zwigkszenia tempa miogenezy poprzez manipulacje genami miogenicznymi,
podczas rozwoju embrionalnego zastosowano dodatkowe stymulanty abiotyczne. Czynnikami
eksperymentalnymi byty: temperatura (cykliczne kondycjonowanie termiczne jaj w dniach 15-
18 inkubacji) oraz naswietlanie jaj Swiattem zielonym (sygnal odbierany przez siatkéwke
embrionalnego oka, podawany migdzy 1 a 18 dniem inkubacji) (publikacja 19). U zarodkow
poddanych stymulacji proceséw miogenezy in ovo przy pomocy warunkéw termicznych,
wykryto wzrost ekspresji genu miogeniny oraz spadek ekspresji Myf5, mierzonych podczas
poznych faz rozwoju embrionalnego. Z kolei, zastosowanie naswietlania $wiattem zielonym
spowodowato wzrost ekspresji genu miogeniny zaréwno podczas zycia embrionalnego, jak i
wczesnych etapéw po wylegu; spadek ekspresji genu Myf5 w péznych etapach embrionalnych
oraz MyoD1 podczas pierwszych dni po wylegu. Modulacja genéw miogenicznych poprzez
manipulacje warunkami rozwojowymi zarodka kury daje potencjat do poprawy parametréw
produkcyjnych kurczat poprzez modulacje in ovo. Zwigkszona ekspresja genu miogeniny,
odpowiedzialnego za réznicowanie progenitoréw miesni (mioblastéw) w komorki miesniowe,
stanowi potencjalne Zrédlo poprawy parametréw wzrostu migénia piersiowego u kurczat
broiler6w. W efekcie, zastosowana stymulacja in ovo moze prowadzi¢ do poprawy
efektywnosci produkcji drobiarskiej, stanowiac kolejne narzedzie biotechnologiczne do
otrzymywania produktow zywnosciowych okre$lonej jakoSci.

4.4. Dlugofalowe efekty podania prebiotyku i synbiotyku in ovo

W badaniach wiasnych istotng tematyka jest sterowanie organizmem gospodarza (kura)
poprzez stymulacje jego mikrobiomu prebiotykiem lub synbiotykiem podanym in ovo. Metoda
ta, opisana szczegétowo w publikacji przegladowej (publikacja 9) daje réznorodne i silne
cfekty fenotypowe, utrzymujace sie przez caty okres zycia osobniczego kurczat broilerow. W
przypadku cech produkcyjnych, podanie prebiotyku ORR oraz trzech synbiotykow
zawierajacych ORR i rézne szczepy L. lactis nieznacznie wptyneto na wzrost masy ciata w
poréwnaniu do kontroli (publikacja 16). Natomiast, podanie dwoch synbiotykéw istotnie
podwyzszylo wskaznik wykorzystania paszy (ang. FCR — feed conversion ratio). We
wszystkich analizowanych przypadkach, podanie prebiotyku i synbiotyku in ovo doprowadzito
do zmiany mikrostruktury miesnia piersiowego kurczat broileréw: zwiekszyta si¢ $rednica
widkien migsniowych przy spadku zageszczenia widkien oraz zawartosci Srodmiesniowego

kolagenu.
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Wdrazanie technologii in ovo do podawania substancji bioaktywnych podczas rozwoju
embrionalnego kurczat wymaga procedury optymalizacji dawek oraz weryfikacji mierzalnych
efektéow w poréwnaniu do innych metod podania (w paszy lub w wodzie). W tym celu, w
badaniach wiasnych opracowano protokét podania prebiotyku metodg in ovo bez utraty
wylegowosci, natomiast przy zachowaniu korzystnych efektéw fenotypowych (publikacja 22).
Metoda ta zaklada podanie in ovo wzrastajacych koncentracji prebiotyku poprzez iniekcje w 12
dobie inkubacji i ocene dwoch parametrow: (1) wylegowosci oraz (2) profilu bakteryjnego
nowo wylezonych pisklat. Na tej podstawie, dawki substancji bioaktywnych do iniekcji iz ovo,
sa bezpieczne dla rozwoju embrionalnego kurczat, jak réwniez efektywnie wspierajg rozwdj
mikroflory jelitowej juz w jaju.

4.4. Modele in vitro do oceny efektéw wplywu srodowiska na procesy
biologiczne

Obecne trendy w badaniach biologicznych zmierzaja ku szerszemu wykorzystaniu
technik in vitro, zwlaszcza w badaniach przesiewowych. Prawidlowo skonstruowane modele
komorkowe i tkankowe pozwalaja na prowadzenie informatywnych eksperymentow przy
uzyciu ograniczonej liczby zwierzat. Warunkiem wykorzystywania modeli iz vitro jest jednak
odpowiedni warsztat badawczy, zwlaszcza w kontekscie czystosci mikrobiologicznej
(publikacja 21). Poza linig komdrkowa DT40, ktéra zostala wykorzystana do doboru
prebiotyku i probiotyku w synergistyczny synbiotyk, w badaniach wiasnych wykorzystano
roéwniez lini¢ HD11, sktadajaca si¢ z populacji monocytéw i makrofagéw kurczgcych. Linia ta
zostata wykorzystana do modelowania in vitro reakcji komoérek uktadu immunologicznego na
stres cieplny oraz endotoksemi¢ (jako endotoksyng¢ zastosowano lipopolisacharyd) (publikacija
24). Podczas stresu cieplnego aktywowana zostata ekspresja genow kodujgcych molekularne
chaperony (HSP25, HSPA2 i HSPHI) i kochaperony (DNAJA4 i DNAJB6), jak réwniez gen
BAG3 o charakterze antyapoptotycznym. Z kolei, w przypadku dziatania dwoch stymulantéw
(wysoka temperatura oraz endotoksyna), HD11 wygenerowaly silniejsza odpowiedz
immunologiczng, wyrazong ekspresja takich genéw jak CCL4, CCL5, ILIB, IL8 oraz iNOS, niz
w przypadku dzialania samej endotoksyny. Wskazuje to na immunostymulujgce dziatanie
stresu cieplnego oraz przystosowanie makrofagéw do eliminacji szkodliwych skutkéw
dzialania endotoksemii wywolanej w reakcji na wysokg temperature.

Doskonatym modelem komérek limfatycznych in vitro jest hodowla pierwotna komérek
dendrytycznych réznicowanych z komoérek szpiku kostnego kurczat (ang. BMDC — bone
marrow-derived dendritic cells) (publikacja 23). Komérki BMDC zostaly wykorzystane do

analizy poréwnawczej wptywu czynnika genetycznego (Leghorn vs. Fayoumi) na funkcjonalng
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odpowiedZ na biotyczny (lipopolisacharyd) i abiotyczny (wysoka temperatura) czynnik

srodowiskowy. W efekcie wykazano, ze BMDC pochodzace od rasy odpornej na choroby i

wysokie temperatury (Fayoumi) reaguja silniejsza ekspozycja gtéwnego ukfadu zgodnosci

tkankowej klasy Il (MHC II), podwyzszona produkcja tlenku azotu oraz silniejsza fagocytoza

w poréwnaniu do BMDC pochodzgcych od rasy bardziej podatnej na choroby (Leghorn).
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