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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pani mgr inz. Alicji Wierzbickiej

pt. ,, Analiza czynnikow modulujqcych efekty suplementacji witaming D: perspektywa
literaturowa, badania transkryptomiczne i epigenetyczne”

W zwigzku z powierzong mi funkcja recenzentki w postepowaniu doktorskim Pani mgr inz.
Alicji Wierzbickiej, na podstawie uchwaty Rady Naukowej Instytutu Zootechniki — Panstwowego
Instytutu Badawczego z dnia 22 marca 2024 roku, niniejszym przedstawiam recenzje rozprawy
doktorskiej pt. ,,Analiza czynnikéw modulujgcych efekty suplementacji witaming D: perspektywa
literaturowa, badania transkryptomiczne i epigenetyczne”. Rozprawa ta zostala wykonana w
Zaktadzie Biologii Molekularnej Zwierzat, pod opieka Promotor, dr hab. Marii Oczkowicz, prof. 1Z
oraz Promotor pomocniczej, dr inz. Anny Koseniuk.

1. Ocena metodyczna

Recenzja zostata przygotowana w oparciu o przestany mi egzemplarz rozprawy doktorskie;j.
Rozprawa doktorska bazuje na cyklu czterech powigzanych tematycznie publikacji naukowych.
Publikacje te obejmuja jedng prace przegladowa oraz trzy oryginalne prace badawcze. W ujeciu
naukometrycznym, prace wchodzace w cykl zostaly opublikowane w cenionych czasopismach
naukowych (Q1 i Q2 z obszaréw food science, molecular biology lub medicine misc.). Ich sumaryczna
wartos¢ Impact Factor wynosi 21, a sumaryczna liczba punktow MEIN wynosi 450. Wediug
informacji z bazy Google Scholar, prace te byly tacznie cytowane 47 razy, z czego publikacja
przegladowa (publikacja 1) uzyskata az 45 cytowan. Manuskrypt rozprawy doktorskiej liczy 45 stron i
zostal podzielony na nastgpujace rozdziaty: (1) Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), (2)
Wstep, (3) Cele pracy doktorskiej, (4) Cykl publikacji, (5) Wnioski oraz (6) Bibliografia. Uktad pracy
doktorskiej obejmuje wszystkie elementy charakterystyczne dla rozpraw naukowych. Najbardziej
obszerng cze$cia rozprawy doktorskiej jest opis cyklu publikacji (27 stron), zawierajacy syntetycznie
przedstawione informacje zawarte w kazdej z czterech publikacji wchodzacych w sktad cyklu.
Bibliografia zawarta w rozprawie doktorskiej liczy 94 pozycje, w wigkszosci stanowigce cytowania
innych prac naukowych, ale rowniez raportéw grup roboczych (np. EFSA). Ponad potowa prac
cytowanych w bibliografii obejmuje najnowsze doniesienia naukowe (datowane na lata 2018 i
pbézniejsze). Istotng czegscig rozprawy doktorskiej sa zaltgczniki, obejmujace o$wiadczenia autorskie
wspodtautorow opublikowanych prac naukowych wchodzacych w sktad cyklu publikacji oraz kopie
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tych prac. Wszystkie prace sg wspotautorskie, a rola poszczegdlnych wspdtautorow w powstanie prac
zostata okre$lona w zatgczonych oswiadczeniach wspotautora. Pani mgr inz. Alicja Wierzbicka jest
pierwsza autorkg kazdej z czterech prac wchodzacej w sktad cyklu, co potwierdza Jej wiodacy udziat.
W zalacznikach do rozprawy doktorskiej nie znalaztam o$wiadczenia Doktorantki zwierajacego
wyspecyfikowanie Jej wktadu autorskiego do prac wchodzacych w sktad cyklu. Z lektury Authorship
statement zawartych w kopiach publikacji wynika, ze Pani mgr inz. Alicja Wierzbicka byta
zaangazowana w takie dziatania jak: methodology, investigation, validation, software, visualisation,
data curation oraz writing (original draft & review). Na liscie wspotautorow nie widnieje nazwisko
Pani Promotor pomocniczej, dr inz. Anny Koseniuk. W podsumowaniu, pod wzgledem metodycznym,
rozprawa doktorska Pani mgr inz. Alicji Wierzbickiej jest przygotowana zgodnie z najwyzszymi
standardami.

2. Ocena merytoryczna

2.1. Tematyka i hipotezy badawcze

Tematyka niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczy roznych aspektow dziatania witaminy D w
organizmie cztowieka (badania literaturowe) i s$wini (badania eksperymentalne). Taka struktura pracy
moze wydaé si¢ zaskakujgca, bioragc pod uwage, ze teoretyczna i praktyczna czes¢ pracy zostata
przeprowadzona na odr¢gbnych modelach biologicznych. Byto to jednak, moim zdaniem, znakomite
rozwigzanie, pozwalajace na zaczerpnigcie z bogatej literatury dotyczacej efektow witaminy D u ludzi
oraz mozliwos$ci eksperymentowania na organizmie $wini. Wiadome jest, ze swinia jest modelem
anatomicznym, genetycznym i fizjologicznym dla czlowieka, i odwrotnie 1. Ponadto, jak Autorka
podkre§la we wstepie, mimo ogromnej roli przypisywanej witaminie D w wielu procesach
fizjologicznych, dopiero w ostatnich latach stato si¢ jasne, ze znakomita czg¢$¢ populacji ludzkiej ma
niedobory witaminy D. Dzigki temu, powstaly badania epidemiologiczne przeprowadzone na duzych
populacjach, ktore pozwolily na szersze spojrzenie na efekty witaminy D w organizmie, w tym roznice
miedzyptciowe. W odniesieniu do zwierzat gospodarskich, watek niedoborow witaminy D w diecie
stanowi od niedawna temat prac badawczych. Maksymalne dzienne dawki witaminy D sa okreslone w
rozporzadzeniu Komisji Europejskiej na poziomie 2000 IU/Kg paszy, jednak pojawiajg sie glosy
dotyczace zmiany tych norm. W swojej rozprawie, Autorka postawita cztery hipotezy badawcze,
odnoszace si¢ do réznic miedzypiciowych w poziomie i dziataniu witaminy D oraz efektow
molekularnych wywotanych suplementacjg witaminy D. W kontekscie postawionych hipotez mam
nastgpujace pytanie:

Pytanie 1. Hipoteza pierwsza dotyczy efektu pici w badaniach literaturowych u ludzi. W pracy
eksperymentalnej na swiniach zachowane zostaly réowne proporcje plci. Dlaczego nie zostala
postawiona hipoteza wphywu pici na odpowiedz na zadany czynnik eksperymentalny (suplementacje
roznych dawek i form witaminy D)?

2.2. Badania literaturowe

W czesci literaturowej (Publikacja 1), Autorka dokonata obszernego przegladu literatury
Zwigzanej z biosyntezag i metabolizmem witaminy D W oOrganizmie czlowieka, poziomow
fizjologicznych witaminy D 1 réznic miedzyptciowych oraz udzialu witaminy D w stanach

1 N. Hou (2022) Advances in pig models of human diseases. Animal Model Exp. Med. 5: 141-152.
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patologicznych (w tkankach szkieletowych i nieszkieletowych) kobiet i m¢zczyzn. Praca ta, niezwykle
obszerna i opublikowana w prestizowym czasopismie British Journal of Nutrition, doczekata si¢ az 45
cytowan (wg. Google scholar). Obejmuje ona wiele aspektéw zwigzanych z metabolizmem i funkcja
witaminy D u ludzi. Autorka cytuje w tej pracy 151 prac badawczych i wykazuje zréznicowane efekty
niedoborow i suplementacji witaminy D, z podkre§leniem znaczacych réznic miedzy picig zenska i
meska. Praca ta stanowi doskonale wprowadzenie literaturowe do czgsci eksperymentalnej. Tym
bardziej, w dalszej czg$ci rozprawy zabraklo watkow poruszonych w tej znakomitej pracy
przegladowej, takich jak efekt plci.

2.3. Badania eksperymentalne

Czes¢ eksperymentalna niniejszej rozprawy doktorskiej zostata oparta o jedno doswiadczenie
zywieniowe przeprowadzone na §winiach skarmianych paszami suplementowanymi réznymi formami
i dawkami witaminy D (Publikacje 2-4). Zwierz¢ta podzielono na cztery grupy. Grupa (1,
kontrolna) otrzymywata suplementacje¢ cholekalcyferol w maksymalnej dopuszczonej dawce. Kolejne
grupy doswiadczalne otrzymaty: (2) podwyzszong dawke cholekalcyferolu, (3) podwyzszona dawke
cholekalcyferolu + kalcydiol oraz (4) sam kalcydiol w jednostkach odpowiadajacych standardowej
dawce cholekalcyferolu. Po zakonczeniu tuczu, zwierzeta poddano eutanacji i pobrano probki
materiatu biologicznego do badan. W osoczu krwi wszystkich zwierzat eksperymentalnych zmierzono
poziom catkowitego stezenia witaminy D. Zgodnie z zatozeniem, poziom 25(OH)D byt najnizszy w
grupach 1 i 2, a najwyzszy w grupach 3 i 4. Wszystkie grupy eksperymentalne réznity sie od grupy
kontrolnej.

Pytanie 2. Czy wykonano analize wariancji poziomu 25(0OH)D z uwzglednieniem pici jako czynnika?
Czy W przypadku swin wystepujq roznice w poziomie witaminy D zwigzane z picig?

Pytanie 3. Czy przy planowaniu badarn rozwazono, zZeby w ukladzie eksperymentalnym wystgpifa
kontrola negatywna, niesuplementowana witaming D? Mogloby to daé lepszy kontrast w badaniach
Jjakosci miesa i badaniach transkryptomicznych.

Pobrane probki obejmowaly dwa rodzaje tkanek: probki mie$nia najdtuzszego (longissimus)
oraz probki ptuc. W probkach tkanki migs$nia najdhuzszego przeprowadzono analize ekspresji RNAseq
oraz kompleksowa analiz¢ jakosci migsa (Publikacja 2). W probkach pobranych z phuc
przeprowadzono analizy ekspresji miRNA (Publikacja 3) oraz methylSeq (Publikacja 4). Wyniki
poddano szczegdtowej analizie bioinformatycznej. Wyniki wykazaty, Zze podanie wyzszych dawek
witaminy D w paszy $win i/lub zamiana jej formy z cholekalcyferol na kalcydiol jest bezpieczne dla
zwierzat i nie powoduje negatywnego wptywu na jakos¢ miesa (Publikacja 2). Autorka stusznie
zauwaza, ze warto bylo podda¢ probki migsa badaniom na poziom witaminy D, co mogloby sie
przetozy¢ na praktyczny efekt dla producentow i konsumentéw zywnosci. Z drugiej strony, podawanie
wyzszych dawek witaminy D nie wptyngto na zmiany transkryptomiczne w migéniu najdtuzszym. Nie
jest to zaskakujace, skoro sama Autorka podkresla w wielu miejscach, ze jednym z docelowych
uktadoéw, w ktorych witamina D wykazuje znaczace dziatanie, jest uktad immunologiczny.

Tutaj dochodzimy do drugiej czesci prac eksperymentalnych, w ktérych dokonano analiz
transkryptomicznych i epigenetycznych w obrgbie tkanki ptucnej zdrowych zwierzat (Publikacja 3 i
4). Autorka argumentuje, ze ptuca sg narazone czesto na kurz wystepujgcy W obiektach gospodarskich,
w ktorych przebywaja $winie. Pluca staly si¢ rowniez popularne wsroéd badawczy w kontekscie
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pandemii COVID-19, podczas ktorej wykazano wiele negatywnych efektow choroby w obrebie
uktadu oddechowego. Tym niemniej, zwierzgta eksperymentalne wykorzystane do badan w niniejsze;j
rozprawie doktorskiej, byty zdrowe, co utrudniato powigzanie suplementacji ze statusem zdrowotnym
uktadu oddechowego. Kolejne pytania nasuwajg si¢ po lekturze tej czgsci rozprawy doktorskiej:

Pytanie 4. Czy pluca poddano analizie fenotypowej, np. analizie histopatologicznej, ktora mogtaby
wykazaé rzeczywisty wplyw suplementacji witaming D na zmiany w obrebie tkanek?

Pytanie 5. Czy Autorzy planujg dalsze badania zwigzane z podawaniem zwigkszonych dawek witaminy
D zwierzetom chorym albo poddanym stresowi? Jakie sq doniesienia literaturowe w tym zakresie?

W Publikacji 3 Autorka bardzo szczegdtowo przedstawia analizg ekspresji miRNA w tkance ptuc
we wszystkich czterech grupach zwierzat, suplementowanych cholekalcyferolem i kalcydiolem.
Wyniki wskazuja na to, ze miedzy grupg 1 i 2, r6znigcg si¢ jedynie dawka cholekalcyferolu, jedyna
roznica w ekspresji miRNA wystepuje w miR-215-5p. Natomiast, wigcej loci miRNA wykazuje
réznice w ekspresji, gdy poréwnywane sg rowniez grupy 3 i 4, ktore w suplementacji otrzymaty
kalcydiol i mialy najwyzszy poziom witaminy D w osoczu. Natomiast, Publikacja 4, ktora zawiera
wyniki analiz transkryptomicznych i metylacji DNA w ptucach, zostata ograniczona do dwoch grup (1
i 2), suplementowanych tylko cholekalcyferolem. Wyniki zawarte w publikacji 4 obejmujg bardzo
ciekawe spostrzezenia, ze zwigkszona suplementacja cholekalcyferolem doprowadzita do negatywnej
regulacji ekspresji genow. Autorka podkresla, ze te wyniki, S3 W sprzecznosci ze znanym z literatury
wpltywem witaminy D na zwigkszenie aktywnos$ci transkrypcji RNA, a nie jej obnizenia. Ponadto,
wyniki metylSeq wskazuja rowniez na zwigkszony poziom metylacji DNA w grupie suplementowanej
wyzszg dawka cholekalcyferolu. W tej publikacji brakuje grup 3 i 4, obejmujacych zwierzeta
suplementowane kalcydiolem, ktore moglyby przynies¢ duzo ciekawych informacji na temat wptywu
tej formy witaminy D na transkryptom i metylom tkanki ptucnej swin. W rozprawie doktorskiej nie
znalaztam informacji na ten temat.

Pytanie 6. Prosze Wytumaczyé, dlaczego w Publikacji 4 nie wuwzgledniono grup 3 i 4,
suplementowanych kalcydiolem, w odniesieniu do badan transkryptomicznych i epigenetycznych?

2.4. Whnioski

W oparciu 0 omawiane wyniki pracy doktorskiej, Autorka sformutowata cztery wnioski,
odnoszace si¢ do zatozonych hipotez. W zakresie wnioskow, mam watpliwo$¢ 0 wniosek trzeci,
brzmiacy nastgpujaco: ,,(...) zastgpienie cholekalcyferolu kalcydiolem nie wywoluje zadnych zmian w
ekspresji miRNA w tkance ptuc”. Zgodnie z tabelg 1 zawarta w Publikacji 2, grupy zwierzat
suplementowanych kalcydiolem (3 i 4) wykazaly wigcej zmian w zakresie ekspresji miRNA, niz
grupy suplementowane cholekalcyferolem (1 i 2). Prosze wyjasnié.

3. Podsumowanie

W podsumowaniu pragne podkresli¢ wysokie walory badawcze i aplikacyjne przedstawionej
pracy doktorskiej. Badania nad witaming D sg szczegolnie istotne dla poprawy statusu zdrowotnego
ludzi i zwierzat. Autorka popisata si¢ erudycjg i znajomoscig literatury, jak roéwniez szlakéw
metabolicznych, w ktorych witamina D bierze udziat. Jednak, w drugiej czgéci pracy zabrakto
odniesienia do cech fenotypowych, ktore moglyby poprze¢ badania molekularne. W ostatniej
publikacji wyraznie brakowato danych na temat grup suplementowanych kalcydiolem.
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W oparciu o przytoczone argumenty, stwierdzam ze przedstawiona mi do recenzji
rozprawa doktorska Pani mgr inZz. Alicji Wierzbickiej spelnia wymagania stawiane pracom
doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i
Nauce (Dz. U. z 2023 r. poz.742). W zwiazku z powyzszym, przedkladam Wysokiej Radzie
Naukowej Instytutu Zootechniki wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Alicji Wierzbickiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,
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